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RESUMEN

Se ha considerado que la Epilepsia es una enferme-
dad cuyos orfigenes y mecanismos son adn interrogantes, y
por ende, no existe un tratamiento totalmente efectivo -
para su cura; Gnicamente se ha logrado un control de las
convulsiones mediante el empleo de fdrmacos anticonvulsji

vantes, como el caso del Acido valproico.

El Acido valproico (AV) es un anticonvulsivo que -
se emplea ampliamente en la terapia humana en nuestro --
pais, y que por poseer caracterf{sticas de amplio espec--
tro en crisis convulsivas, principalmente epilépticas, se
puede utilizar en lugar de otros fS&rmacos empleados en--

la terapfutica veterinaria de pequefias especies.

Considerando que .1a medicifn peribdica dé la con--
centracifn plasmitica del férmaco es un {ndice apropiado
en la evaluacidn de la terapia y un medio para lograr un
éontrol de la efectividad de éste, se cuantificaron los-
niveles plasmiticos de AV en conejos, para conocer el --
tiempo en que se alcanza el nivel plasmitico méximo 6 pi

co mediante la técnica ds Cromatograffa de gases,
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Tomando como modelo experimental 8 conejos Nueva--
Zelanda Blanco, hembras, adultas, aparenteménte sanas,--
se les administré las formulaciones A y B en clpsulas de
dos diferentes fabricantes, conteniendo 250 mg. de AV---

después de un ayuno de 12 h.

Se tomaron muestras de sangre a intervalos determi
nados de tiempo y se obtuvo el plasma, que se procesd me
diante el "método 'de extraccibn de AV en-plasma" el cual
se describe, para la cuantificacifn de la concentracibn-
del firmaco en este flufdo biolégico por Croﬁatograf!a -

de gases.

Con los datos de concentracifn mdxima, tiempo méxi
mo v &rea bajo la curva., se observé que la formulacibn-
A results mfs biodisponible y que el conejo no results--
un modelo experimental apropiado para esta prueba, por--
tener una fisiologfa digestiva lenta, y por lo tanto, no
compatible con medicamentos de vida media corta, como en

el caso del AV.
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GENERALIDADES

Dentro de la investigaci6n y la docencia de todas
las 8reas de las Ciencias Bion&dicas, es comin e inva--
luable la participacibn de diferentes especies animales
denominadas ANIMALES DE LABORATORIO, que es toda cspe--
cie animal susceptible de ser sometida a la experimenta

" cién con el prop6sito de obtener informacién, sin impor

tar raza, sexo,tamafio, edad, etc.

Debido a su importancia, es esencial el cuidado--
6ptimo de los animales, no solamente para asegurar su--
bienestar, sino para la obtencién de resultados confia-
bles en los experimentos comprendidos. Por lo tanto, cs
necesario conocer la responsabilidad ética y cientffica
que implica trabajar con este tipo de animales, y ﬁor--
ende, el compromiso que significa el suministrarles las
condiciones adecuadas de alojamiento, asf como conocer-
las caracterfsticas mfs importantes acerca de su desa--
rrollo fisiol6gico, su comportamiento, necesidades nu--
tricionales, capacidad reproductiva y su utilidad préc-

tica. (1)

Los animales de lahoratorio han sido extensamente

utilizados como sujetos b&sicos en la investigacién cien



tifica en diversas freas, tales como, desarrollo de nuc-
vos fdrmacos, efectos bacteriolfgicos, toxicologfa, culti
vos tisulares, micologfa, inmunologfa, oftalmologfa, onco

logfa, biologfa reproductiva, biofarmacia, etc.

Otro renglén importante es el empleo del conejo en
las prucbas de pirbgenos disefiadas para verificar que un
fdrmaco, al ser administrado por via parenteral al humano

no provoque elevacifn de la temperatura corporal.

Es por ésto que una de las especies domésticas mis--
utilizadas como animales de laboratorio es el conejo y --
por lo tanto, la produccién de &stos animales para inves-

(igaciGn tiene una gran demanda. {2)

A continuacifn, se hard una breve descripcifn del--

conejo y sus caracterfsticas anatomofisiol8gicas.

El conejo es un mamffero del orden Lagomorpha y de -
la familia Leporidae. Su nombre proviene del Latfn "cuni-

culus' que signifiéa literalmente "trabajo en minas".

Las razas mis utilizadas para la investigacidén son:

Nueva Zelanda Blanco(NZB) Chinchilla y California.(3)



VALORES HEMATICOS

Volumen total de sangre:

Tiempo de coagulacién:
Vida eritrocftica:

. Tasa de sedimentacibn
'eritrocitica:

pH sangufneo:
Hematocrito:
Plaquetas:
Hemoglobina:

Leucocitos: 9000/mm3

60 ml/ kg. de peso
150 seg. en promedio

45 a 60 dias

2 mm/ hora

7.38

41.5%

170-1120 mil/mm®
13.6%

Neutr6filos: 45-551%
Eosinbfilos: 2%
Bas6filos: 5%
Linfocitos: 38.8%
Monocitos: 8.11%

4)

CONSTANTES FISIOLOGICAS

Frecuencia respiratoria:

Frecuencia cardiaca:

Temperatura corporal:

38 a 60 resp./ min
123 a 304 ciclos/min
39.5°C

(4)



VIAS DE SANGRADO

Vena marginal de la oreja y puncibn cardfaca. £s
impoftante sefialar que para realizar la puncidn cardfa
ca se debe anestesiar previamente al animal, para evi-
tar un sufrimiento innecesario y no desgartaf el mio--
cardio. Se usarin anestésicos por inhalacifn o por via

parenteral ,

VIAS DE ADMINISTRACION DE FARMACOS

Vi{a subcutéinea: Debajo de la piel de la espalda.
Aguja calibre 22.
Via intramuscular: Misculos de los miembros pél-
vicos., Aguja calibre 22 y 2S.
Via intraperitoneal: Parte posterior del abd§--
men en direccidn paramedial-
izquierda. Del lado derecho--
es inadecuado por el riesgo--
de puncionar el ciego. Agujas
calibre 22 y 25.
Via endovenosa: A través de la vena marginal de-
' la oreja; no confundir con la ar
teria auricular que se encuentra
en la parte media de la oreja.
Agujas calibre 22y 25.
Via oral: En el alimento o agua de bebida o por-

sondeo esoffigico mediante una jeringa-
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sin aguja que se introduce en el espacio-

interdentario,
FISIOLOGIA DIGESTIVA

E] ¢onejo es un herviboro no rumiante, que tiene un
sistema digestivo monogédstrico con un buen desarrollo fup
cional del ciego e intestino delgado. Son habitualmente--
4vidos ingestores de sus propias heces: producen dos ti--
pos ; una forma blanda en la noche y una forma compacta--

durante el dfa. (4)

El proceso de la digestidn en el conejo es como si-
gue: el alimento consumido se digiere parcialmente en cl-
intestino delgado, y llega al ciego donde permanece unas-
12 h. Las bacterias del ciego digieren este alimento pro-
duciendo vitaminas y aminofcidos. En el ciego la masa alj

menticia es transformada en bolitas hfimedas y blandas.

