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RESUMEN

La desnutricién esti considerada comeo un problema de salud piblica en Méxco y es muy
.comiin encontrarse con este padecimiento en los servicios médicos de hospitales. Muchos
medicamentos c¢uando se administran a pacientes con desnutricién presentan cambios en su
comportamiento cinético sobre todo los que se metabolizan por higado, principalmente por via
citocromo Paso. Este factor debe ser considerado en la farmacoterapia para obtener mejores
resultados en los tratamientos; por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar las
concentraciones sanguineas del nimesulide en ratas con desnutricién de tercer grado, para
establecer posibles diferencias entre €stas y su grupo control. Para alcanzar el objetivo se planted
lo siguiente: disefiar y validar una microtécnica para cuantificar sl nimesulide en sangre, estudiar
el curso temporal del nimesulide administrado via oral a tres dosis diferentes (5, 10 y 20 mg/kg
de peso) y finalmente establecer la comparacién de las concentraciones sanguineas entre el grupo
de ratas control y desnutridas a las dosis de 10 mg/kg. Bl analisis de las muestras se realizd por
cromatografia de liquidos de alta resolucién y el andlisis farmacocinético se hizo mediante una
estrategia no compartimental. Se disefi y validd una microtécnica para cuantificar el nimesulide
en muestras de 100 pL de sangre la cual cumple con los criterios de validacion. Los resultados
indican que el comportamienio cinético del nimesulide a las dosis evaluadas, es similar y solo
present¢ diferencias significativas para la dogis infertor de 5 mg/kg en la comparacién de
Cmax/dosis vs dosis, con relacion a las otras dos dosis de 10 y 20 mg/kg. Al comparar algunos
parametros farmacocinéticos del nimesulide entre el grupo control y el grupo con desnutricién
severa a la dosis de 10 mg/ke, no se presentaron cambios significativos en ninguno de los
parametros evalnados (Cmax, tmax vy ABC). De acuerde a los resultados obtenidos el método
desarrollado resultd ser eficaz, sencillo v reproducible cumpliendo con los lineamientos de
validacion. Asi mismo, se observd que la dosis de 5 mg/kg alcanzd una mayor concentracion, lo
cual se puede deber a la baja solubilidad del nimesulide y que a una dosis menor exista una mejor
disclucién, por lo tanto una mejor absorcién y posiblemente por ese motivo las concentraciones
alcanzadas a esta dosis hayan sido mayores. No se observaron diferencias significativas en las
concentraciones del nimesulide entre ratas control y desnutridas.
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Para la adounistracién de los medicamentos es necesario no sclamente conocer los
mecanismos de absorcion, distribucién v eliminacién. La administracion de un farmaco puede
dividirse en dos fases principalmente, la primera conocida como farmacocinética, en la cual se
relacionan los niveles del farmaco en el organismo con el hempo y la segunda fase denominada
farmacodinamia en donde la concentracion del farmaco en el sitio de accidn esti relacionada con

la magnitud del efecto preducide.

Por lo tanto, para que un firmaco llegue al sitio de accidn y produzca el efecto
farmacolégicg deseado, es necesario que primero se lleven al cabo los proceses farmacocinéticos
de absorcion (si se trata de una administracién diferente a la intravascular), distribucion y
eliminacion, efectuandose cada uﬁo de estos procesos de manera simultinea, éstos son
importantes en la evaluacion de las concentraciones sanguineas de los farmacos. Los parametros
farmacocinéticos utilizados para evaluar la cantidad de firmaco absorbido v la velocidad a la
cual se absorbe dicho firmaco, son; Area bajo la curva (ABC) la cual expresa la cantid.ad de
farmaco absorbido; la concentracion méxima (Cmax) la cual indica la velocidad v la cantidad de
farmaco absorbida y finalmente el tiempo en el gue se alcanza la concentracion méaxima (tmax)
que esta relacionado con la velocidad de absorcion (Rowland y Tozer, 1989; Brandau y Wehner,

1979).

Otro aspecto que es de suma importancia en la eficacia de los tratamientos de los
medicamentos es tener un esquema de dosificacién adecuado para cada paciente, y poder lograr
de esta manera que el paciente independientemente de los padecimientos que presenta, tenga

concentraciones terapéuticas del medicamento, de manera gque se produzca el efecto
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farmacolégico deseado. En este caso hay que considerar situaciones especiales en las que se
pudiera ver cambiada la farmacocinéfica, como pueden ser estados patologicos del paciente,

edad, sexo y estados de desnutricién, entre otros.

En el caso de la desnutricién se ha observado que algunos de los farmacos que se
metabolizan en higado por via citocromo Paso (CYP) suften ciertas modificaciones
farmacocinéticas comeo son los casos de metronidazol, acido acetil salicilico, gentamicina,
cloranfenicol, entre otros. Por lo que es de suma importancia estudiar a cada uno de los
farmacos © a los mas importantes y poder establecer estas diferencias, si es que existen. En
un estudio que se realizd con metronidazol en una poblacion pedidtrica desnutrida se
recomendd realizar un ajuste de dosis con una reduccién del 60% en la dosis para nifios con
problemas de desnutricion severa (Lares—Asseff, 1993), por lo que deben de considerarse
estos factores en la farmacoterapia para que asi se puedan obtener mejores resultados en los

tratamientos farmacoldgicos.
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CAPITULO I. FUNDAMENTOS

El nimesulide (4-nitro-2-(fenoxi) metanosulfonanilida) es un farmaco no esteroidal con
una importante actividad analgésica, anti-inflamatoria ¥ con un mejor efecto antipirético
comparado con los demas farmacos de este grupo (Grant y Moore, 1975; Piel y cols, 1997;

Swingle y cols, 1976).

El nimesulide es un agente anti-inflamatorio de cardcter dcido (Biscarini y cols, 1988),
con una estructura quimica (figura 1) que lo diferencia de la mayoria de los analgésicos anti-
inflamatorios no esteroidales (AINEs) que generalmente tienen mayor nimero de grupos
carboxilos y ésta es una de las caracteristicas a la cual se le atribuye su mejor efectividad como

antipirético (Yasuaki y cols, 1997).

NIHSO2CH3

O

NO

FIGURA 1
Estructura quimica del nimesulide (Bernareggi, 1998),
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1.1 MECANISMO DE ACCION

El nimesulide actia mhibiendo la sintesis de prostaglandinas (Vigdahl y Tukey, 1979);
recientemente el nimesulide ha side uno de los AINEs més afractivos ya que es muy selectivo por
la ciclo-oxigenasa-2 (COX-2). Esta inhibicion puede explicar la disminucion en la incidencia de
fos efectos secundarios y la disminucion del dafio gstrico ya que se ha comprobado que a dosis
eficaces con que se inhibe el edema producido por carragenina no tiene efecto sobre la sintesis de
prostaglandinas géstricas y tromboxano Bz; (Aslanian y cols, 1994). El mecanisme de accion, del
 nimesulide sobre el radical superdxido confiere a la molécula un pefﬁ[ terapéutico diferente con
respecto de aquellos farmacos anti-inflamatorios que funcionan {micamente c;)mo inhibidores de

la biosintesis de las prostaglandinas.

Este firmaco afecta el ensamble de la NADPH-oxidasa y sus cofactores en la membrana
plasmatica de los leucocitos, esto explica, al menos en parte, el mscamsmo por el cual e
nimesufide inhibe la produccidn de radicales oxigeno (Bevilacqua y cols, 1994). También se ha
demostrado que el nimesulide no puede afectar la proteina cinasa C por si mismo, pero si puede
adicionarse a los leucocitos antes de la estimulacion, y éstos a su vez inhiben la translocacidn de
la proteina cinasa C a la membrana plasmatica. En neutrofilos humanos, es necesaria la
fosforilacién de una proteina de 47 kD para la activacién de la NADPH-oxidasa. Esta reaccion
puede ser catalizada por la proteina cinasa C con subsecuente activacién de la NADPH-oxidasa,

o por la proteina cinasa A dependiente de AMPc. En la mayoria de los casos, fa fosforilacion de
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la proteina de 47 kD no estd seguida por activacion de la NADPH—oxidasa y es posible que la
ragulacion de la NADPH-oxidasa esté dada por una competencia entre la proteina cinasa C y la
proteina cinasa A, a la fosfortlacion de la proteina de 47 kD (Kramer, 1988); esto lo podemos ver

esquematizado en la figura 2.

Diesteres de forbol AMPc
Proteina Cinasa C Proteina Cinasa A

. L
\ s

Proteina de 47 kD

— T~

Activacion Inhibicidn

FIGURA 2
Rufa propuesta para entender la activacidn o inhibicién de la NADPH-oxidasa por nimesulide
{Kramer, 1988).

Ademis de ser muy efectivo como analgésico, anti-inflamatoric v antipirético, el
nimesulide tiene otras propiedades farmacolégicas tales como la inhibicidn de la fosfodiesterasa
tipo IV (Bevilacqua y Vago, 1994), la reduccién en la formacion del anién superdxido, la

prevencién de la inactivacién de la alfal -proteasa (Ottonelio y cols, 1993), la inhibicion de las

6
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proteasas: elastasa y colagenasa (Pelletier v Martel, 1993) y [a inhibicidn de la actividad v

liberacidn de histamina (Bert y cols, 1990).

Los radicales superdxido se producen por neutrdfilos y macréfagos, que en la oxidacion

del 4cido araquiddnico estan presentes en gran cantidad durante la inflamacién.

La alfa—l-antitripsina, regula la actividad proteclitica de la elastasa ¥ es capaz de pasar
de la circulacién sanguinea a los tejidos inflamados y de inhibir esta enzima, debido a la afinidad

que tienen los radicales superdxidos con la alfa—1—tripsina.

El descubrirtiento de que la elastasa de los neutréfilos contribuye sustanciabmente a la
destruccion del tejido conectivo en vanas condiciones patologicas, particularmente las
enfermedades del éparato respiratorio, ha llevado a buscar inhibidores adecuados de esta enzima
para uso terapéutico, tal es el caso del nimesulide quien logra reducir eficazmente la
disponibilidad del radical superéxido en el microambiente de los neutréfilos, que tiene un efecto
protector sobre la alfa—1-antitripsina contribuyendo a su accidn anti-inflamatoria al limitar la
actividad destructiva de la elastasa y evitando el dafio tisular; marcando una diferencia con los

ATNEs que no acthan scbre los radicales superdxidos.

