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Abstracto:Los campos magnéticos (MF) de alta intensidad y baja frecuencia se han utilizado ampliamente en el
tratamiento de enfermedades y en la administracién de farmacos, aunque podrian inducir cambios estructurales en las
moléculas farmacoldgicas. Los cambios morfolégicos en ketoprofeno y KiOil se investigaron mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR). Se llevé a cabo un andlisis de componentes principales no supervisado
para la agrupacion de datos. La validacién clinica en 22 pacientes con dolor lumbar se manejé mediante terapia
diamagnética mas ketoprofeno tépico o KiOil. Se utilizaron la Escala de Calificacién Numérica (NRS) y la Encuesta de
Salud Abreviada 36 (SF-36) para evaluar la respuesta clinica y funcional. El ketoprofeno mostré una clara agrupacion
entre las muestras expuestas a MF (4000-650 cm-1), y en la banda de frecuencia estrecha (1675-1475 cm-1), los
resultados evidenciaron cambios estructurales que involucraron otros excipientes ademas del ketoprofeno. KiOil ha
evidenciado modificaciones estructurales en los subcomponentes de la formulacién. El tratamiento clinico con
ketoprofeno mostré un NRS promedio de 7,7742,25 antes y un NRS medio de 2,45#2,38 después del tratamiento con
MF. Hubo una reduccién estadisticamente significativa en NRS (pag=0,003) y en SF-36 (pag<0,005). Los pacientes
tratados con KiOil mostraron un NRS promedio de 7,59#2,49 antes del tratamiento y un NRS medio de 1,9042,26
después del tratamiento (pag<0,005). El SF-36 mostré significacion estadistica para todos los items excepto las
limitaciones debidas a problemas emocionales. Un campo magnético pulsado de alta intensidad es un complemento del
tratamiento tépico en pacientes con dolor localizado, y el efecto de la MF no evidencia efectos significativos sobre las

moléculas.

Palabras clave:campo magnético; bomba diamagnética; FT-IR; modificacion estructural; SDRC; fisioterapia

1.Introduccion

La administracién intradérmica de farmacos sin aguja representa una alternativa valida a las
técnicas intracutaneas clasicas en el tratamiento de diversas patologias.1,2]. Hoy en dia, en el ambito
clinico, el manejo de los pacientes implica un enfoque multidisciplinario, por lo que son indispensables
esfuerzos conjuntos, como en el caso del tratamiento farmacoldgico y la rehabilitacion. Esto ultimo
permite hacerse cargo del paciente en todas las etapas de la enfermedad, mejorando su
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respuesta al tratamiento, proporcionando acceso oportuno a terapias de rehabilitaciéon y apoyo, y
proporcionando un manejo eficaz en caso de recurrencia de cualquier enfermedad.3]. El
tratamiento farmacoldgico intradérmico y la rehabilitacion tienen aplicaciones para diversas
enfermedades, como Ulceras de las extremidades inferiores, heridas crénicas y recuperaciéon
anatémica y funcional de los compartimentos neuroldgicos.4,5]. Desde un punto de vista fisico, las
moléculas liberadas deben tener propiedades especificas de transporte dérmico y deben resistir la
accién de factores fisicos externos, manteniendo sus propiedades (integridad estructural y
funcional).6]. Desde un punto de vista farmacolégico, es importante que ofrezcan accién
farmacoterapéutica, incluso en concentraciones bajas.7]. El método de administracion debe
garantizar altos niveles de esterilidad (introducir la molécula de interés en el cuerpo de forma
controlada) y seguridad (procedimiento realizado en condiciones controladas) [8-10].

Los campos magnéticos (MF) han sido ampliamente investigados en la literatura, destacando una
serie de efectos biomagnéticos a nivel celular y del organismo.11,12]. Los efectos de la MF de alta
intensidad incluyen variaciones significativas en las actividades biol6gicas de varios tejidos, lo que resulta
en efectos terapéuticos positivos tanto in vivo como in vitro.13]. A nivel celular se encontré actividad de
repolarizacion eléctrica de la membrana celular, lo que produjo una accién antiestrés y la regeneracién
de las células lesionadas. Aunque el mecanismo no se ha explicado completamente, la literatura sugiere
que la exposicion de las células a MF aumenta la concentracién de Na abierto.+y ca2+canales de voltaje [
14]. Ademas, su accion sobre los radicales libres, los oligoelementos y las sustancias del compartimento
intracelular contribuye a mantener el equilibrio homeostatico de la célula.15]. Otros efectos interesantes
estan relacionados con cambios estructurales en el ADN y la antiproliferacion de células tumorales [15,16
1. En aplicaciones clinicas, la diamagnetoterapia (intensidad de cientos de mT) promueve la aceleracién
de todos los fenédmenos reparadores, junto con acciones bioregeneradoras, antiinflamatorias,
antiedematosas y analgésicas.17,18]. Los estudios han demostrado que la difusion del farmaco en un
sitio especifico del cuerpo humano puede ser controlable (previniendo/mejorando su difusién desde el
objetivo) utilizando MF. Una de las preocupaciones esta relacionada con su intensidad. Incluso se informé
que campos magnéticos de unos pocos cientos de mT podian influir en la estructura del ADN. La
literatura informa que en algunos casos se requiere una intensidad mayor (p. €j., 50 a 100 T). Estos
niveles no se pueden generar facilmente y, en la mayoria de los casos, se pueden obtener bajo un
régimen pulsado.19]. Al mismo tiempo, otro mecanismo importante, que todavia no esta completamente
descrito analiticamente, es el papel del MF en el transporte de moléculas biolégicamente activas que
pueden usarse como adyuvantes en el tratamiento de las enfermedades antes mencionadas. Por tanto,
ademas del tratamiento, los campos magnéticos pueden liberar moléculas activas a través de barreras
bioldgicas (p. ej., estrato cérneo). Las influencias de agentes externos sobre los sistemas biolégicos y
sobre las moléculas farmacolégicas pueden provocar cambios en sus propiedades farmacolégicas
(intensidad, frecuencia, etc.). La sintesis de farmacos con polimorfismos especificos (p. ej.,
carbamazepina, indometacina y paracetamol) produce propiedades Unicasy, por lo tanto, factores fisicos
externos pueden afectar sus efectos biolégicos.20].