El alimento pasa ripidamente a través del intestino-
grueso y es tomado directamente del ano por la boca del -
animal, iniciando su segunda digestidn. Mientras tanto el
nuevo alimento ha completado su digestién estomacal y pa-

sa a través del intestino delgado,



El nuevo alimento llega al ciego e inicia su diges-
tifn bacteriana. El alimento que ha sido reingerido, se -

somete a una nueva digestibn estomacal,

Después de su segunda digestifn la masa alimenticia
pasa por el intestino delgado, donde son absorbidos més--
nutrientes. Luego cruza sin entrar al ciego y pasa lenta-
mente por el intestino grueso para transformarse en las--

bolitas secas que son excretadas. (5)



INTRODUCCION

Un medicamento que se administra a un paciente no es
el principio active como tal, Qino una forma farmaclutica.
La diferencia estriba en que el medicamento puede presen--
tar problemas en su solubilidad, inestabilidad ffsica, quf
mica y enzimftica. La presencia de excipientes produce di-
ferencias en la cantidad y velocidad con que el medicamen-
to alcanza la circulacifn general. Estos factores farmacéu
ticos, sumados a los factores farmacodinimicos dan como re
sultado que el inicio, intensidad y duracién de la respues

ta terapfutica se vea modificada. (6)

Por ello, y para establecCer una tefapia nfis racional
es de gran utilidad determinar los niveles plasmiticos de-

las diferentes formulacicnes de un medicamento. (7)

La Biodisponibilidad de un fdrmaco puede definirse--
como una medida de velocidad de la cantidad de una droga--
terapéuticamente activa que alcanza la circulacifn sistémi
ca o sitio de accifn y la velocidad con la que esta ocurre
(8).

La biodisponibilidad puede evaluarse con 1a concen--

traci6n del medicamento en liquidos corporales como sangrc,
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plasma, suero, orina, liquido cefalorraqufdeo, lfquido ce-
rebro espinal, lfquido sinovial, saliva y l4grimas; o al -
"medir 1a magnitud de la respuesta farmacolfgica o terapéu-

tica producida en el paciente.

En el caso de todos los firmacos y drogas, medir la
concentracidn sangufnea en momentos predeterminados des--
pués de una sola dosis, es el método m&s fécil y, en gene

ral, el m4s cuantitativo. (9)

El anflisis cualitativo de la curva de concentra---
¢i6n plasma-tiempo permite estimar la biodisponibilidad,
‘que suele incluir tres parfmetros: la concentracifn plas-
mitica mfxima (o "pico"), el tiempo necesario para alcan-
zar dicha concentracién, y el drea que queda debajo de la
curva de concentracifn ﬁlasnltica-tielpo. La concentra---
cién plasmitica del medicamento aumenta con el ritmo e in
tensidad de absorcidn; el miximo se alcanza cuando el rit
mo de eliminacién de la droga equivale al ritmo de absor-

cidn.

El 4rea debajo de la curva de concentracifn (ABC) -
cs el dato de medici6n més importante de biodisponibili--
dad, Diversas substancias pueden considerarse bioequiva--

lentes si sus curvas de concentracifn pricticamente pue--
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den superponerse: dos productos que tienen ABC similares,
pero de formas diferentes para la curva de valor plasma--
tiempo, son equivalentes en la magnitud de su biodisponi-

bilidad, pero son absorbidos con ritmos diferentes. 19

A continuacién se hari una breve descripcibn de la
epilepsia en caninos, dado que el presente trabajo esté

enfocado al tratamiento de la misma,
EPILEPSIA EN CANINOS

La epilepsia en los perros es una enfermedad funcig
nal del cerebro, caracterizada por convulsiones tbnico-cl8
nicas peri6dicas recurrentes, generalmente de breve dura--
cibn, y aparentemente similar a la epilepsia en el hombre.
La epilepsia "idiopitica" se ha descrito en muchas espe---
cies, pero se ve con mayor frecuencia en el perro, En los
Cocker Spaniel se ha observado una alta incidencia. Las --
convulsiones pueden comenzar en el primer afio de la vida,
pero con mayor frecuencia comienzan en el segundo afio. El
ataque tfpico dura de uno a dos minutos y consiste en un
aspecto de mirada fija, caida sobre un lado y movimientos
de las extremidades como de carrera. Despufs de una con--
vulsién, el animal puede volver rfpidamentc a su estado -
normal o actuar durante unos minutos como obnibulado ¢ ip

coordinado.



Como ie desconoce la causa, el tratamiento se debe
encaminar & aliviar los signos clfnicos. Los medicamentos
usados comunmente son la primidona, ei fenobarbital y la
difenilhidanto{na. Estos pueden administrarse solos o en

combinacién. (10,11,12)
ACIDO VALPROICO

El Acido Valproico (AV) fue sintetizado por Burton
en 1881 (13) y su sintesis descrita por primera vez en la
literatura por Oberreit en 1896 (14}, Meunier y col, en -
1963 (15) describieron su propiedad anticonvulsivante y -
en 1964 apareci® el primer reporte clinico descrito por -

Carraz y col, (16)

En Buropa se utiliza la sal de Sodio (VNa) desde -
1967, y en U.5.A. se aceptl como anticonvulsivante por -
la Fo&d Drug Administration (FDA) en 1978, En México y -
Argentina se usa la sal de Magnesio (VMg) con el nombre

de ATEMPERATORR.

En 1980 aparecieron en el mercado nacional formula
ciones conteniendo el AV como tal, tanto en cdpsula como
en jarabe. Actualmente existen formulaciones con el nom-

bre de DEPAKENER® y VALPROSIDR, (7)
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Propiedades fisicoquimicas: El AV (4cido 2-propil--
valérico, icido Z-propilpentanocico, 4cido di-n-propilacé-
tico) es un &cido carboxflico con propiedades similares -
a las de los dcidos grasos endfgenos, Difiere estructural
mente de los anticonvulsivantes convencionales en que es
un compuesto muy simple que carece de Nitrégeno y de un -

anillo en su molécula. (17)

CH5-CH2-CH2 ‘P
\
CH-C
. ’ \
CHS-CHZ-CH2 OH

Fig.1. Estructura quimica del AV

E1l AV tiene un peso molecular de 144, una pKa de --
4,95; es un lfquido ligeramente viscoso, soluble en scl--
ventes orginicos y poco soluble en agua y en icido clorhf

drico 0.1N. (18)

Propiedades farmacoldgicas: Se ha encontrado que el
AV presenta actividad anticonvulsivante en una variedad -

de epilepsias clinicas y en modelos experimentales de epi
lepsias, por lo cual se le considera un anticonvulsivante

de espectro amplio. (19)
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Frey y Loscher (20) compararon la actividad del AV
con los férmacos de primera eleccibn utilizades en las -
crisis del pequefio mal (trimetadions, etosuccimida). La
dosis efectiva medis (DE 50) del AV result$ ser menor a

1la de otros medicamentos.

