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“La imaginacion y no la inteligencia, es lo que nos hace humanos”

Terry Pratchett

Bueno, estamos ya en la recta final del trayecto. Son demasiadas
horas, vivencias y ocurrencias para tratar de resumir estos ultimos anos, y
dado que suelo extenderme bastante, si no te gustan las historias largas,

mejor pasa por alto este apartado.

Los comienzos fueron un poco curiosos, tras comentar a mis
compafieros mi intencion de pedir la beca de colaboracién en este
departamento, surgieron varios comentarios “éBeca de colaboracion en
Farmacia y Tecnologia Farmacéutica? ¢En ese de tantos calculos y tantos
profes que te hacen pensar?” — “Pues si, a ese voy”, “Uf, pues creo que
estds un poco loca”. Bendito punto de “locura”, como me dijeron, que me
ha llevado a compartir tantas horas, dias y afios con vosotros. No es sdlo la
cantidad ingente de cosas que me habéis ensefiado, porque quién iba a
decirme a mi, que me mareaba al ver cobmo limpiaban una raya en el
mercado central de Castelldn, que iba a aprender con vosotros a manejar e
intervenir de mil formas a animales de experimentacién, o que iba a
comprender esa pantallita negra con un batiburrillo de letras y nimeros
blancos con un nombre con demasiadas enes y emes. Me llevo en una
cajita las reuniones contigo, Victor, en las que descubria conceptos y
caminos que no habia llegado a imaginar; tardes contigo, Mati, de risas,
aprendizaje y lucha con Nonmem y SPSS en las que al final saliamos
victoriosas; o cualquier rato de busqueda de articulos cientificos e

intervenciones quirdrgicas contigo, Amparo, recordando con especial



carino cuando me hiciste un hueco en tu despacho y el dia que
conseguimos canular la yugular de nuestras primeras ratas. Por todos esos
momentos, mil gracias, vuestra paciencia y sabiduria no tienen limite.
Destacar a otros dos miembros de esta familia, Virginia y Octavio, sobre
todo por toda la ayuda, consejos y animos que me habéis brindado. Sin
vosotros, mis aventuras con el HPLC habrian sido muchisimo mas dificiles y
no habria tenido la oportunidad de estudiar la iontoforesis o usar un
microscopio confocal. Gracias por confiar en mi y considerarme una mas en
el equipo de Investigacion. Hemos pasado ratos muy buenos y nos hemos
reido hasta no poder mantenernos en pie en mitad de experimentos, pero
también queria subrayar que en los ultimos afios hemos pasado momentos
muy tristes por la pérdida de Vicente y otros problemas personales muy
desagradables y siempre habéis sido un apoyo enorme, esperando también
haberlo sido para vosotros. Empezasteis como tutores y profesores del
grupo de investigacion, pero en seguida os transformasteis en compafieros,

amigos y familia.

Agradecer a Juana, Pilar, José, Carolina y Carmina por vuestra
amistad y ayuda durante el tiempo que hemos coincidido, os debo una
bien grande. Y por supuesto Mamen, que has sido tan decisiva en la recta
final de la presentacion de este escrito. A mi veterinaria favorita, Inma,
nunca te lo diré suficientes veces, gracias, gracias y mil gracias por toda tu
ayuda y sabiduria, trabajar contigo es una mezcla 50/50 de aprendizaje y
bienestar (animal y personal); sin olvidarme de Jesus y Yulra por haber
estado siempre ahi en mi segunda casa durante los periodos de

desnutricion.



Agradecer al resto de profesores del departamento vuestra
amabilidad y cordialidad, en caso de haber necesitado algo, siempre habéis
intentado ayudarme. Y los compafieros, aquellos que ya no estais por la
universidad, con los que podria llenar pdginas y paginas, muchas gracias
por vuestra dedicacion, camaraderia y amistad. Querria mencionar a dos a
las que guardo especial carifio: Amparo Centelles y Carla Mura, jal final he
conseguido ser del club de las doctoras! Habéis sido un referente para mi. Y
a la préoxima en unirse al club, Ines Castangia, gracias por este ultimo afio. Y
por supuesto Maria Rodriguez, me quedo con los trueques de productos de
laboratorio que tantas veces me han sacado de apuros y de nuestras
charlas en el estabulario con tus ratoncitos punkis “pelaos”, me hace
mucha ilusidon presentar esta Tesis Doctoral casi a la vez que tu. Aquellos
qgue si que seguis por aqui o que habéis acabado recientemente, gracias
por vuestra camaraderia y trato cordial, independientemente de en qué

laboratorio he estado trabajando siempre me he sentido como en casa.

A mis compis de Facultad (Juane, Sara, Alma, Raul, Lucia, Clara,
Fran, Marias “la PhD“ Rodriguez, Fos y Galvez) y mis amigos de Castelldn
(Julio, Mariola, Granxo, Borja, Andrea, Maria G...): gracias por escucharme
en esos momentos de desesperacion en los que la tesis no parecia tener
final y esas noches en las que hemos celebrado las noticias buenas y hemos
intentado ver el vaso medio lleno con las malas. Sois un apoyo muy

importante.

Micky, ahora que no nos oye nadie, muchas gracias por ayudarme

con la portada, asi como por tu paciencia cuando me pierdo con las



reflexiones de Rust. Haber sido comisiéon contigo en Monte el verano

pasado me ayudo a despejarme. A ver si el Barca gana muchos titulos/?A,

Jorge, puede que conocerte haya sido uno de los momentos mas
importantes de mi vida. Gracias por todos estos afios llenos de ternura,
confianza y carifio; da igual si el problema es grande o pequefio, peludo o
con muchas patas, siempre lo dejas todo para ayudarme. jHasta venir en
fin de semana a dar de comer a las ratas! Muchisimas gracias por hacerme
reir (hasta en los momentos mas dificiles) y ser capaz de hacerme ver la

parte buena de las cosas por muy negras que las pinte.

Mama, eres el pilar que sustenta a nuestra familia, la Unica persona
gue conozco realista, practica, trabajadora, carifiosa y positiva a partes
iguales. Eres maravillosa y no te lo decimos lo suficiente. Espero haber
heredado una décima parte de todas las cosas buenas que te definen,
gracias a ti voy a defender este trabajo. Pap3, el diccionario se queda corto
para definir la admiracion y el carifio que siento por ti, adoro todas tus
vertientes, nunca he conocido a una persona tan fuerte, cosmopolita,
meldmana y extrovertida como td, me encanta charlar contigo y dejar que
me recomiendes grupos o cémics, eres un pozo de sabiduria. Me ha
entristecido darme cuenta de que el tema de esta tesis esta de rabiosa
actualidad, pero no pasa nada, porque aunque el camino sera largo vy la
diosa fortuna nos ha puesto varias zancadillas por el camino (si yo la pillara
por banda...), eres la persona mds fuerte que conozco y nos tienes a tu lado
para sortear todos los baches. Animo, es duro pero tu eres mas fuerte. Lo

sé. Porque DJ Kron still breathes...









A JORGE

A MIS PADRES
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1 INTRODUCCION

La desnutricion es un estado patoldgico resultante de una
deficiencia en el aporte de energia, proteinas y otros nutrientes que causa
efectos adversos mesurables en la composicion y funcién de los tejidos, asi
como en la evolucién clinica. Su prevalencia en la poblacion europea no
hospitalizada es de un 5-15% y en pacientes oncolégicos alcanza hasta un
80%. La desnutricion caldrico-proteica se ha asociado con variaciones en la
absorcién y distribucion de farmacos debido a las alteraciones que se
producen en las membranas absorbentes, en su unién a proteinas
plasmaticas y tisulares, en el metabolismo hepdtico y/o en la eliminacién
renal. Por ello, no es atrevido imaginar que estas alteraciones puedan
modificar la absorcidn, la distribucién, el metabolismo y la excrecién de los
nutrientes esenciales, o los condicionalmente esenciales, que permiten el
correcto funcionamiento de los procesos bioldgicos. En humanos sanos, los
requerimientos alimenticios se cubren habitualmente con la ingesta de una
dieta sana y equilibrada. Sin embargo, en determinados estados
patolégicos o cuando de forma continuada se ingiere una dieta no
adecuada, los requerimientos alimenticios varian y se requiere un aporte
exdogeno mayor de los nutrientes esenciales y también de los

condicionalmente esenciales, como la taurina.

La taurina es un aminoacido sulfurado condicionalmente esencial
cuya obtencion se realiza a partir de la dieta y mediante sintesis enddgena.
Es un compuesto antioxidante y osmorregulador, forma conjugados

biliares, y participa tanto en el desarrollo del sistema nervioso central,
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como en la excitabilidad muscular, cardiaca y neuronal. Los valores
(“niveles”) fisioldgicos de taurina en el organismo se alcanzan tanto por
incorporacion exdgena a través de la dieta habitual, como por sintesis de
novo a partir de la cisteina. Pero esta ultima via no es suficiente “per se”
para cubrir los requerimientos corporales en situaciones patoldgicas, como
sucede en hepatopatias, nefropatias o procesos inflamatorios, asi como en
periodos precoces de desarrollo. En todas estas situaciones se recomienda
incrementar el aporte exégeno de taurina para evitar carencias provocadas
por el aumento de los requerimientos del organismo y/o por la
disminucion de la capacidad de sintesis corporal de este aminoacido. Por
ello, algunas dietas o preparados enterales comerciales suplementan las

férmulas con taurina.

Existen pocos estudios publicados que evalten la influencia de la
desnutriciéon sobre la farmacocinética de farmacos; pero son aun mas
escasos los que evalian la influencia de esta condicién sobre la
farmacocinética de nutrientes. Por ello se considera de especial interés
analizar y describir la farmacocinética de la taurina administrada por via
oral y por via intravenosa, en solucién libre, a un grupo de animales
normonutridos y a otro grupo de animales desnutridos para evaluar el
impacto de la desnutricion caldrico-proteica sobre los parametros

farmacocinéticos y la biodisponibilidad de este aminodacido.
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2 OBJETIVOS

1. Validar el modelo de desnutricién animal utilizado mediante
la caracterizacion y métrica de los cambios fisioldgicos y
morfoldgicos que acontecen.

2. Evaluar el impacto del estado nutricional del animal sobre el
perfil farmacocinético de la taurina utilizando como
referencia el grupo de animales normonutridos.

3. Cuantificar el valor afiadido que representa la incorporacion
como “suplemento” de taurina en un preparado clinico de

nutricion enteral.
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3 ANTECEDENTES

3.1 DESNUTRICION

La desnutricidén es uno de los principales problemas de salud publica
que afecta tanto a los paises desarrollados como a los no desarrollados>.
Se define como una deficiencia en energia, proteinas y otros nutrientes
gue causa efectos adversos mesurables en la composicidn y funcion de los
drganos o tejidos, y que interfiere con la respuesta del huésped frente a la
enfermedad y el tratamiento®. Se relaciona estrechamente con la
enfermedad, siendo en numerosas ocasiones consecuencia de ésta, pero
con el agravante de que puede actuar perpetuando los trastornos iniciales,
empeorando el prondstico evolutivo del paciente e incrementando la
morbilidad y mortalidad®. Por ello, se establece una relacién compleja
entre la agresion causada por la enfermedad y el ayuno, ambos con
consecuencias metabdlicas apreciables y medibles®. Los grupos de
poblacién representados por pacientes geriatricos, los encamados durante
tiempo prolongado u hospitalizados, pacientes con anorexia, trastornos
psiquicos o cancer y grupos de poblacion marginada subsidiarios del
consumo de drogas o alcohol, constituyen los grupos de mayor riesgo de

desnutricién 78,
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3.1.1 Clasificacion

En la fisiopatologia de la desnutriciéon asociada a la enfermedad
habitualmente se diferencian distintas situaciones clinicas condicionadas
por una ingesta de alimentos insuficiente, una digestion y una absorcion
alteradas, un aumento de las necesidades energéticas y proteicas y/o un
aumento de las pérdidas ocasionado por una alteracion catabdlica. Segun
prevalezcan unas situaciones u otras se definen tres tipos de desnutricion:
la desnutricion calérica o tipo marasmo; la desnutricidn proteica o tipo
kwashiorkor, y la desnutricién mixta, siendo la combinacion del marasmo y

del kwashiorkor.

Actualmente se reemplaza parte de la terminologia anterior por
desnutriciéon crénica (sustituyendo la palabra marasmo) y desnutricion

aguda (que sustituye el término kwashiorkor).

La desnutricion crénica se desarrolla en situaciones de deficiencia
crénica de energia y proteinas, manteniendo una proporcidn del aporte de
ambos. Se caracteriza por la pérdida de las reservas corporales de masa
muscular y grasa subcutanea, dando lugar a un aspecto caquéctico. La
pérdida de masa muscular refleja la deplecion proteica y puede afectar a
érganos vitales como corazén, higado vy rifiones’. Ademds, se produce una
reduccion en determinadas funciones corporales, como disminucidn tanto
de la frecuencia cardiaca como de la tasa metabdlica, una temperatura

corporal por debajo de la media e incluso constipacién intestinal®.

Este estado se observa tras una inanicidn prolongada y es

secundario a enfermedades crénicaslo, entre ellas el cancer, tumores de
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es6fago, cabeza y cuello, enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC), e infecciones como la causada por el virus de la inmunodeficiencia

adquirida (VIH).

La desnutricion crénica, en general, responde positivamente al
tratamiento nutricional, que debe iniciarse de forma paulatina para evitar
gue se desarrollen las alteraciones metabdlicas caracteristicas del
sindrome de realimentacion, como hipofosfatemia e insuficiencia
respiratoria. Se considera que este tipo de desnutricidon es una situacion

cronica adaptada a la privacién caldrica y proteica prolongada.

La desnutricion aguda se asocia clasicamente a los paises
subdesarrollados, ya que en la alimentacion predomina la ingesta de
cereales y el aporte de proteinas es restringido. Sin embargo, en la
actualidad, este tipo de desnutricién también se detecta en los paises
desarrollados™. A diferencia de la desnutriciéon crénica, este estado
patolégico se asocia a situaciones o enfermedades que amenazan la vida,
como sepsis, traumatismos graves u otras situaciones que requieren
ingreso en la unidad de cuidados intensivos. En todas ellas, las necesidades
caléricas y proteicas aumentan en respuesta fisiolégica al estrés y a su vez,

la ingesta suele estar limitada o incluso restringida a sueroterapia” *.

