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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad antiinflamatoria de una formulacion
intramuscular de ECOXIB®BLISPACK, medicamento disefiado por la industria farmacéutica
GINSBERG ECUADOR S.A ubicada en la ciudad de Quito. ECOXIB®BLISPACK tiene una
presentacién de jeringa pre-llenada por 1 mL que contiene 90 mg del principio activo
Etoricoxib, antiinflamatorio no esteroideo perteneciente a la familia de los COXIB los cuales
inhiben selectivamente a la COX-2. En la actualidad, las enfermedades inflamatorias son un
problema social muy importante a nivel mundial, por ello es indispensable que la industria
farmacéutica contribuya en la basqueda de nuevas opciones de terapia que sean eficaces y con
el minimo riesgo de originar efectos adversos por los farmacos tradicionalmente usados. Para el
estudio se utilizaron 12 ratas hembras (Wistar) de entre 2-3 meses de edad y de 200-250 g de
peso, que fueron distribuidas en 4 bloques cada uno de ellos con ratas de pesos similares, cada
blogue estaba conformado por 3 unidades experimentales a las que se indujo inflamacién aguda
con una solucion de carragenina al 1% mediante inyeccién en la region sub-plantar de la pata
derecha y posteriormente tratadas con el vehiculo usado en la formulacion de
ECOXIB®BLISPACK (T1) como blanco, ECOXIB®BLISPACK (T2) y medicamento de
referencia Dynastat® (T3) como control. EI grado de inflamacion del edema sub-plantar fue
medido con un calibrador digital con una resolucion de 0,1 mm a diferentes tiempos, 0, 1, 2, 4,
8, 12, 20, 24 y 27 horas; luego de la induccién de la inflamacion con carragenina. En
conclusion, se puede determinar que tanto ECOXIB®BLISPACK medicamento disefiado por la
industria farmacéutica GINSBERG ECUADOR S.A como Dynastat® (medicamento de
referencia) inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa 2, pertenecientes al grupo terapéutico
MO1AH antiinflamatorios y antirreumaticos (antiinflamatorios no esteroideos) presentan la

misma actividad antiinflamatoria en funcién del tiempo cuando se compararon estadisticamente.

Palabras claves: <Ginsberg>, <Etoricoxib>, <ECOXIB®BLISPACK>, <parecoxib>,

<Dynastat® >, <antiinflamatorio>, <antirreumatico>, <edema sub-plantar>, <carragenina>.
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SUMMARY

The aim of the research was to evaluate the anti-inflammatory activity of an intramuscular
formulation of ECOXIB®BLISPACK, medicine designed by the GINSBERG ECUADOR S.A
pharmaceutical industry is located in the city of Quito. ECOXIB ® BLISPACK has a 1 mL pre-
filled syringe presentation containing 90 mg of the Etoricoxib active ingredient, a non-steroidal
anti-inflammatory substance belonging to the COXIB family which selectively inhibits COX-2.
Nowadays, inflammatory diseases are a very important social problem worldwide, so it is
essential that the pharmaceutical industry contributes to the search for new therapy options that
are effective and with the minimum risk of originating adverse effects from traditionally used
drugs. For the study, 12 female rats (Wistar) between 2-3 months of age and 200-250 g of
weight were used, that were distributed in 4 blocks each of them with rats of similar weights,
each block was conformed by 3 experimental units to which it was induced inflames with a 1%
solution of carrageenan by injection in the sub-planting region of the right leg and subsequently
treated with the vehicle used in the formulation of ECOXIB ® BLISPACK (T1) as white,
ECOXIB ® BLISPACK (T2) and Dynastat ® reference drug (T3) as control. The degree of
inflammation of the edema was measured with a digital calibrator with a resolution of 0.1 mm at
different times, 0, 1, 2.4, 8, 12, 20.24 and 27 hours; after induction of inflammation with
carrageenan. In conclusion, it can be determined that both ECOXIB ® BLISPACK medicine
designed by the pharmaceutical industry GINSBERG ECUADOR S. A as Dynastat ®
(reference drug) are selective inhibitors of cyclooxygenase 2, belonging to the therapeutic group
MO1AH anti-inflammatory and anti-rheumatic (non-steroidal anti-inflammatory), showed

significantly different differences in the anti-inflammatory activity.

KEY WORDS: : <BIOCHEMISTRY> < ANTI-FLAMATORY ANALYSIS >, <
ETORICOXIB (drug) >, < ECOXIB ® BLISPACK (drug) >, < PARECOXIB (drug) >, <
Dynastat ® (drug) >, <ANTI-FLAMATORY>, <ANTI-RHEUMATIC>, < EDEMA >,
<CARRAGEENAN>.
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INTRODUCCION

El organismo vivo, asi como cualquier organismo pluricelular posee medios para defenderse
ante cualquier agresion que afecte a sus tejidos. De tal forma que las agresiones tanto exdgenas
como enddgenas van a inducir una cascada defensiva en la que actla la inmunidad innata a
través del proceso inflamatorio, para de este modo lograr aislar la lesion, destruir el agente

causante de la misma y reparar el tejido y 6rgano afectado (Mitchell, Kumar, Abbas, Fausto, & Aster,
2012).

El proceso inflamatorio es una reaccion o mecanismo defensivo natural del sistema
inmunolégico del organismo vivo, que se da en respuesta a un dafio originado a células o tejidos
por agentes lesivos que pueden ser tanto microorganismos como bacterias, hongos y parasitos,

traumatismos, necrosis, agentes fisicos o quimicos o reacciones inmunitarias (Villalba Herrera,
2014).

Las caracteristicas principales que conlleva una inflamacion son especialmente calor, rubor,
dolor y edema, a esto se suma un Gltimo signo la pérdida de funcionalidad del érgano afectado
segin Rudolf Virchow, médico alemén. Ademas, presenta cambios fisiopatoldgicos vasculares

y celulares (Montes & Fraguas, 2012).

Un proceso inflamatorio puede presentar una serie de complicaciones crénicas como por
ejemplo la fatiga cronica, colitis, gastritis, falta de energia, depresion, si estos procesos no son
tratados correctamente el paciente no logra alcanzar el estado de salud esperado y pueden surgir

patologias graves como por ejemplo el cancer (Gémez, et al., 2011 pp. 182-217).

Actualmente, muchos medicamentos ayudan en el tratamiento del proceso inflamatorio como es
el caso de los antiinflamatorios no esteroideos (AINES), el grupo farmacolégico mas consumido
en el mundo, representan los primeros farmacos usados como prioridad de la Escalera
analgésica de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) seguidos de los opioides débiles y

finalmente, los opioides potentes (Prieto Setién & Juan Manuel, 2007).

Los AINEs llamados también antiflogisticos, analgésicos no opioides (ANOP) o
antiinflamatorios no esteroideos tradicionales (AINEt), son farmacos bien tolerados, tienen

accion rapida y un efecto maximo o de techo, es decir, que el aumento de la dosis de éste no



compromete una mejoria terapéutica pero si una mayor aparicion de efectos adversos
medicamentosos (EAM) por lo que, es recomendable no aumentar las dosis especificadas. El

término AINEt se establecio luego del aparecimiento de los Coxib (Prieto Setién & Juan Manuel,
2007).

Los AINEs actGan directamente sobre el metabolismo del Acido Araquidénico (AA),
especificamente bloguean a la enzima ciclooxigenasa (COX) tanto COX-1 como COX-2, e
inhiben la sintesis de eicosanoides como prostaglandinas, tromboxanos y prostaciclinas, lo que

hace posible la accion farmacol6gica y el desencadenamiento de efectos adversos (Michel
Batlouni, 2009).

El grupo de farmacos AINEt acttian de forma principal inhibiendo la enzima COX-1, y ésta es
responsable de la sintesis de prostaglandinas que se ocupan de mantener la integridad y
proliferacion de la mucosa gastrica, asegurando un adecuado riego sanguineo. Varios estudios
comprueban que existe una estrecha relacion entre los AINEt y dafio gastrointestinal, en
pacientes consumidores se observa que de un 15 al 20% presentan Ulcera gastrica (Leyva Islas

Rocio, Martinez Rueda Octavio, Naranjo Ricoy Guillermo, & Balcazar Vazquez Ricardo, 2007).

En el afio 1999 la Agencia Norteamericana de control de Medicamentos y Alimentos, Food and
Drug Administration (FDA), autorizd los primeros antiinflamatorios selectivos de la COX-2
Ilamados actualmente Coxib, lo que provocé un entusiasmo a nivel médico mundial puesto que
se disponia por primera vez de una molécula capaz de tratar y controlar el dolor y la inflamacion
respetando a la enzima COX-1y lo més importante, con menores posibilidades de desencadenar

EAM especificamente a nivel gastrointestinal (Prieto Setién & Juan Manuel, 2007).

En la actualidad, existen muchas investigaciones cientificas acerca del tratamiento del proceso
inflamatorio con el fin de evitar las ya mencionadas complicaciones, con lo que permite a la
industria de los medicamentos y a las ciencias médicas el descubrimiento de nuevos
antiinflamatorios no esteroides, los mismos que tienen, poco efecto sobre el sistema nervioso
central (SNC) y no producen dependencia fisica ni psiquica, a su vez que cumplen con su
eficacia y tienen el minimo porcentaje en efectos adversos particularmente gastrointestinales y

cardiovasculares (Prieto Setién & Juan Manuel, 2007).