Kupferberg (21) compard la actividad anticonvulsi-
vante del AV, fenobarbital, etosuccimida y trimetadions,
resultande ser el AV efectivo a dosis menores de su do--
sis t8xica media, Lockard y Levy (22) evaluaron la acti-
vidad anticonvulsivante del AV, utilizando un mono con --
gel de albGmina aplicada al cerebro expuesto como modelo.
Después de la administracifn constante de una infusién de
AV los datos indicaron una disminucifn significativa en -
la frecuencia de las crisis durante los primeros dos dfas
Las frecuencias de 1as crisis retornan a los niveles del
control dos semanas después de suspender 1a administra---
cién..Estos autores en estudios posteriores (23) utilizap
do el mismo modelo, investigaron la eficacia del AV compa
rada a la etosuccimida bajo un régimen de dosificacisn y
a variaciones rélacionadas con perfodos de luz y obscuri-
dad, observaron que e5 necesario mantener una concentra--
cién de 50-150 ug/ml para disminuir las c¢risis y las fluc
tuaciones en el estado estacionario variaron un 36%. Los
niveles plasmiticos tienden a aumentar en la fase de obs-

curidad,

12



El AV tanmbién es muy efectivo contra las crisis amig
daloides inducidas por condicionamiento previo en algunas
especies. Leviel y Naquet (24) utilizando este modelo expe

" rimental en gato, administraron dosis diarias de S0 mg/kg
intraperitonealmente, las cuales fueron suficientes para -
bloquear la secuencia progresiva de una convulsién genera-
lizada producida mediante estimulaciones repetidas de 1a -
amfgdala. Sin embargo, persistil una actividad focal post-

- descarga durante todo el tratamiento éulndo se establece -

el. fendmeno de acondicionamiento previo. Se necesitan do--
sis de 75-150 mg/kg para proteger al animal contra las con

vulsiones ténico-clénicas.

Aplicaciones terapéuticas: En 1964 Carraz y col. (16)

describieron la primera prueba clinica de AV; estudios pos
teriores demostraron que el AV es efectivo en ausencias y

en crisis mioclénicas de epilepsia generalizada y su efica
cia es comparable a la del clonazepln (25). Ua sido utili-
zado en las crisis convulsivas febriles en infantes y ado-

lescentes (26) y en el Status epilepticus por administra--

cifn rectal (27). Es Gtil también para crisis ténlco-cléni
cas en epilepsia generalizada y para todas las variedades

de epilepsia parcial (28). En algunos casos disminuye e in
hibe la respuesta fotoconvulsiva después de alcanzar la --

concentraciébn mixima (29). Ha sido utilizado como medica--

13



cifn dnica en el tratamiento de varios tipos de epilepsis
(30); sin embargo, en general, se usa con la administra--

cién concomitante de otros anticonvulsivos (31,32).

Mecanismo de acciSn
Papel del dcido gamma aminobutfrico {GABA) en el

Sistema Nervioso Central (SNC).

El fcido gamma aminobutfrico (GABA) es considerado -
como el mayor transmisor inhibitorio del SNC en los mamf-
feros (33). Desde su identificacifn en extractos de cere--
bro de diferentes especies (34,35}, se han realizado estu-

.dios para tratar de reiacionar al GABA con log estados con
vulsivos. Se ha demostrado que 1a administracién del GABA
{36) protege a gatos contra crisis inducidas quimicamente.
Per otre lado, la administracifn periférica del GABA y sus
. andlogos (2-pirrolidona). resultan en actividad anticonvul
sivante en rat8n (37,38), aunque los primeros estudios apo
yan 1a idea de que 1o0s niveles de GABA cerebral no se rela
cionan directamente con la aparicién o inhibicibn de las -
convulsiones (39); la evidencia del papel del GABA ha sido
derivada de los estudios del efecto de los inhibidores de
la aminotransferasa del 4cido gamma aminobutfrico (T-GABA)

enzima responsable del catabolismo del GABA (40).

14



Efecto del AV en 1la actividad de 1a T-GABA.

La principal evidencia que existe sobre la accién
anticonvulsivante del AV es que se debe a un aumento en
los niveles cerebrales del GABA. Godin y col. (41) fueron
los primeros en establecer que después de la administra-
cibn intraperitoneal de Valproato de Sodio (VNa) a ratas,
el contenido del GABA total se incrementa en aproximada--
mente un 45%, sin cambios en los niveles de los aminofci-

dos glicina, &cido aspfrtico y &cido glutdmico.

Ciesleski y col, (42) utilizando una cepa de rato--
nes susceptibles a crisis audiogénicas oSservaron un au--
mento de GABA cerebral en un 674, este incremento resultd
paralelo a la fijacién de AV y a la actividad de 1a T-GABA

en diferentes &reas del cerebro.

Efecto del AV sobre otras enzimas que intervienen

en el metabolismo del GABA

Estudios posteriores (43) demostraron que el aumento
en los niveles del GABA cerebral fue acompattado por la ac-
tivacién de la descarboxilasa del &cido glutfmico y 1a in-

hibicién de la T-GABA., Ademfs de las enzimas -encionadls.

15



se ha involucrado a la deshidrogenasa del semialdehfdo --
succinico (DH-SAS), como lo denuesiran los estudios de --
- Harvey y col. (44) quienes obtuvieron una constante de --
K=t.s x 1073

VNa. Anlezark y col. (45) obtuvieron resultados simila--

M, utilizando concentraciones de 5-10mg de

res con Smg de VNa, los cuales producen una imhibicién --

del 89%. La inhibicién es de tipo competitivo.

van der Lan y col. (46) reportaron una inhibicién
‘preferencial del AV por la DH-SAS e indirecta hacia la -
T-GABA con las siguientes constantes cinfticas:

KGABA"'sxKSAS'8‘7“N‘

Otros estudios reportados (47) demostraron que el
AV es un potente inhibidor de la aldehidoreductasa, enzi
ma responsable de la conversibn del 5AS a #cido hidroxi-
butfrico en el cerebro. E1 tipo de inhibicién es no com-

petitiva,

Estudios. bioquimicos del efecto del AV sobre el

Guanos{n monofosfato cfctico (GMPc)

Se ha tratado de dar una explicacidn alternativa -
sobre el efecto anticonvulsivante del AV, por lo que -

Lust y col. (48) estudiaron la relacidn entre los niveles

16



del GABA cerebral y el GMPc. El incremento del GABA cere-
bral fue paralelo a la disminuci6n del GMPc. Esta misma -

relacibn ocurre con otros anticonvulsivantes.