Las manifestaciones clinicas en las fases iniciales de la desnutricion
aguda son dificiles de identificar. Las reservas grasas y musculares pueden
ser normales o hallarse incrementadas, dando la falsa apariencia de un
correcto estado nutricional. Los signos que orientan al diagnostico de la

desnutricién aguda son los edemas, las Ulceras por presion, el retraso en la
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cicatrizacidn, disminucién de la concentracion de proteinas plasmaticas

(albdmina, transferrina) y del ndmero de linfocitos totales*.

La reversién de un estado de desnutricién aguda es un proceso
complejo y no siempre eficaz, por lo que su prevencion constituye una
oportunidad de mejora para los pacientes de riesgo. El prondstico del
paciente con este tipo de desnutricion es grave, incluso con tratamiento
nutricional intensivo puesto que a diferencia de la desnutricion crénica, el
paciente no suele tolerar la nutricion enteral y la respuesta a la renutricion

es limitada.

La desnutricion mixta Corresponde a la combinacién de los dos
tipos de desnutricidn descritos y se suele presentar cuando el individuo con
desnutricidn crénica se somete a un proceso agudo que le condiciona una
situacidon de estrés, como cirugia, traumatismo o sepsis, afadiendo las
condiciones de la desnutricion aguda a la situacion crénica de malnutricion.
Es una situacidn grave, ya que el paciente presenta riesgo elevado de

infecciones y de otras complicaciones.

En este tipo de desnutricion es importante determinar qué
componente predomina para establecer el plan nutricional mas indicado y

evitar asi las complicaciones derivadas de cada tipo.

3.1.2 Causas de la desnutricion

La ingesta reducida de alimentos y nutrientes habitualmente es el

factor etioldgico mas importante. Puede ocurrir debido a factores sociales
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(guerra, pobreza, hambruna o dificultad para conseguir alimentos); a
procesos fisiologicos (edad avanzada, pérdida de apetito); patoldgicos
(patologias del sistema gastrointestinal, cabeza y cuello); psiquiatricos
(desordenes alimentarios, autismo, alcoholismo) o asociado a |la

medicacion®>

Aunque la ingesta de alimentos sea adecuada y equilibrada, la
absorcién de los nutrientes se puede alterar por un cuadro de
malabsorcién. Este es un sindrome caracterizado por la incapacidad para
absorber ciertos nutrientes (hidratos de carbono, grasas, proteinas) u
oligoelementos (vitaminas, elementos traza) y predispone a la pérdida de
peso, y ulteriormente, a la desnutricién®®. Patologias como la enfermedad
de Crohn o la intolerancia al gluten constituyen dos ejemplos de estos

procesos.

Los requerimientos y/o pérdidas de nutrientes especificos pueden
incrementarse en situaciones patoldgicas y de estrés oxidativo elevado,
como en pacientes quemados, con traumatismos o cancer, debido a los
cambios metabdlicos que originan. Si no se ajusta la ingesta de nutrientes a
las nuevas necesidades fisioldgicas, esta nueva circunstancia puede

desencadenar en un cuadro de desnutricién tanto crénica como aguda.

3.1.3 Manifestaciones clinicas de la desnutricion

La desnutricion puede desencadenar un aumento de la
permeabilidad intestinal por atrofia de las vellosidades intestinales y

consecuentemente, altera la absorcion de numerosas moléculas, como
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1617 | a pared muscular que rodea al intestino delgado

lipidos y glucosa
adelgaza y el recambio celular de la mucosa se ralentiza. Ademas, las
secreciones gastricas, pancreaticas y biliares disminuyen, y se puede alterar
la carga microbiota intestinal. Todo ello contribuye a generar un sindrome
de malabsorcion, en el que la funcién de barrera intestinal queda
comprometida, favoreciendo la aparicion de procesos infecciosos e
inflamatorios'®. Ademas, la desnutricion provoca atrofia hepatica, de forma
que el metabolismo de los farmacos puede alterarse. Los enzimas
encargados de la gluconeogénesis aumentan, y por el contrario, disminuye

la actividad de los sistemas enzimdaticos restantes, fundamentalmente

citocromos®.

La funcién respiratoria estd comprometida debido a que la masa y
fuerza de la musculatura diafragmatica disminuye, reduciendo asi los
volimenes ventilatorios®. La desnutricion también provoca una pérdida en
la masa muscular cardiaca proporcional a la pérdida de peso, dando lugar a
una reduccién del gasto cardiaco, bradicardia e hipotension. En el rifidn la
desnutricién provoca una disminucién tanto en el flujo sanguineo como en
la filtracidn glomerular. En este érgano, la capacidad para excretar agua y
electrolitos disminuye, aumentando de esta forma el liquido extracelular.
Esta situacion junto a la insuficiencia cardiaca propicia que se desencadene

la aparicion de edemas.

Ademas, la desnutricion predispone a los pacientes a la hipotermia,
compromete gravemente la respuesta inmune celular, retrasa el tiempo de

cicatrizacidn, y aumenta la morbilidad y mortalidad de los sujetosg.
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3.1.4 Deteccion del grado o riesgo de desnutricion

Para diagnosticar la desnutricion se deben combinar parametros
antropométricos, tales como el peso, talla, indice de masa corporal y
especialmente la pérdida de peso en el tiempo; con parametros
bioguimicos como la albumina, prealbimina, o la proteina ligada al

retinol®.

3.1.4.1 Parametros biométricos.

El peso corporal es un parametro muy util para valorar la situacion
nutricional del individuo, pero no suficiente. Como valor absoluto tiene
muchas limitaciones, puesto que puede estar falseado por edemas o
ascitis. En combinacion con la altura del sujeto, permite calcular el indice
de masa corporal (IMC= peso en kg/altura en m?), el cual permite
diagnosticar con buena probabilidad una situacién de desnutricion.
También se puede evaluar utilizando como referente las tablas de
normalidad para una determinada poblacidon, el porcentaje de peso del

paciente referido al peso ideal.

Uno de los indicadores de desnutricion o de riesgo de desnutricion
mas fiable es la valoracién de los cambios de peso que acontecen en el
tiempo, con respecto al peso habitual del paciente. Se considera que una
pérdida involuntaria de un 5% del peso previo en un mes o de un 10% en
tres meses esta relacionada con una probabilidad elevada de alcanzar un

estado de desnutricion.
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También se utiliza la medida de algunos pliegues cutaneos, como el
tricipital, o el perimetro braquial, pese a que ambas medidas presentan

una gran variabilidad intra e interobservador.

3.1.4.2 Parametros bioquimicos

Hasta el momento no existe un marcador bioquimico ideal y Unico
para diagnosticar la desnutricion, ya que la mayoria de parametros de
laboratorio tienen limitaciones por ser poco sensibles, poco especificos y
sensibles a otros factores no nutricionales. Se ha utilizado la determinacién
de proteinas séricas, el recuento total de linfocitos o el balance

nitrogenado, entre otros.

Se puede emplear la prealbumina, la proteina ligada al retinol o
retinol binding protein (RBP) o la transferrina; esta ultima con el
inconveniente de que puede modificarse en la respuesta a alteraciones en

el metabolismo del hierro.

No obstante, el marcador bioquimico que mas se ha empleado en la
practica clinica ha sido la albumina plasmatica; proteina de sintesis
hepatica y semivida relativamente larga (de 16 a 21 dias). La concentracion
plasmatica de albumina es muy sensible a los cambios del estado
nutricional, y sus niveles se reducen hasta en un 50 por ciento en una
desnutricion severa, lo cual parece estar relacionado de manera directa

con el aporte de aminoacidos de cadena ramificada®.

Cabe destacar que las modificaciones en la concentracién

plasmdtica de esta proteina pueden tener un origen multifactorial, entre
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ellas las alteraciones hepaticas, incrementos del volumen acuoso
extracelular o de las pérdidas renales, cutaneas o gastrointestinales. A
pesar de ello, su determinacion analitica es muy sencilla, ademas de ser un
buen marcador de prondstico evolutivo y, en consecuencia, se puede

utilizar como control nutricional a largo plazo.

3.1.5 Sistemas de cribado: deteccion de la desnutricion y

riesgo

En el dambito hospitalario existen numerosos cuestionarios
estructurados para realizar un cribado nutricional en el que se determinan
tanto parametros objetivos como subjetivos. La finalidad, por tanto, es
efectuar una valoracidon inicial encaminada a detectar pacientes
desnutridos o en riesgo nutricional, con el fin de remitirlos a una valoracién
nutricional mas especifica y/o implementar en ellos un plan nutricional. Los
métodos de cribado nutricional se componen de una primera parte
sencilla, que consta de 3-4 preguntas, cuya respuesta estd ligada a
protocolos de actuacién validados que incluyen una valoracién nutricional
mas especifica y que combinan los pardmetros anteriormente descritos en

los pacientes de riesgo.

Entre los métodos de valoracién nutricional empleados en clinica
cabe destarar el Subjective Global Assessment (SGA)*, el Mini Nutritional
Assessment (MNA)?%, el Sistema de cribado para el CONtrol NUTricional

(CONUT)?, el Nutritional Risk Screening NRS-2002?*, el Malnutrition
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Universal Screening Tool (I\/IUST)25 o el Mini Nutritional Assessment Short

Form (MNA-SF) .

Hasta el momento no existe un consenso Unico en cuanto a cual es
el mejor método de diagnostico. Todos los métodos de determinacion del
estado y del riesgo nutricional poseen limitaciones, puesto que ninguno
posee un valor predictivo del 100% (gold standard). La sociedad europea
de nutricion parenteral y enteral (ESPEN) recomienda utilizar una
combinacion de parametros clinicos y bioquimicos para evaluar la
desnutriciéon (por ejemplo, el NRS-2002 junto con MUST, o en combinacién

con MNA en pacientes geriatricos institucionalizados)27.

3.2 Dietas enterales

La nutricion enteral (NE) es una técnica de soporte nutricional
mediante la cual se aportan sustancias nutritivas al aparato digestivo, bien
por via oral, o bien directamente mediante sondas implantadas por via
nasal o enterostdmica. Este proceso puede considerarse como un
procedimiento terapéutico mas, con sus indicaciones, contraindicaciones, e
incluso técnicas especiales. La aplicacion de este soporte nutricional ha de
ser siempre un proceso individual y dinamico, adaptandose a las
necesidades del paciente en cada momento, evolucionando a la par que su

estado clinico.

Las formulas de nutricion enteral son productos constituidos por

una mezcla de macro y micronutrientes, nutricionalmente equilibrada y
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completa, que se puede administrar por via oral o por via enteral. Los
suplementos se definen como mezclas de macro y micronutrientes

desequilibradas, que sirven para reforzar o modificar una dieta.

Entre los diferentes criterios para clasificar las férmulas enterales se
emplean la densidad caldrica (hipocaldricas, normocaldricas,
hipercaldricas), la cantidad de proteinas (normoproteicas o hiperproteicas),
la complejidad de las proteinas (oligoméricas o poliméricas), la existencia

de fibra y el tipo, la osmolaridad y las formas de presentacién® %.

3.2.1 Utilidad terapéutica

Actualmente la NE ha dejado de ser exclusivamente un vehiculo de
nutrientes para alimentar al paciente y ha adquirido un papel terapéutico
relacionado con los conceptos de “alimento-medicamento”, “nutricidén
organo-especifica” y “nutricion enfermedad-especifica”. El conocimiento
mas profundo de la fisiopatologia de distintas entidades clinicas y la
implicacion directa de algunos nutrientes especificos ha revolucionado la
practica de la NE, permitiendo no sélo nutrir a los pacientes sino hacerlo
implicandose en el manejo terapéutico de la enfermedad de base. En estos
casos, la Sociedad Espafiola de nutricion Enteral y Parenteral (SENPE)
define como “arma terapéutica” estas formulaciones enterales, puesto que

los propios nutrientes poseen un efecto terapéutico’.

Estas “férmulas especificas en NE” son férmulas poliméricas u

oligoméricas, que alterando la cualidad o la cantidad de algun macro o
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micronutriente o afadiendo nutrientes especiales, se apartan de Ia

composicién habitual del resto de las férmulas de la NE*.

Debido a las propiedades antioxidantes, citoprotectoras e
inmunomoduladoras de la taurina, algunas formulas enterales comerciales
se enriquecen con taurina. Concretamente aquellas destinadas a pacientes
con ingesta disminuida, con dificultades para sintetizar taurina a partir de
sus precursores ramificados, o para pacientes con elevadas pérdidas
debidas a otras enfermedades. De esta forma, en numerosas afecciones de
etiologia dispar como en el sindrome de malabsorcién, caquexia debida al
cancer, o en pacientes criticos (quemados, politraumatizados) se
recomienda una dieta suplementada de taurina. La ESPEN incluyd en “The
surgical guidelines for enteral nutrition” los beneficios que aporta en la
prevencion de complicaciones postoperatorias la instauracién de la NE con
las denominadas “férmulas inmunomoduladoras” a los pacientes
desnutridos que van a someterse a una intervencion quirUrgica”. En
concreto, a este tipo de formulaciones enterales se tiende a afiadir taurina
por sus propiedades antioxidantes e inmunomoduladoras. Férmulas de
diferentes casas comerciales con la misma indicacién, como T-Diet Plus®
(TPD), Peptisorb® o Reconvan®, se suplementan con taurina, alcanzando

estas dos Ultimas concentraciones iguales o superiores a 8 mg/100 m[*"32,

3.3 TAURINA

La taurina, un metabolito resultante del catabolismo de la cisteina,

se aislé por primera vez de la bilis de buey (Box taurus) en 1827. Es un
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aminodcido que no se incorpora en las proteinas, y se encuentra libre en el
citosol de practicamente todos los tejidos de los animales vertebrados. En
numerosos mamiferos, y concretamente en humanos, es la amina

intracelular en forma libre mas abundante®.