El nimesulide demestré in wive una potencia anti-inflamatoria tres veces superior a la
indometacina e in vitre inbibié la sintesis de prostaglandinas con una potencia mayor a la del

acido acetil salicilico (Yasuaki y cols, 1997; Rondel ¥ cols, 1984).
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En nifios con infeccidén del tracto respiratorio superior v fiebre, el nimesulide resultd ser
mas efectivo que el paracetamol en términos de eficacia anti-inflamatoria y antipirética, aunque

ambos farmacos fueron bien tolerados (Ugazio y cols, 1993).

A diferencia del Acido aceti! salicilico, del naproxén ¥ de la indometacina, el mimesuhide
1o induce alteraciones gastricas en la biosintesis del PGI; y PGE,, que sean significativas para la
citoproteccion gastrica, por esta razdn tieme buena tolerancia y baja incidencia de efectos

secundarios gastricos (Bernareggi, 1993).

La accidén anti-inflamatoria del nimesulide es producida al lirutar la accién de los
radicales superéxide que provocan dafio tisular, el efecto anfipirético se debe a que reduce la
vasodilatacién y la accidn analgésica se debe a la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas,

reduciéndose asi el dolor (Bevilacqua y Magni, 1993).
1.2 CARACTERISTICAS FARMACOCINETICAS

El nimesulide se absorbe con rapidez a nivel gastrointestinal y los parametros
farmacocinéticos encontrados en humanos al administrar la dosis oral de 100 mg 2 veces al dia se

muestran en la tabla 1 (Bernareggi, 1993 y 1998).
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TABLA 1

PARAMETROS FARMACOCINETICOS DEL NIMESULIDE EN HUMANOS

Vida media de eliminacion 1.8-473 h
Concentracién maxima 2.86-6.5 mg/L
Tiempo de concentracién maxima 1.22-2.75h
Volumen de distribucién 0.18-0.39 L/ kg
Depuracién total 31.02-106.16 mL/ h/ kg

La unién del nimesulide a proteinas plasméticas es de alrededor del 99% (Bree v cois,

1993). Este tArmaco en humanos se metaboliza en forma extensa via CYP, aungue se desconoce

cual isoenzima.

1.2.1 ABSORCION

En estudios realizados en humanos se ha visto que el nimesulide se absorbe répidamente
en tracto gastrointestinal (GI). Los estudios de biedisponibilidad (Bernareggi, 1993 y 1998) han
indicado que la velocidad de absorcién y la cantidad de nimesulide absorbido es muy similar
entre las diferentes formulaciones (tabletas, suspensién, formulacién granular), alcanzando
valores muy similares en la Cmax, tmax ¥ ABC. Después de la administracion oral de 100 mg y
mediante la toma de muestras durante un periodo de 12 horas, se encontraron los siguientes
pardmetros farmacocinéticos: Cmax=2.86-6.50 mg/L., tmax=1.22-2.75 h ¥

ABC=14.65-54.09 mgh/L. Esta absorcién rapida del nimesulide hace que los efectos

TESIS CON ’
FALLA DE ORIGEN
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farmacologicos generalmente se presenten muy rapido, entre los 30 y 60 minutos, tiempos a los

que normalmente se alcanza la Cmax.

No se han realizado estudios del nimesulide en administracion intravenosa, por lo tanto,
no se ha determinado la biodisponibilidad absoluta (F) del nimesulide. Se asume que 1a absorcién
oral del nimesulide después de una administracién oral es completa, tanto en humanos como en
ratas, también se ha comprobade que la absorcion del nimesulide no estd influenciada por la

presencia de alimentos (Bernareggi, 1998).

1.2.2 DISTRIBUCION

La fase de distribucién del nimesulide no se puede identificar vsualmente en la curva
concentracidn plasmaética—tienpo lo cual indica que el proceso de distribucién del nimesulide es
rapido (Bernareggi, 1998).

Generalmente, el analisis farmacocinético del pimesulide se ha realizado utilizando el
método de modelo independiente y el grade de la distribucién del farmaco se ha evaluado por la
estimacion del volumen de distribucién (VA/F), el cual oscila entre .18 y 0.39 L/kg, indicandc
que el nimesulide estd localizado principalmente en el fluido extracelular. El nimesulide tiene
muy poca afinidad por los componentes de los tejidos y nto se acumula en este compartimento,
mientras que su gran afinidad por proteinas plasmaticas es alta, principalmente a albimina, 2 la

cual se une en un 99% aproximadamente (Bree y cols, 1993 y Vilageliu, 1983).

L2.3 ELIMINACION

La depuracion plasmatica de mimesulide (Ci) varia del 31.02-106.16 mi/h/kg v se le

atribuye exclusivamente a la depuracion metabdhca.
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El nimesulide tiene una depuracion baja, asumiéndose que el higado es el Unico drgano
metabolizador de este farmaco y que la absorcién del farmaco al cruzar la pared intestinal es

completa.

El nimesulide se caracteriza por una muy buena biodisponibilidad (Reiner y Magni,
1932).., se distribuye muy bien en higado, bilis, rifién y plasma y finalmente es biotransformado
en metabolitos, siendo el principal metabolito el 4-hidroxinimesulide (Allemon y Lebacq, 1993),
el cual se elimina principalmente por via renal (Diamond, 1976) y en menor cantidad po'r biiis
(Chang y cols; 1975). La eliminacién del nimesulide no se ve influenciada por et género m la

edad (Bemareggi, 1993).

1.3 INDICACIONES TERAPEUTICAS

Es ampliamente utlizado en dismenorrea (Pulkkinen, 1987), inflamacion y dolor dental
(Forssell, 1978), traumatismo {luxaciones, esguinces, torceduras y fracturas), artritis reumatoide
(Reiner y Magni, 1982), osteoartritis, bursitis, en intervenciones quirirgicas como coadyuvante
para el alivio de la inflamacién (Cornaro, 1983) y dolor producido por infecciones agudas de las

vias respiratorias.

11
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1.4 REACCIONES SECUNDARIAS

A las dosis recomendadas es bien tolerado; ocasionalmente se presentan pirosis, natiseas
y gastralgias leves y transitorias, se han observade casos raros de erupcién cutinea de tipo

alérgico.

1.5 TOXICIDAD DEL NIMESULIDE

En un estudic realizado en 16 sujetos sanos se probaron 3 dosis diferentes de nimesulide
(400, 600 y 800 mg) divididos en 2 tomas diarias y el placebo, se analizd la tolerancia y la
toxicidad renal. Para verificar la tolerancia del nimesulide se realizaron examenes clinicos a los
sujetos y se les cuestiond de manera indirecta sobre reacciones adversas. Asi como, también se
llevd un control de ellos con pruebas bioquimicas y hematolégicas durante el estudio v se
analizaron las concentraciones plasmaticas y urinarias en los dias 1, 3, 7 y 10, en donde se
utilizaron marcadores selectivos de nefrotoxicidad (Glicoproteina Tamm-Horsfall, retinol unido

a proteinas de la orina y fN-acetil glucosaminidasa).

A la dosis alta de nimesulide (800 mg diarios) se le asocié con dolor abdominal e
indigestion; mientras que las dosis de 400 y 600 mg diarios fueron bien toleradas. Las
alteraciones no fueron clinicamente significativas en los estudios hematolégicos y bioguimicos
durante el experimento y los andlisis diarios de onna fueron normales. Por lo tanto, las pruebas
de toxicidad renal mostraron evidentemente que ro existia nefrotoxicidad asociada con la

administracién de nimesulide en 14 de 16 sujetos que fueron estudiados, mientras que 2 sujetos
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presentaron modestos incrementos en las concentraciones de glicoproteina Tamm-Horsfall o -
N-acetilglucosaminidasa durante el tratamiento de nimesulide de 800 mg diarios, pero los demas
resultados fueron normales. De esta manerg, se probd que el nimesulide a las dosis de 400 y 600
mg diarios fue bien tolerade en todos los sujetos sometidos a este estudio siendo estas dosts
mayores a las recomendadas para uso clinico (Warrington y cols, 1993). Por otro lade, Fusetti y
cols (1993) afirman que el nimesulide es bien folerado ya que se observo una incidencia de
efect;Js adversos iguales a las que presentaron los sujetos a los que se les administré solamente el

placebo.

1.6 INTERACCIONES DEL NIMESULIDE CON OTROS FARMACOS

Exasten algunas evidencias de que el nimesulide puede disminuir {a biodisponibilidad oral
de la furosemida. FEl nimesulide es un firmaco que se une importanternente a proteinas
plasméticas y puede desplazar a furosemida y acido salicilico de las uniones a proteinas pero no
puede desplazar a warfarina de estas uniones. Ademés, se ha descrito que después de la
administracién de mimesulide a pacientes con terapia cronica de teofiling, los niveles de teofilina

se disminuyeron sin producir cambios en la fimcién respiratoria (Perucca, 1993).

L7 EFECTO DE LA DESNUTRICION  EN LA

FARMACOCINETICA DE LOS COMPUESTOS

La desnutricién es un problema muy palpable en nuestros dias scbre todo en los paises en
vias de desarrolle, como es el caso de nuestro pais, México, en donde se considera un problema

de salud puoblica. La desnutricién caldrico—protéica grave (DCPQ) altera los procesos
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farmacocinéticos como consecuencia de los trastornos del aparato digestive (Vitert y Schneider,
1974), funcién renal {Gordillo y cols, 1957), composicién corporal (Paniagua y cols, 1980).
También produce trastornos enzimaticos a nivel hepético, algunos de los cuales tienen que ver

con la biotransformacion de los farmacos (Gomez y cols, 1957).
L.7.1 DEFINICION DE NUTRICION

Se puede definir la nutricidn como fa combinacién de fendmenos por los que el
organismo vivo recibe y utiliza los nutrimientos exdgencs, para conservar sus funciones y para la
formacién v conservacion de tejidos. Cuando el cuerpo no recibe o no utiliza los nutrimientos

esenciales, aparece la desnutricion (Cooper v cols, 1970).