Efecto del AV sobre los niveles cerebrales de otros

aminodcidos

Por otro lado Schechter y col. (49), utilizandp co-
mo modelo los ratones susceptibles a crisis audiogénicas,
observaron que después de la administracifn intraperito--
neal de AV se produce una disminucién de un 68% en la con
centracibn de aspartato, acompafiado de un incremento de -
GABA y sin modificacifn en otros aminoficidos. Kukino y --
Deguchi (50) obtuvieron resultados similares despuds de la
administracién de 400 mg/kg a ratones, ya que la disminu--

ci6n del aspartato fue de un 48% comparada al control.

Estudios alternativos para dilucidar el mecanisgo de

accifn del AV

En uno de los pocos trabajos realizados in vive, --
Léscher (51) observ8 un incremento de un 77% del GABA en
el 1iquido cefalorraquideo después de la administracibn
intravenosa de VNa a perros, y como no presentaron cambios

en el GABA del plasma, se plantea otro modelo para el es-

17



tudio de la relacibn ontre el GABA y el AV,

Schobben y col. (52) plantearon que probablemente no
fuera el AV el causante del efecto anticonvulsivante, sino
uno de sus metabolitos, pero Loscher (53) demostré que la -
actividad anticonvulsivante se debe en un 30% a la droga -

inalterada,

A pesar del gran nimero de estudios realizados sobre
el mecanismo de accidn del AV, este adn ne ha side diluci-
dado completamente, sin embargo, existe amplia evidencia
de que su accifn es consecuente a un aumento en los nive--

les cerebrales del GABA. (7)

Caracterfsticas farmacocinéticas

E1l AV administrado oralmente, como sal de Sodio, de-
Magnesio o 1s amida correspondiente, a voluntarios sanos o
pacientes epilépticos se absorbe ripidamente y resulta en-
una concentracifn mixims después de 0.5-5 h, (54,55). La--
absorcifn es completa en las diferentes formulaciones, lo-
que establece su bioequivalencia (56,57,58,59,60,61), Por-
lo contrario la velocidad de absorcifn se modifica conside
rablemente por factores de la formulacién (32,56,57,58) y-
por la presencia de alimento (60,62,63) en el tracto gas--
trointestinal.
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No existe una clara relacién entre la dosis y los ni-
veles plasmiAticos: en estudios con dosis dnica (54,64), por
adninistracién crénica (65,66,67) e infusidn endovenosa se
han observado fluctuaciones en los niveles de un 50V des---
pués de alcanzar el estado estacionario (65), El curso tem-
poral de estos niveles se ha descrito por modelos de uno y
dos compartimientos en giferentes especies, incluyendo al
hombre (60,61,67,68,69). Se han observado que los niveles
se alcanzan nis ripidamente en pacientes que en sujetos sa-
nos y que el tiempo de vida media varfa con el individuo y
su edad. Se han reportado valores de T 1/2 de 3,8-8,3 h,---
después de unﬁ sola administracién de AV en pacientes trata
dos con otros antiepilépticos (70)., Por esto, se considera
que la vida media del AV es corta, lo que trae como conse--
cuencia que el estado estacionario se alcanza entre 24-48 h
después de iniciado el tratamineto en contraste con el efec
to clinico que se observa generalmente solo semanas después

(m.

E1 AV se encuentra enlazado en un 87-95% a las protel
nas del plasma, principalmente la alhdmina. El enlazamiento
es dependiente de la concentracién (67,69). La unién a las

globulinas es despreciable.
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El AV penetra en los gl8bulos rojos en cantidad limi
tada. La relacidn sangre/plasma es de 0.28 (60) y la con--
centracibn en cerebro es de 1/3 de la del plasma (20).
También estd presente en el 1iquido cefalorraquideo (66,--
67) en un 5-15%, en semen en un 7-8% dc los niveles plasmi
ticos (71), y en légrimas la relacién con respecto al plas

ma es de 0.1. (72)
Su eliminacibn principal es por metabolismo hepitico
y se excreta en forma inalterada en cantidades desprecia--

bles. (21)

Rutas metab8licas del Acido Valproico

Gracias al desarrollo de técnicas analfticas de gran
precisifn y resolucifn y su aplicacifn a los estudios del
metabolismo del AV, se ha logrado identificar ya a la mayo
rfa de sus metabolitos en varias especies animales y en el
hombre, 10 que ha permitido establecer las vias metaﬁ&li—-

cas (73,86,87,96) Fig.2.

Eymard y col, (74) encontraron 5 metabolitos en ori-
na de rata después de la administracibn oral de AV y demos
traron que este presenta ciclo enterohepdtico, lo que fue

confirmado por Kukino y col, (75) quienes reportaron una--
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excrecidn biliar de un 40-60% de la dosis administrada. La
recuperaclifn en orina es de aproximadamente un 701’y encor
traron un 10-20 en el aire espirado en forma de CO, marca-
do, Tanto en orina como en bilis detectaron el AV en forma
inalterada y en mayor porcentaje su glucor6nido, Kukahara

y Matsumoto (76) identificaron mediante Espectrofotometrfa
de Masas, a dos metabolitos del AV después de la adminis--
tracifn oral a ratas. Estos compuestos son el 2-n-propil--
S-hidroxipentanoico (5-OH-AV) y el &cido 2-n-propilglutd.-
rico (APG). El mecanismo propuesto para la formacibn de és
tos metabolitos es una oxidacién de tipo Omega, También
propusieron que el paso final del AV era 1a formaci6n del
APG, debldo a que este Acido se recupera completamente --
inalterado en orina después de su administracibn oral a--
ratas. Ferrandes y Eymard (77) cuestionaron la etapa fi--
nal, ya que solo recuperaron 50-60% de la dosis adminis--

trada de APG a ratas.

Posteriormente Matsumoto y col. (78) identificaron
tres productos metab8licos; el &cido 2-n-propil-4-hidroxi
pentanoico (4-O0H-AV) y el Scido Z-n-propil-3-cetopentanoi
co (3C-AV), en orina de ratas despuls de la administra---
cifn por intubacifn gistrica de AV. El patrén metab8lico

propuesto por &stos autores es una combinacién de Omega y
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Beta Oxidaciones. Esto fue confirmado por otros investiga-
dores (79,80,81) quienes demostraron la presencia de 3C-AV

.4-0H-AV, 5-0OH-AV y APG en orina de pacientes epilépticos.

Schobben (82), en experimentos realizados en monos
Rhesus a los que se hizo una infusisn endovenosa de 14C-AV
y analizando sangre, orina, heces y el aire espirado, obtu
vo una recuperacidn del 95% de la dosis administrada e ---
identificS dos metabolitos en sangre: la Gamma-Valprolac--
tona y el &cido 2-n-propil-3-pentanoico. Estos compucstos
también estuvieron presentes en el plasma de pacientes epi

1épticos.

