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La medicina herbolaria es muy utilizada en nuestro pais y muchas veces el médico no interroga
al paciente por remedios herbolarios que pudiera estar consumiendo de manera concomitante
con los farmacos convencionales. Las personas consumen estos remedios por la creencia de que
son de origen natural y no producen dafo. Existe evidencia de interacciones entre los
remedios herbolarios y los firmacos convencionales. Las interacciones ocurren cuando el uso de
2 o mds medicamentos o sustancias de origen natural interfiere en la farmacocinética o
farmacodindmica de alguno de ellos. El resveratrol es un polifenol aislado de la uva y de otras
plantas como el Polygonum cuspidatum al que se le han atribuido, entre otras funciones,
actividad antitumoral, actividad para bajar de peso, incremento de longevidad y proteccién
cardiovascular. El resveratrol se encuentra a la venta sin prescripcion médica y por las
propiedades que se le atribuyen y ser de origen natural existe la posibilidad de que sea
consumido por tiempo prolongado por pacientes que estén recibiendo fiarmacos como la
simvastatina que es un inhibidor de HMG CoA reductasa usado en el tratamiento de las
dislipidemias, generalmente por tiempo prolongado. Se ha reportado que el resveratrol inhibe al
CYP3A4 enzima responsable del metabolismo de la simvastatina por lo que la administracién
concomitante con éste firmaco puede producir una interaccién metabdlica con incremento de
las concentraciones plasméticas y mayor riesgo de toxicidad.

Objetivo. Evaluar el efecto del resveratrol sobre el perfil farmacocinético (Cméax, Tméax y ABC)
de la simvastatina.

Material y métodos. El estudio fue prospectivo, longitudinal, abierto, a una dosis tnica de
simvastatina 40mg administrada por via oral, en dos periodos bajo condiciones de ayuno, en 8
de sujetos de investigacion sanos de ambos géneros. En la primera fase se administré la
simvastatina, se tomaron 17 muestras sanguineas en un lapso de 24 h y se determiné su perfil
farmacocinético (basal), en la segunda fase los sujetos recibieron 500mg de resveratrol
diariamente durante 30 dias y en la tercera fase se determiné de nuevo el perfil farmacocinético
de simvastatina. Se evalué ademds la tolerabilidad de resveratrol mediante exdmenes de
laboratorio (BH, perfil bioquimico y examen general de orina).

Resultados. El resveratrol(500mg durante 30 dias) fue bien tolerado, no produjo ninguna
alteracién clinicamente significativa en los exdmenes de laboratorio y no se reportaron efectos
adversos en ningin sujeto. Al comparar los pardmetros farmacocinéticos de simvastatina,
obtenidos antes y después de la administracion de resveratrol, se observé un incremento en el
Cméx(6.47 vs 20.23 ng/mL respectivamente), en el ABCO-t (28.27 vs 97.95 ng/mL/hr
respectivamente) y en el ABCO-o0 (33.79 vs 118.64 ng/mL/hr).

Conclusiones. El resveratrol interaccioné con el metabolismo de la simvastatina y produjo un
incremento en sus concentraciones plasmaéticas. Existe la posibilidad de que los pacientes que
estén consumiendo simvastatina y resveratrol simultineamente tengan un mayor riesgo de
desarrollar los efectos adversos (hepatotoxicidad, rabdomidlisis) reportados con el uso crénico
de este farmaco.

Dr. med. Lourdes Garza Ocanas
Directora de Tesis
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CAPITULO1

1. INTRODUCCION

1.1 Medicina tradicional y herbolaria
La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define la medicina tradicional como la
suma total de los conocimientos, habilidades, y practicas basadas en las teorias,
creencias y experiencias indigenas a las diferentes culturas, que son usadas para
mantener la salud, asi como para prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades

fisicas y mentales.

De acuerdo a la OMS, hasta un 80% de la poblacién en Asia y Africa usan plantas
medicinales como medicina complementaria o alternativa, esto mismo se ha reportado

hasta en 70% de la poblacion en los paises desarrollados de occidente'.

Las personas que usan este tipo de medicina alternativa no saben que los remedios
herbolarios pueden alterar el efecto de los farmacos convencionales o que tienen efectos
dafiinos por si solos, mas bien, creen que la medicina herbolaria esté libre de riesgos por

2
ser natural”.

En un estudio realizado por Romero y colaboradores en el Instituto Mexicano del Seguro
Social, en el cual se encuestd6 a médicos para averiguar su grado de conocimiento de
remedios herbolario se encontré que sélo un 55.7% de médicos tenia informacién sobre

remedios herbolarios, el 80% fueron clasificados con conocimiento basico (el mas bajo)



de los remedios herbolarios. El médico rara vez interroga por estos medicamentos en la

. . , . 3
historia clinica’.

Ernst en 2004, reporté que hasta un 67% de las mujeres usan medicina herbolaria como

. . . 4
tratamiento de sintomas perimenstruales’.

Slevin reporté en el 2012 que aproximadamente 73% de pacientes con enfermedad
vascular aguda usan algun suplemento de vitaminas y minerales, 20% usan productos
herbales y 35% aminoécidos de manera concomitante con sus firmacos convencionales.
El médico rara vez interroga por el consumo de estos medicamentos en la historia

clinica’.

DeSmet report6 que el uso de las terapias alternativas usualmente retrasa el inicio de un

. L 4. . . . . . 6
tratamiento médico e incluso disminuye la adherencia al mismo".

La mayoria de las recomendaciones sobre el uso de estos remedios no proviene de un

P . 4. . . iy 7
médico o especialista, sino de amigos o familiares'.

Algunos remedios herbolarios comunmente utilizados son son: Panax ginseng
(Ginseng), Allium sativum (Ajo), Serenoa repens (Palma enana), Psidium guajava
(Guayaba), Matricharia chamomilla (Manzanilla), Hypericum perforatum (Hierba de
San Juan), Ginkgo biloba, Echinacea purpura, Polygonum cuspidatum, Glycyrriza

glabrata (Regaliz), entre otros®,



1.2 Interacciones farmacologicas
Existen dos procesos importantes dentro de la farmacologia médica denominados

farmacocinética y farmacodinamia.

La farmacocinética estudia la absorcién, distribucion, metabolismo y eliminacién de los
farmacos, mientras que la farmacodinamia estudia los efectos de las sustancias quimicas

. P . 2.9
en el organismo y comunmente se le conoce como mecanismo de accién’.

Generalmente los pacientes toman 2 o mds medicamentos juntos, no tienen
conocimiento de que la administracion concomitante de varios medicamentos o de

medicamentos con productos herbolarios puede producir una interaccion entre ellos.

Se conoce como interaccion medicamentosa a la alteracion de la farmacocinética y/o
farmacodinamia de un medicamento ocasionada por la administracion conjunta con otro
medicamento, suplemento alimenticio, vitaminas, productos herbolarios usados como

fitoterapia o dieta entre otros %10,

Con la mayoria de estas interacciones se han reportado efectos menores y moderados,

. . . . .11
pero las pocas reacciones severas que se pudleron evitar son de gran importancia .

Estas interacciones pueden repercutir en la farmacocinética y/o en la farmacodinamia de
uno o ambos farmacos involucrados y puede ocurrir desde la absorcion, la distribucidn,
el metabolismo y la eliminacidn. El resultado usualmente es de actividad farmacoldgica

disminuida, pero también pueden ocurrir potenciaciones de efectos adversos e incluso

3



incremento en la toxicidad de uno o ambos farmacos, como en el caso del uso de los
inhibidores de la Hidroximetil Glutaril Coenzima A reductasa(estatinas) combinados con

farmacos inhibidores de enzimas metabdlicas de la familia del CYP3A4°.

1.2.1 Interacciones farmacocinéticas

Son las interacciones que ocurren en la absorcion, distribucién o en el metabolismo.
Incrementan o disminuyen la velocidad de la eliminacién de uno o de ambos farmacos'*
13

1.2.1.1 Interaccion a nivel de absorcion

Un farmaco puede causar un incremento o disminucion de la absorcion de otro fairmaco
en la luz intestinal. Son ejemplos cldsicos la ranitidina cuyo efecto antidcido impide la
absorcion de farmacos y las resinas secuestradoras de 4cidos biliares como la
colestiramina, cuyo efecto en luz intestinal disminuye absorciéon de muchos

. 912
medicamentos como el propranolol y las estatinas™ .

1.2.1.2 Interaccion a nivel de unién a proteinas

Los farmacos con alto grado de unidn a proteinas plasmaticas, como la albumina y la
glucoproteina alfa 1 acida, pueden desplazar a otros de su sitio de union, por ejemplo la
warfarina o la glibenclamida, incrementando asi la fraccién libre y por ende su

.. 1
toxicidad” 2.



1.2.1.3 Interaccion a nivel de metabolismo

El efecto de inhibicion o de induccién que pueden tener los farmacos u otras sustancias
como los remedios herbolarios sobre las enzimas metabdlicas, especialmente las de la
familia de citocromos P450puede llevar a una disminucién o incremento dela vida
media de eliminacién de otro farmaco, produciendo toxicidad (por la acumulacion del

. L. . . ., 9
farmaco) o un efecto subterapéutico (por incremento en su eliminacién)’.

La inhibicién de las enzimas metabdlicas conlleva a una acumulacién del farmaco o
sustancia mientras que la induccion enzimatica produce mds metabolitos hidrosolubles,
incrementa su eliminacion y por ende produce un efecto farmacoldgico disminuido o

nulo.

El sistema enzimadtico del citocromo P450 es una familia de enzimas metabdlicas cuya
funcién es la biotransformacion de los farmacos u otras sustancias en el higado. Se han
identificado més de 50 isoenzimas, pero son el CYP3A4, el CYP2D6 y el CYP2C9 las
que més actividad y mds sustratos poseen (Figura 1). Las enzimas del citocromo se
expresan en higado, rifién, intestino, pulmoén y SNC’. El higado contiene la mayor
cantidad de CYP que metabolizan farmacos y otras sustancias lo que asegura el

. . . 12
metabolismo eficaz de primer paso’” 2.

Los citocromos se denominan con el sufijo CYP seguida de un nimero que denota la
familia, una letra que indica la subfamilia y otro nimero que designa la isoforma. Por lo

tanto, CYP3A4 corresponde a la familia 3, subfamilia A e isoforma 4°,



CYP1A1/2

Esterasas

CYP1B1

Epoxido

CYP2A6 Hidrolasa

CYP2B6

CYP2C8/9

CYP2C10

CYP2D6 CYP3A4/5
CYP2E1

Figural. Fraccién de los farmacos usados en la clinica que son metabolizados por las

principales enzimas del citocromo P450 °

Los distintos citocromos poseen varios sustratos (Tabla 1), se considera que son
promiscuos (inespecificos), a diferencia de otras enzimas metabdlicas como la

Monoaminooxidasa cuyos sustratos son mas especificos.

CYP Sustratos

1A2 Paracetamol, antipirina, cafeina, tacrina, teofilina

2A6 Cumarinicos, nicotina

2B6 Artemisinina, bupropioén, efavirenz, ketamina, propofol, selegilina

2D6 Clomipramina, codeina, dextrometorfano, fluoxetina, metoprolol, oxicodona,

risperidona, tamoxifeno, timolol.

3A4 Paracetamol, amiodarona, astemizol, cocaina, diazepam, eritromicina,
indinavir, lidocaina, lovastatina, miconazol, nifedipino, quinidina,
espironolactona, simvastatina, sulfametoxazol, sufentanilo, terfendina.

2C9 Celecoxib, flurbiprofeno, losartan, fenitoina, tolbutamida

Tabla 1. Enzimas P450 presentes en el humano y algunos de los firmacos metabolizados

por las mismas (sustratos).



Algunas diferencias en la velocidad del metabolismo de un farmaco son secundarias a
las interacciones farmacoldgicas. Muy a menudo sucede cuando se administran en forma
simultdnea 2 fadrmacos y es la misma enzima que metaboliza a ambos. Por ejemplo, el
antimicético de uso frecuente ketoconazol con inhibidores de proteasa (farmacos usados
en la terapia del VIH), inhibe la conversion de los dltimos a metabolitos hidrosolubles,

. P Ny fes 12
incrementando asi su concentracion plasmética .

Por otro lado, la hierba de San Juan (Hypericum perforatum) es un potente inductor
enzimatico de enzimas CYP3A4, y al administrarse en conjunto con firmacos
esteroideos como los anticonceptivos orales anula la eficacia de la dosis tradicional para
evitar el embarazo. Existen otros farmacos y alimentos que actiian como inductores de

las enzimas del citocromo (Tabla 2).

Farmacos Inductores

Tabaquismo
Fenobarbital
Rifampicina
Alimentos al carbén
Verduras cruciferas
Etanol

Isoniazida

Tabla 2. Farmacos inductores de enzimas metabdlicas



La terfenadina, antes un antihistaminico popular, fue retirado del mercado porque su
metabolismo era inhibido por sustratos del CYP3A4 como la eritromicina y por el jugo
de toronja. La terfenadina es en realidad un profdrmaco que se convierte a su metabolito
activo por medio del CYP3A4, el compuesto original en concentraciones altas genera la
Torsades de Pointes (taquicardia ventricular en entorchado), que es una arritmia

potencialmente letal’.

La inhibicién del CYP3A4 es la interaccion medicamentosa mds comun, pues hay

cientos de farmacos y productos herbolarios que pueden producir este efecto de

9, 12

interaccion™ . Existen otros farmacos y sustancias que actiian como inhibidores de los

citocromos (Tabla 3).

Farmacos Inhibidores

Claritromicina

Eritromicina

Fluconazol

Ketoconazol

Cimetidina

Tabla 3. Farmacos inhibidores de citocromos.

1.2.2 Interacciones farmacodinamicas
En cuanto al efecto producido por los farmacos, las interacciones pueden ser aditivas o

sumativas, sinérgicas, de potenciacion o antagonistas (competitivas y no competitivas).



La interaccién aditiva ocurre cuando dos farmacos con efecto similar se administran en
combinacion y el efecto resultante equivale a la suma del efecto de cada uno de ellos
administrado por separado. La interaccidon de potenciacion ocurre cuando se administran
2 farmacos que actian en distintos receptores y producen una respuesta mayor a la suma

de sus efectos individuales.

El antagonismo es la interferencia de un farmaco con la accion de otro. Si la
interferencia es a nivel del mismo receptor se denomina antagonismo competitivo, si es

. . . e 9,12
en diferentes receptores se denomina antagonismo no competitivo™ ~.

1.2.3 Herbolaria e interacciones farmacologicas

Existen varios constituyentes herbolarios de la dieta cuyos metabolitos intermediarios
han demostrado inhibir irreversiblemente algunos citocromos, a saber: bergamotina (de
la toronja), capsaicina (chiles), glabridina (regaliz), isotiocianatos (vegetales cruciferos),
oleuropeina (aceite de olivo) . Otras interacciones importantes descritas incluyen la del
Ginkgo biloba que tiene la capacidad de inducir al CYP2C19, por lo que disminuye las
concentraciones plasmdticas de farmacos como el Omeprazol. También ha sido
reportado que la planta china Xiao-Chai-Hu-Tang que disminuye la biodisponibilidad

oral de prednisolona .

En una revisién realizada por Hu y colaboradores se encontré que, si bien hay
interacciones ya demostradas, como el ejemplo de Silybum marianum que disminuye las

concentraciones del indinavir en humanos y el Ginkgo biloba que produce un aumento

9



en sangrados al consumirlo junto con aspirina y warfarina, existen mads interacciones

L. . . L. 15
tedricas basadas en evidencia preclinica .

Chen y colaboradores describieron que las vias de metabolismo de los farmacos y los
fitoterapéuticos son las mismas, y es factible que existan muchas plantas y extractos que
inhiban o estimulen a los citocromos responsables del metabolismo, alterando asi la vida

. e . . 16,17
media de eliminacion de los farmacos que usen la misma via .

Se ha demostrado el efecto de algunas plantas y alimentos sobre los citocromos
responsables del metabolismo de farmacos (Hierba de San Juan, jugo de toronja, entre
otros) por lo que han llegado a ser consideras como una contraindicacion médica ¥ Son
diversos los efectos que los fitoterapéuticos pueden tener sobre las enzimas del

citocromo (Tabla 4).

CYP3A4 CYP2E1 CYP2C9 CYP2D6 CYP2C19

Resveratrol ! ! !
Capsaicina

— «—

Allium sativum )

Rotenona !

Panax ginseng Tl (e Tl T
Hierba de San ™

Juan

Kava kava ! ! !

Ginkgo biloba T

Jugo de Toronja L ! -- ! --

Tabla 4. Efecto de algunos fitoterapéuticos sobre los citocromos. 1: Induccién del

citocromo |: Inhibe el citocromo & '¢!7- 1

10



1.3 Resveratrol.
El resveratrol (trans-3,4,5-trihidroxistilbeno) es una fitoalexina polifendlica, producida
por plantas en respuesta a estrés y pertenece al grupo de los fitoestrégenos.
Especialmente se ha descrito la produccién de resveratrol como proteccién contra

Botrytis cinerea, hongo patégeno de muchas plantaslg.