La EMPRESA FARMACEUTICA GINSBERG ECUADOR S.A ha desarrollado un producto
innovador que contiene el principio activo ETORICOXIB con nombre comercial

ECOXIB®BLISPACK de administracién intramuscular, perteneciente a los inhibidores de la



COX-2, que es usado principalmente para tratamiento sintomatico de osteoartritis, artritis
reumatoide, artritis gotosa aguda, dolor lumbar y dolor agudo post operatorio.

En el trabajo de investigacion desarrollado se planted realizar la evaluacion de la
actividad antiinflamatoria de la formulacion intramuscular de ETORICOXIB in vivo en
ratas de laboratorio, ya que esta fase de estudio (fase preclinica) es de vital importancia

para seguir con los respectivos estudios de calidad efectividad y seguridad del farmaco.

OBJETIVOS

Objetivo General.

Determinar la actividad antiinflamatoria de ETORICOXIB intramuscular de GINSBERG

ECUADOR S.A. in vivo en ratas de laboratorio (Rattus norvergicus).

Obijetivos Especificos.

e Inducir edema plantar sobre los individuos experimentales, mediante la inyeccion

subcuténea de carragenina.

o Determinar el tiempo de reduccién del edema plantar aplicando tres tratamientos etoricoxib

(10 mg/kg), Dynastat® (4 mg/kg) y vehiculo (10 mg/kg).

e Comparar la eficacia de cada tratamiento mediante analisis comparativo del indice de

reduccién de la inflamacion.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Inflamacion

111 Definicion

Se define como la respuesta fisiolégica del organismo en forma localizada y protectora hacia los
diferentes tejidos provocando de tal manera reacciones tanto humorales, celulares y vasculares,
de forma directa en el lugar de la lesion, con el fin de desencadenar una serie de
acontecimientos que contribuyan a la reconstruccion y curacién del tejido dafiado, este proceso

se produce de manera inmediata y continua en el organismo (Montero et al, 2001: p 69).

La inflamacién engloba un grupo considerable de reacciones como respuesta a una agresion
exogena o enddgena directamente en algun tejido vivo que se encuentra vascularizado, durante
todo este proceso intervienen una serie de mediadores inflamatorios como histamina,
serotonina, prostaglandinas, citoquinas, entre otras; produciendo vasodilatacién, aumento de la

permeabilidad, dolor y fiebre signos caracteristicos de la inflamacion (Duce, 2004).

El objetivo principal de la inflamacidn es la defensa que produce el organismo ante un ataque,
sin este proceso los microorganismos invaden tejidos y drganos vitales y los destruyen, no se da

el proceso de cicatrizacion y reparacion de traumatismo (Duce, 2004).

Los aspectos importantes en un proceso inflamatorio son principalmente tres:

v En primer lugar, se puede observar la focalizacién de la respuesta, que permite la
circunscripcién de la zona de lucha en contra del agente agresor.

v" En segundo lugar, podemos apreciar que la respuesta inflamatoria ante un agente
agresor es inmediata, urgente y, por lo tanto, se manifiesta de una manera inespecifica,

posteriormente, dicha respuesta puede desarrollarse de manera especifica.



v Por ultimo, en tercer lugar el foco inflamatorio atrae a la mayoria de las células inmunes

que se encuentran en tejidos cercanos al lugar de la inflamacion (Regal et al., 2015).

112 Tétrada de Celso en la Inflamacion

Aulo Cornelio Celso, observador médico contribuy6 con la obra <<De re médica>> en la cual
define a la inflamacién como la evidencia de cuatro signos importantes en un grupo de
enfermedades; esta definicion se mantiene hasta tiempos actuales, dichos signos fueron

descritos por la observacion de los mismos pacientes (Bonmati, Moreno, & Garmendia, 2004a).

El primer signo sefialado por Celso es el tumor, el cual se evidencia como resultado del edema
que es originado por la exudacion de liquido intersticial en las partes blandas del tejido
afectado.

El segundo signo que evidencia inflamacion es el rubor, que se presenta como un

enrojecimiento debido al aumento de la presion por la vasodilatacidén (Bonmati et al., 2004b).

El tercer signo de inflamacion es el calor, es decir el aumento de la temperatura especificamente
en la zona inflamada, que resulta de la vasodilatacion y del aumento en el consumo local del

oxigeno (Bonmati et al., 2004c).

El cuarto signo de la inflamacién segin Celso es el dolor, éste aparece como resultado de la
liberacion de algunas sustancias que son capaces de activar a los nocireceptores (receptores del
dolor), como la histamina y las prostaglandinas (Bonmati et al., 2004d). La pérdida o disminucion
funcional o perturbacién funcional es un quinto signo de la inflamacion, propuesta por Virchow
médico aleman en el afio 1859, este signo ocurre como respuesta de la sintesis de mediadores

como histamina, prostaglandinas y leucotrienos y por la lesién que es mediada por leucocitos
(Ricci, 2014).
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Figura 1-1: Signos de la Inflamacion
Fuente: (Milagros Ledn Regal et al., 2015)

113  Tipos de Inflamacion

La inflamacion se puede clasificar dependiendo los tipos de leucocitos que predominen en el
foco inflamatorio, y del tiempo de duracion de ésta (Mufioz, 2013).

1.1.3.1 Inflamacién Aguda

Se caracteriza particularmente porque aparece en las primeras etapas de la lesion tisular o
celular, tiene una duracion corta, puede durar entre minutos, horas o pocos dias, presenta edema
y exudado de fluidos ricos en proteinas, en la inflamacién aguda se puede observar que existe

un predominio de neutréfilos y puede progresar de una forma rapida a inflamacion cronica
(Stanier, 1996, p 635, a).

1.1.3.2 Inflamacion cronica

Se produce porque existe presencia de otras infecciones persistentes, es decir otras
enfermedades, es un tipo de inflamacién progresiva, tiene una larga duracién, semanas, meses 0
afios, en este tipo de inflamacion predomina la presencia de macroéfagos y linfocitos, en muchos
de los casos las reacciones no son dafiinas para tejidos del hospedero sino que se produce por la
sensibilidad de éste ante el agente agresor, es productiva o proliferativa, lo cual contribuye con



la aparicién de un soporte estructural y nutritivo de colageno gracias a los fibroblastos en el sitio
de la lesion contribuyendo asi con el proceso de reparacion (Stanier, 1996, p 636, b). La inflamacion
crénica en resumen es la suma de todas las respuestas por parte de los tejidos en contra de un
agente agresor nocivo para el hospedero, puede ser de tipo bacteriano, viral, fisico, quimico,
inmunoldgico, etc. Puede producirse por la existencia de enfermedades inflamatorias del

mecanismo inmunitario o por la exposicion prolongada a agentes tdxicos (EcuRed, 2018).
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Figura 2-1: Tipos de Inflamacion

Fuente: (Marinovic, 2008)

114  Mediadores quimicos de la inflamacion

Los mediadores de la inflamacion regulan la respuesta vascular a la agresion, se originan de las
células o del plasma, se unen a receptores especificos que se encuentran en la o las células
diana, su efecto es distinto segun el tipo de célula y tejido en el que actdan, cuando son
activados y liberados de la célula tienen una corta duracién de accién, los mediadores en su

mayoria pueden producir efectos perjudiciales (G de la Fuente, 2004).



1.1.4.1 Mediadores de origen celular.

1.1.4.11 Mediadores preformados en granulos secretores

Dentro de estos mediadores quimicos se encuentra la histamina, que se encarga de la dilatacion
de las arteriolas, aumenta la permeabilidad de las vénulas y activa a las células endoteliales. La
histamina se forma en los granulos de los mastocitos, basofilos y plaquetas y se libera en
respuesta al frio o calor, reacciones alérgicas, liberacion de anafilotoxinas (C3a y C5a),

leucocitos y citocinas (IL-1, IL-8) (Toledo Yupanqui, 2014, a).

Otro mediador de origen celular es la serotonina que se forma en las plaguetas y en las células
entero-enddcrinas, tiene la caracteristica de ser vasoactiva, se libera de las plaquetas cuando
entra en contacto con el coladgeno, trombina o el complejo antigeno-anticuerpo, produciendo

aumento de la permeabilidad vascular y vasodilatacion (Toledo Yupanqui, 2014, b).

1.1.4.1.2 Medidores de Nueva Sintesis

Se derivan del acido araquidonico, dentro de este grupo se encuentran las prostaglandinas,
leucotrienos y las lipoxinas; las enzima ciclooxigenasas COX-1 sintetiza tromboxano en
plaquetas y macrofagos, PGI2 en célula endotelial y plaquetas y PGE2 en ovario y Utero, en
tanto que la COX-2 es originada por un estimulo inflamatorio y promueve la formacion de
mediadores proinflamatorios especificamente E2, D2, 12; la lipooxigenasa sintetiza lipoxinas y

leucotrienos (Octavio Amancio, 2002).

