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RESUMEN

Por la variabilidad y complejidad de los alimentos o los componentes de éstos, no es
posible hacer una prediccion del efecto sobre la biodisponibilidad de los medicamentos stn
estudiar especificamente el factor alimenticio y el tipo de farmaco en particular Uno de los
componentes més frecuentes de la dieta mexicana es el chile, cuyo agente pungente es la
capsaicina. La capsaicina produce un incremento en la secrecion géstrica, flujo sanguineo e
inhibicion de la motilidad gastrointestinal. El efecto del chile sobre la farmacocinética de
medicamentos se ha estudiado con la antipirina, el cual aumenta el ABC y la vida media de
climinacién En contraste, el chile disminuye significativamente la absorcion de la glucosa
v no altera la farmacocinética de fa teofilina y fa quinina.

El propésito del presente trabajo fue el estudio del efecto de la ingesta de chile sobre la
farmacocinética de la aspirina. Pimeramente se valido un método analitico por
cromatografia liquida de alta resolucion para cuantificar acido acetilsalicilico (AAS), dcido
salicilico (AS) y 4cido gentisico {AG) en muestras de sangre de rata

Para el estudio agudo se administraron 2 dosis de un extracto estandarizado de chile de 100
mg/ke y 300 mg/kg (equivalente a 10y 30 mg/kg de peso de capsaicina) por via oral a ratas
macho wistar de 200 a 250 g, simultincamente con una dosis de AAS de 20 mg/kg de peso.
Para el estudio cronico el extracto de chile fue administrado diariamente a las mismas dosis
como en el estudio agudo durante 4 semanas, al final de las cuales se administro una dnica
dosis de AAS de 20 mg/kg En cada estudio se incluyo un grupo control el cual fue tratado
con el vehiculo {carboximetilcelulosa 0.5%). Para cada tratamiento se tomaron muestras de
sangre durante 6 horas después de la administracion del AAS, las cuales fueron analizadas
por el método analitico validado previamente.

Los niveles plasmaticos de AAS y AS en cada tiempo fueron menores en los animales que
recibieron el extracto de chile tanto en el estudio agudo como en el cronico.

Para el caso del AAS se obtuve una disminucién drastica en la absorcion de éste al no
detectarse concentraciones sanguineas de AAS en los animales tratados con la dosis de 300
mg/ke del extracto de chile en el estudio agudo, y fue més evidente en el estudio crénico en
donde en ninguno de fos animales tratados con fa dosis de 160 mgfkg y 300 mgkg de
extracto de chile logra detectarse el AAS.

En tanto que para el AS el efecto de las dosis de 100 mg/kg y 300 mg/kg del extracto de
chile se presenta una disminucién en al ABC y Cracde manera dosis-dependiente, tanto en
el estudio agudo como en el cronico.

Los resultados obtenidos indican que la magnitud de la absorcién para el AAS y AS en
ratas es dismmuida por la ingestion aguda y crénica de un extracto de chile. Lo que puede
ser relevante para considerar las posibles implicaciones clinicas de la eficiencia de los
medicamentos en fa poblacién mexicana por el consumo de chile.



I. INFRODUCCION

El tipo y modo de alimentacion varia grandemente entre los individuos. Tales variaciones
pueden atribuirse a varios factores, incluyendo las preferencias por los alimentos, su
disponibilidad, controles dietéticos en un intento por llegar a ganar o perder peso,
variaciones de tipo estacional o religiosas o por razones terapéuticas. Estos factores
pueden tener algin efecto sobre la absorcion y farmacocinética de los medicamentos. Sin
embargo, este efecto es impredecible y estd en funcion de las propiedades fisicoquimicas
de! farmaco y del mecanismo por el cual se absorbe. El potencial de las interacciones
farmaco-alimento es tan grande que en la actualidad la Administracion de Farmacos y
Alimentos (FDA) de los Estados Unidos de Norteamérica, solicita que se realicen estudios
de la influencia de los alimentos como parte de Ia caracterizacién biofarmacéutica de los
medicamentos administrados por via oral, como un requisito para su registro (Gibaldi,
1991)

A pesar de la importancia creciente para conocer los efectos de los alimentos sobre la
absorcion y/o farmacocinéiica de los farmacos, como uno de los muchos controles que se
deben realizar a éstos, existe poca informacidn sobre lo que ocurre en nuestra poblacién, La
mayoria de los estudios referentes a la influencia de los alimentos en la absorcién de
medicamentos (Fagan,1987, Kappas ef al.,1979, Krishnaswamy, 1981; Brodie, 1980,
Chandier y Blouin,1990), se han realizado de acuerdo a condiciones y necesidades propias
del pais de origen, y cuyos resultados y conclusiones no necesariamente corresponden y

pueden ser extrapolables a las condiciones e idiosincrasia del pueblo mexicano.

Ante la poca disponibilidad de estudios descritos en la literatura sobre et efecto de los
alimentos y estado nutricional sobre la biodisponibilidad y farmacocinética de fairmacos,
en fa poblacién mexicana (Castafieda ef af 1992, Lares ef al , 1992), el propésito del

presente trabajo fue determinar la influencia del chile, (ingrediente usual en la dieta



mexicana) sobre la farmacocinética de la aspirina en ratas.

Primeramente se valido el método analitico para cuantificar de manera confiable los niveles

en sangre de acido acetilsalicilico (AAS), acido salicilico (AS) y acido gentisico (AG).

Posteriormente se realizé el estudio para obtener los parametros farmacocinéticos del AAS
y AS en ratas Wistar a las que se les administro por via oral una dosis de 20 mg/kg de
peso de AAS en presencia de un extracto estandarizado de chile a las dosis de 100 y 300
me/kg de peso junto con un grupo control al que solo se les administrd el vehiculo. El
estudio se realizo en forma aguda (una sola administracion del extracto de chile) y en forma

cronica por administracién diaria del extracto de chile por un lapso de cuatro semanas.



ILFUNDAMENTO .

2.1 Farmacocinética

Para producir sus efectos caracteristicos, un farmaco debe alcanzar una concentracién
adecuada en los sitios donde esta en posicion de interactuar con sus receptores para realizar
su efecto biologico, sea terapéutico o toxico La farmacocinética, es la ciencia que describe
cuantitativamente las velocidades de las varias etapas de la disposicion de un farmaco, estas
etapas incluyen la absorcién del fairmaco, su distribucion a varios drganos y tejidos y su
elinnnacion por biotransformacién y excrecion (Endrenyi, 1989). Es de vital importancia
establecer que las concentraciones logradas en el sitio de accion por un farmaco, a pesar de
que estdn en funcidn de la dosis del producto administrado, también dependen de la
magnitud y la tasa de absorcién, distribucion, unién o localizacidon a tejidos,

biotransformacion y excrecion (Benet ef af,, 1996)

De un modo ideal, deberia existir una relacion constante entre la dosis administrada y la
concentracion plasmatica y la tisular, y entre la tisular y el efecto terapéutico o tdxico, sin
embargo no es asi, en primer lugar, existen diferencias entre unas personas y otras con
relacion a los procesos de absorcion, distribucion y eliminacion, lo que hace que una dosis
determinada origine efectos diversos en individuos distintos En conjunto, gran parte de las
diferencias interdividuales en la respuesta a una dosis media o estdndar se debe a las
diferencias en los procesos farmacocinéticos, lo que repercute en los niveles plasmaticos
alcanzados. De aqui que la determinacion del nivel plasmaético de los firmacos sea un
procedimiento 0til para detectar estas diferencias e individualizar un tratamiento. No
obstante, existen también factores que pueden alterar el significado de nivel plasmatico,
haciendo que un mismo nivel origine efectos distintos (Endrenyi, 1989, Nies y

Spielberg, 1996)

Como ya se menciond, la farmacocinética estudia los procesos y factores que determinan




fa cantidad de farmaco presente en el sitio en que debe ejercer su efecto bioldgico en cada
momento, a partir de la aplicacion del farmaco sobre el organismo vivo. Ello requiere el
analisis de las concentraciones de farmacos y sus metabolitos en los liquidos orgénicos. El
movimiento de los farmacos esta sometido a leyes formulables por modelos matematicos
donde sus representaciones facilita la descripcion del curso temporal de la disposicion de
un firmaco en el organismo y su conocimiento proporciona importante informacién para
valorar o predecir fa accion terapéutica o toxica de un farmaco (Endrenyi, 1989; Arms y

Trovis, 1988).

Es posible seguir la evolucién de un farmaco en el organismo a traves de la curva de sus
niveles plasmaticos. Esta curva describe las variaciones sufridas por la concentracién de un
farmaco en el plasma, desde su administracidn hasta su desaparicién del organismo. Tras la
administracion oral de un farmaco (Figura 2.1), Ia concentracion plasmética iniciaimente,
alcanza un maximo y luego desciende. Esta variacién temporal se debe a la intervencion de
los diversos procesos farmacocinéticos, que actan con intensidad diferente. Asi al inicio
predomina la velocidad de absorcion sobre la distribucion y la eliminacion, y cuando la
intensidad de la eliminacién supera a la de absorcion, la curva desciende (Seeman y
Kalant,1989). Parametros tales como la concentracién maxima (Ciax), €l tiempo requerido
para alcanzar esta concentracion (tmay), el 4rea bajo la curva (ABC), y la vida media
terminal (t 1,2), son facilmente obtenidos cuando el farmaco se administra por via oral (p o),
como se presenta en la figura 2.1, mientras que pardmetros tales como el volumen de
distribucion (Vd) y la depuracion (CI) sélo pueden obtenerse cuando el farmaco se
administra por via intravenosa (i.v } (Endrenyi, 1989). La magnitud de la absorcion de un
farmaco es referida al calculo matematico del ABC, que permite una estimacion de la
biodisponibilidad, Ia cual es un indice del grado con ¢l que un firmaco llega a su sitio de
accion La velocidad de absorcién es observada por 1a Cuas y €l tiempo requendo para esta
{fm) puede ser también empleado (Endrenyi ef «f, 1991) El Vd aparente indica la
distribucién de un farmaco en el orgamismo y el Cl indica el volumen de sangre que queda

libre del farmaco por unidad de tiempo (Gibaldi, 1991)



La interpretacion de los datos experimentales para describir el curso temporal de las
concentraciones de un farmaco, se realiza generalmente con la ayuda de modelos basados
en compartimentos Estos modelos usualmente se ajustan bien para la administracion i.v.,
en la que se aprecian las fases de distribucion y eliminacion, pues no hay absorcién. Sin
embargo, para las vias extravasculares, por lo general se prefiere ¢l uso de modelos no
compartamentales, ya que el poder caracterizar adecuadamente la fase de absorcion es
dificil, sobre todo cuando se trata de farmacos administrados por via oral y que se absorben
muy rapido. Para este tipo de farmacos los parametros farmacocinéticos aceptados para

indicar biodisponibilidad son la Cra, v el ABC (Pabsty Jaeger,1990).

2.2 Etapas de ]a Farmacocinética

221 Absorcion.

La absorciéon puede describirse como la velocidad a la que un farmaco deja su sitio de
administracion y el grado o la medida en que lo hace. Muchos factores, ademas de fa
estructura y composicion de la membrana, determinan fa facilidad con fa que un frmaco se
absorbe (Seeman y Kalant,1989). El proceso de absorcion comprende la penetracion de los
farmacos en el organismo a partir del sitio inicial de la administracién, los mecanismos de
transporte (difusion pasiva o transporte activo), las caracteristicas de cada via de
administracion y sus factores que la condicionan, y las circunstancias que pueden alterar

esta absorcidn (Gibaldi, 1991).

La mayoria de los firmacos se absorben a través de membranas por difusién pasiva. Este
sistema de transporte se hace a favor de un gradiente de concentracion, donde el farmaco se
mueve de una regién de mayor concentracion a una de menor concentracidn, sin
requerimiento de gasto energético e implicando un sistema no saturable La velocidad de
difusién sigue la ley de Fick: depende del gradiente de concentracion, del tamaiio y de la

naturaleza de la molécula y de su liposolubilidad {Gibaldi,1991) Los farmacos liposolubles



atraviesan las membranas bioldgicas, mientras que los farmacos solubles en agua penetran

fa membrana celular a través de canales acuosos (Rowland y Tozer, 1989).

Cma\

Concentracion
Plasmética

T Tiempo

t max

Figura 2 1. Curva de niveles plasmaticos evolucion que sigue la concentracion de farmaco
en el plasma después de administrar una dosis extravascular  Ciay! concentracion maxima.

1 me tiempo en el que se alcanza la Crac y ABC- drea bajo la curva.



El transporte activo, es la forma de transporte en la que el farmaco atraviesa la membrana
en contra de un gradiente de concentracion. Para ello requiere de consumo de energia
procedente del metabolismo celular y la utilizacion de una o varias proteinas de membrana
con funcidn transportadora, alguna de las cuales suelen tener funcion enzimatica Por
definicion, el transporte es saturable cuando se ocupa la totalidad de los puntos de fijacion a

la proteina transportadora (Seeman y Kalant,1989).

L.a magnitud y velocidad de la absorcién de un farmaco son dependientes también de la ruta
de administracién, Por cualquier otra via que no sea la intravenosa, (en la cual la absorcion
es completa, ya que el total de dosis alcanza fa circulacion sistémica), puede haber una
parte de farmaco administrado que no llegue a la circulacién sistémica. En general, la
absorcién sera tanto mas rapida cuanto mayor y mas prolongado sea el contacto con el area
de absorcion Algunas de estas caracteristicas, que dependen de la via de administracién
(oral, intramuscular, subcutanea, etc.) son: la superficie y espesor de la membrana, ¢l flujo
sanguineo, en el caso de administracion oral, el pH del medio, la motilidad gastrointestinal
y ¢l paso a través del higado antes de llegar a la circulacién sistémica (Seeman y

Kalant,1989)

222 Distribucion.

La distribucién comprende los procesos de transporte del farmaco dentro  del
compartimento sanguineo y su posterior penetracion en los tejidos, diluido en los liguidos
intersticiales y celulares (Rowland y Tozer, 1989} La distribucién de un farmaco es
aeneralmente referida como rapida y reversible, contemplando un equilibrio dinamico
(entre firmaco en torrente sanguineo y farmaco en tejidos), donde cambios en la
concenteacién de farmaco en el plasma son indicativos de cambios en el nivel del farmaco

en otros tejidos, incluyendo los sitios del efecto farmacologico (Gibaldi, 1991)

La distribucion de los farmacos del torrente sanguineo a los tejidos del organismo ocurre a



varias velocidades y en varias magnitudes. Algunos factores que determinan la distribucién
del farmaco incluyen la liberacién def farmaco al tejido, la habilidad del farmaco para
atravesar las membranas del tejido, y la unién del farmaco tanto a proteinas plasmaticas
como a componentes tisulares (Rowland y Tozer, 1989). De tal forma, que los patrones de
distribucion del farmaco reflejan algunos factores fisioldgicos y propiedades fisicoquimicas
de las formas farmacéuticas Existe una fase inicial de distribucion, que refleja la
intervencion del gasto cardiaco y el flujo sanguineo regional. El corazon, el higado, el
encéfalo y otros tejidos altamente irrigados reciben gran parte del farmaco a los primeros
minutos de haberse absorbido, mientras que en misculos, piel y grasa la distribucion es
mas lenta, necesitando de minutos u horas para alcanzar un equilibrio dinadmico, en dichos
tejidos. Una vez logrado éste, una segunda fase de distribucion puede distinguirse, la cual
también esta limitada por el flujo sanguineo e incluye una fracciéon mucho mayor de masa
corporal que la primera fase (Benet ef af, 1996). Es muy frecuente que los fArmacos
puedan unirse a proteinas plasmaticas por lo que cualquier factor que altere
significativamente esta unidn modificara su distribucién y excrecion sobre todo en aquellos
farmacos que se unen en mas de un 80 % a las proteinas del plasma, ya que esta unién
limita la concentracion de farmacos en fos tejidos y en el sitio de accién ya que solo la
forma libre esta en equilibrio a través de las membranas (Endrenyi, 1989). Por otro lado, los
farmacos pueden acumularse en los tejidos en concentraciones mas elevadas que lo
esperado, en funcién del equilibrio de difusion, como resultado de gradientes de pH,

fijacion a constituyentes intracelulares o particion de lipidos (Benet ef al |, 1996)

2.2.3. Brofransformacidn.

En términos generales, las reacciones de biotransformacion generan metabolitos inactivos
mas polares, que se excretan facilmente al exterior Sin embargo, en algunos casos se
producen metabolitos con potente actividad biologica o con propiedades toxicas (Benet,
1996) Los sistemas enzimaticos responsables de la biotransformacion de muchos farmacos
estan principalmente localizados en la fraccion microsomal de las células hepaticas

{Kalant,1989 y Gibaldi,1991) Muchos tejidos en el organismo son capaces de metabolizar
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a los farmacos (rifion, pulmones y epitelio gastrointestinal) y tienen también un papel

importante en la cinética de algunos farmacos (Kalant, 1989).

