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Lista de simbolos, abreviaturas y definiciones

(AUC,_).Area bajo la curva del tiempo cero al tiempo t, calculada por la regla
trapezoidal, siendo t el Gltimo punto de muestreo

(AUC,_...).Area bajo la curva del tiempo cero al infinito

(Cmax)-Concentracion maxima

Crmax (tmax)- Tiempo en que se alcanza la Concentracion maxima

(Ke).Constante de eliminacion

(t¥2).Vida media

(TMR).Tiempo medio de residencia

Adecuabilidad del sistema (verificacion del sistema). A la verificacion de que el
sistema analitico opera con base a criterios preestablecidos por el proveedor, que
permitan asegurar un desempefio optimo y la confiabilidad de los resultados de un
método analitico.

Calibracién. Conjunto de operaciones que determinan bajo condiciones
especificadas, la relacion entre los valores indicados por un instrumento o sistema
de medicion, o los valores representados por una medicion material y los valores
conocidos correspondiente a un patrén de referencia.

Corrida analitica: Al conjunto de muestras analizadas en forma continua, bajo las
mismas condiciones experimentales.

Cromatograma: A la gréafica de la respuesta analitica derivada de la aplicacion de
la técnica y el método analitico correspondientes.

Curva de Calibracion: Al conjunto de concentraciones que describen el intervalo

de trabajo en el cual se cuantifica el compuesto a analizar.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Documentacion. Conjunto de informacion que sustenta una actividad realizada.
Especificaciones. Descripcion del material, sustancia o producto, que incluye la
definicion de sus propiedades y caracteristicas, con las tolerancias de variacion de
los parametros de calidad.

Especificidad. Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida Gnicamente al analito de interés y no a otros componentes de la muestra.
Exactitud. Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor
de referencia.

Estabilidad analitica de la muestra. Propiedad de una muestra de conservar su
integridad fisicoquimica y la concentracion del analito, después de almacenarse
durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas.

Intervalo de trabajo. Al intervalo de trabajo de un método analitico definido por
las concentraciones comprendidas entre los niveles superior e inferior de un
compuesto, en el cual se ha demostrado que el método es preciso, exacto y lineal.
Limite de cuantificacion. A la cantidad minima de analito que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones de
operacion establecidas.

Limite de deteccion. Concentracion minima del analito en una muestra que puede
ser detectada distinguido del ruido instrumental, pero no necesariamente
cuantificada, bajo las condiciones de operacion establecidas.

Linealidad. Es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo para
obtener una respuesta lineal respecto a la concentracion del compuesto en la

muestra.



22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

Metodo analitico. Descripcion de la secuencia de actividades, recursos materiales
y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el andlisis de un componente
especifico de la muestra.

Muestra. Porcion del material a evaluar.

Placebo. Muestra que contiene todos los componentes de un producto a excepcion
del analito.

Placebo adicionado. Muestra de un placebo analitico al cual se le adiciona una
cantidad conocida de analito.

Parametro de desempefio. Pardmetro especifico a estudiar en un protocolo de
validacion.

Precision. Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
muestra homogénea del producto, se evalia como Repetibilidad y reproducibilidad.
Precision intermedia. Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes realizadas en
un mismo laboratorio, por diferentes analistas, en distintos dias.

Protocolo de validacion. Al documento donde se definen y describen las pruebas,
criterios y procedimientos para realizar y demostrar que un método analitico
cumple con lo requerido.

Repetibilidad. A la precision de un método analitico bajo las mismas condiciones
de operacion en un intervalo corto de tiempo.

Reproducibilidad intralaboratorio. a la precision bajo las variaciones que
comunmente pueden ocurrir dentro del laboratorio: diferentes dias, diferentes

analistas, diferentes equipos.



32.

33.

34.

35.

Robustez. Capacidad del método analitico de mantener su desempefio al
presentarse variaciones pequefias pero deliberadas, en los pardmetros normales de
operacion del método.

Selectividad. Es la habilidad de un método analitico para diferenciar y cuantificar
el analito en presencia de otros componentes que puedan estar presentes en la
matriz de la muestra. A menudo puede expresarse como la desviacion de los
resultados obtenidos mediante el analisis de las muestras que contienen impurezas
agregadas, productos de degradacion, metabolitos o farmacos que pueden ser
administrados concomitantemente, con respecto a los resultados de las muestras sin
sustancias agregadas. La desviacion puede expresarse como la diferencia entre los
resultados de la valoracion de los dos grupos de muestras.

Tolerancia. Reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos, por el analisis
de la misma muestra bajo diferentes condiciones normales de operacion como
pueden ser: equipos, columnas. La robustez y la tolerancia son conceptos
diferentes, ya que el primero se refiere a la influencia de factores internos del
método, mientras que la tolerancia, se refiere a factores externos al método.
Trazabilidad. A la propiedad del resultado de una medicién o del valor de un
estandar, por la cual ésta puede relacionarse por un material de referencia
reconocido a traves de una cadena ininterrumpida de comparaciones, teniendo
todas las incertidumbres determinadas. Sus requisitos deben especificarse para

un cierto periodo o desde un cierto momento de la partida.
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36. Validacion del método analitico. Proceso por el cual se demuestra, por estudios de
estadistica, que la capacidad del método satisface los requisitos para las

aplicaciones analiticas deseadas.
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Resumen

La neuropatia diabética (ND) es el factor primario y principal en el desarrollo de las
ulceras plantares. EI 15 % de los diabéticos padecen de ulceras plantares y hasta el 60% de
los diabéticos padecen de neuropatia diabética(academy of Neurology.Diabetes Care 1988). La diabetes
se puede presentar con sintomas de neuropatia, estos datos son méas que elocuentes en la
importancia que tiene el estudio de esta alteracion. La gran mayoria de los pacientes con
esta fisiopatologia presenta una forma simétrica distal la cual progresa a un patron de dafio

fibra-longitudinal con manifestaciones sensoriales y autonémicas predominantes.

La base patogenética es una axonopatia distal. EI poder dominar y conocer esta
enfermedad es sumamente importante para poder valorar la alta frecuencia en nuestro
medio y con ello estar en condiciones de establecer parametros de educacion y tratamiento
con el objetivo de disminuir la alta frecuencia. Se ha encontrado que en algunas patologias
el uso de capsaicina oral al 0.25% es efectiva para disminuir el dolor como en el Sindrome

Oral Quemante.

La capsaicina es miembro de la familia de vaniloides, se une selectivamente a
receptores vinilicos subtipo 1(VR1) (szcolcsanti,2004), €Stos receptores pertenecen a la familia
de receptores potenciales vaniloides 1(TPR1), los cuales son del tipo canal-i6nico y estan
localizados en las membranas de neuronas sensoriales para dolor y calor; asi mismo, la
capsaicina libera el disparo de neuropeptidos P de las fibras nerviosas sensoriales tipo C.
Los receptores para capsaicina juegan un papel importante en la transmision del dolor

térmico e inflamacion.
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En este trabajo se esta investigando el posible uso de nanoparticulas de capsaicina
por su mecanismo Gnico de accidn, ya que es de gran importancia encontrar formas
alternas para disminuir el dolor de las ulceras plantares provocadas por la neuropatia

diabética.
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CAPITULO |

INTRODUCCION
1.1. Antecedentes

La capsaicina es un compuesto que se encuentra en chiles y es el responsable de la
sensacion de ardor; generalmente se ha utilizado en forma de especie y condimento en la
cocina nacional como internacional. Es utilizada en la medicina alternativa desde la época
prehispdnica (Buen rostro M. 2001), relaciondndola con propiedades analgésicas, mas
comunmente con el dolor. Sé ha utilizado mezclada con azUcar para evitar la sensacion de

calor oral en pacientes que estan recibiendo quimioterapia. (Pamplona RJ: ,2004).

La capsaicina se une a nociceptores en la piel originando una excitacion inicial de
las neuronas y un periodo de excitacion aumentada; esto es usualmente percibido como
prurito, quemazoén, irritacion y se acompafia de vasodilatacién, asumiendo que es
originado por estimulacion selectiva de fibras aferentes C y liberacion de sustancia P la
cual puede ser neurotdxica ya que la administracion sistémica en animales destruye fibras

aferentes C. (welk et al, 1984).

La capsaicina se aisl6 parcialmente por primera vez en 1816 por Bucholtz en forma
de cristales (szolcsanti: 2004) Y €N 1846 se aislo en forma cristalina pura por Tresh, quien la
llamd capsaicina (szolcsanti: 2004). La estructura fue elucidada en 1919 por Nelson y Dawson,

asi mismo la primera sintesis completa de la capsaicina fue desarrollada en 1930 por Spéth

y Daf”ng (Szolcsanti: 2004).
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Se sabe que la capsaicina se absorbe efectivamente a través de piel, se ha
demostrado que alcanza rapidamente concentraciones plasmaticas cuando se aplica
topicamente y su tiempo de vida media es de aproximadamente 24h (pershing etal, 2004). En un
estudio extensivo de la distribucion en tejidos de capsaicina administrada oralmente, cerca
del 94% fue absorbida y una concentracién maxima en sangre se alcanzo6 1 hora después de
su administracion. Se encontré una distribucion méxima del 24.4% de la capsaicina
administrada en sangre, higado, rifién e intestino dentro de 1 hora y posteriormente

disminuyé notablemente hasta que no se detectd después de 4 dias (suresh etal, 2010).

Estudios realizados en ratas y conejos, indicaron una sustancial y rapida absorcion
de capsaicina en el sistema gastrointestinal al administrarse por via oral, esto fue
evidenciado por Cmax €n plasma el cual se logré en 40 minutos (Tmax) Y €l tiempo de vida
media aparente (t12 ) fue de 2.4 horas(gernard et al,2010). La mayoria de los tejidos obtuvieron
Cmax dentro de las 2 horas de haber sido administrada de la dosis; el tejido que mostré el
nivel de concentracién mas alto fue el rifidn. La concentracion de capsaicina se equilibrd
con la del plasma, eliminandose a las 24 horas. Los estudios farmacocinéticos realizados
no mostraron resultado signos de toxicidad ni efectos teratgenos en las especies

estudiadas. (Bernard et al, 2008, Kodama et al, 2008).

En afios recientes han emergido tratamientos farmacol6gicos para la neuropatia
diabética asi como también se ha visto que es esencial el control estricto de glucemias, de

HbAlc, presion arterial y lipidos, ademas de incidir en el cambio en el estilo de vida del

paciente (apa, 1988, PK, Review, 2010).
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Los antidepresivos como la amitriptilina, imipramina y duloxetina, son un conjunto
de farmacos que inhiben la recaptura presinaptica de la serotonina y de la norepinefrina
como forma para aliviar el dolor en neuropatia diabética. Estos farmacos son prescritos para
este fin en dosis de 25 a 150 mg y su uso ha sido confirmado en varios estudios (McQuay el
al, 1996,,Sarto et al 2005). EI unico farmaco de este grupo autorizado por la Agencia de
Alimentos y Farmacos (FDA). Es la duloxetina la cual tiene tres indicaciones para su
prescripcion, depresion mayor, ND dolorosa e incontinencia urinaria por estrés. Este
farmaco es el primero con una inhibicién balanceada de la recaptura de serotonina y
norepinefrina. La dosis es de 60 mg cada 12 horas por 12 semanas (mcquay el al, 1996, Sarto et al
2005).

Los anticonvulsionantes gabapentina, pregabalina y oxcarbamazepina han sido
utilizados por muchos afios para el manejo del dolor neuropatico (McQuay et al 1995);
estudios recientes han encontrado evidencia limitada de la eficacia de este grupo
farmacolégico en ND(Wiffen et al 2005). La oxcarbamazepina ha presentado una mejor
respuesta para la reduccion del dolor en ND. Se ha visto que gabapentina a dosis de 1800 a
3600 mg al dia es efectivo pero el perfil de efectos colaterales es mayor que los
anticonvulsivos ticiclicos. La pregabalina la cual es un analogo de gabapentina presenta una
mayor potencia y eficiencia y es otro agente aprobado por la FDA para el tratamiento de
ND. La evidencia de su eficacia es basada en estudios piloto de pacientes diabéticos con
neuropatia. (Sonnett et al 2006).

El tramadol es un agonista opioide, ha demostrado eficacia para el dolor en ND
como se plasma en un estudio de Harati Y., et al. (Harati et al, 2000). Sin embargo el uso de
opioides como el tramadol continua siendo controversial ya que no se han establecido de

manera clara los riesgos y el beneficio con su uso en ND.
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Se han utilizado agentes antiarritmicos clase 1B y un analogo estructural de
lignocaina, sus eficacias han sido evaluados en estudios en pacientes con ND. Este grupo
por sus caracteristicas farmacoldgicas y mecanismos de accion deben de ser monitorizados
regularmente con electrocardiogramas. Farmacos como ketamina y dextrometorfano han
demostrado eficacia predominantemente en reducir dolor postoperatorio y en el consumo

de analgésicos (McCartney et al, 2004).

En la actualidad se estan investigando otros tratamientos farmacoldgicos, tales
como factores de crecimiento nervioso y otros (winters et al, 1988) que posiblemente puedan
utilizarse en los proximos afios como tratamiento en la neuropatia diabética. Uno de las
principales objetivo el cuerpo humano es mantener la homeostasia. Dentro de las funciones
de las neuronas aferentes primarias es recibir y transmitir informacion del medio interno y
externo. Se han realizaron investigaciones extensas proporcionando informacion sobre la
histoquimica y patofisiologia de la neurona aferentes. Trabajos analiticos han traido como
resultado la creacion de nuevas técnicas de experimentacion, y también marcé el inicio de
la investigacion de la capsaicina la cual se comprobé que es una herramienta

farmacoldgica importante en la neurociencia de la sensibilidad. (Holzer, 1991).
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1.1.1. Objetivo general

Determinar concentraciones de capsaicina Cmax Y Cmin €n plasma humano mediante
un método analitico por cromatografia liquida de alta resolucion con detector de
fluorescencia asi como pardmetros farmacocinéticas como Kd, Vd, Tmax., en sujetos

sanos de género masculino y femenino, con la administracion por via oral.

1.2. Justificacion

Se ha visto en la actualidad que el manejo analgésico para el dolor en la neuropatia
diabética es complejo y no existe un tratamiento Unico, razon por la cual se deben instituir
un manejo farmacoldgico adecuado con diversos principios activos para lograr una
analgesia eficiente para el dolor en la neuropatia diabética. Tomando en cuenta los factores
anteriores, la investigacién de la capsaicina proporcionara informacion en el campo de la

analgesia para el manejo de la neuropatia diabética.
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CAPITULO Il

TEORIA GENERAL

11.2. La neuropatia diabética.

La neuropatia diabética (ND) se refiere a los signos y sintomas de neuropatia en
pacientes con diabetes en quien se han excluido otras causas de neuropatia. La neuropatia
simétrica distal es la forma més comin de ND y constituye el 75%(Academy of Neurology. Diabetes
care 1988). Las causas de su origen se fundamentan en el proceso de glaciacion no enzimatico
de glucosa, a-oxoaldehidos, y otros derivados sacaridos con proteinas, nucleétidos y
|I'pidOS (Clinical Policy Bulletin:Diabetic neuropathy:Medical data,2012).Un proceso temprano de glicacion
como en fructosaminas y una avanzada dan productos terminales de glicacion avanzada

(AGEs: por sus siglas en ingles).

El término “glicoxidacion” es utilizado para los procesos de glicacion que involucra
oxidacion. Los nervios peroneal, safeno de pacientes diabéticos contienen AGEs en el
perineurio, células endoteliales y pericitios de microvesiculas endoneurales asi como
también en fibras mielinizadas y no mielinizadas localizadas en agregados irregulares del
citoplasma y colageno intersticial de membranas basales. Este proceso puede disminuir el
ensamble de citoesqueletos, induce agregacion proteica y provee ligando para receptores
superficiales celulares. En neuronas periféricas se han expresado receptores para glicacion
avanzada y AGEs. (neurb, 2002). ES probable que altas concentraciones intracelulares de
glucosa sean un gatillo importante para aumentar la glicacion, con llevando a un
incremento en la formacion de metilglioxal, glioxal y 3-deoxiglucosona los cuales son

basicos para la formacion de AGEsintra y extracelularmente.
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El estrés oxidativo incrementa este proceso. Se requiere de mayor investigacion en
los procesos de glaciacion para entender el papel de este proceso en la neuropatia

diabética.

En la Figural. Se presenta un esquema de los efectos de la hiperglucemia sobre

vias bioguimicas en la neuropatia diabética.

Aldosa
Reductosa

[INadphe== Nadp
GSSG oy 28Sh

ROS: Especies oxireactivas

RNS: Especies nitroreactivas PAL-1. Proteina asociada con endocitosis PARP: POLI (ADP-
SND: Sorbitol deshidrogenasa ROBOSA)POLMI_{S.A

GSSG: Glutatién oxidado TGF: Factorde crecimiento  NF-KB: Factor nuclear kappa
GSH: Glutatién PKC: Cinasa proteina ATC: Acidos tricarboxilicos

Figura 1. Efecto de la hiperglucemia sobre vias bioquimicas en neuropatia diabética. Exceso del
metabolismo de glucosa genera exceso de NADH vy lleva a una sobrecarga en la cadena de transporte de
electrones originando estrés oxidativo, y activando la PARP (Poli ADP-ribosa) polimerasa. Esta activacion
llevada a cabo por ROS (especies oxireactivas) actla en conjunto con hexosamina y la via de proteina cinasa
C (PKC) para inducir inflamacién y disfuncional neuronal. La combinacién de estrés oxidativo y la
hiperglucemia activan la via de los AGEs (productos finales de glicacion avanzada), poliol, hexosamina y la
via de proteina cinasa C lo cual lleva a un inbalance redox, expresion alterada de genes y mayor estrés
oxidativo.

NF-kB: factor nuclear kappa B ; PARP: poli( ADP-ribosa) polimerasa ;PKC: proteina cinasa C; AGEs :
productos terminales de glicacion avanzada ; RNS :especies nitrorecativas ; ROS: especies oxigeno reactivas
;GSH : glutation ; GSSG : glutation oxidado ;UDPGIcNAc : UDP-N-Acetiglucosamina ; VEGF : factor de
crecimiento vascular endotelial.
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Las neuropatias asimétricas pueden involucrar los nervios craneales, toracicos o los
nervios de la extremidad; y son de aparicion aguda resultantes de infarto isquémico de vasa
nerviosa. Para el diagnostico clinico de ND, se recomienda presentar 2 de las 5 siguientes
condiciones: (i) signos, (ii) los sintomas, prueba sensorial cuantitativa (iii), estudio de
conduccion nerviosa (iv) y (v) pruebas autonomicas. El manejo de estos pacientes se
fundamenta en un control de la hiperglucemia, y otros factores de riesgo cardiovascular, el

acido alfalipoico y la L-carnitina.

En la Figura 2. Se presenta un algoritmo mostrando los pasos para la valoracion e

investigacion de una posible neuropatia. (winter et al, 1995).

Presentacion clinica comao — Patologia espinalo
neuropatia —* MNeuromuscular EMG

lSI

Focal 1 nultifocal s Generalidad —
Lesiones subdinicas 5 |
l Mo l -
axonal — pesmielinizante Aguda | Crdnica
Diabetes l II.I'II T
PICD Dec
Vacoulitis MH Axonal Desm Axonal m

Biopsia 5GB | <GH | ChT
EMG, Electrografia porfina
MCS, Estwdio de conduccion nerviosa Toxdna
PDIC. Poliradiculupatia inflamatoria cronica desmislinizants
MH. Meuwropatia hersditana

5GB, Sind. Guilan-Bame oMT PIC

CMT. Enf. Charcot-marie- Tooth [Anzbegia muscular del peroneo)

Figura 2. Algoritmo del dolor neuropético
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En el diagndstico del dolor en ND lo mas importante es distinguirlo del dolor

nociceptivo y para esto es crucial analizar la calidad de la anormalidad somato sensorial.

Los pacientes con dolor por ND casi siempre presentan areas se sensaciones anormales e

hipersensibilidad, en el area afectada, las cuales pueden ser adyacentes a 0 combinados con

areas dérmicas con déficit sensorial.

En la Tabla 1 se aprecia la gama tan amplia de manifestaciones asociadas a ND. El

examen debe incluir la evaluacion de la potencia muscular, sensaciones de presencia,

posicion conjunta, tacto y temperatura. Prueba de vibracion debe realizarse por el diapason

de 128 Hz. Se recomienda para toque, mono filamento de sensacién de 1g. El examen

sensorial debe realizarse bilateralmente en manos y pies, existe un cuestionario para el

diagndstico del dolor neuropéatico (Formato 1) el cual fue publicado en la revista de la

Asociacion Internacional para el estudio del dolor.

Formato 1. Cuestionario para el diagnostico del dolor neuropatico (DN4).

A. Pregunta No 1.

Incluye aspectos de la descripcion del
dolor

¢Su dolor tiene una 0 mas de las siguientes
caracteristicas?

1.- Quemante__ 2.- Compresivo__ 3.- Frio
doloroso__  4.- Descarga electrica__ 5.-
Lancinante

B. Pregunta No 2.

Esta relacionada con la asociacion de
parestesia/disestesia dentro de la zona
dolorosa

. El dolor se asocia con uno o mas de los
siguientes sintomas en la misma area?

1.- Alfileres y agujas__ 2.- Hormiguero__
3.- Entumecimiento__ 4.- Picazon__

C. Pregunta No 3.

Incluye informacion relacionada con

deficit sensorial
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¢Es el dolor localizado en una zona donde
el examen fisico puede revelar una o mas
de las siguientes caracteristicas?

Hipostesia al frio__

1.- Hipostesia al tocar__ 2.- Hipostesia al
pinchar__ 3.-Hipostesia al calor__ 4.-

D. Pregunta No 4.

Incluye
dolores evocados

informacion

relacionada con

¢En la zona dolorosa puede el dolor ser
causado aumentado por cualquiera de las
siguientes?

1.- Cepillado__ 2.- Presion__ 3.- Contacto
con frio__ 4.- Contacto con el calor__

Adapatada.de la Revista International Association for the Study of Pain.Published by Elsevier B.V.doi:10.1016./j.pain.2004.12.010

En la vejez (> 70 afios) vibracion y reflejo de tobillo pueden estar reducidos

normalmente y se considera anormal si estos estan ausentes en lugar de reducidos, pueden

utilizarse pruebas sensoriales como, las pruebas de funcion autondémica cominmente

utilizadas en Diabetes Mellitus se basan en la presion arterial y pulso en respuesta a una

serie de maniobras.

Se utilizan pruebas especificas para evaluar

la funcidén gastrointestinal,

genitourinaria, funcién sudomotor y flujo de la sangre periférica de la piel. Biopsia de

nervio puede ser Util para excluir otras causas de neuropatia. En la tabla 1 se presentan

signos y sintomas sensoriales de neuropatia diabética.

Tabla 1. Signos y sintomas sensoriales de neuropatia diabética.

Sensaciones espontaneas o dolor
Parestesia Sensacién continua no | Intensidad de grado (0-
dolorosa(piel sensacion de | 10); area en cm2
arrastre)
Dolor Tiros ataques eléctricos para | NUmero por tiempo;
paroxismal segundos intensidad de grado (O-
10); umbral para la
evocacion
Dolor Sensacion dolorosa del curso, a | Intensidad de grado (O-
superficial menudo una sensacion de ardor 10);4rea en cm2
Dolor evocado
Alodinia Dolor de luz normalmente no | Piel de trazo con el | Agudo dolor superficial
mecanica de | dolorosa estimulos en movimiento | pincel del pintor. Hisopo | ardiente; presente en la
dindmica en piel de algoddn o gasa principal zona afectada
pero se extiende mas alla
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en las areas de la piel
afectada (zona
secundaria)

Hiperalgesia | Dolor de estimulos normalmente | Aplicar manual suave | Dolor sordo; presente en
estatica no dolorosos  presion estatica | presion mecanica a la | la zona de afectados las
mecanica suave sobre la piel piel terminaciones nerviosas
aferentes primarios
(dafiados o sensibilizada)
(zona principal)
Hiperalgia Dolor punzante normalmente | Pinchar la piel con un | Dolor agudo superficial;
mecanica de | pero estimulos no dolorosos perno de  seguridad, | presente en la principal
punteado, palillo afilado o pelo | zona afectada pero se
pinchazo de tieso de von frey extiende mas alla en la
alfiler areas de la piel afectada
(zona secundaria)
Suma Aumentando la sensacién de | Pinchar la piel con perno | Agudo dolor superficial
temporal dolor (wind-up-como dolor)de | de seguridad a intervalos | de intensidad creciente
aplicacion repetitiva de estimulos | de <3 spara30s
nocivos solos idénticos
Hiperalgia Dolor de estimulos no dolorosos | Pongase en contacto con | Dolorosa, a menudo
fria de frios la piel con objetos de | ardor, sensacion de la
20-C (rodillo de metal, | temperatura; presente en
de vidrio con agua | la zona de afectados las
refrigerantes como | terminaciones nerviosas
acetona);control: aferentes primarios
contacto con la piel con | (dafiados 0
objetos de la temperatura | sensibilidad)(zona
de la piel principal)
Hiperalgia Dolor de estimulos normalmente | PAngase en contacto con | Sensacion dolorosa de
de calor no dolorosos de calor la piel con objetos de 40 | temperatura ardiente;
°C (rodillo de metal, de | presente en la zona de
vidrio con agua);control: | afectados las
contacto con la piel terminaciones nerviosas
Hiperalgia Dolor de presion normalmente | Aplique  presion ligera | Profundo dolor en las
somatica no dolorosa en tejidos profundos | manual en las articulaciones | articulaciones 0
profundo somaticos 0 musculos masculos
mecanica

11.2. 1. Bases diagnosticas.