7.2 ALGUNOS TIPOS DE DESNUTRICION

Se conoce como desnutricion calérico-protéica, al comunto de sintomas v signos
clinicos ¥ bioquimicos que se observan generalmente en nifios como una consecuencia de ingesta
alimenticia deficiente, acompafiada en ocasiones por uiilizacion de dietas de variados contenidos
caldricos, pero bajo contenido protéice. Esta deficiencia nutricional se presenta cuando las
células del organismo no cuentan con las cantidades de nutrientes esenciales para cumplir las
funciones metabdlicas normales. La nutricion es quizi el factor ubicuc que afecta el crecimiento,

la salud fisica y mental y el desarrolle como tal.
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La desnutricién calérico-protéica prave determina una disminucién de la capacidad
inmunolégica (Kumate, 1976; Chandra y Schrimshaw, 1980), lo que hace que el sujeto sea mas
vulnerable a los procesos infecciosos. Por lo tanto, 1a presencia de enfermedades concomitantes

obliga al uso terapéutico de medicamentos.

Se conoce como desnutricidn de tercer grade cuando el individuo presenta un déficit de
peso.de acuerdo a su edad, igual o mayor al 40%, comparado con los estindares y como criterio
principal deben estar presente los signos universales y circunstanciales de la desnutri&én;
ademéas de considerar el déficit pesoftalla. Los signhos universales de la desnutricion son, el
sindrome de desaceleracién del crecimiento y desarrollo, la dilucidn, la disfuncién y la atrofia.
Los signos circunstanciales son el edema, las lesiones en piel, € pelo, los ojos, la lengua, la

atrofia muscular y las alteraciones en hueso.

Cuando el sujeto recibe uwna alimentacion inadecuada o insuficiente, puede sufrir
mvalidez permanente, inanicidn y muerte. Las deficiencias nutricionales también pueden ser
causa de retraso mental, ceguera y deformaciones fisicas, por lo cual es necesario comprender las
causas subyacentes de estas anormalidades y otras, dependientes de la alimentacién inadecuada,

para asi poder conocer también la mejor forma de corregirlas (Cooper y cols, 1970).

El concepto de deficiencias nutricionales como causa de enfermedades especificas,
evoluciono a partir de los primeros trabajos con el escorbuto y el benberi, transcurriende muchas
décadas para que se reconociera que ofras enfermexlades relacionadas con la desnuiricién fuesen
resultado de deficiencias especificas. Solo después de estudiar cabalmente los trastomnos
anatomopatologicos resultantes de la carencia expenmental y controlada de nutrimentos

especificos en ammales o en el hombre, fue posible comprender la funcién de cada nutrimento en
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¢l metabolismo. La deficiencia de un nuttimento puede aumentar la necesidad o racién necesaria
de otro, o alterar su metabolismo, v en esta forma presentar sintomas de identificacién dificil

(Cooper y cols, 1970).

También se ha demostrado que existen muchas personas que no alcanzan el estado
nutricional promedio estimado segin los {ndices dietéticos, bioquimicos y clinicos, y no o saben

{Cooper y cols, 1970; Lares-Asseff, 1995).

1.7.3 PATOGENIA DE LA DESNUTRICION

En [a desnutricidn por diversas circunstancias se pueden destruir las relaciones armdnicas
de proporcién entre los componentes de la dieta, a veces ésta es completa y equilibrada en sus
componentes pero insuficiente en su aporte energético; si en este caso el impulso constitucional
de crecimiento no es frenado el paciente continuard creciendo a expensas de sus propias
proteinas, especialmente de las musculares, o puede ser que se utilicen las proteinas de la dieta
como vehiculo de energia y ne como elemento plastico y el resultado serd un déficit secundario

de proteinas que impedira el crecimiento del individuo.

Todo esto confirma que las funciones de la nutricién son armonicas y solidarias (Lares-
Asseff, 1995) v explica la enorme variedad de cuadros clinicos que se pueden presentar por este
padecimiento de acuerdo al equilibrio que se puede establecer entre los requerimientos y el aporte
de nutrientes; ademés de que también se presentan una serie de cambios metabélicos colaterales

que pueden entrar en juego.
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La expresién clinica de carencia de nutrientes no es especifica pero esta condicionada a
las prioridades de requerimiento y por lo tanto varia de acuerdo a la edad, al tejido considerado y

al estado previo de nutricién (Lares- Asseff, 1995).

De acuerde a la urgencia bioguimica, metabdlica o funcional, algunos tejidos se ven
presérvados por mas tiempo por efecto de la desnutricidn; lo que seria la expresion de
mecanismos homeostaticos de intensidad y de duracién variable. La mayoria de los tejidos del
organismo del desnutrido cromico tienden a la atrofia, pero esto no ocurre en tejido nervioso, en
las glandulas suprarrenales ni en el esqueleto. La piel y sus estructuras accesorias son las
primeras en sentir el balance negativo, asi como también, los miscules aumentan su contenido

acuoso y disminuyen en tonicidad, a excepcion del misculo cardiaco. Los tejidos

hematopoyéticos tampoco se ven afectados de manera répida por la desnutricion.

En los procesos patogénicos de la desnutricidn se pueden distingair las siguientes etapas:

1. Balance negativo. Corresponde bésicamente a un pericdo agude que origina
homeostasis inmediata. Se traduce por un desequilibrio que puede verse como
“desarmonia” en relacién con los patrones considerados como normales y se ve
reflejado en pérdida de peso, fendmenos de dilucion, atrofia de las masas musculares,

efc.

2. Detencién de crecimiento y desarrollo. Se aprecia clinicamente en la etapa
subaguda del proceso, es la expresion de una homeostasis mediata y puede
Interpretarse como una tendencia a mantener la armonia bioquimica, funcional y

anatdmica previamente alcanzada. Dentro de este grupo se catalogan los siguientes
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fenémenos: detencién del crecimiento en talla, el desarrollo éseo y la conducta
neuromotora y retraso en la iniciacién de los fendémenos puberales (Ramos Galvéan vy

cols, 1960, 1964 y 1967).

3. Adaptacién. Significa cronicidad y por lo tanto podria hablarse de homeostasis tardia
(Lares-Asseff, 1995) y los fendmenos que participan en esta situacién son: piel
atréfica, caida del cabello, facies de Cushing, metabolismo bajo, temperatura corporal
disminuida, anemia normocitica y normocrémica, gamaglobulina elevada y tal vez,

alpunos aspectos neurdticos de fa conducta.

4. Homeorresis. Esta se da cuando los factores etiolégicos contintan actuando en forma
mtensa, de modo que en la homeostasis tardia no se establece un nuevo y final
equikibrio. EI peso queda en concordancia con la talla, a partir de ese momento el
crecimiento fisico serd de acuerdo al mivel somético alcanzado. Gradualmente se
retinen datos para caracterizar bioguimica y enzimaticamente al sujeto en situacion de
homeorresis (Lares-Asseff, 1995), pero la experiencia clinica parece demostrar que
en los grupos de desnutridos existen tres momentos de la vida en los que e fendmeno
se presenta con mayor frecuencia; al nacimiento, al final de la edad preescolar y al

Imiciarse la pubertad.

En fa desnutricién crénica existe una alteracién del patron protéico del organismo y ese
patrén de distribucion no es estatico, sino que varia de acuerdo a la intensidad y a la duracién de

la deficiencia protéica y de la ingesta energética.
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Todos estos fendmenos conducen a cambios en la composicién quimica, modificaciones

funcionales y alteraciones morfoldgicas, que se encuentran resumidas en la figura 3.

CAUSAS PRIMARIAS
DEFECTOS EN LA
ALIMENTACION

FIGURA 3
PATOGENIA DE LA DESNUTRICION (Lares-Asseff, 1995).
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1.7.4 DESNUTRICION POR APORTE INADECUADG DE PROTEINAS Y

ALIMENTOS CALORIGENOS.

La desnutricién por aporte inadecuado de proteinas es la forma mis grave y extendida de
enfermedad carencial en el mundo, v ataca con mas frecuencia a nifios en los afios de crecimiento
répido. Los términos empleados para describir la desnutricion por insuficiencia de alimentos
proteinicos y caldricos, son kwashiorkor, o sindrome policarencial infantil y marasmo; el primero
proviene de una dieta insuficiente de proteinas, perc en términos generales suficiente en calorias,
en tanto que el marasmo es causado por una dieta insuficiente en proteinas y calorias (Cooper y
cols, 1970). Se ha mangjado que aproximadamente 350 millones de nifios menores de 6 afios de
edad en el mundo, que representan el 70% de la poblacién mundial, son atacados durante este

periodo de vida por estos trastornos.
1.7.4.1 PROTEINAS SANGUINEAS

La concentracién de una proteina en el plasma depende del balance entre la sintesis,
distribucién en el orgamsmo y la pérdida, ya sea por catabolismo o por eliminacién (Cravioto,
1958). La albirmina se encuentra en partes iguales dentro y fuera del espacio vascular y para que
su concenfracién en el plasma se mantenga constante, debe serlo también en el espacio
extravascular. De las alter:;ciones bioquimicas que se observan en la desnutricién, la
hipoalbuminemia es }a més caracteristica, en este caso se debe a la sintesis deficiente que se
origina por un aporte insuficiente, incompleto y desequilibrado de aminoacidos a través de una
dieta que con frecuencia es casi exclusivamente vegetal (Lares-Asseff, 1995). La sintesis

deficiente produce un desdoblamiento de las proteinas ftisulares, lo cual se traduce en una
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- alteracién en los niveles plasmaticos. Se ha encentrado que 1a albiimina total en el organismo se
reduce hasta en un 50% en los enfermos con kwashiorkor, siendo la reduccién proporcionalmente
mayor en el espacio extravascular; esto parece tener relacién con la intensidad y duracién del

balance negativo de nitrdgenoe y relacionarse ademas con la dilucidn presente en la desnutricion.

En la desnutricién de tercer grado, las diferencias basicas en el patron de seroproteinas
estriban en los niveles de albamina y alfaglobulina, por lo que la existencia o ausencta del edema

esta relacionado a ellas mas que a otras fracciones de las proteinas (Ramos—Galvén, 1967).

17.5 INFLUENCIA DE LA DIETA EN EL COMPORTAMIENTO DE LOS

MEDICAMENTOS

Son muchos los factores que contribuyen a la variabilidad del metabolismo de los
farmacos, siendo uno de los principales el estado nutricional del individuo, el cual produce
alteraciones en diferentes niveles de la actividad enzimdtica afectdndose asi tambidn, el
metabolismo de algunos farmacos y esto a su vez influencia la intensidad y duracion de la
acciéon de los medicamentos, por lo que deben de considerarse estos factores en la

farmacoterapia (Walter—Sack y Klotz, 1996).