Las prostaglandinas tienen mucha importancia clinica y una gran actividad biol6gica en muchas
reacciones vasculares y sistémicas, las mas importantes en el proceso inflamatorio son la PGE2,
PGD2a, PGF2a, PGI2 y TxA2 que son responsables de la vasodilatacion, broncodilatacion e
inhibicion de la funcién de las células inflamatorias, una vez sintetizadas son liberadas al

organismo por difusion facilitada (Pérez & Gamez, 1998).

1.1.4.2 Mediadores de Origen Plasmético

Su formacién es hepética, a nivel sistémico se encuentran inicialmente como precursores
inactivos que necesitan ser activados por medio de escisiones proteoliticas. Participan en la
defensa contra microorganismos provocando lisis de los mismos y en procesos inmunitarios,

ademas; se caracterizan por producir aumento de permeabilidad, quimiotaxis y opsonizacion; a

8



este grupo pertenecen el sistema del complemento, sistema de coagulacion y el sistema de

quininas (Berrén-Pérez, et al 2003).

Tabla 1-1: Mediadores en la respuesta inflamatoria

Mediador Accion
Histamina v serotonina (amumas vascachvas) Incremento de la permeabiidad
Bradicinina Incremento de la permeabihidad v dolor
C3a (producto del complemento, anafilotoxinas) | Incremento de la  permeabihdad
opsonina

C3a (producto del complemento, anafilotominzs) | Increments de  la  permeabahdad
quouotaxys, adbesion v achvacion
lencootzna

Prostaglandmmas  (metzbolifos  del  acdo | Vasedilatamion, fiebre, activa a ofmos
araqudomes) medizdores

Leucotnens By (metabobtos del acido | Chummotaxizs, adhesion v achvacion

araqudomco) lencocitana

Leucotmeno Cy, Dy, Ei (metabolitos del acmdo | Increments de  la  permeabehdad

araqudomco) broncoconsinecion, vasoconsmooon

MhMetabolitos del oxipeno (radicales hibres) Increments de la permeabibidad, lesion
endotelial v tisular

Factor actvador de plaguetas (PAF) Increments de la  permeabahdad
broncoconstriccion, cebado de
lencocitos

Inferlencina-1 (IL-1} ¥ Factor de mnecrosis | Reacciones de fase aguda, achvacion
tumoral (THE) (citocmas) endotelial, Chumotaas

Drado Nitmco Increments de la  permeabohdad
vasodilatacion, citotoxcidad

Fuente: (Ledn et al, 2015: p49)
Realizado por: Joselyn Pilco, 2018

115 Fases de la Inflamacién

El proceso inflamatorio es considerado muy complejo y esta constituido de cinco etapas, las

cuales se describen a continuacion:

a) Liberacion de los mediadores. - moléculas de estructura elemental son sintetizadas y

liberadas gracias al mastocitos luego de recibir determinados estimulos.



b) Efecto de los mediadores. - cuando los mediadores ya se han liberado, se producen
efectos quimiotécticos y una serie de alteraciones vasculares, contribuyendo de este
modo a la llegada de células inmunes y moléculas al sitio donde se presenta el foco

infeccioso.

c) Llegada de moléculas y células inmunes. - las moléculas y células llegan al foco
inflamatorio desde la sangre en su mayoria, también proceden de zonas cercanas al

foco inflamatorio en menores cantidades.

d) Regulacion del proceso inflamatorio. - asi como en la mayoria de las respuestas
inmunes, también en la inflamacidn se presenta una serie de mecanismos inhibidores

con el objetivo de finalizar o equilibrar este proceso.

e) Proceso de Reparacion. - inicia una vez que el causante de la inflamacion ha
desaparecido, en esta etapa actGan los fibroblastos sintetizando colageno y
promoviendo la proliferacién de vasos y células epiteliales, reparando de forma parcial
o total los tejidos dafiados (Gonzales et al, 2010).
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(alteraciones vasculares, estrés) |
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nflamatorios I

| REGULACION
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antiinflamatorias
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FNKB cronica (A2) (COX1, COX2) (LOX)
I 1 |
IL-er‘ L4, Conversion Via COX2
ILG, IL8 del dcido Prostaglandinas
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Figura 3-1: Mecanismo del proceso inflamatorio

Fuente: (Caelles, 2017)
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1.2 Antiinflamatorios

121 Definicion

Se consideran antiinflamatorios a los fArmacos que se usan para controlar las manifestaciones de
un proceso inflamatorio como calor, dolor, fiebre, tumoracién o pérdida de la funcionalidad que
se originan en el interior o exterior del cuerpo. El avance de la ciencia médica ha permitido
desarrollar fArmacos necesarios para tratar las manifestaciones anteriormente descritas. Existen
dos grupos importantes de antiinflamatorios los esteroideos o también llamados

glucocorticoides y los no esteroideos (AINES) (Garcia de Lorenzo, Mateos, Lopez Martinez, & Sanchez
Castilla, 2000).

122  Antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides

1.2.2.1 Definicion

Este tipo de farmacos cumplen un rol muy importante en el proceso inflamatorio, ya que
inhiben la produccion de numerosos factores celulares como las citocinas, actuan disminuyendo
la liberaciéon de factores vasoactivos y quimiotacticos, se llaman medicamentos corticoides,

dado que son ligandos similares a las hormonas que se elaboran en las glandulas suprarrenales
(Florez, 2014).

1.2.2.2 Mecanismo de accion

Los receptores de esteroides se encuentran dentro de la célula. Asi, los farmacos esteroides
ingresan a la célula mediante difusion pasiva, en la que se fijan al receptor especifico en el
citoplasma de los tejidos diana. Para que este tipo de antiinflamatorios sean de accion potente se
debe inducir la expresién de las anexinas (lipocortinas), que son un grupo de proteinas capaces
de inhibir la formacion de fosfolipasa A., interfiriendo asi con la produccién de sustancias
proinflamatorias como prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos y disminuyendo su sintesis

y liberacion (Serra, Roganovich, & Rizzo, 2012).
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123  Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

1.2.3.1 Definicion

Corresponden a un grupo de farmacos que tienen diferente clase quimica, dentro de los cuales
se encuentran principalmente el indol, derivados del &cido acetil salicilico, p-aminofenol, coxib,
entre otros. Su principal funcion radica en inhibir la ciclo-oxigenasa (COX), dentro de este
grupo existen antiinflamatorios no esteroideos selectivos para la COX-2, mas conocidos como
COXIBS vy antinflamatorios no esteroideos no selectivos conocidos también como

convencionales o tradicionales (Batlouni, 2010, pp 338).

Son el grupo de medicamento més prescrito a nivel mundial, y son usados principalmente para
tratar cuadros de inflamacion, edema, dolor, artritis, osteoartritis, entre otras patologias. Existe
una gran cantidad de principios activos dentro del mercado farmacéutico, pero s6lo 18
incluyendo los antiinflamatorios selectivos de la COX-2 estan aprobados por la FDA para su

comercializacion.

Los antiinflamatorios no esteroideos son compuestos que se relacionan de forma quimica por
ser acidos organicos, en medio &cido son de caracter lipofilico y poseen gran afinidad por las
proteinas plasmaticas, la reunion de todas estas caracteristicas principales determinan su

efectividad farmacoldgica y una buena distribucion selectiva hacia los tejidos inflamados
(Barrientos et al., 2009).

Este tipo de antiinflamatorios tiene tres efectos principales:

o Analgésicos. - poseen una eficacia moderada y no ejercen accion directa sobre la
corteza cerebral, sin embrago en la actualidad existen estudios que prueban que ciertos
AINEs ejercen su accion a nivel periférico y a nivel central, actian sobre mecanismos
que estan involucrados en la percepcion y en la transmisién del dolor y sobre todo en la
modulacion de la inflamacién (Bertram et al, 2005).

o Antipiréticos. - ayudan a disminuir la temperatura corporal.

o Antiinflamatorios. - impiden que se desarrollen procesos inflamatorios de distinta

naturaleza (Villar, 2006).
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1.2.3.2 Clasificacion de los AINEs

Los antiinflamatorios no esteroideos se pueden clasificar de acuerdo a:
o Selectividad para ciclooxigenasa
e Estructura quimica

e Vida media plasmética

ACCION REPRESENTANTES

Derivados de salicilatos

Acetaminofén

Indametacina
INHIBIDORES NO SELCTIVOS COX-1

Ibuprofeno

Naproxeno

Piroxicam

Acido mefenamico

Diclofenaco

Rofecoxib
INHIBIDORES SELCTIVOS COX-2 Celecoxib

Acidos endolacéticos

Sulfonalidinas (nimesulida)

Figura 4-1: Clasificacion de AINEs segun la selectividad por la ciclooxigenasa

Fuente: (Batlouni, 2010, pp 338)
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GRUPO TERAPEUTICO FARMACO

salicilatos Acido acetilsalicilico, salsalato, diflunisal
Pirazolonas Fenilbutazona

Indolacéticos Indometacina, tolmetin, sulindaco
Arilacéticos Diclofenaco, nabumetona

Oxicams y analogos Piroxican, tenoxicam, meloxicam
Fenamatos Acido mefenamico

Inhibidores selectivos de la COX-2 Celecoxib, etoricoxib, lumiracoxib

Figura 5-1: Clasificacion de AINEs de acuerdo al grupo terapéutico.