3.3.1 Estructuray propiedades fisicoquimicas.

La taurina (acido PB-amino-etano-sulfénico) es un aminodcido
sulfurado. La formula molecular de la taurina es C,H;NOsS y se presenta en

forma de sélido cristalino pulverulento de color blanco.

O
|

S
~

Figura 3-1. Estructura IUPACy en 3 dimensiones de la taurina.

Posee un peso molecular de 125,15 g/mol, y una temperatura de
fusion de 3009C. La solubilidad en agua fria o a temperatura ambiente es
elevada, siendo la solubilidad maxima en estas condiciones de 65 g/I. Para
su correcta conservacion, se recomienda utilizar recipientes
herméticamente cerrados y protegidos de la luz. No es necesario
almacenar el producto a bajas temperaturas, puesto que no presenta

problemas de estabilidad o degradacion a temperatura ambiente (252C)3,
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3.3.2 Absorcion, metabolismo y excrecion

Los niveles fisiologicos de taurina se alcanzan y se mantienen tanto
por incorporacion exdgena a través de la dieta habitual, como por sintesis

de novo a partir de la cisteina.

Methionine

50,
/
Cysteine . G
] CH, - CH,
-/ - -
Cysteinesulfinic acid H,N
Hypotaurine (“Multifunctional molecule:
7 + Essential for brain development
* Bile salt

il « Osmolyte
Dietary intake ——————s Taurine — -< * Regulator of cellular Ca*
3 + Antioxidant
* Regulator of ion transport
* Modulation of neurotransmission
\_ Modulator of apoptosis

*
-

Metabolically inert

Low liposolubility

Poor chelation of mnetal jons
Zwitterionic (pk, = 1.5 & pk, = 8.8)

Figura 3-2. Esquema de obtencion, sintesis y funciones de la taurina3s.

El paso de la taurina a través de las membranas celulares estd
facilitado por diversos transportadores, entre los que se encuentra el
sistema de transporte de taurina B (TauT)*®. Es un transportador Na*-Cl’
dependiente que transporta otras moléculas ademas de taurina, como [3-
alanina, y acido y-aminobutirico®’. Es un sistema de transporte saturable de
alta afinidad y baja capacidad que se encuentra en altas concentraciones
en rifidn, higado, cerebro, retina, placenta, células inmunes, musculo

cardiaco y esquelético®,



............................................................................................... Antecedentes 21

En el intestino, el transportador TauT se localiza en la membrana
apical de los enterocitos. La absorcién de aminoacidos, producto de la
digestion proteica, a través de la membrana intestinal es muy eficiente (95-
99%) y la actividad de este transportador parece ser mayor en animales en

desarrollo que en adultos®®.

La metabolizacién del precursor cisteina a taurina ocurre en
numerosos tejidos como rifidén, corazén, cerebro, pulmones, leucocitos y
musculo esquelético, siendo mayoritaria en el higado. Durante el
desarrollo, esta transformacion en el higado y en el cerebro es de gran
importancia, donde a pesar de haber un déficit de la enzima, existe una

elevada concentracién de taurina®.

El epitelio del tubulo proximal renal también contiene sistemas de
transporte (TauT), que reabsorben de forma eficiente aminoacidos de la
fraccidn filtrada. A diferencia de la mayoria de aminoacidos, la taurina no
se reabsorbe completamente, y la fraccién excretada puede variar

ampliamente.

Esta reabsorcion renal de la taurina juega un importante papel en el
mantenimiento de los niveles corporales del aminoacido. Debido a las
variaciones en la ingesta y a la regulacidon adaptativa en la reabsorcion del
aminodcido, los niveles de taurina excretados en orina varian ampliamente.
Durante periodos de ingesta reducida o inadecuada de taurina o de sus
precursores sulfurados, se excreta en orina una menor cantidad de taurina

y las reservas de los tejidos se mantienen. La concentracién renal de
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taurina parece ser la sefial que desencadena cambios en la actividad de los

transportadores35’ 0

3.3.3 Funciones

Una de las principales funciones de la taurina es su papel en la
conjugacioén con acidos biliares formado taurocolato. Puesto que los acidos
biliares se forman a partir del colesterol, la taurina contribuye a disminuir
las concentraciones de colesterol circulantes excretandolo en forma de

taurocolato.

CH; Taurine
r A N\

ﬁ—NH—CH;—CH;—SO;
(0]

HO OH
Figura 3-3. Estructura quimica del taurocolato

En los neonatos, especialmente en los prematuros de menos de 33
semanas de gestacion, la suplementacién de las féormulas lacteas con
taurina permite aumentar la sintesis de acidos biliares tauroconjugados y la

absorcion de grasa. Asimismo, la taurina parece prevenir la colestasis.

Posee una funcion de gran relevancia en la respuesta inmunitaria
por la capacidad de atrapar los oxidantes clorados, actuando como un
potente antioxidante y reduciendo la expresién de citoquinas

41-43

proinflamatorias Ademas, debido a su capacidad antioxidante,

participa en la proteccién frente al dafio celular provocado por la hipoxia y
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productos téxicos e inhibe la apoptosis al detener la formacion de radicales

libres de oxigeno™ **.

Una funcidén de gran relevancia es mediar como regulador osmoético,
induciendo a su vez influencia sobre el potencial de membrana o la
actividad enzimatica celular®. Debido a su implicacién en la modulacién del
transporte de calcio intracelular y por su capacidad para estabilizar la
membrana a la taurina se le atribuyen acciones inotrépicas, asi como un
importante papel en la neuromodulacion®®. Se considera que en los
mamiferos, la taurina participa en el desarrollo y crecimiento de las células
troncales cerebrales precursoras de las neuronas®’ y en la excitacién del
sistema nervioso central (SNC), asi como en la proteccién del musculo

esquelético y cardiaco 2.

Por todo ello, la taurina se considera condicionalmente esencial49, v
ademads, algunos autores le confieren la caracteristica potencial de
farmaco-nutriente, entendiendo como tal a los sustratos nutritivos que,
ademas de su valor nutricional, tienen efectos beneficiosos adicionales
para el organismo, debido principalmente a su papel en la preservacion de

la funcion organica frente a un elevado impulso catabolico®.

3.3.4 Causas de deficiencia

Las causas que contribuyen a que se produzca una deficiencia de

éste aminodacido se pueden clasificar segun la edad de los pacientes.

- Neonatos: Sintesis endégena inmadura.
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En neonatos y lactantes el aporte exdgeno de taurina es
importante, puesto que los sistemas enzimaticos necesarios para su
obtencidn a partir de precursores no esta completamente desarrollado, y
el mecanismo de reabsorcién tubular activo es limitado. Ademas, necesitan
un alto aporte exdgeno, puesto que la concentracion de taurina en la
retina en este grupo de poblacién es muy elevada, y supone un 40-75% de
los compuestos nitrogenados no proteicos libres. Un aporte de taurina
reducido en esta fase del desarrollo, afecta drasticamente a los niveles del

aminoacido.

- Adultos: alteraciones en la sintesis y aumento del estrés

oxidativo.

En pacientes criticos con patologias hepaticas o renales, o en grupos
especiales de enfermos, como son los oncolégicos, terminales y enfermos
de sida (VIH), el proceso enddgeno de formacion de taurina a partir de
precursores se ralentiza, y tanto su excrecién renal como las necesidades
corporales de este aminoacido aumentan, provocando un descenso en las
concentraciones de éste aminoacido aunque el aporte de los precursores

sea el adecuado’.

En pacientes polimedicados, los procesos de detoxificacion
mediados por conjugacién pueden saturarse, comprometiendo el
aclaramiento de los farmacos. De esta forma, se acumulan los productos
téxicos, comprometiendo la calidad y seguridad del tratamiento. Ademas,
si el paciente padece patologias en las que los procesos oxidativos estan

incrementados, el riesgo aumenta de forma considerable.
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3.3.5 Ingesta recomendada

En recién nacidos alimentados con nutriciéon parenteral durante un
tiempo prolongado o en aquellos con patologias, se recomienda un aporte
exogeno de taurina debido a la inmadurez del sistema enzimatico
encargado de su obtencidn, asi como por encontrarse los requerimientos

aumentados*’.

Al analizar las dietas de diferentes grupos de poblacién adulta, se
obtiene una gran disparidad en las cantidades de taurina ingeridas, en
funcion de los alimentos que conforman la dieta base de los individuos. De
esta forma, la cantidad de taurina ingerida por vegetarianos estrictos es
indetectable, mientras que las dietas omnivoras europeas contienen una

cantidad media de taurina de 463 + 156 pM/dia*.

3.3.5.1 Recomendaciones de las sociedades cientificas

La Sociedad Europea de Nutricién Clinica y Metabolismo (ESPEN),
en la guia de nutricién parenteral sefiala que el tratamiento 6ptimo de la
enfermedad metabdlica hepatica podria contemplar, entre otras opciones,

la suplementacion con taurina.

Las recomendaciones para la valoracidn nutricional y el soporte
nutricional especializado de los pacientes criticos del Grupo de
Metabolismo y Nutricion de la Sociedad de Medicina Intensiva Critica y
Unidades Coronarias (SEMICYUC) recoge que la mezcla de aminoacidos

administrada en las dietas enterales y parenterales a pacientes con
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patologias renales deben contener histidina, tirosina y taurina con un

grado de recomendacién C (recomendacion favorable, no concluyente).

La ESPEN, la Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y
Nutricion Pediatrica (ESPGHAN) y el documento de Consenso sobre
Nutricion Parenteral Pediatrica de la Sociedad Espafiola de Nutricidn
Parenteral y Enteral (SENPE), en sus guias especificas para la nutricion
parenteral en la poblacién pediatrica, concluyen respecto a la taurina, que
en los recién nacidos pretérmino no hay evidencias que permitan apoyar la
suplementacién, pero recomiendan que en los preparados destinados a
este grupo de poblacidn ésta debe encontrarse en la misma cantidad que
en la leche humana (aproximadamente 2,8 mg de taurina/g de
aminodcido), y que no existe evidencia cientifica que permita hacer

recomendaciones sobre los limites inferior o superior recomendables®.

3.4 Analisis Farmacocinético

La farmacocinética puede definirse como la rama de |la farmacia que
estudia el paso de los medicamentos por el organismo. Para ello, se
desarrollan diferentes modelos que simplifican los numerosos procesos
que tienen lugar entre el organismo y el fdrmaco. En todos los modelos, el
estudio detallado de los sucesivos pasos que atraviesa el farmaco en el
organismo se agrupan con el acrénimo LADME: Liberacién del producto
activo, Absorcién del mismo, Distribucion por el organismo, Metabolismo y

Excrecion del analito o los metabolitos resultantes.
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El tratamiento de los datos puede realizarse atendiendo a dos
perspectivas, la teoria compartimental clasica o la teoria no
compartimental. En la teoria compartimental, pese a que el modelo
policompartimental es el mas préximo a la realidad, la complicaciéon que
conlleva ha hecho que sean los modelos monocompartimental vy

bicompartimental los mas usados.

3.4.1 Analisis farmacocinético compartimental

Las teorias compartimentales describen al organismo como un
conjunto de compartimentos. Cada compartimento representa una
fraccion de material biolégico en la que el fdrmaco se supone
uniformemente distribuido y presenta las mismas propiedades cinéticas. Se
trata de un concepto meramente cinético, ya que estos compartimentos
no tienen por qué corresponder con estructuras fisioldgicas, en un sentido

estricto.

3.4.1.1 Modelos farmacocinéticos lineales

Un modelo farmacocinético lineal es aquel en el que los procesos
cinéticos que determinan la evolucion temporal del farmaco en el
organismo responden a cinéticas de orden uno y por ello, puede aplicarse
el principio de superposicion. En este caso, los valores de los parametros
farmacocinéticos no varian con la dosis, la concentracién del farmaco a un
tiempo dado es directamente proporcional a la dosis administrada y el area

bajo la curva (AUC) es una funcidn lineal de la dosis administrada.
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Clasicamente los modelos mas utilizados en la descripcidon del
comportamiento cinético de los farmacos han sido el monocompartimental

y el bicompartimental.

Modelo farmacocinético monocopartimental

El modelo monocompartimental es el modelo mas sencillo, puesto
gue considera el organismo como un Unico compartimento tedrico de
caracter fundamentalmente acuoso. Por ello, tras la administracion
intravenosa rapida, el analito se encuentra distribuido de manera
instantdnea y uniforme en todo el organismo, pudiendo considerar la

concentracion plasmatica, Cp, igual a la del resto del cuerpo.

La ecuacion diferencial que describe la evolucion de Ia
concentracion de farmaco en el modelo monocompartimental tras la

administracion intravenosa rapida y eliminacién de primer orden es la

siguiente:
dacC -
E — _kel - C Ecuacion 3.1

donde C es la concentracién de farmaco en el compartimento y K

la constante de eliminacién del farmaco.

Modelo farmacocinético bicompartimental

La mayoria de los farmacos requieren un modelo mdas complejo que
el monocompartimental. El siguiente modelo en complejidad, modelo

bicompartimental, intenta reflejar el hecho de que la distribucion del
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farmaco o analito en el organismo no es un proceso instantaneo. Tras la
administracion intravenosa rapida, este modelo considera el organismo
dividido en dos compartimentos tedricos, el central, constituido por los
tejidos en los que se alcanza un rdpido equilibrio en la distribucion de la
molécula (y puede considerarse instantaneo) y periférico, que corresponde
a los tejidos en los que el equilibrio en la distribucién precisa un mayor
tiempo para alcanzarse. Si la administracién es extravasal se consideran
tres compartimentos, uno externo (lugar de absorcién) y dos internos

(central y periférico).

De esta forma, el compartimento central esta constituido por el
plasma, el fluido intersticial y el agua intracelular de tejidos con flujo
sanguineo superior a 0,5 ml/g/min. En cambio, el compartimento periférico
esta constituido por los depdsitos no acuosos y el agua intracelular de los
tejidos con flujo sanguineo inferior a 0,05 ml/g/min (tejido muscular,
adiposo,...). El analito se encuentra distribuido de manera uniforme en
cada compartimento, de modo que la concentracién plasmatica, Cp, se
considera igual a la del compartimento central, y entre ambos
compartimentos existe un equilibrio representado por las constantes de

transferencia del central al periférico, ki, y la de retorno a central, kj;.