La espectroscopia infrarroja es una técnica espectroscépica de absorcién que estudia las
conformaciones quimicas de las moléculas. Esta técnica permite etiquetar un espectro infrarrojo
trazando la absorcion infrarroja en funcion de la longitud de onda. Se caracteriza por picos de absorcion
relacionados con grupos funcionales especificos que forman parte de la estructura. En este contexto, la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) es una técnica fiable para la caracterizacién
de enlaces quimicos de una molécula. FT-IR proporciona informacién variada y la interpretacién y
extraccion de parametros Utiles a veces son complicadas. La reflexién total atenuada (ATR) a menudo se
asocia con FT-IR para analizar muestras liquidas sin técnicas de preparacién. Los modelos de clasificacién
multivariante se emplean comdnmente para segregar grupos y permitir la deteccién inmediata de
marcadores bioquimicos.21]. En quimiometria, debido a problemas de colinealidad y datos mal
condicionados, a menudo se emplea la reduccién de variables con analisis de componentes principales
(PCA). PCA es una de las técnicas mas investigadas ya que reduce las variables espectrales a un pequefio
conjunto de datos con cada componente ortogonal entre si. Su aplicacién es variada, pudiéndose
encontrar diferentes ejemplos
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en la literatura mas reciente [21-23]. El analisis exploratorio con PCA en espectros preprocesados
representa un enfoque analitico simple, confiable y rapido.

En este campo se evallan diversas sustancias de origen quimico o natural para la administracion
transdérmica concomitante con terapia diamagnética. El ketoprofeno (acido 2-(3-
benzoilfenil)propanoico), un derivado del acido propidnico, es un fairmaco antiinflamatorio no esteroideo
(AINE). El ketoprofeno es un acido oxomonocarboxilico que consta de acido propidnico sustituido por un
grupo 3-benzoilfenilo en la posicién 2. El ketoprofeno se compone de cuatro grupos funcionales
principales: dos anillos aromaticos separados por un grupo cetona y un grupo acido carboxilico.24,25]. Se
encontro la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas ya que son capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica, con una difusién mas facil por todo el sistema nervioso central. El ketoprofeno se
utiliza ampliamente en varias patologias para el tratamiento del dolor y la inflamacién. Sin embargo, sus
efectos secundarios (especialmente en el sistema gastrointestinal y en los rifiones) son un limite
importante para su uso a largo plazo.26,27] (Cifras1).
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Figuras 1.Estructura del ketoprofeno.

Arnica ejerce propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes e
inmunomoduladoras. Puede reducir la sintesis de éxido nitrico (NO) y del factor de necrosis
tumoral a (TNF a) en los macréfagos y aumentar la produccion de la citocina antiinflamatoria
interleucina-10 (IL-10). También se documenté accién antiedémica [28]. Widrig et al. documentaron
en 204 pacientes con osteoartritis de la mano que el arnica tépica tuvo un efecto comparable al
ibuprofeno tépico en el alivio de los sintomas.29]. Los componentes activos del arnica pueden
reducir la sintesis de éxido nitrico (NO) y TNF a en los macréfagos y aumentar la produccién de la
citoquina antiinflamatoria interleucina-10 (IL-10). También se documenté accién antiedémica [28].
Menghini et al. informd que la garra del diablo (Harpagophytum procumbens)ue mas eficaz que el
placebo para reducir el dolor lumbar y la inflamacién [30-32]. Los componentes principales de la
garra del diablo son los glucésidos iridoides, como el harpagosido, el procumbide y el harpagide.
Sin embargo, la planta contiene otras sustancias como terpenos, azlcares, fitoesteroles y
flavonoides. El harpagosido parece desempefiar un papel importante en las acciones terapéuticas.
La reduccion de las citocinas inflamatorias, NO y 8-hidroxiguanina (8-OH/Gua) parece desempefiar
un papel en el tratamiento del dolor.30]. Ademas, el lipopolisacarido (LPS) inhibido por
harpagosido induce la produccién de COX-2 y NO, actuando sobre el factor nuclear potenciador de
la cadena ligera kappa de las células B activadas (NF-kB).33]. El té verde (una de las drogas mas
populares del mundo) mostré efectos antioxidantes, antiinflamatorios y antinociceptivos a través
de la expresion de moléculas llamadas catequinas.34]. Esta sustancia demostro eficacia en
patologias inflamatorias como la artritis reumatoide y la osteoartritis [35]. En un ensayo clinico
aleatorizado realizado en 44 pacientes con dolor posoperatorio después de la cirugia del tercer
molar, Eshghpour et al. documenté una mejoria clinica después del tratamiento con té verde [36].
Se obtuvo evidencia similar en un estudio abierto en 50 pacientes con osteoartritis de rodilla.37]. El
té verde ejerce sus propiedades antinociceptivas principalmente a través de epigalocatequina-3-
galato (EGCG). Puede reducir la expresién de genes de citocinas inflamatorias. Otros catecismos
pueden actuar de manera diferente, afectando el funcionamiento.
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ing de leucocitos polimorfonucleares (PMN) y ensamblaje de NADPH-oxidasa activa,
eliminacién de aniones superoxido e inhibicién de mieloperoxidasa [37].

El objetivo del estudio es determinar el efecto de una MF pulsada de alta intensidad y baja
frecuencia sobre las caracteristicas espectroscépicas de fadrmacos tépicos, especificamente sobre la sal de
lisina de ketoprofeno (que pertenece a la familia de derivados del 4cido propiénico) y KiOil (un producto
nutracéutico patentado). ) [20]. Dado que los cambios morfolégicos y funcionales en las moléculas
expuestas pueden tener un impacto clinico si se usan durante un tratamiento, un estudio clinico en 22
pacientes con dolor lumbar se manejé con la misma terapia MF mas ketoprofeno tépico o KiOil tépico.