Fuente: (Gémez et al, 2008, pp 470)

ANALGESICOS VIDA MEDIA CORTA VIDA MEDIA LARGA

Salicilatos Acido acetilsalicilico diflunisal

Pirazolonas - Fenilbutazona

Indolacéticos Indometacina Sulindaco

Arilpropio6nicos Ibuprofeno Naproxeno

Oxicams y analogos - Piroxicam, tenoxicam,
meloxicam

Inhibidores de la COX-2 - Celecoxib, etoricoxib,
lumiracoxib

Figura 6-1: Clasificacion de AINEs de acuerdo a su vida media.
Fuente: (Gémez et al, 2008, pp 470)
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1.2.3.3 Mecanismo de accién

Los AINEs bloquean la sintesis de prostaglandinas, aquello se logra al inhibir la accion de las
dos isoformas de las COX (COX-1 y COX-2), que son las encargadas de convertir el &cido
araquidonico en prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos; que a su vez ejercen funcion
como mediadores de la inflamacion tanto a nivel central como a nivel periférico. La accién de
los farmacos antiinflamatorios no esteroideos cuando son liberados en los tejidos que han
sufrido lesion es principalmente la disminucion o desaparicion de los signos de la inflamacion
como son dolor, rubor, fiebre y tumefaccion y sobretodo la accion antiinflamatoria en las fibras

sensitivas (Fernandez, 2015).

1.2.3.4 Coxibs

A inicios de los afios noventa se obtuvieron evidencias de la ciclooxigenasa 2, y se comprobé
que esta isoforma no se localiza en la célula, sino que era inducible tras la exposicién de la
célula ante lipopolisacéridos o citocinas pro-inflamatorias. La funcion de la ciclooxigenasa 2 es
regular la produccién de prostanoides mismos que participan en procesos inflamatorios y no
inflamatorios (Meijide, A, Carnota, & J, 2000).

Los coxibs antiinflamatorios no esteroideos son selectivos de la ciclooxigenasa 2, son altamente
efectivos tal como los AINEs convencionales pero, lo mas relevante es que causan menos
efectos adversos gastrointestinales, puesto que no atacan a la ciclooxigenasa 1 responsable de la

proteccion gastrointestinal, funcién plaquetaria y homeostasis vascular (Patrono, Patrignani, &
Rodriguez, 2001).

El Celecoxib y rofecoxib fueron los primeros representantes de los coxibs desarrollados en el
afio 1999 para probar su accion sobre la COX-2, sus resultados fueron muy prometedores
demostrando principalmente su efectividad ante procesos inflamatorios y sobre todo con el gran
beneficio afiadido sobre menores efectos adversos gastrointestinales en los pacientes,

permitiendo asi el desarrollo de nuevas moléculas inhibidoras especificas de la ciclooxigenasa 2
(Lim & Yang, 2012) (Patrono et al., 2001).
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1.2.3.4.1 Etoricoxib

Este farmaco estd indicado generalmente para el tratamiento del dolor y la inflamacion en
artritis reumatoide, osteoartritis y en la artritis gotosa aguda, alivia el dolor lumbar, dolor agudo,
dolor agudo postoperatorio moderado a severo, entre otros. Pertenece a los antiinflamatorios no
esteroideos inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa 2, en el mercado se encuentra solo en
forma farmaceéutica para administracion oral, tiene una buena absorcién, una biodisponibilidad
cercana al 100%, en equilibrio su volumen de distribucion alcanza los 120 litros y se une en un

92 % a proteinas plasmaticas (Sharma, Kaur, & Sanyal, 2010).

Etoricoxib impide la conversion del &cido araquidénico en endoperdxidos ciclicos, mismos que
posteriormente se transformaradn en prostaglandinas y tromboxanos principales mediadores
proinflamatorios, previniendo de tal manera la activacion de nociceptores terminales (receptores
del dolor). Segln estudios se ha observado que el etoricoxib presenta inhibicion dosis
dependiente de la COX 2 sin inhibir a la COX 1 en dosis de hasta 150 mg/dia, no inhibe la
sintesis de prostaglandinas gastricas y no tiene ninguna interaccion sobre la funcion plaquetaria

0 el efecto antiagregante (Yoo et al., 2014).

124  Vias de administracion

1.2.4.1 Vias sistémicas

Corresponden a las vias de administracién de farmacos que luego de su absorcidn llegan hasta el
plasma, por medio del cual se efectla la distribucion por los diferentes tejidos, para que el
principio activo luego de alcanzar una concentracion adecuada pueda interactuar facilmente con
sus dianas terapéuticas, y asi el farmaco pueda ejercer la accion farmacoldgica para el cual ha

sido administrado (Saez-Jiménez, 2011).

Las vias sistémicas se clasifican en dos tipos:

e Via de administracion enteral. - la via oral, es el método mas comdn, seguro, cémodo y
econdmico usado para la administracion de farmacos, los cuales se absorben

gastrointestinalmente y es inevitable el efecto del primer paso hepatico.

e Via de administracion parenteral. - via intravenosa, intramuscular y subcuténea,

permiten el ingreso del farmaco hasta el organismo y posteriormente a los tejidos
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mediante la ruptura de una barrera con una aguja hueca en su interior, evita el efecto de
primer paso hepético. Estas vias son usadas principalmente cuando es necesario que el
farmaco actle de una manera rpida, cuando el farmaco a ser administrado corre riesgo
de destruirse por accion de los jugos gastricos y si el paciente presenta vomito o algun
problema para deglutir (Casal, 2011).

1.3 Fases para el desarrollo de un nuevo medicamento

El desarrollo de nuevas moléculas dentro de la industria farmacéutica ha permitido el
descubrimiento de nuevos farmacos, con los que se pudieron solucionar muchas enfermedades a
partir de la comercializacion de los mismos. No obstante, muchos de los que fueron
comercializados carecian de estudios de investigacion clinica sistematizada dando paso a la
aparicion de efectos adversos severos, tal es el caso de la focomelia ocasionada por la
talidomida en el afio 1962. Esta situacion obliga a los 6rganos mandatarios a emitir una serie de
reglamentos y normas que protejan al ser humano de los efectos negativos relacionados con el

medicamento, comprobando de tal manera su seguridad y eficacia y posterior venta (Bovill &
Calixto, 2016).

El desarrollar un nuevo medicamento constituye un proceso de larga duracién y con costo muy
elevado cuyo principal objetivo es demostrar en diversas etapas que el nuevo farmaco relne
cada una de las caracteristicas de calidad exigidas para su comercializacién y administracion al

ser humano, las etapas por las que debe atravesar el nuevo farmaco son (Kirchner, 2010):

Fase de descubrimiento

Fase pre-clinica

v
v
v Fase clinica
v Fase de aprobacion y registro
v

Fase de desarrollo quimico farmacéutico
131 Fase de descubrimiento

El descubrimiento de nuevas moléculas para tratar diferentes patologias es un proceso largo y
complejo que requiere principalmente de un disefio previo. En primer lugar, se debe tener claro
que patologia va a tratarse y luego buscar moléculas que tengan actividad bilégica relacionada
con dicha patologia. En la actualidad se usan técnicas como el High Throughput Screening

(HTS) o cribado de alta capacidad que permite seleccionar de una manera rapida las moléculas
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especificas que reconocen a una diana determinada. A las moléculas reconocidas por esta
técnica se les denomina hits los cuales dan la informacion necesaria de requerimientos

estructurales necesarios para interacciones con un receptor (zhou et al., 2014).

132 Fase pre-clinica

Una vez que se tiene definido el farmaco a desarrollar, se procede a la fase pre-clinica. Se basa
en la aplicacién de diversas pruebas realizadas Unicamente dentro de un laboratorio, puede ser
en animales de experimentacion (in vivo) o en cultivos de células animales/humanas (in vitro),
en esta etapa se estudia el mecanismo de accion y la eficacia del farmaco, su objetivo principal
es evidenciar la ausencia de efectos adversos. Finalmente, depende de la superacion de esta fase
para que exista una aprobacion por parte de las autoridades regulatorias pertinentes (FDA Food
and Drug Administration en EEUU, EMA European Medicines Agency en Europa y MHLW

Ministry of Health, Labour and Welfare en Japdn) para proceder a la siguiente fase de estudio

(Cuevas Pérez, Molina Gomez, & Fernandez Ruiz, 2016).

1.3.3 Faseclinica

Es la etapa en la que se realizan estudios directamente en humanos con autorizacién de las
autoridades regulatorias pertinentes, con la finalidad de garantizar la eficacia y seguridad de

intervenciones terapéuticas con el farmaco en desarrollo.

Esta etapa comprende a su vez de cinco fases que seran descritas a continuacion:

Fase I.- el farmaco es administrado por primera vez en humanos, en un grupo reducido de
pacientes (menos de 100), voluntarios sanos, con el objetivo de detectar toxicidad, por lo

general participan jévenes de género masculino, esta fase dura entre 6-12 meses.