Jas enzimas metabolizadoras de los firmacos, oxidan, reducen, hidrolizan o conjugan
compuestos. La reduccion, oxidacion y reacciones de hidrolisis (Reacciones de Fase 1 o de
biotransformacién) resultan en metabolitos con grupos funcionales con caracteristicas de
mayor polaridad que pueden ser comjugados con acetates, sulfatos, glicina o é4cidos
glucoronicos (Reacciones de Fase II o de biosintesis), conjugados que suelen ser inactivos

y se excretan con rapidez en orina y heces (Benet ef al., 1996; Gibald:, 1991)

Después de una administracion enteral de un farmaco, una parte importante de la dosis
sufre mecanismos metabélicos en el higado o enzimas del epitelio gastrointestinal, antes de
llegar a la circulacion general, este metabolismo de primer paso limita en gran medida la
disponibilidad de farmacos ya que el metabolito resultante puede ser farmacologicamente
inactivo, menos activo o, en ocasiones, mas activo que la molécula inicial. (Benet ef af,

1996).

2.2.4. Elimmacion,

La eliminacién ocurre por excrecion y biotransformacion Algunos farmacos son
excretados por via biliar. Otros, particularmente sustancias volatiles, son excretados por los
pulmones. Para muchos farmacos, sin embargo la excrecion ocurre predominantemente por

los rifiones (Rowland y Tozer, 1989).

Los érganos de excrecién, excluidos los pulimones, eliminan con mayor eficiencia
compuestos polares que sustancias de gran liposolubilidad. Los rifiones son los érganos
mas importantes para la eliminacion de los farmacos y sus metabolitos. Las sustancias
excretadas en heces son principalmente farmacos que no se absorbieron por la via oral o

metabolitos excretados en la bilis, que no se resorbieron en las vias gastrointestinales
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La excrecion renal es la via mds importante de excrecion de farmacos, siendo éste un
fenémeno complejo que involucra uno o mas de los siguientes procesos: filtracién
glomerular, secrecién tubular activa y reabsorcion pasiva Dependiendo de cual de éstos
pracesos es dominante, el aclaramiento renal de un firmaco puede ser un componente

importante o despreciable para su eliminacion (Gibaldi, 1991).

La excrecion de farmacos y sus metabolitos por la bilis sigue en importancia a la excrecion
urinaria. La fraccién eliminada por la bilis en relacion con la eliminacién total es muy
variable de un farmaco a ofro, ya que algunos se eliminan en gran parte por esta via
mientras que otros no la utilizan en absoluto. El proceso de excrecion biliar se relaciona
estrechamente con el proceso de biotransformacion, ya que la eficacia del higado como
organo de excrecion de conjugados de glucorénido se ve limitada enormemente por la
hidrolisis enzimatica que éstos experimentan después de que la bilis se mezcla con el
contenido del yeyuno-ileon, y que el farmaco original se reabsorbe en el intestino. De esta
manera, dichos compuestos pueden someterse a un ‘“ciclaje” biliar extenso, para ser

excretados finalmente por los rifiones (Benet, 1996)

2.3 Influencia de los alimentos en Ia biodisponibilidad de firmacos.

Un farmaco administrado por via oral puede absorberse en el tracto gastrointestinal (GI)
con una magnitud y velocidad adecuada para alcanzar niveles plasmaticos suficientes para
producir una respuesta farmacologica de duracion y magnitud deseable La eficiencia con la
cual un farmaco se absorbe esta en funcién de muchos factores (Welling, 1977} La
bodisponibihidad es un término utilizado para indicar la cantidad del farmaco que aleanza
la circulacién v la velocidad a la cual lo hace después de la administracion de la forma
farmacéutica (Gibaldi, 1991). Lo anterior indica que los factores que modifican la absorcion
de un farmaco pueden alterar su biodisponibilidad y tal vez su efecto farmacologico y

terapéutico
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En general, la absorcion gastrointestinal de farmacos y nutrientes es favorecida por un
estomago vacio (Welling, 1977, Toothaker y Welling 1980), pero la interaccion entre el
alimento y los farmacos durante un tratamiento regular con medicacién oral es casi
inevitable. Ademas, no todos los farmacos se deben ingerir en ayunas, algunos son

irritantes y deberan ser administrados después de la ingestion de un alimento.

Los alimentos pueden influir en la absorcion de farmacos como resultado de los cambios
fisiologicos en el tracto GI o interacciones quimicas o fisicas entre un componente
particular del alimento y las moléculas del farmaco Dependiendo del tipo y grado de
interaccién, la absorcion del firmaco puede reducirse, retardarse, incrementarse o no sufrir

alteracion alguna por la ingestion concomitante de alimentos (Toothaker y Welling, 1980}

Los cambios clinicamente significativos en la absorcion del farmaco, dependeran del tipo
de farmaco y la magnitud del cambio. Clertamente para algunos farmacos una alteracion
pequefia en las caracteristicas de absorcion podré no tener importancia para un firmaco, no
asi para farmacos con un indice terapéutico estrecho (Welling, 1977; Toothaker y

Welling, 1980).

Segin Welling (1977), Toothaker y Welling (1980) y Gibaldi (1991), existen evidencias
considerables de que algunas veces los alimentos tienen un marcado pero impredecible
efecto sobre la velocidad y magnitud de la absorcion del firmaco. Los alimentos tienden a
disminuir la velocidad de vaciamiento del estomago, [o que a menudo refarda la velocidad
de absorcion del farmaco. Los alimentos tienden a incrementar el pH géstrico, el cual puede
disminuir o incrementar la disolucion o la degradacion quimica de algunos farmacos.
Existen evidencias que ciertos alimentos interactiian directamente con algunos firmacos
para aumentar o para reducir la magnitud de la absorcion. Los alimentos estimulan las
secreciones gastrointestinales, las cuales pueden facilitar la disolucién de los farmacos, asi

como estimular el flujo sanguineo hepatico, lo cual puede tener implicaciones en la
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biodisponibilidad de los firmacos sujetos a un metabolismo hepatico del primer paso El
potencial de las interacciones entre los alimentos y los farmacos es lo suficientemente
importante que la Administracion de Farmacos y Alimentos (FDA) de los Estados Unidos
de Norteamérica, en la actualidad, solicita estudios del efecto de los alimentos sobre la
absorcion de firmacos como parte de fa caracterizacion biofarmacéutica de casi todos los
farmacos nuevos formulados para administracion oral (Gibaldi, 1991). Siendo también este

requerimiento aplicable a nuevas formas farmacéuticas de farmacos ya establecidos

Los mecanismos de absorcion de los farmacos y factores fisiologicos que influyen en la
biodisponibilidad de las formas farmacéuticas orales se han estudiado extensamente
(Gibaldi, 1991, Chandler y Blouin, 1990) En los parrafos siguientes se describira de
manera general como la ingestién de alimentos influye en la fisiologia gastrointestinal y
como esto puede en su momento, afectar a la absorcion del farmaco Mencionandose sdlo

al flujo sanguineo, la motilidad y vaciamiento géstrico

2.3 1. Flyjo sanguineo

Aunque la absorcion de algunos compuestos ocurre por la via del sistema linfatico, la via
mis importante de absorcion es por la transferencia directa del fumen del tracto
gastrointestinal hacia las capas epiteliales y la red de capilares adyacentes de la circulacion
porta (Welling, 1977; Gibaldi, 1993) De acuerdo a la primera ley de Fick, la velocidad
(dD/dt) por la cual un compuesto difunde a través de la membrana capilar esta en funcion
del gradiente de concentracién a través de la membrana (CLumen o1 - Csancre} ¥ por lo
tanto de la velocidad de flujo de la sangre a través de los capilares. Cualquier cambio en el
flujo sanguineo, que pueda ser provocado por la ingestidn de alimento, puede esperarse
que tenga influencia sobre la eficiencia de absorcién de componentes alimenticios o
cualquier otro componente disponible para la absorcion (Welling, 1977; Toothaker y

Welling 1980)
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2.3.2. Vaciamiento gastrico y motithdad gastrointestinal

Después de la administracion oral de los medicamentos que se absorben en el intestino en
condiciones Optimas, segin Gibaldi (1991), el principio del efecto terapéutico dependera
de la velocidad con la que el fairmaco abandone el estomago y llegue al duodeno. La
tardanza en el vaciamiento gastrico puede retardar seriamente el inicio del efecto
terapéutico de los farmacos, siendo también importante en la absorcién de farmacos
inestables en el estomago debido al pH bajo o a la actividad enzimatica existente en ese
organo. La temperatura de los alimentos, su composicion, la posicion del individuo al
ingerir el medicamento asi como el estado mental (ansiedad) del paciente pueden influir en

la velocidad de vaciado gastrico.

La ingestion de alimentos puede por lo tanto, retardar el vaciamiento gastrico y puede
influir en la absorcién de farmacos en forma variable, ya que la presencia de alimento en el
tracto Gl puede disminuir la cantidad de Hquido biologico disponible para la disolucidn del
farmaco, disminuyendo su velocidad de disolucion. El aumento del tiempo de residencia
de farmacos en el estomago puede causar una reduccion total en la eficiencia de absorcion
para farmacos labiles a dcidos o sensibles a la accidn de enzimas gastricas. Por otra lado,
los farmacos absorbidos en sitios especificos del intestino, o por mecanismos de transporte
activo, pueden exhibir un incremento en la absorcién con un vaciamiento gastrico
aumentado debido a que el farmaco llegard més rapido al sitio de absorcion (Gibaldi,

1991; Toothaker y Welling, 1980).

Una vez que el alimento pasa del estomago a la parte superior del intestino, tiene un efecto
estimulatorio en la motilidad intestinal lo que acelera la disolucidn de particulas

solidas.(Gibald1, 1993; Toothaker y Welling, 1980; Welling, 1977)

La motilidad intestinal también tiene influencia en la absorcion medicamentosa. Los
movimientos ritmicos peristalticos del intestino distribuyen la solucién del farmaco y

Proporcionan un contacto mas intimo con un area mayor de la mucosa, este contacto, junto
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con las ondas peristalticas, facilitan la absorcién del farmaco (Welling, 1977)

Los efecios de los alimentos en la absorcién de farmacos son muy  variables y
frecuentemente dependen de las propiedades fisicoquimicas del medicamento y del
mecanismo por el cual se absorbe Como ya se menciond, generalmente la presencia de
alimento en el tracto gastrointestinal reduce la velocidad o 1a magnitud de la absorcion del

medicamento (Welling, 1977)

2.3.3. Secrecion gastrica.

La ingestion de alimentos incrementa la secrecion gastrica de acido clorhidrico y también
de muchas enzimas que pueden afectar la disolucion y degradacion del farmaco. Suficientes
iones hidronio pueden ser secretados durante la digestion para provocar la alcalinidad de la
sangre y de la orina. Este fendmeno es referido a como un ambiente postprandial alcalino y
puede afectar el pasaje de compuestos ionizables a través de la membrana luminal Un
incremento de la bilis después de la ingestién de alimento puede acelerar la disolucién de
compuestos poco solubles (Toothaker y Welling, 1980) Sin embargo, la absorcién puede
ser impedida por un incremento en el flujo biliar debido a la complejacién de sales biliares-
farmaco {Gibaldi, 1991).

2.4 Factores alimenticios que influyen en la absercién

Generalmente, los alimentos son una mezcla de carbohidratos, grasas, vitaminas, fibras y
proteinas La mayoria de fas investigaciones estin disefiadas para estudiar la influencia de
la dieta sobre el absorcion de los farmacos en los individuos, con dietas en la cuales un
macronutriente es incrementado o disminuido, y donde el contenido total calorico es
tomado como constante (Chandler y Blouin,1990) Recordando que dada la variabilidad y
complejidad que los alimentos o componentes de éstos pueden tener en la absorcion de

farmacos, el efecto neto del factor alimenticio sobre Ia biodisponibilidad de farmacos no



16

puede ser predicha exactamente sin estudiar especificamente el factor y el farmaco en

cuestion.

2.4. 1. Influencia de la Fibra.

En general segiin Chandler y Blouin (1990), una dieta rica en fibra disminuye la absorcion
de farmacos. Un ejemplo esta dado por Lutz y colaboradores (1987), quienes demostraron
que una dieta rica en fibra incrementa la velocidad absorcion de 1a amoxicilina pero
disminuye considerablemente la cantidad de férmaco absorbido. La fibra incrementa el
vaciamiento gastrico y la motilidad intestinal Sin embargo, parte del farmaco no puede
estar disponible para la absorcién, debido a que es atrapado en la fibra (Lutz e/ al., 1987)
Es importante que se reconozca el efecto potencial de la fibra sobre el proceso de absorcion
de los farmacos, particularmente en sociedades que se mueven hacia una era de medicina
preventiva y en las cuales se promueven las dietas ricas en fibras (Chandler v Blouin,
£990).

2.4.2. Influencia de los carbohidratos, las proteinas y las grasas.

La influencia nutricional sobre el metabolismo oxidativo también ha sido demostrado en
varios estudios clinicos ( Kappas ef af., 1979; Anderson ef af., 1979) En general, las dietas
altamente proteicas se han asociado con un metabolismo oxidativo acelerado en los seres
humanas, mientras que las dietas ricas en carbohidratos {y bajas en proteinas) parecen tener
¢l efecto opuesto Por otro lado, 1a sustitucion de grasa por carbohidratos parece no tener un

efecto significativo sobre la velocidad de absorcidn de los farmacos (Kappas ef al., 1979).