Jakobs y Loscher (83), analizando el suero de dife--
rentes cspecies incluyendo el de un paciente epiléptico,
identificaron cuatro metabolitos. Su presencia en el suero
fue dependiente de la especie. Asf, el 3-OH-AV se encontrd
en todas las especies, el 4-OH-AV solo en el suero de hu-
manos y ratones y el 5-OH-AV dnicamente en ratones, lo que
establece la preferencia e importancia de la via metabfli-

ca segln la especie.

La Beta oxidacién es la vfa principal para el humano
como lo demuestran los estudios realizados por Gompertz y

col, (80) quienes reportaron la presencia de dos metaboli-
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tos en orina de paclentes epilépticos: el 3C-AV y el APG.

De los metabolitos identificados actualmente, solo
para el 2 EN-AV, se ha logrado establecer su curso tempo-
ral en plasma y cerebro y se ha tratade de correlacionar
con la actividad anticonvulsivante del AV, la que abre
una perspectiva més para tratar de dilucidar el mecanismo

de accifn del AV. (32)

Estudios toxicolfgices y reacciones adversas

Las principales reacciones adversas que se observan -
en el tratamiento del AV son del tracto gastrointestinal-
y son: aporexia, nfuseas y vémito, en ocasiones se presen
ta pérdida del cabello y aumento o disminucién de peso,
pero todas estas reacciones son tramsitorias y gencralmen
te no requieren 13 suspensibn del medicamento. También sec
reportan casos en los que en presencia de otras drogas an
ticonvulsivantes sc llegaron a tener estados de estupor y
en otros inclusive 'coma", pero los pacientes se¢ recupera

ron y el AV qued8 como droga Gnica en su terapia. (84)

Eventualmente se presentan reacciones mds scrias co
mo la hiperamonemia y mis en concreto, disturbios de la

funcionalidad hepitica; 1a Hepatitis Viral A es otra dc--
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las reacciones reportadas en pacientes bajo politerapia, pe
ro al recuperarse, la mayor parte de los pacientes reinicia
1a administracidn del AV (35). La hiperamonemia es adjudi--
cada a un posible efecto del AV sobre la regulacifn a corto
plazo de la sintesis de Urea, para lo cufl, recomiendan dis
minufr el consumo de protefnas al minimo necesario, sobre--

todo en pacientes j6venes que reciben politerapia, (86)

Por otro lado, existen feportes de un Sfndrome que se
presenta en una proporcidén pequefia de pacientes, en el cual
la sintomatologia se cruza con la del S{ndrome de Reye y &
la Enfermedad Jamaiquina del Vémito, pero se diferencfa de
éstas porque genera Esteatosis Microvestibular asf como Ne
crosis Hepatocelular (87) , La Enfermedad Jamaiquina del
Vémito es debida a una hipoglicina la cudl es muy parecida
al 4cido 4-n-pentanocico que es metabolito del AV producto
de la W-1 Oxidacifn, esta evidencia obtenida por Nau y Los
cher ( 37) correlaciona muy bien por la expuesta por Ater
y col. ( 88) y ambos proponen que los metabolitos que se
originan de 1a W y W-1 oxidacién son los responsables de

los efectos téxicos del AV,
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Eliminaci6n

Eliminacibn Eliminacifn

! T

; "
CHy-CHy - cus-cu-cu\
CH-COOH ' CH-COOH
r’ R
3-0H AV 4-0H AV
HIDROXILACION W-OXIDACION
H /
cu3-cuz-én\
CH-COOH - - - GLUCORONIDO
CHy -CH,~ CH,

ACIDO VALPROICO (AV)

- B-OXIDACION W-2 OXIDACION
CHs-CH CH 0H H
1 [

m
— c COOH CH,-CHy-CH -5 O
/ \ B
R /cu-m H
2-EN AV R g
l 9 S-0H AV
CHS CHZ \ HOOC-CHZ-C{
CH-COOH CH-COOH
/
R
3-CETO AV AC. 2-PROPILGLUTARICO
1 (APG)
Eliminacibn Eliminacién

Pig. 2. ﬁotlbolisuo del AV
Modificado de Escobedo,R.A.J. (1987) (96)
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JUSTIFICACION

Debido a que muchos medicamentos que se usan en
la terapia humana, también son aplicados en Medicina
Veterinaria, es recomendable realizar estudios encami
nados a conocer los niveles que se alcanzan en los --
animales; como en el caso de los anticonvulsivos ya |
que en los animales también se presentan crisls con--
vulsivas por diferentes causas, como son: Enfermeda--
des (Moquillo canino, Epilepsia), Deficiencias nutri-
cionales, Traumatismos, Intoxicaciones, Envenenamlen-

tos, etc,
En este trabajo utilizamos el anticonvulsivante

Acido Valproico como una alternativa terapéutica m!s

para el tratamiento de la Epilepsia en caninos.
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OBJETIVOS

Cuantificar, mediante la Técnica de Cromatografia
de Gases, los niveles plasmiticos que alcanza un anti--
convulsivo ampliamente utilizado en la medicina humana
en México, cuando es administrado en forma de cfpsula,

de dos diferentes fabricantes a conejos.

Obtener el nivel plasmatico 6ptimo de Acido Val--
proico como alternativa terapéutica en crisis convulsi-
vas en los animales domésticos; principalmente para la

Epilepsis en caninos.

Evaluar cufil de las dos formulaciones empleadas

resulta més biodisponible.

Probar al conejo como modelo experimental en este

tipo de estudios.
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PARTE EXPERIMENTAL
MATERIAL

- Material biolfgico:
10 conejos Nueva Zelsnda Blanco, hembras, adultas,
sanas,

Plasaa de los mismos

= Material para toma de muestras sangufneas:
200 jeringas desechables de 3 ml, con aguja cali--
bre 22 (estériles)
Algodén ‘
Alcohol .
Heparina s68dica de 1000.UI / ml. come anticoagulan
te,

Gotero

- Material de vidrio:
100 tubos de ensaye de 3 ml.
200 concentratubos de 10 m1, con tapSn
.5 micropipetas de 10,20,30,40,50,75 y 100 ug c/u
4 pipetas volumétricas de 0.5, 1,0, 2,0y 5 ml
4 vasos de precipitado de 10 y 25 ml.