Fue descubierto en 1940, catalogado en 1976 como fitoalexina y descubierto como
compuesto del vino tinto en 1992. En los ultimos afios ha habido un auge en el ambito

. S 18,20
de investigacion de este compuesto 7.

1.3.1 Fuentes del resveratrol.

Se encuentra en el vino tinto, uvas, pistaches, nueces, cacahuates, moras, entre otros
alimentos y algunas plantas como Polygonum cuspidatum. Se encuentra en mayor
cantidad en las uvas rojas y moradas. En la naturaleza puede encontrarse como trans-,

. . 21
cis- y dihidro-resveratrol ~.

Actualmente el resveratrol estd disponible en el mercado en presentacion de cépsulas de

500mg y se vende sin prescripcion médica.

La concentracién de resveratrol en el vino depende de la temporada y la cantidad de
uvas en el producto 2 En 1 onza de vino tinto (28.4mL) existen aproximadamente 160
microgramos de resveratrol . En una determinacién por LC-MS se encontraron
1042nmol/g de uva, 8.6-24.8 micromol/L. de vino, 1.07nmol/g en jugo de uva y 1.56

nmol/g en jugo de arandano **.

11



1.3.2 Cinética del resveratrol.
Existe suficiente evidencia acumulada sobre la seguridad y tolerabilidad del resveratrol,
asi como de su perfil cinético y metabdlico; quedando ain pendiente esclarecer el

. . . . o 25
mecanismo de accién y ensayos clinicos apropiados sobre su efectividad en humanos™.

Después de dosis repetidas tanto via oral como parenteral en voluntarios sanos, se
determinaron los pardmetros farmacocinéticos del resveratrol, siendo su vida media de
9.2 horas, absorcion de 70%, biodisponibilidad plasmdtica menor a 1%; la sulfatacion en
intestino delgado parece ser el paso limitante en la biodisponibilidad % S6lo una

~ . . .27
pequena proporcion del resveratrol oral pasa a circulacion “'.

El metabolismo extenso en higado s6lo permite 1% de biodisponibilidad después de la
administracion oral de resveratrol. Las dosis repetidas no mejoran esta situacion de
manera significativa 2 En un estudio realizado en dosis repetidas, se determinaron los

metabolitos mas importantes como glucurénido y sulfato de resveratrol 28

1.3.3 Propiedades farmacolégicas del resveratrol.

Son multiples los efectos positivos del resveratrol ya demostrados en modelos in vitro y
otros pocos en ensayos clinicos en humanos, a saber: efecto antiaterosclerdtico y
cardioprotector, efecto antiagregante plaquetario, anticancer, antiviral, hipolipemiante,

antioxidante y neuroprotector.
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El efecto en la aterosclerosis del resveratrol involucra multiples vias, entre las que se
destaca la disminucién de la agregacion plaquetaria, disminucién de expresion de factor
de necrosis tumoral alfa, disminucién de angiogénesis, disminucién de lipogénesis y
aumento de lip6lisis entre otros '®*. El resveratrol puede inhibir el influjo de calcio a la
plaqueta, bloquear el ADP e inhibir el tromboxano A2, con lo que se disminuye la

agregacioén plaquetaria’.

Como parte del efecto hipolipemiante, el resveratrol inhibe la sintesis de dcidos grasos y
triacilglicerol en hepatocitos de ratas 0 El estrés oxidativo juega un papel importante en
las enfermedades cardiovasculares, disminuye la disponibilidad de 6xido nitrico en los
vasos sanguineos, lo cual conlleva a disfuncién endotelial. El resveratrol impide el estrés
oxidativo inhibiendo la formacién de especies reactivas de oxigeno y promoviendo la

. L . L, . 31
sintasa de 6xido nitrico ~ .

Se han reportado cambios en los perfiles de lipidos, mediante estudios realizados en

roedores. Se mejora el perfil del colesterol total, no asi los demds parametros 32

Se ha demostrado la capacidad del resveratrol de disminuir los depdsitos de grasa
mesentéricos y subcutdneos, siendo para esto 30mg/kg/dia la dosis mds eficiente *°. En
una revision sistematica de 13 estudios sobre efecto sobre lipidos del resveratrol, en 5 de
ellos no hubo cambios significativos en el perfil lipidico, en los demds si hubo
disminuciones en el colesterol total y triglicéridos. S6lo en 4 se redujeron los niveles de
LDL *°. Existe evidencia in vitro sobre la capacidad del resveratrol de inhibir la

. ., e g . . . .. 34.3
peroxidacién lipidica de LDL, evitando asi su citotoxicidad™* >,
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El resveratrol in vitro interactia con multiples dianas moleculares y tiene efectos
positivos en células tumorales de mama, estdmago, eséfago, colon, préstata y céncer;
, . 34 .. .
aln sin extrapolar estos hallazgos a los humanos *". Entre sus efectos quimiopreventivos
se encuentran: inducir apoptosis en células malignas, secuestrar las células en una o més
fases del ciclo celular, inhibir sintesis de ADN, ademads bloquear la actividad de la

hidroperoxidasa de COX, la cual es responsable de la bioactivacién de mutdgenos 36. 37,

38,39 . . . o . .
, siendo estos efectos quimioprotectivos no especificos al resveratrol, sino también a
. , . . . . . P 40
otros fitoestrogenos (quercetina, apigenina, curcumina y genisteina) .
. . L4 42
Otros efectos postulados para resveratrol incluyen neuroproteccion en Alzheimer ,
.. . . 43 . .
actividad contra influenzavirus ™ y efecto sobre la longevidad al interactuar con las

. . . . . 2\ 20,44
sirtuinas (regulador silente de informacion) .

Al ser un producto de libre venta actualmente el resveratrol se estd consumiendo sin que
haya atn suficiente evidencia cientifica para respaldar sus posibles efectos benéficos en

el humano, mas all4 de lo que se pueda obtener en las dieta s,

Dados los reportes de los efectos benéficos del resveratrol sobre el estrés oxidativo, la
agregacion plaquetaria y los pardmetros del perfil de lipidos (colesterol, LDL), se ha
propuesto que puede tener un uso potencial en el tratamiento de enfermedades

. 2
cardiovasculares. > 2°
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1.4 Efecto del resveratrol sobre enzimas metabdlicas
En un estudio realizado por Chow en 2010, se demostr6 que la ingesta de 1g de
resveratrol diario durante 1 mes produjo induccién de actividad de CYP1A2, ademads
inhibicién de CYP3A4, CYP2D6 y CYP2C9 17, éstos ultimos son responsables del

metabolismo de la mayoria de los farmacos.

1.5 Enfermedades Cardiovasculares
Las enfermedades cardiovasculares, entre las que se engloban; ateroesclerosis,
enfermedad coronaria, accidentes cerebrovasculares y trombosis (pulmonar, cerebral,
etc..) son la principal causa de muerte en el mundo, incluso la ateroesclerosis ocasiona

, . , , . . 46
mas defunciones que el cancer, las neumopatias y la diabetes juntos .

Los principales factores de riesgo incluyen incremento de LDL, disminucién de HDL,
tabaquismo, hipertension, diabetes mellitus tipo 2, senectud y el antecedente familiar de
crisis prematura de enfermedad coronaria (varones menores de 55 afios y mujeres

= 9
menores de 65 afios)".

La asociacion de mortalidad con niveles de colesterol se conoce desde hace mas de 50
aflos; mientras mayores los niveles de colesterol, mayor el riesgo de enfermedad
coronaria. Aun asi, el 33% de los episodios aparecen en individuos con niveles entre 150
y 200mg/dL. ¥’ (Tabla 5). El efecto de la dieta y el ejercicio sobre estos factores es,

impresionante, pues han reducido hasta un 30% las LDL. **
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Deseable Riesgo moderado Riesgo alto

Colesterol Menor a 200 200-240 Mayor a 240
HDL Mayor a 60 40-60 Menor a 40
LDL Menor a 100 130-159 160-190
Trigliceridos Menor a 150 150-199 200-500

Rel. Colesterol/HDL.  Menor a 3.5 3.5a5.0 Mayor a 5.0

Tabla 5. Niveles normales de Lipidos *°

1.5.1 Tratamiento de las dislipidemias
En el tratamiento actual de las dislipidemias, se enlistan los siguientes tratamientos
farmacoldgicos:

e Estatinas

e Derivados del 4cido fibrico

e Resinas secuestradoras de dcidos biliares

e Acido Nicotinico

e FEzetimibe

De estos tratamientos, las estatinas son los farmacos mas utilizados en la actualidad,
debido a su potente efecto sobre los niveles de LDL y Colesterol; ademas de los efectos
demostrados sobre la funciéon endotelial, sobre la estabilidad de placa y el rol

antiagregante plaquetario que poseen 910,

1.6 Inhibidores de HMG CoA reductasa
Los inhibidores de HMG CoA (HidroxiMetilGlutaril Coenzima A) reductasa, también
conocidos como estatinas o estatinicos, se consideran actualmente la primera linea de

tratamiento para las dislipidemias 0 Estos farmacos disminuyen los niveles de
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colesterol y LDL, disminuyendo asi las incidencias de enfermedades cardiacas; dosis
moderadas de estatinicos que disminuyan 40% las concentraciones de LDL, disminuyen
hasta un 33% de eventos cardiovasculares, los regimenes intensivos que disminuyen

hasta un 50% de LDL aminoran la frecuencia de episodios cardiovasculares un 50%".

Existen diversos farmacos estatinicos en el mercado actualmente (Figura 2), su
mecanismo de accién permite incrementar el catabolismo e inhibir la sintesis de LDL,
no es de sorprender que su principal efecto sobre los perfiles de lipidos sea la
disminucion de Colesterol total y de LDL. Todas las estatinas son de vidas medias cortas
(menor a 3 horas), excepto atorvastatina, rosuvastatina y pitavastatina (mayores a 10
horas)’. De estas, la atorvastatina es la mds potente para disminuir niveles de LDL y

Colesterol de acuerdo al estudio CURVES *°.

MEVASTATIN

LOVASTATIN SIMVASTATIN PRAVASTATIN

CO;Na

CH,

FLUVASTATIN

OH

HO,
\Ccozwa

i Y
O LT

ATORVASTATIN

CHg),CH
OH OH

O |
O

S

Q

E

Coo-
/ /\/,\)\/
N

+ Ca?*

ROSUVASTATIN

Ca2+

Fig. 2. Férmulas estructurales de estatinas disponibles en el mercado actualmente’
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1.6.1 Metabolismo de las estatinas

Las estatinas se metabolizan por medio de enzimas hepaticas del citocromo P450 (Tabla
6). Esto tiene amplia relevancia por potenciales interacciones con farmacos o sustancias
que inhiban o induzcan dichos citocromos, pues estd demostrado que la tasa de efectos
adversos de las estatinas se incrementa con el uso concomitante de inhibidores de las

. P 51
enzimas metabodlicas = .

Los efectos adversos mdas serios de las estatinas son hepatotoxicidad, miopatia,
rabdomidlisis’. Estos efectos adversos son raros cuando se administran como
monoterapia, pero se incrementa su incidencia al combinarlos con con inhibidores
metabolicos. Del grupo de las estatinas la simvastatina es el farmaco de con el que mas
se ha reportado la incidencia de rabdomidlisis cuando se administra en combinacidn con

farmacos inhibidores de CYP3A4 °'.

Lovastatina Simvastatina Pravastatina Atorvastatina Rosuvastatina Pitavastatina
UGT1A3/
Isoenzima* 3A4 3A4 Ninguno 3A4 2C9/2C19
UGT2B7
Lipofilicidad Si Si No Si No Si
Unio6n a
>95% 95-98% 50% 96% 88% 99%
Proteinas
Metabolitos
) Si Si No Si Si No
activos
Semivida (h) 3 2 1.8 7-14 13-20 12

Tabla 6. Farmacocinética de las estatinas. *Enzima del sistema Citocromo P450

responsable del metabolismo de cada farmaco'”.
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1.7 Evaluacion de interacciones farmacologicas
La administracion de dos fairmacos o mds de manera concomitante puede llevar a una
alteracion de la farmacocinética o farmacodinamia de uno ellos. A esta alteracion se le
denomina interaccién medicamentosa y puede llevar a un incremento de la toxicidad del

, . . ., .. 11
farmaco o disminucion de su efectividad .

Ademas de las posibles interacciones entre farmacos, la presencia cada vez mayor de
multiples suplementos alimenticios y fitoterapias en el mercado constituye un riesgo
potencial para interacciones farmaco-fitoterapia ya que la combinaciéon de medicina
tradicional (herbolaria, fitoterapia) con la terapéutica farmacoldgica, es una situacion
cada vez mas frecuente en nuestro pais. Por lo anterior se requiere de estudios clinicos

para establecer el riesgo potencial de estas interacciones.

La biodisponibilidad se define como la proporcién de farmaco que se absorbe a la
circulacion general después de su administracion y el tiempo que requiere para hacerlo.
Este proceso farmacocinético brinda informacién importante relacionada con la
concentracion plasmatica maxima de un farmaco o Cmax, el tiempo miximo 6 Tméx,
que corresponde al tiempo en que se alcanza la Cmax y el érea bajo la curva (ABC) que
es la representacion de una biodisponibilidad en una grafica de concentracién por

tiempo’~. (Figura 3)

La evaluacion de la posible interaccion entre un farmaco y un producto herbolario se
puede realizar mediante el disefio de estudios denominados de no interaccién donde se

compara la biodisponibilidad de un farmaco, obtenida inicialmente sin que se haya
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ingerido el producto herbolario, y después de la administraciéon de éste por un tiempo
definido previamente, el disefio de estos estudios generalmente se realiza tomando

como base la NOM 177 2013,

\ o= Pico (PEAZCIM)

\

Concentractn sérica

Tiempa

Fig. 3 Gréfica de Concentracion por Tiempo

El resveratrol se encuentra disponible en el mercado y su venta no requiere prescripcion
médica. Debido a las propiedades cardioprotectoras que se le atribuyen y a que es de
origen natural existe una alta probabilidad de que éste sea consumido de manera cronica
por pacientes que también estén recibiendo farmacos como la simvastatina que es un
inhibidor de HMG CoA reductasa usado en el tratamiento de las dislipidemias, por
tiempo prolongado y para el cual se ha reportado hepatotoxicidad y rabdiomidlisis como
efectos adversos . El resveratrol inhibe al CYP3A4, enzima responsable del metabolismo
de la simvastatina por lo que la administracién concomitante con éste fairmaco puede
producir una interaccién metabdlica con incremento de las concentraciones plasmaéticas

. c e 117,18
y mayor riesgo de toxicidad " .
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JUSTIFICACION

Las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas de morbilidad y

mortalidad en nuestro pais y el mundo.

Se han publicado diversos articulos apoyando el uso del resveratrol en enfermedades

cardiovasculares, incluyendo las dislipidemias.

Actualmente el resveratrol se encuentra disponible en el mercado sin prescripcion

médica y no existe un control de su consumo.

Debido a la inhibicion del CYP3A4 por el resveratrol existe el riesgo de una interaccion

potencial con Simvastatina e incremento del riesgo de sus efectos adversos

(hepatotoxicidad, rabdiomidlisis).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del resveratrol sobre el perfil farmacocinético de la simvastatina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Validar el procedimiento analitico para la cuantificacion de simvastatina.
2. Administrar los tratamientos y recolectar las muestras sanguineas

3. Cuantificar simvastatina en las muestras obtenidas

4. Determinar y comparar el perfil farmacocinético (Cmax, ABC)de la simvastatina

administrada individualmente y en combinacion con resveratrol
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CAPITULO II

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Material y Equipos

2.1.1 Material

Puntillas para pipetas automaticas de 1000 uL, Corning

Tubos de 2mL Eppendorf

Viales de vidrio &mbar de 2mL con tapas de rosca Agilent

Insertos de vidrio fondo cénico de 400uL, Agilent

Septas de hule/teflon, Agilent

Membranas de PVDF (Fluoruro de Polivinilideno) poro de 0.45um Milipore
Columna Poroshell 120 SB C-18 3.0 x 100 mm x 2.7 um

Cépsulas de gel duro no. 1 Bremen

Capsule Machine “01” Capsule connection

Guantes de latex tamafio mediano y grande

Cateter intravenoso Intracath tamafo 20

Tubos para muestras sanguineas con citrato de sodio como anticoagulante
Gradillas para los tubos colectores de muestras

Jeringas de SmL

Torniquetes

Lentes protectores
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2.1.2 Equipos

Sistema de filtracion, Milipore

Vortex IKA

Centrifuga, Beckman

Microcentrifuga, Eppendorf
Refrigerador, General Electric

Turbo Vap LV, Zymark

Ultracongelador Revco

Agitador multitubos VX-2500, VWR
Balanza analitica, Mettler Toledo AB204
Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucion acoplado con Espectrometria de Masas
Agilent 1100, LC/MS/MS (3Q)

Pipetas automaticas 1000uL, Eppendorf

2.1.3 Reactivos

Simvastatina Estandar primario USP Lote I1H070
Resveratrol capsulas 250mg

Simvastatina (Zeid) cépsulas 20mg

Agua bidestilada, Laboratorios Monterrey
Acetonitrilo grado HPLC, Tedia

MTBE (Metil Terbutil Eter) Tedia

Formato de amonio Sigma

Acido férmico, Fermont

Metanol grado HPLC Fermont
24



2.2 Métodos

2.2.1 Diseiio experimental

2.2.1.1 Tipo de estudio

Es un estudio de tipo prospectivo, longitudinal, simple, aleatorizado donde se
compararon la Cmax, Tmax y ABC de simvastatina a una dosis unica de
40mgadministrados por via oral contra la Cmax, Tmax y ABC de simvastatina a la
misma dosis después de un mes de tratamiento con Resveratrol a dosis de 500mg

diarios, administrados por via oral.