La biopsia de piel se ha utilizado cuando todas las deméas medidas son negativas en

el diagnostico de neuropatia de fibra pequefia y para la cuantificacion del producto de gen

de la proteina 9.5, que es un marcador (kennedy et al, 1996). La diabetes como causa de la

neuropatia se diagnostica por exclusion de otras etiologias en pacientes que presentan pies

dolorosos y tienen alteraciones de la prueba de tolerancia a la glucosa. miller et al,1982).
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Recientemente se ha reportado microscopia focal de cdrnea en la evaluacion de la
polineuropatia diabética. En microscopia focal, la cérnea se analiza y se examinan las
imagenes de la capa de Bowman, que contiene un plexo de nervio ricos para la densidad de
fibra de nervio, longitud y densidad de rama. Estos parametros son significativamente
reducidos en ND vy correlacionados con la severidad de la neuropatia. Debido a su
naturaleza no invasiva, la microscopia focal puede tener gran potencial en la evaluacion de
la estructura nerviosa in vivo sin necesidad de realizar biopsia. Se ha visto que existe una
disminucion en la expresion de los receptores TRPV1 en nervios con neuropatia,
comparado con nervios que no presentan esta alteracion. La disminucion era diferente si se
trataba de una neuropatia axonal distal a una neuropatia desmielizante. En todos los casos
histol6gicamente mostraba disminucién de fibras nerviosas y/o atrofia axonal. (oyagbemii etal,
2010). Se ha demostrado la existencia de receptores TRPV3 en queratinocitos. (peier et al, 2002).
La epidermis del diabético se sabe que anormalmente es delgada, se plantea que la
disminucion de los TPRV3 en queratinocitos puede estar relacionada con cambios de
neurotrofinas u otros factores que regulan la diferenciacion dérmica y la expresion de los
TPRV3. Se ha sugerido que las propiedades funcionales de los receptores vaniloides en
los queratinocitos involucre mecanismo novedosos de transduccidn entre las terminaciones
nerviosas de queratinocitos basales y subepidermico/dérmicos (peter etal, 2002) 0 €x0cCitosis de
cuerpos laminares epidérmicos los cuales son regulados por el flujo de calcio. (Denda et al,
2003). La Academia Americana de Neurologia recomienda que la ND se diagnostique en
presencia de neuropatia autondmica o somatica, cuando han sido otras causas de
neuropatia excluidas. (Freeman et al, 2008) aproximadamente el 10% de los pacientes diabéticos
pueden tener otras causas de neuropatia, se sugiere utilizar el cuestionario elaborado, lo

ideal es obtener 8 puntos en dicho instrumento (Formato 2).
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Formato 2. Formato de los 8 puntos. Elaborado por la Academia Americana de Neurologia.

Si la respuesta es NO seleccione lo que se aplique  1.- Deformado__
2.- Piel seca__
3.- Infeccion __
4.- Ulceracion (1)

Reflejos tobillos Presente Presente/reforzado
Ausente
Derecho (0)] (0.5 @
Izquierdo

Vibracion percepcion de ler. Ortejo
Derecho

Izquierdo

Total

La ND no puede diagnosticarse sin un examen cuidadoso, porque puede ser
asintomatica en un nimero de pacientes. Al menos uno de los cinco criterios es necesario:
sintomas, signos, pruebas electrodiagnosticas, sensoriales cuantitativas y autondémicas
pueden ser necesarias en protocolos de investigacion. (care, 1988). Sin embargo en la practica

clinica dos de cinco criterios han sido recomendados. (welk et al, 1984).

Los errores diagnostico de ND en la préactica clinica se han destacado en el estudio
objetivo de A1C donde 7000 pacientes fueron evaluados y se detectaron sélo 38% con
leve y 61% con neuropatia severa. Este estudio destaco la importancia de la educacion del

médico en el diagnostico de ND. (Herman et al, 2003).
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11.3. Farmacologia de la capsaicina.
11.3.1. Propiedades fisicoquimicas de la capsaicina.

Quimicamente; trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamida (Figura No.3), se encuentra
en fruta y plantas del genero Capsicum. Es una planta nativa en Ameérica y ha sido
cultivada desde 7500 antes de Cristo. Es una sustancia inodora con un punto de fusion de
65°C y un punto de ebullicién entre 210-220-C. Estd compuesta por un grupo de amidas
acidas, (Figura 3) formadas a partir de la vanillilamina y acidos grasos de 8 a 13 atomos

de carbono. Su peso molecular es de 305.40 g/mol, (Garcia et al, 2002).

HO

L

O

Figura 3. Estructura quimica de la capsaicina. La estructura de la capsaicina esta constituida por un anillo
aromatico, un grupo amida y una cadena alifatica.

La absorcion maxima en ultravioleta esta en el intervalo de 227-281 nm en el
espectro de UV-Visible presentando una coloracién rojo-naranja en solucion. Puede estar
almacenada en forma estable durante afios. (Garcia et al, 2002). Cristaliza en forma de placas
rectangulares: escamas en éter de petroleo. Es insoluble en agua, facilmente soluble en
alcalis, éter, benceno, cloroformo (cemez et al, 1995, alcohol etilico, alcohol metilico, acetona y

tetracloruro de carbono.
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Al extraerla y someterla a un proceso de cristalizacion se pueden obtener cinco
compuestos capsaicinoides, los cuales son: Capsaicina 69%, dihidrocapsaicina 22%,
norhidrocapsaicina 7%, homocapsaicina 1% y homodihidrocapsaicina 1%, de estos los
responsables del sabor picante son capsaicina y dihidrocapsaicina. chhabraet al, 2012).

11.3.2. Parametros farmacocinéticos de la capsaicina
11.3.2.1 Absorcion

Estudios realizados en ratas indicaron una sustancial y rapida absorcion por sistema
gastrointestinal, fue absorbida cerca del 94% del compuesto, después de su administracion
por via oral, y la concentracion plasmatica maxima se alcanzd 40 minutos (Tmax) después
de su administracién. EIl tiempo de vida media aparente (t.,) fue de 2.4 horas en forma oral.
(Bernard et al, 2010) Y la concentracién de capsaicina se equilibro con la del plasma, eliminandose
a las 24 hora (Bemard et al, 2010). Se ha reportado vida media de 24 horas al administrarse
topicamente (pershing et al, 2004). Se sabe que se absorbe efectivamente a través de piel asi
mismo se ha demostrado que alcanza rapidamente concentraciones plasmaticas cuando se
aplica por via topica. (the capsaicin study group.Arch.Intr.Med, 1991).
11.3.2.2. Distribucion

En un estudio extensivo de la distribucion de capsaicina en tejidos, indicé que la
mayoria de los tejidos obtuvieron C mx después de 2 horas de ser administrada la dosis de
capsaicina, el tejido que mostro el nivel de concentracion mas alto fue rifion.

La concentracion obtenida en el tejido renal se equilibra con la del plasma

elimindndose a las 24 h.
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11.3.2.3. Metabolismo

La capsaicina es metabolizada a nivel hepatico por medio de sistema CYP450 y
carboesterasas los cuales dan productos tales como O-dimitilados, hidroxilados y N-
dehidrogenados. (suhr et al, 1995). Se habia sugerido que generaba productos intermediarios
toxicos durante su metabolismo; estos reactivos son epoxidos, quinonas y radicales fenoxi,
los cuales han sido reportados que actan como inhibidores del CYP2EL. (cufa farmacoterapeutica,
2011).

Farmacoldgicamente ha sido documentada que modula la actividad microsomal del
CYP450-dependiente de la monooxidasa. El metabolismo microsomal de capsaicina es
aparentemente similar en humanos, ratas y perros (suresh et al, 2010), éste se lleva a cabo

mediante el complejo enzimatico P450.

11.3.3.4. Excrecion
La capsaicina es principalmente eliminada por rifiobn con una pequefia proporcion

sin cambios excretada por heces y orina. (suresh et al, 2010).

11.3.3. Farmacodinamica propiedades farmacoldgicas y mecanismo de accién.

Se han diferenciado dos formas de accién: a) Selectividad para neuronas aferentes
delgadas en especies de mamiferos y se expresa inicialmente en una estimulacion corta que
puede ser seguida de una desensibilizacion a capsaicina y otros estimulos neuronales
sensoriales. Ambos efectos se producen por activacién de canales cationicos en la
membrana de células neuronales sensoriales en mamiferos. (Holzer p.Capsaicin.Cellular traget, 1991) Y
b) accién no selectiva que se percibe como una depresion pasajera de la excitacion con

ninguna consecuencia tardia para la célula.

31



Se ha encontrado que las acciones de capsaicina sobre los nervios sensitivos
aferentes son dosis dependiente. (Holzer P.Capsaicin.Cellular target, 1991, Szolcsanyi et al, 1981). S€ ha
observado cuatro etapas de accion de la capsaicina en nervios aferentes dependiendo de la

dosis y tiempo de exposicién al compuesto:

Etapa 1.Excitacion

Etapa 2.Bloqueo efecto sensorial.

Etapa 3. Impedimento neurotoxico selectivo a largo plazo y

Etapa 4. Destruccion celular irreversible. (szolcsanyi et al, 1984) EStas etapas de accion se pueden

detectar en tracto gastrointestinal. (Moznik et al, 2001).

11.3.4. Reacciones Adversas
Sensacion de quemazon cutaneo y ademas en los parches cutaneos dolor, eritema,
papulas, vesiculas, edema, hinchazén, sequedad, en la zona de aplicacion. En forma oral la

literatura reporta pirosis, dispepsia.

11.3.5. Restricciones de uso durante el embarazo y lactancia.

No existe experiencia de su uso en forma oral. Se considera improbable que las
pequefias cantidades absorbidas transdérmicamente produzcan dafios. La cantidad tedrica
que puede recibir el lactante por la leche materna no es significativa y teniendo en cuenta
su atoxicidad puede considerarse improbable que la capsaicina puede causar efectos

adversos durante el embarazo y lactancia.
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En estudios realizados en ratas lactantes expuestas al parche cutaneo diario durante
3 horas se observaron niveles cuantificables de capsaicina en la leche materna. No es

aconsejable en la lactancia el dia que se administre el tratamiento con capsaicina(odama et

al,2010).

11.3.6. Precaucion con efectos de carcinogénesis, mutagénesis y sobre la fertilidad.
Los estudios farmacocinéticas realizados, no mostraron signos de toxicidad ni

mostraron efectos teratogenicos en especies animales (gemard et al, 2008, Kodama et al, 2008).

11.3.7. Interacciones medicamentosas
No se han descrito interacciones clinicas con la administraciéon topica de este

farmaco.

11.3.8. Precauciones generales.

No aplicar calor ni vendajes oclusivos sobre piel lesionada o con heridas, 0jos o0
mucosas. No utilizar de forma prolongada ni en areas extensas.

No se recomienda en nifios. Para la capsaicina en crema, si la zona a aplicar son las
manos esperar 30 minutos antes de lavarlas.

11.3.9. Toxicidad

Existen dos mecanismos que pueden llevar a la neurotoxicidad uno de ellos es la
via dependiente del flujo de Ca+ y la otra involucra la acumulacion intracelular de NaCl.
La excesiva acumulacion de Ca+ intracelularmente es extremadamente toxica y parece
comdn que es un proceso final donde toxinas causan degeneracion celular y muerte.
Proteasas calcio-activas y otras enzimas degradadoras se piensa que destruyen la

organizacion citoesquelética interfiriendo con el flujo axoplasmico.
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Se puede deducir que los diferentes grados de acumulacion de Ca+ y la rapidez con
que este exceso pueda ser revertido determinan si se produce una desensibilizacion no
especifica o neurotoxicidad. La acumulacién intracelular de NaCl involucra la disposicion
permanente de cationes Yy aniones monovalentes, bajo condiciones fisioldgicas,
aparentemente esta dado por el flujo de Na+ a través de los canales cationicos operados por
la capsaicina. La entrada de Na+ es seguida pasivamente por el Cl-. La entrada de Na+ y Cl

— resultara en un aumento neto de NaCl el cual favorece el flujo de agua y lisis osmotica.

En estudios realizados sobre toxicidad de productos comerciales capsinoides
administrados mediante sonda nasogastrica a ratones de ambos sexos a dosis de 500mg/Kg
produjeron signos de toxicidad aguda observada a las 2 horas posteriores a la
administracion, pero no fue letal. Todas las manifestaciones se resolvieron después de 6
horas de postadministracion. No se encontrd ningun efecto a largo plazo ni anormalidades

en la necropsia.

La Lbso encontrada en ratones de ambos sexos fue de >5000 mg/Kg (Watanabe et al, 2008). EN
un estudio llevado a cabo en microsomas hepaticos de 50 humanos edades de 6 a 78 afios
con una relaciéon de 34 mujeres y 16 hombres de diversas razas, capsaicina mostro que
inhibe la actividad de los citocromos P450 3A4 probablemente debido a un mecanismo
base—inhibidor de CYP3A4. En la tabla 2 se presenta estudios realizados con capsaicina
topica para el manejo de neuropatias. Encontrandose una disminucién del dolor en

pacientes con neuropatias diabéticas como de origen neuroldgico y pos radiacion.
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Tabla .2 Estudios realizados con capsaicina en neuropatia diabética

Estudios realizados con capsaicina en neuropatia diabética

Patologia

Neurologia diabética

Dosis capsaicina Referencia

% Capsaicina en crema

0.75 Chad et all (40)

0.75 Capsaicin Study Group (41)
0.75 Sheffler et al (42)

0.75 Tandan et al (43)

0.75 Tandan et al (44)

0.75 Capsaicin Study Group (45)
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I11.1. Primera Etapa

CAPITULO Il
PARTE EXPERIMENTAL

ESTUDIO PILOTO PARA EVALUAR LOS ASPECTOS FARMACOCINETICOS DE
CAPSAICINA TABLETA DE 7.5 mg EN SUJETOS DE INVESTIGACION SANOS, DE
AMBOS GENEROS BAJO CONDICIONES DE AYUNO.

Sitio de realizacion de la Fase Clinica.
Centro de Ciencias de la Salud, Unidad Valle de
las Palmas

Direccion de CISALUD:
Boulevard universitario # 1000, Valle San Pedro
UABC, Unidad Valle de las Palmas, Tijuana,
Baja California, México.

Sitio de Realizacion de la Fase Analitica:
Victory Enterprises, S. A.de C. V.

Direccion de realizacion de Fase Analitica:
Carretera Ensenada KM 12.5 SN

La gloria, CP 22677, Tijuana, B. C.

Tel. (664) 615 3200 6 636 2471

Sitio de realizacion de Seleccién:

Hospital virtual de CISALUD

Boulevard universitario # 1000, Valle San Pedro
UABC, Unidad Valle de las Palmas, Tijuana,
Baja California, México.

Clave del protocolo: PROINVO001VICUABC

Comités evaluadores:
Comité de Bioética de la Facultad de Medicina y
Psicologia UABC

Investigador Principal:
M en C. Gilberto Quifiones Palacio

Colaboradores:

Dr. Jorge Arturo Alvelais Palacios
Lic. Juan Carlos Nufiez Valdez

Mtra. Lizbeth Mariela Cer6n Ramirez
Mtra. Veronica Gonzalez Torres

Autores del protocolo.
M en C. Gilberto Quifiones Palacio
QFI. Francisco Gémez Hernandez.

APROBACIONES

(Nombre y Firma) M en C.
Gilberto Quifiones Palacio
Investigador Principal

Dr. Jorge Arturo Alvelais
Palacios
Responsable estudio clinico

Lic. Juan Carlos Nufiez
Valdez
Seleccion de voluntarios

QFB David Vargas Torres
Responsable Estudio Analitico

QFB Guadalupe Romero
Fernandez
Responsable Sanitario Victory
Enterprises, S. A. de C. V.

Patrocinador o su representante.

QFB Braulio Navarro
Rodriguez
Formulador
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111.1.1 Informacion general
111.1.1.1. Investigador principal

M en C. Gilberto Quifionez Palacio
Profesional: Escuela de Medicina, UABC Tijuana B.C.
Diplomado en Contaminacion Ambiental, Escuela de Ingenieria industrial y Facultad de
Ciencias Quimicas e Ingenieria, UABC Tijuana B.C.
Maestria en Ciencias, Facultad de ciencias Quimicas e Ingenieria, ABC Tijuana B.C.
Certificado por la International Education Research Foundation
Actualmente adscrito en el programa de Doctorado en Ciencias de la Salud en la
Universidad Auténoma de Baja California en la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria
Este ensayo forma parte del proyecto de investigacion para la obtencion de Grado de
Doctor del investigador principal.
Reconocimiento como Medico Investigador ISSSTECALI
Nombramiento de Profesor-Investigador UABC con Perfil PROMEP
PPREDEPA Nivel 8

Autor de: Fisiopatologia Elemental, Un punto de vista practico. Editorial Trillas

México; Junio 2006 y Biofisica Fundamentos, Editorial Trillas México; Mayo 2012.

111.1.1.2. Sede del ensayo

El ensayo se llevara a cabo en el Hospital virtual del Centro de Ciencias de la Salud
de la Universidad Auténoma de Baja California, estando programada para los dias 19 de
noviembre del 2014. Se realizara previa autorizacién a la solicitud presentada al Jefe del

Centro de Ciencias de la Salud Dr. Miguel Angel Cadena Alcantar.
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111.1.1.3. Tipo de Investigacion

Los ensayos clinicos se deben realizar en condiciones de respeto a los derechos
fundamentales de la persona y a los postulados éticos que afectan a la investigacion
biomédica con seres humanos, siguiéndose a estos efectos los contenidos de la Declaracion
de Helsinki, la inicial realizada en Helsinki (1964) y sus sucesivas actualizaciones en Tokio
(1975), Venecia (1983), Hong-Kong (1989), Somerset West (1996) y Edimburgo (2000).

Fase I: Constituye el primer paso en la investigacion de una sustancia o
medicamento nuevo en el hombre. Son estudios de farmacocinética y farmacodinamia que
proporcionan informacion preliminar sobre el efecto y la seguridad del producto en sujetos
sanos o0 en algunos casos en pacientes (seria el caso de los ensayos clinicos en pediatria), y
orientaran la pauta de administracion mas apropiada para ensayos posteriores.

Se utiliza un disefio de dosis Unica, con 14 sujetos en condiciones de ayuno 1
periodo, 1 secuencia abierto, aleatorio comparativo y prospectivo se administrara en forma
oral capsaicina. Definiéndose como voluntario sano un sujeto que, segun la informacion
disponible, no padece ninguna enfermedad significativa con relevancia para el estudio
propuesto, cuyas proporciones corporales y de peso estén dentro de los limites normales y
que tiene un estado mental que le permita comprender y otorgar el consentimiento valido

para el estudio Anexo 3.

I11.1.2. Seleccién de pacientes.
Reclutamiento por invitacion a través de convocatoria abierta. Inclusion en el
estudio de 14 sujetos hombres y mujeres de acuerdo a los criterios del protocolo. Se

seleccionaran los voluntarios que cumplan con los siguientes criterios:
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111.1.2.1. Criterios de inclusién:

a)
b)
c)
d)
€)
f)

9)
h)

i)

Sexo: varones y mujeres

Edad: de 18 a 50 afios

Peso: 10% del peso ideal

indice de masa corporal (peso/talla2): 20-28

Historia clinica: sin hallazgos anormales.

Signos vitales normales:

e Frecuencia cardiaca entre 50 y 100 latidos por minuto
e Frecuencia respiratoria entre 12 y 20 por minuto
e Presion sistolica menor a 139 mmHg
e Presion diastélica menor a 89 mmHg
e Temperatura entre 36.0 y 37.0°C

Exploracion fisica normal

Capacidad para comprender la informacion sobre el ensayo

Consentimiento informado por escrito

111.1.2.2. Criterios de exclusion:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

9)

Antecedentes de enfermedad

Antecedentes de alergias medicamentosas

Antecedentes de reacciones adversas a farmacos similares
Tratamiento farmacoldgico actual o reciente

Fumadores

Abuso de alcohol o drogas

Participacion en otro ensayo clinico en los 3 meses previos
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h) Donacion de sangre en los 3 meses previos
i) Dificultad para colaborar.
j) Cualquier condicion que pudiera suponer un aumento del riesgo o dificultar la

interpretacion de los resultados.

A los voluntarios seleccionados se les elaborara una Historia Clinica (Anexo 5);
durante todo el estudio piloto se contara con el apoyo del Consultorio Médico a cargo del
Dr. Jorge Arturo Alvelais Palacios el cual es médico de urgencias y es profesor de

CISALUD; anotar sus observaciones en el (Anexo 6 Formato de nota de evolucion).

111.1.2.3. Criterios de eliminacién.

a) Retiro voluntario antes del inicio del tratamiento.
b) Prueba (cualitativa) positiva de embarazo antes de la administracion del

medicamento de estudio.

111.1.3. Periodo del estudio.

Durante el ingreso se efectuara una valoracion clinica que consiste en un
interrogatorio por aparatos y sistemas con exploracion fisica, con objeto de verificar que el
sujeto sigue siendo candidato apto para el estudio. Se tomaran muestras de sangre y orina
para los pruebas de embarazo en el caso de las mujeres y para la deteccion de Farmacos de
abuso. Ademas se realizara una prueba de alcohol en aliento. Al término de la prueba se
hace un interrogatorio, exploracién fisica, toma de signos vitales y seguimiento de eventos
adversos. Los sujetos deberan reportar al médico cualquier sintoma que presenten desde el
ingreso y después de la dosificacion, y en caso de manifestarlo se proporcionara la atencién

al sujeto y se haran las anotaciones en los documentos correspondientes.
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Dentro de las horas previas a la administracion de la dosis, a cada sujeto se le
tomara (sentado) la presion arterial, el pulso, la frecuencia respiratoria y la temperatura.
Estos valores deben estar dentro de la normalidad para que el sujeto continte participando
en el estudio. En caso de que alguno de los sujetos presente variaciones clinicamente
significativas fuera de los rangos de normalidad en sus cifras de presion arterial y pulso en
el periodo de confinamiento post-dosis, serd vigilado estrechamente por el médico
responsable y de persistir esta variacion sera evaluada su continuidad en el estudio por el

investigador principal.

I11.1.4 Administracion farmacologica

Se administrara por via oral, una tableta de capsaicina de 7.5 mg, con 250 ml de
agua.
I11.1.5. Plan operativo
111.1.5.1. Administracion oral de capsaicina
e Asegurarse de que la cena sea antes de diez horas previas a la administracion de la
dosis.
e Alas 7:00 horas aseo personal he ingesta de 250 ml agua.
e De 7:30 a 8:00 horas instalacion del catéter (toma de muestra control 6 “0”).
e A las 8:00 horas, administracion oral del medicamento de prueba con 250 mL de
agua a temperatura ambiente por via oral.
e De las 8:15 a las 20:00 toma de muestras de acuerdo al cronograma de toma de

muestras.
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e A partir de las 11:00 horas se realizara un trazo DII largo de electrocardiograma a

partir de las 3 horas post-dosis para verificar la funcion cardiaca, la prueba debe ser

sin alteraciones de significancia clinica.

e A partir de las 12:00 horas, desayuno.

e A partir de las 16: horas, comida.