Se han realizado muchos estudios con relacién a la influencia de la dieta o composicién
de los alimentos sobre ba transformacidn de los farmacos (Thomas, 1995 y Walter—Sack y Klotz,
1996), asf como también se han realizado algunos trabajos en donde se obseérva que existen
diferencias entre organismos considerados normales y los que presentan algin grade de

desnutricion (Castilla~Serna y cols, 1988). Schimke en 1962 demostré que las enzimas del ciclo
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de la urea se ven incrementadas por una dieta rica en proteinas. Mc Fartane y Von Holt
mostraron en 1969, que las enzimas degradativas para la leucina disminuyeron en ratas
alimentadas con una dieta baja en proteinas. Luean et al (1973) iniciaron una investigacion sobre
el metabolismo de farmacos en ratas jévenes alimentadas crénicamente con dietas bajas en
proteinas, que simulaban el valor de las proteinas de las dietas empleadas por nifios en 4reas en
donde la desnutricién calérico—protéica es prevalente. Los resultados demostraron que los
‘ higados de ratas crénicamente desnutridas tienen una capacidad disminuida de los microsomas

oxidatives que metabolizan los farmacos.

La desnutricion es un proceso usualmente complejo en el cual ocurren muchas
deficiencias de manera simultinea, los cambics ocurren en casi cada érgano del cuerpe
(Whitehead y Alleyne, 1972). Ademis dc los cambies fisiopatoldgicos que ocurten con la
desnutricién caldrico—protéica, las deficiencias de vitaminas (Campbell y Hayes, 1974),
minerales y elementos traza se acompafian de diversos cambios metabélicos en los tejidos, por lo
gue hay un gran potencial para Ja alteracion de la respuesta farmacoldgica en la desnutricién, que
no se¢ produce solamente por cambios de la cinética de los firmacos, sino que también es
producida por cambios en la entrada y la localizacion de los firmacos en los tejidos, asi como por

la alteracidn potencial en las interacciones firmaco-receptor (Crouthamel, 1973).
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1.7.6  EVIDENCIAS DE FARMACOS QUE SUFREN ALTERACION

FARMACOCINETICA POR LA DESNUTRICION

Se han estudiado varios modelos farmacocinéticos de medicamentos que se
metabolizan por diferentes vias y se han observade cambios en algunas enzimas que
metabolizan algunos farmacos sobre todo los que se metabolizan via CYP y sus isoenzimas

(Walter—Sack y Klotz, 1996).

En algunas ocasiones las interacciones firmaco—nutrientes o la deficiencia de
nutrientes pueden dirigir al fracaso terapéutico representando problemas clinicos que se
manifiestan con reacciones adversas o toxicidad. Estos problemas son muy importantes en la
practica clinica y pueden interferir con los procesos farmacocinéticos v con la respuesta
farmacoldgica de los medicamentos (Thornas, 1995). En ocasiones, las interacciones
farmaco—nutrientes pueden ser causa de una alteracidon en los procesos farmacocinéticos y
esto tiene como consecuencia el fracaso terapéutico. Ciertas deficiencias nutricionales
pueden interferir en los procesos farmacocinéticos ya que el estado de nutricién juega un
papel importante en la respuesta farmacolégica de los medicamentos {Thomas, 1995).
Algunos factores que afectan la biodisponibilidad también pueden verse alterados por la
alimentacion y a su vez afectar la farmacocinética. Las interacciones farmaco-nutriente son
especialmente importantes en la diabetes mellitus (diuréticos de la tiacida, corticoides,
AINEs, etc), enfermedades cardiovasculares (diuréticos, digitalicos, ete.) y en ciertos

desdrdenes genéticos como en la intolerancia a la lactosa {(Montgomery, 1991; Kitler, 1994).
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En muchos casos la variabilidad intra e inter individual en la accién de los farmacos
estd determinada por la funcidén hepatica, la cual es dependiente del flujo sanguineo hepatico
y de la capacidad metabélica y ambos parametros se pueden ver modificados por diferentes
factores, tales como cnfermedades hepaticas, interaccidn de los farmacos, edad, dieta v

estado nutricional, entre otros (Walter—Sack y Klotz, 1996).

El metabelismo de los farmacos se lleva a cabo por reacciones de fase 1y de fase IL
Estas reacciones estdn catalizadas por diferentes enzimas. Muchos nutrientes y micronutrientes
pueden afectar las reacciones de fase I (oxidacion); la baja de proteinas en la dieta reduce las
enzimas NADPH dependientes y disminuye la velocidad de biotransformacion de sustancias que
se metabolizan por fase I En nifios con desnutricién caldrico—protéica la excrecion de
sulfadiacina, antipirina y cloranfenicol estd disminuida. Las reacciones de fase Il envuelven una
conjugacidn dependiente sobre el organismo que provee los carbohidratos, aminoacidos, grasas y
proteinas, por lo que la falta de estos en la alimentacién pueden producir cambios en el

metabolismo de los fArmacos (Thomas, 1995).

Se ha comprobado que en la administracién de gentamicina y cloranfenico! en sujetos
sanoes ¥y en sujetos con problemas de desnutricidn grave se presentan cambios significatives en
atgunos parametros farmacocinéticos. En el caso de gentamicina se han visto cambios en el
tiempo de vida media {t,»), depuracion (Cl) y volumen de distribucion (Vd) (Lares—Asseff,
1995); mientras gque en el case del cloranfenicol se presentan cambios significativos en la
velocidad de eliminacién (Ke), tjp, y Cl. Estos estudios fueron realizados en una pobiacién
pedidtrica control comparada con una poblacion con problemas de desnutricién grave (Lares-

Asseff, 1995). También existen estudios farmacocinéticos para metronidazol realizados en una
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. poblacién pediatrica control (recuperados de la desnutricion) y una poblacion pedistrica con

desnutricion severa en donde se observaron diferencias significativas en el tiempo de vida media
el cual fue menor en los nifios recuperados de la desnutricidn (1,=5.09 h) con respecto a los
desnutridos (t,;=10.21 h) y también se presentaron diferencias significativas en la depuracién de
este farmaco con valores de 0.166 y 0.077 L/h/kg para nifios recuperados de la desnutricién y
nifios con desnutricion severa, respectivamente (Lares—Asseff, 1992). Con base en esto se ha
recorﬁendado el ajuste de dosis con una reduccién del 60% del metronidazo! en nifios con
problemas de desnutricion severa (Lares—Asseff, 1993) correspondiente a 12 mg/kg/dia,
remarcando con esto la necesidad de dosificar de manera individual a los sujetos bajo

condiciones particulares como en este caso es la desnuatricicn.

En otto estudio se observéd que el estado nutricional asociado con enfermedades
autoinmunes (asma) altera la farmacocinética del 4cido acetil salicilico (ASA) y sus metabolitos
ya que se presentaron diferencias significativas en las concentraciones plasmaticas de ASA; asi
como, en el ABC y depuracion siendo menores estos pardmetros en nifios desnutridos (Lares—

Asseff y cols, 1999).
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CAPITULO II. OBJETIVOS

IL1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la biodisponibilidad del nimesulide ¢n ratas con desnutricién de tercer grado, para

establecer si existen diferencias significativas entre éstas y el grupo control.

IL.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Disefiar y validar una microtécnica para cuantificar el nimesulide en sangre de rata,

2) Estudiar el curso temporal de las concentraciones sanguineas del nimesulide a tres dosis

diferentes (5, 10 y 20 mg/kg).

3) Comparar los niveles sanguineos del nimesulide en ratas control y en ratas con

desnutricién de tercer grado.
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CAPITULO III. JUSTIFICACION

Se ha encontrado que algunos farmacos que se administran de manera indistinta en
sujetos considerados neormales y en sujetos con problemas de desnutricion tienen un
comportamiento farmacocinético diferente ya que la composicidn y la funcionalidad del
organismo pueden ser distintas en ambos casos, por lo cual es necesario la realizacion de estudios

para evaluar si existen esas diferencias,

Existen pocos estudios del comportamiento farmacocinético de los medicamentos cuando
se administran a poblaciones desnutridas, por lo que es importante realizar estos estudios sobre
todo, cuando se trata de farmacos que se metabolizan via CYP, complejo enzimético que sufre

algunos cambios en condiciones de desnutricién.
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CAPITULO IV, HIPOTESIS

Debido a las caracteristicas de los organismos cuando presentan desnutricién de tercer
grado, existiran diferencias impottantes en las concentraciones sanguineas de nimesulide en el

grupo de ratas control y el grupo de ratas desnutridas.
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CAPITULO V. DISENO Y VALIDACION DEL METODO

ANALITICO

V.1 PARAMETROS DE VALIDACION.

Para la realizacién de estudios farmacocinéticos es necesario contar con métodos lo
suficientemente sensibles, de tal forma que nos permitan cuantificar adecuadamente las
concentraciones del farmaco en el fluido biolégico. Actualmente existen diversas técnicas para
realizar estas cuantificaciones como son la cromatografia de liquidos de alta resclucion (CLAR),

la cromatografia de gases, el radioinmunoanalisis ¥ los métodos microbiologicos, entre otros.

Actualmente ia técnica mas utilizada es la CLAR debido a que es muy selectiva y capaz
de separar el compuesto de interés de metabolitos u otras sustancias, ademds de que se puede

cuantificar la mayoria de los farmacos.

Por las caracteristicas de las columnas que se utilizan en la técnica CLAR, se requiere
realizar procesos de semipurificacion del fluido biolégico, estos procesos tienen la finalidad de
eliminar las sustancias que dafian las columnas empleadas para la separacién de los compuestos y
asi tener una matriz lo mas pura posible que permita cuantificar de manera precisa y exacta las

concentraciones de las sustancias de interés.

Los procesos de semipurificacion de las muestras pueden ser tan simples como la

precipitacién de proteinas hasta procesos de cromatografia en cartuchos.
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Independientemente de la técnica utilizada para la cuantificacion de los farmacos es
necesario que ésta sea previamente validada, para que ast los resultados obtenidos sean

confiables, por lo que existen ciertos criterios de validacion, los cuales se dividen en dos partes.