6 matraces de Erlenmeyer de 10 ml,
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'~ Reactivos:
Acido ciclohexancarboxflico {ACHC) como estdndar
interno
Acido sulf@irico concentrado (H,50,)
Cloroformo

Acetato de Isoamilo, como reactivo analftico (R.A)

- Pdrmacos:
Acido Valproico "Valprosid" (F6érmula "A")

"Denakene” (F6rmula "BY)

- Equipo:
Agitador "Vortex"
Centrifuga clinica "SolBat" mod. ji12 Aparatos clen
tificos
Bomba de vacfo "Cenco Pressovac' 52438
Evaporador de muestras y cilindro de Nitr8geno
Balanza analftica "Sartorius"
Cromatégrafo de gases "Varian 4600" Vista Series
Monitor '"Varian CDS 401" Vista Series
Microjeringas de 10 ul Hamilton Co. # 701
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METODGS

Cromatograffa de Gases

Esta técnica muy desarrollada desde 1951, se ha con
vertido en el método preferido para el anflisis répido y
_exacto de cualquier sustancia voldtil a una columna que
contiene un liquido absorbente apoyada en un material ---

inerte.

El fundamento para la separacifn de los componentes
de la sustancia vol4til es la diferencia de sus coeficien
tes de particidn cuando se transportan a través de la co-

lumna mediante un gas inerte como el Helio., (89)

La columna debe acondicionarse primero con el gas
que sirve como vehiculo para eliminar cualquier material
que se haya inyectado anteriormente y obtener una lfnea

basal cstable.

La muestra s¢ introduce en el inyector de muestras
y ¢l gas vehicule transporta el material volftil inyectado
a través de la columna donde los componentes sufren una
particién y sc¢ separan. Eventualmente una fraccidn atravice
sa el detector, ¢l cufl emite sefiales de vértices, en una

secuencia Gtil, (90)



Toma de muestras sangufneas
A 8 conejos, aparentemente sanos, por medio de un
muestreo aleatorio, se les clasificl en dos grupos de 4

individuos cada uno, quedando de la siguiente maners:

GRUPO A GRUPO B
Conejo #2 Conejo #1
Conejo #3 Conejo #4
Conejo #5 Conejo #7
Conejo #6 Conejo #8

Con un ayuno previo de 12 h, al grupo "A" se la ad
ministrd el medicamento Valprosid (FSrmula “A“) y al gru-
po '"'BY ei medicamento Depakene (F8rmula "B"} por vis oral
la cual se hizo con una jeringa desechable de 3 ml, sin
punta, que se utilizé como abrebocas y a la vez como son-
da, para colocar la cipsula en el fondo de la cavidad

oral del animal y que &ste la deglutiera.

Se tomaron las muestras de sangre coh intervalos de
tiempo de 0 min, 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 45 min, 60
min, 90 min, 120 min, 180 ain y 240 min, por puncifm car--
dfaca, debido a que no fue posible obtener mayor volumen
sanguineo por vena marginal de 1a oreja, Se utiliz8 una je

ringa por cada muestra.
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Cada muestra de sangre se colocS en tubos de ensaye
de 3 al. previamente identificados, conteniendo Heparina

en dosis de 0.01 mg/ml de sangre.

Las muestras se¢ centrifugaron a 3000 rpm durante 30
minutos. Se separ8 el plasma en tubos recolectores, pre--
viamente identificados y se congelaron hasta su posterior

anflisis,

A los animales se les dif un descanso de 15 dfas pa
ta proceder a intercambiar los medicamentos, es decir; al
grupo "A" se la administré la formulacibn "“B" y al grupo
"B" se le di8 la formulacién "A" y se siguié el procedi--

miento ya descrito,
Obtencibn del plasma blanco para las curyas sténdar

Se utilizaron 2 conejos ;in tratamiento, de los que
se obtuvieron 25 ml. de sangre, por puncién cardfaca, de
cada uno. Las dos muestras se colocaron en un solo tubo
conteniendo Heparina, se centrifugé a 3000 rpm por S5 min,
s¢ separd el plasma y se congel6 hasta su posterior proce

- samiento.
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Preparacifn del tubo blanco

En un concentratubo se colocaron 0.2 ml de plasma
blanco, se agregaron 40 ul de HZSO‘ concentrado, se agi
t8 10 seg. (Vortex) y se le adicionaron 5 ml de cloro--
formo, se agité un minuto (Vortex) y se centrifugl a---
3000 rpm durante 5 minutos, con la bomba de vacfo, se
separ6 la fase acuosa y la fase orginica se transfirié
a8 otro concentratubo, se le agregaron 50 ul de Acetato
de Isoamilo, se evapor8 con corriente de Nitrfgeno y

se inyectaron 2 ul al Cromatégrafo de gases.

Conejo

Se pesaron 50 mg de AV stindar y se afor6 a 10 ml
de Metanol (sol. A), de &sta, se tomaron 0,125 ml, 0,250
ml, 0.5ml y 1.0.ml, para formar las soluciones 3,C,D y
E respectivamente, que a su vez, se aforaron a 10 ml de

Metanol cada una.

En cinco concentratubos se colocaron 200 ul de-.-
plasma blanco y se afladieron 40 ul de H,S0, concentrado
se agit8 10 seg (Vortex), se agregaron 50 ul de cada so
lucidn a diferente tubo, mfis 50 ul de ACHC y 5 ml de---

cloroformo, se agité un minuto y se centrifugé a 3000
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rpm durante S minutos. Con la bomba de vacfo, se separ$
1a fase acuosa y la fase orghnica se transfirif a otro
concentratubo, a 1o que se le agregé 50 ul de Acetato

de Isoamilo, se evapor8 con corriente de Nitr8geno y se

inyectaron 2 ul al Cromatfgrafo de gases.

MEtodo de extraccifn y cuantificacifn del AV del

plasma de los conejos tratados

En 10 concentratubos de 10 ml se colocaron 200 ul
de las muestras de plasma, agregindole 50 ul de ACHC co
mo estdndar interno, mds 40 ul de H,50, concentrado y 5
ml de cloroformo. Se agité 30 seg (Vortex) y se centri-

fugd a 3000 rpm durante 5 min.

Con la bomba de vacfo se separf la fase acuosa y

la capa orginica se transfiri8 a otro concentratubo, A

&sta se le agregh 50 ul de Acetato de Isoamilo, se eég
poré con corriente de NitrSgeno. Se inyectaron 2 ul

al Cromat8grafo de gases, que tenfa las siguientes con-

diciones: '

Flujo de gases: Nitrégeno 30 ml/ain
Hidrégeno 50 mi/min~

Aire 150 ml/min
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Temperatura del Inyector: 210°c
Temperatura del Horno 6 Columna: 190°C

Temperatura del Detector: 240°C

Obtencifn de resultados

Para la obtencifn de 1os resultados se utilizf una
-calculadora TEXAS INSTRUMENTS TI PROGRAMMABLE S9 y una
COMPUTADORA IBM,

La determinacifn de las concentraciones de AV de
las curvas stindar para cada conejo, se realiz6 de la

siguiente manera:

De una solucifn de AV con una concentracifn de 5 mg
por ml de Metanol {diluyente), se tomaron 0.125 m}l, 0,250
ml, 0.5ml y 1.0 ml para formar 4 soluciones; que contie-
nen una concentracién de 62.5 mg/ml, 125.0 mg/ml, 250.0
mg/ml y 500.0 mg/ml de AV respectivamente. Estos datos
se obtuvieron realizando "reglas de tres" para calcular

dichas concentraciones,

la relacifn de AV y ACHC (esténdar internc) se obtu
vo dividiendo el &rea de los picos de cada uno de éstos,

dados por el Cromatbdgrafo de gases.
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Las concentraciones obtenidas de AV del plasma de
cada conejo se obtuvieron dividiendo el drea de los pi-
cos de AV y de ACHC, dados por el CromatSgrafo de gases
& éstos datos se procesaron en la calculadora, programa
da para dar la concentraciln real, que nultipficada por
5 nos di la concentracién en ug/ml de plasma, Estos da-
tos, a su vez, se procesan en la Computadora que nos in
dica el Area bajo la curva de concentracipn de AV en

plasma,
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RESULTADOS

En 1la Tabla 1 se muestran los datos de las curvas

stindar para cuantificar el AV en plasma de conejo.