A partir de las 21:00 horas, alta de la unidad clinica y alta temporal con cita abierta

111.1.5.2. Seguimiento clinico

El seguimiento se realizard a todos los sujetos incluidos en el estudio de manera

externa, a partir de la dltima administracion del medicamento, con cita abierta o contacto

telefonico a criterio del investigador durante un periodo de 5 dias. Cada sujeto tendra una

participacion de trece horas aproximadamente para el intervalo de prueba de acuerdo al

siguiente cronograma:

Figura 4. Cronograma de seguimiento clinico

Etapa preclinica Etapa Clinica Etapa Post-Clinica
Actividad del dia 21 | Dja 19 Actividad a partir del
septiembre al 22 | noviembre Hora Actividad dia 21 noviembre
octubre 2014 2014 2014
v Elaboracion  de Aproximadament | Internamiento. v Seguimiento

protocolo. e a las 07:00 clinico de los
horas sujetos.

v’ Elaboracién  de 7:00 horas Toma de 250 mL de | v Cierre de FRC's
carta compromiso agua v' Entrega de
no embarazo, 7:30 horas Aplicacion de catéter y muestras al area
resumen muestra 0. analitica
cronograma FCl 'y 8:00 horas Toma del medicamento | ¥~ Elaboracion  del
FRC. 8:15 horas Inicio de toma de reporte de etapa

muestras clinica.

v' Autorizacion  de 20:00 horas Muestra de las 12 horas | ¥ Fase analitica
protocolo. Aproximadament | Alta del laboratorio- | ¥~ Cierre de estudio

e a las 21:00 | alta temporal, cita ¥ Destruccion de

v" Recepcion de horas abierta. muestras

medicamento. biologicas.
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111.1.5.3. Dieta
A los voluntarios seleccionados se les proporcionara un desayuno estandar consisten
en 1 tazén de fruta, 2 huevos revuel, 2 rebanadas de tocino, 1 rebanada de pan tostado de

trigo y vaso de 250 ml de leche o jugo de manzana.

El tiempo estimado de consumo es de 30 minutos, asi como una comida consistente
en un plato mediano de sopa de verduras, 2 nopales asados, una pieza de pollo sin grasa,
una ensalada de lechuga con tomate, una rebanada de pifia 0 sandia, un vaso con jugo de

manzana.

111.1.5.4. Muestreo

A los voluntarios seleccionados previa asepsia y antisepsia utilizando un BD IV
StartPak se les aplicara un Cateter Autoguardable c/alas Autoguard BD Obturado No0.16/18
el cual llevara una Linea Conecta Becton Dickinson en antebrazo basado en la NOM -022-
SSA3-2012, Que instituye las condiciones para la administracion de la terapia por infusion
y el protocolo para el manejo estandarizado del paciente con catéter periférico, central y

permanente.

Esto con el objetivo de tomar las diferentes muestras con el volumen requerido el
cual es de 6 ml el cual se colocara en un tubo con heparina debidamente etiquetado con
nombre, numero de muestra y hora. Grafica 1. Los intervalos de muestreo seran los

siguientes:
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Grafica 1. Intervalo de muestreo

INTERVALO DE TIEMPOS DE MUESTREO

Fase Muestras | Tiempo Unidad
0 0.00 H
| 0.25 H
2 0.50 H
3 0.75 H
4 1.00 H
5 1.25 H
6 1.50 H
7 2.00 H
8 2.50 H
9 3.00 H
10 4.00 H
11 5.00 H
12 6.00 H
13 8.00 H

NUMERO TOTAL DE MUESTRAS

Total
182

No. Casos Muestras Periodos
14 13 1

CRONOGRAMA DE TOMA DE MUESTRAS SANGUINEAS.

No. Sujetos: 14 Forma farmaceutica: | Tableta

Matriz Plasma Presentacion: Capsaicina 7.5 mg

Biologtea: Dosisy No. dosis. | 7.5mg 1 tablet
osis y No. dosis: 7.5mg | tableta

Vol. Sangre: 6mL ’ &

Género: Femenino v Masculino Anticuagulante: Heparina sodica
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111.1.5.5. Recoleccion de las muestras

Cada tubo de ensaye se rotulara con el nombre de cada voluntario, nimero de
muestra y hora de la toma y ademé&s se utilizara el Anexo 7 para anotar toda esta
informacion.

Se procedera a separar el paquete globular del plasma en una centrifuga a 3500
rpm, el plasma se vertiera en un tubo Eppendorf ambar de 2 ml con una pipeta Pasteur,
dicho tubo se identificara con el nombre del paciente y nimero de muestra, colocandose en
su propia gradilla. Se congelardn dichas muestras a -20°C para ser trasladadas para su
respectivo analisis.

Los procedimientos de muestreo y recoleccion de muestras serdn coordinados por el
Lic. Enf. Juan Carlos Nufez Valdez profesor de la carrera de enfermeria en CISALUD con
el apoyo de los pasantes de servicio social en enfermeria.

Los procesos de centrifugacién y separacion del plasma sera realizado por la M.C.
Lizbeth Mariela Cerén Ramirez, Dr. Verdnica Gonzales Torres profesoras en el area de
Bioguimica de CISALUD.

111.1.5.6. Fluidos biolégicos para el estudio

111.1.5.6.1. Muestras de sangre
e Se obtendran trece muestras de sangre por periodo en los tiempos establecidos en el
cronograma en tubos de ensayo especificamente disefiados para venopuncion con
heparina sodica.
e Cada muestra serd de 6mL. La sangre extraida para limpiar el catéter debera
desecharse antes de la obtencion de la muestra de sangre (purgado). EI volumen de

sangre que se extraera por el estudio sera de 78 mL aproximadamente.
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Se acepta tolerancia de + dos minutos para la toma de la muestra durante la fase de
absorcion y distribucién y de hasta + cinco minutos durante la fase de eliminacion.
Cada muestra se centrifugara a 3500 rpm durante cinco minutos a 4°C (£2°C).

El volumen de plasma resultante, sera depositado en dos criotubos de 1.5 6 2 mL
cada uno.

Los tubos con el plasma serén perfectamente identificados con Ne de estudio (E), Ne
de caso (1, 2,3, etc.) y Ne de muestra (T1, T2, T3, etc.); mantenidos en congelacion

a -20°C bajo, hasta su entrega a la Unidad Analitica.

111.1.5.6.2. Envio de muestras

Para garantizar que las condiciones de traslado de las muestras bioldgicas desde el

laboratorio, en donde fueron procesadas para su congelacion y conservacion, hasta la

unidad de quimica analitica no afecten la estabilidad de las muestras, serd indispensable

cumplir con los siguientes lineamientos:

El investigador principal o el sub-investigador del estudio, definira la fecha y hora
del traslado en acuerdo con la unidad analitica, asi como el transporte a emplear y el
tiempo aproximado para el recorrido.

El mecanismo de control y seguridad para el traslado de muestras sera definido por
el responsable del traslado en coordinacién con el investigador principal o el sub-
investigador.

El Investigador principal firmara una relacién del material que se envia, con una

descripcion detallada para cada sujeto del nimero de tubos y las claves.
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Se contara con un sistema de lectura de la temperatura interna en el congelador. Al
menos cada 2 horas se hara una lectura con su registro correspondiente.

Se registrara ademas, la lectura en el momento de la salida del material de area de
procesamiento de muestras, asi como la lectura del momento de recepcion en la
unidad analitica.

El traslado de las muestras es responsabilidad del laboratorio virtual de enfermeria
en donde se realizo la obtencion y procesamiento de las muestras.

La entrega sera personal, por un miembro del Laboratorio virtual de enfermeria.

Las muestras deberan llegar congeladas (20°C bajo cero como limite) en el

momento de la revision de las bolsas contenedoras.

111.1.5.7. Recepcidn, inspeccion y almacenamiento de las muestras por el Laboratorio

Control de Calidad de Victory Enterprises, S. A. de C. V.

1.

2.

3.

Aseguramiento de la calidad o control de la calidad recibirdn y llenaran el registro
recepcion de muestras bioldgicas provenientes de un estudio de farmacocinética.
Verificaran la integridad de la documentacion de las muestras.

El supervisor de métodos analiticos recibird las muestras y con el apoyo de los
analistas registraran las observaciones en el formato PNO-10-026.8 bitacora de
analisis de producto de desarrollo.

Una vez concluida la inspeccion el supervisor de métodos analiticos almacenara las
muestras en el congelador y documentara el hecho en la biticora PNO-10-011.1

operacion y limpieza de refrigeradores y congeladores.
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4. Aseguramiento de la calidad se cerciorard de la veracidad y confiabilidad de las
operaciones. Rechazard las muestras que no cumplan con los criterios de
aceptacion, ademés aquellas muestras que no estén acompafiadas por la
documentacion pertinente, informara al investigado principal, el motivo por el cual
se rechazaron las muestras.

5. EIl responsable de métodos analiticos o aseguramiento de la calidad informara al
laboratorio virtual de enfermeria el motivo por el cual se rechazaron las muestras.

6. Las muestras bioldgicas rechazadas seran guardadas en Victory Enterprises, S. A.
de C. V. mientras se dictamina su disposicion por Victory Enterprises, S. A. de C.

V. y el hospital virtual de CISALUD.

111.1.5.8. Inspeccidn y criterios de aceptacion de las muestras bildgicas

1. Que las muestras se reciban congeladas a una temperatura no mayor a 20°C bajo
cero.

2. ldentificacién correcta del contenedor y el embalaje.

3. Integridad del contenedor.

4. El numero de voluntarios y muestreos.

5. El volumen de muestra por contenedor y muestreo.

6. Que las muestras no presenten hemolisis o lipemia. Solo se aceptaran siempre y
cuando el numero de muestras con estas condiciones no sea mayor del 10% del total
de las muestras del proyecto.

7. Entrega por parte del laboratorio virtual de enfermeria del registro de monitoreo de

la temperatura de las muestras durante el transporte.
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111.1.5.9. Almacenamiento de las muestras bioldgicas

Las muestras biologicas se almacenaran en congelacion a una temperatura no menor

de 20°C bajo cero.

111.1.5.10. Manejo de las muestras bioldgicas por Victory Enterprises, S. A. de C. V.

Las muestras biologicas seran manejadas conforme al documento controlado
identificado como protocolo analitico que sera desarrollado y validado por Victory
Enterprises, S. A. de C. V., el cual sera de uso exclusivo para el analisis quimico de dichas

muestras.

111.1.5.11. Desecho de las muestras bioldgicas

Una vez concluido el analisis quimico de las muestras bioldgicas y el anélisis
estadistico de las mismas, las muestras seran retiradas del congelador y almacenadas en el
almacén temporal de residuos peligrosos biolégicos Infecciosos, en espera de ser

recolectadas por la empresa TM-WINCO, S.A. de C.V.

111.1.5.12. Etiquetado de las muestras ultra congeladas

Los criotubos seran identificados con etiquetas que indicara el nimero de estudio, el
namero del sujeto, y nimero de muestra especificados en el protocolo. Las etiquetas seran
disefiadas en computadora e impresas en una impresora térmica. El tipo de etiqueta e
impresion aseguraran que la impresion y la adhesividad resistan varios ciclos de

congelacién y descongelacion.
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111.1.5.13. Gestion de calidad

El &rea de gestion de calidad del laboratorio virtual de enfermeria mediante
monitoreo al estudio como parte de un sistema de aseguramiento de calidad, determinara
que se realicen todos los procedimientos de acuerdo a lo estipulado en el protocolo de
investigacion y que se cumpla con las recomendaciones de la regulacion vigente y los

lineamientos de la buena préactica clinica.

111.1.5.14. Documentacion

Las Formas de reporte de caso seran llenadas por el personal médico autorizado con

letra legible y sin tachaduras.

En caso de errores o cancelaciones se debe utilizar una linea sobre la palabra o dato
erroneo y se coloca el dato o palabra correcto y se indica coloca la inicial del nombre y
apellido completo de la persona que hace la correccion y la fecha. Si no hay espacio
suficiente se debera indicar en un lugar donde se encuentre espacio suficiente para hacer la

indicacion correspondiente.

111.1.6. Acceso directo a los datos reales obtenidos

Como parte de las responsabilidades del patrocinador, el estudio podra ser
monitoreado tanto en la parte analitica como en la clinica para asegurar la precision y
claridad de los datos, teniendo acceso a los documentos reales obtenidos para la

verificacion de los formatos de reporte de caso.

111.1.7. Contrato con ambulancia y servicio de hospital en caso de emergencia

En caso de eventos adversos, el personal medico proporcionara la atencion médica

inmediata que se requiera de acuerdo al evento adverso presentado.
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En el caso de una contingencia grave que requiera atencidén hospitalaria, el
investigador principal o personal médico en turno indicara el traslado del sujeto al hospital
bajo convenio y procedera a contactar al servicio de ambulancia externa, de acuerdo al

procedimiento normalizado de operacion.
111.1.8. Estadistica y plan analitico.

111.1.8.1. Anélisis farmacocinético

37. En el estudio se evaluaran los siguientes parametros farmacocinéticos:

38. Area bajo la curva del tiempo cero al tiempo t, calculada por la regla trapezoidal,
siendo t el altimo punto de muestreo (AUC_).

39. Area bajo la curva del tiempo cero al infinito (AUC_...).

40. Concentracion maxima (Cpmax).

41. Tiempo en que se alcanza la Crax (tmax)-

42. Constante de eliminacion (Ke).

43. Vida media (Tv).

44, Tiempo medio de residencia (TMR).

111.1.8.2. Anélisis estadistico

De los niveles plasmaticos determinados de Capsaicina graficaran los perfiles de Cp
vs t para cada sujeto y formulacion. A partir de esas graficas, se obtendran los siguientes
parametros farmacocinéticos: Concentracion méxima (Cma) Y tiempo necesario para
alcanzar tal Crax (tmax), €l area bajo la curva al ultimo tiempo de muestreo (ABCy.) sera

calculado por el método de los trapezoides.
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La velocidad de eliminacion (ke) sera calculado por regresion log-lineal de la fase
final de eliminacion, y a partir de tal se calculara la vida media de eliminacion (ty,) al
dividir 0.693/ke. El area bajo la curva extrapolada al infinito (ABCy.,,) se estimara sumando
el ABCy. al cociente de la ultima concentracion medida entre qué. Estos parametros
farmacocinéticos seran evaluados estadisticamente por medio del médulo de analisis de
varianza (ANADEVA) implementado en el programa Phoenix® WinNonLin®. Esto con el
objetivo de evaluar el efecto terapéutico con respecto a la concentracion maxima obtenida,

en la formulacién desarrollada.

111.1.9. Eventos adversos

Se utilizara Anexo
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I11.2. Segunda etapa

Validacion del método analitico para la cuantificacion de capsaicina en plasma
humano por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) con detector de
fluorescencia.
111.2.1. Generalidades

La validacion de un método analitico es el proceso que establece por medio de
estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio de la metodologia cumplen
con requisitos para aplicaciones analiticas previstas, asegurandonos que es lineal, exacta
precisa bajo los rangos especificados y que los resultados son altamente confiables. Las
caracteristicas de un método analitico se fundamentan en la determinacion de estos

pardmetros, que se aplican de acuerdo con la categoria a la que pertenezcan.

La etapa previa a la validacion de un método analitico, corresponde al estudio de
todo aquello involucrado en el proceso de afectar la calidad del producto final o el resultado
en el ensayo (valoracion), es decir, la calificacion de los equipos utilizados durante el
desarrollo del proceso, los procedimientos, el personal ,estandares y/o la materia prima
involucrados. La calificacion es una premisa necesaria para poder validar. Es la
comprobacion formal, sistematica y documentada de que el equipo es el mas adecuado para
los fines previstos. Para llevar a cabo la misma se procede a la calibracion del equipo a la
comprobacion de métodos Y sistemas. La calificacion de equipos es establecer evidencia
documentada de que equipo funciona correctamente. Corresponde a realizar pruebas o
ensayos a un equipo que es vital en un proceso de fabricacion, compara resultados contra
especificaciones 0 normas de calidad internacionales o nacionales y asi terminar si es apto

para asegurar un producto final de calidad.
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111.2.2. Calificacion instrumental

La calificacion del equipo HPLC es esencial la verificacion del rendimiento del
instrumento elegido para una técnica analitica en particular, asi como el software y el

hardware que lo controla.

111.2.3. Etapas de una calificacion

La calificacion de un equipo se realiza tres etapas sucesivas:

A. Calificacion de instalacion (1Q), B. Calificacion Operacional (OQ) y C.

Calificacion desempefio (PQ).

Calificacion del HPLC

Los parametros a evaluar en un sistema cromatografico se encuentra detallado en la

tabla 3.

111.2.3.1.1 Calificacion de instalacion (1Q)

Es la verificacion documentada de que todos los aspectos claves de la instalacion
estdn de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Asegura que el equipo esta
instalado adecuadamente. En esta etapa se recolecta toda la informacion de identificacion,
la ubicacién, los requisitos de servicios basicos, las conexiones y toda medida de seguridad
del equipo que sea preciso documentar. Corresponden a las especificaciones aprobadas en

disefio.

Las cuales pueden ser:

e Nombre del equipo
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e Nombre del fabricante, modelo o tipo

e Numero de serie

e Fecha en la que fue recibido (nuevo o usado)

e Aspectos verificados para su aceptacion de recepcion

e Fechaen la que el equipo fue puesto en servicio por el laboratorio
e Manual de operacion

e Manual de mantenimiento

111.2.3.2 Calificacion operacional (OQ)

Es la verificacion de que los equipos funcionan en forma esperada y son capaces de
operar satisfactoriamente, sobre todo en el rango de los parametros operacionales para los
que han sido disefiados. Demuestra que funciona segun lo previsto. En esta etapa se
someten prueba todos los controles de operacion bajo condiciones normales y bajo
condiciones extremas como por ejemplo reinicio de un equipo después de un corte de luz,
todos los puntos de alarma, interruptores, dispositivos visualizadores y cualquier otra

indicacion de operacion y funcion. Es realizado por el técnico calificado.
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Tabla 3. Parametros a evaluar en un sistema cromatogréafico

Modulo Paradmetro Especificacion
Bomba Reproducibilidad del flujo Reproducibilidad/TR/A/H
Precision de gradiente Transferencia del método
Inyector Reproducibilidad Precision de los resultados
Residuo de muestra Exactitud de precision de los
resultados
Horno Reproducibilidad de Tr TR/A/H/ forma del pico
Detector Ruido Sensibilidad
Energia de la lampara Sensibilidad
Relacion de sefial /ruido Sensibilidad
Precision de la longitud de | Sensibilidad, transferencia
onda de datos
Linealidad Precision de resultados
Columna Forma de pico Proceso de datos
Asimetria de pico identificacion,
TR, Resolucion, Platos | reproducibilidad
tedricos

111.2.3.3 Calificacion desempefio (PQ)

Se realiza para demostrar la efectividad y reproducibilidad del proceso, bajo
condiciones normales de operacién, bajo las condiciones limites de operacion- es verificado
por el usuario, trabajando con estandares certificados. Es la verificacion que el equipo
funciona en la forma esperada y es capaz de operar satisfactoriamente sobre todo el rango

de los parametros operacionales para el que ha sido disefiado.

111.2.4 Cumplimiento de etapas
Una vez que se cumple con las tres etapas de calificacion (Calificacion de

instalacién (1Q), Calificacion Operacional (OQ) y Calificacion desempefio (PQ).)
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De un equipo de cromatografia se procede a Validar y Seguido el analisis de las
muestras Plasmaticas de los voluntarios sanos.

La validacion del método analitico para la cuantificacion de capsaicina en
plasma humano por cromatografia de liquidos de alta resolucién con detector de
fluorescencia se llevo a cabo en el laboratorio analitico de la empresa Farmacéutica
Victory Enterprise.

A continuacion se describira el protocolo de validacion:

111.2.5 Sustancias de referencia

Se utiliza capsaicina como estandar primario USP y Naproxeno Sodico como
estandar secundario (estandar interno) patrocinados por la empresa Farmacéutica Victory
Enterprise.
111.2.5.1 Capsaicina estandar primario USP

Sinénimos: Oleoresina de capsico. Extracto alcoholico de capsico

Lote: 10L046

Pureza: 94.1%Por miligramo de material como base

Clave interna: Sref 279-3
111.2.5.1 Naproxeno sodico

Sinénimos: d-2-(6-metoxi-2-naftil) propiénico acido. MNPA.
Lote: MP-14-068-01

Pureza: 99.35

Clave interna: SS005.3
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111.2. 6.Reactivos y disolventes
e Agua grado cromatografico
e Acetonitrilo grado
cromatografico(Fermon)
e Isobutil Metil Cetona (Karal)
e Gas Nitrogeno (Infra 99%)
¢ Naproxeno(secundario)

¢ NaOH (Jalmek)

Paracetamol (USP)
Heparina

E.D.T.A
Tetrahidrofurano (Jalmek)
6 Bolsas de Plasma
Humana(laboratorio de Banco de

Snagre)

Cafeina(USP)

Fosfato Monobaésico de e Acido Acetil salicilico(USP)
Potasio(Fermont)
Fosfato Dibasico de

Sédio(Fermont)

111.2.7 Equipos e instrumentos

Agitador vortes, marca Scientific Ind: e Pontenciometrico Seven Easy

Micropipeta Eppendorf de 100- 1000 pl e Evaporador con vacio y nitrégeno
Micropipeta eppendorf de 10 — 100 pL. e Sistema vacio
Micropipeta eppendorf de 50 — 200 pL

Micropipeta eppendorf de 0.5 — 10 pL

Balanza analitica, marca Mettler AE200.

Sonicador marca. Transonic 820-H

Potenciometro, marca Thermo Orién

Ultra congelador, marca REVCO
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e Sistema cromatografico HPLC Hewlett Packard 1100 Con detector de fluorescencia

de 5 canales, , Bomba cuaternaria, Automuestreador con regulador de temperatura

con plato de 100viales,Horno de temperatura de 5- 70°C,

o Refrigerador,
e Agitador Vortex VWR DVX 2500

e Microcentrifuga Beckmann Coulter

1112.8 Materiales

eColumna  Cromatografico  RP-18,
4.6X150 mm, 5 y4, marca Waters.

¢ Viales eppendorf de 1.5 mL

e Matraces volumétricos de vidrio de 5ml
e Matraces volumétricos de vidrio de
10mi

e Matraces volumétricos de vidrio de 100
mL

e Matraces  volumétricos de vidrio
de 200 mL

e Puntas para pipeta repetitiva de 5 mL

e Puntas para pipeta repetitiva de 12.5 mL
e Probeta de vidrio de 100 mL

¢ VVaso de precipitado de 50 mL

¢ \VVasos de precipitado de 10 mL

Probetas de vidrio de 25 mL
Viales ambar de 2 mL Agilent
Membranas de filtracion 45um
Millipore

Puntas azules para micropipeta de
100 a 1000 pL

Puntas amarillas para micropipeta
de 10-100 pL

Puntas amarillas para micropipeta
de 50-200 pL

Puntas amarillas para micropipeta
de 0.5-10 pL

Tubos eppendorf de 2.0 mL
Insertos para viales

Acrodiscos de 0.4 um de nylon
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111.2.9 Matriz biologica (plasma de trabajo)

Mezcla de plasma de 6 voluntarios Se agitan cada una de las bolsas con plasma de
manera manual, se vierten todas en un vaso de precipitado, se mezclan, se filtran y se
almacenan en criotubos de 50 mL, los cuales se identifican con: nimero seriado, clave de

bitdcora y no. de folio; en el congelador -20°.

El material que se utiliza para realizar el pool de plasma previamente se sanitizado
con alcohol isopropilico al 70% cada vez que se utilice un tubo del pool de plasma mezclar

y registrarse.

111.2.10 Preparacion de soluciones y curvas de calibracion
111.2.10.1 Capsaicina

e Solucién A de capsaicina concentracion de 100 pg/mL. Pesar con exactitud 10.6
mg de capsaicina, estandar primario pasarlos a un matraz volumétrico de 100 mL
disolver y aforar con una solucion de dilucion Agua: Acetonitrilo (1:1). Esta
solucion contiene 100 pg/mL de Capsaicina.

e Solucién B de capsaicina a concentracion de 2 pg/mL. Medir 200 pL de la
solucion A de capsaicina, transferirlos a un matraz volumétrico de 10 mL, llevar al
aforo con solucion de dilucién. Esta solucién contiene 0.12 pg/mL de Capsaicina.

e Solucién C de capsaicina a concentracion de 4 pg/mL. Medir con micropipeta
400 pL de la solucién A de capsaicina, transferirlo a un matraz volumétrico de 10
mL, llevar al aforo con solucion de dilucion. Esta solucion contiene 4.0 pg/mL de

capsaicina.
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e Solucién D de capsaicina a concentracion de 8 pg/mL.
Medir con micropipeta 800 pL de la solucién A de capsaicina, transferirlo a un
matraz volumétrico de 10 mL, llevar al aforo con solucion de dilucion. Esta

solucion contiene 8.0 pg/mL de capsaicina.