2. Materiales y métodos
2.1. Compuestos

La sal de lisina de ketoprofeno es un foirmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) con efectos
antiinflamatorios, antinociceptivos y antipiréticos. Ejerce sus efectos a través de la inhibicién de la
ciclooxigenasa (COX) 1y 2 y el consiguiente bloqueo de la sintesis de prostaglandinas.27].

KiOilees una combinacién patentada de arnica, harpagofito, té verde y liposomas creada por
Medifarmagen SRL, una spin-off de la Universidad de Catanzaro. Estas sustancias mostraron
propiedades antiinflamatorias y analgésicas, como se describié anteriormente [28,30-32,34].

2.2. Campo magnético

El tratamiento magnético se realizé6 mediante equipo diamagnético (Diamagnetic
Pump CTU MEGA 20, Periso SA. Pazzallo-Suiza).

El campo magnético se puede evaluar a una distancia de 2 mm, correspondiente al espesor
de la pieza de mano, en la zona adyacente a la bobina, utilizando la siguiente relacién:

B =ponl/(21R) (M

déndepoes la permeabilidad magnética del vacio, n es el nUmero de vueltas del devanado, I es la densidad de
corriente y R es el espesor de la pared. Al ser un solenoide toroidal, el campo medido fuera del toroide es
insignificante. Considerando la evaluacién del campo magnético en el eje principal del solenoide (n =80 e Iigual
a 1000 A), el MF aproximado es 100,5 mT. El campo magnético a una profundidad de 2 mm es de 88 mT, a una
profundidad de 4,2 cm es de 6,3 mT y a una profundidad de 5,2 cm es de aproximadamente 2,9 mT. El tiempo
de subida del campo es 2ps la duracién del pulso es de 5 ms (durante un periodo de 1 s la energia es de 90 ).

La investigacion se realiz6 con sal de lisina de ketoprofeno y con sal de bencilpenicilina sédica
KiOil emulando un tratamiento magnético pulsado ampliamente utilizado para diferentes
patologias (p. ej., lumbalgia, proceso inflamatorio localizado, etc.). El procedimiento se dividié en
tres pasos, el primero se realizé con una frecuencia de 1 Hz, una duracién de 10 min y una energia
de pulso de 80 J. El sequndo paso con una duracién de 10 min, una frecuencia de pulso de 3 Hz.,y
una energia de pulso de 90 J, mientras que el Gltimo paso consiste en un tratamiento de 5 minutos
a una frecuencia de 5 Hz y una energia de pulso de 90 J. Un sustrato de 10x10xSe utilizaron 5 cm
compuestos por polidimetilsiloxano (PDMS) como tejido simulando un fantasma. Luego del
tratamiento la muestra fue analizada en un tiempo no mayor a 5 min (Figura2).
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Figuras 2.Esquematizacion del andlisis propuesto de moléculas (ie, ketoprofeno y KiOil) a través de un
equipo de bomba diamagnética para generar un MF controlable, y un analisis espectroscépico para
investigar su efecto.

2.3. FTIR y procesamiento de sefiales

Se utilizé FT-IR ATR (Thermo Scientific NICOLET 6700 FT-IR) para el analisis de moléculas activas (p.
ej., KiQOil, ketoprofeno), utilizando la modalidad de reflexién total atenuada (ATR). Este ultimo implica la
reflexion interna de la luz que interactia dentro de la muestra durante unos pocospym permitiendo el
perfilado molecular. Cada espectro fue adquirido en la banda de 4000 a 650 cm.-1, con un promedio de
50 adquisiciones. Las muestras se analizaron en condiciones himedas y después de secarse a 50-C bajo
flujo de nitrégeno durante 2 minutos antes del andlisis. El preprocesamiento de datos se utiliza para
maximizar la relacion sefial-ruido (SNR). Esto es esencial para reducir correctamente el efecto de la
interferencia fisica, como la dispersion de la luz, los diferentes espesores de muestra, las diferentes
trayectorias 6pticas y el ruido inherente del instrumento. La estandarizacién también es importante para
reducir las diferencias entre los diferentes sistemas utilizados. Antes de cualquier procesamiento
adicional, el espectro se trunca a la region de interés (p. ej., 900-1800 cm-1) antes del analisis. Esta region
de nimero de onda mas corto contiene la principal banda de absorcién de compuestos bioquimicos y
sélo sufre efectos menores de las variaciones ambientales (por ejemplo, humedad, temperatura). El
preprocesamiento también tiene como objetivo mejorar la solidez y precision del analisis multivariado
para aumentar la interpretabilidad de los datos adquiridos. La eliminacién de ruido se implement6 con el
suavizado Savitizky-Golay (SG), que realiza
filtrado basado en el ajuste de minimos cuadrados de cada conjunto de datos utilizando un polinomio de segundo grado
con ventana de 9 puntos. Los artefactos en la dispersion de la luz incidente se redujeron implementando
la correccién de dispersiéon multiplicativa extendida (EMSC), mejorando la normalizacién de los espectros
(segunda derivada de 9 puntos, con respecto a un vector unitario). El andlisis de componentes principales
se utilizé como técnica de agrupamiento no supervisado para el reconocimiento de datos y patrones
(Figura3) [22]. PCA descompone la matriz espectral original X en puntuaciones (S), cargas (L),

y residuos (R) como sigue:

X = SLs+R (2)
Sample FT_IR_ Signal Unsupervised
Treatment Analysis Processing Classification

Figuras 3.Flujo de trabajo de adquisicién de muestras y andlisis de datos.

S evalla los patrones de agrupamiento entre las muestras y representa la varianza en la direccién
de la muestra; L detecta las variables que evidencian mayor importancia para el patrén observado en las
puntuaciones y representan la varianza en la direccién del niUmero de onda; R sefiala cualquier error.
PCA es util para reducir la dimensién del conjunto de datos en un nimero pequefio



Bioingenieria2022,9, 503

6de 17

de componentes principales (PC) que cubren la mayor parte de la variacién de los datos espectrales. La primera
PC representa la mayor parte de la variacién de los datos, seguida por la segunda PC ortogonal, etc. [23].