En la Grifica 1 se muestra la curva stindar del
conejo #3, que se tom6 como ejemplo, dado que las cur--

vas de los 8 conejos fueron semejantes.

En la Tabla 2 se presentan los resultados de los
niveles plasmiticos de AV en los conejos 1 al 8, obteni
dos después de la administracifn de 2 formulaciones en

cipsula conteniendo 250 mg de AV.

En las Gréficas 2 a 1la 9 se muestran los resulta-

- dos mencionados en la Tabla 2.

En la Tabla 3 se presentan los resultados del
Area bajo la curva de concentracifn (ABC) de AY en plas

ma de conejo,
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Tabla 1. Datos de las curvas stfndar para cuantifi-

car el AV en plasma de conejo. .

CON EJO 1
Concentracibn de AV

en 0.5 »l1 de plasma AV/ACHC® Ecuacifn de regre-
"(ug/ml) sifn: Y= a+bx
62.5 ' 0.067 Y=-0.012¢0.001 (x)
125.0 0.114 n=4
250.0 0.285 r?e 0.99
500.0 0.559

CONEJO 2

Concentracifn de AV

en 0.5 ml de plasma AV/ACHC® Ecuacifn de regre-
(ug/ml) sifn: Y= a+bx
. 62.5 0,054 Ya-0,12240.002 (x)
125.0 0.167 n=4
250.0 0.345 rs 0,99
500.0 : 1.019
sigue.....
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Cont, Tabla 1.....(2)

CONEJO 3
Concentraciln de AV

en 0.5 ml de plasma AV/ACHC* Ecuacibn de regre-

(ug/ml) 3idn: Y= a¢bx
62.5 0.069 Y=-0.047+0.001 (x)
125.0 0.099 n=d
250.0 0.256 rs 0.99
500.0 ' 0,631

CONEJO 4

Concentracidn de AV

en 0.5 ml de plasma AV/ACHC® Ecuacién de régre—
(ug/m1} 5ibn: Y= a+hx
62.5 0.036 Y=-0,003+0,0009(x)
125.0 0.125 n=4
250.0 0.274 %« 0.99
500.0 0.477
sigue.,,.
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Cont. Tabla t.....(3)

CONEJO 5

Concentracidn de AV

en 0.5 ml de plasma AV/ACHC* Ecuacifn de regre-
(ug/m1) sifn: Y= asbx
62.5 0.086 Ya-0.004+0.0012(x)
125.0 ' 0.115 n=4
250.0 ' 0.327 ra 0.99
500.0 0.600

CONEJO 6

Concentracifn de AV

en 0.5 ml de plasma AV/ACHC* Ecuacifn de regre-
(ug/m1) sién: Y= a+bx
62.5 0.101 Y= 0.016+0.0012(x)
125.0 0.150 n=4
250.0 0.332 rl= 0,99
500.0 0.620
sigue.....
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Cont. Tabla 1..... (4)

CONEJO 7
Concentracifn de AV

en 0,5 ml de plasma AV/ACHC®* Ecuacidn de regre-
(ug/ml) sfién: Y= aebx
62.5 0.064 Ye 0.054+0,0008(x)
125.0 0,163 n=4
250.0 0.335 rée 0,95
500.0 0.446

CONEJO 8

Concentracibén de AV

en 0,5 ml de plasma AV/ACHC* Ecuacifn de regre-
(ug/ml) sién: Y= a+bx
62.5 0.072 Y=«0,08140,0015(x)
125.0 0.116 n=4
250,0 0.335 ris 0.97
500.0 0.748

* Se afiadieron 50 ul de ACHC como estfndar interno (img/ml)
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AV/ACHC

RELACION ALTURA BE LOS PICOS

Grdfica 1, Curva stdndar para cuantificar el AV
en plasma del conejo # 3,

v.700 |
0.650 ]

0.600
0.550

0.500

0.450 ]

0,400
0.350
0.300
0.250
0.200 ]
0.150

0.100
o

0.050 |

0.0 |

v

62.5 125.0 250.0 500,0
AV (ug/1.0 ml)

42



Tabla 2. Niveles plasmfticos obtenidos en conejos,
despufs de la administracién de 2 formu--

laciones en cipsula, conteniendo AV(250mg)

CONEJO 1 CONEJO 2

Tiempo Concentracibn (ug/ml) Tiempo Concentracién (ug/ml)
{(min) F6rmula A Fbrmula B (min) F6rmula A F6rmula B

5 461.0 521.9 S 1047.9 545.8
10 1680.2 1074.9 10 1160.5 500.4
15 482.7 1353.6 15 1556.5 ~ 584.8
30 2394.3 1331.9 30 2216.6 532.8
45 761 4 1553.9 45 1372.6 - 957.0
60 1649.7 1941.5 60 1768.6 1205.9
90 1092.4 1035,7 90 1552.2 1240.5

120 1710.7 1092.4 120 1653.9 §52.3

180 1310.1 500.1 180 1396.4 1009.0

240 974.8 996.6 240 561.0 §24.2
sigue.....
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Cont. Tabla 2.....(2)

CONEJO 3 CONEJO 4
Tiempo Concentracisn (ug/ml) Tiempo Concentracifn (ug/ml)
{(min} FOrmula A FSrmula B {(min) F6rmula A FOrmula B

5 1029.5 486.5 5 479.6  691.8
10 1557.4 107.3 10 909.1 54,3
15 2247.4 554.4 15 403.8  2359.3
30 33974 463.9 30 1848.9 934.3
a5 1926.9  1202.9 45 1889.4  1975.3
60 2616.9  1636.6 60  2313,8  1025.3
90 2239.8  1696.9 90 1955.1 909, 1
120 2417.1 497.8 120 3961.0  2894.9
180 1968.4  1293,8 180  1758.0  1156.7

240 512.9 248.8 240 590.7  1252.7
sigue.....
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Cont. Tablas 2..... (3)