1) Lawvahdacién que se realiza durante el montaje del método analitico y
2) La validacion que se lleva a cabo como evaluacién de la calidad del método durante la

determinacidn de fas muestras provenientes del sujeto de estudio (NOM-177-SSA1- 1998),

La validacion previa al estudio comprende la evaluacion de varios pardmetros: selectividad,
intervalo de calibracion y linealidad, precisidn y exactitud intra e interdias, recuperacién, limite

de cuantificacién v limite de deteccion.

V.1.1 Selectividad. Este pardmetro determina s1 el método es capaz de separar al
compuesto de interés, con respecto a otras sustancias, ya sean exdgenas o enddgenas que puedan
interferir con la cuantificacién def mismo. Para ello se colecta la matriz biologica proveniente de
seis sujetos distintos y se somete al procese de semipurificacién para después analizarse por el
método correspondiente. No debe existir ninguna sefial que interfiera con la cuantificacién del

compuesto de interés.

V.1.2 Intervalo de Validacion. Es el rango de concentraciones que s& emplean para
validar el método analitico. Este intervalo se determma de acuerdo a las concentraciones
esperadas en el estudio farmacocinético, en funciér de la dosis def farmaco que se administre, es
importante definir este intervalo al inicio del montaje del método analitico, en virtud de que todas

las validaciones se realizan dentro de este intervalo.
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V.1.3 Linealidad. La linealidad se define como la relacion matematica existente entre la
concentracion a evaluar con respecto a la respuesta observada. Esta respuesta puede ser la
absorcién de luz ultravioleta, la emision de fluorescencia, la genmeracidén de una corriente
eléctrica, etc. En la mayoria de los casos la relacién matematica que se sigue entre la
concentracién y la respuesta es la ecuacién de una recta (de ahi el termino linealidad). Sin
emb‘a.rgo, en algunas ocasiones come en el caso del radiommunoanalisis, la relacion no es recta,
pero estd bien descrita por una ecuacién determinada. Es indispensable que la linealidad se
evalie en todo el intervalo de concentraciones que se determinarin (intervalo de validacidn), ya
que en funcion de la ecuacidn obtenida en la curva de calibracién se realiza la cuantificacion de
las concentraciones por interpolacién. El niimero de estandares requeridos en vahdacién para
definir la ecuacién de la curva cahibracién dependera del rango de concentraciones a evaluar y de
las caracteristicas de la respuesta del detector en functon de la concentracion, pero en general se

recomienda que sean al menos cinco puntos.

V.1.4 Exactitud. Se define como la concordancia de los wvalores obtenidos con los
reales. Este parametro se evalia mediante la adicién de concentraciones conocidas del firmaco a
analizar y se determina el valor que se obtiene con el método analitico. Se recomienda que se
realice en un mismo dia ¥ en dias distintos. En general, cuando se evalia en un mismo dia es
recomendable que se realice al menos por quintuplicado en tres diferentes concentraciones (una
baja, una intermedia y una alta) todas dentro del intervalo de validacién del método.
Adicionalmente para la evaluacién entre dias, se recomienda que se realicen a las mismas
concentracio;les que las usadas para la evaluacion de un mismo dia, pero en este caso,se realiza al

menos por duplicado para cada uma de las concentraciones en al menos tres dias distintos. Se
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recomienda que la exactitud del método sea de + 15% del valor tedrico de la concentracion, es
decir, se tolera obtener conceniraciones medidas entre 85 y 115% del valor tedrico. Sin embargo
esta tolerancia se puede ampliar a £20% en el caso del limite de cuantificacién del método, En el
caso del radicinmunoanalisis, se recomienda que el valor promedio medido esté dentro de un
+20% del valor tedrico en todos los puntos de evaluacion con excepcidn del limite de

cuantificacién, en el que se tolera que esté dentro de un £25% del valor tedrico.

V.1.5 Precision. Este parametro nos indica que tan variable es el método tanto en un
mismo dia de anilisis como en distintos dias. Este pardmetro se calcula basandose en la
desviacién estandar relativa (coeficiente de wvariacién) que rtesulta de dividir la desviacién
esténdar del método entre el valor de la media obtenida, todo ello multiplicado por 100 para
expresarlo como porcentaje. Al igual que en el caso de la exactitud, se recomienda la evaluacién
de este parAmetro en un mismo dia y en distintos dias. Cuando se evalda en un mismo dia se
recomienda que se realice por quintupficado en tres diferentes concentraciones (las mismas
empleadas en la exactitud} todas deniro del intervalo de cahibracién. Para la evaluacién en dias
diferentes, se recomienda que se realice a las mismas concentraciones que las usadas en la
evaluacidén en un mismo dia, pero en este caso se realiza al menos por duplicado para cada una de
las concentraciones durante tres dfas distntos. Se recomienda un coeficiente de variacién en
ambos casos mener al 15%, con excepcién de que en el limite de cuantificacion se tolera hasta un
20%. Al igual que en la exactitud, en el caso de radioinmunoanalisis, también se dan tolerancias
més amplias, ya que se pide que el coeficiente de vanacion para todas las concentraciones sea de

hasta el 20% v en el limite de cuantificacién se amplia a 25% (NOM-177-8SA1-1998).

32



DISENQ ¥ VALIDACION DEL METODO ANALITICO

V.16 Recuperacién. Las muestras bioldgicas a analizar deben de ser sometidas a
procesos de semipurificacién, durante estos procesos es factible que se pierda farmaco, debido a
ello, es importante que se evaltie la recuperacién del compuesto a analizar. En general, se tolera
que la recuperacién del firmaco durante el proceso analitico completo pueda ser menor del
100%, pero se recomienda que sea reproducible en todas las concentraciones que corresponden al

rango de validacion.

V.1.7 Limite de cuantificacién. Bste corresponde al estindar mas pequefio que puede
ser medido de una manera fidedigna y que cumple con los criterios de exactitud y precision antes
descritos. Es muy importante conocer este valor, ya que toda concentracién que se encuentre por
debajo de este limite no puede ser utilizada en ¢l andlisis farmacocinético y estadistico, ya que
todo valer inferior a éste no es cuantificado adecuadamente. Dicho de otra forma, el punto mas
bajo de la curva que retne Jos requisitos de exactitud y precisién es la concentracidn minima

cuantificable.

V.1.8 Limite de deteccion. Es la concentracién minima cuya sefial puede distinguirse
del ruido de fondo. Este parametro es informativo acerca de la sensibilidad del método v en un
momento dado, hasta que concentracién es factible poder establecer la validacién del método. Es
recomendable realizar un reporte que proporcione este parametro, solamente con propdsitos
informativos v se considera mas importante el limite de cuantificacion con respecto al limite de

deteccion.

Existen otros parametros deseables a evaluar tales como la robustez y la telerancia que

dependiendo del uso del método validado son o no necesarios. Estos dos parametros indican si
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cambios pequefios en las caracteristicas analiticas pueden tener consecuencias significativas en la
cuantificacién de los compuestos. Como es deseable que durante log estudios de comparacion de
biodispenibilidad no se modifiquen las condiciones analiticas, no es tan importante fa evaluacién

de estos pardmetros.

V.1.9 Seguimiento durante el estudio. Para corroborar que el método no ha cambiado
sus caracteristicas, es fundamental realizar la evaluacion del método durante el anslisis de las
muestras del estudio a realizar (farmacocinético o de biodisponibilidad) y los pardmetros a

evaluar son la selectividad, el intervalo de validacidn, la linealidad, la exactitud y la precision.

V.1.10 Selectividad. En este caso se evalia con las muestras bioldgicas libres de
firmacos (muestra al tiempo 0) de los sujetos de estudio. Se verifica que no aparezcan sefiales

que puedan interferir con la cuantificacion del o de los compuestos de interés.

V.1.11 Intervalo de la curva calibracion y linealidad. Durante el seguimiento dei
comportamiento del método en el estudio, se sugiere verificar que el intervalo de la curva de
calibracion sea adecuado en funcién de las concentraciones obtenida en el estudic
farmacocinético; es decir, se revisa que fa calibracidn abarque todas las concentraciones que se
determinen; es recomendable que cada diz de trabajo se realice una curva de calibracion igual a la
realizada en la validacién previa al estudio y que ia cuantificacién de los compuestos de interés se

determine por interpolacion con esa curva.

V.1.12 Exactitud y precisién. Estas se evaltan por duplicado a tres niveles de

concentraciones (baja, intermedia y alta con respecto a la curva de calibracién, pero dentro de
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. este intervalo), es deseable que estas concentraciones sean las mismas empleadas en los analisis

inferdias. Los criterios de aceptacion son iguales a la validacion previa al estudio, adicionalmente
estas muestras sirven comeo control de calidad para evaluar si el trabajo realizado en ese dia fue
adecuado. En general, se acepta que de las seis concentraciones evaluadas, al menos cuatro de
ellas deben de estar dentro de un rango de £20% del valor tedrico nominal. Se permite que dos de

ellas se salgan de esta tolerancia, sin embargo, estas dos no deben ser de la misma concentracién.

V.1.13 Adecuacion del sistema, Al inicio de cada dia de rabayo es fundamental r‘evisar
que ¢l equipo esté funcionando adecuadamente, Debido a ello, se corren algunas rutinas para
establecer si el equipo ha cambiado o no su comportamiento normal. Es indispensable que el
equipo funcione cotrectamente antes de realizar el andlisis de las muestras en cada uno de los
diferentes dias de trabajo. Cualquier anomalia en el funcionamiento se debe corregir antes de

analizar las muestras.
V.2 CONDICIONES PARA DETERMINAR EL NIMESULIDE.

En la actualidad ya existen algunos reportes de la determinacidn del nimesulide en
muesiras de plasma y orina de 1 mL.  Entre los métodos descritos para la determinacion de
nimesulide se encuentran los reportades por Castoldi y cols (1988) v Pulkkinen y cols (1991).
Castold: realizé una doble extraccién con benceno y Pulkkinen realizé una doble extraccion con
benceno y tolueno. En la técmca de Castold: tanto la solucidn del mmesulide, su metabolito y el
estindar interno {tolbutamida) fueron disueltos en metanol. La téenica de extraccién la realizd en
1 mL de plasma a la que le agregd 10 uL del estindar interno tolbutamida (2.5 pg/10 mL). Se

acidificé con HCl concentrado a pH=1. La exiraccién la realizd con benceno por doble
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extraccién, se centrifugd por 10 minutos, se separd la capa organica y se evapord bajo corriente
de nitrégeno y calentamiento, se resuspendid el residuo seco en 200 pl. de fase mévil y
finalmente se transfirid a un vial y se inyectaron al sistema cromatografico de manera automatica
5 L. El sistema cromatogrifico fue una bomba 510, un detector de longitud de onda variable
modelo 4990, la longitud de onda fue de 230 nm, inyector automatico 710, columna de fase
inversa Cis (30 cm x 4.6 mm y 10 pm de tamafic de particula). La fase mévil estuvo compuesta
de una solucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH=5 y metanol en una proporcidn 50%-50%,
v/v a un flujo de 1 mL/min y a una temperatura de 25°C.