Se administraron 2 tratamientos, 2 secuencias, en tres fases, bajo condiciones de ayuno,
con un periodo de lavado mayor a 7 vidas medias de la simvastatina y con un ndmero de

8 sujetos de investigacion sanos de ambos géneros.

Las fases del estudio consistieron:

Fase 1. Determinacion de Cmax, Tmax y ABC de simvastatina (Internamiento 1)

Fase 2. Administracion de resveratrol durante 30 dias.

Fase 3. Determinaciéon de Cmax, Tmax y ABC de simvastatina después de tratamiento

con resveratrol. (Internamiento 2)

2.2.1.2 Consideraciones éticas
El estudio se llevé a cabo siguiendo los lineamientos de la ley general de salud, la

declaracién de Helsinky y las buenas practicas clinicas™* >. El protocolo fue autorizado
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por el Comité de Etica en Investigacién y el Comité de Investigacién de la Subdireccién
de Investigacién de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo

Leédn.

2.2.1.3 Tamaio de muestra

El estudio fue realizado en 8 sujetos sanos.

2.2.1.4 Poblacién

La seleccion de los sujetos de investigacion se llevé a cabo de la siguiente manera: se
invitd a la poblacion en general y a estudiantes de la Universidad Autonoma de Nuevo
Leodn a participar en el protocolo clinico y los candidatos fueron inscritos en una lista

con nombre y teléfonos.

A cada uno de los candidatos a participar en el estudio se les entrego por escrito la Carta
de Consentimiento y se les explico a profundidad los objetivos, disefio y métodos del
estudio; los exdmenes a realizar; toma de muestras, beneficios esperados y cualquier
riesgo posible derivado del estudio, de tal manera que existid un entendimiento pleno
sobre el estudio asi como el derecho del sujeto a dejar el estudio en el momento y por las

causas que determine.

Después de la informacion, a los sujetos que desearon continuar se les solicitd la firma
de consentimiento informado, con dos testigos presentes, para la realizacién de su
evaluacién como aspirante a sujeto de investigacion. Se inicié entonces la evaluacién

clinica donde se realizé la historia clinica con interrogatorio por aparatos y sistemas, y
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evaluacién de signos vitales para determinar el estado de salud de cada sujeto, después si
el sujeto cumplia con los criterios clinicos de inclusién se programé una segunda visita
para la realizacion de estudios de laboratorio y gabinete. De cumplir cabalmente con los

criterios de inclusion se le seleccion6 para la realizacion del estudio.

Se determing el estado de salud en 10 sujetos. De los sujetos anteriores se seleccionaron

8 para el estudio.

Los criterios de inclusion y exclusion para ser aceptados se basaron en el numeral 8.7 de

la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013, el cual trata de la seleccién de

. . . ., 53
sujetos de investigacion ™.

2.2.1.5 Criterios de Inclusion

Los criterios de inclusion fueron los siguientes.

e Haber dado y firmado su consentimiento informado para participar en el estudio,
de acuerdo con las Buenas Practicas Clinicas.

e Ser un hombre o mujer de 18 a 40 afios de edad.

e Tener un indice de masa corporal 18 a 26.9 Kg/m2.

e Ser sujetos sanos de acuerdo a la historia médica, examen fisico y valores de
laboratorio clinico normales

e Ser sujetos que han entendido y estdn dispuestos a cumplir con los

procedimientos del estudio, incluyendo el seguimiento y las restricciones.
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2.2.1.6 Criterios de Exclusion
Los criterios de exclusion fueron los siguientes.

e Sujetos que no cumplen con los criterios de inclusidn.

e Tener una historia personal de reacciones alérgicas a medicamentos

e Tener cualquier tipo de erupcién o lesion en la piel que pueda interferir con las
evaluaciones del estudio

e Usar cualquier medicamento que pueda modificar la respuesta al medicamento a
evaluar

e Padecer alguna enfermedad crénico-degenerativa que requiera tratamiento
médico

e Tener problemas médicos no controlados que en opinién del investigador puedan
reducir la seguridad de su participacion en el estudio

e Tener desérdenes neuroldgicos o psiquidtricos que puedan interferir con el
estudio

e Tener resultados de laboratorio anormales como prueba de sifilis positivo, prueba
de SIDA positivo, Hepatitis B positivo o Hepatitis C positivo.

e Antecedentes de exposicidn crénica al alcohol u otras substancias de abuso
dentro del ultimo afio.

e Tener una historia de fumador en el dltimo trimestre.

e Si ha participado en algin otro estudio de investigacion en los 60 dias previos a

este estudio.
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e Si ha donado o perdido 450mL o mas de sangre dentro de los 60 dias previos al
inicio del estudio.
e Sujetos con resultados positivos a la prueba de abuso de drogas.
e Si estd embarazada o lactando.
Se reclutaron 8 sujetos sanos, todos ellos firmaron el consentimiento informado y las

cartas correspondientes con 2 testigos cada uno.

La verificacién del estado de salud de los sujetos se determiné a partir de la historia
clinica y la exploracion fisica asi como la evaluacion clinica y paraclinica, que incluye

los siguientes exdmenes auxiliares (Tabla 7).

e Biometria hemadtica completa (hemoglobina, hematocrito, conteo total de
leucocitos con su diferencial porcentual y conteo de plaquetas)

e Perfil bioquimico de 24 elementos

e Examen general de orina

e Pruebas para deteccion de VIH

e Marcadores inmunologicos para Hepatitis B y C,

e Prueba VDRL para Sifilis

e FElectrocardiograma

e Antidoping en orina(Cocaina, Marihuana y Anfetaminas)

e Prueba de embarazo
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Examen Valores de referencia
Leucocitos 4.8 -10.8 miles/mm’
Neutrofilos 40 - 74 %
Linfocitos 19 -48 %
Monocitos 3-9 %
Eosindfilos 0-7 %
BH Baséfilos 0-2 %
Eritrocitos Hombres: 4.7 - 6.1 mil/mm?®
Mujeres: 4.2 - 5.4
. Hombres: 14.0 - 18.0
Hemoglobina Mujeres: 12.0 - 16 g/dL
Hematocrito Hombres: 42.0 - 52.0 %
Mujeres: 37.0 - 47.0
Hombres: 80 - 94
veM Mujeres: 81 - 99 fL
HCM 27 -31 pg
BH CMHC 33-37 %
ADE 11.5-14.5 %
Plaquetas 135,000 - 359,000 por mL
VPM 72-11.1 fL
Colesterol 130 - 200 mg/dL
Proteinas totales 6.0 - 8.1 g/dL
Albimina 3.0-5.2 g/dL
Globulina 1.5-33 g/dL
Bilirrubina Total 0.1-14 mg/dL
Bilirrubina directa 0.1-0.5 mg/dL
Bilirrubina indirecta 0.0-0.9 mg/dL
PFH Fosfatasa alcalina I_ll\zlr;l:rr:: %g_-llzégo UI/L
DHL 125 - 220 UI/L
Hombres: 13 - 38
TGO Mujeres: 11 - 35 UL
Hombres: 6 - 58
TGP Mujeres : 2 - 47 UL
Hombres: 12 - 64
GGT Mujeres: 9 - 36 UL
Glucosa 60 - 100 mg/dL
08 Nitrégeno uréico }ll\zlr;}grrz:: :78'(')9__128(.)'76 mg/dL
Urea Hombres: 19.0-44.0 me/dL
Mujeres: 14.9 - 40.0
Creatinina 0. 4 | 1.25 | mg/dl
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Acido trico Ii\l/?l?;f::' 23 65 h 67 02 mg/dL

Colesterol 130 - 200 mg/dL

Triglicéridos 19 - 150 mg/dL
Hepatitis B Negativo
, Hepatitis C Negativo
Serologia VDRL Negativo
VIH Negativo

Tabla 7: Valores normales de referencia de la Biometria Hematica, la Quimica

Sanguinea, las Pruebas de Funcién Hepatica y la Serologia.

pH 55-65
Densidad 1. 005 - 1. 020
Proteinas Negativo
Glucosa Negativo
Cuerpos cetonicos Negativo
Bilirrubinas Negativo
Hemoglobina Negativo
Urobilinégeno Negativo U/dL
EGO Nitritos Negativo
Células epiteliales Escasas
Leucocitos 0 — 5 por campo
Eritrocitos 0 — 3 por campo
Cilindros Negativo
Cristales Escasos
Bacterias Negativo

Tabla 8. Valores de referencia del Examen General de Orina.

2.2.2 Medicamentos del estudio
2.2.2.1 Simvastatina
Fabricante: Laboratorios Senosiain, S.A. de C.V.

Denominacién Comun Internacional (DCI): Simvastatina

31



Denominacion Distintiva, Nombre comercial: Zeid® cdpsulas 20 mg.
Forma farmacéutica: capsulas

Férmula: Cada cépsula contiene el equivalente a 20 mg de Simvastatina
Dosis: unica de 40 mg (2 capsulas de 20mg) en 2 fases diferentes

Fecha de caducidad: Diciembre 2015

2.2.2.2 Resveratrol

Fabricante: Laboratorios Senosiain, S.A. de C.V.

Denominaciéon Comun Internacional (DCI): Resveratrol

Forma farmacéutica: capsulas

Férmula: Cada cdpsula contiene el equivalente a 250 mg de Resveratrol
Dosis: Dos céapsulas de 250mg diaria durante 30 dias

Lote: 5000232

Fecha de caducidad: 30 de Junio de 2015

2.2.3 Preparacion de las capsulas de resveratrol

El resveratrol fue proporcionado por laboratorios Senosiain S.A. de C.V. Las cédpsulas
conteniendo el resveratrol se prepararon bajo luz infrarroja (para evitar la isomerizacién
del resveratrol). Se verifico el peso del resveratrol usando una balanza analitica calibrada
de manera que cada cdpsula contenia 250mg. Se usaron cdpsulas de gel duro No. 1 y el
resveratrol se encapsuld usando “The Capsule Machine” #1 de Capsule Connection,
LLC. La uniformidad de contenido fue verificada bajo la Farmacopea de los Estados

Unidos Mexicanos 2009°”.
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2.2.4 Administracion de los medicamentos
Se administré una dosis tnica de simvastatina 40 mg contenidos en dos cdpsulas, por via

oral. El medicamento se administré con 250 mL de agua, en condiciones de ayuno (10h).

La administracién se realizé de igual forma en los dos periodos del estudio y medid
entre ellos 30 dias correspondientes a la administracion de resveratrol.

2.2.5 Fases del estudio

2.2.5.1 Primera fase

Por lo menos 72 horas antes de la fecha fijada para el inicio del estudio, los sujetos de
investigacion firmaron el formato Instructivo para preparaciéon de los sujetos de
investigacion, donde se establece el lugar, dia, fecha y hora del inicio del estudio, asi
como las siguientes indicaciones previas al estudio: no fumar (ni de manera pasiva), no
consumir bebidas alcohdlicas, no consumir bebidas con xantinas (refrescos de cola, café,
té, chocolate), no consumir jugo natural de toronja, evitar ejercicios intensos, no

consumir alimentos preparados al carbon, no ingerir ningin otro medicamento.

El dia del ingreso a cada fase del estudio cada sujeto fue recibido por el médico y
personal de enfermeria en la Unidad Clinica y se les interrogé sobre el cumplimiento de
las indicaciones recibidas, registrandose la informacién en un Formato de Verificacion

de Preparacion del Sujeto de Investigacion para el estudio

Posteriormente se obtuvieron muestras de orina de cada sujeto y se realizaron exdmenes
antidoping y prueba de embarazo (si aplica). De haberse cumplido con las indicaciones y

con resultados negativos de las pruebas, se continu6 con el internamiento.
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Los sujetos se levantaron a las 5:00 horas, para iniciar el primer periodo del estudio.
En la Unidad Clinica, a los sujetos se les colocé en una vena de la flexura del codo, un

catéter venoso periférico y se tom6 una muestra de 4.5mL de sangre venosa (tiempo

00).

Después de haber obtenido la muestra del tiempo 00, se administr6 por via oral la
simvastatina, contenida en una capsula 40mg, con 250mL de agua en condiciones de

ayuno (10 h).

Posteriormente se tomaron 16 muestras de sangre de 4.5mL durante un lapso de 24
horas, al finalizar el periodo de muestreo los sujetos fueron evaluados clinicamente y
citados para iniciar la segunda fase.

El horario de ingesta de alimentos (desayuno, comida y cena) que recibieron los sujetos

de investigacion durante el estudio se muestra en la Tabla 9.

Cena (PM) Dii‘g/}l)no C((;,nl\l/l;)la (CI:;}IZ; Desayuno (AM)
Dia -1 Dia 1 Dia 1 Dia 1 Dia 1
Toma de alimentos | Internamiento 10:00 a 14:00 a 19:00 a 07-00 2 08:00 h
19:00 a 20:00 h 11:00 h 15:00 h 20:00 h ) )
1 2 3 4 5

Tabla 9. Horario de ingesta de alimentos por los sujetos de investigacion durante el

estudio.

2.2.5.2 Segunda fase
Denominada fase de administracion de resveratrol, consistié en la toma diaria de 500mg

de resveratrol (2 cdpsulas de 250mg) en ayuno por via oral durante 30 dias consecutivos.
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La administracion fue con 250mL de aguay se realizé diariamente en presencia del

investigador.

Durante el transcurso de la fase de administracion de resveratrol se evalud clinicamente

a los sujetos para detectar la presencia de posibles efectos adversos.

2.2.5.3 Tercera fase
Al final de la segunda fase (de administracion de resveratrol) los sujetos fueron
internados para realizar la tercera fase (administracion de simvastatina y muestreo) la

cual se realiz6 de forma idéntica a la primera fase.

Después de la toma de las 24 horas posteriores a la administracion de la simvastatina, a
los sujetos se les proporciond el desayuno, se les realiz6 una evaluacion clinica y se

dieron de alta.

2.2.5.4 Frecuencia de toma de signos vitales

El monitoreo clinico de los sujetos fue constante durante el estudio. Se tomaron los
signos vitales al ingreso (el dia de internamiento), al inicio del muestreo (antes de la
administracién de simvastatina), a la mitad del estudio (después de la hora de la comida)
por la noche antes de dormir y al dia siguiente, antes de su egreso. La tabla 10 muestra

los valores normales de los signos vitales.
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Valores normales

Frecuencia cardiaca 60 a 100 latidos por minuto
Frecuencia respiratoria 12 a 20 respiraciones por minuto
Temperatura 355a375°C

Presion arterial sistélica | 90 a 130 mmHg

Presion arterial diastdlica | 60 a 80 mmHg

Tabla 10. Valores normales de los signos vitales

2.2.5.5 Revision de efectos adversos.

Todos los sujetos fueron entrevistados a diario durante la fase de administracién de
resveratrol y posteriormente una semana después de la dltima fase. En esas entrevistas se
les interrogd sobre la aparicién de cualquier efecto adverso. La informacion recabada se

registré en sus respectivos expedientes.

2.2.6 Muestras recolectadas
Muestras bioldgicas recolectadas: se obtuvieron 4.5mL de sangre total en cada muestra,

en tubos vacutainer con citrato de sodio como anticoagulante.

Tiempos de muestreo: Se tomaron 17 muestras a cada sujeto de investigacion en los
siguientes tiempos: 0.00, 0.25, 0.50, 1.00, 1.50, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 6.0, 8.0,

10.0, 12.0 y 24.0 horas, en cada uno de los 2 periodos. (Tabla 11)*°
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Num. de muestra Tiempo de muestreo

1 0.00
Administraciéon de simvastatina
o 40mg
2 0.25
3 0.50
4 1.00
5 1.50
6 2.00
7 2.50
8 3.00
9 3.50
10 4.00
11 4.50
12 5.00
13 6.00
14 8.00
15 10.00
16 12.00
17 24.00

Tabla 11. Tiempo de muestreo para la fase 1

2.2.6.1 Almacenamiento de las muestras obtenidas.

Una vez obtenidas las muestras se almacenaron a una temperatura menor a -40°C en un
ultracongelador, durante un periodo no mayor al tiempo de estabilidad criogénica
definido durante la validacioén del método analitico, con el fin de preservar inalterado el
compuesto a analizar durante el almacenamiento previo al periodo de anélisis. La

temperatura fue monitoreada a diario durante todo el periodo de almacenamiento de

muestras.