111.2.10.2 Solucion de estandar interno (Naproxeno).
e Solucién E a concentracién de 1000 pg/mL. Pesar 20 mg de NAPROXENO,
transferir a un matraz volumétrico de 20 mL, disolver y aforar con solucién de

dilucion. Esta solucion tiene una concentracion de 1000 pg/mL.

111.2.10.3 Soluciones.

e Solucién Agua: Acetonitrilo (1:1). Medir 100 mL de acetonitrilo grado
cromatografico, transferir a un frasco, adicionar 100 mL de agua grado
cromatografico, mezclar.

e [Fase movil. Filtrar y desgasificar acetonitrilo, colocarlo en un recipiente, la fase
movil proporcionada por el equipo de HPLC esta en proporcién agua-acetonitrilo-
tetrahidrofurano-fosfato Monobésico de Potasio pH 2.5 (55:40:5:1).

e Blanco de fase moévil. Medir 400 pL de fase mavil, transferir a un vial de 2.0 mL e
inyectar al cromatografo de liquidos.

e Blanco de reactivos. Medir 1000 pL de solucion agua: acetonitrilo (1:1), mezclar e
inyectar al cromatografo de liquidos.

e Solucion de cafeina a concentracion de 1.0 mg/mL. Pesar 10 mg de cafeina y
transferir a un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y aforar con metanol. Esta

solucion tiene una concentracion de 1.0 mg/mL de cafeina.
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Solucion de acido acetilsalicilico a concentracion de 1.0 mg/mL. Pesar 10 mg de
acido acetilsalicilico y transferir a un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y
aforar con metanol. Esta solucién tiene una concentracion de 1.0 mg/mL de acido
acetilsalicilico.

Solucién de paracetamol a concentracion de 1.0 mg/mL. Pesar 10 mg de
paracetamol y transferir a un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y aforar con

metanol. Esta solucidn tiene una concentracion de 1.0 mg/mL de paracetamol.

111.2.11 Preparacion de las muestras para selectividad del método.

Blanco de plasma. Medir 400 pL de plasma, transferir a un tubo eppendorf de 1.5
mL y mezclar.

Blanco de plasma cargado con E. I. Medir 400 pL de plasma, transferir a un tubo
eppendorf de 1.5 mL adicionar 25 pL de la solucion E de Naproxeno a
concentracion de 1000 pg/mL y mezclar.

Blanco de plasma cargado con capsaicina. Medir 390 uL de plasma, transferir a
un tubo eppendorf de 1.5 mL adicionar 10 pL de la solucion D de Capsaicina a
concentracion de 8 pg/mL y mezclar.

Blanco de plasma cargado con capsaicina y E. I. Medir 390 pL de plasma,
transferir a un tubo eppendorf de 1.5 mL adicionar 10 pL de la solucion D de
Capsaicina a concentracion de 8 pug/mL y 25 pyL de la solucion de E de E.l. y
mezclar.

Blanco de plasma cargado con cafeina (10 pg/mL). Preparar una muestra como se
indica a continuacion, en un tubo eppendorf de 1.5 mL, transferir 5 uL de una
solucion de cafeina de concentracion de 1.0 mg/mL adicionar 395 pL de plasma,

mezclar.
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Blanco de plasma cargado con acido acetilsalicilico (25 pg/mL). Preparar una
muestra como se indica a continuacion, en un tubo eppendorf de 1.5 mL, transferir
12.5 pL de una solucién de &cido acetilsalicilico de concentracion de 1.0 mg/mL
adicionar 387.5 pL de plasma, mezclar.

Blanco de plasma cargado con paracetamol (20 pg/mL). Preparar una muestra
como se indica a continuacion, en un tubo eppendorf de 1.5 mL, transferir 10 pL de
una solucion de paracetamol de concentracion de 1.0 mg/mL adicionar 390 pL de
plasma, mezclar.

Blanco de plasma con heparina. Colocar en un tubo vacutainer con heparina
sodica a concentracion de 86 unidades USP, 6 mL de plasma, mezclar con ayuda del
vortex, tomar 400 pL y colocarlos en un tubo eppendorf de 1.5 mL.

Blanco de plasma con E.D.T.A. Colocar en un tubo Vacutainer con 7.2 mg de
E.D.T.A. agregar 4 mL de plasma, mezclar con ayuda del vortex, tomar 400 uL y
colocarlos en un tubo eppendorf de 1.5 mL.

Blanco de plasma hemolizado. A un tubo eppendorf de 1.5 mL, adicionar 400 pL
de plasma hemolizado.

Blanco de plasma lipémico. A un tubo eppendorf de 1.5 mL, adicionar 400 uL de

plasma lipémico.
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111.2.12 Preparacién de la muestra para adecuabilidad del sistema.
e Preparar una muestra control a partir de la solucion C de Capsaicina (4 pg/mL) y
adicionar 25 pl de la solucion E de Naproxeno 1 mg/mL, como lo muestra la

siguiente tabla:

MUESTRA | pL utilizados de | pL utilizados de | pL de la sol. del | Concentracion

la la fase movil E. I (ng/mL)
Sol. de
4.0pg/mL
250 4125 625 0.2/125

CAPSAISINA

Mezclar e inyectar al cromatdgrafo de liquidos.

111.2.13 Preparacién de las muestras a concentraciones baja, media y alta en solucion.
Preparar las muestras a concentracion baja, media y alta en solucién en como se

indica en la siguiente tabla.

Tabla 5. Preparacion de las muestras en solucion

CONCENTRACIONES BAJA, MEDIA Y ALTA EN SOLUCION

MUESTRA | L de solucion | mL de fase movil | Concentracion (ng/mL)
(8.0pg/mL)
BAJA 281 5 90(450ng/mL)
MEDIA 468 5 150(750ng/mL)
ALTA 593 5 190(950ng/mL)

Adicionar una alicuota de 0.625 ml de una solucion de 1.0mg ml de E.l. Esta

solucién contiene 0.125mg/mL. Mezclar e inyectar en el cromatografo de liquidos.
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111.2.14 Preparacion de la curva de calibracion para el método.

Preparar la curva de calibracion en tubos de 5 mL como se indica en la en la

siguiente tabla:

Tabla 6. Preparacion de la curva de calibracion

CURVA DE CALIBRACION

MUESTRA nL de solucion uL de plasma Concentracion
(Zng/mL) (ng/mL)
LM1 6 394 30
LM2 12 388 60
LM3 24 376 120
LM4 36 364 180
LMS5 42 358 210

111.2.15 Preparacion de las muestras a concentracion baja, media y alta para el

método.

Preparar las muestras control en tubos de 5 mL como se indica en la en la siguiente

tabla;

Tabla 7. Preparacion de las muestras control en plasma

CURVA DE CALIBRACION
MUESTRA | pL desolucion (2ug/mlL) | pl deplasma | Concentracion (ng/ml.)

LM1 6 394 30
LM?2 12 388 60
LM3 24 376 120
LM 4 36 364 180
LMS5 42 358 210
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111.2.16 Blanco de plasma

Medir 400 uL de plasma, transferir a un tubo de 5 mL y mezclar.

111.2.17 Tratamiento de las muestras

A todas las muestras preparadas con plasma contenidas en los tubos, realizarles el

siguiente tratamiento de extraccion, como se puede ver en el diagrama 1.

DIAGRAMA 1. FLUIOGRAMA

400uL de plasma

Adicionar 20 pL de Sol. Del E. 1,
(Naproxeno sodico: d-2-(6 metoxi-2-
naftil) propionico acido)(
excepto a los blancos de plasma)

Mezclar 30 segundos en
vortex

Adicionar 8mL de solucion de
extraccion (hexano- metilterbutil
éter) (1:1)

Mezclar 1 minuto en
vortex

Centrifugar a 5000 rpm durante 6
min

Someter a congelacion (-75°C)

por 10min

Transferir la capa Orgéanica en
un tubo limpio y seco. Y
evaporar en baho de agua a
45°C con Nitrégeno por 45min.

Reconstituir la muestra
Procesada adicionando 120 pL
de una solucion de Metanol:
Agua (1:1)

Transferir 110 pL  del
sobrenadante a viales ambar de
2 mL coninserto.

Inyectar 100 pL a la Columna
de cromatografo de liquidos.

66



En el diagrama 2 se presenta el flujograma del método para determinar

concentraciones de capsaicina en plasma.

DIAGRAMA 2. METODO PARADETERMINAR CONCENTRACIONES DE CAPSAICINAEN PLASMA

‘Fase movil: preparar una mezcla de
Acetonitrilo / agua (55:45) conteniendo
0.1% de acido formico

ESolucién estandar: pesar 10 mg de
‘estindar de capsaicina en matraz
' volumétrico de 10 ml, llevar al foro con
metanol en la solucion contiene mg/ ml
de capsaicina, tomar una licuada de 1ml
y llevarla al foro con metanol en matraz
volumétrico de 10 ml esta solicion
contiene 0.1 mg/ml de ca

filtrar con acronico 0.45 v colocar en
vial

' Solucion de muestra: pesar 10
'mh de la muestra de capsaicina ,
'colocarlo en un

matraz
volumétrico de 100 ml, llevar al
foro con metanol cada
solucion contiene 0.1 mg/ml
de capsaicina filtrara con
acronico de 0.45 y colocar en

' Procedimiento:

volimene

igua

. Condiciones cromatograficas
- para deteccion de Capsaicina
‘en plasma:

equipar el
cromatografo de liquidos a
270m (ex)(detector
FLD),utilizar una de 9 x
150 mm CIS de 5 mg, ajustar
el flujo a 1 ml min

inyectar por separado a
0 microlitros) la solucion

estandar y la solucion de muestra
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111.2.18 Condiciones cromatografico

Columna Cromatografia:
Fase movil:

Temperatura de columna: 25 °C
Velocidad de flujo: 1.0 mL/min.

Volumen de inyeccion: 100 p HPLC FLD
Longitud de onda:
Detector :

Tiempo de retencion aproximado:
Capsaicina
Naproxeno

111.2.19 Modelo matematico.

Xterra RP-18, 3.9 X 150 mm, 5p.
Agua-Acetonitrilo-Tetrahidrofurano
PH 2.5 (55:40:5:1)

25°C

1.0 mL/min.
100pL

Ex 275 nm Em 305 nm
Fluorescencia

6 min
4 min

La respuesta del capsaicina utilizada durante la validacién es el area bajo la curva,

se obtendra la relacién de areas de capscina entre el area del E. 1., que se relaciona con la

concentracion nominal correspondiente a traves del modelo matematico lineal que es el

modelo que mejor se ajusta a los datos, empleando la siguiente ecuacion:

Despejando x:

y=mx+b

- b
m

-~

Donde m es la pendiente, x es la concentracion y b es la ordenada al origen. Para la

determinacion de la concentracion recuperada, se debe introducir el resultado de area

obtenido a la ecuacion anteriormente generada.

111.2.19 Parametros analiticos a evaluar en la validacion

111.2.19.1 Adecuabilidad del sistema
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111.2.19.1.1 Condiciones de la prueba
1. Preparar, procesar e inyectar por dia de andlisis una muestra de Capsaicina (0.200
pg/mL) adicionada con el estandar interno a concentracion de 0.125 pg/mL.
2. Inyectar al cromatdgrafo de liquidos series de 6 inyecciones y evaluar las Gltimas
seis que cumplan con los criterios de aceptacion.

111.2.19.1.2 Criterio de aceptacion

Platos teoricos > 2000

Factor de coleo <2.0

Tiempo de retencion <

Respuestas cromatografica C.V < 2.0 (Uv-Vis,FLD)

Cualquier desviacion debera justificarse
111.2.19.2 Selectividad
111.2.19.2.1 Condiciones de la prueba
Preparar, procesar e inyectar por duplicado cada una de las siguientes muestras:
1. Muestra blanco del pool de plasma sin adicion de Capsaicina.
2. Muestra blanco del pool de plasma adicionada con
Capsaicina a la concentracion mas baja de la curva (30 ng/mL).
3. Muestra blanco del pool de plasma adicionada con 25 pL del E. I. (Naproxeno) a
concentracion de 1 mg/mL.
4. Muestra blanco del pool de la matriz bioldgica adicionada con cafeina a
concentracion terapéutica.
5. Muestra blanco del pool de la matriz biologica adicionada con paracetamol a

concentracion terapéutica.
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6. Muestra blanco del pool de la matriz biologica adicionada con acido acetil-salicilico
a concentracion terapéutica.
7. Muestra blanco del pool de la matriz bioldgica adicionada con heparina (sin el
analito de interés).
8. Muestra blanco del pool de la matriz bioldgica adicionada con EDTA (sin el analito
de interés).
9. Muestra blanco de la matriz biologica lipémico.
10. Muestra blanco de la matriz biolégica hemolizado.
11. Muestra blanco del pool de plasma adicionado con Capsaicina a la concentracion
de 30 ng/mL yE. I
111.2.19.2.2 Criterio de aceptacion
No deben presentarse interferencias en el tiempo de retencion del analito de interés,
ni en el tiempo de retencion del estandar interno.
111.2.19.3 Linealidad del método.
111.2.19.3.1 Condiciones de la prueba
1. Preparar y procesar a partir de pesadas independientes 3 curvas de calibracion para
Capsaicina, e inyectarlas en la misma corrida.
2. Reportar la concentracion nominal contra el area obtenida.
3. Calcular el valor de la pendiente, ordenada al origen y el coeficiente de
determinacion y desviacion absoluta (exactitud).

4. Elaborar una gréfica de concentracion vs. Respuesta para cada curva y otra global.

111.2.19.3.2 Criterio de aceptacion

IR
T

El coeficiente de correlacion “r”” es mayor o igual a 0.99.
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El coeficiente de determinacion r* es mayor o igual a 0.98.
111.2.19.4 Limite de cuantificacion.
111.2.19.4.1 Condiciones de la prueba
1. Preparar, procesar e inyectar una curva de calibracion y muestras de plasma
adicionadas de la concentracion mas baja de la curva de calibracion, por
quintuplicado.
2. Determinar la concentracion recuperada interpolando las respuestas de las muestras
adicionadas en la curva de calibracion preparada el mismo dia de analisis.
3. Calcular el promedio de las concentraciones recuperadas, desviacion estandar,
coeficiente de variacion y exactitud.
111.2.19.4.2 Criterio de aceptacion
El valor promedio de las determinaciones debe estar dentro del £ 20% del valor
nominal y el coeficiente de variacion es < 20%.
111.2.19.5 Recuperacion absoluta.
111.2.19.5.1 Condiciones de la prueba
1. Preparar, procesar e inyectar muestras control a concentracion baja, media y alta
(0.450, 0.750 y 0.950 pg/mL), cada una por quintuplicado en solucion.
2. Preparar, procesar e inyectar muestras control a concentracion baja, media y alta
(90, 150 y 190 ng/mL), cada una por quintuplicado en plasma.
3. Determinar el cociente de la respuesta del capsaicina en plasma entre la respuesta de
la capsaicina en solucion por cien, para cada nivel de concentracion.
4. Determinar el cociente de la respuesta del E. I (Naproxeno) en plasma entre la
respuesta del E. 1. (Naproxeno) en solucién por cien, para cada nivel de

concentracion.
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5. Determinar el % del Coeficiente de variacion, para cada compuesto.

111.2.19.5.2 Criterio de aceptacion
El por ciento de recuperacion no es necesariamente del 100 %, pero debe ser

consistente y reproducible para cada nivel de concentracion. % C. V. < 15 %

111.2.19.6 Repetibilidad
(Precision y exactitud)
111.2.19.6.1 Condiciones de la prueba
1. Preparar, procesar e inyectar una curva de calibracion y por quintuplicado muestras
control a concentraciones baja, media y alta (90, 150 y 190 ng/mL), de Capsaicina.
2. Calcular la concentracion recuperada para cada nivel de concentracion interpolando
la respuesta de los puntos control en la curva de calibracion.
3. Determinar el promedio de la concentracion recuperada, % de C.V. y la desviacion

absoluta.

111.2.19.6.2 Criterio de aceptacion
% C. V. <15 % Exactitud (desviacién) + 15 % respecto al valor nominal de

concentracion.

111.2.19.7 Reproducibilidad (precision y exactitud)
111.2.19.7.1 Condiciones de la prueba
1. Un mismo analista, durante tres dias diferentes, prepara, procesa e inyecta una curva
de calibracion y muestras control a concentracion baja, media y alta (90, 150 y 190
ng/mL), cada uno por triplicado.

2. Calcular la concentracidn recuperada para cada nivel de concentracion.
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3. Comparar el promedio de las concentraciones de cada nivel de concentracion de
ambos analistas.
111.2.19.7.2 Criterio de aceptacion
% C. V. < 15 % Exactitud (desviacion) + 15 % respecto al valor nominal de
concentracion.
111.2.19.8 Estabilidad inicial
111.2.19.8.1 Condiciones de la prueba
1. Para evaluar la estabilidad inicial (cero) preparar en cantidad suficiente de las
muestras control en plasma a cada nivel de concentracién (90, 150 y 190 ng/mL),
para someter a cada condicion.
2. EIl dia de preparacion, procesar e inyectar una curva y muestras control a tres
niveles de concentracion, cada uno por triplicado.

3. Calcular la concentracion recuperada para cada nivel de concentracion.

111.2.19.8.2 Criterio de aceptacion
% C. V. < 15 % Exactitud (desviacion) + 15 % respecto al valor nominal de

concentracion.

111.2.19.9 Estabilidad a temperatura ambiente
111.2.19.9.1 Condiciones de la prueba
1. Preparar muestra suficiente para obtener tres series de muestras control a
concentracion baja, media y alta (90, 150 y 190 ng/mL), cada una por triplicado.
2. El dia de preparacidn, procesar e inyectar una curva de calibracion y una serie de
muestras control a tres niveles de concentracién (90, 150 y 190 ng/mL), cada uno

por triplicado.
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3. Identificar la segunda y tercera serie como prueba y referencia (respectivamente) y
almacenar en el ultra congelador.

4. Transcurridas 24 horas sacar del ultra congelador ambas series, procesar e inyectar
la serie de referencia y mantener en la mesa de trabajo la serie de prueba

5. Transcurridas 24 horas realizar el tratamiento de extraccion a la serie de prueba.

6. Comparar los resultados obtenidos para las muestras de prueba con las
concentraciones de las muestras de referencia.

111.2.19.9.2 Criterio de aceptacion

% C. V. <15 % Exactitud (Desv. Abs) + 15 % respecto al valor inicial.

111.2.19.10 Estabilidad de la solucién
111.2.19.10.1 Condiciones de la prueba
1. En tubos eppendorf separar alicuotas de las soluciones a concentracion de
Capsaicina empleada para la adecuabilidad del sistema.
2. ldentificar y almacenar en refrigeracion.
3. Inyectar como se indica en la adecuabilidad.
4. Transcurrido el tiempo establecido para la estabilidad, evaluar la Gltima alicuota
mantenida en congelacion de las muestra de referencia.
5. Comparar las respuestas de la muestra de referencia (Inyectada inicialmente) con

las respuestas de la Gltima inyeccion.

111.2.19.10.2 Criterio de aceptacion
% C. V. < 15 al comparar las respuestas de la muestra inyectada inicialmente con

las respuestas de la ultima inyeccion.
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111.2.19.11 Tolerancia

111.2.19.11.1 Condiciones de la prueba

1.

Preparar, procesar e inyectar una curva de calibracién junto con muestras control a
concentracion baja, media y alta (90, 150 y 190 ng/mL) de Capsaicina cada una por
triplicado.

Modificar las condiciones originales para evaluar:

Influencia de la proporcién de fase movil, modificando la proporcion de la solucion
amortiguadora una unidad arriba y una abajo del volumen empleado durante la
validacion.

Modificacion de la temperatura del termostato de la columna una unidad arriba y
otra abajo respecto a la temperatura empleada durante la validacion.

Inyectar al cromatdgrafo de liquidos muestras control a concentracion baja, media y
alta junto con una curva de calibracién con las condiciones de validacion como
referencia, e inyectar las mismas muestras para cada condicién modificada.

Realizar la comparacion de la concentracion de las muestras control de referencia

con las concentraciones de las muestras control a condiciones modificadas.

111.2.19.11.2 Criterio de aceptacion

% C. V. <15 % Exactitud (Desv. Abs) + 15 % respecto al valor nomina.

111.2.20 Cronograma de actividades
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Figura 5.Cronograma de actividades

Cronograma para la realizacion de la validacion del método analitico para
cuantificar capsaicina en plasma humano por FLD.

Prueba

Blanco de reactivos
Adecuabilidad

Blanco de plasma
Selectividad

Linealidad

Recobro

Repetibilidad

Precision del método
Reproducibilidad
Reproducibilidad (analista2)
Limite de cuantificacion

Est. Temp. ambiente

Estabilidad de la solucion
Tolerancia

111.2.21 Anélisis de voluntarios

Una vez concluido con la validacion de método analitico para cuantificar capsaicina
en plasma humano por cromatografia de liquidos con deteccion de fluorescencia, se
procede a cuantificar capsaicina de las muestras plasmaticas obtenidas de la
administracion oral a 14 voluntarios sanos, 8 mujeres y 6 hombres, se obtuvieron muestras
plasméticas en diferentes tiempos de muestreo. En la siguiente tabla se observa el
cronograma de actividades para el analisis de voluntarios. Por cada dia de andlisis se evalua
blanco de reactivos, Adecuabilidad, blanco de plasma, Curva de Calibracion y muestras

control. Intercaladas con las muestras de los voluntarios.
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Tabla 8. Cronograma de anélisis de voluntarios

TABLA 10. CRONOGRAMA DE ANALISIS DE VOLUNTARIOS

Blanco de reactivos Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia 6 Dia 7

Adecuabilidad

Blanco de plasma

Linealidad

Muestra  de control
Baja
Muestra de voluntarios

Muestra de control
Media

b
w
0
jw]
s}
s
~

Muestra de voluntarios Voluntario Voluntario Voluntario Voluntario Voluntario Voluntario Voluntario

Muestra de control
Alta
Muestra de voluntarios Voluntario Voluntario Voluntario Voluntario

Muestra de control
Baja
Muestra de voluntarios Voluntario Voluntario Voluntario Voluntario

el
&)
—
=

Muestra de  control
Media
Muestra de voluntarios Voluntario Voluntario Voluntario Voluntario

tr
o
—
£

Muestra de  control
Alta

111.2.21.3 Parametros y criterios de aceptacion
111.2.21.4 Adecuabilidad del sistema

11.2.21.4.1 Criterio de aceptacion

Platos tedricos > 2000.

Factor de coleo < 2.0.

Tiempo de retencion < 2.0.

Respuesta Cromatografico C.V < 2.0 (Uv-Vis, FLD).

Cualquier desviacion devera justificarse.
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111.2.21.5 Linealidad.

11.2.21.5.1 Criterio de aceptacion

El coeficiente de correlacion “r” es mayor o igual a 0.99.

El coeficiente de determinacién r® es mayor o igual a 0.98.

111.2.21.6 Blanco de Reactivos y Blanco de plasma

111.2.21.6.1 Criterio de aceptacion

No deben presentarse interferencias en el tiempo de retencion del analito de interés, ni en el
tiempo de retencion del estandar interno.

111.2.21.7 (Muestras control baja, media y alta)

111.2.21.7.1 Criterio de aceptacion

% C. V. < 15 % Exactitud (desviacion) + 15 % respecto al valor nominal de concentracion.
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CAPITULO IV
DISCUSION DE RESULTADOS

IV.1 Primera etapa

Se administra en forma oral a 14 voluntarios sanos 8 mujeres y 6 hombres con un
rango de edad entre 20 a 23 afios en condiciones de ayuno de 12 horas una tableta de

capsaicina de 7.5mg con 250 ml de agua.

A los 40 minutos posteriores a la ingesta de dicha tableta dos voluntarios de sexo
masculino refieren dolor quemante en regién de epigastrio con intensidad moderada y que
se irradia hacia region de mesogastrico. Se toman signos vitales (presion arterial,
frecuencias cardiaca y respiratoria, pulso y temperatura) los cuales se reportan dentro de
pardmetros clinicos normales. Al cabo de periodo de una hora de transcurrida la ingesta
oral de capsaicina estos voluntarios refieren aumento en la intensidad del dolor epigastrico
quemante acompafidndose de sensacion nauseosa, se valora presion arterial encontrandose
en el voluntario D un incremento de la misma (130/95 mmHg), y en ambos se percibe

fascies doloroso.