Debido a lo tedioso de estos métodos, al tiempo prolongado de procesamientio de las
muestras y a la cantidad de muestra necesraria para la cuantificacion del nimesulide, se decidié
disefiar un nuevo método para determinar este compuesto en 100 pL de sangre; ya que en los
métodos antes mencionados determinan el nimesulide en muestras de | mL de plasma u orina; y
nuestra necesidad. metodologica fue determinarlo en un volumen menor. Por lo antes
mencionado, se decidié desarrollar un método diferente a los ya reportados, el cual se validé
antes de ser utilizado para la cuantificacion de las muestras sanguineas de nimesulide de las ratas

que se utilizaron en este estudio.
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V.3 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES.

La sclucién inicial se prepard disolviendo el nimesulide y la indometacina (estandar
interno, E.L) en metanol, a una concentracion de 1 mg/ml., a partir de ella se realizaron las
diluciones necesarias para los puntos que conformaron la curva de calibracién, utilizando como
solvente la fase movil, F.M. (42% acetonitrilo y 58% de amortiguador de fosfato de potasio
monobasico 0.05 M apH = 5).

V.3.1 PREPARACION DE LA SOLUCION AMORTIGUADORA.

Se pesaron 6.8 g de KH2PQ4 y se disolvieren en 1 L de Hz0, teniendo asi una solucion
0.05 M, a esta solucién amortiguadora se le reguld el pH a 5 con KOH concentrado y asi se
utilizd para la preparacidn de la fase movil.

V.3.2 PREPARACION DEL AMORTIGUADOR DE FOSFATOS.

Esta solucion se prepard de la misma forma que la anterior pere su pH se regulé a 7.4

V.3.3 PREPARACION DEL HCI 1IN.

Se ponen 9.82 mL de HCl v se llevan a 106 mL con H20 en un matraz aforado.
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V.4 PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION.

En uﬁ tubo cénico de rosca de 15 mL se colocaron 100 ul de sangre adicionando 400 pL
de amortiguador de fosfatos pH=7.4. Posteriormente se adicionaron 200 pL de EL
{(indometacina} de una concentracién de 10 pg/mL. Las muestras se acidificaron con 100 pL de
HCI IN, se les adicionaron 6 mL de éter etilico come solvente, los tubos se agitaron en vortex y

-posteriormente las muestras fueron centrifugadas. Se separé la fase orgdnica y se colocéd en un
tubo cédnico de boca ancha, para que finalmente se evaporara a baiio marfa entre 45-50°C bajo
corriente de nitrégeno. Los extractos secos se reconstituyeron con 200 pL de fase mévil v se

inyectaron 100 pL al sistema cromatogrifico.

V.5 SISTEMA CROMATOGRAFICO.

Se utilizod un cromatégrafo Waters, formado por una Bomba 501, un detector de longitud
de onda variable Modelo 484, un inyector Rheodyne 77251 de asa de 100 pL y un Registrador
Servogor modele 120. La separacion de los compuestos se llevd a cabo en una Columna de fase
inversa Symmetry Cg (150 mm x 3.9 mm) eluida con una fase mévil constituida por una mezcla
de solucidn amortiguadora de fosfatos 0.05 M, pH=5 y acetonitrilo v/v (52: 48), respectivamente.
La velocidad de flujo fue de 1.8 mL/min. La deteccidn se realizd por UV a una longitud de onda
de 290 nm. La cuantificacién se realizd por la relacion de alturas del nimesulide y el estdndar

interno.



DISENO Y VALIDACION DEL METODO ANALITICO

V.6 VALIDACION DEL METODO.

-La validacion del método se realizé por la adicién de concentraciones conocidas de
nimesulide ¢ indometacina de muestras de sangre de rata libre de ambos compuestos y estas

muestras fueron extraidas como se explico en la seccion V.4,

Para determinar la linealidad del método se prepararon curvas patrén en el rango de
concentraciones de 0.2 a 5 pg/mL. La concentracidn de estdndar interno fue de 10 pg/mL. El
cdlculo de la concentracidn real se determind por la relacién de alturas del nimesulide y el

estindar interno.

V.7 RESULTADOS

En la figura 4 se pueden observar los cromatogramas tipicos obtenidos después de la
inyeccion sanguinea de extractos en el sistema cromatografico. Los tiempos de retencién de la
indometacina (estandar interno) y del nimesulide fuercn de 4.2 y 8.2 minutos, respectivamente.
En el panel (A) se tiene fa extraccion de sangre de rata libre de nimesulide y estdndar interno
(blanco) y se puede apreciar que no existe ningin otro pico que interfiera con los compuestos de
interés. En el panel (B) se tiene una extraccién a la que se le agregaron éoncentraciones
conocidas del E.I. y nimesulide, se observan los picos caracteristicos de estos compuestos a los

tiempos de retenciéon de 4.2 min y a fos 8.2 min, respectivamente. Finalmente, en el panel (C) se
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observa la inyeccidon de una muestra de rata ya extraida v a la cual se le administrd el nimesulide
por via oral v en el proceso de extraccion se le agregd una concentracién conocida de E.L
{indometacina de 10 pg/mL), presentindose también en este caso los picos caracteristicos para
cada uno de ios compuestos. En la figura 5 se observa la relacion lineal entre la altura de los
picos cromatograficos del nimesulide y el estandar interno; el rango de concentraciones fie 0.2 v

5 pg/mL y se obtuvo un valor de 1=0.9995.

La recuperacion del nimesulide v el estindar interno de las muestras sanguineas fue
similar y estuvo dentro de un rango del 90-100%, estos valores se obtuvieren al comparar la
altura de los picos cromatogrificos de las extracciones sanguineas con su respectiva solucidn

estandar.

Se evalud la variabihidad interdia e intradia también y los valores de exactitud y precisién
se obtuvieron por analisis de sextuplicados de muestras de sangre libres de farmaco a las cuales
se les agregaron las siguientes concentraciones de nimesulide .45, 1.5 y 4 pg/mL lo cual esta
representado en la tabla 2; en el andlisis de los datos podemos observar que tanio para la
variabilidad intra como inter individual no existen coeficientes de variacidn superiores al 12% y
la exactitud se encuentra dentro de un rango de 94.8 al 111.7%, lo que demuestra que el método
puede ser utilizado para los fines que se realizé y el limite de deteccidn del método fue de 40

ng/mlL.
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TABLA 2.
EXACTITUD Y PRECISION DEL METODO PARA LA DETERMINACION DE
NIMESULIDE.

Concentracion Relaciones de Concentracion Exactitud Coeficiente de
agregada altura determinada (%) variacién (%)
(ug/mL) (N/EX) (ng/nL)

Intradia
0.45 0.3226 £ 0.0038 0.42 £ 0.005 94.8 2.9
1.5 1.1146 = 0.0340 1.67+0.051 111.7 6.8
4.0 2.8190 & 0.1396 436+0216 109.2 11.0
Interdia
0.45 0.3353 £0.0160 0.44 £0.021 98.7 S8
1.5 1.0956 £ (.0374 1.64 £0.056 109.4 6.9
4.0 2.6353 £ 0.1573 407 +0.243 101.9 11.9

Los datos se expresan como la media (n=6) + E.E.

V.8 DISCUSION

En los resultados se observa que la técnica para la determinacién del nimesulide requiere
una cantidad mas pequefia de muestra (100 pL. de sangre) que en otras téenicas ya existentes en la
hiteratura (Putkinen, 1987 y Castoldi y cols, 1988) Esto es muy importante en los estudios
farmacocinéticos en especies pequefias por la cantidad de muestras que se tienen que tomar, con
esta técnica es necesario una sola extraccidn con éter etilico, v por lo tanto se pueden manipular
mayor nimero de muestras por dia reduciendo asi el tiempo de extraccion (las técnicas ya
reportadas realizan 2 0 mas extracciones). Ademds de los beneficios ya mencionados, esta téenica

cuenta con los lineamientos de validacién que actualmente se exigen.
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En la figura 4 se observa que se tienen picos bien definidos y afilados tanto para el
nimesulide como para el estandar interno (indometacina), con tiempos de retencion de 4.2
minutos para el estandar intemo y de 8.2 minutos para nimesulide, mostrandose también que en
la muestra blanco no existe mnguna impureza de la matriz biolégica que interfiera con los picos

de interés.

El método es lineat en el intervalo de concentracion de 0,2 a 5 pg/ml. como se cbserva en
fa figura 5. El coeficiente de correlacién minimo aceptable debe ser mayor a 0.99 seglin la NOM-
177-SSA1-1998 y en este estudio ef coeficiente de correlacidn fue de 0.9995 con coeficientes de
variacién en todos los casos menores al 15%. En la evaluacién de fa vanabilidad intra e interdia
se obtuvieron coeficientes de variacién entre 2.9 v 11,9% con valores de exactitud desde 94.8%
hasta 111.7%. Por lo tanto, todos los datos obtenidos para la validacion del método analitico se

encuentran dentro de los limites aceptables (NOM-177-S5A1-1998).

Con este criterto se valido el método empleado en este trabajo por lo que su uso garantiza
que 1a cuantificacion del nimesulide es precisa siempre y cuando se cumpla con estos parmetros
de validacién y se verifique su funcionalidad corriendo diariamente una curva de calibracién y

duplicados de los controles de calidad.
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FIGURA 4
Cromatogramas tipicos del nimesulide resultado de la inyeccién de una extraccion de sangre al
sistema cromatografico. A) Extraccién de sangre libre de firmaco (blanco), B) Pico obtenido al
inyectar una extraccién de sangre de 1 ug/ml de estindar intemno (1) o nimesulide (2), y C)
Extraccion de una muestra de sangre obtenida de una rata 12 h después de la administracién oral

de 10 mg/kg de nimesulide.
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FIGURA 5

Curva de calibracién del método para ia determinacién del nimesulide en muestras de sangre
total, establecido en un rango de concentractones de 0.2 a 5 pg/mL. Estos datos se expresan

como el promedio de 6 determinaciones * E.E.
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CAPITULO V1. EVALUACION DE LAS
CONCENTRACIONES SANGUINEAS DEL NIMESULIDE EN

RATAS CONTROL Y DESNUTRIDAS.