CONEJO 5 CONEJO 6
Tiempo Concentracién (ug/ml) Tiempo Concentracibn (ug/ml)

(min) Férmula A Ffrmula B (min) Férmula A Férmula B

5 410.2 668.1 5 3223,2 991.3

10 1114.5 840.1 10 2880.8  1259.5
15 1917.1 619.0 15 1494,6 1898.9
30 1990.8 1503.5 30 2191.9 591.2
45 1405.2 1560.8 'H 2575.5  2022.7
60 1835.2 1466,7 60 2715.8 1601.9
90 1884.4 1929.4 90 27111.,7 1502.9
120 2338.9 1949.9 120 2567.3  1387.4
180 1274.2 4206.2 180 1523.5 1205.9
240 2469.9 447.0 240 549.9 574.7
sigue.....
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Cont, Tabla 2..... (4)

CONEJO 7 CONEJO §
Tiempo Concentraci6n (ug/ml) Tiempo Concentracifn {(ug/ml)
; (ain} Fbrmuls A Férauls B {min) Férmula A F6rmula B

5 100.6 1225.1 5 1213.1 873.6
10 449.8 59.1 10 1225.8 591.3
15 1787.4 917.3 15 1133.8 699.1
30 3024.3 473.4 30 2059.9 981.5
45 3237.4 420.2 45 1723.8 1013.2
60 2716.6 88.7 60 1463.7 968.8
90 3225.6 $56.3 90 1584,2 715.0

120 769.4 432.0 120 940.2 822.9
180 1899.8 . 396.5 180 734.0 829.2
240 1485.5  1236.9 240 1197,2 1990.3
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Concentracién en plasma
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{ug/m1)

Concentracifn en plasma

Grafica 5, Niveles plasmfiticos obtenidos en el co
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(ug/hl)

Concentracifn en plasma
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(ug/m1)

Concentracifn en plasma

Gréfica 9, Niveles plasmdticos obtenidos en el co

5000
4500
4000

3500
3000

2000
1500

1000

900 -

800

700
600
500

4o0
300
200
100

nejo 8, despuls de la administracifn
de dos formulaciones en cpsula conte-
niendo AV (250 mg).

o—0 F6rmula A
&4 Férmula B

L v L]
30 60 90 120 180
Tiempo (min.)

54

240



Tabla 3, Aves bajo 1a Curve de concentracién ded AV en plasma de conejo

o Conejo  ADC (ughl) ReB/A  Cone. ndx, (ug/nl) Tiempo né, (nin)
Féraula A Pérmuls ) A ] A !

! 5293.52 46,68 078 23843 oS oo
Do S8 BW0 088 1ee6 105 60 90
Voo 0644 J8T0 08 39n4 16969 oW
10689 601500 05 e S 120 120
§ 0 950wl | 106 6.9 s U
6 005 | e 0. ko any P8
! 0740 2360 050 NI 12 650
| | AN W00 00 9 1.3 oW

Aic {Area bajo 1a Curva)



ANALISIS DE RESULTADOS

Existen varios métodos para la determinacifn del
AV en plasma, métodos de extraccifn como la Cromatogra
£1a de gases y la Cromatograffa de lfquidos de alta---
presidn (HPLC). (91,92,93)

En este trabajo se utilizé la Cromatograffa de--
gases por ser una prueba muy sensible y que permite ob
. tener datos mfs exactos de la concentracién en plasma

del firmaco que se estd utilizando,

) Este método ha sido validado con anterioridad---
por diversos autores (7,92,94,95) y es por ello que re

sulta seguro y confiable.

En todas las técnicas de Cromatograffa de gases,
un estfndar interno es necesario para adicionarlo a la
muestra biolSgica antes de‘ser analizado, para enfati-
zar el férmaco; ya que posee caracterfsticas similares
a 8ste. En este c:io. el estindar interno que emplea--
mos fue el Scido ciclohexancarboxflico (ACHC) por ser
el mfs comunmente utilizado pars prucbas de anflisis
del Acido Valproico. (93,96,97)
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos de-
cir, que la técnica de Cromatograffa de gases resulta---
apropiada para este tipo de anflisis, debido a que es---
sencilla y wuy precisa, lo que nos permitié establecer

los niveles plasmiticos de AV alcanzados en los conejos.

Debido a la marcada fluctuacifn de los niveles----
plasmiticos del firmaco, no fue posible la obtencidn del
nivel plasmitico Sptimo en el conejo, para la determina-
cin de una dosis como terapéutica anticonvulsiva en pe-
quefias especies; &sta situacifn pudo deberse a quc el me
dicamento, por poseer caracteristicas de absorcién ripi-
da en el tracto gastrointestinal, no permite, en ¢l co--
nejo, 1a obtencién de una curva de caracterfsticas nor--
males; con una elevacifn progresiva, una meseta y um de-

clive,

Estas fluctuaciones pueden deberse tambidn a que--
la técnica, independientemente del ffrmaco, detecte tam-
bién sus metabolitos, y que por la biotransformacifn que
. sufre el férmaco en diversos 6rganos, se provoque varia-
¢ifn en la absorcién y que, por lo tanto, varfen los ni-

veles en plasma.
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Al observar los datos de concentracién mnixima, tiem
po miximo y firea bajo la curva de ambas formulaciones, se
concluye que la !or-ulaciOn'1V'(Valprosidn) tiene valo--
res nis altos que la formulaciln "B" (Depakenek) y por lo

tanto, Ttesulti m&s biodisponible.

Por 1a marcada fluctuacibn de los niveles plasmdti-
cos que resulté en los coneios, no fue vosible determinar
el nivel plasmitico Optimo, lo que hace diffcil estable--
cer una dosis terapfutica para el tratamiento de la Epi--
lepsia canina; proponemos entbnces. elevar la dosifica---
ci6én empleada en este trabajo, que fue de 80 mg/kg de pe-
so al doble, para obtener niveles plasmiticos mis esta---

bles.

Otra propuesta serfa que se realizaran estos estu--
dios en otra especie de tipo monogdstrico (como en el ca-
so del perro) y observar {i se presentan este tipo de ---
fluctuaciones de los niveles plasmiticos o si se mantie--

nen estables,

Los resultados en el presente trabajo , demostraron
que el conejo no results un modelo experimental apropiado
debido principalmente a sus caracteristicas de fisiologfa

digestiva, que por ser lenta, no es compatible con medica
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mentos que presentan una absorci6n-eliminacifn y curva de
vida media cortas, como en el caso del AV, y por esta ra-
zén, los resultados son muy variables ademis de poco con-

fiables,

Otra causa por la que el conejo no resulté un buen
modelo experimental, fue que la administracidn de cépsu--
las por via oral, es muy conplicidl, adenss de que 1la to-
ma de muestras sanguineas por puncidn cardfaca resulta
muy traumfitica, y aunque el animal resista, quedan secue-

_las.
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