Los mecanismos por los cuates las dietas ricas en proteinas y carbohidratos influyen en el
metabolismo oxidativo en los seres humanos no son claros En animales, una dieta
incrementada en proteinas mejora el contenido microsomal de citocromo P450, mientras
que a los carbohidratos se le asocia un efecto opuesto Ademds, un nivel proteico bajo en
una dieta se ha correlacionado directamente con una disminucion en el aclaramiento del

fenobarbital y a uha anestesia prolongada en ratas ( Chandler y Blouin, 1990). Algunos
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efecios de factores dietéticos sobre el metabolismo de los farmacos se resumen en la Tabla

21

2.4.3. Influencia de las vitaminas y los minerales.

Los efectos de las vitaminas v minerales sobre la absorcion y metabolismo se han estudiado
extensamente en animales (Chandler y Blouin, 1990). Por gjemplo, los estudios en animales
demostraron que el sistema oxidasa de funcién multiple del citocromo P450 es afectado
por rivoflamina, tiamina, vitamina A, C, 4cido folico, hierro, cobre, zinc v metales pesados

(Yang y Yoo, 1988)

En los seres humanos, el efecto de micronutrientes sobre la disposicion de los firmacos no
se ha estudiado bien. Aunque los efectos en la deficiencia de la vitamina C sobre el
metabolismo de los farmacos se ha considerado en numerosos estudios clinicos, los
hallazgos son ambiguos. Por ejemplo, algunos estudios demuestran un cambio en el
aclaramiento de la antipirina (Yang y Yoo, 1988; Tranvouez ef af, 1985), mientras que

otros no indican cambios significativos (Wilson, 1976).

2,44, Influencia de la mala nutricion

Los efectos de la mala nutricion sobre el metabolismo de farmacos han sido un foco de
atencion de numerosos estudios clinicos, (Chandler y Blouin, 1990). En general y aun con
gran variabitidad interpaciente, con una forma de desnutricién moderada o suave el
metabolismo oxidativo de fairmaco es normal o esta aumentado en algunos casos, mientras
que en fos cuadros severos de mala nutricion el metabolismo de farmacos esta disminuido

(Chandler y Blouin, 1990; Polasa, 1984; Krishnaswamy 1981; Lares ef al., 1992).

La mala nutricion sobre la absorcién de firmacos esta determinada por un numero de

factores tales como el grado, y duracion de la mala nutricién, asi como también por otros
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factores concomitantes como son ¢l medio ambiente y la influencia fisiologica {Chandler y

Blouin, 1990).

TABLA 2.1. RESUMEN DE LA INFLUENCIA DE LOS FACTORES DIETETICOS
EN EL METABOLISMO DE FARMACOS EN SERES HUMANOS
(Chandler y Blouin, 1990}

lFactOr Farmaco Direccion del efecto sobre
¢l metabolismo®
T Proteinas Antipirina
Teofilina T
Propanolol
T Carbohidratos Antipirina
Teofilina T
Propanolol
T Grasas Antipirina
Teofilina —>
4 Calorias Antipirina d
t

=1

=Incremento, +=Disminucién, — = Sin efecto

2.4.5. Influencia de los vegetales cruciferos

Ciertos vegetales cruciferos (ejemplo col y bretones) contienen indoles, los cuales
estimulan el metabolismo oxidativo de la antipirina y la fenacetina y fa conjugacién del
acetaminofén (Pantuck ef af , 1979 y 1984), Una dieta que conteniaz coles y bretones
incremento el aclaramiento de antipirina en un 11 %, el volumen de distribucién no se
modifico v el tiempo de.vida media disminuyo en un 13%, en sujetos sanos (Pantuck ef al..
1979). Una dieta rica en coles de bruselas disminuy6 la concentracion plasmatica ¢
incremento la velocidad de aclaramiento metabdlico del acetaminofén en seres humanos

{Pantuck ef af., 1984)



19

2.4.6. Influencia de las dietas vegetarianas

Los estudios en sujetos Asiaticos vegetarianos sugieren que la reduccién del aclaramiento
de la antipirina observada en relacién con sujetos no vegetarianos es principalmente debido
a su bajo contenido proteico, y no 2 la carencia de carne o cualquier diferencia en el
contenido de grasas (Chandler y Blouin, 1990). Esto es corroborado por la observacion de
que los vegetarianos caucdsicos no metabolizan a la antipirina, al acetaminofén, y a la
tenacetina en forma similar a como lo hacen los caucasicos no vegetarianos, Esto se debe a
que el consumo diario de proteinas de los vegetarianos caucasicos es similar a los no
vegetarianos. El contenido proteico, mas que la carne parece ser el responsable de la

diferencia en la disposicion de los farmacos  (Brodie y Berg, 1980).

24 7. Influencia de la mgesia de chile (capsaicina).

Existen pocos estudios sobre la influencia de este condimento a pesar de la informacion que
existe sobre la influencia que tiene la capsaicina (principio pungente del chile) sobre el
tracto gastrointestinal. Wanwimolruk y colaboradores (1993), investigardn la influencia de
la capsaicina (25 mg/kg) administrada po diariamente por una semana sobre la
farmacocinética de la antipirina, teofilina y quinina en ratas, encontrando que el ABC y fa
vida media de eliminacion se incrementan significativamente en los animales tratados con
capsaicina en la cinética de la antipirina, mientras que no encuentran diferencias
significativas en los parametros farmacocinéticos de [a teofilina y la quinina. Udupihille en
1993, también describe una reduccion significativa en la absorcion de glucosa y alanina
cuando, en segmentos del intestino delgado se realiza una perfusion de la capsaicina

previamente,

2.5 Chile {Capsictnt ansm)

Se aplica el nombre de chile a numerosas variedades y formas de {a planta herbicea
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Capsrcum annum, de ia familia de las solandceas, aungue algunas corresponden a la especie

arbustiva perene Capsicum frutescens (Evans, 1990). Todas las especies se incluyen en el

género Capsicum, el cual tiene cerca de 20 especies, todas elfas confinadas a América hasta
el descubrimiento del continente (Macrae, 1993). Actualmente las especies predominantes

son cinco: Capsicum annum, Capsicum frutencens, Capsim chinense, Capsicum baccatun y

Capsieum pubescens (Evans, 1990).

En México y Centroamérica, las formas silvestres de C. anrm y C. frutences generalmente

se mezclan y se conocen como chile piquin

En México se conocen varias especies de chile en la dieta normal de ia poblacion y son
producidas cerca de 650,000 toneladas de chile anulamente, del cual el 95% es consumido
localmente. El consumo percapita es de cerca de 20 g (una pieza de chile) por dia (Lopez-

Carrillo ef af , 1994)

Desde el punto de vista nutricional, el chile aporta (aunque en pequefias cantidades)
proteinas, grasas, carbohidratos, calcio, retinol y particularmente, es una fuente importante

de acido ascorbico, siendo éste alin mayor en chiles frescos que en secos (Macrae, 1993)

A pesar de ser una fuente importante de acido ascérbico, el principal uso del chile se debe
primordiaimente a sus caracteristicas de condimento, dado su sabor picante caracteristico,
el cual se ha utilizado para distinguir taxonomicamente al género Capsicum. El significado
biologico del sabor picante no se conace, pero si su efecto sensorial que se produce por
un grupo de compuestos conocidos como Capsaicinoides, entre los cuales predominan la

capsaicina y la dihidrocapsaicina (Macrae, 1993)

25 1 Quimica
La capsaicina (vawnilil-amida del acido isodecendico) tiene una formula empirica de

C15H27NO3, un peso molecular de 305 4, y una estructura quimica como la que se presenta
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en la Figura 2.2, Con un punto de fusién de 65°C y es pricticamente insoluble en agua fria,
aunque es facilmente soluble en etanol, éter, benceno y cloroformo (Evans, 1990, Holzer,
1991; Carter, 1991)

La capsaicina produce un ardor persistente en la lengua en una dilucién de 1:100,000,
mientras que una dilucién 1:1,000,000, imparte sclamente una sensacion de ardor (Carter,

1991)

H3CO
HO -CH,-NH-CO(CH,):CH=CHCH(CHs),

Figura 2 2 Estructura quimica de fa Capsaicina (Vainilil-amida de acido isodecendico)

2 5.2. Efectos farmacolégicos y fisoldgicos causados por la capsaicina.

La capsaicina, ejerce sus efectos farmacoldgicos principales sobre la parte periférica del
sistema nervioso sensorial particularmente, sobre las neuronas aferentes primarias (Surh y
Lee, 1995). Estas neuronas trasmiten informacion nociceptiva al sistema nervioso central y
sus terminaciones periféricas son sitios de liberacion para una variedad de neuropéptidos
pro-inflamatorios tales como el péptido gen-relacionadoa la calcitonina, o la sustancia P
La excitacion por capsaicina de estas neuronas es seguida por un estado refractario largo y
duradero, referido como desensibilizacion y  bajo ciertas condiciones puede inducir
neurotoxicidad en el tratamiento neonatal, (Szallasi y Blumberg,1996, Holzer,1990).
Aunque estas neuronas tienden a compartir ciertas caracteristicas con otras neuronas,

presentan una heterogeneidad en sus marcadores neuroquimicos y propiedades funcionales
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y en realidad, ia suceptibilidad a la capsaicina es lo que las diferencia de otras neuronas

primarias (Szallasi y Blumberg,1996).

La capsaicina ha sido empleada por décadas como una herramienta farmacolégica para
identificar neuronas sensoriales y para explorar la funcién de esta clase de neuronas en
organismos $anos o su contribucidn a estados patoldgicos del mismo. En principio los tres
efectos caracteristicos de la capsaicina (excitacion/ desensibilizacion/ neurotoxicidad),
pueden ser usados terapéuticamente, la desensibilizacion a la capsaicina es particularmente
interesante, como una nueva aproximacion para mitigar el dolor neuronal insensible a los
tratamientos tradicionales como los opioides (Szallasi y Blumberg,1996) y por lo tanto es
considerada frecuentemente como un agente innovador para el manejo de pacientes con
dolor artritico (Carter, 1991), mientras que por sus caracteristicas de neurotoxicidad se ha
implicando también como un factor etioldgico en actividades de mutagénicidad,
carcinogénicidad (Surh vy Lee, 1995, Lopez-Carrillo er af, 1994) y enfermedades

sastrointestinales, (Limlomwongse ef al., 1979; Dugant y Glavin, 1986).

Se conoce poco de los efectos de la capasaicina sobre la absorcion gastrointestinal de
nutrientes Se han observado efectos especificos tales como la respuesta motora y
vasodilatadora provocados por la capsaicina en el intestino delgado y grueso aisiados. Estos
efectos son similares a los producidos por el péptido vaso activo intestinal (VIP). Ademas
se produce na liberacién consistente de VIP del intestino aislado en seres humanos, cuando
se expone a la capasaicina. Se dispone de informacion que indica gue el sistema nervioso
autonomo del tracto gastrointestinal contiene neuronas aferentes primarias sensibles a la
capsaicina (NAPSC) Estas NAPSC estan involucradas en la activacion de la regulacion de
los reflejos de motilidad gastrointestinal en el duodeno e intestino delgado Las NAPSC
pueden liberar péptidos tales como el péptido vasoactivo intestinal (VIP), sustancia P y
péptide gen-relacionado a calcitonina de sus terminaciones nerviosas en el tracto
gastrointestinal, éstos péptidos asi como otras hormonas del intestino influyen en el

transporie de agua y electrolitos (Nassar ef al, 1995).
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También se ha asociado la estimulacion de las NAPSC con el efecto gastroprotective del
dafio causado por aspirina acidificada, segiin mencionan Holzer y colaboradores (1989) o

del dafio causado por etanol (Kang ez af , 1995).

La capasaicina produce algunos otros cambios en el tracto gastrointestinal como la
enhibicion de la motilidad géstrica y el aumento en el flujo sanguineo intestinal en ratas
(Takeuchi et o/, 1991 y Holzer y Lippe, 1988). Asi como un incremento en ¢l volumen del
fluide gastrico con la consecuente dilucién luminal (Hatakeyama et af,1995). La
administracion crénica y aguda de polvo de chile a las dosis de 200 mg en dosis dnica o
200 mg diariamente por cuatro semanas, incremento el contenido de moco tanto en el jugo
gastrico como en la mucosa (Kang, Teng y Chen,1995). Asi mismo, incrementa la
secrecion gastrica y flujo sanguineo de la mucosa en forma dosis dependiente
{Limlomwongse y colaboradores, 1979). El aumento de la secrecion gastrica provocado por
la capsaicina es inhibida por el tratamiento con antagonistas de los receptores H2 de la
histamina, lo que indicaria que la capasaicina influye en el proceso de secrecién mediado

por la histamina (Mann, 1977).

Otros autores, como Szoleszanyi y Barthé (1981), proponen que la capsaicina puede ejercer
una accion dual en el estémago, donde la administracion oral aguda de dosis bajas de
capsaicina pueden proteger a las ratas en contra del desarrollo de ulcera inducida por el
tigado del piloro. Sin embargo, una administracion subcutinea cronica de capsaicina, la
cual por si misma no producira dafio gastrico produce una desensibilizacion. Se ha sugerido
que un tratamiento agudo con capsaicina facilita fa liberacion de la sustancia P de las
{erminaciones nerviosas sensoriales, o cual puede mejorar el flujo sanguineo de la mucosa
y amortiguar el exceso de secrecién gastrica Sin embargo, la desensibilizacion por un
régimen cronico de capsaicina darfa como resultado una disminucion de la liberacidon a
partir de las terminaciones nerviosas sensoriales, reduciendo el grado de vasodilatacion

gastrica y aumentando la formacion de itlcera (Szoleszanyi y Bartho,1981)
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2.3.3. Toxicidad de los Capsaicinoides.
Considerando el consumo frecuente de la capsaicina en varias especies de chile, como un
condimento alimenticio y su uso frecuente para propdsitos terapéuticos, es importante

considerar sus efectos toxicos posibles (Surh y Lee, 1995).

La toxicidad aguda de la capasaicina se ha determinado en varias especies de animales. La
DLSO de la capsaicina administrada por varias vias en ratones albinos suizos, son (&N
mg/kg de peso): 7 65(i pY.0.56 (i v.);7.80(i.m.);9.0 (s.c.) y 190 (p.0). La baja toxicidad por
via oral de la capsaicina parece estar asociada con la actividad enzimatica gastrointestinal,
la cual puede hidrolizar al compuesto (Surh y Lee, 1995). El efecto letal de la capsaicina no
se ha elucidado completamente, pero se considera que puede involucrar una paralisis
respiratoria también se han determinado, la toxicidad subcrénica de los capsaicinoides o de
los extractos de varias especies de chile La administracion de capsaicinoides o exiractos
de chite bajo un régimen de dosificacion subcrénica por 60 dias no presentardn ningun
cambio patologico mayor en muchos de los organos examinados Solamente se ha
observado una hiperemia ligera sin hemotragia en los higados de los grupos tratados. Sin
embargo también se ha descrito que la ingestion de capsaicina en forma subcrdnica causa
cambios histopatolégicos y bioquimicos incluyendo erosion de la mucosa gastrica y

necrosis hepatica (Surh y Lee, 1995).

También se han descrito algunos estudios para determinar el potencial carcinogénico de la
capsaicina. En experimentos exploratorios se describe que una dieta con capsaicina produce
tumores duodenales {en baja indicencia) en ratones albinos suizos. Sin embargo, la
importancia de estos resultados es discutible debido al nimero de animales empleados
{cuatro para cada gruﬁo) y la ausencia de un efecto dosis-dependiente. En estudios
posteriores usando un gran nimero de animales, se encontrd que en ratones hembras
suizos, dandoles 003125 % de capsaicina en una dieta semisintética de por vida, se
desarrollaron adenomas polipoides en el ciego con una incidencia del 22%, la cual fue

significativamente distinta con respecto al grupo control (Surh y Lee, 1993). Por otro lado,
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en ratas alimentadas con dietas que contenian 1% o 3% de chile, se detecto una incidencia
de cancer gastrico inducido por N-metil-N'-nitrosoguanidina {MNNG), estos hallazgos
sugieren que la capsaicina puede actuar como un promotor tumoral {Surh y Lee, 1995). En
un estudio de casos y controles desarrollado en el area metropolitana de Meéxico, se
encontrd una correlacién entre el consumo de chile y la incidencia de cancer gastrico

en la poblacién mexicana {Lépez-Carrillo e al., 1994)

2.5.4. El papel de la activacion metabolica en la toxicidad inducida por Capsaicing

No existe un Gnico mecanismo que pueda explicar la toxicidad provocada por la
capsaicina. Se ha considerado que la bioactivacion hacia un intermediario electrofilico de
la capsaicina con la subsecuente modificacion covalente de macromoléculas ceiulares
criticas tales como DNA, RNA y proteinas, participa en la etiologia de la induccion de la
toxicidad de la capsaicina en fa que se incluye la mutagénicidad y carcinogénicidad asi
como también fa muerte celular (Surh y Lee, 1995). Se han postulado las siguientes vias de
activactén  por las cuales pueden ocurrir los dafios celulares inducidos por la capsaicina

(Figura 2.3).