2.4. Disefio de estudio

Realizamos un estudio clinico piloto, aleatorizado, abierto, de un solo centro, entre el 1 de
junio de 2021 y el 30 de marzo de 2022 en pacientes con dolor lumbar remitidos a nuestro
ambulatorio de Medicina del Dolor de la Unidad Operativa de Farmacologia y Farmacovigilancia de
la Universidad de Catanzaro. El estudio, aprobado por el Comité de Etica de Calabria Centro
(numero 15/2022), se realizd de acuerdo con las directrices de Buenas Practicas Clinicas y con los
principios éticos de la Declaracion de Helsinki. Antes del inicio del estudio, todos los participantes
firmaron un consentimiento informado por escrito.

2.5. Estudio experimental

Los pacientes con diagnostico clinico e instrumental (resonancia magnética) fueron inscritos y
aleatorizados para recibir un tratamiento tépico con AINE tépicos (ketoprofeno) (Grupo 1) o
compuesto fijo (KiOil) (Grupo 2). Los pacientes inscritos eran hombres o mujeres mayores de 18
afios con un diagnostico de dolor de espalda cronico (>3 meses). Los pacientes excluidos
incluyeron aquellos con marcapasos, protesis u otros dispositivos metdlicos implantados y con
diagndstico de cancer. En el momento de la inscripcidn (To), y 2 meses después (T1: final del
tratamiento), el médico, cegado al grupo del estudio, evalué la NRS (Escala de Calificacion
Numeérica) en cada sesién de tratamiento y evalud la funcionalidad de los pacientes a través del
cuestionario Short Form Health Survey 36 (SF-36). pareja de estudiantest-La prueba se realizd con
GraphPad. Protocolos de terapia diamagnética utilizados, segun el equipo diamagnético (Bomba
Diamagnética CTU MEGA 20®-Periso SA. Pazzallo, Suiza) manual, se resumen en la Tabla1.

Tabla 1.Protocolo de campo magnético.

Nombre del protocolo

Pacientes Parametros

Control del dolor (10 min): 5 Hz, 70 ]

Dolor lumbar crénico norte = 22 Bioestimulacién endégena (10 min): potencia 4, musculo esquelético

Movimiento de liquidos (5 min): Intracelular 80, extracelular 60

3.Resultados

Espectros infrarrojos de muestras hiUmedas y secas (a 50-C bajo flujo de nitrégeno durante 2 min), se
analizaron en primer lugar. En cifras4a,b, se informa el espectro de la sal de lisina de ketoprofeno en gel.

(a) 1 — Dry Sample (b) ] — Dry Sample
— Wet Sample — Wet Sample
3 3
& ) s
2 31
g g
£ £
< <
4000 3000 2000 1000 4000 3000 2000 1000
Wavenumber (cm™) Wavenumber (cm'l)

Figuras 4.Comparacién entre espectros obtenidos de muestras himedas y secas de sal de lisina de
ketoprofeno y excipientes (a), y KiOil (b).
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El gel se basa en sal de lisina de ketoprofeno y otros excipientes (p. €j., carboxipolimetileno,
trietanolamina, alcohol etilico, polisorbato 80, parahidroxibenzoato de metilo, agua purificada, etc.). Los
componentes humedos de la formulacién producen un efecto indeseable en el espectro, creando
sombras en las bandas de absorcién moleculares especificas. Figuras4Se evidencié una fuerte banda de
absorcién entre 4000 cm-1y 3000cm-1lo cual se debe a excipientes, como el agua. Investigaciones previas
realizadas en muestras bioldgicas resaltaron cémo una eliminacién adecuada de estos componentes no
causa diferencias estadisticamente significativas entre las muestras [22,23]. Ademas, el secado de la
muestra da como resultado una menor contribucién de las moléculas que interfieren, destacando la
aparicion de fuertes bandas de absorcion que no se habian destacado anteriormente. Estos ultimos se
localizan principalmente en la regién de las huellas dactilares (menos de 2000 cm-1). Las muestras
deshidratadas se pueden analizar mas a fondo para investigar el estado quimico/fisico del farmaco en la
formulacién considerada. La literatura evidencié cémo el ketoprofeno puro se caracteriza por dos picos
de absorcién aproximadamente a 1655 cm-1.-1y 1697cm—1, que se deben principalmente al estiramiento
de C=0 en el 4cido carboxilico dimérico y el grupo ceténico [38]. La formulacién considerada incluye L-
lisina, que se ha demostrado que causa una banda de absorcién mas débil ya que parte de la molécula
no esta en forma cristalina. Esto da como resultado una banda de absorcién de estiramiento de C=0 més
débil [38,39]. La presencia de distintos excipientes da lugar a otra banda de absorcién como la del 2-
hidroxibenzoato de metilo (1676 cm-1
en la muestra humeda, desplazado hasta 1588 cm-1en la muestra seca). Por tanto, los espectros globales
pueden ser heterogéneos y multiples interferencias pueden provocar la apariciéon de nuevas bandas de
absorcién. El mismo analisis realizado con KiQil, que es un producto nutracéutico, evidencié una
contribucion mucho menor al efecto de sombra por parte de las moléculas interferentes. En este caso, la
ausencia de agua dentro de la formulacion es beneficiosa para el analisis FT-IR. Los resultados de los
espectros FT-IR, que comprenden una mezcla de diferentes componentes (arnica, harpagofito, té verde,
liposomas), estaban compuestos por bandas de absorcién relacionadas. Por ejemplo, el arnica se
caracteriza por fuertes bandas de adsorcion alrededor de 1740 cm-1.-1y 1160cm-1provocé el
estiramiento del carbonilo. El té verde se caracteriza por una fuerte banda de absorcién alrededor de
1640 cm-1(carboxilato) y otros picos mas bajos en las bandas desde 1200 hasta 800 cm-1, mientras que
los espectros puros de garra del diablo evidenciaron bandas de absorcién correlacionadas con enlaces
éter (1145, 1620 cm-1), y grupos OH fendlicos (alrededor de 3000 cm-1) presente en el harpagésido [40-
42]. El estudio del efecto del campo magnético pulsado se llevé a cabo en 15 formulaciones idénticas de
ketoprofeno en gel de sal de lisina y KiOil. El tiempo de exposicion total de los tres pasos fue de 25
minutos sobre un fondo de PDMS, seguido de un analisis FT-IR/ATR en 5 minutos. Se consideraron dos
muestras control, una obtenida de la formulacién himeda no expuestay la otra de la muestra seca no
expuesta. Como se evidenci6 anteriormente, la mayoria de los datos estructurales/moleculares de la
muestra se encuentran en la regién de la huella dactilar (menos de 2000 cm-1), en particular hasta
800/1000 cm-1. Figuras5a mostro los espectros de muestras de control de sal de lisina de ketoprofeno y
como resultado de la accién de MF pulsada de baja frecuencia. La resolucién de picos se realizé6 mediante
ajuste de curvas de los espectros FT-IR en cada regién seleccionada para muestras secas usando una
funcién de Voigt que mantiene parametros fijos (es decir, linea base, ancho completo y altura media)
durante el ajuste para ketoprofeno (Figura5b,c) y KiQil (Figura5Se,f). La frecuencia maxima especifica de
los espectros ajustados informada en la Figura5se resumen en la tabla2. En este caso, para el
ketoprofeno, el analisis FT-IR proporciona evidencia de un cambio en este patrén, lo que significa que
algunos de los componentes del farmaco cambiaron estructuralmente después de la interaccién con
campos magnéticos. KiOil parece menos afectado por el cambio estructural en la banda de frecuencia
considerada, ya que la mayoria de los picos vibratorios se mantienen.
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Figuras 5.Espectros FT-IR de (a) muestra seca con ketoprofeno antes y después del tratamiento con MF y muestra