Administracion intravenosa rapida

Tras la administracién de una dosis Unica, tipo bolus intravenoso, de
un farmaco con caracteristicas de bicompartimentalidad y velocidad de

eliminacion de orden uno, las ecuaciones diferenciales que describen la
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evolucién de las concentraciones en cada uno de los compartimentos son

las siguientes:

dacC

E:_klz'c_klo'c‘}'kZl'P Ecuacioén 3.2
dapP -
E=k12'C—k21'P Ecuacion 3.3

siendo C y P las concentraciones de farmaco en el compartimento
central y periférico, respectivamente, ki, y ky;, las constantes de
transferencia del central al periférico y de retorno a central,

respectivamente y ki, la constante de eliminacién del farmaco.

La distribuciéon del farmaco en el organismo no es un proceso
instantaneo. Tras su administracion, el farmaco se distribuye
instantaneamente en el compartimento central, desde el cual accede al
compartimento periférico, de acuerdo con una cinética de primer orden,
regido por la constante de velocidad ki,. Desde este compartimento
periférico, retorna al compartimento central, de acuerdo a un proceso de
primer orden, regido por la constante de velocidad k;;. El proceso que
motiva la desapariciéon del farmaco del compartimento central, por
eliminacién y por distribucidén al compartimento periférico, se denomina

disposicion.

Tras la administracién del fdrmaco, la concentracién del mismo en
el compartimento central disminuye rapidamente hasta obtener el estado

de equilibrio de distribucion. Esta fase se denomina fase rapida de
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disposicidn y esta determinada por la constante hibrida a. A continuacion,
se inicia una fase de disposicion lenta, en la cual las concentraciones de
farmaco del compartimento central se reducen mas lentamente. La fase de
disposicion lenta se encuentra definida por la constante hibrida B. Ambas

constantes hibridas tienen unidades de tiempo reciproco (t2).

La ecuacion 3.2 en su forma integrada adopta la siguiente

expresion:

C=A4," e %t 4 By - e Pt Ecuacién 3.4

siendo Ag y Bg los coeficientes de disposicidn, a y B la constante de

disposicion rapida y lenta, respectivamente.

Los pardmetros de disposicidon se relacionan con las constantes
reales del modelo y con el volumen de distribucién del compartimento

central, V., mediante las siguientes ecuaciones:

D-(a—k

A0 = M Ecuacién 3.5
Ver(a—p)
D-(ky,, —

By = M Ecuacion 3.6
Ve (@ —B)

o= kiz + kay + kg +\/(k12 + ko +ki0)? — 4 kay kyg
2

Ecuacién 3.7

Ecuacién 3.8

o = k12 +k21 +k10 _\/(klz +k21 +k10)2 _4'k21'k10
2
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El caracter aparente del volumen de distribucidn en el modelo
bicompartimental se acentia al considerar la lenta ocupacion del
compartimento periférico. En este modelo se considera el volumen del
compartimento central, V, y el volumen del compartimento periférico, V,,
cuya suma es el volumen de distribucion corporal, Vd. Sin embargo, sélo
presenta una verdadera utilidad cinética el V., ya que es el Unico que
puede calcularse con exactitud y por procedimientos directos. De hecho,
para el cdlculo de la cantidad de farmaco en el compartimento central y
periférico, Q. y Qp respectivamente, sélo se requiere conocer V.. No
obstante, V, y V4 son ilustrativos de la mayor o menor capacidad de

distribucidn a tejidos y estructuras extravasculares.

El concepto de semivida bioldgica de un farmaco que presenta un
comportamiento de distribuciéon bicompartimental, cobra sentido cuando
la curva entra en su fase monoexponencial terminal o fase lenta de
disposicion. Asi, el término semivida bioldgica coincide con el término de
semivida en fase beta, ti2g, y su valor se calcula mediante la Ecuacién 3.9.
En este caso, se comprende facilmente que la semivida bioldgica es un
parametro de disposicion y no de eliminacion, pues depende de Ia

constante hibrida B.

In2 B
t1/zﬁ = — Ecuacién 3.9

B
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Administracion oral

El hecho de que exista un mayor nimero de fendmenos de
transferencia del farmaco en el organismo, dificulta la correcta
interpretacion de las constantes de velocidad de cada proceso. Esta
dificultad es mayor cuando no se dispone de datos obtenidos tras la

administracion del farmaco por via intravenosa.

El modelo extravasal bicompartimental se caracteriza por el hecho
de que el valor de Vay V¢, que se obtienen por via oral, no coinciden con los
obtenidos por via intravenosa, puesto que llevan implicita la fraccion de
dosis absorbida, f. Las variaciones de concentracidn por unidad de tiempo,
en cada uno de los compartimentos considerados, corresponden a las

ecuaciones diferenciales:

dacC

o =kyy A—kigC—kyp C+ky P Ecuacién 3.10
dA -

E — —k01 A Ecuacion 3.11
dapP -

E = k12 - C - k21 2 Ecuacion 3.12

dénde A es la concentracidn de farmaco en lugar de absorcién y ko,

la constante de absorcion del farmaco.

Mediante el método de las transformadas de Laplace y tras aplicar

varias técnicas algebraicas se llega a la expresion integrada:
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C=2A4," e~ @t 4 By - e Bt 4+ Py e ko1t Ecuacién 3.13

Se trata de una ecuacidn triexponencial, siendo representativa cada
exponencial de los procesos que sufre el farmaco: absorcion, regida por la
ko, la fase de disposicion rapida y lenta, regidas por a y B,

respectivamente.

3.4.1.2 Modelos farmacocinéticos no lineales

Los procesos de absorcion, distribucion y eliminacion de los
farmacos no son siempre lineales, en ocasiones puede tratarse de procesos
saturables. La absorcidon puede tener lugar mediante un proceso mediado
por portadores, la distribucion puede verse afectada por la union del
farmaco a las proteinas plasmaticas o a depdsitos titulares y la eliminacion
puede llevarse a cabo mediante mecanismos susceptibles de saturarse,
como es el caso de la secrecidon y reabsorciéon tubular activa o el
metabolismo. Se trata de procesos no lineales y en estos casos, los
farmacos y/o nutrientes se caracterizan por tener una farmacocinética no
lineal. En los modelos no lineales no se cumple el principio de
superposicion y no existe una proporcionalidad entre la dosis vy

concentraciones plasmaticas, ni entre la dosis y AUC.

El fendmeno saturable de no linealidad puede ser expresado a

través de la ecuacidon de Michaelis-Menten:

dC  Vigy* C
dt K,+C

Ecuacion 3.14
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siendo V. la velocidad mdaxima del proceso, la cual es proporcional
a la concentracion total de las enzimas encargadas de la biotransformacion
o a los sistemas de transporte implicados, K., es la constante de Michaelis-
Menten y corresponde con la concentraciéon a la cual la velocidad del
proceso es la mitad de la maxima, y C es la concentracién plasmatica a

tiempo t.

Cuando la concentracion de farmaco o nutriente es inferior a la de
saturacion del proceso no lineal (C<<<K,,), la velocidad del proceso varia
proporcionalmente con la concentracion, ya que la Ecuacion 3.14 puede
simplificarse a:

AC  Vinax
dt K,

C = Kel -C Ecuacién 3.15

En este caso puede considerarse que el proceso sigue una cinética
de pseudo-primer orden, ya que la relacion Vmax/Km representa una

constante (Kq).

A concentraciones préoximas a la de saturacion la velocidad aumenta
de forma menos rapida y cuando las concentraciones superan
significativamente este umbral de saturacién (C>>>K.,) la velocidad del
proceso de estabiliza y no varia en funcion de la concentracion. En este

caso, la Ecuacion 3.14 puede simplificarse en la siguiente expresion:

dcC

—— = Vhax Ecuacién 3.16

dt

puesto que el proceso tiene lugar a velocidad constante, puede ser

considerado un proceso cinético de orden cero.
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En consecuencia, los procesos no lineales regidos por una cinética
de Michaelis-Menten se ajustan a un proceso cinético de orden uno para

concentraciones bajas y de orden cero para concentraciones elevadas.

3.4.2 Analisis farmacocinético no compartimental

A diferencia del modelado compartimental, el organismo no esta
considerado por compartimentos de naturaleza cinética diferente, en este

caso constituye una sola entidad cinética.

El calculo de los parametros farmacocinéticos se basa en la
estimacion del area bajo la curva de nivel plasmatico frente al tiempo

(AUC), definido por la Ecuacion 3.17.

AUCSO = J- C-dt Ecuacién 3.17
t

Para la estimaciéon del AUC se puede escoger el método trapezoidal
o logaritmico trapezoidal. El calculo consiste en sumar las areas de los
trapecios definidos por los valores experimentales de concentracién
plasmatica y tiempos de toma de muestra. El drea correspondiente al
tramo final de la curva, desde el ultimo punto experimental hasta el

infinito, se determina aplicando la Ecuacion 3.18.

(o] C*
J- C dt =— Ecuacién 3.18
0
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En esta expresidon, A es la pendiente de la recta que define la fase
terminal de la curva semilogaritmica, t* el tiempo de muestra del dltimo
punto experimental y C* el valor tedrico de concentracion plasmatica a ese

tiempo.

A partir de AUC de cero a infinito AUCy~ vy la dosis administrada D,
se puede calcular los parametros farmacocinéticos del farmaco o nutriente,

entre otros, el aclaramiento plasmatico (Cl,).

D
PAUCY

Cl

Ecuacién 3.19

3.4.3 Analisis farmacocinético poblacional

La farmacocinética poblacional tiene su principal aplicacién en el
estudio del comportamiento de los farmacos y nutrientes, mediante la
estimacion de valores medios de los pardmetros farmacocinéticos en un
grupo de individuos o poblaciéon; asi como la variabilidad asociada con
dichos pardmetros. Segun lo expuesto, el término de farmacocinética
poblacional se podria aplicar a aquellos estudios que investigan la
variabilidad en las concentraciones plasmaticas entre los individuos cuando

se administra un régimen de dosificaciéon estandar™.

Analizar la informacion disponible de todos los sujetos en estudio
permite de manera simultanea cuantificar tanto la magnitud de Ia
variabilidad dentro de la poblacion de estudio como la contribucién de

determinadas  caracteristicas  (demograficas, fisiopatoldgicas o
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terapéuticas) a dicha variabilidad. De esta forma, factores como la edad,
sexo, habitos, fenotipo genético, enfermedades o de adherencia al
tratamiento pueden dar lugar a variabilidad en la respuesta
(concentracion) para un régimen de dosificacion dado. La influencia de
estas caracteristicas de los sujetos en los pardametros farmacocinéticos y

farmacodinamicos se conoce como variabilidad interindividual.

Otra fuente de variacidon es la variabilidad residual. En ella se
engloban factores tales como la variabilidad intraindividual, caracterizada
por cambios en los valores de los parametros farmacocinéticos en un
mismo paciente a lo largo del tiempo. Otras fuentes de variabilidad
residual son los errores asociados al ensayo como el error de la técnica
analitica, el error en la seleccidon del modelo, el error en los tiempos de

muestreo.

3.4.3.1 Modelos de efectos mixtos no lineales

Los modelos de efectos mixtos implementados en los programas
comerciales para efectuar analisis poblacionales incluyen dos componentes
fundamentales: modelo estructural, cuyos parametros constituyen los
efectos fijos (puede incluir o no covariables), y el modelo estadistico o de
varianza, cuyos parametros constituyen los efectos aleatorios. Estos
modelos consideran que la variabilidad global observada en la respuesta
medida (concentracién del analito) en una muestra de n individuos es
producto tanto de la de la variabilidad interindividual como del error

residual (incluyendo la variabilidad intraindividual).
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La concentracion observada en un individuo dado, dentro del
contexto de los modelos de efectos mixtos no lineales, puede ser descrita

mediante la Ecuacion 3.20
Vij = fij(gi'xij) + € Ecuacién 3.20

siendo y; para j=1,..,n, las observaciones experimentales del
individuo i a cada uno de los tiempos x;, 6; es el vector de parametros
farmacocinéticos del individuo i. fj es una funcion no lineal que establece la
relacion entre predicciones y parametros farmacocinéticos en cada
individuo i, o dicho de otro modo, el modelo estructural que mejor explica
las observaciones experimentales de cada individuo i a cada tiempo j. €; es
el error de medida de la observacion al tiempo j, o dicho de otro modo, la
desviacién entre el valor observado y el esperado a tiempo j. La Ecuacién
3.20 forma parte de un modelo poblacional puesto que puede definirse
para todos los individuos, es decir, i=1,...,N, donde N es el nimero de
individuos de la muestra. Se asume, en general, que los valores de gj son
independientes y presentan una distribucién simétrica alrededor de ceroy
de varianza 02, representativa de la variabilidad residual. Es l6gico asumir
gue los parametros farmacocinéticos (6;) son los mismos desde un punto
de vista cualitativo para todos los individuos de la poblacidn pero pueden
variar cuantitativamente de uno a otro. Matemdaticamente esto puede

expresarse mediante la ecuacién 3.21

0; = g(g_' Zij) +n; Ecuacién 3.21

siendo g un modelo estructural (no cinético) que describe el valor

esperado de 6; como funcién de una serie de covariables especificas para
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cada individuo z;, tales como peso, edad, etc. (que pueden variar con el
tiempo), y el vector de pardmetros poblacionales 6. Se asume que los
valores de n; son independientes y describen una distribucién simétrica
alrededor de cero y de varianza w?, representativa de la variabilidad

interindividual asociada al pardmetro 6.

Como consecuencia, la aproximacion de los modelos no lineales de
efectos mixtos proporciona por una parte los valores poblacionales de los
parametros farmacocinéticos (8) comunes a todos los sujetos del estudio
(efectos fijos), y por otra, los valores poblacionales de los pardmetros de
efectos aleatorios, representativos de la variabilidad interindividual vy
residual. Estos ultimos vienen dados por las varianzas de las distribuciones
de los valores de n; (w?) e €j (6°), respectivamente, a su vez obtenidas a

partir de las matrices de varianza-covarianza Qy Z, respectivamente.