I La epoxidacién catalizada por ef Citocromo P450 del anillo vainilil para producir un

oxXiTano

2 La oxidacién por un electron del grupo hidroxilo del anillo aromético para formar el

radical fenoxilo.

3 La desmetilacion del anillo aromético ¥ la subsecuente oxidacion del catecol resultante

hacia los derivados semiquinona o guinona
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toxicidad inducida por la Capsaicina
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2.6 Aspirina

A pesar de la introduccion de nuevos farmacos, el 4cido acetilsalicilico (aspirina) es el
antiinflamatorio y analgésico-antipirético mas recetado y constituye el compuesto estndar
en la comparacion y evaluacién de otros productos. La aspirina es el analgésico “casero”
mas comin, aunque dado que es posible conseguirlo sin problemas, a menudo se
subestima. A pesar de la eficacia e inocuidad de la aspirina como analgésico y
antirreumatico, es importante saber que puede intervenir en el sindrome de Reye y

constituye una causa comin de intoxicacion letal en nifios de corta edad (Insel, 1996).

2.6.1. Mecanismos y sttio de accidn

Las acciones anaigésicas, antipiréticas y antiinflamatorias del Acido Acetilsalicilico
empleado para el dolor leve yfo moderado (Insel, 1996), son atribuidas primeramente a su
habilidad para inhibir {a produccién enzimatica de prostaglandinas, tanto en ef sitio de la
imflamacion como en las plaquetas, cuando el AAS es usado a dosis bajas, a través de
impedir la conversién del 4cido araquidénico al intermediario endoperdxido inestable,
PGG2, reaccion que cataliza la enzima ciclooxigenasa (COX), donde el mecanismo de
inhibicién de la COX por parte del AAS es por acetilacion de la serina en el sitio activo de
la enzima (Vane, 1994; Insel, 1996).

La contribucién del AAS en estados patologicos de inflamacion y fiebre puede ser
explicada también por su propiedad de inhibir prostaglandinas en la periferia y en el centro
termoregulador, en este Gtimo las pruebas de tales fendémenos incluyen la propiedad de las
prostaglandinas y en especial la PGE2Zm de producir fiebre cuando se introduce en goteo a
los ventriculos cerebrales o se inyecta en el hipétalamo (Insel, 1996).

Por otro lado, la cualidad del uso a baja dosis como agente antitrombotico del AAS, es
debida a que las plaquetas son especialmente sensibles a la inactivacion irreversible de la
ciclooxigenasa mediada por la aspirina porque poseen €scasa 0 nula habilidad para la

brosintesis de proteinas, y de ese modo, no regeneran la enzima ciclooxigenasa (Insel,
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1996).

2.6.2. FFarmacocinética.

La farmacocinética de los salicilatos es compleja por los siguientes motivos: a) es distinta la
manera de utilizarlos, como analgésicos (generalmente dosis pequefias) o como
antiinflamatorios (dosis elevadas), b) las diversas formas farmacéuticas que existen con el
fin de mejorar su absorcién, reducir su toxicidad ghstrica o de prolongar el nivel
plasmético, ¢) es preciso distinguir entre el AAS y el ion salicilato que de él se deriva. El
AAS es mas activo como analgésico aunque el salicilato mantiene su capacidad
antiinflamatoria, v d) el metabolismo es saturable, por lo que la vida media es dosis

dependiente ( Florez, 1992).

263 Absorcion.

El AAS se absorbe como tal muy bien en el estomago y duodeno, puesto que su pKa es de
3 5. en el medio acido del estémago gran parte se encuentra en forma no ionizada, lo que
facilita su absorcién por difusion pasiva (Dromgoole y Furst, 1992, Insel, 1996) La
absorcion a partic de tabletas y capsulas convencionales se lieva a cabo de 2 a 4 horas y la
velocidad de absorcion esta determinada por las caracteristicas fisicas de la formulacion.
La intolerancia gastrointestinal a los salicilatos tiende a reducirse por el empleo de
formulaciones con recubrimientos entéricos o sustancias amortiguadoras o cambiando la
forma farmacéutica (Dromgoole y Furst, 1992}, Por sus caracteristicas guimicas el AAS,
durante el proceso de absorcién por via oral se hidroliza en la mucosa gastrointestinal y
posteriormente en el higado, antes de Hegar a la circulacion general (lwamoto ef al , 1982 y
Hatori et af , 1984), lo que hace que su vida media a dosis bajas sea de aproximadamente
de 15 a20 min  (Kadar, 1989, lusel, 1996). La hidrdlisis se lleva a cabo rapidamente a
acido salicilico (AS) como efecto del primer paso segln reportes de Iwamoto ef al., (1982)
v Hatori ef al , (1984). La absorcion optima de  los salicilatos en el estémago ocurre en un

rango de pH de 2.5 a 4.0. La aspirina y el cido salicilico son absorbidos en [a misma
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magnitud en el estomago; sin embargo, el intestino delgado es el sitio Optimo para una
absorcién rapida por su mayor area de superficie. Los antiacidos y alimentos pueden afectar
la absorcion de la aspirina en el fracto gastrointestinal. Los alimentos prolongan
significativamente el tiempo medio de residencia de la aspirina asi como también el tiempo

al que se alcanza 1a concentracion méaxima de salicilatos {Dromgoole y Furst, 1992),

2.6.4. Distribucion.

Una vez absorbidos los salicilatos se distribuyen en todos los tejidos corporales y liquidos
transcelulares, por procesos pasivos que dependen del pH (Dromgoole y Furst, 1992)
Los compuestos son transportados activamente por un sistema saturable de baja capacidad,
por el liquido cefalorraquideo a través del plexo coroideo. El farmaco cruza facilmente la

barrera placentaria (Insel, 1996).

Los voliimenes de distribucién de dosis comunes de aspirina y salicilato sodico en sujetos
normales son de 170 mlkg de peso corporal promedio, a dosis altas, dicho volumen
aumenta en promedto 500 ml/kg por la saturacién de los sitios de union en proteinas
plasmaticas. La aspirina después de ingerida, se absorbe mayoritariamente en su forma no
ionizada pero parte penetra en la circulacion general en forma de acido salicilico La
aspirina se detecta en el plasma por un lapso breve, y ello es consecuencia de la hidrélisis
en ef plasma, higado y eritrocitos; por ejemplo, 30 minutos después de ingerir una dosis de
0.65 g solamente se detecta el 27% de AAS, como consecuencia, las concentraciones
plasmaticas del farmaco son siempre bajas con las dosis terapéuticas ordinarias y

seneralmente no exceden de 20 pg/ml (Insel, 1996).

De las concentraciones utilizadas en clinica, del 80 a 90% del salicilato se une a proteinas
plasmaticas, y en particular a la albiimina, dicha fraccién disminuye conforme aumentan las

concentraciones en plasma (Insel, 1996).
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2.6 3. Biotransformacion y metabolismo.

El higado es el principal sitio de biotransformacion de los salicilatos por enzimas
micosomales y mitocontriales. El Acido acetilsalicilico es primeramente hidrolizado a
acido salicilico como se presenta en la figura 2.4 y entonces convertido a 4cido salicilirico
(conjugado con glicina), el glucorénido de éter o fenolico, y el glucordnido de éster o acilo
Ademas, se oxida una pequefia fraccion hasta dar &cido gentisico {4cido 2,5,-
dihidroxibenzoico) y acidos 2,3-dihidroxibenzoico y 2,3,5-trihidroxibenzoico; formandose
también a 4cido gentistirico que es el conjugado glicinico del acido gentisico (Kadar, 1989,

Dromgoole y Furts, 1992 e Insel, 1996)

2.6.6. Elnmmacion.

El acido acetilsalicilico en humanos se excreta por la orina en forma de 4cido salicilico
tibre (10%), acido salicilirico (75%), los glicordnidos fendlico (10%), acilico (5%) vy
como acido gentisico (menos del 1%) Sin embargo, la excrecidn de salicilato libre es muy
variable y depende de Ia dosis y del pIi de ta orina (Insel,1996). La eliminacion del acido
salicilico involucra dos procesos que son saturables y siguen una cinética del tipc de
Michaelis-Menten (acido salicilirico y glucoronido fendlico salicilico) y tres procesos

lineales de primer orden, todos ellos actuando en paralelo (Dromgoole y Furst, 1992).

La vida media de fa aspirina es de unos 15 minutos en plasma; del salicilato es de dos a tres
horas a dosis bajas, y de unas 12 h a las dosis antiinflamatorias usuales La vida media de
los salicilatos puede ser incluso de 15 a 30 h a dosis terapéuticas altas o en casos de
intoxicacion. Incrementos pequefios en las dosis pueden ocasionar aumentos
desproporcionados en los valores plasmaticos de salicilatos La eliminacion dosis-
dependiente ocasiona que a dosis altas se excreta por orina una mayor proporcion de
farmaco inalterado debido a la capacidad limitada del higado para formar acido salicilarico

vy glucordnido fendlico (Insel, 1996).
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2.7 Validacion

La validacion de métodos analiticos para estudios de biodisponibilidad, bioequivalencia y
farmacocinética incluye todos los procedimientos requeridos para demostrar que un meétodo
particular para la determinacion cuantitativa de la concentracion de la sustancia de interés o
serie de sustancias de interés en una matriz biologica particular es confiable para la
aplicacion deseada a través de la evaluacidn de parametros analiticos. Algunas de las
técnicas bioanaliticas mas comunmente empleadas son 1)métodos quimicos (ejem.
cromatografia de gases o liguidos de alta resolucidon y varios procedimientos con
espectrofotometriz de masas directa o en combinacion con otras técnicas) y 2) métodos
biologicos, basados éstos en procedimientos de inmunoensayos (ejem. Técnica enzimatica
de inmunoensayo multiplicativa, métodos microbiolégicos, etc). (Shah er al,1992 y
CIPAM,1991). Muchos de los principios, procedimientos y requerimientos son comurnes
para todos los tipos de métodos analiticos (CIPAM, 1991; Shah et al.,1992; ICH,1997)
Los parametros esenciales para asegurar la aceptabilidad del método analitico son
establecer. lz estabilidad de la sustancia de interés en la matriz bajo las condiciones en que
se llevara a cabo el estudio, 1a precisién y exactitud, la especificidad y el intervalo lineal de

la de funcidn-respuesta en que se esta trabajando. (Shah ef o/ , 1992).

2.7.1. Especificidad.
Es fa demostracion de que el método tiene la habilidad de diferenciar al compuesto de
mterés de metabolitos o compuestos enddgenos de la matriz biologica y productos de

degradacion conocidos.

Se evalia al probar por lo menos seis fuentes independientes de la misma matriz biolégica
verificando que no se presente interferencia alguna al analizarse con los metaboiites con la
técnica propuesta o bien analizando muestras de sujetos que recibieron el farmaco de
interés para comprobar que no interferiran sus metabolitos o productos endogenos en el

anahisis
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2.7.2. Intervalo lmeal y Funcion respuesta.
El intervalo lineal de un método analitico estd definido por las concentraciones del
producto o productos de interés comprendidas entre los niveles de concentracion superior €

inferior en el que sera determinado el producto de interés.

Se determina por la evaluacién de muestras patron en el fluido a analizar, las cuales
definen la curva de calibracion, la que sera construida tipicamente por 6 a 8 puntos de
calibracion {excluyendo blancos e incluyendo la concentracion minima cuantificable) y
definira la funcién lineal que indicara la relacién concentracidn-respuesta, la cual puede ser
obtenida directamente o por medio de una transformacion matemética bien definida y su

ajuste debera ser estadisticamente probado

Criterio de aceptacion )
a Coeficiente de determinacién (i) Mayor a 0.98 para una recta generada empleando el

método de minimos cuadrados

2.7.3. Exactitud y Precision.

La exactitud es la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y ¢l valor de
referencia, expresada en por ciento y esta referida como la desviacion que se tiene del
valor tedrnco

La precision se define como la cercania de los resultados experimentales de la valoracion
del producto de interés determinados repetidamente. La precision es establecida como la
precisién dentro de un dia (precision intra andlisis) y precision entre dias (precision inter

analisis) las cuales son expresadas cominmente como coeficientes de variacion {CV)

L.a determinacidn de la exactitud y precision puede llevarse a cabo por el analisis de un

conjunto de replicas de muestras de la sustancia de interés de concentracion conocidas en la
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matriz biolégica, considerando tres concentraciones como minimo, contempladas dentro
del rango de la curva patrén: una cerca del limite de cuantificacion (LC), una cerca del
centro y otra cercana al limite superior de cuantificacién. Se recomienda realizar los
analisis minimo por duplicado durante tres dias para establecer la precision inter analisis y
minimo por quintuplicado en un dia para establecer la precision intra analisis empleando

las concentraciones antes mencionadas

Criterio de aceptacion.

Para cada concentracion analizada el valor promedio debera estar dentro del intervalo de +
15 % del valor real, excepto para el valor de la concentracion minima cuantificable en el
cual puede ser del + 20% y un coeficiente de variacion (CV) menor al 15% y un CV menor

al 20% en la concentracion minima cuantificable

2.7.4. Limite de cuantificacion.
Es la concentracién mas baja del intervalo lineal que puede ser determinada con exactitud y
precision  Se determina analizando la concentracion minima a cuantificar, la cual debe de

cumplir con el criterio de tener un CV menor al 20%.

2.7.5 Linute de deteccidn

Es la concentracion mas baja que puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada
por el método de analisis. Normalmente se evalia haciendo diluciones de la muestra y
analizandola para determinar fa concentracién que produce una relacion sefial-ruido de 2 1

o3l
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2.7.6.Estabilidad de la muesira.

Se debe asegurar la integridad de la sustancia de interés desde la toma de la muestra hasta
su analisis final, por lo tanto, la estabilidad de la muestra es Ia propiedad de una muestra
preparada para su cuantificacién, de conservar su integridad fisicoquimica y la
concentracién de la sustancia de interés, después de almacenarse durante un tiempo
determinado. Por lo tanto la estabilidad de la sustancia de interés en la matriz biologicas se
debe establecer comparando los resultados del analisis inicial de tres muestras como
minimo a la temperatura(s) a la cual serd alimacenada con los obtenidos de las misimas
muestras después de permanecer por un tiempo determinado bajo esas condiciones Y
posteriormente determinar la influencia de los ciclos de congelamiento y deshielo {un

minirmo de dos ciclos a dos concentraciones por duplicado).