Fase Il.- el farmaco es administrado por primera vez en pacientes enfermos entre 100-200, se
dividen en dos grupos que al final seran comparados, al primero se aplica el farmaco y al otro
un placebo o el mejor medicamento existente en el mercado para la patologia a tratar, logrando

de tal manera verificar la eficacia del farmaco, esta fase dura de 2 a 3 afios.

Fase Ill.- el farmaco se aplica a una gran cantidad de pacientes (cientos o miles) con diversidad
bioldgica, puntualiza principalmente perfiles de seguridad y eficacia, ademés de detectar

manifestaciones de toxicidad, esta fase dura alrededor de 3-5 afios.
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Fase IV.- corresponde a la fase de farmacovigilancia una vez que el farmaco ya haya sido
autorizado para la comercializacion, buscan efectos adversos raros a largo plazo o con una
frecuencia de 1 en 1000, ademaés identifica efectos terapéuticos que no han sido identificados

anteriormente (Arce-Vega, Angeles-Llerenas, Villegas-Trejo, & Ramos, 2017) (Gallo E et al., 2017) (Carbonell,
Milian, Julia, & Lépez Puig, 2017).

134  Fasede aprobaciony registro

En esta fase la agencia reguladora evalta cada uno de los estudios realizados por el promotor
del farmaco y analiza sus resultados de seguridad y eficacia para el uso que se ha propuesto y
otorga un registro. Si el producto es aprobado se convierte en un medicamento innovador. Este

procedimiento puede tardar de 9 meses hasta 2 0 3 afios (Ponce, 2018).

135  Fase de desarrollo quimico farmacéutico

En esta fase se deben validar una serie de procesos que estan relacionados con la adecuada
preparacion del principio activo y del medicamento como producto terminado, se realizan
estudios para caracterizar el medicamento y establece controles Utiles y necesarios para
garantizar su calidad. A todo este conjunto de procesos y estudios se denomina desarrollo

quimico farmacéutico o Chemistry, Manufacturing and Controls (CMC) (Saldivar-Gonzalez, Prieto-
Martinez, & Medina-Franco, 2017).

1.4 Modelos de evaluacion de la actividad antiinflamatoria

Para estudiar la fase preclinica de un farmaco y evaluar su actividad antinflamatoria es
importante conocer los modelos de evaluacion que se puede utilizar, a continuacion, se detallan

los modelos usados con mas frecuencia.

141 Modelos de evaluacion in vivo

Este tipo de modelo varia de acuerdo a la intensidad de reaccién que provoca, para el estudio de
antiinflamatorios se pueden usar agentes irritantes como bradicina, histamina o xileno que
provocan una reaccion inflamatoria de origen neurogénico y permiten un conocimiento mas
selectivo, ademés se usa fenilpropiolato de etilo que permite estudiar antiinflamtorios con un

periodo de latencia largo como en el caso de los corticosteroides (Rios et al., 2004).
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1.4.1.1 Edema plantar por carragenina

Este método fue descubierto por Winter y Porter en al afio 1957. Es el método mayormente
utilizado en la actualidad para la evaluacion de farmacos antiinflamtorios. Este método permite
cuantificar de forma reproducible y sencilla los resultados obtenidos tras la administracion
subcuténea de carragenina (mucopolisacarido sulfatado proveniente de algas marinas Chondrus
crispus y Gigartina stellata) en la aponeurosis plantar del raton o rata. La respuesta de la
carragenina es de tipo bifasica, la primera fase o fase temprana (0-1 hora) se caracteriza por la
liberacion de histamina, serotonina y citoquinas, la segunda fase o fase tardia (1-5 horas) se
asocia a la liberacién de prostaglandinas, bradiquininas, proteasa y lisosoma. El efecto maximo
de la carragenina ocurre alrededor de las 2 a 3 horas luego de la inyeccién y es modulada por los

inhibidores especificos en la cascada de la inflamacion (Chakraborty et al., 2004).

Con el tiempo el método de inhibicion de edema plantar por carragenina ha llegado a cumplir
un papel de vital importancia en el desarrollo de farmacos antiinflamatorios para el consumo

humano y establecer correlaciones de dosis efectivas entre AINES en este modelo y en pacientes
(Giraldez, 2001).

1.4.1.2 Protocolo experimental por aceite de croton

En este método se coloca aceite de croton que posee propiedades irritantes en la piel del animal
de experimentacion, provoca una inflamacion localizada en las orejas de los animales, se puede
aplicar conjuntamente con el colorante azul de Evans para determinar la permeabilidad de la

sustancia a evaluar (Gémez Estrada, Gonzélez Ruiz, & Domingo MEDINA, 2011).

1.4.1.3 Edema auricular en ratén inducido por TPA (acetato de tetradecanoil forbol)

El TPA tiene propiedades irritantes pro-inflamatorias y promotora de tumores, permite el
desenlace de las caracteristicas propias de la inflamacién como vasodilatacion, eritema,
extravasacion y edema, a nivel histologico produce agregacion plaquetaria, agregacion y
adherencia de neutrofilos y eosinofilos, degranulacion de mastocitos y engrosamiento de la

epidermis. A nivel bioquimico se elevan el AMPc y las prostaglandinas (Mafié Almero, 2007).
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CAPITULOII

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de la investigacion

La presente investigacion se llevo a cabo en el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Escuela
de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH).

2.2 Tipo y disefio de la investigacion

La investigacion desarrollada para evaluar la actividad antiinflamatoria de ECOXIB®
BLISPACK es de nivel aplicativo, aplicando un disefio experimental de blogues aleatorios,

manejando pruebas paramétricas y de normalidad.

2.3 Unidad de analisis

La unidad de analisis utilizada en la investigacion es el medicamento ECOXIB®BLISPACK
desarrollado por la industria farmacéutica GINSBERG ECUADOR S.A en su nueva

presentacion.

2.4 Poblacién y muestra de estudio

En el estudio para la determinacion de la actividad antiinflamatoria se utilizaron ratas Wistar del
Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, a las
cuales se indujo inflamacion por medio de una solucion de carragenina y posteriormente se
administré el tratamiento en estudio (ETORICOXIB), medicamento de referencia (Dynastat®) y
blanco (vehiculo de ECOXIB) y finalmente se controlé el volumen del edema a diferentes

tiempos.
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2.5 Tamafo de la muestra

En la investigacion se utilizé un total de doce animales de experimentacion (Ratas Wistar),
separadas en cuatro bloques, cada blogue conformado por tres unidades de experimentacion.

Para la seleccion del nimero de animales se aplicd la bioética en animales de experimentacion,
usar el minimo de animales necesarios para obtener una significancia estadistica y poder

alcanzar resultados validos, confiables, reproducibles y comparables.

2.6 Seleccion de la muestra

Las unidades de analisis para la evaluacion antinflamatoria deben estar en condiciones
saludables, son ratas albinas hembras (Rattus norvergicus), son las mas utilizadas para

investigaciones.

Segun Olivares G. La edad debe estar comprendida entre dos y tres meses y su peso entre 200 y
250 g, con un periodo de ambientacion previo minimo de 20 dias.

2.7 Materiales, equipos y reactivos para la determinacion de la actividad

antinflamatoria.

2,71  Materia prima

La materia prima usada fue el medicamento, ECOXIB®BLISPACK medicamento disefiado por
la industria farmacéutica GINSBERG ECUADOR S.A, utilizado principalmente para el
tratamiento sintomatico de osteoartritis, artritis reumatoide, dolor e inflamacién en artritis
gotosa aguda, alivio del dolor lumbar, tratamiento de dolor agudo postoperatorio moderado a

severo asociado a cirugia dental y abdominal ginecolégica.

2.7.1.1 Area descriptiva del medicamento

\

Denominacion comun internacional: Etoricoxib

(\

Grupo terapéutico: MO1AH. Antiinflamatorios y Antirreumaticos. Perteneciente a
Antiinflamatorios no esteroideos.

Nombre comercial: ECOXIB® BLISPACK.

Concentracion: 90mg/mL

Presentaciones solicitadas: Jeringa prellenada por 1 mL.

SSERNEENEEN

Administracion: via intramuscular
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v Laboratorio Fabricante: Laboratorio Ginsberg Ecuador S.A

v" Mecanismo de accidn: Etoricoxib tiene propiedades analgésicas y antiinflamatorias,
acttia inhibiendo la sintesis inducida de prostaglandinas, a través de la prostaglandina
ciclooxigenasa 2 (COX-2), inhibidor selectivo de la COX-2.

2.7.2  Reactivos bioldgicos

Para el trabajo de investigacion en la determinacion de la actividad antiinflamatoria de
ECOXIB®BLISPACK se usd como reactivo bioldgico a un nimero determinado de ratas
albinas (Rattus norvergicus), segin la Organizacion Panamericana de la Salud en el afio 1980
expresd que “los paises que han logrado un avance en el control de enfermedades humanas y
animales son los que cuentan con entidades dedicadas al desarrollo de la Ciencia de los
Animales de Laboratorio” (Barassi et al., 1996 pp 531-532). Permitiendo de tal manera el uso
de animales de experimentacion en la evaluacién de la actividad antinflamatoria de
ECOXIB®BLISPACK

“Los Principios de Técnicas de Experimentacion Humanitarias”, referidas por W.M. Russel y
R.L. Burch buscan mantener y utilizar de forma digna y en condiciones dptimas a los animales

de experimentacion, estableciendo de tal manera la utilizacién de las tres R:

1) Reemplazar.- sustituir a los animales utilizados en el laboratorio por equivalentes no
animales.