2.2.7 Procedimiento para la determinaciéon de simvastatina
La determinacién de la concentracién simvastatina en plasma se realizdé para la
obtencidn de los pardmetros farmacocinéticos: Cmax, Tmax y ABC y antes y después de

la administracidn de resveratrol durante 30 dias.
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2.2.7.1 Método analitico.
El método analitico para la cuantificacién plasmatica de simvastatina se bas6 en lo
publicado por Zhang y cols, asi como por Apostolou y cols con modificaciones

realizadas en el Departamento de Farmacologia y Toxicologia 2839,

2.2.7.2 Determinacion de concentraciones plasmaticas de simvastatina

A las muestras se le realiz6 una extraccién liquido-liquido con Metilterbutileter (MTBE)
a pH de 4.5 (el pH de 4.5 evita la interconversién entre simvastatina y dacido
simvastatinico), posteriormente la muestra fue inyectada en un sistema cromatogrifico
de liquidos de alta resolucion con deteccion de Masas en Tandem (LC-MS-MS), usando

el método previamente validado.

2.2.7.3 Técnica analitica de medicion.

En la tablas 12, 13 y 14 se muestran las condiciones instrumentales de trabajo

establecidas.
Columna Poroshell 120 SB C-18 3.0 x 100 mm x 2.7 um
Temperatura de la columna 25°C

Temperatura del automuestreador

10°C

Volumen de inyeccion 15uL

Fase movil acetonitrilo / formato de amonio 0.01 M pH 4.5
(85/15 % Vol)

Flujo 0.65 mL/minuto

Duracién 2.7 minutos

Tabla 12. Condiciones del Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucion con Deteccion

de Masas en Tandem (LC-MS-MS)
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Compuesto

Ton Precursor

Simvastatina

419.3

Ion Producto 199.2
Dwell 200
Energia del Fragmentador 100V
Energia de Colision 5V
Polaridad Positiva

Tabla 13. Condiciones del Espectrémetro de Masas

Modo de ionizacién ESI

Temperatura del gas secante 300°C

Flujo del gas secante 13 L/minuto

Presion del nebulizador 50 psi

Voltaje del capilar 4000 V positivo, 4000 V negativo

Tabla 14. Condiciones de la Fuente de Ionizacion

2.2.7.4 Preparacion de soluciones
Fase movil. La composicion de Fase Movil [Acetonitrilo 85%:15% Formato de amonio
0.0IM pH4.5] utilizada durante el andlisis cromatografico se prepara automaticamente

por el HPLC, a partir de sus componentes individuales.

Preparacion de Formato de amonio 0.1 M pH 4.5

Se pesaron 0.63g de Formato de Amonio, se mezclaron con 200 mL de agua bidestilada

y se aforaron a 1 litro con agua bidestilada y se ajust6 a pH 4.5 con 4cido férmico; se
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filtr6 a través de una membrana de PVDF de 0.45 um de tamafio de poro, la solucion se

transfirié a un frasco y éste se colocé en la charola para solventes del HPLC.

Preparacién de Formato de amonio 0.01 M pH 4.5

Se pesaron 0.063g de Formato de Amonio, se mezclaron con 200 mL de agua
bidestilada y se aforaron a 1 litro con agua bidestilada y se ajusté a pH 4.5 con écido
férmico; se filtré a través de una membrana de PVDF de 0.45 um de tamafio de poro, la

solucion se transfirid a un frasco y éste se coloco en la charola para solventes del HPLC.

Preparacion de acetonitrilo.
Se transfiri6 el acetonitrilo a un frasco y éste se coloco en la charola para solventes del

HPLC.

Soluciones en pool de plasma.

Se utiliz6 la solucién de pool de plasma humano (SPP) como diluyente. La SPP s obtuvo
al mezclar 6 bolsas de plasma procedentes del Banco de Sangre del Hospital
Universitario “José Eleuterio Gonzélez”, a solicitud del Departamento de Farmacologia
y Toxicologia. Las bolsas se mantuvieron en congelacion a una temperatura menor a -

40°C en el ultracongelador hasta su uso.

2.2.7.5 Procesamiento de muestras
Las muestras para la determinacién de simvastatina y para la validaciéon del método
analitico se trabajaron en alicuotas de 300uL. Se sigui6 el siguiente proceso para cada

una de ellas.
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1. Descongelar alicuotas de 300 uL de plasma contenidos en un tubo de extraccion.

2. Adicionar 100 uL de buffer formato de amonio 0.1M pH 4.5 M

3. Agitar en vortex durante 10 segundos y posteriormente agitar en vortex
multitubo durante 1 minuto.

4. Adicionar 4 mL de MTBE

5. Agitar en vortex (10s) y al terminar, agitarlos 5 minutos en el multitubo

6. Centrifugar a 3,000 rpm durante 10 minutos

7. Proteger de la luz y colocar en congelador a una temperatura inferior a -20°C por
30 minutos.

8. Colocar en gradilla refrigerada y decantar la fase orgénica al tubo de evaporacion
de vidrio de 13 x 100 mm y evaporar a sequedad a 40°C bajo corriente de
nitrogeno.

9. Recuperar el residuo en 300 uLL de Metanol

10. Tapar el tubo y agitar 5 s en el vortex, para posteriormente agitar en vortex
multitubo durante 1 minuto

11. Transferir a un tubo eppendorf de 1.5 mL

12. Centrifugar en microcentrifuga a 12,500 rpm por 4 minutos

13. Transferir el sobrenadante a un microvial ambar con inserto de fondo plano, para

su posterior andlisis.

2.2.7.6 Validacion del método analitico
Las caracteristicas de desempefio que se validaron son las siguientes:

e Selectividad
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Efecto de matriz para métodos por espectrometria de masas.
Efecto de acarreo para métodos por espectrometria de masas.
Limite inferior de cuantificacion.

Curva de calibracién

Precision y exactitud a condiciones de repetibilidad
Precision y exactitud a condiciones de reproducibilidad
Estabilidad de la muestra a corto plazo

Estabilidad de la muestra a largo plazo

Estabilidad de la muestra procesada

Estabilidad del analito en solucion

Estabilidad de la muestra en el automuestreador

Estabilidad de la muestra en funcién de los ciclos de

descongelacion

2.2.7.6.1 Selectividad.

plasma lipémico (SSPL) y una unidad de plasma hemolizado (SSPH).

congelacion 'y

La no interferencia de compuestos enddgenos de la matriz bioldgica, se demostrd
mediante la evaluacion individual de seis diferentes unidades de plasma humano,

identificadas como SSPN (Plasma normal) y su nimero de bolsa, en conjunto con una de
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Adicionalmente se evaluaron otras siete muestras de plasma humano adicionado cada
una con un fiarmaco a un nivel de concentracién similar al limite superior de
cuantificacién (Aspirina, Diclofenaco, Paracetamol, Naproxeno, Ibuprofeno, Loratadina
y Cafeina), identificadas como SSF y la primera letra del nombre del farmaco. Asi
como, otras dos muestras de plasma humano recolectadas en diferentes anticoagulantes,
una de ellas recolectada en Citrato de Sodio (SSA Citrato), y la otra en Heparina Sédica
(SSA Heparina).La muestras fueron identificadas como SSA y la primera letra del

nombre del Anticoagulante.

El criterio de aceptacion fue que la respuesta analitica de las interferencias proximas al
tiempo de retencion debe ser menor al 20% del limite inferior de cuantificacion de

simvastatina.

2.2.7.6.2 Efecto de matriz para métodos por espectrometria de masas.

Para determinar el efecto de matriz se evaluaron un nimero de muestras, de seis
diferentes unidades de plasma humano, en funcién del volumen de extracto final, las
cuales fueron 1dentificadas como SPNa, en conjunto con una muestra de plasma

lipémico (SPLa), y una muestra de plasma hemolizado (SPHa) son procesadas.

Los extractos obtenidos de cada una de las seis diferentes unidades de plasma humano,

los de plasma lipémico y los de plasma hemolizado, fueron depositados en 8 tubos de

ensayo de recoleccion, respectivamente.
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Se adicionaron el o los analito(s) a cada grupo de extractos (SPNa, SPLa, y SPHa), a dos
niveles de concentracion, se identificaron como: SPNa; SPNas, SPLa;, SPLas;, SPHa,,
SPHas, siendo el “3” una concentracion alta y “;” una concentracion baja y los entrega al

drea de andlisis instrumental en conjunto con las soluciones SEML3; y SEML,, la cual los

analiza en acuerdo a las condiciones instrumentales ya descritas.

Se obtuvo un FMN (Factor de Matriz Normalizado), conforme a la siguiente férmula:

FMN*= [Respuesta del analito en la matriz][Respuesta del analito en

solucién]

El criterio de aceptacion del FMNfue una desviacion estandar relativa menor al 15%.

Esta determinacion se realiz6 a 2 niveles de concentracion, equivalentes a las
SCC;(Solucion de Control de Calidad) de concentracion alta (conc. entre 0.75 a 0.85 del
valor de la SCyax) y de la SCC; de concentracion baja (conc. < 3 veces del valor de la

SCmin)-

2.2.7.6.3 Efecto de acarreo para métodos por espectrometria de masas.

Se realizaron un minimo de 3 inyecciones de blanco de pool de plasma (BIP) siendo una
antes y dos después de una inyeccion del limite superior de cuantificacién (LSC). Los
resultados fueron comparados respecto a la respuesta del limite inferior de cuantificacién

(LIC).
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El criterio de aceptacién fue que la respuesta analitica de las interferencias proximas al
tiempo de retencion debia ser menor al 20% del limite inferior de cuantificaciéon del

analito.

2.2.7.6.4 Limite inferior de cuantificacion.
El limite inferior de cuantificacién (LIC) se analiz6 bajo condiciones de repetibilidad y

de reproducibilidad, evaluando en cada caso su precision y exactitud.

Repetibilidad: se procesaron en un mismo dia por quintuplicado, muestras
1dentificadas como LIC a las condiciones estipuladas en el procesamiento de muestras
y se analizaron en acuerdo a las condiciones instrumentales estipuladas en el
procesamiento de muestras, calculando la concentracion obtenida interpolando su

respuesta analitica en la curva de calibracion aplicable.

Reproducibilidad: se procesaron en tres diferentes dias diferentes por quintuplicado,
muestras identificadas como LIC a las condiciones estipuladas en el procesamiento de
muestras y se analizaron en acuerdo a las condiciones instrumentales ya estipuladas,
calculando la concentracion obtenida interpolando su respuesta analitica en la curva de

calibracién aplicable.

El criterio de aceptacion:

Precision. El CV% del valor promedio menor al 20%.
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Exactitud. El valor promedio del porcentaje de desviacion menor o igual al 20%

resultante de emplear la siguiente ecuacion:

%  desviacion= 100  x  (Concentracion  adicionada -  Concentracion

obtenida)/Concentracién adicionada

2.2.7.6.5 Curva de Calibracion.

Se analizaron 4 curvas de calibracion constituidas cada una con un minimo de seis
niveles de concentracion y el blanco pool. Se procesaron en un mismo dia a las
condiciones ya estipuladas y se analizan en acuerdo a las condiciones instrumentales
ya estipuladas. Se establecié un modelo matematico que describe adecuadamente la
relacion entre la concentracion y la respuesta, la cual debe ser continua y reproducible
en el intervalo de trabajo y se determinan las concentraciones para cada nivel de cada

curva de calibracion a partir de los valores obtenidos.

El criterio de aceptacion:
Concentracion recuperada: Datos de concentracion recuperada de la curva de calibracion
dentro del 15% de la concentraciéon nominal en cada nivel de concentracion, excepto

para el limite inferior de cuantificacion, el cual debe ser menor o igual que el 20%.

Al menos el 75% de las concentraciones de la curva de calibracion con un minimo de 6

puntos deben cumplir con este criterio.
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Concentracion nominal: Del total de las curvas evaluadas, al menos el 50% de cada nivel
de concentracién debe cumplir con el criterio del 15% de la
concentracion nominal y 20% para el limite inferior de

cuantificacion.

2.2.7.6.6 Precision y Exactitud a condiciones de repetibilidad.

Se procesaron en un mismo dia por quintuplicado, 4 tipos de muestras identificadas
como SCC; (Muestra Control Baja), SCC, (Muestra Control Media), SCC3; (Muestra
Control Alta) y SCD; (Muestra Control de Dilucion) a las condiciones estipuladas y se
analizan en acuerdo a las condiciones instrumentales ya estipuladas, calculando la
concentracion obtenida interpolando su respuesta analitica en la curva de calibracion
aplicable. Previo a su procesamiento la SCD; se diluye 1:1 con la misma matriz

bioldgica exenta del farmaco (SPP).

Criterio de aceptacion:

Precision. El CV% del valor promedio debe ser menor al 15%.

Exactitud. EI valor promedio del porcentaje de desviacién debe ser menor o igual al 15%
resultante de emplear la siguiente ecuacidn:
%  desviacion= 100 x  (Concentraciéon  adicionada -  Concentracion

obtenida)/Concentracién adicionada
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2.2.7.6.7 Precision y Exactitud a condiciones de reproducibilidad.

Se procesaron en tres diferentes dias por quintuplicado, 3 tipos de muestras identificadas
como SCC; (Muestra Control Baja), SCC, (Muestra Control Media) y SCCs (Muestra
Control Alta) a las condiciones ya establecidas y se analizaron de acuerdo a las
condiciones instrumentales ya estipuladas, calculando la concentracién obtenida

interpolando su respuesta analitica en la curva de calibracién aplicable.

El criterio de aceptacion:

Precision. E1 CV% del valor promedio menor al 15%.

Exactitud. El valor promedio del porcentaje de desviacion menor o igual al 15%

resultante de emplear la siguiente ecuacion:

%  desviacion= 100 x  (Concentraciéon  adicionada -  Concentracion

obtenida)/Concentracién adicionada

2.2.7.6.8 Estabilidad de la muestra.

La estabilidad del analito en la muestra bioldgica se evalud analizando por triplicado
muestras control a concentracion SCC; y SCC; tanto después de su preparaciéon, como
después de su sometimiento a las condiciones del ensayo a evaluar, siendo estas:
estabilidad a corto y largo plazo, estabilidad en el automuestreador, estabilidad en
funciéon de los ciclos de congelacion y descongelacion y estabilidad de la muestra

procesada. En todos los casos las muestras se procesaron a las condiciones estipuladas y

48



se analizan en acuerdo a las condiciones instrumentales ya establecidas, calculando la
concentracion obtenida interpolando su respuesta analitica en la curva de calibracion

aplicable.

El criterio de aceptacion:
La concentracién promedio de cada nivel debe estar dentro del 15% de la concentracion

nominal.

Condiciones a Evaluar:
Estabilidad a corto plazo. Se evalu6 la estabilidad de la muestra sin procesar mantenida

a temperatura ambiente sin procesarla inmediatamente después de su descongelacion.

Se descongelaron por triplicado muestras SCC; y SCC;3, las cuales se mantuvieron sin
procesar, por el tiempo equivalente al consumido al aplicar el procedimiento descrito
previamente. Transcurrido el tiempo correspondiente, se procesaron las muestras,
identificadas como CPp (Soluciones problema) junto con muestras recién descongeladas

identificadas como CPr (Soluciones de referencia), y se analizaron.

2.2.7.6.8.1 Estabilidad a largo plazo.
Se evalu6 la estabilidad de la muestra sin procesar, mantenida a temperatura menor a —
40 °C durante el tiempo equivalente al almacenamiento de las muestras del estudio

desde su obtencion hasta su analisis.
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Se almacenaron un minimo de 9 réplicas de SCC; y SCCj3, 18 en total, y se analizaron 3
réplicas de cada una de las concentraciones a diferentes tiempos de almacenaje acotados
por un tiempo inicial de 0 dias (muestras almacenadas por un tiempo no menor de 12
horas) y el tiempo total equivalente al almacenamiento de las muestras del estudio desde
su obtencion hasta su andlisis. Identificados adicionalmente con LPj la de referencia y

LPy (x:# dias).

2.2.7.6.8.2 Estabilidad de la muestra procesada.
Se evalud la estabilidad de la muestra procesada mantenida tanto a temperatura ambiente

como en refrigeracion sin analizarla la misma fecha de su procesamiento.

Se procesaron 9 réplicas de SCC; y SCCs; 3 muestras de cada concentracién que se
almacenaron a temperatura ambiente y las 6 restantes de cada concentracién se

almacenaron a una temperatura inferior a 5°C.

Transcurridos 24 horas, las muestras mantenidas a temperatura ambiente y 3 réplicas de
las almacenadas a 5°C se analizaron bajo las condiciones instrumentales ya descritas en
conjunto con muestras recién procesadas en acuerdo a lo ya establecido. Posteriormente
transcurridas 168 horas, las tres réplicas restantes mantenidas a 5°C se analizaron bajo
las condiciones instrumentales ya descritas en conjunto con muestras recién procesadas.

Identificados adicionalmente con MPy la de referencia y MPA,4, MPRy4 0 MPR 5.
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2.2.7.6.8.3 Estabilidad en el automuestreador.

Se evalué la estabilidad de la muestra procesada mantenida a condiciones de
temperatura del automuestreador por un periodo de 16 horas.