Entre los muchos factores que pueden cambiar ¢l comportamiento farmacecinético de os
medicamentos se encuentra la desnutricién, por lo que uno de los objetivos de este trabajo de
investigacién es establecer si las concentraciones sanguineas del nimesulide se modifican en ratas

con desnutricién de tercer grado cuando se comparan con su grupo control.

En el primer capitulo se establecieron los conceptos de desnutricién, asi como las
evidencias de firmacos que han cambiado su farmacocinética en estados de desnutricidn, en el
capitulo ¢inco se explicd la técnica con la que se cuantificé el nimesulide en sangre y se demostrd
que ¢l método es confiable para realizar el estudio de las concentraciones sanguineas del mismo.
En este capituio se expondrén las condiciones bajo las cuales se llev al cabo esta investigacion
desde el disefio del experimento, tipo de poblacion, téenica de canulacidn en las ratas, tiempos de
muestreo, condiciones de alimentacién y tipo de alimento; ast como el analisis farmacocinético y

estadistico de los datos.



EVALUACION DE LAS CONCENTRACIONES SANGUINEAS

VI.1 MATERIAL Y METODOS

VI.1.1 POBLACION

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 45 dias de nacidas las cuales se parearon
por edad y peso al nacimiento y se construyeron dos grupos. El grupo A consistid en ratas
normales con respecto a su edad y peso y estuvo conformado por 24 ratas las cuales se dividieron
en 3 grupos, al grupo 1 se le administrd una dosis oral de ntmesulide de 5 mg/kg, al grupo 2 se le
administrd la dosis de 10 mg/'kg v al grupo 3 se le administrd la dosis superior de 20 mg/kg esto
con ¢l objetivo de establecer si existe proporcionalidad en la farmacocinética det mimesulide en
ratas Wistar ya que en la literatura no hay evidencias reportadas al respecto.

El grupo B estuvo compuesto por las 8 ratas con desnutricion de tercer grado a las cuales

se les administrd una dosis oral de nimesulide de 10 mg/kg.

VI.1.2 TECNICA DE CANULACION DE LA ARTERIA CAUDAL DE LA RATA.

Con el fin de poder tomar muestras sanguineas a diferentes intervalos de tiempo en
las ratas, se procedid a canular ia arteria caudal de la siguiente forma: se pesaron las ratas, se
calculs la dosis de anestésico i.m., (rompin y ketamina) a una dosis de 3 mg/kg v 35 mg/kg
de peso, respectivamente, Una vez anestesiada la rata, se fijé en fa plancha quinirgica con
tela adhesiva en las patas y en posicidn boca arriba, se limpid ia parte de la cola en donde se
realizd la incision, se expuso la arteria caudal con ayuda de pinzas quirirgicas y se colocaron
2 hilos, une en la parte superior y el otro en la parte inferior del jugar donde se colocd la

canula (una combinacion de PE-10 y PE-50) de acuerdo a lo descrito por Granados-Soto y
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- cols, 1995, Se realizd una incision parcial en la arteria y se introdujo la canula, se fijo con los
hilos previamente colocados y finalmente, se revisd que estuviera permeable. Una vez
terminado el proceso de canulacién, se dejo a la rata recuperarse de la anestesia y después se
tomé la primera muestra correspondiente al tiempo 0 (blance) e inmediatamente se

administrd el mmesulide por via oral.

VL2 DISENO EXPERIMENTAL.

El trabajo experimental se dividié en dos partes

[.- Curso temporal de las concentraciones sanguineas del nimesulide en ratas
control. Un conjunto de 24 ratas se dividioé en 3 grupos de 8 ratas cada uno, las cuales tuvieron
un peso promedio de 285 g. El grupe 1 recibié una dosis imica de 5 mg/kg de nimesulide por via
oral a través de una sonda orogastrica, el grupo 2 recibié la dosis de 10 mg/kg v el grupo 3
recibid la dosts de 20 mg/kg. Las rafas de este grupo recibieron el alimento que normalmente

consumen en el bioterio y tanto el alimento como el agua fueron “ad fibitum " {Figura 6).

II.- Curso temporal de las concentraciones sanguineas del nimesulide en ratas
desnuiridas. Un conjunto de 8 ratas sometidas a una alimentacidn especial para gue pierdan peso
y al alcanzar un déficit de éste igual 0 mayor al 40% con respecto a sus controles (Figura 6), se

canularon y se les administré el nimesulide a una dosis de 10 mg/kg.

Estas ratas tuvieron un peso promedio de 170 g y fueron alimentadas de manera especial

con alimento preparado en el LN.P. ¢l cual se especifica en la tabla 3.
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La toma de muestras para todos los grupos de ratas fue el mismo, se tomaron 200 uL de
sangre de la arteria caudal (previamente canulada) al tiempo O antes de la admimstracién del
farmaco, a los 10, 20, 30 v 45 minutos v a las 1.0, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8 ¥ 12 h después de la
administracién del nimesulide. Las muestras de sangre se almacenaron en un congelador a

-20°C hasta su posterior analisis por CLAR de acuerdo en lo descrito en el capitulo V.
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45 DIAS

RATAS WISTAR DE ’

RATA CTRL = A 1 RATA DN =B

ALIMENTO TIPICO Y AGUA ALIMENTO BAJO EN
“AD LIBITUM” PROTEINAS Y AGUA CON
VITAMINAS
“AD LIBITUM”

CONTROL DE PESO

PESO AES

40% =z PESO B

<>

SE CANULAN AMBAS
RATAS Y SE INICIA EL
EXPERIMENTO.

FIGURA 6
Esquema del disefio experimental utilizado para la evaluacion de los niveles plasmaticos de

mmesulide en ratas control (A) y desnutridas (B).
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VL 2.1 CONDICIONES DE ALIMENTACION PARA LOS DOS GRUPOS DE

RATAS.

Las ratas del grupo A se alimentaron “Ad libitum”, con alimento especial para ratas y
también bebieron agua “Ad libitum”. El grupo de ratas desnutridas se alimentaron con una
dieta especial baja en proteinas y en el agua se les adiciond vitaminas y bebieron el agua “ad
libitum”. Este tipo de alimentacién se les dio a partir de los 45 dias de nacidas para que al
momento de alcanzar la desnutricion de tercer grado tuvieran un peso aproximado de 170 g

de tal manera que soportaran el tiempo de ayuno y las tomas de muestras durante 12 b

Para determinar el momento de la desnutricién severa se llevo al cabo el control de peso
diario y curvas de crecimiento para cada una de las ratas; en el momento que el grupo de ratas
desnutndas presentd un déficit de peso del 40% o mayor se considerd como una desnuiricién de

tercer grado v fue entonces cuando se inicid el estudio farmacocinético, (Figura 7).

30



PESO (g)

EVALUACION DE LAS CONCENTRACIONES SANGUINEAS

300

250 —

200

150 -

I [ I ! i I T

0 5 10 15 20 25 30 35
TIEMPO (dias)

FIGURA 7

Evelucién temporal del peso de las ratas alimentadas con una dieta convencional (@) y

aquellas que se les dio una dieta bipoprotéica para provocarles Ia desnutricion (A). Los

datos se sxpresan coma el promedio + el error estandar.
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VL2.2 COMPOSICION DEL ALIMENTO PARA DESNUTRIR A LAS

RATAS.

El alimento utilizado para desnuirir a las ratas se prepard en las instalaciones de
mvestigacion del LN.P. en el que gran parte de la purina fue reemplazada por almidén y por
salvado, es decir, un gran contenido de carbohidratos y fibra. En la tabla 3 se muestra el
contenido exacto de los diferentes componentes; ademas es necesario mencionar que ef alimento
utilizade para la alimentacion normal en las ratas es purina la cual tiene un contenido balanceado
de proteinas, carbohidratos, minerales y vitaminas, lo que permite una adecuada nutricién de las

ratas.

TABLA 3.

Contenido del alimento que se utilizé para producir la desnutricidn en las ratas.

Contenido alimenticio Propercién (%) Peso {(g), 500 g de masa
Purina 3.93 19.65
Almidén 58.44 292.20
Salvado 37.53 187.65
Minerales 0.10 0.50

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

A
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VI3 ANALISIS FARMACOCINETICO.

El analisis farmacocinético se realizd mediante un método no compartimental. Se
graficaron las curvas individuales y de las gréficas se obtuvieron la Cmax ¥ tmax. El ABC se
obtuve por el método de los trapezoides (Rowland y Tozer, 1989). Todo el andlisis
farmacocinético se realizd ufilizando el programa WinNonkin Professional (Pharsight,

Corporation, CA, EUA).

V1.4 ANALISIS ESTADISTICO

La evaluacion de Ia proporcionalidad en los pardmetros farmacocinéticos con respecto a
la dosis se evalud por analisis de varianza seguida de una prueba de Tukey.

Con el fin de determinar si existen diferencias significativas entre el grupo de ratas
control y desnutridas, se realizé la prueba t de Student para datos no pareados para ABC y Cmax.

La ty.y e compard mediante una prueba de U de Mann-Whitney.
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VL5 RESULTADOS

VIL.5.1 FARMACOCINETICA DE NIMESULIDE EN RATAS CONTROLES

En esta parte del trabajo se evalud el curse temporal del nimesulide a tres dosis diferentes
(5, 10 ¥ 20 mg/kg) con un comportamiento cinético muy similar entre los grupos, esto lo
podemos observar en la figura 8. En 1a tabla 4 se muestran los parametros farmacocinéticos de las
tres dosis adminisiradas y para establecer si la farmacocinética del nimesulide es lineal podemos
apreciar en la figura 9 que a las tres dosis evaluadas no se presentaron cambios significativos al
comparar ABC/Dosis VS Dosis administrada, aunque se observa un ligero incremento para la

dosis de 5 mg/kg; sin embargo en la comparacidn de Cmax/Dosis VS Dosis administrada, la

dosis de 5 mg/kg presentd diferencias significativas con respecto a las dosis de 10 y 20 mg/kg.