Con estos hallazgos clinicos se canalizan ambos con 500 ml de solucion salina al
0.9% con un goteo de 30 por minuto agregando a dicha solucién 25 mg de ranitidina (un
antagénico de receptores H, de la histamina de las células parietales de estomago, el cual
inhibe la secrecion estimulada y basal de &cido gastrico y reduce la produccion de pepsina).
En el transcurso de dos a tres horas posteriores a la ingesta de capsaicina oral doce

voluntarios (85.7%) refiere dolor epigastrico y seis de ellos también dolor mesogastrico.
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El dolor epigastrico inicio con una intensidad leve progresando hacia una
intensidad aguda en un intervalo de 35 minutos. Al tomar signos vitales en estos
voluntarios no se perciben datos de anormalidad en los mismos. A la exploracion clinica se
despierta dolor en regidn de epigastrio y mesogastrico a la palpacion abdominal, no se
perciben alteraciones peristalticas abdominales a la auscultacion vy al realizar maniobras de

percusion abdominal no se encuentran sonidos patoldgicos.

Se canaliza estos doce voluntarios con 500 ml de solucion salina al 0.9% al mismo
goteo, se aplica 25 mg a solucién. Por las manifestaciones algidas manifestadas por los
voluntarios se aplica IV 25 mg de ranitidina lentamente. En este grupo de voluntarios
cuatro de ellos (28.5%: 3 hombre y 1 mujer) refieren dolor agudo intenso epigastrico y
mesogastrico el cual ameritd ademas del esquema terapéutico mencionado anteriormente la

administracion de 20 mg IV de butilhioscina.

En la tabla 9. Se presentan las manifestaciones clinicas observadas en los voluntarios

durante el estudio.

TABLA 9. MANIFESTACIONES CLINICAS
VOLUNTARIO | PIROSIS | NAUSEA DOLOR DOLOR FEBRICU
EPIGASTRICO MESOGRASTICO LA
A X
B X X
c X X X
D X X X
E X X
F X X
G X X
H X X
[ X
J X X X
K X
L X
M X
N X
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El 85.7% de los voluntarios (12) en un lapso de 6 horas posteriores a la ingesta oral
de la tableta de 7.5 mg de capsaicina con el manejo estipulado no refiere dolor ni
epigastrico ni mesogastrico. Se observé que al ingerir el desayuno cuatro horas posteriores
a la ingesta de capsaicina oral los voluntarios refieren una disminucion de las
manifestaciones epigastricas. Otro voluntario (7.14%) refiere cefalea frontal a los 45
minutos posteriores a la ingesta oral la cual cede de forma espontanea a las 2 horas. Otro
mas (7.14%) presenta hiperemia facial a los 45 minutos posteriores a la ingesta cediendo al

cabo de una hora.

Un voluntario amerito ademas del manejo con solucion salina, ranitidina en
solucién e 1V, butilhioscina agregarle 10 mg IV de metoclopramida, a este voluntario del
sexo masculino se le controla sus manifestaciones hasta las 8 horas posteriores a la ingesta
oral de capsaicina. Durante este periodo sus signos vitales estuvieron dentro de pardmetros

clinicos adecuados.

Otro méas del sexo femenino se le maneja con solucion salina, ranitidina en
solucion, ranitidina 1V, butilhioscina se le agrega una dosis 100 mg de prednisona, signos
vitales no muestran alteraciones cede su dolor a las 10 horas posteriores de la ingesta oral

de capsaicina.
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En la tabla 10. Se presentan los signos vitales promedio de los voluntarios.

TABLA 10. SIGNOS VITALES PROMEDIO DE VOLUNTARIOS

VOLUNTARIO  SEXO | PA | FREC.CARD FREC.RESP  PULSO | DOLORALA FEBRICULA
mmlg PALPACION
ABD
Latidos'min | Movs/min Pulsa'min | Abdominal Epigasirica E
A F [120/75 |78 21 72
B F | 100/65 | 69 19 66 x X
C F | 103/65 | 102 20 96 X X 379
D F |[110/60 | 77 20 75 X
E M | 120/80 | 70 19 71 X X
F M [ 120/80 | 74 20 74 X
G M | 110/80 | 63 20 68 X X
H M | 120,75 | 78 19 T8 X X
I F |[115/70 | 68 19 68 X
J M | 120080 | 76 20 79 X X
K M | 120/75 | 78 20 T8 X
L F | 100/70 | 68 18 T X
M F | 110/80 | 63 19 66 X
N F [110/70 | 20 20 T8 X
A=PRESENTA DOLOR

De las tablas 35 a la 48 se pueden observar los resultados obtenidos de los

voluntarios, donde se percibe que no se reportan concentraciones plasmaticas asi mismo en

la figuras 6 a la 19 se presentan los cromatograma de los voluntarios a los 2 horas pos

ingesta oral de capsaicina donde se ve claramente que no se detect6 concentraciones.
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V.2 Segunda etapa

Resultados de validacion de método analitico para cuantificar capsaicina en plasma

humano por cromatografia de liquidos con deteccion de fluorescencia.

IV.2.1 Tabla de adecuabilidad del sistema (ver Cromatograma anexo 8)

Promedio Desviacion estandar Coeficiente de variacion
2y _ 2
y =Y s=\/”(2y) (2.) C.V.= >*100
N n(n-1) y

n = nimero de muestras de contenido/potencia/valoracion.

Por dia de trabajo se inyecta capsaicina en solucién, para verificacion de que el sistema
analitico opera con base a criterios preestablecidos por el proveedor, que permitan asegurar
un desempefio optimo y la confiabilidad de los resultados de un método analitico.Como se
puede ver en la tabla siguiente.

Tabla 11. Adecuabilidad del sistema

1 0.2444 0.0539707131777348
2 0.2476 0.061306899706102
3 0.00075 0.2442 0.0539634002052912
< 0.2465 0.060751232213573
5 0.2476 0.061289344902320
7] 0.2454 0.060228802153856
SUMATORLS 5902 0.262917412806111
CUADRADD 454 RES
n 7]
FROMEDID 0.2459
DESY. EST. 0.001<4
s C.W. 0.58
CRITERIOS DE ACEPTACION
o L. V. = 15 %o




1VV.2.2 Linealidad del método

PENDIENTE ORDENADA AL ORIGEN COEFICIENTE DE
DETERMINACION

L E-EE
(A -0 0Ty 9

r

R DRIN b, Y x
A b, - Y D2

n=numero de mediciones (Concentracion - Respuesta analitica).

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA PENDIENTE

t0.975,n— 2 IC(A) = bl i t0.975,n-23b1

IR
n-2

1
sz _ (Z X)z Sy/x
n

En la siguiente tabla 12 se muestra el analisis de 5 muestras plasmaticas de diferente nivel
de concentacion preparado por triplicado, para la evaluacion del modelo
matematico(determinacion de Capsaicina).

Tabla 12. Linealidad del método

0.0330 0.00 0.00000099
0.000030 0.0353 9E-10 0.00 0.00000106
0.0263 0.00 0.00000079

PROMEDIO 0.032
0.0789 0.01 0.00000474
0.000060 0.0719 0.0000000036 0.01 0.00000432
0.0776 0.01 0.00000466

PROMEDIO 0.076
0.1496 0.02 0.00001796
0.000120 0.1511 0.00000001 0.02 0.00001813
0.1464 0.02 0.00001757

PROMEDIO 0.149
0.2458 0.06 0.00004425
0.000180 0.2341 0.00000003 0.05 0.00004213
0.2480 0.06 0.00004463

PROMEDIO 0.243
0.2621 0.07 0.00005504
0.000210 0.2655 4. 41E-08 0.07 0.00005576
0.2562 0.07 0.00005380

PROMEDIO 0.261

SUMATORIAS 4.56 0.00000 0.468668799 0.00
CUADRADOS 20.83 8.19104E-14 0.219650443 0.00
n 15
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n. numero de mediciones (concentracion- respuesta analitica)

0.00003 0.032 b, 1310.49
0.00006 0.076 by -0.01
0.00012 0.149 r 1.00
0.00018 0.243 2 0.9940
0.00021 0.261 to.575 2.16
S, /s 0.03
IC(b,)= (1178.78,1442.21) Se, 60.98

Figura 6. Linealidad del método

LINEALIDAD DEL METODO y=1310.49 x-0.01

R2=0.9940

30000 -
25000 -
20000 -

15000 -
10000 -

5000 -

AREA

0.5000 0.10000 0.20000 0.30000 0.40000 0.5000 0.6000

CONCENTRACION mg/ml
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1VV.2.3 Selectividad

Tabla 13. Prueba de selectividad

Coeficiente de determinacion R2>0.98
Intervalo de confianza para la pendiente IC(b,), no debe incluir el cero
1VV.2.3 Selectividad

En la tabla 13 se muestra el analisis de 11 muestras plasmaticas de diferente concentracion.
Para evaluar la respuesta del método (capsaicina ), se adiciona posibles analitos o variantes
que pudieran presentar las muestras durante el muestreo. Estas variantes no presentaron
interferencia en la respuesta de Capsaicina y tampoco se presento interferencia en la
respuesta al estandar Interno.

Tabla 13. Prueba de selectividad

- : . 0.000 0.000
asma sin capsaicina 0.000 0.000
o - 59.994 0.000
asma con capsaicina 68.178 0.000
o i 0.00 350.201
asma con std interno 0.00 351.120
Plasma con capsaicina y std 78.63 370.378
interno 63.69 310.581
o ’ 0.000 0.00
Matriz biologica con cafeina 0.000 0.00
Matriz biologica con 0.00 0.00
paracetamol 0.00 0.00
Matriz biologica con acido 0.00 0.00
acetil salicilico 0.00 0.00
o . 0.00 0.00
Matriz biologica con heparina 0.00 0.00
. . r . 0-00 0-00
Matriz bioldgica con edta 0.00 0.00
o ) ) 0.00 0.00
Matriz biologica lipemica 0.00 0.00
N . 0.00 0.00
Matriz biologica hemolizada 0.00 0.86




IV.2.4 Repetibilidad y Recobro

(Presicion y Exactitud )

PROMEDIO DESVIACION ESTANDAR COEFICIENTE DE
VARIACION
Sy o MY -y
y = n(n-1) CV.= 2100
n y

n = Numero de recobros. |C( ,U)

- S
y t t0.975,n—1 ﬁ

La respuesta del método Unicamente debe de ser debida al analito.
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En esta tabla 14 se observa el analisis de 5 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion baja, preparada de manera individual para evaluar la presicion y repetibilidad
del método.

Apartir de las muestras de exactitud y repetibilidad se evalua el recobro inyectando por
quintuplicado una muestra en solucion y se evalua la cantidad recupera, representada en un
porcentaje.

Tabla 14. Exactitud y repetibilidad muestra concentracion baja

ANALITO CONC. AREAS CAPSAICINA CANTIDAD % DE RECOBRO (y)| RECOBRO AL
mg/mL RECUPERADA CUADRADO
Estandar 0.00045 0.2985 10 100 10000
0.3014 10 100 10000
0.2978 10 100 10000
0.3035 10 100 10000
0.2972 10 100 10000
promedio 0.00045 0.2997 10 100 10000
ml 0.00009 0.2152 7.18 71.82 5158.09
m2 0.2149 7.17 71.71 5142.80
m3 0.2210 737 73.74 5437.47
m4 0.2176 7.26 72.60 5270.22
m3 0.2148 717 71.68 5137.43
Sumatoria 3.251 36.15 361.54 26146.01
Cuadrado 10.56596043 1307.14 130714.44 683613877.47
n 5
MEDIA 72.31
ARITMETICA
Desviacién 0.88
Estandar
C. V. 1.22
INTERVALO DE CONFIANZA DE LAMEDIA POBLACIONAL DEL % DE RECOBRO
E1IC(u) debe incluir el 100 % 6 que el promedio aritmético del % de recobro se incluya en el intervalo:
METODO INTERVALO El CV del porcentaje
de recobro
CROMATOGRAFICO 60% -100% no mayor de 15%
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Aqui se observa el anélisis de 5 muestras plasmaticas del mismo nivel de concentracion
Media, preparada de manera individual para evaluar la presicion y repetibilidad del método.

Apartir de las muestras de exactitud y repetibilidad se evalua el recobro inyectando por
quintuplicado una muestra en solucion y se evalua la cantidad recupera, representada en un

porcentaje.

Tabla 15. Exactitud y repetibilidad muestra concentracion media

CONC. AREAS CANTIDAD | % DE RECOBRO | RECOBRO AL
ANALITO mg/mL | CAPSAICINA | RECUPERADA ) CUADRADO
02331 10 100 10000
Estandar  0.00075 0.2361 10 100 10000
0.2298 10 100 10000
02339 10 100 10000
promedio 0.00075 0.2330 10 100 10000
m1 0.233 10 100 10000
m2 0.1624 6.97 69.66 4852.02
m3 0.1611 6.91 69.08 4771.50
m4 0.1672 717 71.68 5138.48
m5 0.00009 0.1639 7.03 70.28 4939.62
Sumatoria 0.1662 7.13 71.26 5077.87
Cuadrado 2462 3520 351.96 24779 48
n 6.061929611 1238.74 123873.89 614022729.03
MEDIA
ARITMETICA 6
Desviacion
Estandar 70.39
C.V. 1.08

INTERVALO DE CONFIANZA DE LA MEDIA POBLACIONAL DEL % DE RECOBRO

E11IC(n) debe incluir el 100 % 6 que el promedio aritmético del % de recobro se incluya en el intervalo:

E1CV del
porcentaje de
METODO INTERVALO recobro
CROMATOGRAFICO 60% -100% no mayor de 15%
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En la siguiente tabla 16 se observa el anlisis de 5 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion Alta, preparada de manera individual para evaluar la presicion y repetibilidad

del método.

Apartir de las muestras de exactitud y repetibilidad se evalua el recobro inyectando por
quintuplicado una muestra en solucion y se evalua la cantidad recupera, representada en un

porcentaje.

Tabla 16. Exactitud y repetibilidad muestra concentracion alta

ANALITO CONC. AREAS CANTIDAD % DE RECOBROAL
mg/mL CAPSAICINA RECUPERADA | RECOBRO (v) CUADRADO
0.1424 10 100 10000
0.1424 10 100 10000
Estandar 0.00095 0.1423 10 100 10000
0.1384 10 100 10000
0.1406 10 100 10000
promedio 0.00095 0.141 10 100 10000
ml 0.1025 7.26 72.55 5263.52
m2 0.0957 6.78 67.80 4596.17
m3 0.0950 6.73 67.29 4528.05
m4 0.1010 7.16 71.55 5119.92
0.00019
m5 0.1056 7.48 74.77 5590.79
Sumatoria 1.500 35.40 353.96 25098.45
Cuadrado 2.248737048 1252.89 125288.52 62993232529
n 6
MEDIA
ARITMETICA 70.79
Desviacién
Estandar 3.19
C.V. 4.51
INTERVALO DE CONFIANZA DE LA MEDIA POBLACIONAL DEL % DE RECOBRO
E1IC(p) debe incluir el 100 % 6 que el promedio aritmético del % de recobro se incluya en el intervalo:
EICV del
porcentaje de
METODO INTERVALO recobro
CROMATOGRAFICO 60% -100% no mayor de 15%
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1VV.2.5 Estabilidad a 24 Horas

Media aritmética de analisis inicial y de cada condicion de almacenamiento

- z Yi
y ==
2o &
°" n, n = numero de muestras de analisis
n, = NUmero de muestras de la nalisis inicial — esimo condicion de almacenaje

i

Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion de almacenaje respecto a la

media aritmética del analisis inicial.

|di| = |§1 _§o|

En la tabla 17 se observa el analisis de 3 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion preparadas por triplicado.

Las muestra iniciales se preparan,procesan e inyectan el mismo dia de trabajo, una serie
(Prueba) se deja en la mesa de trabajo sin procesar y otra serie(Referencia) se coloca en el
ultracongelador sin procesar. Trancurridas la 24hrs las muestras de Referencia y prueba se
procesan e inyecta para evaluar estabilidad de la muestra a 24hrs a temepratura ambiente y
congelacion.

91



Tabla 17. Estabilidad muestra concentracion baja

(INICIAL) REFERENCIA (24 Hrs) PRUEBA (24 Hrs)
ANALITO | CONC. AREA % AREA (Y1) % AREA (Y2) %
mg/mL (Yo) RECOBRO CAPSAICINA RECOBRO CAPSAICINA | RECOBRO
CAPSAICINA (Yo) (Y1) (Y2)
ESTANDAR | 0.000 0.1089 100 0.1089 100 0.1089 100
09 0.1028 100 0.1028 100 0.1028 100
0.0990 100 0.0990 100 0.0990 100
PROMEDIO 0.104 100.00 0.104 100 0.104 100.00
ml 0.000 0.1061 102.44 0.0985 95.10
m2 09 0.1074 103.76 0.0988 95.43
m3 0.1026 99.12 0.0959 92.64
SUMATORIA 1.265 305.32 1.173 | 283.17
Ny
Yo
Yo
ny 3
¥1 101.77
n, 3
Y2 94.39
Promedio 98.08
Desviacion estandar 4.42
Coeficiente de variacion 451
Criterio de aceptacion
Cromatogréfico CV.215%

En la tabla 18 se observa el analisis de 3 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion preparadas por triplicado. Las muestra iniciales se preparan,procesan e
inyectan el mismo dia de trabajo, una serie (Prueba) se deja en la mesa de trabajo sin
procesar y otra serie(Referencia) se coloca en el ultracongelador sin procesar. Trancurridas
la 24hrs las muestras de Referencia y prueba se procesan e inyecta para evaluar
estabilidad de la muestra a 24hrs a temepratura ambiente y congelacion.
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Tabla 18. Estabilidad muestra concentracién media

(INICIAL) REFERENCIA (24 Hrs) PRUEBA (24 Hrs)
ANALITO | CONC. | AREA(Yo) % AREA (Y1) % AREA (Y2) %
mg/mL | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO
(Yo) (Y1) (Y2)
Estandar 0.00015 0.1484 100 0.1484 100 0.1484 100
0.1683 100 0.1683 100 0.1683 100
0.1662 100 0.1662 100 0.1662 100
Promedio 0.161 100.00 0.161 100 0.161 100.00
mil 0.00015 0.1575 97.81 0.1449 90.02
m2 0.1567 97.31 0.1473 91.49
m3 0.1591 98.85 0.1478 91.84
Sumatoria 1.893 293.98 1.760 273.35
No
Yo
Yo
n; 3
71 97.99
n; 3
¥2 91.12
Promedio 94.55
Desviacion estandar 3.85
Coeficiente de variacion 4.07

Criterio de aceptacion

Cromatografico CV<<I5%

En la tabla 19 se observa el analisis de 3 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion preparadas por triplicado.Las muestra iniciales se preparan,procesan e
inyectan el mismo dia de trabajo, una serie (Prueba) se deja en la mesa de trabajo sin
procesar y otra serie(Referencia) se coloca en el ultracongelador sin procesar.Trancurridas
la 24hrs las muestras de Referencia y prueba se procesan e inyecta para evaluar
estabilidad de la muestra a 24hrs a temepratura ambiente y congelacion.
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Tabla 19. Estabilidad muestra concentracion alta

(INICIAL) REFERENCIA (24 Hrs) PRUEBA (24 Hrs)
ANALITO | CONC. | AREA(Yo) % AREA (Y1) % AREA (Y2) %
mg/mL | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO
(Yo) (Y1) (¥2)
ESTANDA 0.00015 0.1949 100 0.1949 100 0.1949 100
R
0.2002 100 0.2002 100 0.2002 100
0.2037 100 0.2037 100 0.2037 100
Promedio 0.200 100.00 0.200 100 0.200 100.00
ml 0.00015 0.1946 97.48 0.1956 98.00
m2 0.1959 98.13 0.2084 104.41
m3 0.1959 98.15 0.2103 105.36
Sumatoria 2.345 293.76 2.457 307.76
No
5
Yo
ny 3
Y1 97.92
Ny 3
Y2 102.59
Promedio 100.25
Desviacion estandar 3.61
Coeficiente de variacion 3.60
Criterio de aceptacion
Cromatogréafico cv<15%
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IVV.2.6 Tolerancia a cambio de temperatura (+ 1°C)

N, = NUmero de muestras de la nalisis inicial

FORMULAS:
Media aritmética de analisis inicial y de cada condicion de almacenamiento
— 2. Y = L)
o= T yi==—
N, f

1, = Nimero de muestras de la nalisis i - esimo condicion de almacenaje

Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicién de almacenaje
respecto a la media aritmética del analisis inicial

|di| - |§1 _3_/0

En la tabla 20 se observa el andlisis de 3 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion preparadas por triplicado. Se evalua la tolerancia del método con respecto a
la temperatura del horno del método 25°C y sus variaciones 24 y 26°C.

Tabla 20. Tolerancia muestra concentracién baja

Temperatua de Horno
25 °C (INICIAL) 24°C (-1°C) 26 °C (+1°C)
ANALITO CONC. | AREA(Yo) % AREA (Y1) % AREA (Y2) %
mg/mL | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO
(Yo) (Y1) (¥2)
ESTANDAR 0.00009 0.0881 100 0.0881 100 0.0881 100
0.0859 100 0.0859 100 0.0859 100
0.0878 100 0.0878 100 0.0878 100
Promedio 0.087 100.00 0.087 100 0.087 100.00
ml 0.00009 0.0927 106.21 0.0923 105.81
m2 0.0941 107.83 0.0959 109.86
m3 0.0940 107.72 0.0879 100.75
Sumatoria 0.562 321.76 0.552 316.42
No
Yo
Yo
Ny 3
Y1 107.25
Ny 3
2 105.47
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Promedio 106.36
Desviacion estandar 3.10
Coeficiente de variacion 2.91

Criterio de aceptacion

Cromatogréafico

CV.<15%

En esta tabla 21. Se observa el andlisis de 3 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion preparadas por triplicado. Se evalua la tolerancia del método con respecto a
la temperatura del horno del método 25°C y sus variaciones 24 y 26°C en una muestra de

concentracién media.

Tabla 21. Tolerancia muestra concentracién media

25°C (INICIAL) 24°C (-1°C) 26 °C (+1 °C)
ANALITO CONC. AREA (Yo) % AREA (Y1) % AREA (Y2) %
mg/mL CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBR
(Yo) (Y1) o )(Yz
ESTANDAR 0.00015 0.1477 100 0.1477 100 0.1477 100
0.1580 100 0.1580 100 0.1580 100
0.1509 100 0.1509 100 0.1509 100
Promedio 0.152 100.00 0.152 100 0.152 100.00
ml 0.00015 0.1535 100.82 0.1554 102.06
m2 0.1530 100.50 0.1512 99.30
m3 0.1590 104.44 0.1496 98.29
Sumatoria 0.931 305.75 0.912 299.66
No
.
Yo
Ny 3
Y1 101.92
Ny 3
Y2 99.89
Promedio 100.90
Desviacion estandar 2.16
Coeficiente de variacion 2.14
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Criterio de aceptacion

Cromatografico

CV.<15%

En la tabla 22 se observa el andlisis de 3 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion preparadas por triplicado. Se evalua la tolerancia del método con respecto a
la temperatura del horno del método 25°C vy sus variaciones 24 y 26°C en una muestra de
concentracion alta.

Tabla 22. Tolerancia muestra concentracién alta

Coeficiente de variacion

25 °C (INICIAL) 24°C (-1°C) 26 °C (+1°C)
ANALITO CONC. AREA (Y0) % AREA (Y1) % AREA (Y2) %
mg/mL CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO
(Yo) (Y1) (y2)
ESTANDAR 0.00019 0.1922 100 0.1922 100 0.1922 100
0.1990 100 0.1990 100 0.1990 100
0.1947 100 0.1947 100 0.1947 100
Promedio 0.195 100.00 0.195 100 0.195 100.00
ml 0.00019 0.1939 99.25 0.2006 102.70
m2 0.1828 93.58 0.2021 103.48
m3 0.1936 99.13 0.2002 102.50
Sumatoria 1.141 291.97 1.206 308.68
No
Yo
Yo
ny 3
Y1 97.32
ny 3
Y2 102.89
100.11
Promedio
3.69
Desviacion estandar
3.69

Criterio de aceptacion

Cromatogréafico

cv<15%
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IVV.2.7 Tolerancia cambio en la SOL. BUFFER (£ 1%)

FORMULAS:

Media aritmética de analisis inicial y de cada condicidn de almacenamiento

Ny

N, = Numero de muestras de la nalisis inicial n, = Nimero de muestras de la nalisis i — esimo condicién de almacenaje

Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion de almacenaje respecto a la

media aritmética del andlisis inicial

|di| - ‘3_/1 _3_/0‘
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En la tabla 23 se observa el andlisis de 3 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion preparadas por triplicado. Se evalua la tolerancia del método con respecto a
la proporcion de fase movil (Solucién Buffer 55%) vy sus variaciones 54 y 56% en una
muestra de concentracion baja.