Se procesaron por triplicado (sextuplicado, en caso que aplique) muestras SCC; y SCCs

y se trasvasan los extractos a tres viales para su analisis inmediato, cada ocho horas.

2.2.7.6.8.4 Estabilidad en funcion de los ciclos de congelacion y descongelacion.
Se evalud la estabilidad de la muestra sin procesar sometida a ciclos de congelacion y

descongelacion.

En el primer dia, se descongelan tres réplicas SCC; y SCC; que han estado congeladas
por al menos 24 horas y se vuelven a congelar y se identifica cada lote como SCCIII y
SCGIII; en el segundo dia, se vuelven a descongelar las tres réplicas del primer dia
(SCCIII y SCCsII) y se descongelan otras tres réplicas identificando este lote como
SCCII y SCG3II; en el ultimo dia, se descongelan las tres réplicas del primer dia
(SCCIII y SCC,III), las tres réplicas del segundo dia (SCCII y SCCsll), y tres nuevas

réplicas (SCC;Iy SCCsl).

En el dltimo dia, las muestras de los tres diferentes ciclos de congelacién fueron

analizadas en conjunto. El porcentaje de error de la concentraciéon obtenida comparado

con la concentracion nominal debe ser menor al 15%.
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2.2.7.6.8.5 Estabilidad del Analito en Soluciéon
Se evaluo la estabilidad del analito en solucién mantenida a temperatura descrita en el

procesamiento de muestras sin utilizarla en la misma fecha de su preparacion.

Se almacenaron un minimo de 9 réplicas de SEA;sc y SEALc (Solucién de Estabilidad
de Analito), y se analizaron 3 réplicas de cada una, a diferentes tiempos de almacenaje
acotados por un tiempo inicial de 0 dias (muestras almacenadas por un tiempo no menor
de 12 horas) y el tiempo total equivalente al almacenamiento de las muestras del estudio
desde su obtencion hasta su andlisis, en conjunto con el mismo nimero de réplicas
SEArsc y SEALc preparadas a partir de solucién madre nueva en la misma fecha de

analisis

El criterio de aceptacion:
El valor promedio de la respuesta analitica de la solucion de estudio en el tiempo de
prueba, debe de estar dentro del 10% absoluto de la respuesta analitica promedio de la

solucion recién preparada.

2.2.7.7 Analisis de muestras biolégicas

Las muestras de los sujetos de investigacion se analizaron en orden ascendente segin la
secuencia numérica asignada, con un maximo de 3 sujetos por dia. Previamente se aplic
un control de calidad al equipo donde se llevé a cabo el andlisis, a fin de asegurar su

correcto funcionamiento.
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El andlisis de muestras de cada dia incluyé la evaluacion de una curva de calibracién, un
blanco de pool de plasma, viales con solvente para realizar pruebas de arrastre, asi como
soluciones de control de calidad que se intercalaron entre las muestras de un sujeto de

investigacion y otro.

2.2.7.8 Control de calidad de la corrida analitica

Verificacion del detector de masas. La verificacion de la calibracion (Check tune) del
detector de espectrometria de masas se realiz6 con la finalidad de comprobar el
cumplimiento de los criterios de aceptacion en relacion a la sefal obtenida de las masas
de la solucion calibrante ESI (modo Positivo), y se ponder6 el monitoreo de los iones
mas cercanos (118.09 y 322.05) a los iones de trabajo (419.3 = 199.2 m/z). La
verificacion se realiz6 automdticamente a través del Software del Sistema LC-MS-MS
cuando aplique, ademas en cada arranque de equipo es indispensable su verificacion. El
reporte de la verificacion se resguardd en el sistema operativo de la MassHunter y se
imprimi6 uno representativo de validacion. Se verificé y se document6 el cumplimiento

de los criterios de aceptacion

Verificacion de la adecuabilidad del sistema analitico de medicion. Se realiz6
diariamente con la finalidad de verificar el buen funcionamiento del Sistema Analitico
de Medicién antes del andlisis de las muestras de cada dia de trabajo, confirmando de
esta manera que los componentes del sistema analitico trabajan correctamente
(desempeiio de la columna, volumen de entrega de las bombas cromatogrificas y
precision del inyector). De esta manera se respaldo la cuantificacién confiable

del(los)analito(s) en las muestras.
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La verificacién se realizé inyectando por quintuplicado la Solucién de Verificacion (SV)
(Simvastatina: 4.49 ng/mL) a las condiciones instrumentales ya especificadas. Para la
evaluacién se utilizaron los resultados de las dltimas 3 inyecciones, y se determiné la
precision en cada caso. Se verific6 y documenté el cumplimiento del criterio de

aceptacion.

Se evaluo el Inyector a través del drea del pico, la Columna a través del ancho de pico a

la mitad de la altura y la Bomba a través del tiempo de retencion.

Verificacion de no interferencias. La verificacién de no interferencias incluyé la
limpieza del proceso analitico, mediante el analisis de pool de plasma (pool blanco), la
limpieza del sistema analitico de medicion mediante la inyeccion del solvente final
usado durante el procesamiento de la muestra (prueba de arrastre), asi como la no
interferencia de la matriz de la muestra biolégica de cada sujeto de investigacion
(predosis). Durante esta verificacion se comprobd la ausencia de contaminantes y/o

interferencias que alteren los resultados analiticos.

Verificacion de la curva de calibracion. El principal objetivo metrolégico del uso de
una Curva de Calibraciéon y més especificamente de la ecuacién que la define, es la
obtencion de resultados de medicion con una exactitud (% de Error o % de
Desviacién) dentro de especificaciones previamente establecidas y consistentes

durante el desarrollo y aplicacién de una metodologia analitica.
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Esta verificacion se realiz6 diariamente previo al andlisis de las muestras de los sujetos
de investigaciéon. Una muestra de cada nivel de concentracién se sometié al

procesamiento de muestras y a las condiciones instrumentales establecidas.

Verificacion de la exactitud y precision del método (Muestras control). Las
soluciones de control de calidad o muestras control, identificadas como SCC se usaron
como parte de los criterios de aceptacién de los resultados de una corrida analitica.
Especificamente, el resultado de su anélisis respalda los resultados del andlisis de las
muestras de uno o més sujetos de investigacion intercalados entre ellas. Esta verificacion

se realizo a diario durante la corrida analitica.

2.2.7.9 Criterios de reanalisis de muestras biologicas

Los criterios de reandlisis de muestras de sujetos de investigacion fueron:

e Obtener una concentracion cuantificada mayor al limite superior de la curva de
calibracion.

e Rechazo de una corrida analitica por no cumplir con los criterios de calidad
excluyentes establecidos para la misma.

e Cuando el reandlisis de cierto nimero de muestras se considere como parte del
control del método analitico de medicién.

e Muestras pre dosis con respuesta superior al Limite inferior de Cuantificacion.

e Falla del equipo como inyeccién inadecuada o pobre sefial cromatografia.
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e Concentracion por arriba del Limite Inferior o Superior de Cuantificacion en
corridas analiticas donde fue necesario eliminar los estdndares originales de la

curva de calibracion

2.2.8 Analisis farmacocinético y estadistico

El andalisis farmacocinético y estadistico para el cdlculo de los parametros
farmacocinéticos se desarroll6 haciendo uso del paquete computacional

WinNonlin versién 6.3 y SPSS version 13.

Procedimiento de captura de datos para el programa Winnonlin®.

Se reordenaron los datos obtenidos de las concentraciones de simvastatina. Por
medio del programa Winnonlin® se obtuvieron los valores de los parametros

farmacocinéticos.

Los parametros farmacocinéticos evaluados fueron los siguientes:

Cmax: La concentracion sérica maxima que se obtuvo de manera gréfica a partir

del perfil de concentracién plasmatica con respecto al tiempo.

Tmax: El tiempo transcurrido en que  se produce la concentracién sérica

maxima se obtuvo de manera grafica a partir del perfil de concentraciéon sérica

con respecto al tiempo.
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ABCy-t: El area bajo la curva de la concentracion sérica desde la administracion

hasta el tiempo t(iltimo tiempo de muestreo) se calculé por el método

trapezoidal.

El procedimiento para el cdlculo de este parametro se realizé con la siguiente

férmula:

ABC, , = Z(Ci +Ci—12)(t,~ )
i=1

Doénde:
n=numero de tiempos de muestreo utilizados en el perfil sérico.

ti= tiempo en que se realiza la i-€sima toma de muestra.

Ci= Concentracion obtenida en el i-€simo tiempo de muestreo.

Ke: la constante de eliminacién se estim6 a partir de la porcidn lineal terminal del
perfil de concentracion sérica con respecto al tiempo (en escala semilogaritmica)

multiplicado por la integral de 2 (2.303).

Ke=bxLn(2)
Do6nde:

b= pendiente de la recta.

t2: La vida media de eliminacion se estimé6 mediante el cociente de

integralde2sobreconstantedeeliminacion.
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tY2=Ln(2)/Ke.

Se compararon los pardmetros farmacocinéticos Cmix y ABC, generando el
intervalo de confianza cldsico y prueba t doble unilateral de Schuirmann,

. < g 61, 62
para el cociente de los pardmetros farmacocinéticos(log transformados) .

Para cada pardmetro se realizaron las siguientes pruebas:

Analisis de varianza.

En la prueba de ANADEVA las fuentes de variaciéon (secuencia, sujetos,
periodos y tratamientos) se interpretaron de la siguiente manera: Si p=>0.05, se
dice que no hay diferencia significativa; si 0.01 < p <0.05, se dice que hay
diferencia significativa; con valores de p<0.01, se dice que hay una diferencia

altamente significativa. El poder de la prueba: el valor minimo sera de 0.80(1—[3)61’

62

Intervalo de confianza.

En la prueba de intervalo cldsico para datos crudos y datos transformados
logaritmicamente; con valores de 80< X <120 y80< X<125 respectivamente y un
nivel de significancia de 0.05 para la construccion de un intervalo de confianza al
90%, el producto a probar no producird interacciéon si los parametros
farmacocinéticos de la simvastatina antes y después de la administracién del

) . . 61, 62
resveratrol se encuentran en el intervalo de confianza referido.
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Intervalo de Westlake.

En la prueba del intervalo de Westlake, para datos crudos y datos
transformados logaritmicamente con un valor de 80< X<120 y 80< X <125 para la
construccién de un intervalo de confianza simétrico al 90%, el producto a probar
no producird interaccién si los parametros farmacocinéticos de la simvastatina
antes y después de la administracién del resveratrol se encuentran en el intervalo

.1 62
referido™”.

Prueba t doble unilateral de Schuirmann.

El producto a probar no producird interaccion si los parametros farmacocinéticos
de la simvastatina antes y después de la administracion del resveratrol se
encuentran en el intervalo 80 < X < 120 y 80 < X < 125 para datos transformados

logaritmicamente con un alfa de 0.05 y un valor total de p<0.0561.
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CAPITULO III

3. RESULTADOS

3.1 Variables demograificas de los sujetos

Se reclutaron 8 sujetos de investigacidon, ambos géneros (cuatro masculinos y cuatro
femeninos). El de mayor edad de 24 afios y el de menor edad de 20 afios (promedio 21.6
aflos). La estatura fluctué entre 1.56m y 1.85m (promedio 1.65m), el peso fluctué entre
53.3 Kg y 91.1Kg (promedio 65.15 Kg) con un indice de masa corporal entre 20.82 y
26.75 kg/m2 (promedio 23.45 kg/mz). Uno de los sujetos reclutados se retird por
motivos personales por lo que el estudio se inicid con 7 sujetos y todos concluyeron el

estudio. (Tabla 15)

Género  Edad (afios) Talla(m) Peso (Kg) IMCkg/m2

S01 M 20 1.65 65 23.87
S02 M 24 1.74 81 26.75
S03 F 20 1.62 59.2 22.55
S04 F 20 1.62 57.8 22.02
S05 F 20 1.60 533 20.82
S06 M 23 1.85 91.1 26.61
S07 M 22 1.56 56 23.01
S08* F 24 1.62 57.8 22.02

Tabla 15. Descripcion de los datos demograficos de los sujetos de estudio.

* Sujeto que se retird del estudio
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3.2 Toma de signos vitales y alimentos
3.2.1 Signos vitales

Los valores de los signos vitales (presion arterial, frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria, y temperatura) se muestran en las tablas 17 a 18 y figuras 4 a 8. No se

observ¢ alteracion en los signos vitales en ninguno de los sujetos de investigacion.

La frecuencia de toma de signos vitales se muestra en la tabla 16

1 2 3 4 5
s Int Dia - lt al Dia 1 Dia 1 Dia 1 Dia 2
18nos niernamiento (a 05:00 a 14:00 a 20:00 a 1a
vitales llegar) 06-00 h 16:00 h 2030 h 06:00 a 07:00 h
17:00 -20:00 h : : :

Tabla 16. Frecuencia de toma de signos vitales

SIGNOS VITALES PRE ESTUDIO PRIMER PERIODO

Sujeto  de | TASISTOLICA | TADIASTOLICA | FRECUENCIA | FRECUENCIA | TEMPERATURA
investigaci6n CARDIACA | RESPIRATORIA

S01 110 80 68 16 36.4
S02 110 60 86 16 36.6
S03 100 60 64 12 36.8
S04 100 60 64 14 36.4
S05 100 70 60 12 36.6
S06 110 70 66 14 36.5
S07 110 60 66 14 36.6
S08 -- -- -- -- --
Promedio 105.7 65.7 67.7 14.0 36.6

Tabla 17a Signos vitales tomados pre estudio en el primer periodo
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SIGNOS VITALES EN LA MANANA DE LA PRIMER PERIODO

Sujeto  de | TASISTOLICA | TADIASTOLICA | FRECUENCIA | FRECUENCIA | TEMPERATURA
investigacion CARDIACA | RESPIRATORIA

S01 110 60 62 17 37.4
S02 110 80 72 17 36.6
S03 100 60 72 16 37.2
S04 100 60 76 17 37.1
S05 100 70 63 16 36.9
S06 110 60 63 16 36.5
S07 100 70 72 16 36.7
S08 -- -- -- -- --
Promedio | 104.3 65.7 68.6 16.4 36.9
Tabla 17b Signos vitales tomados en la mafana de la primer periodo
SIGNOS VITALES EN LA TARDE DEL PRIMER PERIODO

Sujeto  de | TASISTOLICA | TADIASTOLICA | FRECUENCIA | FRECUENCIA | TEMPERATURA
investigacion CARDIACA | RESPIRATORIA

S01 115 65 78 16 37.4
S02 120 75 76 17 36.9
S03 90 60 72 17 37.4
S04 90 60 81 17 37.3
S05 95 65 64 15 37.5
S06 110 60 68 17 37.1
S07 100 70 78 17 37.2
S08 -- -- -- -- --
Promedio 102.9 65.0 73.9 16.6 37.3
Tabla 17¢ Signos vitales tomados en la tarde del primer periodo

SIGNOS VITALES AL EGRESAR DEL PRIMER PERIODO

Sujeto  de | TASISTOLICA | TADIASTOLICA | FRECUENCIA | FRECUENCIA | TEMPERATURA
investigacion CARDIACA | RESPIRATORIA

S01 110 80 62 18 36.4
S02 110 70 80 16 36.4
S03 100 60 84 17 36.3
S04 100 70 78 17 36.1
S05 100 60 62 15 36.6
S06 110 70 65 14 36.6
S07 110 70 62 13 36.3
S08 -- -- -- -- --
Promedio 105.7 68.6 70.4 15.7 36.4

Tabla 17d Signos vitales tomados al egresar del primer periodo
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SIGNOS VITALES PRE ESTUDIO SEGUNDO PERIODO

Sujeto  de | TASISTOLICA | TADIASTOLICA | FRECUENCIA | FRECUENCIA | TEMPERATURA
investigacion CARDIACA | RESPIRATORIA

S01 110 70 66 14 36.4
S02 110 80 73 16 36.3
S03 100 60 64 12 36.6
S04 110 70 62 14 36.5
S05 100 70 66 12 36.8
S06 110 70 68 16 36.4
S07 110 60 68 14 36.8
S08 -- -- -- -- --
Promedio | 107.1 68.6 66.7 14.0 36.5
Tabla 18a Signos vitales tomados pre estudio en el segundo periodo
SIGNOS VITALES EN LA MANANA DEL SEGUNDO PERIODO

Sujeto  de | TASISTOLICA | TADIASTOLICA | FRECUENCIA | FRECUENCIA | TEMPERATURA
investigacion CARDIACA | RESPIRATORIA

S01 100 60 66 15 36.3
S02 110 70 68 16 36.2
S03 90 66 62 12 36.4
S04 100 60 63 14 36.6
S05 100 70 62 14 36.4
S06 100 60 62 14 36.3
S07 90 60 64 15 36.1
S08 -- -- -- -- --
Promedio | 98.6 63.7 63.9 14.3 36.3
Tabla 18b Signos vitales tomados en la mafiana del segundo periodo
SIGNOS VITALES EN LA TARDE DEL SEGUNDO PERIODO

Sujeto  de | TASISTOLICA | TADIASTOLICA | FRECUENCIA | FRECUENCIA | TEMPERATURA
investigacion CARDIACA | RESPIRATORIA

S01 100 65 74 16 37.3
S02 110 70 74 15 36.9
S03 90 60 78 16 37
S04 90 65 67 15 36.4
S05 95 60 81 15 37.7
S06 100 65 82 16 36.6
S07 100 60 68 14 36.6
S08 -- -- -- -- --
Promedio | 97.9 63.6 74.9 15.3 36.9

Tabla 18c Signos vitales tomados en la tarde del segundo periodo
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SIGNOS VITALES AL EGRESAR DEL SEGUNDO PERIODO

Sujeto  de | TASISTOLICA | TADIASTOLICA | FRECUENCIA | FRECUENCIA | TEMPERATURA
investigacién CARDIACA | RESPIRATORIA

S01 100 60 60 17 36.3
S02 110 70 76 16 36.6
S03 90 60 68 15 36.6
S04 95 65 78 16 36.1
S05 110 70 82 15 37.0
S06 100 60 64 15 36.3
S07 90 60 64 12 36.3
S08 -- -- -- -- --
Promedio | 99.3 63.6 70.3 15.1 36.5

Tabla 18d Signos vitales tomados al egresar del segundo periodo
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Figura 6. Frecuencia Cardiaca promedio obtenida durante el primer y segundo periodo

del estudio

20

FRECUENCIA RESPIRATORIA PROMEDIO

=4=1ER periodo
== 2DO periodo

PREESTUDIO

MANANA

TARDE

EGRESO

Figura 7. Frecuencia Respiratoria promedio obtenida durante el primer y segundo

periodo del estudio
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Figura 8. Temperatura promedio obtenida durante el primer y segundo periodo del
estudio

3.2.2Alimentos

El estudio fue realizado en condiciones de ayuno y a los sujetos se les proporcionaron

los alimentos de la siguiente forma:

Desayuno: A partir de las 4 horas posteriores a la administracién de los medicamentos
los sujetos recibieron el desayuno el cual consistié en: 1 manzana mediana, 1 plitano
mediano, 1 tazén mediano de uvas (15 - 20 uvas), 2 rebanadas de jamoén de pavo, 1

rebanada de pan de molde tostado y un jugo de manzana de 200 mL).