2) Reducir.- reducir a lo posible el nGmero de animales de experimentacion.

3) Refinar.- término referido a todos los procedimientos utilizados en los animales de
experimentacion y lo que pretende es minimizar el sufrimiento o la ansiedad

provocados en los mismos (Capd, 2005 p29).

En la investigacién se aplicd dos de las técnicas antes mencionadas para experimentar en
animales de laboratorio; reduccion del nimero de animales de experimentacién y refinamiento

de los procedimientos usados para no provocar sufrimiento en los mismos.

2.7.2.1 Descripcion de los animales de experimentacion

o Peso promedio: 200 - 250 g
o Edad: entre 2-3 meses

o Sexo: hembras
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o Lugar de nacimiento: Bioterio de la ESPOCH

2.7.2.2 Condiciones ambientales

Temperatura: 25+2°C

o

o Humedad relativa: 45+5 %

Fotoperiodo: 12 horas luz — 12 horas oscuridad

(0]

o Alimentacion: ad libitum
o Cama: tamo de arroz previamente esterilizado con cambio cada 48 horas

Tiempo de ambientacién: 20 dias

(0]

2.7.3  Equipos

Balanza analitica Radwag S220.R2
Pie de rey o calibrador digital (resolucién = 0.1mm)

274  Materiales

Tubos de vidrio
Agitador

Jeriga 1mL

Jeringa 5mL
Algodoén

Filtro 0,45 um

Cinta métrica
Guantes desechables
Mascarilla
Zapatones

Papel milimetrado
Papel filtro

Papel aluminio
Temperas

Pincel

Vaso de precipitacion
Soporte universal
Pinzas

Espéatula
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Regla

Frascos estériles

Cronémetro

275 Reactivos

Carragenina al 1%

Solucién salina isoténica (NaCl al 0,9 %)

Parecoxib®: medicamento de administracion intramuscular, inhibidor selectivo de la
COX-2, elaborado por la industria farmacéutica Pfizer.

Ecoxib®Blispack

Suero fisiologico

Agua destilada

Alcohol antiséptico

2.8 Métodos y técnicas

281  Meétodo de induccion de edema plantar con carragenina

Fundamento:

El fundamento de esta técnica se basa principalmente en la administracién subcutanea de una
solucion de carragenina al 1% en la aponeurosis plantar de la pata derecha de la rata, lo que
desencadena una reaccion inflamatoria, puesto que la carragenina estimula la sintesis de
prostaglandinas mediante el metabolismo del acido araquidénico. Dicha reaccion inflamatoria
va a ser evidente en la unidad de experimentacion con el aparecimiento del edema plantar,
mismo que desaparecera si el medicamento en cuestion tiene actividad antiinflamatoria (Winter et
al, 1962).

Procedimiento:

Se preparo la solucion de carragenina al 1% con solucion salina isotonica al 0.9 %, luego se
filtr6 mediante una membrana de acetato de celulosa de 0.45 um de didmetro, en la jeringa de 1
mL se precarg6 0.1 mL de solucion de carragenina, una vez que se ha inmovilizado al animal de
experimentacion se procedio a desinfectar la zona de puncién y posteriormente se aplicéd la

carragenina en la aponeurosis plantar de la pata derecha de la rata, tras la administracion se
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esperd un lapso de dos horas hasta el efecto maximo de la carragenina y asi obtener una

inflamacion evidente.

2.8.2  Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

Para la evaluacion de la actividad antinflamatoria de Ecoxib®Blispack intramuscular se eligi6 el
método de edema plantar inducido por carragenina que provoca una reaccion de caracter
inflamatorio y libera diversos autacoides como, histamina, serotonina, bradicina,

prostaglandinas, ademas diversos factores del complemento.

Se prefiere la carragenina ante otros irritantes porque el edema producido estd menos

modificado por factores ajenos a los propiamente caracteristicos de la inflamacion.

Se utilizaron ratas hembras con un peso de entre 200 y 250 g de entre dos y tres meses de edad
del Bioterio de la ESPOCH, se mantuvo a los animales bajo condiciones ambientales estandar
con una alimentacion balanceada, cabe recalcar que los animales que iban a ser tratados debian

estar con 12 horas de ayuno con agua ad libitum.

Se utilizaron 12 ratas, dividiéndolas en 4 bloques de acuerdo al peso, distribuyendo 4 animales
para cada tratamiento (vehiculo o control, ECOXIB®BLISPACK, Dynastat®). Las mediciones

se realizaron una vez al dia, en las cuales a su vez se controlé el tiempo.

Se pes6 a cada animal de experimentacion y se colocaron en jaulas individuales y distribuidas
aleatoriamente en bloques para cada tratamiento; ECOXIB®BLISPACK, Dynastat®). Como
medicamento de referencia y vehiculo usado como control o blanco, fueron administrados dos

horas después de la administracion de carragenina en una dosis Unica.

Con la ayuda de una cinta métrica y calibrador o pie de rey se midieron los volimenes normales
de la pata derecha posterior de las ratas; se indujo el edema inyectando 0,1 mL de suspension al
1% de carragenina en solucion salina al 0.9% en la aponeurosis plantar derecha de las ratas, la
inflamacion se cuantificé midiendo el volumen de las patas a las 0,5 y 2 horas después de la

induccion de la inflamacion (lziara F. Florentino, et al., 2017)
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La diferencia de volumen entre la pata derecha inflamada y la misma pata derecha normal antes
de la inyeccion de carragenina es indicativo del grado de inflamacién. Los tratamientos a

estudiar y el vehiculo (control) sin adicionar ningn principio activo se administraron por via

intramuscular a las siguientes dosis: 10 mg/kg de ECOXIB®BLISPACK y 4 mg/kg del
medicamento de referencia Dynastat® 40 mg (parecoxib).

En cada una de las repeticiones de los tratamientos se midio la diferencia de volumen a

diferentes horas, y se comparo la efectividad de cada uno de los tratamientos aplicados.

2.8.3  Periodo de ambientacion

En esta etapa los animales de experimentacion fueron expuestos a las mismas condiciones de
alimentacion y ambientales en cada una de las jaulas, esta fase tuvo una duracion de tres

semanas.

o Ciclo de luz: 12 horas/12 horas

o Aguay comida: balanceado; 5 g por cada 100 g de peso y 500 — 600 mL de agua tratada
cada dia.

o Temperatura relativa: 23°C + 2

o Humedad relativa: 45+5 %

o Cama: tamo de arroz esterilizado con cambio cada 48 horas

Cabe indicar que en esta etapa hubo relacién entre investigador y animal de experimentacién
para gque se adapten el uno al otro, para que en lo posterior no existan niveles de estrés por parte

de la unidad de experimentacién y se minimicen los errores.

284  Modelo experimental

En esta etapa de la investigacion los animales de experimentacién participan en el disefio
experimental.

En el siguiente cuadro se muestran los tratamientos usados y su distribucion por bloques y el
numero de animales de experimentacion utilizados en la investigacion para evaluar la actividad
antiinflamatoria de ECOXIB®BLISPACK.
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Tabla 1-2: Disefio del modelo experimental para la evaluacion de la actividad antinflamatoria
de ECOXIB®BLISPACK.

TRATAMIENTOS

T T2 T3
" BLOQUE 1 R1 R5 RO
w BLOQUE 2 R2 R6 R10
% BLOQUE 3 R3 R7 R11
m BLOQUE 4 R4 R8 R12

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018

Donde:

T1= Edema plantar + vehiculo, control o blanco

T2= Edema plantar + ECOXIB® BLISPACK. 90 mg/mL medicamento en estudio en dosis 10
mg/Kg

T3= Edema plantar + Dynastat® Parecoxib 40 mg/mL medicamento de referencia en dosis 4
mg/Kg

R# = codigo alfanumérico de los animales de experimentacion

Condiciones de los animales:

Cada uno de los blogues debe estar conformados por animales de experimentacion de pesos
similares y con 12 horas de ayuno sin quitar el agua.

A continuacién, se realizan esquemas detallando el protocolo seguido para la evaluacion de la
actividad antiinflamatoria de ECOXIB® BLISPACK
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Evaluacion de la actividad
antiinflamatoria de ECOXIB®

BLISPACK

Etapa de ambientacion en condiciones
Optimas en el bioterio de la ESPOCH

Etapa experimental, induccién de la
reaccién inflamatoria

Etapa experimental, aplicacion de los
tratamientos

Figura 1-2: esquema de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018.

[Tratamiento 1 (vehiculo otilizado en la
elaboracion de ECOXIB" BLISPACK)

ETAPA
EXPERIMENTAL

Induccitn de la inflamacion en la
aponeursis plantar de 1a rata con 0,1
mL de solucion de carragenina al 1%

Tratamiento 2 { ECOXIB #

BLISPACK 90 mg/mL) 10 mg/Kg

Tratamiento 3 Dynastat”( Parecoxib 40
mg/mL ) 4mg/Kg

Realizar mediciones del edema plantar con ayuda del
calibrador digital a diferentes tiempos:
0,1,2, 4, 8,12, 20, 24 v 27 horas.