Criternio de aceptacion
La muestra es estable si la comparacion entre los grupos condicion/tiempo en las
concentraciones determinadas en comparacion con la concentracion inicial, no presentan

diferencra significativa
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1. JUSTIFICACION

Los trabajos referentes a [a influencia de los alimentos en la absorcion de medicamentos
han sido basados en datos, condiciones y necesidades propias del pais de origen, las cuales
no necesariamente corresponden a las condiciones e idiosincrasia del pueblo mexicano
Hasta la fecha solo existen los trabajos de Castafieda-Hernandez er o/, (1992) y Lares et
al., (1992) sobre la influencia de la dieta mexicana y estado nutricional sobre la absorcidn
de medicamentos.

Ei chile representa un ingrediente importante en la preparacion de diversos 2UiSOs Y €5
consumido extensamente como un condimento en varias partes del mundo, particularmente
en el Suereste de Asia y paises de Latinoamérica. En México existe una gran diversidad de
estas especies y es muy comin que la poblacidn consuma dentro de su alimentacion diaria
alguna de las variedades del chile Por otro lado, se conoce el efecto del chile sobre la
biotransformacion  (Surh vy Lee1995). la absorcion (Wanwimolruk ef al, 1992,
Udupihille,1993) v en el aclaramiento (Lippe ef al., 1989) de nutrientes y farmacos. Sin
embargo, no se ha estudiado de manera sisiematica la influencia del chile sobre la
absorcion de los farmacos. Por lo que, es necesario determinar si la ingesta de chile .
(Capsicum_annuny de forma aguda o crénica influye en la farmacocinética del acido

acetilsalicilico {aspirina)
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IV. HIPOTESIS

La administracion aguda y/o cronica de chile en ratas modificara la absorcion de la
aspirina debido a los cambias fisiologicos en el tracto gastrointestinal provocados por la

capsaicina presente en un extracto de chile estandarizado.
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V. OBJETIVOS

51 Objetivo General

Determinar el efecto de la administracion aguda y cronica de un extracto de chile sobre fa

farmacocinética de la aspirina en ratas.

5 2 Objetivos Particulares

521 Validar un método por cromatografia liquida de alta resolucion para la
cuantificacion de acido acetilsalicilico y sus metabolitos (acido salicilico, 4cido gentisico)

en sangre de rata

.2 2. Determinar el efecto de la administracion de un extracto de chile estandarizado a las
dosis de 100 mg/kg y 300 mgrkg p o. sobre los parametros farmacocinéticos (ABC, Cinax,

1oy } del dcido acetilsalicilico y sus metabolitos

523 Determinar el efecto de la administracion durante 6 semanas de un extracto de chile
estandarizado a la dosis de 100 mg/kg y 300 mg/kg sobre los parametros farmacocinéticos

{ABC, Cuun, tuan ) del dcsdo acetilsalicilico y sus metabolitos



VL. MATERIALES Y METODOS

La metodologia empleada en este estudio fue realizada en dos fases, la primera consistente
en la validacién def método cromatografico para la determinacion de acido acetilsalicilico
{AAS), acido salicilico (AS) y el acido gentisico, y la segunda fase en la determinacion del
efecto de la ingestion de un extracto de chile en forma aguda o crénica en la
farmacocinética el AAS. Esta medotologia se presenta en forma general en el siguiente

diagrama de flujo
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INFLUENCIA DE LA [NGESTA'DE CHILE (Capsicum annum) SOBRE LA
FARMACOCINETICA DE LA ASPIRINA.

Primera Fase
Validacion del método

g

- Especificidad
- Estabilidad de la muestra
- Intervalo lineal y Funcién-Respuesta
- Exactitud y Precision
- Limite de Cuantificacidén
- Limite de Determinacion

L

Segunda Fase
Influencia de una dieta rica en chile

g "

Estudio Agudo / Estudio Cronico
LOTEL LOTE 2 LOTE 3 LOTE LQOTE?2 LOTE3
Admunssiracion Administracién Adumnistracion Admnustracion Administzacion  Administracién
i2os1s Onuca Dosis luca Dosis tmica Dosis diana de Dosis diana de Dosis dharia de
Vehiculo Chule Ciule Vehiculo Chule Chule
CMC 0 5% 100 mgfkg 300 mgfkg CMC 0.5% 100 merkg 300 mgfkg

g

Administracion de Acido Acetilsalicilico a todos los lotes
dosis tnica de 20 mg/kg de peso

Ll

Toma de 100 ul de sangre a
0.2.4.6.%10,12,14,16,20,30,45,60,90,120,180,240 y 360 min.
Después de la administracion del farmaco

Analisis de las muestras

Calculo de parametros Farmacocinéticos
v Analisis Estadistico
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6.1 Primera fase. Validacion del método

6.1. 1. Condiciones cromatogrdficas.

Las siguientes condiciones cromatograficas fueron empleadas para la cuantificacion de
acido acetilsalicilico{ AAS), acido salicilico (AS) y 4cido gentisico (AG) y fueron obtenidas
tomando como base el método propuesto por Rumble y Roberts (1981) y adecuadas a las

condiciones del laboratorio

Como fase estacionaria se empleo una columna de 30 c¢m de longitud por 46 mm de
diametro empacada con grupos octadesil (-Cig) unidos a particulas de silica 10 pm de
tamafio particula {columna Varian fase inversa MCH-10}, como fase mévil se utilizé una
mezcla de Agua- Acetonitrilo 65:35 (v/v) a un pH 2.5, el ajuste de pH se realizé con acido
fosforica, la velocidad de flujo fue de | mi/min y las determinaciones se realizaron a una

longitud de onda de 230 nm en un cromatdgrafo Varian 5000.

6.1.2. Procedimiento general pava el andlisis de muestras para la vahdacion.

. En tubos conicos de polietileno de alta densidad que contenian 300 pl de metanol se
adicionaron, 100 pl de la muestra de sangre total y de 150 ul de la concentracion
correspondiente de los productos de interés AAS, AS, AG v el estandar interno, 2-
acetamidofenol (concentracion 10 ng/ml)

2 Seagitaron mmediatamente por 30 segundos en un agitador mecanico.

L¥F]

A cada tubo se le agregaron 100 pl de estdndar interno, 2 a-cetamidofenol a la
concentracion de 10 pg/ml y fueron agitados inmediatamente por 30 segundos en un

agitador mecénico
4 Los tubos fueron centrifugados por cinco minutos a 10,000 rpm y los sobrenadantes

fueron separados

h

Los sobrenadantes (muestras fistas para ser inyectadas}) se mantuvieron congelados
a -38°C, hasta el momento de ser inyectados.
6 Seinyectaron 50 pl del sobrenadante, al sistema cromatografico bajo las condiciones

sefialadas anteriormente
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6 1 2.1. Muestras blanco para la validacion.

1 En tubos conicos de polietileno de alta densidad que contenian 300 pl de metano] se
adicionaron, 100 pl de la muestra de sangre total y de 150 pi de agua grado
cromatografico y fileron analizadas siguiendo los pasos 2 al 6 del procedimiento antes

deserito.

6 1.3. Procedinuento general para la andlists de muestras obtemdas de [os tratamientos.
I En tubos conicos de polietileno de alta densidad que contenian 300 pl de metanol se

adicionaron, 100 ul de la muestra de sangre total.

I~3

Se agitaron inmediatamente por 30 segundos en un agitador mecanico y se congelaron

a-70°C

El dia del analisis:

3 A cada tubo se le adiciono 100 ul de estandar interno Z-acetamidofenal (concentracion
de 10 pug/ml) y fueron inmediatamente agitados por 30 segundos en un agitador
IMecanico.

4 Los tubos fueron centrifugados por cinco minutos a 10,000 rpm

5 FEl sobrenadante fue separado y se inyectaron 50 pl del mismo al sistema

cromatografico, bajo las condiciones sefialadas anteriormente. Las muestras listas para

ser inyectadas al sistema cromatogréafico se mantuvieron congeladas a -38°C

6131 Muestras blanco de cada tratamiento.

En tubos conicos de polietileno de alta densidad que contenian 300 pl de metanol se
adicionaron 100 pl de la muestra de sangre total obtenidas al tlempo cero del respectivo
tratamiento y fueron analizadas siguiendo los pasos 2 al 5 del procedimiento descrito en el

punto 6.1 3

6 1 4 Validacion del método.
6 14 1. Especificidad

Se aplico el método analitico propuesta a seis fuentes independientes de la misma matriz
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biologica (sangre total de rata) las cuales contenian  AAS, AS y AG verificando que no se
presentara interferencia alguna entre los productos de interés al analizarse y/o los
productos enddgenos de la matriz al ser comparados con sus respectivos blancos (Shah er

al (1992 y CIPAM, 1991

6 1472 Intervalo Lineal y Funcion Respuesta

Se evaluaron simultaneamente las muestras patron que contenian AAS, AS y AG en sangre
de rata a seis niveles de concentracion, las cuales definieron la curva de calibracion (curva
patron} para cada uno de las sustancias en ef intervalo lineal que fue establecido para el

ASAy AG de0.5 ug/md a 16 ng/ml  yparael AS de2 5 ug/mi a 80 ug/mi en sangre de

rata

La evaluacién de la funcidn respuesta consistio en la verificacién de fa consistencia de
curvas generadas, al determinar el coeficiente de determinacion de las rectas generadas, el
cual no deberia ser menor al 0 98 y los puntos estimados de la curva, deben de cumplir con

los criterios de precision y exactitud (Shah et al.,1992).

6 1.4 3 Exactitud y Precision

La precision fue evaluada como precision intra analisis y precision inter analisis Para lo
cual, a las muestras de sangre de rata se les adicion6 0 5, 0.75,3 0y 12.0 ug/ml para AAS
vAGyY 25,35, 150y 60.0 pg/ml para AS, las muestras fueron procesadas por duplicado
durante tres dias para la precision inter analisis y por sextuplicado en un solo dia para la
precision intra analisis Todas las muestras fueron interpoladas en la curva de calibracion

respectiva

Para la precisian intra anilists se obtuvo el coeficiente de variacian (CV) de las
concentraciones interpoladas de todas las muestras de ese experimento, donde se empled el
sigwiente criterio de aceptacion (Shah er af 1992 ) . coeficiente de variacion menor al 15%
{ menor del 20% a la concentraciones de 0.5 y 2.5 pg/ml) .

Del mismo modo para la precision inter analisis, se obtuvo ¢l coeficiente de variacion de las
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concentraciones interpoladas de todas las muestras obtenidas en los diferentes dias en que
se efectio el experimento, aceptandose cuando el coeficiente de variacion fue menor al
{5% para todas las concentraciones excepto para fas concentraciones de 05 y 2.5 ng/ml

que fue menor al 20% (Shah er af, 1992 ).

La exactitud se evalud verificando que el promedio de las concentraciones interpoladas del
AAS, AS y AG en ambos experimentos de la precision no se alejard mis del 15% de las
concentraciones adicionadas y no més del 20 % para las concentraciones de 0.5 y 2 5 pg/ml

{Shah ef af 1992 ).

6.1.4 4 Limite de cuantificacion,
Fue determinado por el analisis de las muestras independientes a las concentraciones del
0 Sug/mi para el caso del AAS v AG y de 2.5 pg/ml para el AS, las cuales cumplieron con

el criterio de aceptacion para la exactitud y precision

6 145 Limue de deteccién
Las sefiales de las muestras de AAS. AS y AG a concentraciones por debajo del limite de
cuantificacion definido se compararon con muestras blanco y fue establecida la

concentracién minima en la cual las sustancias de interés fueron detectadas

6146 Estabilidad de la muestra

61461 Estabilidad del AAS. AS v AG en sangre de rata. Se prepararon muestras de
sangre de rata adicionadas con tres niveles de concentracion para AAS, AS y AG las
cuales fueron agitadas inmediatamente por 30 segundos y almacenadas a -70°C Para
posteriormente segur el procesamiento y analisis a las 0, 24 y 48 horas, empleando un

disefio como el siguiente:

Inicial 24 horas/-70°C 48 horas/-70°C

Concentracion 1

Concentracion 2

Concentracton 3
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6.146.2. Estabilidad del AAS, AS y AG en muestras procesadas. Muestras de sangre de

rata adicionadas con tres niveles de concentracién para AAS, AS y AG y procesadas

hasta el punto 5 del procedimiento 6.1 2. para obtener muestras listas para ser inyectadas,

fueron almacenadas en las condiciones del laboratorio (-38°C) y analizadas a las 0, 24 y 48

horas, empleando un disefio como el siguiente.

Inicial

24 horas/-38°C

48 horas/-38°C

Concentracion |

:
. Concentracion 2
' Concentracién 3

l.a estabilidad de los farmacos en muestras procesadas y no procesadas se determino al

3.2.2 Esiudio Agrdo

menor a 0 05 se considerd significativa.

6.2 Segunda fase. Estudios farmacocinéticos

6.2.1. Anunales de experimeniacion

fueron tratados de la siguiente manera

realizar la comparacion entre el analisis inicial correspondiente contra las muestras de 24 y

48 horas, por la prueba de t de Dunnett, después de un analisis de varianza. Una p igual o

Para el estudio agudo, se utilizaron ratas Wistar macho de 8-10 semanas de edad y con un
peso corporal de 200 a 250 g, que fueron alimentados con una dieta normal (Laboratorio

RatDiet®) y para el estudio cronico, se utilizaron ratas Wistar macho recién destetadas.

Los animales se dividieron en forma aleatoria en tres grupos de 6 animales cada uno, y
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Grupo Control. Ratas que recibieron unicamente una dosis de 20 mgfkg de AAS
suspendida en carboximetilcelulosa al 0 5% (vehiculo) administrada por via oral
mediante una sonda de polietiteno.

Grupo 1. Ratas a las cuales se les administrd mediante una sonda de polietileno una
dosis oral de 100 mg/kg de peso de un extracto de chile (oleorresina de capsico,
Laboratorio Mixin, LM-723), equivalente 2 10 mg/kg de capasaicina simultdncamente

con una dosis de 20 mg/kg de AAS suspendida en carboximetilcelulosa al 0.5%.

Grupo 2. Ratas a las cuales se les administré una dosis oral de 300 mg/kg de peso de
un extracto de chile, equivalente a 30 mg/kg de capasaicina simultineamente una dosis
de 20 mg/ke de AAS suspendida en carboximetilcelulosa al ¢ 5% mediante una sonda

de polietileno.

los animales de experimentacion 12 horas antes del estudio farmacocinético se les retiro

el alimento y se les dejo libre acceso al agua Este estudio se realizo bajo el siguiente disefio

Grupocontrol | 20mgikg | cmmmeeeeeeeo
Grupo 1 100 mg/kg™ 6
Grupo 2 300 mg/kg** 6

*equinalente a 10 mg/kg de capsaicina. **equivalente a 30 mg/kg de capsaicina

3.2.3 Istudio Cromeo,

Los animales recién destetados fueron divididos en forma aleatoria en tres grupos de 6

animales cada uno, y fueron tratados de [a siguiente manera

A Grupo Control  Ratas a las cuales se les administré por via oral, mediante una sonda

de polietileno una solucidn de carboximetilcelulosa al 0.5% diariamente a razon de 0.5

ml/kg hasta alcanzar un peso entre 200 y 250 g (en general el peso se alcanzd en cuatro
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semanas}

B Grupo 1. Ratas a fas cuales se les administré, mediante una sonda de polietileno una
dosis oral de 100 mg/kg de peso de un extracto de chile equivalente a 10 mg/kg de
capasaicina diariamente hasta alcanzar un peso entre 200y 250 g.