Modelo estructural

El modelo estructural describe el comportamiento farmacocinético
medio (también denominado tipico) del farmaco o nutriente en la
poblacion de estudio. En una primera etapa se identifica el modelo
estructural base que mejor describe las observaciones en ausencia de
covariables. Una vez identificado, se desarrollaran modelos de covariables
gue consiste en incluir aquellos factores de prondstico (covariables) que
puedan tener influencia clinica y estadisticamente significativa en alguno
de los parametros farmacocinéticos del modelo base. Tanto los valores

poblacionales de los pardmetros farmacocinéticos como los pardmetros de
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regresion de las covariables incluidas en el modelo estructural se conocen

como efectos fijos.

Modelo estadistico

El modelo estadistico describe los dos niveles de variabilidad o
efectos aleatorios ya mencionados, es decir, la variabilidad interindividual y
el error residual. No solo el valor medio de los parametros
farmacocinéticos es importante, sino también la variabilidad asociada a los
mismos entre los distintos individuos que constituyen la poblacion. Dicha
variabilidad no debe confundirse con el error estandar asociado a la
precision de la estimacion del parametro, sino que representa la magnitud
de la variacién de dicho pardmetro de un individuo a otro. Esta variabilidad
convierte al parametro en un efecto aleatorio en contraposicion a un

efecto fijo que no presenta variabilidad asociada.

3.4.4 Biodisponibilidad

La biodisponibilidad es un pardmetro biofarmacéutico, desarrollado
en el ambito de la Farmacocinética, cuyo fin es evaluar el aprovechamiento
de los farmacos en el organismo. En 1945 Oser y col. introdujeron una
aproximacion al concepto actual de biodisponibilidad: |a disponibilidad
fisiolégica®. Esta define la cantidad de farmaco absorbido en relacin a
una formulacidn de referencia. Posteriormente, en 1958, Dost y col.
demostraron la existencia de una relacion entre el area bajo la curva de la
concentracion plasmatica del farmaco- tiempo (AUC) vy la fraccidén de dosis

absorbida, enunciando asi la ley de proporcionalidad de las areas’’. Esta ley
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dio lugar al uso de la via intravenosa como patrén universal; asi como al
origen de los conceptos de biodisponibilidad absoluta, y biodisponibilidad

relativa.

Se entiende por biodisponibilidad absoluta, la comparacion entre
los resultados obtenidos tras la administracidon extravasal de un farmaco,
con los obtenidos tras la administracién intravenosa de dicho farmaco. Por
definicién, cualquier farmaco formulado para la via intravenosa presenta
una biodisponibilidad del 100%. Esta intenta determinar los factores que
puedan afectar al aprovechamiento del farmaco tras su administraciéon
extravasal, especialmente aquellos referidos a funciones fisiolégicas vy

procesos de absorcion.

Sin embargo, cuando se comparan dos formas de dosificacidon
diferentes administradas por la misma via extravasal, o bien por distintas
vias extravasales, se cuantifica la biodisponibilidad relativa. Esta da
informacidén acerca de los efectos de las diferentes formas de dosificacion
en la absorcion del farmaco, incluyendo factores como el pka, estado fisico,
grado de cristalizacion, propiedades fisico-quimicas del farmaco y otras
propiedades dependientes de la forma farmacéutica empleada, como Ia

velocidad de disolucion y las variables de fabricacion.

El concepto de biodisponibilidad, a su vez, incluye otros dos
conceptos: biodisponibilidad en magnitud, que representa la fraccién de la
dosis administrada que alcanza de forma inalterada la circulacion
sistémica® vy la biodisponibilidad en velocidad, a velocidad con la que se

produce dicho proceso.
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Para el estudio del aprovechamiento del farmaco, Ia
farmacocinética no sélo tiene en cuenta la cantidad de farmaco que accede
inalterado a la circulacién sistémica, sino también la velocidad con la que
accede; ya que una baja biodisponibilidad en velocidad puede originar
niveles subterapéuticos y por el contrario, si es elevada, puede ocasionar

toxicidad.

La biodisponibilidad esta condicionada por diversos factores
relacionados con el principio activo, con la formulacidn, incluso con el
individuo. De manera que una baja biodisponibilidad puede ser debida a
fendmenos de primer paso intestinal y/o hepatico, y también a una baja
absorbabilidad. Por tanto, las posibles causas de una absorcion no
completa de la dosis administrada pueden ser una velocidad de disolucion
lenta, malas propiedades de absorcién o una formulacién inadecuada que

impida la liberacién durante el tiempo de transito util para la absorcién.

3.4.4.1 Determinacion de la biodisponibilidad

Los estudios de biodisponibilidad se basan en el tratamiento de las
curvas de concentracion plasmatica de la molécula objeto de estudio
frente al tiempo (AUC). En ocasiones, también se usan las curvas de

excrecion urinaria

Biodisponibilidad en magnitud

En la determinacion de la biodisponibilidad a partir de dosis Unicas,

se asume que la cantidad de farmaco que accede al plasma, equivale a la
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cantidad de farmaco que se elimina de éste; transcurrido el tiempo

suficiente para su eliminacion completa.

La velocidad de eliminacidn, cantidad de farmaco eliminado por

unidad de tiempo, puede expresarse como:

Qe =Cl-C Ecuacion 3.22
dt

siendo C la concentracién plasmatica del farmaco y Cl el

aclaramiento plasmatico total. Esta ecuacion se puede transformar en:

dQ, =Cl-C-dt Ecuacion 3.23

Tras la administracién intravenosa del farmaco, puede considerarse
gue la cantidad total del farmaco eliminado a tiempo infinito, corresponde
a la cantidad administrada, es decir, a la dosis D. De este modo, si se

integra la expresidn anterior entre tiempo cero e infinito se obtiene:

. ° E ion 3.24
fo v dQ., = Cl fo C-dt cuacién

La integral equivale al area bajo la curva de nivel plasmatico

(AUC).Sustituyendo en la ecuacion anterior se llega a:

D, =Cl-AUC Ecuacién 3.25

Si el farmaco es administrado por via extravasal, la expresién se

transforma en:

f*De, =Cl-AUCY Ecuacién 3.26

craucd Ecuacion3.27

f= Dey
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siendo f la fraccién de dosis que accede inalterada a la circulacién
sistémica, y Dey la dosis de farmaco administrada por via extravasal. Se
puede establecer que la cantidad de farmaco que se elimina del plasma es
directamente proporcional al Cl y al AUC. De forma que, si se conocen
ambos parametros y la dosis administrada, se puede -calcular la

biodisponibilidad en magnitud, que puede expresarse en tanto por uno.

La biodisponibilidad absoluta en magnitud de un farmaco se puede

expresar mediante la siguiente ecuacion:

AUC,, " Dy, Ecuacion 3.28
/= AUCy Do

Si se asume que tras la administracion del farmaco por via
intravenosa, el 100% de la dosis administrada alcanza la circulacidon
sistémica y que el Cl del fdrmaco, para un mismo individuo, es constante

dentro del ambito de dosis administrada e independiente de la via de

administracion y de la forma farmacéutica utilizada.

En el caso de que las dosis administradas por via intravenosa vy
extravasal sean iguales, se puede simplificar la expresidon anterior y se

obtiene la siguiente:

A UCev Ecuacion 3.29

f=auc,

Otro método utilizado en la determinacién de la biodisponibilidad

en magnitud, es el basado en las curvas de excrecidn urinaria, aunque para
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farmacos que sufren biotransformacion y se excretan parcialmente

inalterados, tiene una utilidad limitada.

Cuando no es factible la administracion del farmaco por via
intravenosa, se suele utilizar como patron de referencia otra
administracion extravasal del farmaco, lo mas biodisponible posible. De
manera que se realiza un estudio de biodisponibilidad comparativo,
respecto al patron de referencia, determinandose la biodisponibilidad
relativa. Sustituyendo en la Ecuacion 3.29, el valor del AUC;,, por el AUC del

patron de referencia, AUC,, se obtiene:

fo _ AUCP/Devp B AUC, * Deyr Ecuacién 3.30

Jre1 = E B AUC;/Deyyr B AUC; * Deyyp

En la que el subindice r identifica la formulacion de referencia y el

subindice p la formulacion problema.

La biodisponibilidad puede determinarse también tras |Ia
administracion de dosis multiples, para lo que se requiere haber alcanzado
el estado estacionario. La determinacion de la biodisponibilidad en
condiciones de equilibro estacionario presenta una serie de ventajas que

pueden concretarse en las siguientes:

- La biodisponibilidad se estima en una situacion mas proxima
a la aplicacion clinica del farmaco.

- Se requiere menos muestras de plasma para determinar el
valor de AUC para un intervalo de dosificacidn respecto a las

necesarias tras la administracion de una dosis Unica.
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- Los niveles plasmaticos son generalmente superiores a los
de una dosis Unica, lo cual permite, generalmente, una

mayor fiabilidad de la técnica analitica.

Las principales desventajas de la estimacion de la biodisponibilidad

en condiciones de equilibrio estacionario radican en:

- La obligatoriedad de adaptarse estrictamente al régimen
posoldgico (existe un mayor riesgo de incumplimiento en el
paciente)

- La duracion del estudio es mas prolongada en comparacion
con la estimacidn tras dosis Unicas

- Mayor riesgo para los sujetos al recibir un mayor nimero de

dosis.

La estimacion tras dosis multiples se basa en el hecho de que el
area bajo la curva desde tiempo cero hasta infinito (AUC,™) tras la
administracion de una dosis Unica es igual al area bajo la curva
correspondiente a un intervalo de dosificaciéon cuando se ha alcanzado el
estado de equilibrio estacionario, AUC,, siempre que el comportamiento

del farmaco considerado sea lineal.

A partir de esta igualdad pueden aplicarse las ecuaciones de 3.26 a
3.30 sustituyendo los valores de AUC,~ correspondientes a dosis Unicas,
por los del area de un intervalo de dosificacion en estado estacionario

AUC..
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El calculo del AUC puede realizarse utilizando métodos modelo-
independientes o modelo-dependientes. Estos ultimos, utilizan expresiones
matematicas en las que intervienen los parametros obtenidos a partir de
un modelo compartimental. En estudios de biodisponibilidad, la utilizacion
del AUC calculada mediante métodos modelo-dependientes presenta
inconvenientes ya que en algunos casos las ecuaciones matematicas
definidas por los modelos farmacocinéticos no pueden ajustarse

correctamente a las curvas obtenidas para cada individuo.

Dentro de los métodos modelo-independientes mas utilizados se

encuentran:

Método trapezoidal. Es el mas utilizado y sencillo. Subestima el area
durante la fase de absorcion y la sobrestima en la fase descendente, de
forma que ambos efectos se compensan y el resultado suele ser bastante

exactoss.

Método logaritmico trapezoidal. Utiliza la transformacién
logaritmica entre cada par de concentraciones. Es el método de eleccion en

la fase monoexponencial terminal de la curva de niveles plasmaticos.

Método mixto. Utiliza el método trapezoidal hasta la fase
monoexponencial terminal y el método logaritmico trapezoidal durante

esta Ultima fase.
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Biodisponibilidad en velocidad

En ocasiones, establecer un modelo farmacocinético apropiado,
para interpretar las curvas de nivel plasmatico y su incidencia en la
estimacion de la biodisponibilidad, presenta dificultades. La Agencia
Europea del Medicamento (EMA) y la Food and Drug Administration (FDA)
recomiendan la utilizacién de parametros puntuales como Cmax o tmax, y
si bien ambas coinciden en que la informacién que suministran dichos
parametros es escasa e imprecisa, su determinacién experimental es

obligada®*%. El

Cmax o maxima concentracion plasmatica observada
representa la concentracion plasmatica maxima alcanzada tras la
administracion extravascular de un farmaco y esta relacionada con la
cantidad de farmaco absorbida. El tmax o tiempo maximo representa el
tiempo requerido para alcanzar la concentracién maxima del farmaco
(Cmax) en sangre tras la administracion extravascular. En el andlisis no

compartimental los valores de Cmax y Tmax corresponden a los valores

experimentales observados.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Taurina

La molécula objeto de estudio, taurina, ha sido adquirida de Sigma
Aldrich, con una pureza establecida superior al 99%. También se ha
administrado como parte integrante de la composicion de dos preparados
enterales ricos en nutrientes, T-Diet Plus’ (TDP) e Isosource-ST' (IST),

comercializados por los laboratorios Vegenat y Novartis, respectivamente.

4.1.1 Taurina en solucion libre

Tanto para la administracion oral como intravenosa, se han
elaborado soluciones de taurina a las concentraciones de 1, 10 y 100

mg/ml.

Las soluciones de ensayo de 1 y 10 mg/ml se obtienen a partir de
una solucidon madre de taurina que contiene 100 mg de aminodcido por ml.
Para ello, se pesan 5 g de taurina y se colocan en un matraz aforado de 50
ml. A continuacidn, se enrasa el matraz con suero fisiolédgico (Cloruro
sédico simple®, Braun S.A.) y se sonica hasta su completa disolucion. La
solucion de 10 mg/ml se obtiene por dilucion 1/10 de la solucién madre
con suero fisioldgico, y la de 1 mg/ml a partir de una dilucién 1/100.
Finalmente se comprueba la osmolaridad de las soluciones mediante un
osmémetro automatico Osmomat OM-6020. En caso de necesidad, se

corrige la tonicidad de las muestras utilizando como isotonizante la
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cantidad necesaria de Cloruro sddico, para alcanzar el valor fisioldgico de
300 mOsm. Las soluciones se preparan el mismo dia que se realiza la

administracion, y se conservan en nevera un maximo de 5 dias.

4.1.2 Preparados enterales

Se ha evaluado el valor afiadido que representa el suplemento de
taurina en un preparado destinado a la nutricion enteral. Se han
seleccionado dos dietas enterales: T-Diet Plus Standard’ (TDP) como
preparado problema (lote 8861) e Isosource-ST (IST), como preparado de
referencia (lote 0279). Las caracteristicas diferenciales entre los
preparados enterales seleccionados son basicamente dos: la primera que el
preparado TDP estd enriquecido con el aminoacido taurina en forma libre,
mientras que el IST no lo estd, y la segunda es la fuente de proteina de
origen vegetal utilizada en cada preparado, siendo la proteina de guisante
la integrante en el preparado IST y la de soja en el preparado TDP. En el
Cuadro 4-1 se describe la composicion cualitativa y cuantitativa, referida a

100 ml de preparado enteral, de las dos dietas estudiadas.