Comparar estadisticamente la diferencia existente de
la efectividad antiinflamatoria de los diferentes

Figura 2-2: Esquema de la etapa experimental en la evaluacidn de la actividad antiinflamatoria

de ECOXIB®BLISPACK

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018
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2.85  Valoracion del efecto antiinflamatorio

La medicion del tamafio de la pata o del edema plantar se realizO mediante el uso de un
calibrador digital, mismo que es un instrumento de medicién que permite comprobar las
variaciones de distancia entre dos superficies simétricas entre si. Dichas variaciones van a ser

registradas en mm de diametro.

Se realizaron nueve mediciones, de los anchos de la pata, la primera corresponde a la pata del
animal de experimentacion previo a la inyeccién suplantar de carragenina, continuando con la
medicién a las 0, 1, 2, 4, 8, 12, 20, 24 y 27 horas después de la administracion de los

tratamientos.

.'

[ - mm  STAMLESS
7a -O m tﬂ
o 385 I i& e HARDENED 2

r
F

0

Figura 3-2: calibrador digital usado para la obtencion de las

medidas del edema suplantar.

2.8.6  Andlisis estadistico

El andlisis estadistico en esta investigacion se realiz6 con la ayuda del programa estadistico
SPSS version 22, en el que se aplicd el test ANOVA de un factor para determinar si existe
diferencia significativa entre los tratamientos administrados, se trabajo con una probabilidad de
p<0,05.

Para comprobar si la diferencia de medias se aplicé el Test de Tukey, que ademas identifica la

existencia de variacion en los resultados.
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2.8.7  Planteamiento de la hipGtesis

Ho: no existe diferencia significativa en cada uno de los tratamientos administrados a las
unidades experimentales luego de la induccion de la inflamacion tras la administracion de

carragenina en la aponeurosis plantar. p>=0,05

Ha: si existe diferencia significativa por 1o menos en uno de los tratamientos administrados a las
unidades experimentales tras la induccion de la inflamacién por medio de la administracion de

carragenina en la aponeurosis plantar. p<0,05 mediante

Mediante el analisis comparativo entre los tratamientos si se acepta la hipétesis nula (Ho) se
concluye gue no existe diferencia significativa entre los mismos, por el contrario, si se rechaza
la hipotesis nula (Ho) y se acepta la hipétesis alternativa (H1) quiere decir que si existe al menos
un tratamiento administrado que es diferente, por lo que se procede a aplicar el test de Tukey

para determinar si la diferencia es significativa.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Induccion de la inflamacidn con carragenina

Se aplicd el modelo de inflamacion aguda subplantar utilizando una solucion de carragenina al
1%, este compuesto es ampliamente usado para la evaluacion de farmacos o extractos que
tienen potencial antiinflamatorio. Para evaluar en tamafio del edema plantar se realiz6 dos
medidas de la pata inflamada en el animal de experimentacion como se muestran en las figuras.
Observandose un incremento evidente del tamafio de la para inyectada con carragenina a partir

de la primera hora de la inyeccion alcanzando su maximo nivel de inflamacién a las 2 horas.

Fotografia 1-3: Ancho 1, medida del edema plantar inducido por carragenina.

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018.
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Fotografia 2-3: Ancho 2, medido del edema plantar inducido por carragenina.

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018.

Fotografia 3-3: Pata de la rata inyectada con carragenina a las 2 horas de seguimiento
sin administrar ningan tratamiento.

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018
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La busqueda de nuevos principios activos y nuevas formas farmacéuticas de medicamentos
antiinflamatorios por parte de la industria farmacéutica, se ha centrado en el estudio de modelos
tanto in vitro como in vivo para mostrar su efectividad y seguridad (Bruce y Oehme 1979) (Giraldez,
2001). Las técnicas usadas in vivo deben ser de duracion corta, sencillas, no implica un elevado
costo, gasto minimo del producto y se utiliza roedores habituales de experimentacion animal;

rata o raton (Giraldez, 2001).

En la actualidad, los modelos in vivo son ensayos muy valiosos, complejos y sobre todo
completos en la investigacién de nuevas estrategias en distintas terapias, los modelos de
inflamacion aguda tienen la ventaja de ser facilmente reproducibles en un menor tiempo,
conlleva una realizacion y determinacion de resultados simples y presenta un corto lapso de
tiempo entre induccién y manifestacion de la inflamacion. Entre otros modelos que podemos
mencionar se encuentra el modelo de induccién de inflamacion en la oreja del animal de
experimentacion con sustancias como dextran que se caracteriza por la liberacién de histamina y

serotonina (Lopez, 2004).

Se trabaja con carragenina puesto que es la sustancia que genera edema independiente de
factores propios de la inflamacion. En diferentes estudios realizados usando carragenina para
induccion de la inflamacidn, muestras que el maximo nivel de edema se present6 entre las 2 y 4
horas luego de la administracion (Fossati, 1999) (Garcia y cool, 2000). En el estudio presente la mayor
inflamacidn se registr6 a las dos horas posteriores a la administracién, lo que nos permite decir

que los resultados obtenidos son analogos a los de otros autores.

3.2 Evaluacién del efecto antiinflamatorio en el edema plantar.

La evaluacion de la actividad antiinflamatoria se realiz6 mediante el método de inhibicion de
edema plantar inducido por carragenina, las mediciones se realizaron con ayuda de un
calibrador o pie de rey y una cinta métrica, los resultados obtenidos antes y después de la
administracion de los tratamientos previa induccion de la inflamacion de muestran a

continuacion.
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Tabla 1-3: Media de resultados de la disminucion de la inflamacion en mm por accién de cada tratamiento a diferentes tiempos y error correspondiente a

cada tiempo.
27 horas 24 horas 20 horas 12 horas 8 horas 4 horas 2 horas 1 hora
(T1) 0,93+ 0,073 0,95+ 0,042 0,95+ 0,052 0,95+0,049 0,950,061 0,93+0,047 0,93+0,033 0,93+ 0,029
VEHICULO
(T2) 0,48+ 0,074 1,45+ 0,043 1,30+ 0,051 1,18+ 0,049 1,13+0,062 1,05+ 0,046 1,03+0,035 1,00+ 0,03
ECOXIB®BLISPACK
(T3) Dynastat® 0,48+ 0,074 1,43+ 0,043 1,28+ 0,052 1,18+ 0,048 1,18+0,064 1,10+ 0,046 0,98+ 0,035 1,00+ 0,028
Parecoxib
ERROR ESTANDAR 0,075 0,043 0,052 0,049 0,063 0,046 0,034 0,028

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018
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Tabla 2-3: Representacion de la igualdad o desigualdad en la actividad antiinflamatoria de los tres tratamientos administrados a diferentes tiempos

27 horas 24 horas 20 horas 12 horas 8 horas 4 horas 2 horas 1 hora
(T1)
pu * * * * * * * *
VEHICULO
0,93 a 0,95 a 0,95 a 0,95 a 0,95 a 0,93 a 0,93 a 0,93
(T2)
ECOXIB®BLISPAC
048 b 145 b 130 b 1,18 b 1,13 a 1,05 4 1,03 4 1,00 4
K
(T3)
Dynastat®
Y 048 b 143 b 128 b 118 b 118 a 110 098 100
Parecoxib

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018
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Gréfico 1-3: Representacion grafica del paralelismo correspondiente a la accion
antiinflamatoria a diferentes tiempos de los tratamientos administrados.

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018
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Grafico 2-3: Representacion grafica de la accion antiinflamatoria a diferentes tiempos por
accion cada uno de los tres tratamientos administrados.

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018
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En la tabla 1-3, en el tratamiento uno correspondiente al vehiculo usado en la formulacion de
ECOXIB®BLISPACK, se puede estimar que el volumen de inflamacién permanece constante
desde t=1 hora, hasta t=27 horas sin existir diferencia del edema subplantar al pasar el tiempo.
En el caso del tratamiento dos y tratamiento tres correspondiente a ECOXIB®BLISPACK y
Dynastat® (Parecoxib) respectivamente se puede apreciar que el volumen del edema subplantar
disminuye significativamente en igual proporcién a partir de las 12 horas después de haber
administrado el tratamiento, hasta su total desinflamacion a las 27 horas, llegando a un volumen
normal de la pata del animal de experimentacion, por lo tanto los tratamientos dos y tres indican
disminucién estadisticamente significativa en el volumen de la pata observandose una diferencia
con respecto al blanco (tratamiento 1) el cual no tuvo disminucion como se puede apreciar en la
tabla 2-3.

Los resultados emanados fueron analizados estadisticamente con la aplicacion de un test
ANOVA de un factor con ayuda del programa SPSS 23, en primera instancia, para verificar si
existe diferencia significativa entre la disminucion del volumen de inflamacién administrando
ECOXIB®BLISPACK de administracion intramuscular y el medicamento de referencia
dynastat® (Parecoxib) de administracion intramuscular.