himeda no expuesta al campo magnético. Ajuste de curvas de (b) el espectro seco de control de ketoprofeno y (do)

espectro seco después del tratamiento con MF. (d) Muestra seca KiOil antes y después del tratamiento con MFy
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MF (F).
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Tabla 2.Numero de onda obtenido del andlisis de ajuste de curvas del espectro FTIR.
ketoprofeno KiOil
Sin tratamiento MF Sin tratamiento MF Sin tratamiento MF Sin tratamiento MF
Numero de onda (cm-1) Numero de onda (cm-1) Numero de onda (cm-1) Numero de onda (cm-1)
1480.62 1578.08 1478.05 1590.51 813.95 1259.83 755.69 1130.01
1493.85 1587.22 1492.89 1610.15 831.84 1278,82 770.81 1141.47
1499.32 1596.15 1501.57 1615.21 850.43 1303.73 782.00 1148.50
1506.88 1604.70 1505.81 1621.62 866,69 1334.04 797,49 1161.34
1512.65 1613.88 1511.88 1628.74 894,65 1357.59 815.80 1170.47
1520.54 1622.02 1525.26 1636.79 913.48 1375.39 835.68 1184.63
1525.72 1629.21 1532.20 1643.72 930.98 1387,70 844.22 1201.17
1532.73 1635.86 1539.31 1651.59 947,37 1396.35 859,77 1226.97
1538.24 1643.09 1545.11 1659.18 962,93 1415.01 872.34 1249.74
1544.56 1649.49 1550.33 1666.85 975.85 1429.54 889,91 1275.81
1550.67 1655.99 1556.24 1674.64 988,77 1457.17 906.33 1320.99
1556.67 1661.15 1561.80 1682.25 1001.68 1478.19 927.07 1356.49
1564.00 1671.53 1566.75 1691.26 1013.41 1505.45 946,95 1394.12
1570.59 1690.74 1573.07 1027.63 1525.28 967.22 1429.87
1038.15 1547.70 995.53 1458.59
1054.25 1563.15 1022,77 1487,75
1060.68 1581.13 1036.04 1531.80
1068.51 1608.12 1060.81 1550.50
1089.40 1635.53 1075.40 1582.85
1098.43 1657.24 1087,87 1627.62
1119.60 1678.04 1100.83 1660.41
1144.56 1694.91 1111.32 1703.38
1172.38 1710.84 1121.79 1746.09
1199.40 1734.64
1221.32 1753.47
1240.90

Dado que es complicado monitorear todas las bandas de absorcién en el analisis FT-IR y su
interaccion cruzada dentro de las diferentes formulaciones, se aplico PCA a los espectros para reducir la
variabilidad y la dimensionalidad de los datos. En cifras6Se presenta un grafico bidimensional (PC1 frente
a PC2) de cada formulacién realizada en el espectro general y en la banda especifica indicada en la
Figura.5(1675-1475 cm-1para ketoprofeno sal de lisina y 1800-600 cm-1para KiOil). En cifrasé6a, el analisis
de los espectros generales de la sal de lisina de ketoprofeno se presenta utilizando PC1 vs. PC 2, que
representd mas del 90% de la variacién total acumulada. Aqui, se observa un patrén claro entre las
muestras expuestas a MF en comparacién con las no expuestas. Ambas clases de muestras resultan
agrupadas, aunque se puede evidenciar una mayor dispersion en muestras no expuestas. El mismo
andlisis se realiz6 en una banda estrecha de nimero de onda (1675-1475 cm-1) que contiene
caracteristicas especificas del ketoprofeno junto con sal de lisina (como se muestra en la Figura6b). Este
ultimo resultado podria proporcionar evidencia de que, aunque la formulacion experimenta cambios
estructurales en algunos componentes, no afecta las moléculas de sal de lisina de ketoprofeno. En
cambio, KiOil ha mostrado resultados consistentes en los espectros generales (Figura6c) y en el rango
1800-650 cm-1), destacando que las modificaciones estructurales en el producto nutracéutico afectan la
formulacion también en la regién de la huella dactilar (Figura6d). Al estar compuesto por diferentes
componentes nutracéuticos, este resultado debe tenerse en cuenta a la hora de utilizar la formulacién.
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Figuras 6.(a) Grafico de puntuacién PCA de ketoprofeno en el rango de 4000 a 650 cm-1(b), y en el rango 1675-1475 cm-1

(do). Grafico de puntuacién PCA de KiOil en el rango de 4000 a 650 cm-1(d), y en el rango 1800-650 cm-1.