Composicion IST TDP
P por cada 100 ml| por cada 100 ml|
Valor energético 100 Kcal 100 Kcal
Proteinas 40¢g 40¢
Hidratos de
12,3 g 13,6¢g
carbono
Grasas 39¢g 3,3g
Fibra alimentaria 1,7¢g
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Calcio 70,00 mg Calcio 55,00 mg
Fésforo 65,00 mg Fésforo 55,00 mg
Potasio 250,00 mg Potasio 135,00 mg
Sodio 83,33 mg Sodio 70,00 mg
Cloruro 126,67 mg Cloruro 100,00 mg
Hierro 0,83 mg Hierro 1,10 mg
Zinc 0,73 mg Zinc 1,10 mg
Minerales Cobre 60,00 ug Cobre 0,14 mg
Yodo 10,00 ug Yodo 12,00 ug
Selenio 3,67 ug Selenio 4,60 ug
Magnesio 24,67 mg | Magnesio 22,00 mg
Manganeso 0,15 mg |Manganeso 0,22 mg
Fluoruro 0,19 mg Fluoruro 0,16 mg
Molibdeno 3,67 ng |Molibdeno 5,40 ug
Cromo 2,00 ug Cromo 4,00 ug
A 80,00 g
A 60,00
He D 1,00  pg
D 1,00
K8 E 080 mg
E 1,00 mg
C 5,00 mg
C 6,00 mg
B1 0,12 mg
Bl 0,08 mg
B2 0,16 mg
B2 0,09 mg
B6 0,16 mg
Vi ) B3 1,07 mg
Itamin B12 0,20
aminas B6 012 mg He
K 5,60
B9 26,67  ug He
Niacina 1,80 mg
B12 0,16 ug ;
Acido félico 20,00 ug
Biotina 1,34 ug
3 Biotina 6,0 ug
Acido 0,80 mg .
pantoténico Acido 0,40 me
pantoténico
K 8,00 ug
Colina 10,00 mg
Osmolaridad 333 mOsmol/L 293 mOsmol/L
Enriquecido en
q : Si No
taurina
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Cuadro 4-1. Composicion cuali y cuantitativa de los preparados enterales

estudiados.

4.1.2.1 Digestion in vitro de los preparados enterales:
Protocolo del ensayo

Para determinar la cantidad total de aminodcido que contiene cada
uno de los preparados se ha llevado a cabo la digestidon de los preparados
de nutricion clinica puesto que la taurina se incorpora a los mismos en
forma libre y conjugada. Ademas, la cantidad incorporada durante la
formulacidn de estos preparados no se especifica en la etiqueta del

producto comercial.

El Protocolo de ensayo se corresponde con las pautas establecidas
por la normativa actual recogida en la guia Food and Drug Administration

(FDA)*. En esencia se procede de la siguiente manera:

Se acondiciona un bafo de agua a 372C y se mantiene bajo
agitacién controlada para simular el peristaltismo. Una vez estabilizadas las
condiciones de ensayo, se procede a digerir las muestras. Se ejecutan 6

5980 pyrante

replicados de 25 ml de cada uno de los preparados enterales
la primera hora, se simula el pH acido y la capacidad proteolitica enzimatica
de la fase gastrica. Para ello se adiciona 1ml de acido clorhidrico 1 My 0,1
ml de una solucion de pepsina (10 mg/ml). Concluido el tiempo de
digestion gastrica, se detiene la reaccién enzimdtica sumergiendo las
muestras en un bafio de hielo y se toma una muestra de 3 ml. El volumen

restante, 22 ml, se atempera en el bafo a 372C y se mantiene durante 3

horas para evaluar la digestidn intestinal.
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Para emular la digestion intestinal, al fluido gastrico inicial se
afiaden 0,4 g de bicarbonato sddico para neutralizar el pH y 2 ml cada 30
minutos de una solucidon que contiene 37,5 mg de pancreatina y 4 mg de

sales biliares.

Transcurridas 3 horas, se procede a retirar las muestras del bano y
se neutraliza la actividad enzimatica introduciendo las muestras en un
bafio de hielo durante 5 minutos. A continuacidon, las muestras se
centrifugan y se cuantifica la taurina en el sobrenadante mediante
cromatografia liquida de alta resolucidn (CLAR o HPLC) utilizando deteccién

por fluorescencia.

La toma de muestras se efectla a los tiempos 0, 1 y 3 horas del
ensayo, coincidiendo la primera muestra con el blanco sin digestidn, la
segunda con la finalizacién de la fase de digestion gastrica, y la tercera y

ultima con el término de la fase de digestion intestinal.

4.2 Animales de experimentacion

Se han utilizado ratas albinas macho adultas de raza Wistar, (ratus
norvegicus) procedentes de una colonia seleccionada y criada en el
estabulario de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Valencia, en
perfectas condiciones de higiene y climatizaciéon. Todos los animales se
estabularon de forma individual en cajas de polietileno de 22x22x16 c¢cm
(Figura 4-1) en condiciones de temperatura (22-232C), humedad (50-60%)

y ciclos de luz/oscuridad (12 h) controladas.



Figura 4-1. Estabulado de los animales.

4.2.1 Método de desnutricion animal

Todos los animales de experimentacién empleados se han sometido
a las normas de correcto uso y manipulacién de animales de laboratorio
recogida en la directiva 2010/63/UE del 22 de septiembre de 2010 relativa
a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos. Asimismo,
el estudio fue aprobado el 31 de Octubre de 2008 por el Comité Etico de

Experimentacién Animal de la Universidad de Valencia (Anexo 8.1).

Para garantizar la consecucion del estado nutricional
(normonutridos o desnutridos) en los animales se ha seguido el protocolo
desarrollado y publicado por nuestro grupo de investigaciénsl. En el

Cuadro 4-2 se muestran las variables biométricas, bioquimicas y el ambito
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de valores utilizados como criterios de inclusién de los animales utilizados

en el estudio.

Tipo de Parametro Criterio Valor
Edad 8-9 semanas
Biométrico
Peso 220-255¢g
Albumina plasmatica 4,3-2,3 g/dl
Bioquimico
Colesterol total plasmatico 30-195 mg/dI

Cuadro 4-2. Criterios bioquimicos y biométricos de inclusién de los animales.

Los animales seleccionados, en la medida de lo posible procedentes
de la misma camada, se estabulan individualmente y de forma aleatoria se
asignan a dos grupos de ensayo: grupo Normonutrido (NN) y grupo
Desnutrido (DN). Todos los animales tuvieron acceso libre al agua de
bebida, pero acceso controlado al alimento. El grupo NN se alimenta con
una dieta estandar comercializada por Laboratorios Harlan (dieta 2014), de
acuerdo con las necesidades nutricionales diarias de la rata (14% de
proteina, dosis diaria ingerida: 20 g/60,2 kcal). El grupo DN se alimenta con
una dieta de reducido contenido proteico, y se restringen, ademas, las
calorias totales diarias ingeridas (dieta TD 99168 de Laboratorios Harlan;

5% de proteinas, dosis diaria ingerida: 10 g/38 kcal).

Ambos grupos se alimentan con la dieta asignada durante un
periodo de adaptacién comprendido entre 23-26 dias. Durante este
periodo, se realiza un control de peso diario, y un control bioquimico
semanal (albumina plasmdtica y colesterol total) mediante kits

comercializados (Laboratorios QCA, Espaiia).
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4.2.1.1 Pesado de los animales

Para el control ponderal diario de los animales, tanto del grupo NN
como del grupo DN, se deposita el animal suavemente en una caja de
polietileno previamente tarada sobre una bdscula, tal y como se observa en
la Figura 4-2. Inmediatamente después del pesado del animal se deposita

el alimento diario en la caja.

Figura 4-2. Pesado de los animales

El control diario de peso es imprescindible para asegurar el correcto
estado de los animales, puesto que una pérdida de peso masiva debido a
problemas bucales, movimientos repetitivos anormales (“Abnormal
repetitive behaviour”) o pérdida de tejido ungueal pueden ser indicio de
estrés u otras patologias concomitantes no deseadas, que requieren

intervencion y que justifican la exclusion del animal en el estudio.
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4.2.1.2 Determinacion de albumina y colesterol

Toma de muestra

Los dias 1, 7, 14, 21 y el dia de la intervencién quirurgica se extraen
muestras sanguineas, mediante puncidon venosa, para realizar el control
bioquimico de albumina y colesterol plasmaticos. Para ello, en una de las
extremidades posteriores del animal, se localiza la vena safena (Figura 4-3)

y se extrae un volumen de sangre comprendido entre 100 y 200 pIG2

El procedimiento implica la inmovilizacién del animal con ayuda de
un trapo de hilo, dejando al descubierto una de las extremidades
posteriores. A continuacién, se rasura la cara externa del miembro
posterior y se aplica alcohol etilico 962, de esta forma se visualiza
comodamente la vena safena, se evita la coagulacion y/o contaminacion de

la muestra, y se desinfecta la zona.

Figura 4-3. Extraccion de sangre de la vena safena de la extremidad posterior (a)
de los animales. Flecha: goticula formada tras la puncion del vaso.

Una vez evaporado el alcohol, se realiza una ligera presion en la
zona para ralentizar el retorno venoso y se aplica una fuente de calor

luminica para vasodilatar la vena. Acto seguido se procede a la puncion del
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vaso y se recoge la sangre en un tubo Eppendorf® previamente

heparinizado (heparina sddica 1%).

Para evitar la hemdlisis y posteriores interferencias en el analisis
bioquimico, la recogida de las muestras sanguineas se debe realizar
mediante la formacion de goticulas de sangre en la zona de puncidn,

evitando extender las muestras en la extremidad del animal.

Finalizada la toma de muestra, se aplica una ligera presién local con
una gasa estéril y, tras comprobar que el sangrado se ha detenido, se aplica

povidona yodada.

La muestra recogida se centrifuga inmediatamente a 5.000 r.p.m.
durante 10 minutos, y se separa el plasma. La muestra plasmatica se
analiza, y el excedente se conserva a -209C para repetir el analisis en caso

de que fuese necesario.

Cuantificacion de la albumina plasmadtica y colesterol total

Ambas moléculas se determinan mediante kits comerciales
(Laboratorios QCA). A continuacion se describe brevemente las bases del
método de cuantificacion y el protocolo seguido en el analisis de las

muestras plasmaticas.

La albumina se determina mediante el método del verde de
bromocresol. A pH acido, la albumina se combina especificamente con el
verde de bromocresol para formar un complejo coloreado que se cuantifica

fotométricamente.
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Para ello se emplea un estandar acuoso de albumina de 5 g/dl, que
actua como solucién madre en la obtencidn de los patrones empleados en
las rectas de calibrado (5, 2,5 y 1 g/dl), y un reactivo compuesto por
tampodn succinato 50 mM, azida sddica al 0,09% y verde de bromocresol

0,75 g/l

Para analizar las muestras experimentales se deposita 1 ml del
reactivo en una cubeta de plastico de espectrofotémetro. Se afiade 6 pul de
patrén o de plasma problema, se mezcla mediante aspiracion con pipeta, y
se incuba a temperatura ambiente durante un minimo de 5 minutos en
oscuridad. Transcurrido este tiempo se procede a su lectura en el

espectrofotémetro, seleccionando la longitud de onda de 630 nm.

Figura 4-4. Cubetas con el reactivo y los patrones de albimina una vez ha
finalizado el periodo de incubacién.

El correcto uso del reactivo requiere respetar la fecha de caducidad,
asi como realizar pruebas adicionales para asegurar su perfecto estado. Si
aparecen particulas o turbidez, o el blanco presenta una absorbancia

mayor o igual a 0,40 unidades, el reactivo se debe desechar.
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La reaccion entre el verde de bromocresol y la albumina es
instantanea, mientras que otras fracciones proteicas producen con el
tiempo una coloracién adicional. Se recomienda, por tanto, no emplear
periodos de incubacion superiores a 1 hora. En este estudio se ha
estandarizado el tiempo de incubacion y medida de las muestras en un
periodo comprendido entre 30 y 40 minutos. Asimismo, la hemdlisis de la
muestra interfiere en el andlisis aumentando la intensidad de la sefal, por
lo que es importante disponer de muestras plasmaticas limpias y no

hemolizadas.

El colesterol se ha analizado mediante un test enzimatico
colorimétrico denominado CHOD-PAP. Emplea esterasas, oxidadasas vy
peroxidasas (POD) del colesterol (Col.) seglin el esquema que se muestra a

continuacion.

) Col. Esterasa )
Esteres del colesterol + H,0 » Colesterol + Ac. Grasos

Col. Oxidasa

v

Colesterol + H,0 Colestenona + H,0,

POD
H,0; + 4-Aminoantipirina + Derivado Quindnico
3,5-Diclorofenol coloreado + 4 H,0

v

En el ensayo se emplea un estandar de colesterol de 200 mg/dl a

partir del cual se prepara la curva de calibrado (200, 100, 50 y 25 mg/dl).
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En este caso, el reactivo estd compuesto por un tampdn Pipes 60
mM, Fenol 6 mM, 3,5-diclorofenol 0,2 mM, 4-Aminoantipirina 0,5 mM, y
las enzimas colesterol esterasa (= 500k U/I), colesterol oxidasa (> 300k U/I)

y peroxidasa (= 1200 kU/I).

Para el analisis de las muestras se deposita en una cubeta 1,5 ml del
reactivo, junto con 15 pl de patrén o plasma problema. Se agita por
aspiracion mediante pipeta, y la mezcla se incuba durante un minimo de 10
minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalizado el periodo de
incubacién, se mide la intensidad de sefial en el espectrofotémetro

seleccionando la longitud de onda de 505 nm.