En primer lugar, se verific6 que los datos obtenidos cumplan con los dos requisitos
fundamentales para la aplicacién de una estadistica paramétrica es decir deben cumplir con una
distribucion normal de los datos (Gréfico 1-B) y una homogeneidad de varianzas (Grafico 2-
B), utilizando el test de Kolmogorov- Smirnov y Levene respectivamente, se trabajé con un

nivel de confianza del 95%.

Se procedid al andlisis de los datos mediante el test ANOVA de un factor como se puede
apreciar en el Grafico 3-B, para determinar si existe diferencia significativa en el volumen de
desinflamacion del edema plantar por accién de los tratamientos aplicados, se obtuvo un nivel
de significancia igual a 0,013 por lo que se procede a rechazar la hip6tesis nula (HO), es decir

gue al menos uno de los tratamientos aplicados es distinto.
Seguidamente se analizaron los datos obtenidos aplicando el test de Tukey para la comparacion

de medias entre los tratamientos como se observa en el Gréfico 4-B, comprobando de tal manera

que al tiempo 20 horas uno de los tratamientos es significativamente diferente.
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Ademas, se determind que dos de los tratamientos (T2 y T3) usados para la inhibicién del
edema plantar, desempefian su efecto al mismo tiempo, es decir; entre ellos no existe diferencia

significativa en el tiempo de accion antinflamatoria. Esto se puede apreciar en el Grafico 1-3.

La enzima ciclooxigenasa 2 es muy importante, ya que se encuentra habitualmente en las
células y tejidos renal y cerebral, y puede intervenir en procesos patoldgicos como inflamacion
crénica y cancer, en estudios realizados se ha comprobado que la COX-2 es capaz de causar
proliferacion tumoral, carcinogénesis, angiogénesis, entre otras. Cuando existe en mucha

cantidad es probable que se relacione con el desarrollo desfavorable de varios tipos de cancer
(Dai et al., 2012).

Por lo anteriormente mencionado, la COX-2 se ha convertido en un blanco importante para
estudio, puesto que existe una gran relacion entre procesos metastasicos de cualquier tipo,
angiogénesis y su inhibicion. En la actualidad se busca suprimir la sobreexposicién de esta
enzima empleando inhibidores selectivos de la COX-2, dentro de los cuales se encuentran
celecoxib, etoricoxib, parecoxib (Peng et al., 2013).

Por otra parte, el consumo de administracion oral por periodos prolongados y en dosis altas de
estos farmacos causaria efectos negativos como infiltracion mononuclear, pérdida de algunas
funciones hepéticas, degeneracién renal y complicaciones gastricas, por lo que la via de
administracion juega un papel muy importante en el proceso de inhibicion de la COX-2,
(Kockaya et al, 2010) por lo tanto, en esta investigacion se evalGo el farmaco
ECOXIB®BLISPACK de administracion intramuscular, el cual presenta accién similar a
PARECOXIB también de administracién intramuscular ya presente en el mercado, ambos

pertenecientes a los COXIB inhibidores selectivos de la COX-2.

En estudios in vivo con animales de experimentacion la actividad farmacoldgica del principio
activo ETORICOXIB de administracion oral frente a otros AINEt como en el caso del
diclofenaco intramuscular de 75 mg, no existe diferencia significativa en cuanto a la reduccion
del edema plantar inducido por carragenina, ambos tratamientos administrados fueron igual de
efectivos, los medicamentos de administracion intramuscular son mas efectivos para el control
del dolor, en el presente estudio se observd que el medicamento diclofenaco de administracion
intramuscular disminuyé de manera significativa a los 30 minutos tras su administracion la

puntuacion de dolor en los animales de experimentacion (Rico Plantén, 2016).

En este estudio los grupos tratados con ECOXIB®BLISPACK y PARECOXIB al compararlos

con el blanco mostraron diferencia significativa en el tiempo y volumen de desinflamacién, lo
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que indica que a las dosis administradas los dos tratamientos T2 y T3 tiene el mismo efecto
antiinflamatorio. Por lo que, se instituye que ECOXIB®BLISPACK y PARECOXIB, ambos
inhibidores selectivos de la COX-2 cumplen su accion para la que fueron disefiados, sin
presentar efecto negativo evidente durante el tiempo de estudio.
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CONCLUSIONES

Se logrd la activacion de mediadores inflamatorios en la unidad experimental por medio
de la inyeccion subcutanea de una solucién de carragenina en la aponeurosis subplantar
derecha de la rata, dando como resultado un edema mismo que fue tratado con los

tratamientos estudiados.

Se demostré que ECOXIB® BLISPACK a la dosis de 10 mg/kg inici6 la disminucion
del edema plantar a la hora 8 después de su administracion, al mismo tiempo el
medicamento de referencia Parecoxib con una dosis de administracion de 4 mg/kg,
mientras que el vehiculo usado en la formulacion de ECOXIB no presenta disminucion
del edema plantar en la unidad experimental.

Bajo las mismas condiciones experimentales, modelo animal usado y via de
administracion, se determiné que ECOXIB®BLISPACK y Dynastat® (Parecoxib)
estadisticamente realizan su actividad antiinflamatoria a tiempos similares, es decir no

existe diferencia significativa respecto a su actividad antiinflamatoria.

Se concluye que el medicamento ECOXIB®BLISPACK posee una actividad
antiinflamatoria significativa, y durante el estudio se evidenci6 que la forma
farmacéutica no afecta a la accion terapéutica para la que Etoricoxib fue disefiada; a su
vez se puede manifestar que no se presento reacciones adversas al medicamento, pero

no se descarta la presencia de efectos colaterales con el uso frecuente del mismo.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un estudio de la biodisponibilidad de ECOXIB®BLISPACK.

Se recomienda realizar estudios in vitro de ECOXIB®BLISPACK y comparar su
actividad antiinflamatoria, con respecto a un medicamento perteneciente al mismo

grupo terapéutico.

Se recomienda realizar estudios de toxicidad del medicamento ECOXIB®BLISPACK.,

con el fin de evitar reacciones negativas asociadas al medicamento en pacientes.
Se recomienda que la escuela de Bioquimica y Farmacia de la ESPOCH realice

convenios con empresas farmacéuticas para que los estudiantes tengan la oportunidad

de tener experiencia en el &mbito laboral y cientifico.
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ANEXOS

ANEXO A: Tabla de medias

Tabla 1-A: medias obtenidas del volumen de desinflamacién de los tratamientos administrados

con ayuda del programa SPSS 23.

TRATAMIENTOS

INTERVALO DE
CONFIANZA 95%

VARIABLE ) LIMITE LIMITE
DEPENDIENTE MEDIA |ERRORTIP.| INFERIOR | SUPERIOR
Inflamacion | T 1 0,93 ,075 755 1,095
21 horas T2 0,48 075 305 645
T3 0,48 ,075 305 645
Inflamacion |T1 0,95 ,043 ,852 1,048
24 horas T2 1,45 ,043 1,352 1,548
T3 1,43 ,043 1,327 1,523
Inflamacion | T1 0,95 ,052 832 1,068
20 horas T2 1,30 ,052 1,182 1,418
T3 1,28 ,052 1,157 1,393
Inflamacién [T 1 0,95 ,049 ,840 1,060
12 horas T2 1,18 ,049 1,065 1,285
T3 1,18 ,049 1,065 1,285
Inflamacién [T 1 0,95 063 ,806 1,094
8 horas T2 1,13 063 081 1,269
T3 1,18 ,063 1,031 1,319
Inflamacion | T 1 0,93 ,046 ,820 1,030
4 horas T2 1,05 046 945 1,155
T3 1,10 ,046 ,995 1,205
Inflamacion | T 1 0,93 ,034 847 1,003
2 horas T2 1,03 034 947 1,103
T3 0,98 ,034 897 1,053
Inflamacién | T 1 0,93 ,028 ,862 ,988
1 hora T2 1,00 028 937 1,063
T3 1,00 ,028 937 1,063

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018.




ANEXO B: Anélisis estadistico de la comparacion entre los tres tratamientos aplicados para
evaluar la actividad antinflamatoria.

Pruehas de normalidad

Kolmogargy-Smirnowd Shapiro-Wilk
Estadistico il Sid. Estadistico ol Sig.
DESIMFLAMACION 207 24 004 921 24 0B

Gréfico 1-B: prueba para la determinacion de la normalidad de los datos.

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018.

Prueba de homogeneidad de varianzas
DESINFLAMACION
Estadistico de
Levene gl ql2 Sig.
4,497 7 16 06

Gréfico 2-B: prueba para la determinacion de la homogeneidad de varianzas de los datos.

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018

ANOVA
DESINFLAMACION
suma de Media .
cuadrados al cuadratica F i
Inter-grupos (64 7 10 3815 013
Intra-grupos 461 16 029
Total 1,228 23

Gréfico 3-B: prueba de ANOVA de un factor

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018
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Gréfico 4-B: Prueba PostHoc: Test de Tukey para comparacion. de medias

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018




ANEXO C: Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

Fotografia 1-C: induccion de la inflamacion con solucion de
carragenina al 1%

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018

Fotografia 2-C: edema plantar a las dos horas de administracion de
carragenina

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018



Fotografia 3-C: tratamientos administrados

Realizado por: Joselyn Pilco L., 2018