3.1. Tratamiento clinico con ketoprofeno

A 11 pacientes se les administré terapia diamagnética ademas de ketoprofeno con
tratamiento farmacolégico previo y con lumbalgia. Las caracteristicas de la cohorte se

resumen en la tabla3.

Tabla 3.Caracteristicas de la poblacion de estudio inscrita para el tratamiento topico de ketoprofeno.

Totales (n =11)

Edad, afios 64.09£8.45
Afios de enfermedad 4.18+4.62
Mujeres, n (%) 8(72,72)
Fumadores o alguna vez fumadores, n (%) 3(27,27)

Diagnéstico, n (%)
Lumbalgia
Comorbilidades; norte (%)
enfermedad cardiovascular
Diabetes
distiroidismo
Gastroenterolégico
hiperlipemia
Hipertension
Neurolégico
Obesidad
Osteoporosis/osteopenia

11 (100%)

5 (45,45)
1(9.09)
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Tabla 3.Cont.
Totales (n =11)

Psiquiatrico 2(18.18)

Renal 1(9.09)
reumatolégico 1(9.09)

Urolégico 1(9.09)

Otros 2(18.18)

Tratamientos previos del dolor, n (%) 11 (100)
corticosteroides 2(18.18)
Miorrelajantes 2(18.18)

AINE 11 (100)

Opioides 3(27,27)

Paracetamol 4 (36,36)

Pregabalina 2(18.18)

Otros 2(18.18)

Tratamientos concomitantes del dolor, n (%) 9 (81,81)
duloxetina 1(9.09)
L-acetilcarnitina 3(27,27)
Miorrelajantes 2(18.18)

AINE 6 (54,54)

Opioides 3(27,27)

Paracetamol 4 (36,36)

Pregabalina 1(9.09)
NuUmero medio de sesiones 7,77 43.09
NRS antes del tratamiento 7,7742.25
NRS después del tratamiento 2.4542.38
Tratamiento farmacoldgico en la Ultima sesion, n (%) 6 (54,54)

AINE, Antiinflamatorios no esteroides.

La edad de los pacientes era bastante alta, 64,1#8,46 afios. Las mujeres representaron la
mayoria de este grupo, con ocho pacientes (72,7%). Hipertension y afecciones cardiovasculares
leves; las comorbilidades mas frecuentes fueron osteoporosis/osteopenia, distiroidismo e
hiperlipidemia. Todos los pacientes fueron tratados previamente con al menos un farmaco para
controlar el dolor. La totalidad del grupo (once pacientes) recibié AINE (Tabla3).

Una media de 7,77 4Se realizaron 3,09 sesiones con PMF. Durante este periodo, nueve pacientes
(81,8%) consumieron analgésicos. En total, seis pacientes (54,6%) continuaron consumiendo AINE
durante el periodo de terapia diamagnética: esta eleccién fue auténoma ya que intentamos reducir el
consumo de AINE. Curiosamente, en su Ultima sesion, seis pacientes (54,6%) seguian consumiendo algun
farmaco, destacando una reduccién respecto al inicio del tratamiento. La escala de calificacion numérica
media antes del tratamiento fue 7,7742,25, mientras que era 2,45+2,38 después del tratamiento. Esto fue
estadisticamente significativo (pag=0,003, < 0,05). Los datos del cuestionario SF-36 estan disponibles en
la Tabla4.

Tabla 4.Resultados del cuestionario Ketoprofeno SF-36.

SF-36 Articulo Primera sesi6n Ultima sesién Importancia estadistica

Funcionamiento fisico 44.09420:59 69.09+417,86 pag<0.0001
Limitaciones de la salud fisica 20.45 h#31.26 56,82+27,59 pag=0.0039
Limitaciones problemas emocionales 72,73438,92 93,93+20.11 pag=0.0456
Energia/fatiga 47,27 +18:35 57,73416:49 pag=0.0028
Bienestar emocional 64,36+15:95 72.00+14:75 pag=0.0032
funcionamiento social 81,81£17,99 90.90£11.30 pag=0.0119

Dolor 32.04#17.05 65,90+19.04 pag<0.0001

salud general 38.18+28.42 51,36+18.04 pag=0.0047

cambio de salud 21:55421:85 72,73#23.60 h pag<0.0001
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El cuestionario SF-36 se centra en evaluar el nivel de dolor y el funcionamiento fisico y psicolégico.

Se compone de nueve items, evaluados en una escala de 0 a 100. La terapia diamagnética mas

ketoprofeno alcanz6 significacién estadistica al mejorar todos los items comparando SF-36 antes y
después del tratamiento. En resumen, todos los pacientes mostraron beneficios importantes en el
control del dolor y en todos los items funcionales del cuestionario SF-36.

3.2. Tratamiento clinico con KiOil

A 11 pacientes se les administré terapia diamagnética, ademas de KiOil con

tratamiento farmacolégico previo y con lumbalgia. Las caracteristicas de la cancha se

resumen en la Tabla5s.

Tabla 5.Caracteristicas de la poblacién de estudio inscrita para el tratamiento tépico de KiOil.