Tabla 23. Tolerancia muestra concentracion baja

55 9% (INICIAL) 54 % (-1 %) 56 % (+ 1 %)
ANALITO CONC. | AREA(Yo) % AREA (Y1) % AREA (Y2) %
mg/mL | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICIN | RECOBRO
(Yo) (Y1) A (Y2)
ESTANDAR 0.00009 0.0881 100 0.0881 100 0.0881 100
0.0859 100 0.0859 100 0.0859 100
0.0878 100 0.0878 100 0.0878 100
Promedio 0.087 100.00 0.087 100 0.087 100.00
ml 0.00009 0.0876 100.42 0.0881 100.96
m2 0.0925 105.98 0.0927 106.26
m3 0.0916 105.01 0.0915 104.82
Sumatoria 0.543 311.41 0.545 312.04
No
v,
Yo
ny 3
Y1 103.80
ny 3
Y2 104.01
Promedio 103.91
Desviacion estandar 2.56
Coeficiente de variacion 2.46
Criterio de aceptacion
Cromatogréafico CV<15%
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En la tabla 24 se observa el andlisis de 3 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion preparadas por triplicado. Se evalua la tolerancia del método con respecto a
la proporcion de fase movil (Solucidn Buffer 55%) y sus variaciones 54 y 56%.

Tabla 24. Tolerancia muestra concentracién media

55 % (INICIAL) 54 % (-1 %) 56 % (+ 1 %)
ANALITO CONC. AREA (Yo0) % AREA (Y1) % AREA (Y2) %
mg/mL | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO
(Yo) (Y1) (¥2)
ESTANDAR 0.00015 0.1477 100 0.1477 100 0.1477 100
0.1580 100 0.1580 100 0.1580 100
0.1509 100 0.1509 100 0.1509 100
Promedio 0.152 100.00 0.152 100 0.152 100.00
ml 0.00015 0.1560 102.49 0.1561 102.53
m2 0.1624 106.67 0.1622 106.58
m3 0.1543 101.39 0.1540 101.18
Sumatoria 0.945 310.55 0.945 310.29
No
3
Yo
ny 3
Y1 103.52
Ny 3
2 103.43
Promedio 103.47
Desviacion estandar 2.50
Coeficiente de variacion 2.42
Criterio de aceptacion
Cromatogréfico CV.Z15%
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En la tabla 25 se observa el analisis de 3 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion preparadas por triplicado. Se evalua la tolerancia del método con respecto a

la proporcion de fase mavil (Solucion Buffer 55%) y sus variaciones 54 y 56%.

Tabla 25. Tolerancia muestra concentracién alta

55 % (INICIAL) 54 % (-1 %) 56 % (+1 %)
ANALITO CONC. AREA (Yo0) % AREA (Y1) % AREA (Y2) %
mg/mL CAPSAICINA RECOBRO CAPSAICINA RECOBRO CAPSAICINA RECOBRO
(Yo) (Y1) (Y2)
ESTANDAR | 0.00019 0.1922 100 0.1922 100 0.1922 100
0.1990 100 0.1990 100 0.1990 100
0.1947 100 0.1947 100 0.1947 100
Promedio 0.195 100.00 0.195 100 0.195 100.00
ml 0.00019 0.2010 102.90 0.2006 102.69
m2 0.2083 106.62 0.2083 106.62
m3 0.2027 103.75 0.2037 104.31
Sumatoria 1.224 313.28 1.225 313.63
No
Yo
Yo
Ny 3
Y1 104.43
Ny 3
2 104.54
Promedio 104.48
Desviacion estandar 1.76
Coeficiente de variacion 1.68
Criterio de aceptacion
Cromatogréafico CV.<15%
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IVV.2.8 Tolerancia cambio en la longitud de onda de excitacion y de emision (+ 5nm).

FORMULAS:

Media aritmética de andlisis inicial y de cada condicién de almacenamiento

_ 3y, Yy,
Yo = Yi =
n, n
n, = NUmero de muestras de la nalisis inicial n; = Ntmero de muestras de la nélisis i — esimo condicion de almacenaje

Diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicion de almacenaje respecto a la

media aritmética del analisis inicial.

|di| = ‘yl _3_/0‘
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En la tabla 26 se observa el analisis de 3 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion preparadas por triplicado. Se evalua la tolerancia del método con respecto a
la longitud de onda del método (EX 270nm, Em300nm) y sus variaciones (EX 275nm,

Em305_EX 265nm, Em295nm).

Tabla 26. Tolerancia muestra concentracion baja

EX: 270 nm, EM: 300nm | EX: 275 nm, EM: 305 nm (+5 | EX: 265 nm, EM: 295 nm (-
(INICIAL) nm 5nm
ANALITO | CONC. | AREA(Yo0) % AREA (Y1) % AREA (Y2) %
mg/mL | CAPSAICIN | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO
A (Yo) (Y1) (Y2)
ESTANDAR | 0.00009 848.322 100 2383.387 100 232.326 100
843.530 100 2389.730 100 231.589 100
844.758 100 2376.666 100 229.791 100
Promedio 845.537 100.00 2383.261 100 231.235 100.00
m1 0.00009 851.499 100.71 2407.523 101.02 231.971 100.32
m2 852.979 100.88 2414.838 101.32 230.437 99.65
m3 845.076 99.95 2424.874 101.75 231.706 100.20
Sumatoria 2549.554 301.53 7247.235 304.09 694.114 300.18
No 3
% 10051
Yo
ny 3
71 101.36
Ny 3
72 100.06
dl = 101.36 10051 = 0.85%
d2 = 100.06 10051 = 045%
Criterio de aceptacion
Cromatogréafico y volumétricos di <2.0%
Quimicos 6 espectrofotométricos di <3.0%
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En la tabla 27 se observa el analisis de 3 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion preparadas por triplicado. Se evalua la tolerancia del método con respecto a
la longitud de onda del método (EX 270nm, Em300nm) y sus variaciones (EX 275nm,

Em305_EX 265nm, Em295nm).

Tabla 27. Tolerancia muestra concentracion media

EX: 270 nm, EM: 300 nm EX: 275 nm, EM: 305 nm EX: 265 nm, EM: 295 nm (-
(INICIAL) (+5 nm) 5 nm)
ANALITO | CONC | AREA(Yo0) % AREA (Y1) % AREA (Y2) %
. CAPSAICIN RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA RECOBRO
mg/mL A (Yo) (Y1) (Y2)
ESTANDAR 0.0000 0.1477 100 0.1477 100 0.1477 100
9 0.1580 100 0.1580 100 0.1580 100
0.1509 100 0.1509 100 0.1509 100
Promedio 0.152 100.00 0.152 100 0.152 100.00
ml 0.00009 0.1560 102.49 0.1561 102.53
m2 0.1624 106.67 0.1622 106.58
m3 0.1543 101.39 0.1540 101.18
Sumatoria 0.945 310.55 0.945 310.29
No 3
— 100.51
Yo
Yo
Ny 3
¥1 101.36
Ny 3
Y2 100.06
dl = 10136 - 10051 = 0.85%
d2 = 10006 - 10051 = 045%
Criterio de aceptacion
Cromatogréafico y volumétricos di <2.0%
Quimicos 6 espectrofotométricos di <3.0%
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En la tabla 28 se observa el analisis de 3 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion preparadas por triplicado. Se evalua la tolerancia del método con respecto a
la longitud de onda del método (EX 270nm, Em300nm) y sus variaciones (EX 275nm,
Em305_EX 265nm, Em295nm).

Tabla 28. Tolerancia muestra concentracion alta

EX: 270 nm, EM: 300 nm EX: 275 nm, EM: 305 nm EX: 265 nm, EM: 295
(INICIAL) (+ 5nm) nm (-5 nm)
ANALITO CONC. AREA (Yo) % AREA (Y1) % AREA (Y2) %
mg/mL | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO | CAPSAICINA | RECOBRO
(Yo) (Y1) (v2)
ESTANDAR 0.00009 0.1477 100 0.1477 100 0.1477 100
0.1580 100 0.1580 100 0.1580 100
0.1509 100 0.1509 100 0.1509 100
Promedio 0.152 100.00 0.152 100 0.152 100.00
ml 0.00009 0.1560 102.49 0.1561 102.53
m2 0.1624 106.67 0.1622 106.58
m3 0.1543 101.39 0.1540 101.18
Sumatoria 0.945 310.55 0.945 310.29
No 3
Ve 100.51
Yo
ny 3
Y1 101.36
n; 3
2 100.06
dli = 10136 - 10051 = 0.85%
d2 = 100.06 - 10051 = 045%

Criterio de aceptacion

Cromatogréafico y volumétricos

di <2.0%

Quimicos o espectrofotométricos

di <3.0 %
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En la tabla 29 se muestra los pardmetros evaluados, criterios de aceptacion, resultados
obtenidos y dictamen en la validacion de la determinacion de capsaicina en plasma humano
por FLD.

Tabla 29. Resumen de resultados de la validacion

Parametros de Criterio aceptacion Resultados Dictamen
desempefio
Adecuabilidad del C.V. <5% 0.58 % cumple
sistema
Especificidad la respuesta del método debe ser Gnicamente cumple
debida al analito
Exactitud y % 60% - 102% 72.97 % cumple
Repetibilidad del recobro
metodo C.V. <15.0% |1.82 % cumple
recobro
Linealidad del método r? > (.98 0.9940 cumple
IC(1y) incluye 1 ( 1778.78 cumple
,1442.21
C.V. xly <2.0% 0.40 % cumple
% 98% - 102% 99.40 % cumple
recobro
C.V. <2.0% 0.81 % cumple
recobro
Estabilidad temp. 2-8°c | | di | <2.0% 1.065 % cumple
Estabilidad temp. | di | <2.0% 0.0905 % cumple
Ambiente
Tolerancia C.V. <15.0% 2.16 % cumple
Robustez temperatura | di | <5.0% 2.16 % cumple
| di | <5.0% 2.14 % cumple
robustez buffer | di | <5.0% 2.56 % cumple
| di | <5.0% 2.46 % cumple
Limite de r’ >0.98 0.999 cumple
cuantificacion IC("1;) | noincluye el ( 846.05 cumple
0 ,1296.45)
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1VV.3. Andlisis de voluntarios

Resultados de muestras plasmaticas de voluntarios sanos.

De las tablas 13 a la 27 se presentan los resultados obtenidos de los 14 voluntarios a

los cuales se les administro capsaicina oral. Haciendo la observacion que no se obtuvo

ninguna respuesta al tratar de determinar concentraciones plasmaticas de capsaicina.

1VV.3.1 Adecuabilidad del sistema

FORMULAS:

Desviacién estandar

Coeficiente de variacion

Promedio
Dy

yo=t
n

S:\/n(zyZ)—(zyf

n(n—-1)

CV.=—*100

< |»

N = ndmero de muestras de contenido/potencia/valoracion

Por dia de trabajo se inyecta capsaicina en solucién, para verificacion de que el sistema
analitico opera con base a criterios preestablecidos por el proveedor, que permitan asegurar
un desemperfio optimo y la confiabilidad de los resultados de un método analitico, como se
puede observar en la siguiente tabla.

Tabla 30. Adecuabilidad del sistema

1 0.1250 40.338 563.77 0.071550963
2 39.968 556.17 0.071863436
3 40.666 575.76 0.070629756
4 39.961 565.18 0.070705033
5 39.667 567.99 0.06983762
6 40.187 572.16 0.070237101

SUMATORIA 0.42

N 6.00
PROMEDIO 0.070803985
DESV. EST. 0.000771463
% C. V. 1.089576312

CRITERIOS DE ACEPTACION
cv | <2%
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1VV.3.2 Linealidad del método

FORMULAS:
Pendiente Ordenada al origen Coeficiente de determinacion
PR Yy-b Y x o -
Y- (I by ==——= (XX~ (0 (v~ ()

n= numero de mediciones (Concentracion - Respuesta analitica).

INTERVALO DE CONFIANZA PARA LA PENDIENTE

I 2 b, Y xy-b
|C(ﬂ1):blﬂo.sws,n-zsh1 t0.975,n-2 ™ SV’XWZXZ_M SWX:\/ZV nZE );y 2

0.975 = Se refiere al valor de t de Student de tablas (Anexo 11)

En la siguiente se tabla se muestra el analisis de 5 muestras plasmaticas de diferente nivel
de concentacion para la curva de calibracion. Se prepara, procesa e inyecta por dia de
trabajo, el cual se utiliza para la determinacion de Capsaicina interpolando las areas
obtenidas de muestras plasmaticas de los voluntarios.
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Tabla. 31. Linealidad del método

1 0.03 13.757 321.419 0.0428008 0.0206869 31.04359
2 0.06 31.525 371.789 0.0847927 0.0652252 | -8.708619
3 0.12 49.521 334.341 0.1481152 0.1323875 | -10.32295
4 0.18 73.898 397.26 0.1860192 0.17259 4.1166704
5 0.21 82.84 375.774 0.2204517 0.2091104 | 0.4236308

Sumatoria 0.682180

Promedio 0.136436

n 5

Pendiente (m) 0.942828

Intercepto (b) 0.023297

Coef. Correl.(r) 0.993165

Figura 7. Grafica de linealidad del método
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1VV.3.3.Muestras de control en plasma
1V.3.3.1 Muestra de concentracién media

En la tabla 32 se observa el analisis de 3 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion baja, preparadas de manera individual. Estas muestras son intercaladas
durante el analisis de los voluntarios por dia, para evaluar la presiscion y repetibilidad del
método durante la corrida analitica.(ver Tabla 8. Cronograma de andlisis de voluntarios).

Tabla 32. Resultados estadisticos muestra concentracion Baja

1 0.09 47.612 408.04 0.12 0.0991 -10.06
2 0.09 49.686 443.225 0.11 0.0942 -4.65
3 0.09 37.781 316.331 0.12 0.1020 -13.30
SUMATORIA 135.079 1167.596 0.3482 0.2952 -28.0096
N 3
PROMEDIO 45.0263 389.1987 0.116 0.0984 -9.3365
DESV. EST. 6.3598 65.5116 0.004 0.0039 4.3663

1VV.3.3.2 Muestra de concentracién media

En la tabla 33 se observa el analisis de 3 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion Media, preparadas de manera individual. Estas muestras son intercaladas
durante el analisis de los voluntarios por dia, para evaluar la presiscion y repetibilidad del
método durante la corrida analitica.(ver Tabla 8. Cronograma de analisis de voluntarios).

Tabla 33. Resultados estadisticos muestra concentracion media

0.15 63.271 348.914 -11.75
2 0.15 61.614 344.373 0.1789 0.1651 -10.04
3 0.15 61.251 337.643 0.1814 0.1677 -11.80
SUMATORIA 186.136 1030.93 0.5417 0.5004 -33.5860
N 3
PROMEDIO 62.0453 343.6433 0.181 0.1668 -11.1953
DESV. EST. 1.0769 5.6708 0.001 0.0015 1.0029
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1V.3.3.3 Muestra concentracion alta

En la tabla 34 se observa el analisis de 3 muestras plasmaticas del mismo nivel de
concentracion Alta, preparadas de manera individual. Estas muestras son intercaladas
durante el analisis de los voluntarios por dia, para evaluar la presiscion y repetibilidad del
método durante la corrida analitica.(ver Tabla 8. Cronograma de analisis de voluntarios).

Tabla 34. Resultados estadisticos muestra concentracion alta

1 0.19 79.726 352 0.2265 0.2155 -13.43
2 0.19 81.184 370.734 0.2190 0.2076 -9.24
3 0.19 78.728 347.313 0.2267 0.2157 -13.53
SUMATORIA 239.638 1070.047 0.6722 0.6388 -36.2024
N 3
PROMEDIO 79.8793 356.6823 0.224 0.2129 -12.0675
DESV. EST. 1.2352 12.3927 0.004 0.0047 2.4513

IV.3.4 Resultados y cromatograma de voluntarios
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Tabla 35. Resultado de voluntario A (todos los tiempos de muestreo) En la siguiente
tabla se muestran los resultados de concentracion obtenida de capsaicina del voluntario A

en todos los tiempos de muestreo.

1 0 0 244.494 0.0000 -0.0283
2 0 0 249.752 0.0000 -0.0283
3 0 0 253.202 0.0000 -0.0283
4 0 0 247.908 0.0000 -0.0283
5 0 0 240.484 0.0000 -0.0283
6 0 0 246.18 0.0000 -0.0283
7 0 0 246.09 0.0000 -0.0283
8 0 0 309.827 0.0000 -0.0283
9 0 0 247.144 0.0000 -0.0283
10 0 0 323.479 0.0000 -0.0283
11 0 0 251.426 0.0000 -0.0283
12 0 0 245.809 0.0000 -0.0283
13 0 0 220.373 0.0000 -0.0283
14 0 0 266.432 0.0000 -0.0283
SUMATORIA 3592.6 0.0000 -0.3961
N

PROMEDIO 256.6143 0.0000 -0.0283

DESV. EST. 27.3256 0.0000 0.0000

% CV 10.6485 0.0000 0.0000

Figura 6. Cromatograma de voluntario A (tiempo 2.0 hrs de muestreo después de la ingesta
oral de capsaicina).
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Tabla 36. Resultado de voluntario B

En la siguiente tabla se muestran los resultados de concentracion extrapolada de capsaicina
del voluntario B en todos los tiempos de muestreo.

1 0 0 225.39 0.0000 -0.0276
2 0 0 326.682 0.0000 -0.0276
3 0 0 244.785 0.0000 -0.0276
4 0 0 284.486 0.0000 -0.0276
5 0 0 275.526 0.0000 -0.0276
6 0 0 324.952 0.0000 -0.0276
7 0 0 258.714 0.0000 -0.0276
8 0 0 216.413 0.0000 -0.0276
9 0 0 232.519 0.0000 -0.0276
10 0 0 296.924 0.0000 -0.0276
11 0 0 299.577 0.0000 -0.0276
12 0 0 235.032 0.0000 -0.0276
13 0 0 318.554 0.0000 -0.0276
14 0 0 247.695 0.0000 -0.0276
SUMATORIA SUMATORI | 3787.24 0.0000

A 9

N

PROMEDIO PROMEDIO | 270.517 0.0000

8
DESV. EST. DESV. EST. | 38.4070 0.0000
% CV % CV 14.1976 0.0000

Figura 7. Cromatograma de voluntario B (Tiempo 2.0 hrs de muestreo después de la ingesta

oral de capsaicina).
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Tabla 37. Resultado de voluntario C

En la siguiente tabla se muestran los resultados de concentracion obtenida de capsaicina del
voluntario C en todos los tiempos de muestreo.

1 0 0 338.267 0.0000 -0.0195
2 0 0 318.728 0.0000 -0.0195
3 0 0 316.811 0.0000 -0.0195
4 0 0 315.817 0.0000 -0.0195
5 0 0 324.013 0.0000 -0.0195
6 0 0 320.239 0.0000 -0.0195
7 0 0 333.362 0.0000 -0.0195
8 0 0 305.71 0.0000 -0.0195
9 0 0 334.341 0.0000 -0.0195
10 0 0 321.1 0.0000 -0.0195
11 0 0 320.021 0.0000 -0.0195
12 0 0 246.732 0.0000 -0.0195
13 0 0 322.337 0.0000 -0.0195
14 0 0 320.751 0.0000 -0.0195
SUMATORIA SUMATORIA 4438.229 0.0000

N
PROMEDIO PROMEDIO 317.0164 0.0000
DESV. EST. DESV. EST. 21.8709 0.0000
% CV % CV 6.8990 0.0000

Figura 8. Cromatograma de voluntario C (Tiempo 2.0 hrs de muestreo después de la ingesta
oral de capsaicina).
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Tabla 38. Resultado de voluntario D

En la siguiente tabla se muestran los resultados de concentracion obtenida de capsaicina del
voluntario D en todos los tiempos de muestreo.

1 0 0 273.081 0.0000
2 0 0 275.218 0.0000 -0.0070
3 0 0 314.952 0.0000 -0.0070
4 0 0 321.507 0.0000 -0.0070
5 0 0 307.955 0.0000 -0.0070
6 0 0 275.263 0.0000 -0.0070
7 0 0 304.254 0.0000 -0.0070
8 0 0 326.305 0.0000 -0.0070
9 0 0 306.503 0.0000 -0.0070
10 0 0 293.767 0.0000 -0.0070
11 0 0 263.011 0.0000 -0.0070
12 0 0 293.966 0.0000 -0.0070
13 0 0 306.696 0.0000 -0.0070
14 0 0 303.988 0.0000 -0.0070
SUMATORIA SUMATORI 4166.466 0.0000

A
N

PROMEDIO PROMEDIO 297.6047 0.0000
DESV. EST. DESV. EST. 19.3675 0.0000
% CV % CV 6.5078 0.0000

Figura 9. Cromatograma de voluntario D (Tiempo 2.0 hrs de muestreo después de la ingesta

oral de capsaicina).
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Tabla 39. Resultado de voluntario E

En la siguiente tabla se muestran los resultados de concentracion obtenida de capsaicina del
voluntario E en todos los tiempos de muestreo.

1 0 0 340.625 0.0000 -0.0070
2 0 0 339.164 0.0000 -0.0070
3 0 0 316.849 0.0000 -0.0070
4 0 0 333.075 0.0000 -0.0070
5 0 0 346.106 0.0000 -0.0070
6 0 0 318.191 0.0000 -0.0070
7 0 0 369.888 0.0000 -0.0070
8 0 0 321.339 0.0000 -0.0070
9 0 0 360.437 0.0000 -0.0070
10 0 0 336.516 0.0000 -0.0070
11 0 0 346.756 0.0000 -0.0070
12 0 0 316.066 0.0000 -0.0070
13 0 0 329.438 0.0000 -0.0070
14 0 0 302.258 0.0000 -0.0070
SUMATORIA SUMATORIA | 4676.708 0.0000

n
PROMEDIO PROMEDIO | 334.0506 0.0000
DESV. EST. DESV. EST. | 18.4562 0.0000
% CV % CV 5.5250 0.0000

Figura 10. Cromatograma de voluntario E (Tiempo 2.0 hrs de muestreo después de la

ingesta oral de capsaicina).
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Tabla 40. Resultado de voluntario F

En la siguiente tabla se muestran los resultados de concentracion obtenida de capsaicina del
voluntario F en todos los tiempos de muestreo.

1 0 0 226.547 0.0000 -0.0066
2 0 0 248.882 0.0000 -0.0066
3 0 0 187.573 0.0000 -0.0066
4 0 0 234.082 0.0000 -0.0066
5 0 0 221.066 0.0000 -0.0066
6 0 0 209.019 0.0000 -0.0066
7 0 0 235.42 0.0000 -0.0066
8 0 0 164.797 0.0000 -0.0066
9 0 0 239.765 0.0000 -0.0066
10 0 0 221.792 0.0000 -0.0066
11 0 0 201.54 0.0000 -0.0066
12 0 0 247.897 0.0000 -0.0066
13 0 0 202.692 0.0000 -0.0066
14 0 0 248.562 0.0000 -0.0066
SUMATORIA SUMATORIA 3089.634 0.0000

N
PROMEDIO PROMEDIO 220.6881 0.0000
DESV. EST. DESV. EST. 25.0466 0.0000
% CV % CV 11.3493 0.0000

Figura 11. Cromatograma de voluntario F (Tiempo 2.0 hrs de muestreo después de la
ingesta oral de capsaicina).
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Tabla 41. Resultado de voluntario G

En la siguiente tabla se muestran los resultados de concentracion obtenida de capsaicina del
voluntario G en todos los tiempos de muestreo.

1 0 0 287.502 0.0000 -0.0066
2 0 0 236.494 0.0000 -0.0066
3 0 0 257.462 0.0000 -0.0066
4 0 0 257.95 0.0000 -0.0066
5 0 0 261.746 0.0000 -0.0066
6 0 0 215.23 0.0000 -0.0066
7 0 0 234.103 0.0000 -0.0066
8 0 0 211.589 0.0000 -0.0066
9 0 0 228.172 0.0000 -0.0066
10 0 0 263.169 0.0000 -0.0066
11 0 0 265.711 0.0000 -0.0066
12 0 0 241.83 0.0000 -0.0066
13 0 0 241.995 0.0000 -0.0066
14 0 0 238.553 0.0000 -0.0066
SUMATORIA SUMATORIA 3441.506 0.0000

N
PROMEDIO PROMEDIO 245.8219 0.0000
DESV. EST. DESV. EST. 20.9338 0.0000
% CV % CV 8.5159 0.0000

Figura 12. Cromatograma de voluntario G (Tiempo 2.0 hrs de muestreo después de la
ingesta oral de capsaicina).
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Tabla 42. Resultado de voluntario H

En la siguiente tabla se muestran los resultados de concentracion obtenida de capsaicina del
voluntario H en todos los tiempos de muestreo.