C Grupo 2. Ratas a las cuales se les administré, mediante una sonda de polictileno una
dosis oral de 300 mgfkg de peso de un extracio de chile equivalente a 30 mg/kg de

capasaicina diariamente hasta alcanzar un peso entre 200y 250 g

Una vez que los animales alcanzaron el peso indicado, se les dejé en ayuno durante 12
horas y se les administrd po una dosis de 20 mg/kg de AAS simultineamente con la

dosis del extracto de chile siguiendo el disefio siguiente:

0 ) o d O 0
) A (] [l £ s
Grupo control 20 mg/kg Vehiculo 6
Grupo 1 20 mg/kg 100 mg/kg* 6
Grupo 2 20 mg/kg 300 mg/kg** 6

tequivalente a 10 mg/kg de capsaicina, **equivalente 2 30 mgfkg de capsaicina

6.3. Toma de muestras sanguineas

Las animales fueron colocados en posicion decabito dorsal y se les realizo fa canulacién de
la arteria caudal aproximadamente a 3 cm de la base de la cola, insertando un catéter de
pohetileno PE-10 directo a la arteria y en el extremo libre se coloco un catéter PE-30 el

cual se mantuvo heparinizado para facilitar la toma de muestras

Se tomaron muestras de 100 pl de sangre inmediatamente antes de la administracion del
farmaco v a los 2.4,6, 8,10,12,14,16,20,30,45,60,90,120,180,240,y 360 minutos, después de
fa administracién del AAS las cuales fueron recibidas en tubos conicos de polietileno de

alta densidad que contenian 300 pl de metanol y fueron procesadas como lo indica el
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método analitico en un lapso no mayor a 48 horas, después de la toma de las muestras.

6.4. Cilculos Farmacocinéticos

La concentracion plasmatica maxima (Cmay) v €l tiempo al que se alcanza 1a Coas {twa 5¢
obtuvieron directamente de los cursos temporales obtenidos para cada rata. El calculo del
Area Bajo la Curva (ABC) del grafico de las concentraciones sanguineas contra tiempo se

obtuvo a través de ta regla de los trapezoides.

6.5, Analisis Estadistico
Las diferencias estadisticas en el ABC, Cmax y t max, se evaluaron por un analisis de
varianza, seguido por el analisis entre medias a través de la prueba de t de Dunnett, Se

aceptaron diferencias significativas para un valor igual o menor a 0.05 (Montgomery, 1991)
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VI. RESULTADOS

7.1. Primera Fase. Validacién del método

Ispecificidad.

Al comparar los cromatogramas (Figura 7 11) de las muestras de la mezcla de los
estandares de acido acetilsalicilico, 4cido salicilico, acido gentisico y estandar interno,
sangre libre de farmacos (blanco) y una muestra plasmatica después de un tratamiento, se
encontrd que no existe interferencia en su cuantificacion, segiin sus tiempos de retencién

observados {Tabla 7.1).

Compuesto Tiempo de Retencidn
(minutos)

Acido Gentisico 49

2-acetamidofenol 5.5
(estandar interno)

Acido acetilsalicilico 71

Producto enddgeno 78

Acido salicilico 10.0

Tabla 7.1. Tiempos de retencién de los compuestos Acido acetilsalicilico, Acido Salicilico,
v Acido Gentisico cuantificados con el método analitico por Cromatografia liquida de alta
resolucton

Intervalo Lmeal y Funcién-Respuesic

El intervalo lineal para el Acido Acetilsalicilico (AAS), Acido Salicilico (AS) y Acido

Gentisico definido para el método analitico a validar fue

Compuesto Intervalo lineal (ug/ml)
Acido Acetilsalicilico 05alé
Acido Salicilico 2.5a80
Acido Gentisico 06ald
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Figura 7.1. Cromatogramas tipicos A). Cromatograma de muestra blanco, B).
Cromatograma de muestra de estandares adicionados y C). Cromatograma de muestra
con productos de interés después de un tratamiento. Con tiempos de retencion para;
acido gentisico(AG) 4.9 min, estandar interno (EI) 5.5 min, 4cido acetilsalicilico (AAS)
7 1 min, y 4cido salicilico (AS) 10.0 min..
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E} parametro Funcion-Respuesta fue determinado para el Acido Acetilsalicilico, Acido
Salicilico y Acido Gentisico como una funcion lineal que indicaron la relacion
Concentracidn-respuesta medida.

Este parametro fue determinado construyendo seis curvas de calibracion (concentracion-
respuesta medida) independientes para cada uno de los farmacos, analizados en el intervalo
lineal establecido, la respuesta medida para el método esta definida como la relacion de
aluras obienidas entre la Altura del Problema/Altura del Estandar Interno.

En las tablas 7.2,7 3 y 7.4 se presentan la funcion-respuesta para los farmacos analizados,
con base a estos datos, los coeficientes de determinacién obtenidos caen dentro del criterio
establecido y se considera gue las curva patron presentan un comportamiento del tipo y -
« - bx para relacionar las concentraciones de AAS, AS y AG presentes en sangre de rata
con la respuesta del sistema cromatografico. Asi mismo [a calidad de ajuste para cada una
de las curvas obtenidas cumplen con los criterios de exactitud y precision reportado como
et por ciento del coeficiente de variacion (Shah ef al., 1992),. Las representaciones graficas
de estas relaciones se presentan en las figuras 7.2,7.3,y 7.4

Tabla 72 Curvas de Funcidn -Respuesta para Acido Acetilsalicilico
(Concentracion de Actdo acetilsalicilico en pg/ml vs. Relacion de alturas)

. Desvia-

Relacion Relacion Relacion Relacion Relacion  Relacion Ceion o oy
Altoras  Alturas  Alturas  Alturas  Alturas  Alturas mmcdlq esténdar .

0.5 00204 |0.0203 [0.0217 [0.0204 [0.0202 ]0.0205 (0.0206 (0.0006 |2.7053

1 0.0405 |0.0405 |0.0426 |00406 [0.0444 |0.0408 [0.0416 (0.0016 |3.8649
2 00820 |0.0803 |0.0795 |0.0833 [0.0941 {0.0869 [0.0844 [(0.0054 |6.4468
i4 01705 [0.1805 |0 168 01851 [01865 [0.1698 ([0.1769 [0.0081 (4.5655
i‘8 03466 |0.3747 |0.3373 |0.3858 03833 |0.3913 |03898 |0.0224 |6.0691

16 06950 |0.7250 |06951 |0.7317 [0.7500 [0.7375 [0.7224 10.0227 |3.1440

ir‘ 09999 |0.9994 |09997 (0.9988 |09938 10.9982 ]0.9999 1.00066

m 0 04364 |0,04587 |0,04347 [0,04636 [0,04715 ]0,04684 |0,0455 10,0021

m= pendiente, % CV= por ciento de coeficiente de vartacion
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Figura 7 2 Gréafica de la Funcién- Repuesta para el Acido Acetilsalicilico en sangre de rata.
Cada punto representa el promedio de seis determinaciones mas su error estandar
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Tabla 73 Curvas de Funcién —Respuesta para Acido Salicilico
(Concentracion de Acido acetilsalicilico en pg/ml vs. Relacion de alturas)

- Desvia- - -

Relacién Relacion Relacion Relacién  Relacion  Refacién - promedio . €108 -~
Alturas  Alturas  Alturas -~ Alturas  Alturas  Alluras -estandar

0,0784 |00803 |0,0875 |0,0888 |0,0700

ngiml

5 0.2004 10,9951 |0.2044 |0,2004 [0,1904 }[0,2105 (0,2002 ;0.0070 |3,5026

|10 04284 |0413 04166 |0447 {0,425 [0,4318 (04270 |0.0121 (28361

20 09576 |0,8809 [0,9024 |0,909 0,9405 [0,9743 |0,9275 [0G 0358 |3,8603

40 20251 |1,8782 12,0020 |2,0142 [2.0000 |2,0361 [2,0093 {0.0205 |1,0197

80 40588 |3.925 |4,0239 (4,025 [4,0037 [4,0244 [4,0251 }0.0563 |1,3994

r 0.0998 |0.9994 |09998 [0.9998 |(0.9998 ]0.9894 |0.9996 {.00019

m 0,0516 [0,0500 [0,0512 }0,0511 |0,0521 |00511 [0,0512

m= pendiente, Y%CV= por ciento de cocficiente de varricion

Fabla 7.4. Curvas de Funcion ~Respuesta para Acido Gentisico
{Concentracion de Acido acetilsalicilico en ug/ml vs Relacion de alturas)

paiml Relacion Relacion Relacién - Refacién _ Relacidn Relacidén

Alturas  Aliuras - Alturas - Alturas - - Alturas - Alluras  promedio :
R - Estandar

0.5 0,0565 (0,061 0,0505 |0,0568 [0,0631 |0,0585 |0,0877 |0.0044

1 0405 |0,1086 (04033 [0,1148 [0,1283 (01144 |0,1122 [0.0083

2 0.2305 [0,205 |0,2176 [0,2263 |0,235 |0,2235 |0,2230 |0 0108 4,7653
4 0.4075 10,4165 |0.3636 |0,3855 |0,4304 (0,3832 [0,3978 [00247 16,1994
{8 0.8011 |0.8666 |0,8452 |0,8231 [0,8674 (08126 10,8360 (00281 [3,3574
E‘IG 1.65 1,6088 (1,7 1,6701 1,69 16875 [1,6677 |00338 |2,0282
r 0.0994 |0.0G86 |09984 |0.0992 [0.9998 |0.9986 |09990 [0.0005
im 01022 |0,1008 }0,1067 10,1037 10,1047 |0,1047 10,1038

m= pendeente. %CV= por ciento de coeficiente de variacién
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Figura 7.3 Grafica de la Funcién- Repuesta parz el Acido Salicilico en sangre de rata Cada
punto representa el promedio de seis determinaciones mas su error estandar
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Figura 7 4. Grafica de la Funcion- Repuesta para el Acido Gentisico en sangre de rata Cada
punto representa el promedio de seis determinaciones mas su error estandar.
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Fxaciiiud y Precision

A La precision intra analisis determinada para el Acido Acetilsalicilico, Acido Salicilico y

Acido Gentisico se presenta el la Tabla 7 5, 7.6y 7.7

Tabla 7.5 Precisién Intra andlisis para Acido Acetilsalicilico

Conc. % % - % % % %
Adicio- Desvia -

nada Recupe Recupe Recupe Recupe Recupe Recupe Prome- cion % CV.
en rado rado rado - - rado rado rado dio Estan- =
pg/mi ) . . o . dar
Tedrica 1 o2 3 4 5 6 o o
050 63.56 |103.20 1109.36 |103.56 [110.7 [103.68 |98.9967|17.662¢|17.8419

0,75 99.9866 | 97.6933 (99,7466 |88.8000 |98.0533 1102.72 |97.8333 |4.7717 (4.8774

3.0 98 5086 [99.0066 |99.0433 |90 2433 |92.1166 | 99.6966 |97.6022 [3.6249 |3.7140

120 99.6250 (96.9241 {100.615 |95.3366 {102 146 [ 102,027 | 99.4460 | 2.7787 (2.7941

Tabla 7.6 Precision Intra analisis para Acido Salicilico

Conc. % % % % % %

Adicio- Prome- Desvia-

nadaen Recupe Recupe Recupe 'Recupe Rectupe Recupe dio cion % C.V'_;_

pg/mi  rado rado rado rado rado  rado Estan
Tedrica : : ) dar

2 3 4 5 ) :
113 576 [101.152 [119.20 (11240 [105.588 |110.679 (6.3693

25 112.160

3.5 96.9028 [100.274 [102.314 |98.8228 | 103 257 102.645 {100,702 | 2.4921 |2.4747

150 99.896 |(99.7906 | 89.6473 |99.66 100 494 |100.754 {100.040 |0 4687 0.4685

600 102 253 |100.882 | 102.287 | 100.459 {101.957 {102,282 1101.686 | 0.8080 |0.7945




Conc. %
Adicio-
nata en Recupe Recupe Recupe Recupe Recupe Recupe Prome-

ngfml

Ted

rado
rica
1

Tabta 7.7. Precision Intra analisis para Acido Gentisico

% %

rado

2 3

rado

%

rado

4

%

rado

5

%

rado

&

dio

Desvia-

cidn
Estan-
dar

57

%CV

050 i00.82 |109.48 [89.26 [101.4 [113.52 |104.66 [103.190

0,75 100.226 [98.96 [98.72 [97.4266 [100.386 [101.213 {99.4889 {1.3746 [1.3817
30 99.0966 {97.1233 |97.562 |97.8633 |98.57 |99.63 [98.4506 |1.1635 |1.1818
12.0 996225 (98,1325 [97.22 [101.408 |99.577 |100.637 |99.4331 {1.5491 |1.5579

Precision Inter analisis. En las Tablas 78,79 y 7.10 se presentan los resultados

obtenidos referidos como por ciento de recobro en diferentes dias para la
determinacién de la precision inter andlisis para el Acido Acetilsalicilico, Acido

Salicilico y Acido Gentisico.

Tabla 7.8. Precision Inter andfisis para Acido Acetilsalicilico.

Conconcentra- Conconcentra-  Congoncentra-

Conconcentra-

¢ion

po/mi
0.5

cion
ug/mi
0.76

cion
paimi
3.0

cién -
pofmi
12.0

i 116.22 101.16 108.3566 104.2125
% 124.02 99.4666 113.7566 97.85
2 de 123.80 117.0933 96.3866 94 1133
Recobro 95.18 115 9733 90.11 99,7541
3 114.88 102.5066 113.4333 098.6225
95,76 103 2533 112.4333 95.145
Promedio
% de 111.6433 106.5756 105 7461 98.2813
Recobro
Desviacidn 13.0821 7.8281 10.0688 3.6019
Estandar
%BCV 117178 7.3452 9,5215 3.6649
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Como se puede observar en los resultados de exactitud y precision, el coeficiente de
variacién maximo para la precisién intra analisis fue de 17.8 % y correspondio a la
concentracion mas baja para el Acido Acetilsalicilico (0.5 pg/ml) y para la precisién inter
analisis 11.7 % para la misma concentracién. Como en ambos casos el coeficiente de
variacion es menor al 20 %, se dice que ¢l método para cuantificar Acido Acetilsalicilico,

Acido Salicilico y Acido Gentisico es preciso segin Shah v colaboradores (1992},

Limute de Cuantificacion,

El limite de cuantificacion para el Acido Acetilsalicilico, Acido Gentisico se fijo de 0.5
pg/mi y para el Acido Salicilico de 2.5 pg/ml, debido a que en ningan experimento llevado
a cabo presentaron un coeficiente de variacion mayor del 20% de conceniracién nominal y

cumplen con los criterios de aceptacion para exactitud, precision y funcion-respuesta.

Limite de Deteccion
El limite de deteccion determinado para €l AAS, y AG correspondic a2 03 pug/ml y 1.5
wg/mi para el AS (ver figura 7.5)
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Figura 7 5. Cromatogramas de salicilatos en sangre de rata. A) AAS, AG y AS en
sangre a concentraciones minimas cuantificables de 0.5 y 2.5 ug/ml respectivamente,
B) AAS,AG y AS a concentraciones detectables 0.3 y 1 5 pg/ml respectivamente.
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Los resultados en las tablas 7.11,7.12 y 7.13 indican que muestras de sangre adicionadas de

Acido Acetilsalicilico, Acido Salicilico y Acido Gentisico a tres concentraciones diferentes

que fueron inicialmente almacenadas a una temperatura de —70°C y posteriormente a este

lapso de tiempo procesadas para su andlisis, son estables a hasta por 48 horas

Tabla 7 11 Estabilidad de Acido Acetilsalicilico en muestras de sangre (sin procesar) a las
24 y 48 horas mantenidas a =70°C.