Totales (n =11)

Edad, afios
Afios de enfermedad
Mujeres, n (%)
Fumadores o alguna vez fumadores, n (%)
Diagnéstico, n (%)
Lumbalgia
Comorbilidades; norte (%)
enfermedad cardiovascular
Diabetes
distiroidismo
Gastroenteroldgico
Hiperlipidemia
Hipertension
Neurolégico
Obesidad
Osteoporosis/osteopenia
Neumologia
Renal
Urolégico
Otros
Tratamientos previos del dolor, n (%)
corticosteroides
L-acetilcarnitina
Miorrelajantes
AINE
Opioides
Paracetamol
Pregabalina
Otros

Tratamientos concomitantes del dolor, n (%)

duloxetina
L-acetilcarnitina
Miorrelajantes
AINE
Opioides
Paracetamol
Pregabalina
esteroides
Otros
NuUmero medio de sesiones
NRS antes del tratamiento

NRS después del tratamiento

Tratamiento farmacolégico en la Gltima sesién, n (%)

58,63£14.71
2.18#1,72
8(72,72)
4 (36,36)

1 (9.09)
1 (9.09)
2(18.18)
5 (45,45)
10 (90,90)
2(18.18)
3(27,27)
2(18.18)

10 (90,90)
4(36,36)
2(18.18)
2(18.18)
3(27,27)

10 (90,90)

—~ o~~~

1(9.09)
3(27,27)
4 (36,36)
7.2741,48
7,5942.49
1,90£2.26

6 (54,54)

AINE, medicamentos antiinflamatorios no esteroides.
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La edad de los pacientes fue 58,63#14.71. Las mujeres representaron la mayoria de este grupo
(ocho pacientes, 72,7%). Las comorbilidades mas frecuentes fueron hipertensién, hiperlipidemia,
patologias gastroenterolégicas, obesidad y otras enfermedades cardiovasculares. Diez (90,90%)
pacientes fueron tratados previamente con al menos un fadrmaco analgésico. Un nimero medio de 7,27+
Se realizaron 1,48 sesiones con terapia PEMFs. Durante este periodo, diez pacientes (90,90%)
consumieron analgésicos, segun nuestro equipo, o por su cuenta (Tabla6). En su Ultima sesién, seis
pacientes (54,54%) seguian consumiendo algun farmaco, destacando una reduccién respecto al inicio del
tratamiento. La escala de calificacién numérica media antes del tratamiento fue 7,5942,49, mientras que
era 1,90+42,26 después del tratamiento. Fue estadisticamente significativo (pag=0,0002, < 0,05). Los datos
del cuestionario SF-36 estan disponibles en la Tabla6. En resumen, todos los pacientes mostraron
beneficios importantes en el control del dolor y en la mayoria de los items del cuestionario SF-36, excepto
en las limitaciones debidas a problemas emocionales, y estuvo cerca de la significacion estadistica para el
funcionamiento social y la fatiga energética.

Tabla 6.Resultados del cuestionario SF-36 del grupo KiOil.

SF-36 Articulo Primera sesi6n Ultima sesién Importancia estadistica

Funcionamiento fisico 55,45+19,81 75,91418:41 pag=0.0017
Limitaciones de la salud fisica 31,82431,80 68.18429,77 pag=0.0039
Limitaciones problemas emocionales 90.90£21:56 96,97£10.04 pag=0.1669
Energia/fatiga 58.1849,82 62,7349.32 pag=0.0531
Bienestar emocional 60.36+8.66 65,82+7.01 pag=0.0024
funcionamiento social 84.09417:75 94,3146.52 pag=0.0552

Dolor 37.04£17,74 70,90£10.91 pag<0.0001

salud general 28.18+13:28 42,73+14,72 pag=0.0012

cambio de salud 18.18419.66 84.09412.61 pag<0.0001

4. Discusion

Se ha definido un protocolo estandarizado para garantizar la reproducibilidad de los datos durante
sesiones analiticas repetidas Unicas o multiples. PCA es una de las técnicas de aprendizaje automatico mas
populares para la agrupacion en clUsteres no supervisada. Dado que nuestro marco de datos de trabajo tiene
un tamafio de muestra pequefio, los resultados del PCA son Utiles para el andlisis exploratorio, evidenciando
dos subgrupos que cubren la mayor parte de la varianza. El marco utilizado aplicado para el preprocesamiento y
la agrupacion representa un paso inicial. Otros estudios tienen como objetivo aumentar el tamafio de la
poblacién para aplicar una clasificacion supervisada y validar los efectos de la terapia diamagnética. Los
resultados obtenidos mediante una técnica de clasificacién no supervisada no evidenciaron cambios
estructurales significativos en el ketoprofeno respecto al KiOil. Sin embargo, esto no puede considerarse
repentinamente como un efecto negativo ya que, en algunos casos, la literatura demuestra que los campos
magnéticos tienen un efecto farmacolégico potenciador. En cualquier caso, es necesario aportar evidencia
clinica si estos cambios tienen efectos beneficiosos o no.

La terapia diamagnética se basa en PEMF. En un ensayo piloto aleatorio realizado por Vicenzino et
al., se utilizaron PEMF para administrar por via transdérmica glucosamina, condroitina y acido
hialurénico en un tribunal de 114 hombres con lesiones de rodilla. El efecto de esta terapia se comparé
con la aplicacién de gel de AINE sola. El grupo PEMF tuvo resultados superiores en el control del dolor [43
1. Como se informa en la literatura, los PEMF se han utilizado o experimentado en varias condiciones
clinicas, incluido el dolor neuropético.44], ulceras [45], sindrome regional complejo [46], epicondilitis [47],
y fracturas [48]. En cuanto al ambito de nuestro estudio, una revision sistematica reciente realizada por
Sun et al. [49] evidenciaron beneficios en el control del dolor del tratamiento con PEMF en 618 personas,
pero no mejoras significativas en la funcionalidad.

En otras patologias, un ECA realizado por Osti et al. mostr6 beneficios a corto plazo sobre el dolor de
hombro (después de la reparacién del manguito rotador) en un estudio de 66 pacientes. Sin embargo, estos
efectos en el control del dolor y la funcionalidad desaparecieron en un seguimiento de dos afios.50]. El ensayo
realizado por Binder y colegas en 29 pacientes con tendinitis del manguito rotador mostré mejoras en 24 de los
29 sujetos tratados con PEMF.51]. Otros ensayos no alcanzaron significacién estadistica [52,53].
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Hay poca informacién disponible sobre el dolor de tobillo. Todos estos conjuntos de datos nos permiten
resaltar una consideracién importante: los efectos de la terapia de campo magnético pulsado también pueden
debilitarse con el paso del tiempo, y las mejoras en la funcionalidad no son visibles en todos los sujetos. Sin
embargo, los parametros, el dispositivo y el tiempo de tratamiento variaron mucho en todos estos estudios. Por
otro lado, dadas las caracteristicas de la diamagnetoterapia de interaccién selectiva con tejidos biolégicos, es
importante considerar esta terapia como un farmaco encontrando la dosis adecuada para cada paciente y la
base protocolo adecuada para cada patologia.54].