1 0 0 276.701 0.0000 -0.0107
2 0 0 299.23 0.0000 -0.0107
3 0 0 269.857 0.0000 -0.0107
4 0 0 286.434 0.0000 -0.0107
5 0 0 249.478 0.0000 -0.0107
6 0 0 354.895 0.0000 -0.0107
7 0 0 292.606 0.0000 -0.0107
8 0 0 264.054 0.0000 -0.0107
9 0 0 219.174 0.0000 -0.0107
10 0 0 261.356 0.0000 -0.0107
11 0 0 281.249 0.0000 -0.0107
12 0 0 269.832 0.0000 -0.0107
13 0 0 231.365 0.0000 -0.0107
14 0 0 293.64 0.0000 -0.0107
SUMATORIA SUMATORIA | 3849.871 0.0000

N
PROMEDIO PROMEDIO | 274.9908 0.0000
DESV. EST. DESV. EST. | 32.6184 0.0000
% CV % CV 11.8616 0.0000

Figura 13. Cromatograma de voluntario H (Tiempo 2.0 hrs de muestreo después de la
ingesta oral de capsaicina).
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Tabla 43. Resultado de voluntario |

En la siguiente tabla se muestran los resultados de concentracion obtenida de capsaicina del
voluntario | en todos los tiempos de muestreo.

1 0 0 270.429 0.0000 -0.0107
2 0 0 220.031 0.0000 -0.0107
3 0 0 270.957 0.0000 -0.0107
4 0 0 356.093 0.0000 -0.0107
5 0 0 222.173 0.0000 -0.0107
6 0 0 238.664 0.0000 -0.0107
7 0 0 293.6 0.0000 -0.0107
8 0 0 311.084 0.0000 -0.0107
9 0 0 253.919 0.0000 -0.0107
10 0 0 190.672 0.0000 -0.0107
11 0 0 266.108 0.0000 -0.0107
12 0 0 285.175 0.0000 -0.0107
13 0 0 298.355 0.0000 -0.0107
14 0 0 270.187 0.0000 -0.0107
SUMATORIA SUMATORIA | 3747.447 0.0000

N
PROMEDIO PROMEDIO 267.6748 0.0000
DESV. EST. DESV. EST. 42.0161 0.0000
% CV % CV 15.6967 0.0000

Figura 14. Cromatograma de voluntario | (Tiempo 2.0 hrs de muestreo después de la
ingesta oral de capsaicina).
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Tabla 44. Resultado de voluntario J

En la siguiente tabla se muestran los resultados de concentracion obtenida de capsaicina del
voluntario J en todos los tiempos de muestreo.

1 0 0 276.402 0.0000 -0.0107
2 0 0 284.574 0.0000 -0.0107
3 0 0 269.808 0.0000 -0.0107
4 0 0 273.949 0.0000 -0.0107
5 0 0 296.839 0.0000 -0.0107
6 0 0 249.044 0.0000 -0.0107
7 0 0 287.06 0.0000 -0.0107
8 0 0 258.74 0.0000 -0.0107
9 0 0 311.843 0.0000 -0.0107
10 0 0 306.888 0.0000 -0.0107
11 0 0 275.921 0.0000 -0.0107
12 0 0 221.381 0.0000 -0.0107
13 0 0 271.266 0.0000 -0.0107
14 0 0 220.153 0.0000 -0.0107
SUMATORIA SUMATORIA 3803.868 0.0000

N
PROMEDIO PROMEDIO 271.7049 0.0000
DESV. EST. DESV. EST. 27.4596 0.0000
% CV % CV 10.1064 0.0000

Figura 15. Cromatograma de voluntario J (Tiempo 2.0 hrs de muestreo después de la

ingesta oral de capsaicina).
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Tabla 45. Resultado de voluntario K

En la siguiente tabla se muestran los resultados de concentracion obtenida de capsaicina del
voluntario K en todos los tiempos de muestreo.

1 0 0 259.112 0.0000 -0.0014
2 0 0 224.527 0.0000 -0.0014
3 0 0 271.519 0.0000 -0.0014
4 0 0 214.407 0.0000 -0.0014
5 0 0 200.89 0.0000 -0.0014
6 0 0 211.347 0.0000 -0.0014
7 0 0 220.069 0.0000 -0.0014
8 0 0 135.311 0.0000 -0.0014
9 0 0 220.403 0.0000 -0.0014
10 0 0 251.418 0.0000 -0.0014
11 0 0 286.154 0.0000 -0.0014
12 0 0 258.154 0.0000 -0.0014
13 0 0 213.972 0.0000 -0.0014
14 0 0 164.186 0.0000 -0.0014
SUMATORIA SUMATORIA 3131.469 0.0000

N
PROMEDIO PROMEDIO 223.6764 0.0000
DESV. EST. DESV. EST. 40.7900 0.0000
% CV % CV 18.2362 0.0000

Figura 16. Cromatograma de voluntario K (Tiempo 2.0 hrs de muestreo después de la

ingesta oral de capsaicina).
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Tabla 46. Resultado de voluntario L

En la siguiente tabla se muestran los resultados de concentracidn obtenida de capsaicina del
voluntario L en todos los tiempos de muestreo.

1 0 0 194.461 0.0000 -0.0014
2 0 0 223.262 0.0000 -0.0014
3 0 0 214.561 0.0000 -0.0014
4 0 0 238.496 0.0000 -0.0014
5 0 0 281.063 0.0000 -0.0014
6 0 0 271.005 0.0000 -0.0014
7 0 0 240.658 0.0000 -0.0014
8 0 0 266.746 0.0000 -0.0014
9 0 0 244.446 0.0000 -0.0014
10 0 0 224.417 0.0000 -0.0014
11 0 0 293.279 0.0000 -0.0014
12 0 0 279.29 0.0000 -0.0014
13 0 0 229.519 0.0000 -0.0014
14 0 0 226.916 0.0000 -0.0014
SUMATORIA SUMATORIA 3428.119 0.0000
N

PROMEDIO PROMEDIO | 244.8656 0.0000

DESV. EST. DESV.EST. | 29.0373 0.0000

% CV % CV 11.8585 0.0000

Figura 17. Cromatograma de voluntario L (Tiempo 2.0 hrs de muestreo después de la

ingesta oral de capsaicina).
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Tabla 47. Resultado de voluntario M

En la siguiente tabla se muestran los resultados de concentracion obtenida de capsaicina del
voluntario M en todos los tiempos de muestreo.

1 0 0 332.564 0.0000 -0.0014
2 0 0 273.039 0.0000 -0.0014
3 0 0 276.059 0.0000 -0.0014
4 0 0 279.126 0.0000 -0.0014
5 0 0 277.877 0.0000 -0.0014
6 0 0 201.662 0.0000 -0.0014
7 0 0 239.063 0.0000 -0.0014
8 0 0 312.821 0.0000 -0.0014
9 0 0 296.662 0.0000 -0.0014
10 0 0 298.03 0.0000 -0.0014
11 0 0 285.143 0.0000 -0.0014
12 0 0 290.18 0.0000 -0.0014
13 0 0 303.508 0.0000 -0.0014
14 0 0 285.892 0.0000 -0.0014
SUMATORIA SUMATORIA 3951.626 0.0000

N
PROMEDIO PROMEDIO 282.2590 0.0000
DESV. EST. DESV. EST. 31.5873 0.0000
% CV % CV 11.1909 0.0000

Figura 18. Cromatograma de voluntario M (Tiempo 2.0 hrs de muestreo después de la

ingesta oral de capsaicina).
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Tabla 48. Resultado de voluntario N

En la siguiente tabla se muestran los resultados de concentracion obtenida de capsaicina del
voluntario N en todos los tiempos de muestreo.

1 0 0 295.29 0.0000 -0.0014
2 0 0 280.748 0.0000 -0.0014
3 0 0 256.8 0.0000 -0.0014
4 0 0 251.916 0.0000 -0.0014
5 0 0 257.772 0.0000 -0.0014
6 0 0 236.745 0.0000 -0.0014
7 0 0 265.274 0.0000 -0.0014
8 0 0 259.486 0.0000 -0.0014
9 0 0 235.854 0.0000 -0.0014
10 0 0 253.568 0.0000 -0.0014
11 0 0 281.292 0.0000 -0.0014
12 0 0 279.523 0.0000 -0.0014
13 0 0 289.243 0.0000 -0.0014
14 0 0 302.018 0.0000 -0.0014
SUMATORIA SUMATORIA 3745.529 0.0000

N
PROMEDIO PROMEDIO 267.5378 0.0000
DESV. EST. DESV. EST. 20.7724 0.0000
% CV % CV 7.7643 0.0000

Figura 19. Cromatograma de voluntario N (Tiempo 2.0 hrs de muestreo después de la
ingesta oral de capsaicina.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

V.1 Validacion de metodologia

Anadlisis de Datos

Por cada dia de trabajo se incluyo en la corrida analitica Adecuabilidad del sistema
y Curva de calibracion. El método demostro ser Lineal (r2= 0.9999), Exacto (CV.= 0.26) y

Reproducible (CV. 0.72 inter-dias y con diferente analista).

La prueba de especificidad demostr6 que no hay Interferencia en compuestos
enddgenos y exdgenos. La estabilidad en solucion demostrd ser estable por al menos 8 dias
en los dias de duracion de la Validacion de capsaicina con un coeficiente de variacion
menor del 2.0%. EI método demostrd ser robusto en los cambios realizados, coeficientes
de variacion menor al 3.0%.Con base en los resultados obtenidos en cada parametro de
desempefio se aprueba la validacion del método por Cromatografia de liquidos de alta
resolucion con detector de fluorescencia, para la determinacion 6 Valoracion de Capsaicina

en plasma Humano.
V.2 Analisis de voluntarios

Por cada dia de trabajo se prepard: Adecuabilidad del sistema C.V. menor del 2%,
Curva de Calibracién r2 mayor 0.99 y muestras control con una desviacion Absoluta
menor del 15% Con respecto a los resultados obtenidos en la prueba de valoracion por
método CLAR-FLD para la determinacién de Capsaicina en plasma humano no se obtuvo
respuesta del analisis de 14 muestras por Voluntario sano, por lo que no se determind
capsaicina en plasma humano.
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Para descartar algun error en el proceso analitico se incluyo en la corrida analitica
muestras control (muestras a concentracion Baja, Media y Alta) intercaladas con las
muestras de los voluntarios por dia de analisis . Las muestras control cumplen con criterios
de aceptacion. Creemos basado en los resultados obtenidos que la administracion de
ranitidina 1V fue un factor que bloqueo al receptor TPRV1 y antagonizo la absorcién de

capsaicina la cual no permitio realizar calculos de pardametros farmacocinéticos.

V.3 Administracion de la tableta de capsaicina

Se concluye que la administracion oral en presentacion oral de tabletas no es una
alternativa para prescribir capsaicina, pues todos los voluntarios manifestaron dolor
epigastrico de leve a grave. Se confirma que capsaicina presenta una buena absorcion local
la cual favorece a una depletacion masiva de neuropeptidos en forma regional la cual
origina una hiperexcitacion de terminaciones dolorosas locales que explican el dolor

presentado por todos los voluntarios.

Este dolor la pirosis y nauseas estan asociados a la estimulacion de los receptores
TPRV1 que se encuentran en la region de tercio inferior de esofago y parte alta de
estomago. Al tratar de determinar concentraciones plasmaticas no fue posible esto debido a

los siguientes factores.

Por las manifestaciones clinico de dolor epigastrico se administré ranitidina el cual

es un antagonista de los receptores H, de la histamina en células parietales de estbmago.
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Esto abre la oportunidad de que los receptores TPRV1 fueron tambien
antagonizados por la ranitidina, y otra que estos receptores que promueven inflamacion
neurogenica por la liberacion de neuropeptidos especificamente el P fue tan masiva a nivel
local que origina una reaccion inflamatoria tan intensa que evito la absorcién sistema de

capsaicina, un ejemplo de esto es el voluntario que se manejo con prednisona.

Se realizara otro ensayo clinico con capsaicina en voluntarios sanos pero se
elaborara una presentacion farmacéutica basada en un sistema de liberacion controlada. Las
nano particulas lipidicas protegen las moléculas de farmacos susceptibles de degradarse
bajo la influencia de agentes externos como la luz y el agua, presentan una mejor
biodisponibilidad y podrian ser disefiadas para dar perfiles de liberacion prolongada de

sustancias activas poco solubles en agua, al incorporarlas en la matriz lipidica solida.

La neuropatia diabética por su etiologia multifactorial es de esperarse que el
manejo de la misma sea muy complejo, puesto que se deben de abordar lineas de manejo
que incluyan desde los aspectos nutricionales, psicologicos y farmacoldgicos. En este tenor
el manejo farmacoldgico debe de ser muy amplio pues no nada mas se maneja el control de
las glucemias que ya se ha visto que es esencial, sino el manejo del dolor, el cual presenta
un aspecto de tipo subjetivo. En casos de neuropatia dolorosa esta puede producir un dolor

intenso e invalidante.

Se estan investigando medios farmacologicos en este momento tales como factores
de crecimiento nervioso y otros que posiblemente puedan utilizarse en los proximos afios.
Si se han producido notables avances en el control del dolor asociado a algunos de estos

casos, que en ocasiones es de una intensidad altisima y no responde a medidas habituales.
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Razon por la cual debemos de buscar alternativas con principios activos como la
capsaicina la cual presenta un mecanismo de accion muy preciso mediante la depletacion
de neuropeptidos asociados intimamente con la transmision del dolor. Sin embargo se
requiere de mas estudios para determinar si capsaicina administrada por via oral es efectiva

para tratar neuropatia dolorosa analizando su indicacion terapéutica para este rubro.
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ANEXO 1

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA
“2014 ANO, DE OCTAVIO PAZ"

Tijuana Baja California, 05 de Noviembre del 2014
Oficio No. 1423/2014-2

M.C GILBERTO QUINONES PALACIOS

Presente.-

Por medio de este conducto, me permito informarle que se sometio a
revision a la Comisién de Bioética de esta Facultad, la revision del proyecto de
investigacidn titulado "ESTUDIO PILOTO CLINICO FASE | PARA EVALUAR LOS
ASPECTOS FARMACOCINETICOS DE CAPSAICINA TABLETAS DE 7.5 MG EN
SUJETOS DE INVESTIGACION SANOS DE AMBOS GENEROS BAJO
CONDICIONES DE AYUNO", el cual tuvo como resultado un dictamen
APROBATORIO (se anexa).

Sin mas por el momento, me despido de usted enviandole un cordial
saludo.

DR. ALFREDO RENAN,/GONZALEZ RAMIREZ
DIRECTOR

.o Bra Adviana C. Vargas Opeda.- Coord, Pesgrads & Investigacion FMP
C.o.p- Cireecién
mea
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ANEXO 2

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA
Comité de Bioética

Tijuana, Baja California a 4 de Noviembre del 2014.

DR. ALFREDO RENAN GONZALEZ RAMIREZ ;
DIRECTOR FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA
PRESENTE.

Por medio del presente y aprovechando para extenderle un cordial saludo se le
notifica que, después de revisar la solicitud de revision del proyecto de investigacion con
titulo:

“Estudio piloto clinico Fase | para evaluar los aspectos farmacocinéticos de
capsaicina tabletas de 7.5mg en sujetos de investigacién sanos de ambos géneros
bajo condiciones de ayuno.”

|.P.: M.C. Gilberto Quifiones Palacios

en comisién especifica integrada por la Lic. Psic. Diana Lizeth Garcia y por su servidor Dr.
Miguel Angel Fraga Vallejo, el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina y
Psicologia, ha decidido el siguiente dictamen:

APROBADO

Los fundamentos para dicha decisién se basan en que es un proyecto clasificado
“Categoria |Il. Con riesgo mayor que el minimo” de acuerdo al Articulo 17 del Reglamento
de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud por haber cumplido
con las caracteristicas para dicho nivel, ademas de cubrir l0s requisitos de privacidad y
respeto a los sujetos en investigacion durante todo el proceso y manejo de la informacion.
Asi mismo, el consentimiento informado retne los requisitos sefialados en el Art. 21 de
dicha Ley. Por llevarse a cabo con estudiantes universitarios como sujetos de
investigacion, la terminologia del Cl es pertinente a dicho grupo y se requiere no reciban
ninguin tipo de compensacion o incentivo académico por su participacion.

La presente aprobacion es para su aplicacion en un periodo no mayor a DOS ANOS a
partir de la fecha del dictamen. Para mantener la vigencia del mismo, se requiere entregar
a este Comité de Bioética por escrito y en forma inmediata, reporte detallado de
incidentes sucedidos en perjuicio de sujetos en investigacion. A la vez, cualquier cambio
al protocolo requiere de notificacion también por escrito antes de su aplicacion.
UNIVERSIDAD AUTONOMA

: DE B ALIFORNI2
Sin mas por el momento, quedo de Usted como su S.S. AJA CALIFORNIA

ECIBID
NOV 04 2014
E:C ) BiED
FACULTAD DE MEDICINA ¥ PSICOLO

Carmel

C.c.p. Archivo Comité de Bioética / D102
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ANEXO 3. Formato de reacciones adversas

Cofepris[$S> Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios

R AVISO DE SOSPECHAS DE REACCIONES ADVERSAS DE MEDICAMENTOS
No.DE INGRESO (USO EXCLUSIVO DE LA COFEPRIS) NO. RUPA

ANTES DE LLENAR ESTE FORMATO LEA CUIDADOSAMENTE EL INSTRUCTIVO, LA GUIA Y EL LISTADO DE DOCUMENTOS ANEXOS.
LLENAR CON LETRA DE MOLDE LEGIBLEO A MAQUINA O A COMPUTADORA

1 AVISO DE SOSPECHAS DE REACCIONES ADVERSAS DE LOS MEDICAMENTOS:

No. DE NOTIFICACION ( de acuerdo a origen) No. DE NOTIFICACION (general) No DE NOTIFICACION (laboratorio)

2 DATOS DEL PACIENTE:

INICIALES DEL PACIENTE FECHA DE NACIMIENTO EDAD SEXO ESTATURA (cm) PESO (kg)

ARNO | MES | DIA ARNOS |MESES I:lF I:lM

3 DATOS DE LA SOSPECHA DE REACCION ADVERSA:

FECHA DE INICIO DE LA REACCION

DIA MES ANO

DESCRIPCION SOSPECHA DE REACCION ADVERSA (INCLUYENDO LOS DATOS DE EXPLORACION Y DE LABORATORIO)

CONSECUENCIAS DEL EVENTO

DRECUPERADO SIN SECUELA DMUERTE-DEBIDOA LA REACCION ADVERSA DNO SE SABE
D RECUPERADO CON SECUELA D MUERTE-EL FARM ACO PUDO HABER CONTRIBUIDO
D NO RECUPERADO D MUERTE- NO RELACIONADA AL MEDICAMENTO

4 INFORMACION SOBRE EL MEDICAMENTO SOSPECHOSO:

NOM BRE GENERICO DENOM INACION DISTINTIVA LABORATORIO PRODUCTOR
NUMERO DE LOTE FECHA DE CADUCIDAD DOSIS
VIA DE ADM INISTRACION FECHAS DE LA ADM INISTRACION MOTIVO DE PRESCRIPCION
INICIO TERMINO
DIA MES ANO DIA MES ANO

¢SE RETIRO EL M EDICAM ENTO SOSPECHOSO? sl I:I NO I:I NO SABE
(DESAPARECIO LA REACCION AL SUSPENDER EL MEDICAMENTO? El I:INO I:lNO SABE
(SE DISMINUYO LA DOSIS? sl I:INO

(CUANTO?
¢SE CAMBIO LA FARMACOTERAPIA? I:IS\ I:INO

(CUAL?
(REAPARECIO LA REACCION AL READM INISTRAR EL M EDICAM ENTO? El I:'NO I:INO SABE
SINO SE RETIRO EL M EDICAM ENTO. ¢(PERSISTIO LA REACCION? El I:INO I:INO SABE

5 FARMACOTERAPIA CONCOMITANTE:

FECHAS

VIAS DE ~
MEDICAMENTO DOSIS ADM INISTRACION INICIO TERMINO MOTIVO DE PRESCRIPCION

DIA MES ANO| DIA MES ARNO|
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6 DATOSIMPORTANTES DE LA HISTORIA CLINICA:

JDiagnésticos, alergias, embarazo, cirugia previa, datos del laboratorio

7 PROCEDENCIA DE LA INFORMACION:

NOMBRE Y DIRECCION DEL INFORMANTE (LABORATORIO PRODUCTOR O PROFESIONAL). TELEFONO

Fecha de recepcién en el laboratorio (a) ¢Informado en el periodo estipulado? (a) ¢Informé estareaccion al laboratorio productor? (b)
bia Mes Ao s [ Jwo [Js [ Jwo

ORIGEN Y TIPO DEL INFORME

TABORATORIO PRODUCTOR PROFESIONAL
IIPODE INFORME: IIPODE INFORME:

DlNlClAL DSEGUlM IENTO DESTUDlO D|N|C|AL DSEGUlM IENTO
ORIGEN: ORIGEN:

PROFESIONAL DE LA SALUD [] paciente [ ] HospmaL [ ]

ASISTENCIA EXTRAHOSPTALARIA [ | ospaL [ | STENCIA EXTRAHOSPITALARIA [ |

INOTA: EL ENVIO DE ESTE INFORM E NO CONSTITUYE NECESARIAMENTE UNA ADM ISION DE QUE EL MEDICAMENTO CAUSO LA REACCION ADVERSA.
(a)EN CASO DE QUE ELINFORMANTE SEA ALLABORATORIO PRODUCTOR.
(b)EN CASO DE QUE EL INFORMANTE SEA UN PROFESIONAL.

LOS DATOS O ANEXOS PUEDEN CONTENER INFORMACION CONFIDENCIAL ¢ESTA DE si NO
ACUERDO EN HACERLOS PUBLICOS?

PARA CUALQUIER ACLARACION, DUDA Y/O COMENTARIO CON RESPECTO A ESTE TRAMITE, SIRVASE LLAMAR AL CENTRO DE CONTACT(
CIUDADANO (SACTEL) A LOS TELEFONOS 2000-2000 EN EL D.F. Y AREA METROPOLITANA, DEL INTERIOR DE LA REPUBLICA SIN COSTO PARA E
USUARIO AL 01:800-386-24-66 O DESDE ESTADOS UNIDOS Y CANADA AL 1800-475-2393,0 A LOS TELEFONOS DE LA COFEPRIS EN EL D.F.DE CUALQUIEH
PARTE DEL PAIS MARQUE SIN COSTO EL 0%:800-033-5050 Y EN CASO DE REQUERIR EL NUMERO DE INGRESO Y/O SEGUIMIENTO DE SU TRAMIT
|_ENVIADO AL AREA DE TRAMITACION FORANEA MAROQUE SIN COSTO AL 01:800-420-4224.
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ANEXO 4. Consentimiento Informado.Hoja de informacion al voluntario

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL SUJETO DE

INVESTIGACION

Clave del protocolo:

Titulo

Patrocinador:
Investigador principal:

Teléfono:

Teléfono contacto 24 horas:

Institucion sede:

PROINVOO01V1CUABEC

ESTUDIO PILOTO CLINICO FASE 1, PARA
EVALUAR LOS ASPECTOS
FARMACOCINETICOS DE CAPSAICINA
TABLETA DE 75 mg EN SUJETOS DE
INVESTIGACION SANOS,DE AMBOS
GENEROS,BAJO CONDICIONES DE AYUNO

Victory Enterprises, S.A. de C.V.
M en C.Gilberto Quinonez Palacio

906-1535 Extension 208 , de lunes a viernes de 8:00 a
16:00 horas

0456653929089 las 24 horas ( Gilberto Quifiones
Palacio )

Hospital Virtual, Centro de Ciencias de la Salud,
unidad Académica Valle Las Palmas
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NATURALEZA Y PROPOSITO DEL ESTUDIO

Se le invita a participar, de manera voluntaria, en un estudio para comparar las
concentraciones en su sangre de capsaicina, un medicamento utilizado para el manejo de
dolor .Este estudio no tiene como proposito cumplir con un tratamiento, sino conocer el

comportamiento del medicamento dentro de su cuerpo.

Objetivo. Determinar los parametros farmacocinéticos plasmaticos de capsaicina
después de la administracion oral de una tableta con 7.5 mg, expresados como Area bajo la
curva de tiempo cero a la ultima determinacion (ABC 0-1), Concentracion plasmatica
méaxima (CPmax), Tiempo en el que alcanza la concentracion plasmatica maxima (Tmax).

Vida media de eliminacion (T %2) y Volumen aparente de distribucion (\Vd).