En el andlisis del colesterol también es de suma importancia utilizar
el reactivo sin sobrepasar el periodo de validez. En caso contrario, se
recomienda desecharlo, asi como si presenta un aspecto turbio, o si la

absorbancia del blanco es superior a 0,10 unidades.

Pese a que en la reaccién no interfiere la presencia de bilirrubina
cuando su concentracion es inferior a 15 mg/dl, ni la de hemoglobina en
concentraciones inferiores a 200 mg/dl, se recomienda utilizar muestras no

hemolizadas y limitar el tiempo de incubacién a 40 minutos.

4.2.1.3 Criterios para la valoracion del estado nutricional de
los animales

Los animales se han considerado malnutridos si al finalizar el
periodo de adaptacion, su peso no supera el 80% del peso alcanzado por

los animales del grupo NN y la concentracion de albdimina sérica es inferior
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a 2,3 g/dl. Durante el periodo de adaptacién también se ha monitorizado
de forma periddica la concentracidn plasmatica de colesterol total, y se han
realizado diversas observaciones cualitativas, entre ellas, la existencia de
piloereccién, la pérdida de masa capilar, la fragilidad ungueal y/o la
actividad locomotora alterada, aunque ninguna de estas variables se ha

utilizado para valorar el estado nutricional alcanzado por los animales.

Clasificacion del estado nutricional

El grado de desnutricion caldrico-proteica logrado en los animales
del grupo DN se ha clasificado mediante un sistema de puntuacién
asignado al valor del peso y concentracion plasmatica de albumina, tal y

como se expone en el Cuadro 4-3°% %%,

Alteracion de los parametros

Nula Leve Moderada Severa

Albumina (g/dI) 4,3-2,3 2,29-19 1,89-1,5 <1,5

Parametro
bioquimico

Puntuacidn 0 2 4 6

Peso corporal (g) | 310-240  239-220  219-190 <190

Parametro
biométrico

Puntuacion 0 1 2 3
Puntuacidn total 0 1-3 4-6 7-9
Grado de desnutricidn Nulo Leve Moderado  Severo

Cuadro 4-3. Valoracion del grado de desnutricién de los animales utilizando los

criterios indicados.
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4.3 Anadlisis histoldgico del intestino

Para valorar el estado fisiolégico y la integridad del tejido intestinal
de los animales NN y DN se ha evaluado microscépicamente el tejido
intestinal de animales empleados previamente en el estudio

farmacocinético (n=6).

Para extraer el intestino se procede de la forma siguiente: una vez
finalizado el estudio farmacocinético de administraciéon de taurina por via
intravenosa, se seleccionaron 3 animales NN y 3 animales DN. Se cierra la
via central implantada para la extraccién de muestras sanguineas y durante
24 horas se les permite libre acceso al agua y a la alimentacion estandar de
acuerdo con el grupo nutricional al que pertenece cada animal.
Transcurrido ese tiempo, los animales se someten a un periodo de ayuno
de 6 horas para vaciar el contenido intestinal y a continuacién se sacrifican
administrando pentobarbital sédico (100 mg/kg) por via intraperitoneal.
Tras comprobar la ausencia de signos vitales en el animal, rapidamente se
escinde el intestino delgado completo y se deposita en una placa petri que
contiene suero fisiolégico. Con ayuda de unas pinzas de punta roma y de
bisturi, se lava el érgano y se divide en secciones para su correcta
conservaciéon. El tejido intestinal se separa en tres secciones de igual
longitud, que equivalen a las regiones fisioldgicas intestinales proximal,

media y distal.

Para preservar el material biolégico se realiza la fijacién y
deshidratacion del mismo. Para ello, el tejido intestinal se deposita en los

casetes o cajas de conservacién, y se sumergen en una solucién de
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formaldehido al 4% tamponada a pH 7 durante 24 horas a 52C. Finalizado
este primer periodo, se lavan, y se conservan en formaldehido al 0,4%
tamponado a pH 7 a la temperatura de 52C durante un minimo de 24
horas. Finalizado el periodo de fijacidn, se deshidrata el tejido con bafios
sucesivos utilizando soluciones de etanol 962 de concentracidn creciente, y
se orienta en parafina liquida caliente (562C). El bloque de parafina
endurecido que incluye el tejido fijado se corta con el micréotomo en finas
[dminas que se montan sobre diferentes portaobjetos para su observacion

microscopica posterior.

&= 6o

Figura 4-5. Obtencion y montaje de los cortes intestinales.

Los cortes asi obtenidos se desparafinan con xileno, se hidratan y se
someten a un proceso de tincidén con los colorantes hematoxilina y eosina
La hematoxilina, por ser catidonica o bdsica, tifie estructuras Jacidas
(baséfilas) en tonos azul y purpura, como por ejemplo los nucleos
celulares; y la eosina, de caracter anidnico o acido, tifie los componentes

basicos (aciddéfilos) como el citoplasma, en tonos rosaceos.

Finalizada la tincién, la muestra se deshidrata de nuevo, y tras
lavarla se depositan unas gotas del liquido de montaje y se cubre con una

[dmina de vidrio fino o cubreobjetos.
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Las muestras se observan a través de un microscopio éptico Leica®
DMA4500 B con camara acoplada (Leica DCF300 FX) y se procesan mediante

el software Image J®.

4.4 Técnica quiriurgica

4.4.1 Anestesiay analgesia

La anestesia y analgesia de los animales se induce con un anestésico
general y un antiinflamatorio. A partir de una solucién de pentobarbital
sédico 20% (p/v) (Dolethal®), se prepara diariamente una disolucién diluida
1:10 con suero fisiolégico (Cloruro sédico simple, Braun S.A.) que se utiliza
como solucién anestésica. Esta dilucion se administra por via
intraperitoneal a razén de 30 mg por kilogramo de peso del animal. Para
ello, el animal se inmoviliza con ayuda de un trapo y se ubica en posicidn
ventral, sujetando la cabeza entre los dedos indice y corazén. Con el
abdomen al descubierto se procede a inyectar el anestésico por via
intraperitoneal, 2 cm por encima del poro genital. Tras la inyeccidon se
realiza un masaje abdominal, con objeto de acelerar el paso del anestésico
a la circulacién sanguinea, y el animal se deposita en una jaula con doble
fondo y con una fuente de calor. Una vez se ha inducido la anestesia, el
analgésico y antiinflamatorio butorfanol tartrato (Torbugesic®) se
administra subcutdaneamente en la zona ventral superior a razén de 0,5 mg

por kilo de peso corporal.
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Una vez alcanzada la anestesia profunda se procede a la canulacion
de la vena yugular, comprobando, previamente, la ausencia de respuesta

motora a estimulos mediante la pérdida del reflejo palpebral.

4.4.2 Técnica de canulacion permanente de la vena Yugular

La técnica quirdrgica utilizada consiste en la implantacion
permanente de un catéter de silicona en la vena yugular derecha®. Esta
técnica permite que la administracion intravenosa y la toma de muestras
plasmaticas se realicen sin necesidad de anestesiar al animal o limitar su
movilidad, evitando asi un estrés adicional para el animal de

experimentacion.

Figura 4-6. Animal con la vena yugular canulada.

4.4.2.1 Soluciones y material de trabajo
A continuacion se describe una relacién de los materiales

necesarios para realizar la intervencién quirdrgica:

- Catéter o canula, de aproximadamente 15 cm de longitud. Se

prepara a partir de un tubo de silicona (cat. No. Silastic ® R 602-155) de 0,6
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mm de didmetro interno. A 3,4 cm de uno de los extremos del tubo se fija
un hilo de seda 4/0, con ayuda de un sellador de silicona Orbasil®. Este

montaje cumple dos funciones:

- Limitar la longitud de la canula que se introduce en la vena
yugular.
- Permitir la fijacion de la canula, una vez implantada, al

musculo digastrico de la rata.

El extremo de 3,4 cm que se introduce en la vena yugular, se debe
cortar transversalmente en bisel o “pico de flauta” para facilitar su
implantacién. Este catéter se esteriliza en el autoclave durante 20 minutos

a 120¢C.

- Instrumental quirdrgico. Se compone de tablilla de PVC, pinzas en
diente de ratdn, pinzas “pean”, pinzas de punta fina curva, tijeras de punta
roma, tijeras de punta fina, aguja de administracién intratecal, aguja curva
de sutura de seccion circular, suturas de seda trenzada 4/0, y aguja curva

de sutura de seccidn triangular acoplada a hilo de sutura de seda 4/0.

- Jeringuillas de insulina de 1ml con aguja de punta roma. Se utilizan
en la toma de muestras. Se preparan expresamente, en el laboratorio, con
punta roma con el propdsito de no dafiar la canula, y se heparinizan para

evitar la coagulacion de las muestras.

- Flexo o manta calefactora. Es imprescindible contar con una
fuente de calor durante la induccidn de la anestesia, la intervencién

quirurgica, y la posterior recuperacion de la consciencia del animal para
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evitar la hipotermia causada por la disminucién de la frecuencia cardiaca

gue se desarrolla bajo la anestesia del animal.

En cuanto a las soluciones de trabajo: para el restablecimiento de la
volemia se emplea una solucion de suero fisioldgico isoténico estéril
(Cloruro sédico simple®, Braun S.A.), heparinizado en el laboratorio bajo
condiciones asépticas, utilizando la cantidad necesaria de heparina sddica
al 5% (Hospira®) que permite obtener una solucién de suero fisiolégico con
20 U.l./ml de heparina. Para ello, de un envase de 500 ml de suero
fisioldgico se extrae un volumen de 2 ml y a los 498 ml restantes se les
afiade 2 ml de heparina al 5%. La solucién heparinizada se conserva en
nevera a 49C hasta el momento de su utilizacion. Los tubos Eppendorf®
donde se recolecta las muestras sanguineas y las jeringas empleadas en la
extraccion de sangre se heparinizan con una solucion acuosa de heparina al

1%, es decir, una parte de heparina al 5% y cuatro de agua destilada.

4.4.2.2 Técnica de implantacion

Una vez el animal alcanza la anestesia profunda se coloca sobre una
tabla de PVC, en posicion decubito supino, fijando sus extremidades
mediante cinta adhesiva. La inmovilizacidon se debe realizar sin forzar las
extremidades superiores, evitando asi presionar el tdrax e impedir la

correcta respiracién del animal.

Tras la localizacion visual de la vena yugular en la zona medio-
clavicular, se rasura la zona y se impregna con povidona yodada

(Betadine®) y se efectia sobre la piel, con ayuda de unas pinzas de diente
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de ratén y de unas tijeras de punta roma, una incisiéon transversal menor
de medio centimetro. A continuaciéon se procede a realizar la
exteriorizacién del catéter (Figura 4-7, A). Desde la incisidn practicada, la
canula se conduce, a través del tejido subcutaneo, hacia la zona cervical
con ayuda de una aguja intratecal, donde se exterioriza a través de la piel
(Figura 4-7, C). El catéter se rellena con suero fisiolégico heparinizado
mediante la conexion de una jeringuilla de 1 ml, con punta roma, al
extremo exteriorizado del mismo. De esta forma se impide la entrada de
aire al torrente circulatorio cuando se introduzca el catéter en la vena

yugular.

A continuacién, se desbridan las capas superiores de tejido
subcutaneo en la incisidn realizada, mediante unas tijeras de punta fina y
pinzas de punta curva, hasta descubrir la vena yugular, con la precaucién
de no dafar los vasos o las estructuras adyacentes. Seguidamente, se
localiza el area de la vena yugular mas proxima a la ramificacién de la vena
subclavia, y se diseca la vena yugular del tejido conectivo mediante unas

pinzas de punta fina (Figura 4-7, B).

Ulteriormente, se procede al aislamiento de la vena yugular
utilizando un hilo de seda que se desliza de forma doble por debajo de la
misma. Tras este paso, se corta el extremo doble, consiguiendo de este
modo, situar dos filamentos por debajo del vaso. Se sujetan los dos cabos
de cada hilo en los extremos del vaso con unas pinzas “pean” para facilitar
la implantacién del catéter, asi como para disminuir la hemorragia en el

momento de la incisidn en la vena y facilitar la manipulacién de la misma. A
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continuacion se realiza una pequeiia incisién en bisel en la pared de la vena
yugular sin seccionar el vaso, por la que se introduce el extremo del catéter
cargado de suero fisioldgico heparinizado. La operacidn se debe realizar en
el menor tiempo posible y con extrema precaucion para evitar que se

produzca una elevada pérdida de sangre.

Seguidamente se evidencia la correcta insercion de la canula en el
vaso aspirando con la jeringa de insulina acoplada al catéter, vy
comprobando que al aspirar se obtiene sangre sin la aparicién de vacio o
aire. Esta operacion se debe repetir a lo largo del proceso quirdrgico con
objeto de comprobar que el catéter no esté obturado. Finalizado el
proceso, los hilos de seda que aislaban el vaso se retiran. La canula se fija al
musculo pectoral o digastrico mediante un punto de sutura con ayuda de la
aguja curva de seccidn circular. El hilo utilizado es el que previamente se ha
fijado a la canula con un tope de silicona. Por ultimo, con la aguja curva de
seccion triangular acoplada a un nuevo hilo de seda, se cose la capa de
tejido subcutdneo y la piel mediante los puntos de sutura necesarios. Al
finalizar, se realiza un doble nudo proximo a la sutura y se escinde el hilo

sobrante para evitar que el animal una vez consciente pueda manipularlo.

Finalizada la intervencién, se corta una porcion del catéter
exteriorizado dejando que sobresalga del lomo del animal un extremo de
entre 3-4 cm; longitud adecuada para impedir que el animal alcance la
canula y la dafie, y para permitir la toma de muestras sanguineas posterior.

El extremo que sobresale al exterior se tapona mediante un obturador,
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preparado con tubo rigido de polietileno, cuyo didmetro coincide con el del

catéter.

El animal se deposita en una jaula sobre una manta calefactora
hasta despertar. A continuacion, se suministra a los animales la dieta sélida
correspondiente al grupo de estudio (NN o DN) y se les permite el acceso

libre al agua de bebida.