La eficacia de esta terapia puede deberse a muchos mecanismos diferentes. Modulacién del
componente del dolor neuropatico. Un modelo animal de Coksun et al. demostré que los PEMF de baja
frecuencia son capaces de modular canales iénicos en ratas. Canales de sodio NaV1.8y NAV1.9, regulados
negativamente en condiciones dolorosas, se volvieron a regular después del tratamiento con PEMF [55].
En un estudio in vitro realizado por Ahmed et al., se describi¢ la accién de los PEMF sobre la
despolarizacién y los canales de sodio/potasio.56].

Ademas, los PEMF modulan la unién de varios ligandos y la actividad del receptor. Actian como
antagonistas de los receptores de adenosina A2A y A3, reduciendo la liberacién de citoquinas
proinflamatorias, la expresién de NFkB y de prostaglandina E2 (PGE2). Ademas, parecen modular la
formacion 6sea.57]. Otro efecto importante esta relacionado con el aumento de la angiogénesis,
relacionado con el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), la angiopoyetina 2 (Ang-2), el factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF) 2 y otras dianas implicadas en la angiogénesis, como lo demuestran
Peng y colegas en un estudio con animales. modelo [58]. El protocolo de movimiento de liquidos de la
terapia diamagnética puede favorecer el drenaje de liquidos, la estimulacién de tejidos, el transporte de
nutrientes y metabolitos y la homeostasis celular. Estos efectos son posibles segun la accién de la terapia
diamagnética sobre el agua y el ambiente intracelular/extracelular.46,59,60]. Nuestro estudio destacé un
beneficio importante en los pacientes. Es de destacar que al finalizar el tratamiento el porcentaje de
personas que consumian un farmaco para el tratamiento del dolor disminuyé (del 81,81% al 54,54% en el
grupo de ketoprofeno y del 90,90% al 54,54% en el grupo de KiOil). Incluso si algunos pacientes no
mostraron una reducciéon de NRS en comparacién con la primera sesién, pudieron reducir la dosis del
medicamento o mejorar su funcionalidad. Esto es muy importante ya que los farmacos para el
tratamiento del dolor (especialmente los opioides y los AINE) se caracterizan por efectos adversos graves
alargo plazo.61,62].

El tratamiento tépico ademas de la terapia diamagnética parece ser un enfoque seguro para reducir los eventos
adversos de los medicamentos. A pesar de la posibilidad de reacciones locales y un pequefio nimero de reacciones
sistémicas, los analgésicos tépicos son mucho més seguros.63].

Los items del cuestionario SF-36 mostraron resultados importantes. Se registraron mejoras
significativas en todos los items en el grupo de ketoprofeno. En KiOil se agrupan todos los items, excepto
energia/fatiga, limitaciones por problemas emocionales y funcionamiento social. Este hecho deberia
estar relacionado con la alta capacidad basal del paciente en la esfera social y emocional.

Finalmente, factores de confusién pueden haber afectado los resultados del SF-36: un paciente tiene
comorbilidades reumatoldgicas, ya que el nivel de dolor también estd influenciado por el control de esta patologia.64].
De lo contrario, la comorbilidad psiquiatrica podria haber afectado las cuestiones de la esfera emocional [65]. En
general, la presencia de otras condiciones clinicas puede haber influido en las respuestas de los pacientes sobre el

estado de salud y la actividad fisica.

5. Conclusiones

En este estudio, presentamos una técnica para el analisis de fdrmacos de moléculas expuestas a un
campo magnético pulsado de alta intensidad y baja frecuencia utilizando FT-IR ATR y un algoritmo de
clasificacién multivariado. La primera parte del trabajo se centré en la estandarizacién de un protocolo para el
anélisis de moléculas de formacos de interés farmacolégico expuestas a MF. La terapia diamagnética es una
terapia complementaria Util para controlar el dolor crénico y agudo. Millones de pacientes sufren de dolor. El
dolor es un verdadero sindrome capaz de afectar componentes fisicos y psicolégicos de los individuos. Aunque
los PEMF son bien conocidos desde hace mucho tiempo, la ausencia de guias especificas, de grandes ECAy la
falta de homogeneidad en los dispositivos siguen siendo limitaciones importantes que no nos permitieron
utilizar esta opcién terapéutica de forma rigurosa. Nuestro estudio demostré que esta terapia es capaz de
reducir el dolor y mejorar la condicién fisica.
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funcionamiento en determinados pacientes, ademas del tratamiento farmacolégico. En particular,
nuestro andlisis de 22 pacientes con dolor lumbar crénico mostré una mejora importante en el control
del dolor y la funcionalidad. Estos sujetos se beneficiaron de la administracién transdérmica
concomitante de sustancias tépicas, transmitidas por terapia diamagnética. Ketoprofeno y KiOil son sélo
dos de los posibles productos que pueden administrarse en este contexto clinico. La terapia
diamagnética puede ofrecer un enfoque seguro para controlar varias afecciones de dolor crénico,
incluido el dolor de hombro, espalda baja, rodilla, cervical y tobillo de diferentes causas y origenes. Este
enfoque tiene una ventaja clave: la posibilidad de reducir la cantidad y la dosis de medicamentos
utilizados para el tratamiento del dolor. De hecho, estos compuestos suelen caracterizarse por varios
efectos adversos y la necesidad de un consumo crénico. Sin embargo, nuestro estudio tiene una
limitaciéon importante en el nUmero de pacientes examinados. Este estudio puede ser la base para un
ECA mas amplio dedicado a patologias especificas, y se han utilizado escenarios para evaluar la
efectividad en la vida real, los pacientes que responden mejor y los efectos a largo plazo.
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