Justificacion.Se ha visto en la actualidad que el manejo analgésico de la Neuropatia
Diabética es complejo y que no existe un tratamiento Unico para esto, razén por la cual se
deben instituir manejo con diversos principios activos para lograr una analgesia adecuada
en la neuropatia. Tomando en cuenta todos los factores anteriormente expuestos considero
que la investigacién de este compuesto proporcionara informacién en el campo de la

analgesia para el manejo de la neuropatia diabética.

PROCEDIMIENTOS DE ESTUDIO

Las fases de evaluacion para el presente estudio incluyen:

1. Fase de Pre-seleccién
2. Fase de Seleccion

3. Fase de Conduccién
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1. Fase de Pre-seleccién

En esta visita se le explicard con detenimiento en qué consiste el estudio, se le dara
a leer el presente formato de consentimiento y se le explicaran los riesgos y beneficios de
su participaciéon. Se hara su historia clinica completa que incluye interrogatorio sobre su
estado de salud y un examen fisico. Si usted lo desea, se les podré brindar la informacién
también a sus familiares que lo acomparfien. Si usted acepta participar y firma el presente
formato de consentimiento informado, en el ingreso se efectuard una valoracion clinica que
consiste en interrogatorio por aparatos y sistemas con exploracion fisica, con objeto de
verificar que el sujeto sigue siendo candidato apto para el estudio. Se tomaran muestras de
sangre y orina para los pruebas de embarazo en el caso de las mujeres y para la deteccion
de droga de abuso. Ademas se realizara una prueba de alcohol en aliento. Al término de la
prueba se hace un interrogatorio, exploracion fisica, toma de signos vitales y seguimiento
de eventos adversos. Los sujetos deberan reportar al médico cualquier sintoma que
presenten desde el ingreso y después de la dosificacion, y en caso de manifestarlo se
proporcionara la atencién al sujeto y se haran las anotaciones en los documentos
correspondientes. Dentro de las horas previas a la administracion de la dosis, a cada sujeto
se le tomard (sentado) la presion arterial, el pulso, la frecuencia respiratoria y la
temperatura. Estos valores deben estar dentro de la normalidad para que el sujeto continte
participando en el estudio. En caso de que alguno de los sujetos presente variaciones
clinicamente significativas fuera de los rangos de normalidad en sus cifras de presion
arterial y pulso en el periodo de confinamiento post-dosis, sera vigilado estrechamente por
el meédico responsable y de persistir esta variacion serd evaluada su continuidad en el

estudio por el investigador principal.
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2. Fase de seleccion

Se revisaran los resultados de su historia clinica, examen fisico, estudios de sangre,
orina, (pruebas de embarazo mujeres), electrocardiograma en caso de encontrarlos dentro

de limites normales, se le confirmara su participacion en el estudio.

3. Fase de conduccion

Incluye 1 periodo de estancia de aproximadamente 13 horas en el Hospital Virtual

del Centro de Ciencias de la Salud de la unidad académica Valle Las Palmas.

Periodo 1

Descripcion del Dia 1 (Ingreso a Hospital Virtual)

Usted ingresaré a la Unidad de Investigacion a partir de las 7:00 horas, después de
asegurarse de que la cena sea antes de diez horas previas a la administracién de la dosis. El
médico del Hospital virtual realizard una evaluacion clinica a su ingreso para conocer Si
usted cumplié con las indicaciones para alimentacion y restricciones que se le dieron

previamente. Llevaran ropa comoda pants y sudadera.

Previo a su ingreso se realizara una revision minuciosa y respetuosa de pertenencias
por el personal de enfermeria, con la finalidad de garantizar que durante el ingreso al
Hospital Virtual no se introduzcan alimentos, bebidas, objetos punzocortantes,
medicamentos, talcos, pomadas, o cualquier otro objeto que ponga en riesgo su seguridad,
la de los otros sujetos de investigacion ni del estudio. Posteriormente pasaran los

voluntarios a la sala de hospitalizacion donde se le asignara su cama.
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Descripcidn del Dia 1. En este dia se realizaran las siguientes actividades:

hacer su estancia lo méas confortable posible. El area de confinamiento cuenta con 300 m

A las 7:00 horas aseo personal he ingesta de 250 ml agua e ingesta de 1 tableta de
capsaicina de 7.5mg.

De 7:30 a 8:00 horas instalacion del catéter (toma de muestra control o “0”).

A las 8:00 horas, administracion oral del medicamento de prueba con 250 ml de
agua a Temperatura ambiente por via oral.

De las 8:15 a las 20:00 toma de muestras de acuerdo al cronograma de toma de
muestras.

A partir de las 11:00 horas se realizara un trazo DII largo de electrocardiograma a
partir de las 3 horas post-dosis para verificar la funcion cardiaca, la prueba debe ser
sin alteraciones de significancia clinica.

A partir de las 12:00 horas, desayuno.

A partir de las 16: horas, comida.

A partir de las 21:00 horas, alta de la unidad clinica y alta temporal con cita abierta.

Usted dispondra de comodas instalaciones y servicios de esparcimiento orientados a

2

aproximadamente, area para resguardo de pertenencias y facilidades para su aseo. El

personal lo atendera con cortesia y calidad. Los médicos y enfermeras han recibido cursos

de investigacion farmacoldgica, buenas practicas clinicas asi como atencion de emergencias

médicas.

146



RIESGOS Y POSIBLES MOLESTIAS

El objetivo de este estudio no es mejorar su estado de salud, sino obtener
informacion sobre la absorcién del medicamento a estudiar. Las reacciones adversas que
pudieran presentarse son:

Sistema u 6rgano afectado Reaccidon adversa

Gastrointestinal -Pirosis, Dispepsia

Le pedimos que cualquier sintoma, por leve que éste sea, que a usted le cause
desconcierto o malestar durante el estudio, sobre todo después de la ingestién del
medicamento, avise de inmediato a cualquier médico o enfermera presente.

El medicamento NO debe administrarse:

= Durante el embarazo o el periodo de lactancia.

Por otro lado, dado que se le colocara un pequefio catéter o dispositivo para obtener
las muestras sanguineas sin picar el brazo en cada ocasion, puede ocurrir dolor, inflamacion
0 moretones leves en el antebrazo. El personal de enfermeria esta capacitado para reducir al
minimo posible este tipo de complicaciones, aunque pudiera presentarse dolor o moretones
en el sitio de las punciones y donde se coloque el catéter. En caso que esto sucediera, usted
recibird indicaciones para llevar a cabo los cuidados necesarios hasta su resolucion. En caso
de presentarse cualquier efecto secundario al medicamento o por los procedimientos, los
costos que se generen por su tratamiento seran totalmente gratuitos para usted y seran
cubiertos por el patrocinador. No olvide que en todo momento debera informar al
Investigador Principal, Médico en Investigacion a cargo del estudio, cualquier molestia
durante la conduccion del estudio.
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RECOMENDACIONES

Durante su estancia debera conocer y seguir las siguientes reglas del Hospital Virtual:

a)

b)

d)

f)

9)

h)

Queda estrictamente prohibido a cualquier persona fumar.

No deberd consumir bebidas alcohdlicas desde 24 horas antes de cada
confinamiento

No debera fumar desde 24 horas antes del ingreso a confinamiento y debera
abstenerse del mismo durante toda su participacion.

No consumir jugo de toronja o de uva, bebidas de cola, chocolate en cualquier
presentacion (barra, polvo, atole, dulces, mole, licuados, malteadas, helados, etc.) y
agua de Jamaica desde 24 horas antes del ingreso a cada confinamiento.

No consumir café o bebidas con cafeina en las 24 horas previas a los
confinamientos.

Consumo de alimentos preparados al carbon en las 24 horas previas al ingreso a
cada confinamiento.

Esta prohibido ingerir otros medicamentos en los periodos sefialados por su médico.
En caso de haberlo hecho, debera ser notificado al médico del estudio.

Si usted no cumple con cualquiera de los puntos mencionados anteriormente (a, b, c,

d, e, f, q) nos veremos en la necesidad de eliminarlo del estudio puesto que los

datos incompletos no serdn de utilidad para el estudio.

Lo invitamos a leer cuidadosamente esta informacion y aceptar solo en caso de

tener plena sequridad de poder cumplir con las restricciones que dicta el protocolo

de investigacion.
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)

K)

El dia de su ingreso al Hospital Virtual se le proporcionara un gafete que contendra
su namero de identificacion en el estudio. Estas medidas son por su seguridad.
Debera respetar la hora de asignacion de consumo de alimentos y las indicaciones
para ingerir 1os mismos.

Debera respetar la cama que le sea asignada para dormir y descansar.

Si por alguna razon usted requiere tomar algun medicamento, debera valorarlo el

médico encargado y so6lo él podra autorizarlo.

m) La practica de ejercicio o actividades extenuantes debera evitarse desde 24 horas

p)

antes de la administracion del medicamento y durante su permanencia en la unidad
de investigacion.

Durante su estancia, usted serd cuidado en forma continua por el personal del
Hospital virtual; la autorizacion para abandonar el centro serd proporcionada
unicamente por el Investigador Principal .

Es importante informar al médico inmediatamente sobre cualquier molestia que
pudiera presentar durante el estudio (por ejemplo: antes o después de que haya
tomado el medicamento).

Finalmente, se espera que durante la realizacién del estudio usted se sujete a
todas las reglas e instrucciones que se le proporcionen. Esto es muy importante
para que usted se encuentre bien asi como para asegurar el éxito y la utilidad del
estudio. Si por alguna razon usted no pudiera seguir alguna de las instrucciones

indicadas, debera reportarlo inmediatamente al Investigador.
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CONFIDENCIALIDAD

Toda la informacidn correspondiente a su estado de salud serd manejada de manera
estrictamente confidencial. Sin embargo, mediante esta carta usted otorga su aceptacion por
escrito, para que el laboratorio patrocinador y sus monitores y auditores, miembros del
Comité de Etica en Investigacion y Comité de Investigacion y las autoridades sanitarias que
correspondan (en este caso, la Secretaria de Salud) puedan tener acceso a su expediente
médico con el fin de verificar la autenticidad de la informacion, conocer su evolucion
clinica, asi como evaluar la calidad de los servicios que se le proporcionan, sin que su
identidad sea revelada. Eventualmente, los resultados podran ser utilizados para generar
una publicacion médica, a juicio de los investigadores y del patrocinador. Todas las
personas involucradas estdn comprometidas a guardar la informacion de manera
confidencial y velar por la seguridad fisica, moral y psicoldgica de los sujetos de

investigacion participantes.
PARTICIPACION Y TERMINACION

Su participacion en este estudio es voluntaria. Usted tiene la opcion de no aceptar o
bien, renunciar en el momento que usted lo desee, sin que esto repercuta en la calidad de la
atencion médica. En caso de surgir durante el estudio informacién relevante, se le
informara inmediatamente para que pueda evaluar libremente si continda o no dentro del
estudio. El Investigador principal/Coordinador de Estudio, también tiene la libertad de
suspender su participacion en el estudio en caso de identificar incumplimiento por su parte,
0 bien, con el fin de proteger su salud. El patrocinador también puede decidir suspender el

estudio por convenir asi a sus intereses.
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PERSONAS A CONTACTAR

Si tiene alguna pregunta sobre este estudio y desea tener mayor informacion, por
favor llame al Dr. Gilberto Quinonez Palcioal teléfono 905-1535 Ext. 50208, de lunes a
viernes de las 08:00 a las 16:00 horas, y al teléfono de contacto de 24 horas: 045 665

392-9089.

Si usted desea presentar una queja relacionada con la atencion recibida durante su

participacion en el estudio, deberd indicarlo al Coordinador del Hospital virtual.
CONSIDERACIONES ETICAS

Con el fin de garantizar la seguridad de los participantes en el estudio, éste se
realizard bajo las recomendaciones de la Asociacion Médica Mundial (conforme a la
Declaracion de Helsinki de 1964 con la enmienda vigente y en apego a la Ley General de
Salud, su Reglamento en Materia de Investigacion para la Salud, la NOM-177-SSA1-2013,
la NOM-004-SSA3-2012, la NOM-220-SSA1-2012 y la NOM-012-SSA3-2012. Ademas,
los procedimientos de este estudio han sido revisados y aprobados por el Comité de Etica.
El presente estudio incluye a un total de 40 sujetos de investigacion sanos que libremente

acepten participar en él.

El sujeto de investigacion puede rehusar a continuar participando, sin que esto sea
penalizado o represente pérdida de algin derecho o beneficio y conservara su derecho a los
cuidados médicos necesarios, durante su estancia en la Unidad o mientras permanezca en el

estudio.
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DECLARACION Y FIRMA DE CONSENTIMIENTO DEL SUJETO DE

INVESTIGACION

Manifiesto haber leido y entendido completamente el objetivo del estudio,
haber tenido la oportunidad de tiempo y espacio para meditar acerca de mi decision
de participar o no, y tiempo y espacio a solas con el médico para aclarar mis dudas,
hacer preguntas adicionales y recibir respuestas satisfactorias. Entiendo la razén por la
que se requiere recopilar la informacion de este estudio asi como el manejo que se le dara a

la misma, con lo cual estoy totalmente de acuerdo.

Asi mismo, manifiesto que lo que he expresado en mi historial clinico sobre mi
actual estado de salud es veraz y por lo tanto exento de toda responsabilidad legal que
surgiera o se ligara a una declaracion falsa u omision de mi parte al Centro de Ciencias de
la Salud, unidad académica Valle de Las Palmas de la Universidad Autbnoma de Baja

california, a su personal, asi como el patrocinador del estudio:

ESTUDIO PILOTO CLINICO FASE I, PARA EVALUAR LOS ASPECTOS
FARMACOCINETICOS DE CAPSAICINA TABELTA DE 7.5mg EN SUJETOS DE

INVESTIGACION SANOS, DE AMBOS GENEROS, BAJO CONDICIONES DE

AYUNO.
LTI
D D MM M A A A A
(L1
00 00
Nombre del sujeto de investigacion Firma Fecha
Hora

(Apellido paterno, materno y nombre[s])
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LI T]]
D D MMM A AAA

Nombre del Testigo | Firma Fecha

(Apellido paterno, materno y nombre[s])

Direccién del Testigo | (Calle, No., Colonia, CP) Parentesco del testigo |
LI T
D D MMM A AAA

Nombre del Testigo 11 Firma Fecha

(Apellido paterno, materno y nombre[s])

Direccion del Testigo Il (Calle, No., Colonia, CP) Parentesco del testigo 1l

El suscrito, manifiesta haber explicado ampliamente los detalles importantes de este estudio
al sujeto de investigacion y haber solucionado sus dudas.

LI L] ]]
DD MMM

A A A A
00 00
Nombre del Investigador Principal Firma Fecha
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ANEXO 5. Formato de Historia Clinica.

Ficha de Identificacion.

Nombre:

Registro #

Sexo Edad Cuarto Sala

Ocupacion

Motivo de Consulta

Antecedentes Personales Patoldgicos. (Detallara los antecedentes de importancia clinica,
asi como el tratamiento que recibe para cada situacion comdrbida y su duracion)

Cardiovasculares Pulmonares Digestivos Diabetes
Renales Quirdrgicos Alérgicos Transfusiones

Medicamentos

Especifique

Antecedentes Personales No Patoldgicos (se anotard aqui lo relacionado a tabaquismo, uso
de alcohol, asi como diferentes adicciones y su duracion, de igual forma se anotaran aqui,
de requerirse, los antecedentes sexuales del paciente.)

Alcohol:

Tabaquismo:

Drogas:

Inmunizaciones:

Otros.

Antecedentes Familiares:

Padre: Vivo Si No

Enfermedades que padece:

Madre: Viva Si No

Enfermedades que padece:

154



Hermanos: ;Cuantos? Vivos

Enfermedades que padecen:

Otros:

Antecedentes Gineco-obstétricos:

Menarquia Ritmo F.U.M.
G P A C LV.S.A
Uso de Métodos Anticonceptivos: Si_ No

¢ Cuales?

PEEA. (En éste apartado se integrara lo relacionado con el padecimiento actual que hace
que el paciente acuda a nuestro hospital, es de mencionar que de cada uno de los sintomas
se solicitara un desglose adecuado en base a calidad, cantidad, cronologia, area, agravantes,
atenuantes y acompafiantes.)

DNR (En este apartado se comentaran los datos negativos relevantes en relacion a los
sintomas cardinales gue hicieron que el paciente acudiera a consulta, por ej.: Si un paciente
acude a consulta por hematemesis preguntar sobre datos de sindrome dispéptico, reflujo
gastro-esofagico, uso de antiinflamatorios no esteroides.).

DPR (Lo mismo que para datos negativos pero en este caso enfocados a datos positivos
relacionados con la enfermedad, ej. Si el paciente acude por hematemesis prequntar sobre
pérdida de peso, uso de AINES, etc.).
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Exploracién fisica.

Signos Vitales. T.A. (brazo derecho) T.A.(brazo izquierdo) F.C.

Frec. Resp. Temp. Peso Talla IMC

(IMC= Indice de Masa Corporal)(La Tension arterial debera de ser tomada en 2 posiciones
ej.: acostado y sentado)

Cabeza y Cuello

Térax

Abdomen.

Extremidades.

Neurolégico y Estado Mental

Nombre y firma del Medico Cedula Profesional
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ANEXO 6. Nota de Evolucién.

LUGAR DECONSULTA

Gl'um:h-vsw

a feremo

FECHA

MOTIVO BECONSULTA

HISTORIA DE LA EXFERMEDAD ACTUAL

EXAMEN FISICO

IMPRESION DIAGNOSTICA

CONDUCTA Y TRATAMIENTO
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ANEXO 7. Estudio Piloto de Capsaicina Oral

No. Nombre voluntario N Muestra 1 ! 3 4 5 b ] 8 g (i
H. toma Mues
NMuestra | 11 i B ! 5 16 ] 8 9 0
H. toma Mues
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ANEXO 8. Cromatograma tipico de Adecuabilidad

Cromatograma tipico de curva de calibracion
(Capsaicina en plasma)

NOMBRE:Z210 ng/mL MTA 1 0t/0e/2015
- T bl 9 :
i ! 3
; 3
45 2
| s |
w0 : :
! - o
f 1 g 3
30 é
25{ | '
T.R Area ALTURA
NOMBRE min mAl*sec mAU
NAPROXEMND 5.068 375.774 Z6.415
CAPBATCINA 6.795 82.840 4.261
NOMBRE: 180 ng/mlL MTA 1 ' © 01/D6/2015
L. gﬂ
] i)
gl
45 & |
7l
)
my
40 & \ 2
i S
i =L
35 (] &
I <
: . °
a0 - &
] H |] \ E
A ! ! ma
254 e _ —.‘.lJ i A
- S = — e —
-
I I
G 2 4 5 2 min
T.R Area ALTURA
NCMBRE min mall*sec mal
NAPROXENO 5.063 357.260 27.308
CAPSAICINA 5.7886 73.898 : 3.826
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ANEXO 9.

Cromatograma tipico de adecuabilidad del sistema

(Capsaicina en Solucién)

MMNOMERE:ADECURBILIDAD 4 01/D6/2015
i — e o S
40 - i

: 5
35 &
: %
30- il
] W
25 % g
] T z
20 P i
15 - 5,
: [fa]
10— 5
: e
51mmmmmm”"m“m“”m,u_m._m_mm"”_,mm_ ” et e ool e S
- : . | S
1] 2 5] 8 fiin.
T.R Areg ALTUORA
NOMERE min mAl*sec mAl
NMAPROXENO 4,966 565.179 38.305
CAPSAICINA 6.676 39.961 2.227
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ANEXO 10.

Cromatograma tipico de Muestra Control Baja

(Capsaicina en plasma)

NOMBRE:SLN BAJA 90 ng/mL MTA 1 01/06/2015
| o g/ m L o B
H 4 =
| LL)
| a5 - 51
T £
e 1
£ 3 3’ i %
! 35 3 ;- =
| - i =<
) a0 i N
. | 2
N N
i | - .
o _2. 8 _Mmin
T.R Area ALTURA
HOMERE min mAU*sec mAL
HAPROXEND 5.050 408.040 25,210
CAPSAICINAE 6.791 47,612 2.071
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Tablas de distribucion T de student

ANEXO 11.

D.of F. 0.8 0.9 0.95 0.975 0.99 0.985 0.5999
1 1.3754 3.0777 63137 127062 31.8210 ©63.6559 3182888
2 1.0607 1.8856 2.9200 4. 3027 5.9645 99250 22 3285
3 0.9785 1.6377 2.3534 3.1824 4 5407 58408 10,2143
4 0.9410 1.5332 21318 27765 3.7469 4 6041 71729
5 0.9195 1.4759 2.0150 2.5706 3.3649 40321 58835
G 0.9057 1.4398 1.9432 2.4469 3.1427 37074 52075
T 0.8860 1.4149 1.858456 2.3646 29879 348985 4. 7853
a8 0.85889 1.3968 1.85895 2.3060 2 8865 33554 45008
9 0.85834 1.3830 1.8331 2.2622 28214 3. 2498 4 2869

10 0.8791 1.3722 1.8125 2.2281 27638 3. 1693 4 1437
11 0.8755 1.3634 1.78959 22010 2.7181 3. 1058 40248
12 0.8726 1.3562 1.7823 2.1788 26810 3.0545 3. 9296
13 0.8702 1.3502 1.7709 2.1604 26503 30123 3.8520
14 0.8681 1.3450 1.7613 2.1448 26245 29768 3. TBT4
15 0.8662 1.3406 1.7531 2.1315 26025 29467 3. 7329
16 0.8647 1.3368 1.7459 2.1199 2 5835 29208 3. 6861
17 0.8633 1.3334 1.7396 2.1098 2 5669 28982 3. 5458
18 0.8620 1.3304 1.7341 2.1009 2.5524 2. 8784 36105
19 0.8610 1.3277 1.7291 2.0930 25395 28609 3. 5793
20 0.8600 1.3253 1.7247 2.0860 2.5280 28453 3. 55618
21 0.8591 1.3232 1.7207 2.0796 25176 28314 3.5271
22 0.8583 1.3212 1.7171 2.0739 25083 28188 35050
23 0.8575 1.3185 1.7139 2.0687 2.49599 28073 3. 4850
24 0.8569 1.3178 1.7109 2.0639 248922 278970 3. 4668
25 0.8562 1.3163 1.7081 2.0595 2 4851 27874 34502
25 0.8557 1.3150 1.7056 2.0555 2.4786 27787 3. 4350
27 0.8551 1.2137 1.7033 2.0518 24727 27707 34210
28 0.85486 1.3125 1.7011 2.0484 24671 27633 3. 4082
29 0.8542 1.3114 1.65991 2.0452 2.4620 27564 3. 3863
30 0.8538 1.3104 1.68973 2.0423 24573 27500 3. 3852
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ANEXO 12.

CEBRATES *°

CERTIFICATE OF PRESENTATION

The following poster was submitted and presented at the
15"™ World Congress on Pain, held at the La Rural Convention Center in
Buenos Aires, Argentina, October 6-11, 2014.

PW 338

POSSIBLE USE OF ORAL CAPSAICIN LIPID NANOPARTICLES IN SYMMETRIC
DIABETIC NEUROPATHY

G. P. QUINONEZ.

The 15" World Congress on Pain is organized by the International Association for the Study of

Pain.

Presented: 8 OCTOBER 2014

Srinivasa N. Raja, M.D.

Chair, Scientific Program Committee

Sponsored by:
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ANEXO 13.

Certificados de publicacion en la Revista El ica de Por com- C ina y su uso en neuropatia diabética

Havisel Slze g

de‘

Dr. Lépez Gonzalez, Director Editorial de la Revista Electrénica de PortalesMedicos.com (ISSN: 1886-8924),
Certifica que:

D./D2. Gilberto Quifionez Palacio

ha remitido a la Revista Electrénica de PortalesMedicos.com, como primer/a autor/a, el articulo titulado:

"Capsaicina y su uso en neuropatia diabética",

el cual ha sido aceptado y publicado por su interés sanitario en el Volumen X Numero 2 - Enero 2015

Y para que asf conste, se expide la presente certificacion en Cadiz, a 29 de Enero de 2015.

oo 0ot el Ik i

<§:Vhﬂ B.'ﬂlo'nicai\ g fvin aCiss

| Portales ™, | ;‘;“)nuu’mll
"h‘di(‘ox_ci,m |

L o |
LE S

Fdo: Dr. Lépez Gonzalez
Director Editorial de la Revista Electrénica de PortalesMedicos.com

http: .portalesmedicos.com/revista |..| INARI

Certificado n®: 15105 - http://www.portalesmedicos.com/revista_certificados/15105.html

rtalesmedicos.com/revista_certificados/15105.html

164