CONCONCENTRA CONCONCENTRA CONCONCENTRA CONCONCENTRA

CION
REPLICA {ngfml)
TEORICA

CCION -

{polml)
INICIAL -

CION
{pgiml)

“CION

{ng/mi)

24 HORAS/-70°C 48 HORAS/-70°C’

1] 0,75 0.7631 0.7647 0,7684
2 0.7643 0,7665 0,7633
3 0.7656 0,7659 0,7689
PROMEDIO 0.7643 0,7657 0,7668
c.v. 0.1636 01197 0.4041
1 3.0 3,3897 3.3678 3,3795
2 3.2763 3,2728 3,2758
3 3,2846 3.2897 3.2801
PROMEDIO 3,3169 3,3101 3,3152
C.V. 1.9058 1.5310 1.6942
1 12.0 11.6269 11.6289 11.6275
2 11.7482 11.7373 11 7467
3 11.7213 11.7220 11.7216
PROMEDIO 11.6881 11.6931 11.6986
cVv 0.5380 0.5016 0.5372




Tabla 7.12, Estabilidad de Acido Salicilico en muestras de sangre (sin procesar) a
las 24 y 48 horas mantenidas a —=70°C.
REPLICA CONCONCENTRA CONCONCENTRA CONCONCENTRA CONCONCENTRA ]

CION

{ug/mi}
TEORICA

CION

{ng/ml)
INICIAL

CiON
{ngfmi)

CION
{ng/ml}

24 HORAS/-T0°C 48 HORAS/-T0°C

1 3,5 3,4912 3,4915 3,4905
2 35929 3,5042 3,593
3 3,3894 3,3887 3,3879
PROMEDIO 3,4912 3,4915 3,4905
cV 23,9145 2,9429 2,9380
i 15 14,488 14,4868 14,4878
2 14,4842 14,483 14,4830
3 14,4861 14,4869 4 4859
PROMEDIO 14,4861 14,4862 14,4859
C.V. 0,0131 0.0204 0,0135
3 60 £8,6185 58,6413 58,6128
2 61,2155 61,199 61,2147
3 59,917 56,9134 59,0165
PROMEDIO 59,9170 59,9179 59,9165
C.V. 2,1672 21343 2,1668

CION

{ng/mi)
TEORICA

CION

{ng/ml)
{NCIAL

CION
(ngiml)

- 24 HORAS/-T0°C

Tabla 7.13 Estabilidad de Acido Gentisico en muestras de sangre (sin procesar) a las 24 y
48 horas mantenidas a —70°C.
REPLICA CONCONCENTRA CONCONCENTRA CONCONCENTRA

CONCONCENTRA

cloN T

- pgiml) -
43 HORAS/-T0°C

i 0,75 0,7262 0.7261 0,7263
2 0,7352 0,7351 0,7351
3 0,7377 0,7376 0,7379
PROMEDIO 0,7330 0,7329 0,7331
Cc\V. 0,8251 0.8252 0,8257
1 3 3,1418 3,1402 3,1407
2 3,106 3,1058 3,1053
3 31013 3,101 31012
PROMEDIO 3,163 3,1157 3,1157
c.v. 0,7053 0,6863 0,6971
1 12 13,1442 13,146 13,1445
2 13,1621 13,1613 13,1617
3 13,5238 13,1527 13,1536
PROMEDIO 13,2767 13,1533 13,1533
c.v. 1,6132 0,0583 0,0854
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b. Estabilidad del AAS, A S y AG en muestras procesadas

En las tablas 7.14, 7.15 y 7.16 se presentan los resultados de cuantificacion obtenidos al
realizar la estabilidad del Acido Acetilsalicilico, Acido Salicilico y Acido Gentisico de
muestras procesadas listas para ser inyectadas al cromatografo, a tres concentraciones
diferentes y determinadas inmediatamente después de ser preparadas (condicién inicial) y a

las 24 v 48 horas, éstas ultimas resguardadas a una temperatura de -38°C.

Tabla 7.14. Estabilidad de Acido Acetilsalicilico en muestras listas para el analisis a las 24
y 48 horas mantenidas a 33°C.

CONCONCENTRA CONCONCENTRA CONCONCENTRA -CONCONCENTRA:

CION © CION CION CION
REPLICA {ng/mt) {ngfmi) - ~ {pgimi) {nghmly
TEORICA INICIAL 24 HORAS/-38°C 48 HORAS/-38°C
1 0,75 0,7688 0.7056 0,8981*
2 0,7744 0,7139 0,8916*
3 0,7631 0,7797 0,8628"
PROMEDIO 0,7688 0,7331 0,8842
CV. 0,7350 55381 4,8153
1 3.0 3,403 2,9282" 3,079"
2 3,373 3,1445% 3,0692"
3 3,3897 2,9465" 28928
PROMEDIO 3,3886 3,0064 3,0137
CV. 0,4436 3,0897 347714
1 12.0 11,8347 11,7572 11,5774
2 11,4174 11,9825 11,6626
3 11,626 12,3378 11,5616
PROMEDIO 11,6260 12,0258 11,5972
CV. 1,7947 2,4341 0,4193

~Diferencia significativa con respecto a la concentracioén inicial p<0.05 por t de Dunnett
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Tabla 7 15. Estabilidad de Acido Salicilico en muestras listas para el analisis a las 24 y 48
horas mantenidas a —38°C

REP A ONCO RA ONCO RA » 9 RA ONGCO RA
0 0 O O
(] ] 0 (]

ORICA A 4 HORA §0 48 HORA 0
1 3,5 3.4912 3,4585 3,2970*
3,5421 3,4054 32738
3 3,3894 3,6342 3,2699*
PROMEDIO 3,4742 3,4960 3,2802
C.\. 2,2379 1,0828 0,4466
1 18 14,4899 15,7471 15,047
2 14,4804 15,6488 16,235
3 14,488 14,3306 14,484
PROMEDI{O 14,4861 15,2422 15,2553
C.V. 0,0347 §,1893 5,8596
1 60 59917 58,7654 58,3776
2 59,2988 57,98 57,9952
3 60,1658 60,8091 60,197
PROMEDIO 59,7939 59,1848 58,8566
CV. 0,7468 2,4676 1,9989

*Diferencia significativa con respecto a la concentracién incial p<0.05 por t de Dunnett.

Tabla 7.16. Estabilidad de Acido Gentisico en muestras listas para el andlisis a las 24 y 48
horas mantenidas a —38°C.

REPLICA CONCONCENTRA CONCONCENTRA CONCONCENTRA CONCONCENTRA.
CION - - CION .. ~ CION -~ CION

{rgimly - oo pgfml) o - - - egfml) o {ugiml) ey

TEORICA ~ “INCIAL - 24 HORAS/-38°C - 48 HORAS/-38°C -

1 0,75 0,7296 0,8136™ 0,8103*
2 0,7329 0,8306" 0,814
3 0,7282 0,8328* 0,8074*
PROMEDIO 0,7296 0,8257 0,8106

CV 0,4592 1,2767 0,4081

1 3 3,08 3,1565 3,2187
2 2,9691 3,166 2,8998
3 3,1415 3,1469 2,9109
PROMEDIO 3,0769 3,1565 3,0098

CcVv. 2,3434 0,3026 6,0136

1 12 13,0318 12,2804 13,1931
13,1621 12,233 12,2012

3 12,9613 11,9678 12,1759
PROMEDIO 13,0617 12,1604 12,5234

cvV 0,7805 1,3854 4.6322

*Diferencia significativa con respecto a la concentracion incial p<0.05 por t de Dunnett.
8 P p P
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7.2. Segunda Fase. Estudios Farmacocinéticos.

Estudio Agudo

Los perfiles promedio de las concentraciones sanguineas contra el tiempo para el AAS y

AS, seilustran en las figuras 7.6 y 77

En la figura 7.6 se puede observar que cuando se administro el extracto de chile a fa dosis
de 300 mg/kg no fue posible detectar AAS, mientras que cuando se administro la dosis de
100 mg/kg de chile los parametros farmacocinéticos del AAS no sufrieron cambios

significativos respecto al grupo control como lo muestra la tabla 7.17

Para el AS se observa un efecto dosis dependiente (figura 7.7) que se manifiesta sobre el
ABC vy la Cyy obtenidos en los experimentos (tabla 7.18). Presentando, diferencias

significativas (p<0 05) en estos parametros con respecto al grupo control

La cinética del AAS y del AS cambio significativamente después de la administracion

intragastrica del extracto de chile a la dosis de 300 mg/kg (tablas 7.17y 7 18).



CONCENTRACION DE AAS (ug/ml)
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2.0 —
O 20 mg/kg de AAS + vehfculo
£ 20 mg/kg de AAS + 100 mg/kg de Chile
Y 20 mg/kg de AAS + 300 mg/kg de Chile
1.5 T 1
1.0 —
0.5 —
0.0 — F 7 7 F F F 7 57
I T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3

TIEMPO (horas)

Figura 7.6. Perfil de la concentracién plasmdatica promedic de AAS vs.
tiempo poara el estudio cgude después de la administracién oral de
20 mg/kg de AAS (o), después de |la administracién simultdnea de AAS
20 mg/kg v extrocto de chile 100 mg/kg { % ) y 300 mg/kg{ ¥ )
Coda simbolo representa la media de 6 experimentos + el error estdn-—
dar de la mediao.



CONCENTRACION DE AS (ug/mi)
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O 20 mg/kg de AAS + vehlculo

& 20 mg/kg de AAS + 100 mg/Kg de Chile

Vv 20 mg/ky de AAS + 300 mg/Kg de Chile

[ L
3 6

TIEMPO (horas)

Figura 7.7. Perfil de la concentracién plasmatica promedio de AS
vs. tiempo pora el estudio ggudo, después de la administracion
oral de 20 mg/kg de AAS ( O ), después de la administracién
simultanea de AAS 20 mg/kg y extracto de chils 100 mg/kg
{ )y 300 mg/kg ( v ). Cada simbolo representa la medic
de 6 experimentos + &l error estdndar de la media.
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Tabla 7.17. Paramétros Farmacocinéticos {promedio de seis determinaciones + error
estandar) de Acido Acetilsalicilico después de una administracion Gnica de Acido
Acetilsaticilico (20 mg/Kg) simuitineamente con una dosis de extracto de chile.

ABC*
{ug-min/ml)

- Cmax
(ieg/mi)

tmax.
(min}

Grupo 1292+256 1.42 +£9.20 433 +£150
Control
Grupo 100 mg/kg de | 11.95+1.28 1.60+0.23 667099
Extracto de Chile
Grupo 300 mg/kg de 3% ok *
Exiracto de Chile

* Calculada por método trapezoidal, **No se detecto farmaco

Tabla 7.18. Paramétros Farmacocinéticos (promedio de seis determinaciones + error
estandar) de Acido Salicilico después de una adminisiracion anica de Acido Acetilsalicilico
(20 mg/Kg) simultaneamente con una dosis de exiracto de chile.

. ABC:

(ugonii'nf'ml)'

Cmax -
(pg/ml)

tnax - oG
{nin)

Grupo 3745 96 + 1474+ 1.58 | 65.00+5.00
Control 2.56
Grupo 100 mg/kg de 2018.54 + 1069+ 040* | 21671784
Extracto de Chile 194.13%
Grupo 300 mg/kg de 1521 06 £ 7.10+0.82*% | 46.00+ 17.66
Extracto de Chile 223 43*

* p<0.05 comparado contra el control {t Dunnett)
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Estudio eronico

En las figuras 7.8 se presentan los graficos de los cursos temporales de las concentraciones
sanguineas promedio para el Acido Acetilsalicilico y en la figura 7.9 los correspondientes
para el Acido Salicilico, obtenidos en el esiudio del efecto de la ingesta cronica del

extracto de chile

Observindose una disminucién significativa en la concentracidn de AS con respecto al
control (figura 7.9). En la figura 7.8 se observa que el extracte de chile a las dos dosis
evaluadas tiene un efecto drastico sobre la absorcion dei AAS, ya que no se detecto este

farmaco en la sangre de rata a ningin tiempo.

Las tablas 7 i9 y 7.20, se presentan [os pardmetros farmacocinéticos determinados para
Acido Acetilsalicilico y Acido Salicilico respectivamente después del tratamiento crénico,

sefalandose las diferencias significativas gue se encontraron en cada caso.
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—‘ O 20 mg/kg de AAS + vehiculo
4 20 mg/kg de AAS + 100 mg/kg de Chile
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Figura 7.8. Perfil de ia concentracion plasmatico promedio de AAS.
vs. tiempo para el estudio crénico, después de la administracién
oral de 20 mg/kg de AAS ( O ) después de la administracion si—
multénea de AAS 20 mg/kg y extracto de chile 100 mg/kg
{ )y 300 mg/kq ( ¥ ). Cada simbolo representa la media de
Gexperimentos + el error estandar de la medioc.



CONCENTRACION DE AS {(ug/ml)

20 —
O 20 mg/kg de AAS + vehfculo
3 20 mg/kg de AAS + 100 mg/Kg de Chile
7 20 mg/kg de AAS + 300 mg/Kg de Chile
15 —
10 - \
— s
¥
o

[ [ |
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TIEMPO (horas)

Figura 7.9. Perfil de la concentracién plasmatica promedio de AS

vs. tiempo para el estudio crénico, después de la administracién

oral de 20 mg/kg de AAS ( O ), después de la administracién si—
multdnea de AAS 20 mg/kg y extracto de chile 1006 mg/kg
{ ) y 300 mg/kg ( ¥ ). Cado simbolo representa la media
de 6 experimentos % el error esténdar de lo media.
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Tabla 7 19. Paramétros Farmacocinéticos (promedio de seis determinaciones * error
estandar) de Acido Acetilsalicilico después de una administracion finica de Acido
Acetilsalicilico (20 mg/Kg) vy dosis de extracto de chile administrada en forma crénica

- ABC - Cmax Cpmax

: O (pgmin/ml) - (pg/mly 0 (min) © o
Grupo 12014145 [156+012 [433+033
Control
Grupo 100 mg/kg de * * *
Extracto de Chile
Grupo 300 mg/kg de * % *
Extracto de Chile

* No se detecto farmaco

Tabla 7.20. Paramétros Farmacocinéticos (promedio de seis determinaciones i error
estandar) de Acido Salicilico después de una administracion tinica de Acido Acetilsalicitico
(20 mg/Kg) y dosis de extracto de chile adminisirada en forma crdnica

“ABC ¢ - Cmax Totmax

: : Ut pgmin/ml) - (pg/mi) “(min)
Grupo 381671+ | 17.01£1.33 | 52.50£3.35
Control 290.16
Grupo 100 mg/kg de 1694 .48 + 782+128% ¢ 2817+8.08
Extracto de Chile 481 86*

Grupo 300 mgrka de 105984 + S85+082% 1543341419
Extracto de Chile 265 75%

* p<0.05 comparado contra el control (t Dunnett)
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

Primera Fase

Se validd un método para separar y cuantificar simultancamente al cido acetilsalicilico
{AAS) y dos de sus metabolitos 4cido salicilico (AS) y 4cido gentisico {AG) en muestras de
sangre de rata por cromatografia liquida de alta resolucion. El cual presenta principalmente
la ventaja de emplear un volumen pequefio de muestra para el analisis (100 pl de sangre),
lo que facilita obtener cursos temporales de la cinética del firmaco en un mismo animal
(va que el volumen extraido no rebasa los 2 ml} con lo que no se corre el riesgo de provocar
cambios hemodinamicos que pudieran afectar la determinacion de los pardmetros

farmacocinéticos

En la figura 7.1 se presenta un cromatograina obtenido de la inyeccién de una muestra de
sangre libre de salicilatos (blanco), otra con 1a inclusién de los mismos y una mas obtenida
después de la administracién de AAS, los tiempos de retencion del AG 4.9 min, AAS, 71
min y AS 10 0 min, indican una resolucién adecuada (mayor al 1.5) y como se aprecia en
los cromatogramas es minima la presencia de sustancias endogenas que interfieren con los

picos de los salicilatos, considerandose especifico el método.