TABLA 4
Pardmetros de biodisponibilidad del nimesulide a 3 dosis diferentes.
Dosis (mg/kg) | Taax (h) | Cmax (ug/mE) | ABC (mg/L*h)
5 633+14 095+0.1 577+0.8
10 525+1.0 118+ 0.2 864+12
20 6.67 £ 0.4 2.19+02 16.80+1.1

Estos datos se expresan como la media de una n=8 + E.E.

" TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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NIMESULIDE (ugfmL)

TIEMPO (h)

FIGURA 8

Concentraciones sanguineas del nimesulide administrado por via oral a tres dosis diferentes, A 5

mgkg, m 10 mg/kg y @ 20mg/kg expresado por ¢l promedio de 8 ratas para cada dosis * el error

estandar.
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FIGURA 9

Comparacién de los pardmetros Cmax y ABC normalizados por la dosis para establecer si la
farmacocinética del nimesulide es lineal. Los datos se expresan como el promedio de 8 ratas + el

error estandar.
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Una vez evaluada la farmacocinética del nimesulide en ratas normales se procedié a
evaluarla en ratas desnutridas. La comparacién def comportamiento farmacocinético del
nimesuiide a la dosis de 10 mg/kg en ratas control contra ratas desnutridas se observa en la figura
10, en esta figura se ven disminuciones en las concentraciones sanguineas de nimesulide en las
ratas desnutridas y cierta tendencia de aumento en ¢l tmax pero sin alcanzar diferencias
significativas con ninguna de las pruebas con que fueron evaluadas (t de Student y U de

Mann-Whitney), los parimetros obtenidos en ambos casos los podemeos ver en la tabla 5.

TABLA S

Parametros obtenidos de las ratas control vs desnutridas.

Grupo Tmax (h) Cmax (pg/mL) ARBC (mg/L*h) 1
Controles 525+1.03 1.18+1.03 8.64+1.19
Desnutridas 7.48+1.09 1.03 £0.10 827 +0.85

Estos valores se expresan como la media de n=8 + E.E., la dosis oral administrada fue de 10

mg/kg v el ABC esté calculadade Gal2h,

TESIS CON | .
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r e
1.4

Concentracion (ug/mL
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FIGURA 10
Curso temporal de las concentraciones sanguineas del nimesulide a la dosis de 10 mg/kg (via
oral) del grupo control # vs el grupe desnutrido A . Los datos se expresan como el promedio de

8 ratas £ el error estandar.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

58




EVALUACION DE LAS CONCENTRACIONES SANGUINEAS

VL6 DISCUSION

VI.6.1 CONCENTRACIONES SANGUiNEAS DEL NIMESULIDE EN RATAS

NORMALES A TRES DOSIS DIFERENTES

En la actualidad no existe ningiin reporte en donde se haya realizado un estudio del
nimesulide en ratas con fines farmacocinéticos. Sin embargo, si se han realizado algunos estudios
en esta especie con otros fines, como es ¢l caso de un estudio en donde se observa la selectividad
del nimesulide sobre la ciclooxigenasa—2, la dosis que utilizaron en este experimento fue la de 10
mgikg 2 veces al dia via intragastrica (Karmeli, 2000) v la dosis que nosotros utilizamos fue la
misma pero la usamos como dosis tnica por kg de peso de la rata y adicionalmente evaluamos las
dosis de 5 y 20 mg/kg; por lo tanto es éste el primer estudio de farmacocinética del nimesulide

en ratas.

El estudio de las concentraciones sanguineas en las ratas a las que se les administrd el
firmaco a diferentes dosis (5, 10 y 20 mg/kg) muestra una tendencia de comportamiento similar;
sin embargo, para establecer si el comportamiento farmacocinético del nimesulide era lineal a las
ires dosis evaluada§ se compard el ABC/DOSIS VS DOSIS administrada y Cmax/DOSIS VS
DOSIS administrada y solamente hubo diferencias significativas para la dosis de 5 mg/kg con
respecto a las dosis de 10 y 20 mg/kg en la comparacién de Cmax/DOSIS VS DOSIS; lo cual
puede ser debido a la poca solubilidad del nimesuiiée ¥ que a la desis menor se haya solubilizado

mejor que a las dosis de 10 y 20 mg. Por lo anterior se cree que la absorcion del nimesulide pudo
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haber sido mejor para la dosis inferior ¥ por eso alcanzd una Cmax/DOSIS mayor a las otras dos

dosis evaluadas.

En este trabajo podemos ver una absorcion lenta del nimesulide tanto en el grupo control
como en el de las ratas desnutridas, lo cual creemos que se debe a una situacién farmacéutica de
solubilidad del compuesto ya que éste se administro suspendido en carboximetilcelulosa debido a
que es poco soluble en agua (Singla AK ¥ cols, 2000) por lo que es posible que por diferencia de
tamafio de las particulas, la solubilidad del nimesulide se haya dado poco a poco y por fo tanto
esto se reflejé en una absorcidn lenta. Sin embargo, no se puede descartar un posible proceso de
recirculacién enterohepdtica en las ratas a diferencia con los humanos, ya que el nimesulide en
humanos se elimina por heces del 17.9-36.2 % y en ratas la eliminacién por heces es de
aproximadamente el 68%. Esto indica gue hay una mayor excrecién del nimesulide ¥ sus
metabolitos por via biliar en ratas (Bernareggi, 1998). Aunque habitualmente los farmacos
administrados a ratas se metabolizan mds rédpido que en humanos, existen también las
excepciones como ¢s el caso de diclofenac (Torres-Lopez y cols, 1997) que en ratas presenta
recirculacion enterchepética y en humanos ne, por lo que la vida media en humanosesde 1-2hy

en ratas se prolonga hasta 16 h; lo que también pudo haber sucedido en este caso.

V1.6.2 CONCENTRACIONES SANGUINEAS DEL NIMESULIDE EN RATAS

DESNUTRIDAS.

Se ha estudiado ef comportamiento farmacocingtico de ofros medicamentos en individuos
con desnutricion en donde se han reportado cambios en algunos de los pardmetros

farmacocinéticos (Reghuram, 1981 y 1982; Krishnaswamy y cols, 1981; Shobha y cols, 1991;
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. Bolme y cols, 1995; Raj y cols, 1998 ¥ Touw, 1998). Sin embargo, también se han reportado
casos et donde la desnutricidén no da lugar a cambios farmacocinéticos, como es el caso de

estreptomicina (Prasad, 1978).

Con respecto al nimesulide no existe ningdn reporte que describa si existen diferencias
significativas con relacidon a la desnutricién; por lo que en este estudic se compararon las
concentraciones sanguineas del nimesulide entre un grupo de ratas desnutridas y su control,
observandose que éstas no presentan cambios significativos en los pardmetros evaluados al
administrarles una dosis de 10 mg/kg de peso. Sin embargo, es necesario tomar en cuenta que la
dosis administrada se corrigi6 per kg de peso, lo que hizo que las ratas desnutridas recibieran una
dosis total menor que la que recibieron las ratas controles; si no se hubiera administrado la dosis
corregida por kg de peso es posible que se hubieran podido observar concentraciones mayores en

las ratas desnutridas, aunque con esta correccion se pudo ver que no existen diferencias

significativas en los pardmetros evaluados.

Es evidente que en las ratas desnutridas no se puede observar la fase de caida del
nimesulide con la misma claridad que en las ratas controles, por lo que pudiera ser posible que al
menos alguno de los procesos farmacocinéticos esté modificado. El cernimiento de cual

caracteristica farmacocinética estd modificada se deberd de elucidar en un estudio posterior.

Se ha descrito que la desnutricién es un factor que puede modificar fa farmacocinética de
algunos compuestos como los que ya se han mencionado, sobre todo aquellos que se metabolizan
via CYP (Brosen, 1990; Neison, 1993), y la dieta probablemente representa la mayor ruta de

expresioén y desarrolio de los citocromos.
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El nimesulide se metaboliza principalmente por oxidacién por lo cual se esperaba
observar cambios en su metabolismo, los cuales no se expresaron claramente en ninguno de los
parametros farmagocinéticos analizados, pero sin embargo, en este estudio no fue posible medir
la Cl, que es el parimetro farmacocinético mas apropiado para el estudio del metabolismo de los

farmacos in vivo ya que la Cl mide la capacidad de eliminacién del farmaco del organismo.

Por otro lado, ¢l nimesulide tiene la propiedad de unirse importantemente a proteinas
plasmaticas v se ha descrito que en estado de desnutricion la albimina sérica se encuentra
disminuida; sin embargo, a la dosis de 10 mg/kg de peso de mmesulide no hay saturacién de las
proteinas (Bree F y cols, 1993), lo cual puede explicar que no existan cambics entre ambos

grupos en este estudio.

Por lo explicade en esta seccion se considera importante que en un futuro se realice un
estudio en el que el tiempo de muestreo sea mayor para asi poder discernir st realmente existen
cambios significativos debido a la desnutricidon expresados en los pardmetros de eliminacidn.
Ademés es mportarite mencionar que a la fecha no se conocen las isoenzimas del complejo CYP
que metabolizan el nimesulide, por todo esto es muy dificil llegar a concluir con este tnico

estudio si la desnutricién es un fenomenoe que afecta la farmacocinética del nimesulide o ne.
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CAPITULO VII. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados, el micrométodo de cromatografia de liquidos de alta
resolucion desarrollado es répido, sencillo y reproducible ademds cumple con los lineamientos de

validacion, presentando una correlacion de 0.9995 y un limite de deteccion de 40 ng/mL.

En la comparacién del ABC y Cmax normalizados por ia dosis, se presentaron solo
cambios significativos entre Ja Cmax para ta dosis de 5 mg/kg con respecto a las dosis de 10 y 20
mg'kg, lo cual se puede deber a los problemas de selubilidad que presenta el nimesulide 'por lo
que a dosis mayores, es mayor la dificultad de disolverlo, por lo tanto, tiene mayor problema de
absorcion y pudiera ser que por eso Jas concentraciones alcanzadas por las 2 dosis mayores sean

menores que en la dosis de 5 mg/kg.

En la comparacion de las concentraciones sanguineas al administrar el nimesulide a la
dosis de 10 mg/kg de peso por via oral a ratas control y ratas desnutridas no se observaron
diferencias significativas. El curso temporal del nimesulide parece no ser afectado por la

desnutricidn en las ratas Wistar. Sin embargo, no es posible descartar cambios.
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