Comida: A partir de las 6 horas posteriores a la administracion de los medicamentos se
les proporciond la comida consistente en: 300 g de filete pescado a la plancha, 1 porcién
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de verduras, 1 porcién de sopa de arroz, 12 galletas saladas (3 paquetes con 4 cuadritos

c/u) y 1 bote de agua de 500 mL).

Cena: A partir de las 12 horas posteriores a la administracién de los medicamentos
recibieron la cena consistente en: tostadas, 150 g de pollo, ¥2 aguacate, 3 cucharadas de

crema, 1 bote de agua de 500 mL.

Se proporcioné la misma alimentacion en los dos periodos.

No hubo desviaciones en la dieta proporcionada ni en su consumo

El aporte caldrico total fue aprox. de 2,800 calorias incluyendo el alimento previo al
estudio, el cual se administré 11 h. antes de la primera toma (para asegurar un periodo
de ayuno de 10 h.)

3.3 Resultados de los perfiles bioquimicos de los sujetos de investigacion.

Durante la monitorizacién clinica de los sujetos, con el propdsito de verificar la
seguridad y buscar posibles efectos adversos de los medicamentos, se evaludé con
estudios paraclinicos a los sujetos al principio del estudio y al final. Se reportan los
resultados de los perfiles bioquimicos, investigando posibles efectos en rifion, higado y

electrolitos.

Para analizar los resultados del perfil bioquimico y de lipidos previos y posteriores a la
administracion de resveratrol se usé la prueba de Kolmogorov-Smirnov y se compararon

las medias usando la prueba t de Student mediante el programa estadistico SPSS. Se
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establecieron valores de p menores de 0.05 para determinar diferencias estadisticamente

significativas.

Glu BUN  Creat Prot Ab  BilT BID FAc TGO TGP
Sujetos mg/dL  mg/dL  mgidL gL gL mgdl  mgidl UL UL UIL

1 69 11 1 7 4.3 0.8 0.3 71 17 16
2 65 9 0.8 7.3 4.4 0.9 0.3 88 30 71
3 68 14 0.8 7.1 4.3 0.9 0.3 56 16 14
4 67 11 0.6 7.2 4.2 0.7 0.3 45 16 11
5 86 10 0.7 7.4 4.5 0.7 0.3 64 16 12
6 65 13 0.8 7.1 4.3 0.8 0.3 79 22 21
7 68 12 0.8 7.2 4.3 0.7 0.3 69 16 15
8 68 11 0.9 7.4 4.2 0.6 0.2 66 15 17

Prom 69.5 11.3 0.8 7.2 4.3 0.7 0.29 67.2 18.5 22.1

Tabla 19a. Resultados de exdmenes de perfil bioquimico previo al tratamiento con Resveratrol. Glu;
Glucosa(mg/dL). BUN; Nitrégeno Ureico de la Sangre. Creat; Creatinina. Prot; Proteinas. Alb; Albimina.
BilT; Bilirrubinas Totales. BilD; Bilirrubinas Directas. Falc; Fosfatasa Alcalina. TGO; Transaminasa
Glutamico Oxalacética. TGP; Transaminasa Glutamico Pirdvica
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Na K Cl Ca

Sujetos mEg/L mEg/L mEg/L mg/dL
1 138 4.7 103 9.1
140 3.7 104 8.9
141 3.6 104 9.1
138 3.8 103 8.9
140 3.6 104 9.2
139 3.6 103 8.9
142 4.2 105 9.1
140 4.3 107 8.9
Prom  139.7 3.9 104.1 9.0

o N N W R WM

Tabla 19b. Resultados de exdmenes de perfil bioquimico previo al tratamiento con Resveratrol. Na;

Sodio. K; Potasio. Cl; Cloro. Ca; Calcio

Glu BUN Creat Prot Alb BilT BilD FAlc TGO TGP

Sujetos  mg/dL mg/dL mg/dL g/dL g/dL mg/dL mg/dL UL UL UL

| 67 12 0.9 7 45 0.8 0.3 78 25 35
2 73 12 0.9 76 47 1 0.3 96 38 83
3 80 12 0.8 73 45 0.7 0.3 56 17 13
4 93 8 0.6 7.1 4.4 0.5 0.2 48 15 8

5 83 8 0.7 74 45 0.5 0.2 69 18 12
6 75 10 0.8 7.1 4.5 0.9 0.4 72 24 21
7 72 8 0.7 75 47 1 0.4 69 18 20
8 ——— e — — — — —

Promedio  77.57  10.00 077 729 454 077 0.30  69.71 22.14 2743

Tabla 20a. Resultados de exdmenes de perfil bioquimico posterior al tratamiento con Resveratrol. .
Glu; Glucosa. BUN; Nitrégeno Ureico de la Sangre. Creat; Creatinina. Prot; Proteinas. Alb;
Albumina. BilT; Bilirrubinas Totales. BilD; Bilirrubinas Directas. Falc; Fosfatasa Alcalina. TGO;
Transaminasa Glutamico Oxalacética. TGP; Transaminasa Glutamico Pirtvica *El sujeto 8 se dio de

baja por motivos personales.
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Na K Cl Ca
Sujetos mEq/L mEq/L mEqg/L mg/dL

1 140 43 105 9

2 142 4.1 103 9.3
3 142 3.9 106 9.3
4 140 4.1 107 8.9
5 141 4.6 106 9.3
6 141 4.7 105 9.2
7 141 3.9 105 9.3
8 - S S S

Prom 141.00 423 10529 9.19

Tabla 20b. Resultados de exdmenes de perfil bioquimico posterior al tratamiento con Resveratrol

Na; Sodio. K; Potasio. Cl; Cloro. Ca; Calcio. *El sujeto 8 se dio de baja por motivos personales.

Colesterol Triglicéridos LDL HDL Relacion
Sujeto mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL ApoA/ApoB
1 117 127 52 39 77 71 39 48 0.6 0.4
2 159 193 85 113 109 137 47 44 0.6 0.7
3 154 148 75 77 101 94 51 43 0.5 0.6
4 134 132 84 60 75 73 55 49 0.3 0.4
5 133 140 50 38 75 67 55 64 0.4 0.3
6 103 107 52 37 50 54 56 54 0.2 0.3
7 149 140 42 44 92 79 60 55 0.4 0.4
8* 136 ---- 38 - &% - 53 - 04 -

Tabla 21. Comparacion entre perfiles de lipidos al inicio y al final del estudio. La columna izquierda
se refiere al valor inicial (previo al tratamiento) y la columna derecha al valor al finalizar los 30 dias

de administracién de resveratrol. *El sujeto 8 se dio de baja por motivos personales.
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A: Inicial  B: Final Valor p (IC 95)

Colesterol(mg/dL) 135.57 139.29 .389 (-13.51,6.08)
LDL(mg/dL) 82.71 80.57 .590 (-7.06, 11.35)
HDL(mg/dL) 51.86 51.43 .876 (-5.99, 6.85)

Trigliceridos(mg/dL) 62.86 58.57 547 (-12.14, 20.71)

Rel. ApoB/ApoA 0.429 0.429 1.000 (-0.106, .0106)

Glucosa(mg/dL) 69.71 77.57 .079 (-16.95, 1.24)
BUN(mg/dL) 11.43 10.00 .182 (-0.89, 3.74)
Creatinina(mg/dL) 0.786 0.771 .604 (-0.49, 0.07)
Proteinas Totales(g/dL) 7.186 7.286 .156 (-0.25, 0.05)
Albumina(g/dL) 4.329 4.543 .003 (-0.32, -0.10)*
Bilirrubina Total(mg/dL) 0.786 0.771 .853 (-0.16, 0.19)
Fosfatasa Alcalina(UI/L) 67.43 69.71 285 (-7.05, 2.48)
TGO(UI/L) 19.00 22.14 .054 (-6.36, 0.08)
TGP(UI/L) 22.86 27.43 .186 (-12.06, 2.92)
Sodio(mEqg/L) 139.71 141 022 (-2.31, -0.25)*
Potasio (mEq/L) 3.886 4.229 165 (-0.87, 0.18)
Cloro(mEq/L) 103.71 105.29 .042 (-3.06, -0.07)*
Calcio(mg/dL) 9.029 9.186 .052 (-0.31, 0.001)

Tabla 22. Valores promedio de pardmetros de perfil bioquimico. A: al inicio (previo a la
administracién de resveratrol) B: después de la administracion de resveratrol, 500 mg diarios, via
oral, durante 30 dias. N=7 * se considera estadisticamente significativo un valor de p < 0.05 en la

prueba t de student.
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3.4 Niimero de muestras recolectadas

Se recolectaron en total 238 muestras, correspondientes a 17 muestras por cada
sujeto de investigacion en cada periodo de internamiento (1 y 2). El volumen de
sangre total obtenido de cada sujeto al final del estudio fue de 170mL
aproximadamente.
La cantidad total de sangre obtenida no excedié de 305 mL incluyendo el andlisis
farmacocinético (229.5 mL) y 0.5 mL de purgado de sangre antes de la toma de cada
muestra, excepto la toma en pre-dosis (24 mL por las 16 tomas), 20 mL de sangre
obtenida para los anélisis de laboratorio del reclutamiento y 30 mL para los estudios

de seguimiento (por los 2 periodos).

3.5 Desviaciones al protocolo

No se presentaron desviaciones al protocolo

3.6 Efectos adversos

No se presentaron reacciones adversas en ninguno de los sujetos de investigacion

ni se reportd ningun evento adverso durante la duracion del estudio.
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3.7 Resultados de la validacion del método analitico

3.7.1 Selectividad

La tabla 31 muestra los resultados y los criterios de aceptacion para la selectividad de

la muestra en el procedimiento de validacién para la cuantificacién de Simvastatina

en plasma humano.

Solucién de Resultado (Area) Criterio de Evaluacién
Selectividad Aceptacion
SSH 0 <14.50 Pasa
SSL 0 <14.50 Pasa
SSP (1406900) 0 <14.50 Pasa
SSP (1406909) 0 <14.50 Pasa
SSP (1406910) 0 <14.50 Pasa
SSP (1406911) 0 <14.50 Pasa
SSP (1406913) 0 <14.50 Pasa
SSP (1406914) 0 <14.50 Pasa
SSF’s
Cafeina* 0 <14.50 Pasa
Paracetamol* 0 <14.50 Pasa
Diclofenaco* 0 <14.50 Pasa
Aspirina* 0 <14.50 Pasa
Naproxeno* 0 <14.50 Pasa
Loratadina* 0 <14.50 Pasa
Ibuprofeno* 0 <14.50 Pasa
SSA’s

Heparina sédica 0 <14.50 Pasa
Citrato de sodio 0 <14.50 Pasa

Tabla 23. Resultados, criterios de aceptacion y evaluacion de la selectividad.
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3.7.2 Limite inferior de Cuantificacion.

Se analizé bajo condiciones de repetibilidad y reproducibilidad. En cada caso se

evalud la precision y exactitud.

Repetibilidad del LIC
Concentracién calculada
Concentracién | 1 2 3 4 5 Promedio
(ng/mL)
0.38 0.41 0.50 0.35 0.33 0.38 0.39
Tabla 24a
Resultado | Criterio de aceptacién | Evaluaciéon
% de coeficiente de variacion | 17.65% | <20% Pasa
Tabla 24b
Reproducibilidad del LIC
Reproducibilidad para el Limite Inferior de Cuantificacién
Concentraciones calculadas Promedio
0.38 0.42 0.46 0.45 0.43 0.47 0.45
0.41 0.41 0.41 0.42 0.42 0.41
ng/mL 0.46 0.44 041 0.42 0.40 0.42
Promedio 043
Tabla 25a
Resultado | Criterio de aceptacion | Evaluacion
% de coeficiente de variacion 4% <15% Pasa

Tabla 25b
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3.7.3 Precision y Exactitud a condiciones de Repetibilidad

Precisién
Concentracion % coeficiente de Criterio de Evaluacion
ng/mL variacion aceptacion
1.12 5.3% <15% Pasa
4.50 2.5% <15% Pasa
17.97 5.5% <15% Pasa
29.97 5.2% <15% Pasa

Tabla 26a Resultados y evaluacidn de precision a condiciones de repetibilidad

Exactitud
Concentracion | Concentracion % de Criterio de | Evaluacion
esperada obtenida desviacién | aceptacion
(ng/mL) (ng/mL)
1.12 1.14 2.0% <15% Pasa
4.50 4.62 2.7% <15% Pasa
17.97 18.39 2.3% <15% Pasa
29.97 25.76 14.0% <15% Pasa

Tabla 26b Resultados y evaluacion de exactitud a condiciones de repetibilidad

3.7.4 Precision y exactitud a condiciones de Reproducibilidad

Precision
Concentracion % de coeficiente de Criterio de Evaluacion
(ng/mL) variacion aceptacion
1.12 8.8% <15% Pasa
4.50 2.4% <15% Pasa
17.97 2.1% <15% Pasa

Tabla 27a Resultados y evaluacion de precision a condiciones de reproducibilidad
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Exactitud

Concentracion | Concentracion % de Criterio de Evaluacion
esperada obtenida desviacién aceptacion
(ng/mL) (ng/mL)
1.12 1.12 0.3% <15% Pasa
4.50 4.68 -4.1% <15% Pasa
17.97 18.98 -5.6% <15% Pasa

Tabla 27b Resultados y evaluacion de exactitud a condiciones de reproducibilidad

3.7.5 Curva De Calibracion

Area
Concentracién Curva de Curva de Curva de Curva de
ng/mL calibracién 1 | calibracion 2 | calibracion 3 | calibracion 4
0.38 0.39 0.40 0.36 0.36
0.75 0.71 0.68 0.69 0.72
1.50 1.56 145 1.49 1.52
3.00 2.99 2.94 335 2.99
5.99 5.88 5.88 6.40 6.52
11.98 11.61 12.03 11.67 12.58
20.95 17.00 29.86 18.98 20.07
23.96 25.08 26.39 25.57 23.75
Tabla 28a Datos obtenidos para la evaluacion de la curva de calibracién
% de error
Concentracion Curva de Curva de Curva de Curva de
ng/mL calibracién 1 | calibracién 2 | calibracién 3 | calibracién 4
0.38 1.7 5.7 5.1 5.7
0.75 5.2 9.4 7.5 4.0
1.50 4.3 3.1 04 1.1
3.00 0.5 1.9 11.6 0.3
5.99 1.9 1.9 6.8 8.9
11.98 3.1 0.4 2.6 5.0
20.95 18.9 42.5 94 4.2
23.96 4.7 10.1 6.7 0.9

Tabla 28b Resultados del porcentaje de error absoluto para la curva de calibracion
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Evaluacion respecto al % de error absoluto

Concentracion | Criteriode | Curvade Curva de Curva de Curva de
ng/mL aceptacion | calibracién | calibracién | calibracién | calibracién
1 2 3 4
0.38 20 Pasa Pasa Pasa Pasa
0.75 15 Pasa Pasa Pasa Pasa
1.50 15 Pasa Pasa Pasa Pasa
3.00 15 Pasa Pasa Pasa Pasa
5.99 15 Pasa Pasa Pasa Pasa
11.98 15 Pasa Pasa Pasa Pasa
20.95 15 No Pasa No Pasa Pasa Pasa
23.96 15 Pasa Pasa Pasa Pasa

Tabla 28c Evaluacién del porcentaje de error absoluto para la curva de calibracién

Evaluacion respecto al porcentaje de réplicas

Porcentaje de réplicas Porcentaje de réplicas Evaluacion
Concentracion que cumplen con el que deben cumplir con el
ng/mL criterio de aceptacion criterio de aceptacion
(%) (%)
0.38 100 50 Pasa
0.75 100 50 Pasa
1.50 100 50 Pasa
3.00 100 50 Pasa
5.99 100 50 Pasa
11.98 100 50 Pasa
20.95 50 50 Pasa
23.96 100 50 Pasa

Tabla 28d Evaluaciéon con respecto al porcentaje de réplicas que cumplen con el

criterio de aceptacion.
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Curvas de calibracion
1 2 3 4
% de niveles de cada curva de calibracién 88 88 100 100
que cumple con criterios de aceptacion
Criterio de aceptacion 75 75 75 75
Evaluacién Pasa Pasa | Pasa | Pasa

Tabla 28e Evaluacién de la exactitud de la curva de calibracién por niveles.