Con el fin de evaluar la funcion-respuesta del método, se efectuaron curvas de calibracion
para cada uno de los salicilatos, obteniéndose curvas patron con un comportamiento del
tipo ¥ = @ + bx para relacionar las concentraciones de AAS, AS y AG presentes en sangre
de rata con la respuesta del sistema, cuyos coeficientes de determinacion promedio )
entre la cantidad adicionada con la relacién de alturas de los picos fiieron para AAS,
=0 9999, AS, r*= 0.9996 y AG, '=0.9990, cumpliendo con los criterios de aceptacion
junto con los demas parametros (Shah, et af, 1992} para la evaluacion de la funcion-

respuesta como se observa en las tablas 7.2,7.3 y 7 4.

Con respecto a la precision (intra analisis e inter analisis) y exactitud del método se
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calcularon los coeficientes de variacién (CV), como criterio de evaluacion para determinar
dichos parametros en los cuatro niveles de concentracion probados, encontrandose que el
% CV maximo para la precision intra analisis e inter andlisis fue del 17.8% y 11.7%,
respectivamente y correspondieron a la concentracion minima para AAS, como en ambos
casos se cumple con el criterio de aceptacion (CV menor al 20%) por lo que el método para

cuantificar AAS, AS y AG se considera preciso y exacto (Shah ef o/, 1992).

Las cantidades fijadas como limites de cuantificacion en el método de 0.5 ug/ml para AAS
vy AG v 2.5 pg/ml para el AAS, cumplieron los criterios de aceptacion de exactitud y
precisién del método (Shah ef o/, 1992), mientras que la cantidad minima detectable en
sangre de rata fue de 0.3 pg/ml para el AAS AG v 1.5 pg/ml para el AS, en todos los casos
dichos valores fueron obtenidos al determinar la sefial-ruido (2'1) de concentraciones por
debajo del limite de cuantificacion de los farmacos, (Shah ef af,, 1992 y ICH, 1997) como

se puede observar en la figura 7.5.

Por otra parte la estabilidad fue evaluada como:

a) Estabilidad de los farmacos en muestras de sangre.

En muestras de sangre de rata adicionadas con AAS,AS y AG a tres concentraciones
conservadas por un lapso de 24 y 48 horas a -70°C y posteriormente procesadas para el
analisis como lo indica el método, et AAS, AS y AG en sangre de rata fueron estables a

-70°C por un periodo de 48 horas (tablas 7 11 a 7.13).

b} Estabalidad del AAS,AS y AG en muestras procesadas.

Los farmacos en las muestras procesadas listas para ser inyectadas al sistema
cromatografico que se almacenaron por 24 y 48 horas a —38°C, fueron igualmente estables
solamente a 48 horas a concentraciones mayores de 0.75 pg/ml, 3 ug/ml y 3.5 pg/ml para

AG, AAS y AS respectivamente (tabla 7.14 a 7.16).
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Es importante mencionar que considerando los resultados de la estabilidad en ia validacion
del método, se establecié que todas las muestras tomadas en los experimentos deberian ser
analizadas en un lapso no mayor de 48 horas siempre y cuando las muestras sin procesar se
conservaran a -70°C

Aln cuando se valido ¢ método cromatografico para separar y cuantificar simultaneamente
al acida acetilsalicilico y dos de sus metabolitos, el 4cido salicilico y el acido gentisico, en
tas muestras de sangre de los animales que fueron tratados con AAS no se logra detectar

acido gentisico en ningln caso
Segunda Fase

No se encontraron diferencias significativas en los parametros farmacocinéticos ABC, Cu,
para el AAS y AS en los grupos, del estudio agudo y del estudio crénico (tablas 7.17-7.18 y
7 19-7 20, respectivamente). Cabe sefialar que desde el primer tiempo de muestreo {2 min),
se obtuvieron niveles apreciables de AAS y AS, siendo mayores los niveles de éste (timo,
lo que se explica por la biotransformacion del AAS a AS (Hatori et al,,1983 e Twamoto ez
al ,1982)

Para la dosts de 100 mg/kg del extracto de chile administrado en forma aguda, se observa
un aumento en la Cmax y una disminucién de las concentraciones sanguineas que no alcanza
significancia estadistica con respecto al control, sin embargo, en la dosis de 300 mg/kg del
extracto de chile ya no fue posible detectar concentraciones sanguineas de AAS a ningun
ttempo, lo que indicaria una inhibicién total de la absorcién 0 un aumento en la velocidad

de hidrélisis en el tracto gastrointestinal (Hatori ez o, 1983 e lwamoto ef af ,1982).

En la figura 7 7 se observa que la influencia de la ingesta aguda del extracto de chile es

dosis-dependiente sobre los parametros de absorcion del AS (Cmax y ABC, tabla 7 18)

Dado que la absorcion del AS y AAS no disociado se realiza por difusion pasiva a través de
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las membranas gastrointestinales y por tal motivo recibe la influencia del pH gastrico
{Insel, 1996), entonces la disminucién significativa en la absorcion del AAS y AS por la
admimistracion simuitanea del extracto de chile puede explicarse, de manera general por
los cambios en la acidez gastrica provocados por la capsaicina presente en el extracto de
chile. Limlomwongse y colaboradores (1979) describen que la capsaicina induce el
aumento de Ja secrecion acida y la hiperemia en la mucosa gastrica, a dosis similares a las
empleadas en este estudio. Aunado a esto, la posible disminucién en la concentracion de
farmaco en el lumen del tracto gastrointestinal promovida por un aumento en el volumen de
fluido gastrico, provocaria que la velocidad de difusion de los fairmacos a través de las
membranas capilares del tracto gastrointestinal se modificara y por lo tanto su absorcidn, ya
que esta en funcion del gradiente de concentracion a través de la membrana (CLumen ¢t —
Cswore). Hatakeyama y colaboradores (1995) describen que la capsaicina promueve un
aumento en el volumen de fluido gastrico que deriva en una dilucioén luminal, al disminuir
el vaciamiento gastrico, este retardo en el vaciamiento gastrico pudo provocar para el AAS,
un mayor tiempo de permanencia en el estdmago, implicando que dada su inestabilidad en
los fluidos gastricos, se haya hidrolizado rapidamente a AS, provocando la disminucion de

la absorcion del AAS

Sc esperaria un aumento en la concentracion de AS después de la hidrolisis del AAS, sin
embargo. no se refleja en los datos, posiblemente debido a que la concentracion del AAS
para un mismo tiempo de muestreo, representa aproximadamente el 10 % de la
concentracién det AS, valor que pudo quedar enmascarado por el error estandar que se
tiene en los experimentos, esto es, por ejemplo para el tiempo 10 min los niveles de AAS
son del orden de 0.76 ug/ml y para AS de 7.04 pg/ml en los experimentos con dosis de
chule de 100 mgrkg

Por otro lado, la cantidad de AS disponible para la absorcion pudo sufrir una dilucion
significativa al aumentar el fluido gastrointestinal, provocando que exista menor cantidad

de farmaco disponible para ser absorbido, reflejandose en la disminucion total del farmaco
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absorbido como lo indican fas ABC obtenidas (tabla 7.18 y Fig. 7.7).

Por otro lado, para el estudio cronico no se observaron alteraciones fisicas y/o de
comportamiento en los animales tratados con el extracto de chile a los que se les pudieran
atribuir los cambios significativos obtenidos en los parametros farmacocinéticos después de

la administracion unica de AAS.

Al comparar las concentraciones sanguineas de AAS obtenidas del grupo control con las de
las dosis de 100 y 300 mg/kg de extracto de chile administrados en forma crdnica, no se
observa absorcion del farmaco, al no detectarse concentraciones sanguineas de AAS en
ringuno de los animales tratades con las dosis del extracto de chile, como se observa en la

figura 7 8.

Para el caso del AS se observd que los pardmetros de ABC y Cp,y disminuyeron de
manera dosis dependiente con la ingesta de chile en forma cronica, del mismo mode que se
observa para el caso del estudio agudo (Figura 8.1y 8.2) El efecto sobre el ABC y Cmax
del AS en el estudio cronico es ligeramente mayor que en el estudio agudo, sin embargo, no
se alcanza una diferencia estadistica significativa entre pardmetros del estudio agudo y
eromico {Figura 8 1 y 8.2), lo que lleva a postular que el efecto principal del extracto de
chile es sobre el AAS al presentarse un aumento de la hidrolisis en el tubo digestivo,
debido a que la capsaicina contenida en el extracto de chile administrada en forma cronica
induce una disminucion en el vaciamiento gastrico (Hatakeyama ef al., 1995) ¥ que aunado
a un aumento de la secrecién gastrica (Limlomwongse ef af , 1979) promueve la hidrélisis
a AAS a AS, el cual se logra absorber pero en menor cantidad en presencia del extracto de
chite Este hecho prevalece sobre el de la velocidad de transito y superficie de contacto en
el tracto gastrointestinal, va que fa capsaicina, también a estas dosis se ha reportado que

inhibe la motilidad gastrica (Takeuchi y colaboradores, 1991).
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* p< 0.05 comparado contra el control (t Dunnett).



Cmax de Acido Salicilico

{rg/mi)

ESTA TESIS WA nrpe

Sabi 88 4

79

20 mg/kg de AAS +

[a¥]
=
J

i
wilan Sk

20 mg/kg de AAS + vehlculo

100 mg/kg de extracto de chile
ISI 20 mg/kg de AAS +
300 mg/kg de extracte de chile
15
E 3
T
10 — *
*
L ¥
5 §
. o N
TRATAMIENTO TRATAMIENTO
AGUDO CRONICO
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Por otro lado, cabe hacer mencién que las concentraciones sanguineas de AS en todos los
grupos, tanto en los controles como en los tratados, disminuyen en aproximadamente 45 %
comparadas con las Crac de AS de este, después de 6 horas y sigue sin cambios hasta las 10
horas (datos no presentados y obtenidos en estudios piloto realizados). Esto se puede
atribuir a que siguiendo la biotransformacion del AS y su conversion a su mayor metabolito
(acido salicilurico) es un proceso saturable (Drogoole y Furst, 1992}, lo que nos impide

conocer la vida media de eliminacién del AS o a que en fa rata la eliminacion es muy lenta.

Ademas de los mecanismos que participan en las alteraciones en la fase de absorcion del
AAS y AS con la ingesta del extracto de chile en forma aguda o cronica, pueden existir
otros mecanismos que influyan en la distribucion y eliminacion de los mismos, y que
pueden ser atribuidos también a la ingesta de capsaicina. Entre estos tenemos a las
alteraciones en flujo sanguineo como consecuencia del consumo de capsaicina.
Limlomwongse e al., (1979); Holzer ef al., (1989} y Holzer y Lippe (1988) reportan un
aumento en el flujo sanguineo de la mucosa por estimulacion de las terminaciones
nerviosas aferentes en la pared géstrica tras la administracion intragastrica de la capsaicina,
que bien pudiera afectar la absorcién pasiva de los farmacos debido a la disminucion del
gradiente de concentracion trasluminal como lo indica Toothaker y Welling (1980) y
posterior distribucién, afectando paralelamente los mecanismos de biotransformacion y
¢liminacion, enfatizando este hecho al determinar tanto en los tratamientos agudos y
cronicos una modificacion en la velocidad de absorcién y biotrasnsformacién reflejada por
la disminucién de Cuax alcanzadas y la modificacién significativa de la cantidad de farmaco
que se absorbié y se biotransformo como lo indica el ABC tanto para el AAS como en el

AS.

Por otro lado Mann (1997) y Szoleszanyi y Barthd (1981) indican que la capsaicina
administrada por via oral en forma aguda y cronica esta asociada a dafio gastrico lo que
implicaria cambios en la absorcion del AAS y AS sin embargo, en nuestro estudio este

factor se descarta, debido a que todos los animales en estudio, una vez finalizado el
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muestreo de sangre, se sacrificaron y el estomago fue disecado para evaluar el dafio
gastrico y en ningln caso se presento dafio glstrico apreciable en la mucosa gastrica,

después de la administracion aguda o crénica del extracto de chile.

El mecanismo fisioldgico de acciéon del componente picante del extracto de chile
{capsaicina) al cual se le atribuyen las consecuencias observadas en nuestro estudio, puede
explicarse por las evidencias que indican que el sistema nervioso autonomo del tracto
gastrointestinal contiene neuronas aferentes primarias sensibles a la capsaicina, las cuales
en el duodeno e intestino delgado estin involucradas en la activacion de las alteraciones en
el tracto gastrointestinal como flujo sanguineo, motilidad, secrecidn gastrica, et¢, a través
de la liberacion de peptidos (Nassar ef al., 1995; Holzer & Lippe, 1988; Holzer et al., 1989,
Takeuchi ef al.,1991; Dugani y Glavin, 1986}

Las diferencias en la velocidad absorcion gastrointestinal mostradas por el Cpay, que
presentan en el estudio crénico y agudo para el AS como se observa claramente en las
figuras 8 1 y 8 2, y donde a mayor dosis de chile el efecto es mas notorio para el AAS
(figura 7 8), tienen un pronunciado efecto sobre la magnitud de absorcion de los mismos y
el tiempo para alcanzar los niveles méximos de firmaco en el organismo, en el caso de la

asprrina la cual es hidrolizada rapidamente.

Esto ultimo puede tener implicaciones clinicas importantes, para aquellos sujetos que
consumen de manera cotidiana altas cantidades de chile, ya que puede existir diferencia -en
la duracién del efecto analgésico de la aspirina y del acido salicilico, debido a que Ia
inhibicion enzimatica irreversible es debida a la acetilacion de ciclooxigensa-1(COX-1) y
ciclooxigenasa-2 (COX-2), a diferencia def acido salicilico que inhibe a {a enzima de forma
reversible como los otres antiinflamatorios no estereroideos Por otro lado, las plaquetas
son especialmente sensibles a la inactivacion irreversible de la ciclooxigenasa mediada por
fa aspirina, dado que fas plaquetas no regeneran [fa enzima ciclooxigenasa, la aspirina

miube a la COX plaquetaria por un tiempo igual a la vida de las plaquetas (8- 11 dias), esta
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inhibicién esta relacionada con la inhibicion presistémica de Ja COX en la circulacion
porta antes que la aspirina sea desacetilada en el higado hasta dar el salicilato. Si la
hidrolisis de la aspirina ocurre antes de absorberse, el efecto benéfico en la prevencion
secundaria de enfermedades coronarias por la inhibicién de la ciclooxigenasa plaguetaria
podria no observarse en las personas que consuman cotidianamente cantidades apreciables

de chile, sin embargo se requiere de estudios adicionales para demostrar esto



1

b2

33

[X. CONCLUSION

El método cromatografico propuesto para la separacion y cuantificacion de AAS, ASy
AG en micromuestras de sangre de rata, cumple con los criterios de validacion lo cual
lo hace confiable para poder ser utilizado en estudios de biodisponibilidad y

farmacocinética.

La administracion simultinea de 20 mg/kg de AAS y un extracto de chile a dosis de 100
mg/kg v 300 mg/kg de forma aguda o crénica, modifica significativamente la
farmacocinética de la aspirina, promoviendo la hidrolisis del AAS y disminuyendo la

absorcién de AS en forma dosis dependiente.
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