3.7.6 Estabilidad de las muestras
Se cumplieron todos los criterios de aceptacion para los parametros de estabilidad a
corto, a largo plazo, ciclos de congelacion y descongelacion. El largo plazo fue el

periodo comprendido desde el 29 de julio hasta el 7 de octubre de 2014 (70 dias).

3.8 Resultados del analisis de muestras biologicas

Se midieron las concentraciones de simvastatina obtenidas en las muestras
sanguineas de los sujetos de investigacion. Todas las muestras cumplieron con
criterios de aceptacion, no se perdié ninguna muestra por derrame y su proceso se

cumpli6 sin eventualidades.

A continuacion se presentan las tablas con las concentraciones plasmdticas de
simvastatina en los periodos 1 y 2 (antes y después de la administracion de
resveratrol) de cada uno de los sujetos, y las graficas de las concentraciones, tanto en

version normal como en logaritmica. Tablas 29 a 36 y Figuras 9 a 17.
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SUJETO 01
Muestreo (horas) | Periodo 1 | Periodo 2
0.00 0.00 0.00
0.25 0.00 0.00
0.50 0.52 0.99
1.00 1.68 3.54
1.50 3.31 4.67
2.00 3.77 5.69
2.50 3.25 4.70
3.00 3.26 4.30
3.50 2.89 3.06
4.00 2.59 297
4.50 1.92 2.65
5.00 1.78 4.75
6.00 1.25 3.18
8.00 0.83 2.55
10.00 0.84 2.42
12.00 0.77 1.90
24.00 0.00 0.85

Tabla 29. Concentraciones obtenidas en el andlisis de simvastatina: Fases pre y post

resveratrol — Sujeto de investigacion 01
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Figura 9. Grifica de concentracion plasmadtica en escala normal y logaritmica con respecto al

tiempo. (A Simvastatina. B Simvastatina después de Resveratrol) Sujeto 01
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SUJETO 02
Muestreo (horas) | Periodo 1 | Periodo 2

0.00 0.00 0.00
0.25 0.00 0.44
0.50 0.55 5.09
1.00 1.69 7.93
1.50 1.82 18.68
2.00 1.45 12.51
2.50 1.70 7.80
3.00 7.80 7.79
3.50 5.70 4.75
4.00 4.68 4.65
4.50 3.99 3.83
5.00 3.91 3.88
6.00 1.94 2.87
8.00 1.38 2.05

10.00 1.18 1.46

12.00 1.16 1.33

24.00 0.51 1.16

Tabla 30. Concentraciones obtenidas en el andlisis de simvastatina: Fases pre y post

resveratrol — Sujeto de investigacion 02
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Figura 10. Concentracién plasmadtica en escala normal y logaritmica con respecto al tiempo.

(A Simvastatina B Simvastatina post administracién de Resveratrol) Sujeto 02
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SUJETO 03
Muestreo (horas) | Periodo1 | Periodo 2

0.00 0.00 0.00
0.25 0.00 0.00
0.50 2.13 1.00
1.00 6.27 4.04
1.50 5.48 4.65
2.00 4.27 10.85
2.50 3.26 13.25
3.00 2.40 12.17
3.50 2.00 10.57
4.00 1.53 8.23
4.50 1.37 5.46
5.00 1.40 7.30
6.00 2.15 5.68
8.00 1.96 3.57

10.00 1.20 2.19

12.00 0.79 1.75

24.00 0.00 0.47

Tabla 31. Concentraciones obtenidas en el andlisis de simvastatina: Fases pre y post

resveratrol — Sujeto de investigacion 03
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Figura 11. Concentracién plasmadtica en escala normal y logaritmica con respecto al tiempo.

(A Simvastatina B Simvastatina post administracién de Resveratrol) Sujeto 03
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SUJETO 04
Muestreo (horas) | Periodo 1 | Periodo 2

0.00 0.00 0.00
0.25 0.00 0.00
0.50 2.01 0.73
1.00 10.96 9.11
1.50 11.36 23.50
2.00 7.29 58.85
2.50 4.24 37.06
3.00 3.65 26.11
3.50 2.63 18.03
4.00 1.86 10.98
4.50 1.98 8.20
5.00 1.54 7.40
6.00 1.04 4.59
8.00 0.72 3.26

10.00 0.52 2.06

12.00 0.35 1.96

24.00 0.00 0.00

Tabla 32. Concentraciones obtenidas en el andlisis de simvastatina: Fases pre y post

resveratrol — Sujeto de investigacién 04
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Figura 12. Concentracién plasmadtica en escala normal y logaritmica con respecto al tiempo.

(A Simvastatina B Simvastatina post administracién de Resveratrol) Sujeto 04
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SUJETO 05
Muestreo (horas) | Periodo 1 | Periodo 2

0.00 0.00 0.00
0.25 0.00 0.00
0.50 0.66 1.88
1.00 2.09 5.02
1.50 1.88 5.39
2.00 4.70 9.68
2.50 3.07 8.29
3.00 3.39 9.96
3.50 2.89 22.67
4.00 3.06 40.70
4.50 2.69 29.96
5.00 1.97 24.53
6.00 217 19.53
8.00 2.74 13.39

10.00 1.70 12.05

12.00 1.53 9.75

24.00 0.73 2.23

Tabla 33. Concentraciones obtenidas en el andlisis de simvastatina: Fases pre y post

administracion de resveratrol — Sujeto de investigacién 05
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Figura 13. Concentracién plasmadtica en escala normal y logaritmica con respecto al tiempo.

(A Simvastatina B Simvastatina post administracién de Resveratrol) . Sujeto 05
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SUJETO 06
Muestreo (horas) | Periodo 1 | Periodo 2
0.00 0.00 0.00
0.25 0.18 0.17
0.50 0.79 0.46
1.00 1.90 1.33
1.50 1.06 1.19
2.00 1.04 1.51
2.50 1.31 7.05
3.00 1.02 6.60
3.50 0.83 5.12
4.00 0.78 8.54
4.50 0.60 7.54
5.00 0.72 8.19
6.00 0.49 4.54
8.00 0.00 1.81
10.00 0.00 1.21
12.00 0.00 0.72
24.00 0.00 0.00

Tabla 34. Concentraciones obtenidas en el andlisis de simvastatina: Fases pre y post

administracion de resveratrol — Sujeto de investigacién 06
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Figura 14. Concentracién plasmadtica en escala normal y logaritmica con respecto al tiempo.

(A Simvastatina B Simvastatina post administracién de Resveratrol) Sujeto 06
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SUJETO 07
Muestreo (horas) | Periodo 1 | Periodo 2

0.00 0.00 0.00
0.25 0.00 0.00
0.50 0.98 2.13
1.00 5.52 24.76
1.50 10.75 48.18
2.00 15.21 38.54
2.50 25.48 39.98
3.00 18.90 39.49
3.50 17.00 36.45
4.00 16.96 33.85
4.50 10.30 26.74
5.00 9.52 22.38
6.00 8.09 15.29
8.00 5.97 12.35
10.00 4.7 7.32
12.00 3.17 5.85

24.00 1.23 2.00

Tabla 35. Concentraciones obtenidas en el andlisis de simvastatina: Fases pre y post

post administracion de resveratrol — Sujeto de investigacién 07
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Figura 15. Concentracién plasmadtica en escala normal y logaritmica con respecto al tiempo.

(A Simvastatina B Simvastatina post administracién de Resveratrol) Sujeto 07
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Tiempo Periodo 1 Periodo 2
de Concentracién | Concentracion
Muestreo ng/mL ng/mL

0.00 0.0 0.0
0.25 0.0 0.1
0.50 1.1 1.8
1.00 4.3 8.0
1.50 5.1 15.2
2.00 54 19.7 *
2.50 6.0 * 16.9
3.00 5.8 15.2
3.50 4.9 14.4
4.00 4.5 15.7
4.50 33 12.1
5.00 3.0 11.2
6.00 24 8.0
8.00 1.9 5.6
10.00 1.4 4.1
12.00 1.1 33
24.00 0.4 1.0

Tabla 36. Promedio de concentraciones plasmaticas de simvastatina.

* Cmax para cada periodo. N=7
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Figura 17. Perfil farmacocinético de Simvastatina. Promedio + error

estdndar en escala semilogaritmica. N=7

(A: Simvastatina pre administraciéon de resveratrol, B: Simvastatina

post administracion de resveratrol)
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3.9 Resultados del analisis estadistico de los parametros farmacocinéticos.
Los pardametros farmacocinéticos de la simvastatina obtenidos en el periodo 1
(antes de la administraciéon de resveratrol) y en el periodo 2 (después de la

administracion de resveratrol) fueron los siguientes:

En el periodo 1: Cmax 6.47 ng/mL, Tmax 1.86 h, ABC 0-t 28.27 ng/mL/hr y ABC 0-

00 33.79 ng/mL/h, con una vida media de eliminacion de 5.74+3.31h.

En el periodo 2 (posterior al tratamiento con resveratrol): Cmax 20.23 ng/mL, Tmax
2.5 h, ABC 0-t 97.95 ng/mL/h y ABC 0-0 118.64 ng/mL/h, con una vida media de

eliminaciéon de 12.13 + 15.60 h.

Los resultados del anélisis estadistico realizado por medio del programa Winnonlin

se muestran en la tabla 37.
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T doble

Promedio Geométrico por Valor
P IC 90 % Clasico unilateral de
minimos cuadrados dep
Schuirmann
Parfimetros | SimYastatina || Simvastatina | - [B/A] LI Ls | p<so | P>125| AH | Potencia
A B (%)
Ln(Cunix) 6.475 20.234 31249 | 19579 | 49874 | 0007 | 9956 | .9949 1886
Ln(ABCy.) 28.270 97.959 34652 | 236.14 | 50847 | 0002 | 9990 | .9988 2345
Ln(ABCy.) 33.791 118.645 351.11 | 26823 | 45962 | 0001 | 9998 | .9998 3811
Criterio >80 <125 | <05 | <05 | <.05 > .80
Tabla 37. Intervalos de confianza y pruebas limite para los parametros

farmacocinéticos de Simvastatina. Simvastatina A (Simvastatina basal), Simvastatina

B (Simvastatina después de resveratrol), IC = Intervalo de Confianza, LI = Limite

Inferior, LS = Limite Superior, AH = Anderson Hauck. IP = Indice de Promedios.

Se reporta valor de p de .0001, cuando el valor exacto de p es menor o igual a .0001
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CAPITULO IV

4. DISCUSION
La cromatografia agrupa un conjunto importante y diverso de métodos que facilitan
la separacién, identificaciéon y determinacién de componentes estrechamente

. . 60
relacionados en mezclas complejas ~.

En todas las separaciones cromatograficas la muestra se disuelve con una fase movil,
que puede ser un gas, un liquido o un fluido stper critico; la cual se hace pasar por
una fase estacionaria inmiscible fija en una columna o una superficie solida. Las dos
fases se eligen de tal forma que los componentes de la muestra se distribuyen en
grados distintos entre la fase movil y la fase estacionaria. Aquellos componentes que
son fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven con mucha lentitud con
el flujo de la fase mévil. En cambio, los componentes unidos de manera débil a la
fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como consecuencia de las distintas
velocidades de migracion, los componentes de la muestra se separan y se pueden

. .. .. 60
analizar en forma cualitativa y cuantitativa = .

En el presente trabajo se llevd a cabo la determinacion de simvastatina a través de
cromatografia de liquidos, ya que presenta una sensibilidad adecuada, puede ser
automatizada y cuenta con capacidad para separar compuestos no voldtiles o

termoléabiles.
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Se trabaj6 con espectrometria de masas en tdindem con ionizacién por electrospray
como sistema de deteccion (sistema triple cuadrupolo), ya que permite un anélisis
cuantitativo exacto, mayor sensibilidad y especificidad respecto a otros detectores,

asi como la obtencién de cromatogramas en tiempo real.

4.1 Validacion
En este trabajo se desarroll6 un procedimiento analitico para la cuantificacion de
simvastatina en plasma humano que cumplié con los criterios establecidos en la

NOM-177-SSA1-2013.

Para el manejo del intervalo de trabajo en la curva de calibracion (relaciéon de
concentraciones con su respuesta analitica), se empled el modelo matemético lineal
con ponderacién. El modelo de tipo lineal asegura una relacién continua y
reproducible en el intervalo de trabajo. En el modelo de regresion lineal simple
clasico se asume la misma varianza en todas las concentraciones, es decir, los datos
son homocedasticos, sin embargo, para los datos de la curva de calibracion la
varianza generalmente aumenta con la concentracion, los errores asociados con altas
concentraciones son mds altos y estos pueden afectar indebidamente la pendiente de
la linea de calibracion. En la regresion lineal no ponderada se trata a todos los puntos
de la misma forma, lo que en efecto significa que los puntos de concentracién més

bajos tienen menos probabilidades de no encontrarse en la linea de calibracion.
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Con respecto a la selectividad, estd reportado que la cromatografia de LC-MS-MS es
una técnica instrumental de alta especificidad y sensibilidad con capacidad de
multiandlisis que la convierte en una alternativa ideal al inmunoensayo y a

cromatografia de liquidos de alta resolucién convencional.

En este método no se observaron interferencia con farmacos que pudieran haber sido
administrados de manera concomitante, asi como con plasma humano lipémico o
hemolizado; el criterio de aceptacion para este pardmetro fue una respuesta menor al
20% con respecto al limite de cuantificacion para las respuestas cercanas el tiempo
de retencion. El uso de la técnica analitica instrumental utilizada permiti6 una rapida

separacion sin interferencias y disminuyo el tiempo de analisis.

Uno de los inconvenientes de utilizar LC-MS-MS como técnica de anélisis, es el
efecto de matriz evidenciado por la supresion inesperada o aumento de la respuesta
del analito de interés debido a coeluyentes constituyentes de la matriz al momento

. .. ., 64
de ingresar en la fuente de ionizacion ~.

Dado lo anterior, en este estudio se evalud el efecto de matriz como un pardmetro
adicional de validacién. Los resultados mostraron que no hubo un efecto de matriz
para los constituyentes del pool de plasma humano, asi como para muestras de

plasma humano hemolizado o lipémico.
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4.2 Analisis de las muestras biolégicas

Durante el andlisis de las muestras de los sujetos, cada corrida analitica consistié
en al menos una muestra en blanco, curva de calibracion (8 niveles desde 0.38 hasta
23.96 ng/mL) y al menos 3 niveles de concentraciéon de muestras control (MCB

1.12ng/mL, MCM 4.50 ng/mL y MCA 17.97 ng/mL) por duplicado de cada sujeto.

4.3 Eventos adversos y tolerabilidad

Las reacciones adversas a simvastatina se han reportado con el uso cronico y
prolongado, siendo las més graves hepatotoxicidad y rabdomidlisis. En este estudio,
durante los 3 periodos del estudio clinico ningin sujeto de investigacion presento
efectos adversos, evidenciados por signos y sintomas o por cambios clinicamente

significativos en los parametros de laboratorio.

La administracion de 500mg via oral de resveratrol fue bien tolerada, no produjo
efectos adversos ni alteracion significativa en los exdmenes de laboratorio. Esto es
comparable con lo reportado previamente por Haneke en un estudio de evaluacion de

toxicidad del resveratrol”’.

Al comparar los valores promedio de los pardmetros de los perfiles bioquimicos
iniciales y finales se observd que todos los valores estuvieron dentro de limites
normales. Los valores promedio de glucosa y creatinina fueron 69.5mg/dL y 0.8
mg/dL respectivamente. No se observ alteracion en las pruebas de funcidn hepatica,

bilirrubinas totales proteinas totales, ni electrolitos séricos.
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Se observé una diferencia estadisticamente significativa entre los valores iniciales y
finales de albimina, sodio y cloro sin embargo, tanto los valores iniciales como
finales se reportaron dentro de limites normales. Aunque no se observd diferencia
estadisticamente significativa, hubo un incremento aparente en los valores promedio
iniciales y finales de glucosa (69.5 vs 77.57mg/dL), TGO (18.5 vs 22.14 UI/L) y
TGP (22.1 vs 27.4 UI/L) sin embargo todos los valores estuvieron dentro de limites

normales.

Al comparar los valores iniciales y finales (prueba t de student), se observé un
incremento en el colesterol (135.57 vs 139.29 mg/dL) asi como una aparente
disminucion en triglicéridos (62.86 vs 58.57 mg/dL) y LDL (82.71 vs 80.57UI/L) sin
embargo estas diferencias no fueron estadisticamente significativas, pues en ninguno
de estos casos los valores de p fueron menores de 0.05 (Tabla 22). Ghanim, quien
realizé un estudio en sujetos sanos, administrando una dosis menor a la de este
estudio (40mg diarios, via oral durante 6 semanas) report6 una ligera disminucion de

colesterol, LDL y HDL sin cambios en los triglicéridos”.

En las comparaciones de los perfiles bioquimicos, existen algunas tendencias que
debieran ser consideradas en futuros estudios con un mayor nimero de sujetos como
el incremento en los valores promedio de glucosa (a pesar de haber sido
estadisticamente no significativo) que contrasta con lo publicado por Brasnyo et al
quienes tras administrar 5 mg de resveratrol por via oral 2 veces al dia durante 4
semanas a pacientes diabéticos observaron una disminucién en los valores de glucosa

. . . . . 2
y en la resistencia a la insulina postprandial .
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Asi mismo el aparente aumento en los valores de TGO (p=0.054) y calcio (p=0.052)
con valores de p que podrian indicar una tendencia a ser significativos si el nimero

de sujetos del estudio fuera mayor.

Actualmente se tiene escasa informacion sobre el uso de resveratrol en humanos, lo
cual seguramente cambiard en el futuro cercano ya que en una bisqueda realizada en
la pagina de Clinical Trials(www.clinicaltrials.gov) se encontr6 que actualmente
hay 15 ensayos clinicos registrados involucrando el uso de resveratrol en sujetos
sanos®. De estos estudios, 14 estdn reportados como completos, solo de uno se
reporta que hay resultados (los cuales no se muestran) y para todos ain esta
pendiente la publicacion de dichos resultados por lo que por ahora no es posible

hacer comparacion de los mismos con los resultados obtenidos en este estudio.

4.4 Parametros Farmacocinéticos de Simvastatina

Los pardmetros farmacocinéticos de la simvastatina obtenidos en la fase 1 (pre-
administracion de resveratrol) de este estudio (Cmax 6.47 ng/mL, T1/2 5.7 h y Tmax
1.86 h) son superiores a los reportados por Desager y cols en 1996 quien obtuvo un

Cmax de 4.6 +2ng/mL, yun Tméaxde 1.4+ 1.0h %

En un estudio realizado por Jang y cols en 2010 en 24 sujetos coreanos se reportd un
Cmax de 3.62 ng/mL, y un Tmax menor al observado en este estudio (1.86 h vs 4.04
h)®”. Es importante sefialar que en este estudio el tamafio de muestra inicial fue de 8
sujetos y que uno de ellos se retiré voluntariamente por lo que el estudio se realizé en
7 sujetos sanos, este tamafio de muestra hace dificil hacer comparaciones con los

resultados de otros estudios en cuanto a biodisponibilidad de simvastatina.
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El tamafio de muestra fue seleccionado considerando dos criterios: primero que este
es el primer estudio en el que se evalda el efecto del resveratrol en sujetos mexicanos
y fue disefado para evaluar el posible efecto de interaccion del resveratrol con el
metabolismo de la simvastatina, ya que el resveratrol inhibe al CYP3A4
responsable del metabolismo de este farmaco, y segundo en el estudio también se
evalué por primera vez la tolerabilidad de resveratrol administrado diariamente

durante 30 dias, en sujetos mexicanos.

Por lo anterior y tomando como base la NOM 177-SSA1-2013 se consideré que un
estudio piloto realizado en 8 sujetos brindaria informacion relevante en cuanto a la
posible interaccion de resveratrol con simvastatina y su tolerabilidad y serviria de
base para el planteamiento de un estudio con un tamafio de muestra mayor en caso de

requerirse.

El estudio fue realizado en sujetos sanos de ambos géneros ya que no existen
reportes relacionados con la influencia de género en el metabolismo de simvastatina.
Se utilizé la dosis de 500mg de resveratrol considerando reportes previos de
inhibicién de citocromos con 500mg y 1 gramo v y se opto por la dosis menor por
ser el primer estudio de evaluacién de tolerabilidad de resveratrol en sujetos
mexicanos y por el mayor riesgo tedrico de interacciéon medicamentosa con la dosis

. 1
superior '°.
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Se observé un incremento en el Cmax y ABC de simvastatina basal (pre-tratamiento
con resveratrol) y el Cmdax y ABC obtenidos después de la administraciéon de
resveratrol durante 30 dias (Tabla 37). Lo anterior indica que la administracion del
resveratrol produjo una inhibicién de las enzimas responsables del metabolismo de la
simvastatina lo que produjo un incremento de sus concentraciones plasmaticas. Este
tipo de interaccion ya ha sido documentada con otros farmacos y fitoterapias, pero no
habia sido demostrada con el resveratrol ®. Se evidenci6 ademas, un incremento en

la vida media de la simvastatina, aunque éste no fue significativo.

Zhao y colaboradores realizaron un estudio de interaccion entre simvastatina y 4
remedios tradicionales chinos (Tong Xin Luo, Nao Xin Tong, Guan Mai Ning 6 Yin
Xing Ye) administrados durante 7 dias cada uno y reportaron que no produjeron
interaccién con simvastatina. A diferencia de ese estudio, éste fue realizado con 30
dias de administracion de resveratrol el cual fue tiempo suficiente para producir la

inhibicién del CYP3A4 .

4.5 Analisis estadistico

Para este estudio de evaluacion de la posible interaccion el resveratrol en el
metabolismo de la simvastatina se decidi6 utilizar los mismos criterios establecidos
por la NOM-177-SSA1-2013 para establecer bioequivalencia de farmacos
incluyendo el andlisis estadistico con las pruebas T doble unilateral de Schuirmann y

2,63
Anderson Hauck’> %,
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Previo a la determinacion de no interaccidn es necesaria la conduccion de un Analisis
de Varianza (ANADEVA) con el fin de evaluar todos los factores que pudieran

afectar la conclusion del estudio.

En cuanto a los resultados obtenidos en este estudio con las pruebas para
establecer el efecto del resveratol en el metabolismo de simvastatina, los
cocientes de las relaciones de Cmix y ABC, determinados en el periodo basal
(previo a la administracion de resveratrol) como en el periodo post-ingesta de
resveratrol  estuvieron fuera de lo establecido como criterio de no

interacciéon (80-125%), con un intervalo de confianza del 90%.

Dado el rigor de las pruebas estadisticas establecidas como criterio para determinar
la posible interaccion, la potencia estadistica obtenida en este estudio fue menor a
80% por lo que se sugiere la realizacion de mas estudios con un tamafio de muestra

mayor calculado con los resultados obtenidos en este estudio.

Este es el primer estudio realizado donde se evalia la interaccion del resveratrol con
el metabolismo de simvastatina asi como la tolerabilidad y posibles efectos

adversos del uso diario de resveratrol durante 30 dias.

El incremento observado en el Cmdx y ABC de simvastatina posterior a la
administracion de resveratrol durante 30 dias indica la interaccién de este producto
de origen natural con la simvastatina y que existe la posibilidad de que los pacientes
que estén consumiendo simvastatina y resveratrol simultineamente tengan un mayor

riesgo de desarrollar los efectos adversos (hepatotoxicidad, rabdomidlisis) reportados
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para este farmaco. El uso diario de resveratrol 500mg por via oral durante 30 dias no

produjo ningun efecto adverso y fue bien tolerado por todos los sujetos.

No se observaron alteraciones en los pardmetros bioquimicos sanguineos

relacionados con funcién renal, hepédtica y electrolitos ni en el perfil de lipidos sin

embargo se requieren estudios con mayor nimero de sujetos para confirmarlo.
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CAPITULO V

S. CONCLUSIONES

Este trabajo constituye el primer estudio realizado en sujetos mexicanos donde se
evalda la interaccién del resveratrol con el metabolismo de simvastatina asi como la

tolerabilidad y posibles efectos adversos de resveratrol

El resveratrol administrado a dosis de 500 mg por via oral durante 30 dias no

produjo ningun efecto adverso y fue bien tolerado por todos los sujetos.

El resveratrol interacciond con el metabolismo de la simvastatina y produjo un
incremento significativo en sus concentraciones plasmaticas (Cmax y Area Bajo la

Curva)

La administracion de resveratrol por mas de 30 dias en pacientes que estén tomando

simvastatina puede potenciar los efectos toxicos (hepatotoxicidad y rabdomiolisis)

reportados con el uso prolongado de ésta ultima.
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CAPITULO VI

6. PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto de resveratrol sobre otros medicamentos metabolizados por el

CYP3A4.

Evaluar el efecto de otros productos de origen natural (fitofarmacos) que inhiban o
estimulen a las enzimas CYP3A4 y CYP2D6 con farmacos de indice terapéutico
estrecho que sean substratos de estas enzimas y/o farmacos usados por tiempo

prolongado en padecimientos cronico-degenerativos.
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GLOSARIO

Biodisponibilidad. Proporcién de firmaco que se absorbe a la circulacién general

después de su administracion y el tiempo en que lo hace.

Bioequivalencia. Relacion entre dos equivalentes farmacéuticos o alternativas
farmacéuticas cuando al ser administrados bajo condiciones similares producen

biodisponibilidades semejantes.

Capsula. Tipo de presentacion farmacéutica que consiste en pequefios contenedores
o envases solubles a base de gelatina, en cuyo interior se halla la sustancia activa que

se administrard por via oral.

Consentimiento informado. Acuerdo por escrito, mediante el cual el sujeto de
investigacién o en su caso, su representante legal autoriza su participacion en la
investigacién, con pleno conocimiento de la naturaleza de los procedimientos y
riesgos a los que se someterd, con la capacidad de libre eleccién y sin coaccidon

alguna.

Control de calidad. Sistema de actividades operacionales rutinarias puestas en el
lugar donde se desarrollan los procesos para identificar y corregir las desviaciones de

los requisitos establecidos.

Corrida analitica. Conjunto de muestras analizadas en forma continua, bajo las

mismas condiciones experimentales.
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Curva de calibracion. Conjunto de concentraciones que describen el intervalo en el

cual se cuantifica el compuesto por analizar.

Denominaciéon Comiin Internacional. Nombre que identifica una sustancia
farmacéutica o principio activo farmacéutico mediante un nombre Unico que es

reconocido a nivel mundial y es de dominio publico.

Denominacion distintiva. Nombre que como marca comercial le asigna el
laboratorio o fabricante a sus especialidades farmacéuticas con el fin de distinguirlas
de otras similares, previa aprobacion de la autoridad sanitaria y registro ante las

autoridades competentes.

Denominacion genérica. Nombre del medicamento, determinado a través de un
método preestablecido, que identifica al farmaco o sustancia activa reconocido

internacionalmente y aceptado por la autoridad sanitaria.

Efecto de acarreo. Efecto generado por la aparicién o aumento de la sefial del

analito causado por la contaminacién de muestras anteriores.

Equivalente farmacéutico. Especialidad farmacéutica con el mismo farmaco y la
misma forma farmacéutica, con igual concentracién o potencia, que utiliza la misma
via de administracién y cumple con las especificaciones farmacopeicas u otros
estandares internacionales. Los aditivos pueden ser diferentes que los del

medicamento de referencia.

117



Estabilidad a largo plazo. Propiedad del compuesto por analizar en una matriz
bioldgica, de conservar sus caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta el

analisis de todas las muestras asi como reanalisis (en caso de ser necesario).

Exactitud. Concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de

referencia.

Farmaco.Toda sustancia natural, sintética o biotecnolégica que tenga alguna
actividad farmacoldgica, y que se identifique por sus propiedades fisicas, quimicas o
acciones bioldgicas, que no se presenten en forma farmacéutica y que reuna las

condiciones para ser empleada como medicamento o ingrediente de un medicamento

Farmacocinética. Procesos de absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacién

que sufre un xenobidtico después de su administracion en un sistema bioldgico.

Farmacodinamia. El estudio de los efectos bioquimicos y fisioldgicos de los

farmacos sobre un sistema biolégico. También denominado el mecanismo de accion.

Fitoterapéutico. Es el producto medicinal empacado y etiquetado, cuyas sustancias
activas provienen de material de la planta medicinal o asociaciones de estas,
presentado en estado bruto o en forma farmacéutica que se utiliza con fines

terapéuticos.
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Herbolaria. Tipo de medicina alternativa que usa plantas, ya sea enteras, sus hojas,

sus frutos o extractos de ellas como remedios terapéuticos.

Interaccion farmacolégica. La alteracion en la farmacocinética o farmacodinamia
de un medicamento ocasionada por la administracion concomitante con otro

medicamento.

Intervalo de trabajo. Intervalo de un método analitico definido por las
concentraciones comprendidas entre los niveles superior e inferior del compuesto, en

el cual se ha demostrado que el método es preciso, exacto y lineal.

Linealidad. Capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para

obtener una respuesta proporcional a la concentracion del compuesto en la muestra.

Limite inferior de cuantificacion. Concentraciéon mas baja del analito que puede
medirse cumpliendo con la precision y exactitud, determinada en funcién de las

necesidades de cuantificacion del estudio.

Limite superior de cuantificacion. Concentraciéon mas alta del analito que puede

medirse con la precisién y exactitud, determinada en funcién de las necesidades de

cuantificacion del estudio.

Lote. Cantidad de un farmaco o un medicamento, que se produce en un ciclo de

fabricacién y cuya caracteristica esencial es su homogeneidad.
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Material de referencia. Material o sustancia, en la cual uno o mas valores de sus
propiedades son suficientemente homogéneos y bien definidos, para ser utilizados
para calibracion de aparatos, la evaluacién de un método de medicién o para asignar

valores a materiales.

Matriz biolégica. Material de origen bioldgico en el cual se encuentra el analito o

farmaco de interés.

Medicamento de prueba. Medicamento proveniente de un lote de produccién o de
un tamafo no menor al 10% del mismo cuando éste sea mayor a 100,000 unidades,
manteniendo el equipo y el proceso de manufactura y que cumpla con los estdndares

de calidad oficiales establecidos en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

Medicamento de referencia. Medicamento indicado por la Secretaria como tal, que
cuenta con el registro de dicha dependencia, que se encuentra disponible
comercialmente y es seleccionado conforme a los criterios establecidos en las

normas.

Muestras control. Muestras de matriz adicionada con el analito en concentracion

especifica usada para validar y monitorear el desempefio de un método analitico.

Muestra control baja. Muestra de la matriz adicionada de analito en concentracién

equivalente hasta 3 veces el limite inferior de cuantificacion.
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Muestra de control media. Muestra de la matriz adicionada de analito en
concentracion intermedia entre la muestra de control baja y la muestra de control

alta.

Muestra de control alta. Muestra de la matriz adicionada de analito en
concentracion entre el 75-85% de la concentracion del limite superior de

cuantificacion.

Muestra control diluida. Muestra de la matriz adicionada de analito en
concentracion mayor al limite superior de cuantificacion de la curva de calibracion,
que se diluye con matriz exenta del analito a una concentracion dentro del intervalo

de la curva de calibracion.

Precision. Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra

homogénea; se evalua como repetibilidad y reproducibilidad.

Productos bioequivalentes. Equivalentes farmacéuticos en los cuales no se observa
diferencia significativa en la velocidad y cantidad absorbida del farmaco, cuando son
administrados ya sea en dosis Unica o dosis multiple bajo condiciones experimentales

similares.

Reaccion adversa. Cualquier efecto perjudicial y no deseado que se presenta a las
dosis empleadas en el hombre para la profilaxis, el diagnéstico, la terapéutica o la

modificacién de la funcién fisioldgica.
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Repetibilidad. Precisién bajo las mismas condiciones de operacién en un intervalo

corto de tiempo.

Reproducibilidad. Precision bajo las variaciones que comtinmente pueden ocurrir

dentro del laboratorio: diferentes dias, diferentes analistas, diferentes equipos.

Selectividad. Capacidad de un método analitico para diferenciar y cuantificar el

compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos en la muestra.

Sujeto de investigacion. Sujeto sano o paciente de investigacion que haya expresado

libremente y por escrito su consentimiento informado para participar en el estudio.

Verificacion del Sistema. Verificacion de que el sistema analitico opera con base en

criterios preestablecidos, que permiten asegurar su desempeiio 6ptimo. }

Vida Media. El tiempo que le toma a un sistema bioldgico en eliminar la mitad de la

concentracion de un compuesto.
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