Al dia siguiente se comprueba la total recuperacién del animal y se
realiza el ensayo farmacocinético. Previo la administracion, al extremo de
la cadnula que sobresale del animal se acopla un puente de metal de 1 cm
de longitud aproximadamente. En el extremo libre del puente, se coloca
una canula de unos 10 cm de longitud acoplada a una jeringa, ambas
colmadas de suero fisioldgico heparinizado (Figura 4-7, D). A través de esta
conexidn, se toman las muestras sanguineas y se administra la taurina por

via intravenosa.
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Figura 4-7. Canulacién de las ratas. A Catéter empleado en la canulacién. B: Vista

ventral del animal, se muestra la localizacion de la vena yugular y el musculo pectoral
donde se ancla. C: Vista dorsal del animal al finalizar la intervencion, detalle de la
exteriorizacion de la canula. D: Animal estabulado tras la intervencién quiruargica.

Los animales se mantienen en ayunas y se asignan de forma
aleatoria a un grupo de ensayo (solucién de aminoacido o dieta enteral, via
de administracion y dosis de aminodcido). El periodo de ayuno se mantiene
durante el ensayo pero durante éste se permite el acceso libre al agua de

bebida.

La privacion de alimento durante la administracion de los
preparados/soluciones a ensayar y durante la toma de muestras se realiza
para evitar interferencias, puesto que la dieta aporta taurina y sus

precursores.
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4.5 Protocolo del ensayo

El estudio se ha realizado de acuerdo a un disefio paralelo, puesto
gue cada animal recibe un Unico preparado, y aleatorio. Los animales se
distribuyen en 24 grupos, en funcion de la formulacidon ensayada (solucion
libre o preparado enteral comercial), la via de administracién (intravenosa
u oral), la pauta posoldgica (dosis Unica o multiple), y grupo nutricional (NN

o DN) al que pertenecen.

4.5.1 Administracion de la solucion de taurina y de los
preparados enterales

Las diferentes soluciones de taurina ensayadas se administran por

inyeccidn intravenosa rapida.

Como paso previo a la administracion, se toma una muestra
sanguinea que servira de blanco. Se inyecta 1 ml de la solucién a
administrar, por acoplamiento de una jeringa que contiene dicha solucion.
Posteriormente, se inyecta el volumen suficiente de suero fisiolégico para
asegurar que la dosis administrada accede integramente al torrente

sanguineo, y de forma simultanea se pone en marcha el crondmetro.

Por ultimo, se procede al cambio del puente y el tramo de 10 cm de
canula para evitar contaminaciones en la toma de muestras, y se acopla
una jeringuilla de insulina cargada de suero fisioldgico heparinizado para
cerrar el circuito. Se debe tener especial precaucion durante todo el

proceso tanto en la administracién de las soluciones como en la toma de
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muestras para evitar, durante la manipulacién de la canula, el paso de aire

a la circulacién sanguinea del animal.

Asi como en la administracion intravenosa, en la administracién oral
se toma una muestra sanguinea previa al ensayo, que servira de blanco en
el andlisis de las muestras. A continuacién, el animal se inmoviliza en
posicion vertical con ayuda de un trapo, alineando el tracto
gastroesofagico. Por la cavidad oral se introduce una sonda gastroesofagica
para perfusion oral acoplada a una jeringa de 2,5 ml, y se administra 1 ml
de la solucién de aminodacido, 2,5 ml del preparado enteral o agua. En estas
condiciones, el animal mantiene el reflejo de deglucién, ya que no se
requiere la administracion de anestesia. Finalmente, se pone en marcha el

cronometro.

Para la realizacion del estudio farmacocinético compartimental de

la taurina se administré una solucion libre de taurina por via intravenosa y
oral. Transcurridas entre 16 y 24 horas desde la intervencién quirdrgica, los
animales se distribuyen de forma aleatoria en 8 grupos, en funciéon de la
dosis, la via de administracion y el estado nutricional. Se administra en
forma de bolus intravenoso o por via oral 1 ml de solucién de taurina a la
concentracion de 1, 10 o 100 mg/ml. Se toman muestras durante un total
de 2 horas, excepto en el caso de la administracion oral de 100 mg de
taurina, en que el periodo de toma de muestras se prolonga durante 3

horas.

Antes de iniciar el estudio farmacocinético no compartimental tras

la administracién oral de los preparados enterales y agua, las ratas se
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distribuyen aleatoriamente en tres grupos diferentes, tal y como se

describe en el Cuadro 4-4, en el que se distingue:

- Grupo control. Se les administran 2,5 ml de agua, lo que
permite controlar la evolucién de las concentraciones
basales de taurina durante las 4 horas del ensayo. Los
valores obtenidos se han considerado como valor de
referencia del nutriente a lo largo del experimento.

- Grupo TDP. Se les ha administrado 2,5 ml del preparado
enriquecido T-Diet Plus® y se ha cuantificado Ia
concentracion plasmatica de la taurina durante 4 horas.

- Grupo IST. Se les ha administrado 2,5 ml del preparado no
enriquecido Isosource-ST® y se ha determinado la
concentracion plasmatica del aminoacido taurina durante 4

horas.

La administracidon oral de los preparados enterales y agua se ha
realizado tanto en régimen de dosis Unica como en régimen de dosis
multiple. En este ultimo caso se administra una dosis cada dos horas hasta

un total de cuatro dosis.
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ANIMALES AISLADOS (N= 115)

[ 1
ADMINISTRACION ORAL DE ADMINISTRACION ORAL DE
PREPRARADOS EN DOSIS UNICA PREPRARADOS EN DOSIS
(N=76) MULTIPLE (N=39)
I I
[ 1 [ 1
Normonutrido Desnutrido Normonutrido Desnutrido
(N=40) (N=36) (N=21) (N=18)
= 2,5ml Agua = 2,5ml Agua == 2,5ml Agua = 2,5ml Agua
2,5ml | 2,5ml | 2,5ml | 2,5ml
TDP TDP TDP TDP
2,5ml L 2,5ml | 2,5ml L 2,5ml
IST IST IST IST

Cuadro 4-4. Diagrama de distribucion de los animales y administracion de

preparados comerciales enterales administrados a cada grupo ensayado.

4.5.2 Estabulado y toma de muestras

Durante la toma de muestras sanguineas, los animales se depositan
en cajas de polietileno, idénticas a las empleadas para estabularlos durante

el periodo de adaptacion (Epigrafe 4.2).

La recoleccidn de las muestras se realiza mediante jeringuillas de
insulina heparinizadas de 1 ml de capacidad acopladas a aguja de punta
roma. En los 15 segundos previos al tiempo de toma de muestra, se
conecta una jeringuilla y se succiona la sangre, desplazando el suero de la
canula. Esta primera fraccion de muestra se rechaza, ya que se encuentra

diluida por el suero fisiolégico de la canula. Se renueva la jeringuilla por
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otra vacia previamente heparinizada, y se toman 0,10 ml de muestra
sanguinea. Por ultimo, se reemplaza de nuevo la jeringuilla por otra que
contiene 1 ml de suero fisioldgico heparinizado, del que se inyectan 0,10 ml
mas un exceso correspondiente al volumen muerto de la canula, que
permiten restablecer la volemia de la rata ademas de limpiar la canula. Esta

operacion se repite en todas las tomas de muestra realizadas.

Tras la administracion de taurina en solucién por via oral e
intravenosa se han tomado muestras de sangre distribuidas en los

siguientes intervalos de tiempo:

- En la administracion intravenosa: 0 (muestra previa a la
administracion); 0,08; 0,17; 0,33; 0,50; 1,00 y 2,00 horas.

- En la administracion oral: 0 (muestra previa a la
administracion); 0,17; 0.25; 0,33; 0,50; 1,00, 2,00 horas (3,00

horas en la dosis de 100 mg).

Tras la administracidn oral de agua y de los preparados enterales la
toma de muestras de sangre se realizdé durante un periodo de cuatro horas,
distribuidas en intervalos de tiempo diferentes segin el régimen de

dosificacion utilizado.

En régimen de dosis Unica los tiempos de muestreo seleccionados
han sido: 0 (muestra previa a la administracién); 0,25; 0,50; 1,00; 1,50;
2,00; 3,00 y 4,00 horas.
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En régimen de dosis multiple los tiempos de muestreo
seleccionados han sido: 0 (muestra previa a la administracién); 0,25; 0,50;

1,00; 2,00; 2,50; 4,00; 4,50; 6,00; 6,50; 7,00 y 8,00 horas.

Asi se han obtenido muestras sanguineas suficientes para
determinar los parametros farmacocinéticos del aminodacido evitando
provocar un shock hipovolémico o un descenso acusado del hematocrito
en el animal y, por lo tanto, un deterioro de su estado fisico y de los

parametros farmacocinéticos.

4.5.3 Preparacion de las muestras sanguineas

La desproteinizacidon de las muestras sanguineas es imprescindible
antes de proceder a su determinacién cuantitativa por cromatografia
liquida, ya que permite alargar la vida del sistema cromatografico y

disminuir las interferencias analiticas.

El procedimiento consiste en depositar la muestra de sangre en un
tubo Eppendorf® heparinizado y centrifugar inmediatamente a 5000 r.p.m.
durante 5 min (Centrifuga Sigma Laborzentrifugen 2K15). Se extraen 100 pl
del plasma y se trasvasan a un tubo Eppendorf® que contiene 2,5 mg de
acido sulfosalicilico (SSA). Se vortea enérgicamente durante 30 segundos, y
se centrifuga a 10.000 r.p.m. durante 10 minutos a 49C. El sobrenadante se
separa en un nuevo tubo Eppendorf® identificado adecuadamente, vy
congela a -802C durante un minimo de 24 horas. Transcurrido ese tiempo,
se descongela a temperatura ambiente, se centrifuga de nuevo a 10.000

r.p.m. durante 10 minutos y se recoge el sobrenadante libre de proteinas®.



.................................................................................. Materiales y Métodos 81

Se toman5 I de las muestras desproteinizadas para su analisis mediante
CLAR, y el excedente se conserva a -202C manteniendo su estabilidad

durante un periodo de 6 meses.

Puesto que la taurina no emite fluorescencia, para el analisis
fluorimétrico ha sido necesario transformar esta molécula mediante
reaccién quimica en otra, cuya estructura sea apropiada para que posea
fluorescencia. Por ello, se han derivatizado las muestras con orto-
ftalaldehido y 4acido mercaptopropiénico (OPA-MCA), utilizando los

reactivos y el protocolo que se describen a continuaciéon®.

Se preparan dos tipos de soluciones. En primer lugar, el reactivo
responsable de la reaccion de derivatizacién y, en segundo lugar, el
neutralizador. Debido a la fotosensibilidad del OPA, es necesario proteger
de la luz las soluciones de trabajo, utilizando frascos de vidrio topacio v,
cuando no es posible (matraces aforados, tubos Eppendorf®, etc.),

recubriendo los recipientes con papel de aluminio.

Para obtener el reactivo de derivatizacidon se prepara una solucion
de tampdn borato 100 mM a pH 10. Para ello se pesan 1,24 g de acido
bdrico, y se depositan en un matraz aforado de 100 ml de capacidad. A
continuacion, se anaden 10 ml de una disolucién de NaOH 1 M, y se afora
el matraz con agua destilada. Se comprueba el pH, y en caso necesario se

corrige utilizando una solucion de NaOH 1 M.

Simultaneamente, se disuelven 25 mg de OPA en 0,5 ml de metanol

en un tubo Eppendorf®. Cuando se alcanza la completa disolucién
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mediante agitacién con vértex en campana de extraccién de gases, se
afiaden 4,5 ml de la solucion tampén borato y 25 pl de acido 3-
mercaptopropidnico. Se agita suavemente y se reserva protegido de la luz.

Esta mezcla es estable durante un maximo de 72 horas.

El reactivo final de derivatizacidon se compone de 21 partes, una de
ellas corresponde a la mezcla descrita anteriormente, y las 20 restantes a la

soluciéon tampdn borato 100 mM de pH 10.

El neutralizador estad constituido por una mezcla de una parte de
solucion tampodn dihidrogeno fosfato potasico 400 mM y 10 partes de
trietilamina. Para la preparacion del tampdén se pesan 6,96 g de
dihidrogeno fosfato potasico y se depositan en un matraz aforado de 100
ml. En campana de gases, se afiade un pequeifo volumen de agua
destilada, junto con 1 ml de trietilamina. Para finalizar, se enrasa con agua

destilada y se lleva a ultrasonidos hasta total disolucion.

Con el reactivo de derivatizacion y el neutralizador se desarrolla la

reaccion descrita en la bibliografia®.

4.6 Valoracion analitica de la taurina en las muestras
plasmaticas

Como se ha comentado con anterioridad, la cuantificacion de
taurina se ha realizado mediante CLAR con deteccidon fluorimétrica. La

validacion del método analitico se ha realizado diariamente a través de una
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curva de calibracion y de patrones de concentracion conocida, preparados

a partir de una solucién madre de aminoacido®.

4.6.1 Elementos cromatograficos

Se ha utilizado un cromatodgrafo Perkin ElImer de reparto y de fase

inversa, compuesto por los siguientes elementos:

- Bomba HP 515 Waters.

- Inyector Spectra System AS1000

- Detector fluorimétrico modelo HP 200 (Aey= 230 nm y Aem=
389 nm).

- Registrador-integrador, modelo HP 3395.

La fase estacionaria consta de una columna de acero inoxidable
(Analisis Vinicos) de 100 mm de longitud por 4,6 mm de didmetro interno,
rellena de gel de silice silanizado con radicales alifaticos de 18 atomos de

carbono, con un tamafo de particula de 3 um.

Una precolumna (Tecnockroma), con dos filtros de 2 um de poro y
un relleno pelicular andlogo al de la columna pero con un tamafo de
particula de 40 um. Su funcion es retener las particulas de mayor tamafio

susceptibles de obturar la columna y el sistema cromatografico.

La fase moévil ternaria utilizada se compone de una fase acuosa y de
una fase organica. La fraccidén acuosa es una solucion de fosfato potasico 9

mM y 0,5 ml de trietilamina por cada litro de tampdn ajustada a un pH final
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de 6,9. En caso necesario, el pH se ajusta al valor seleccionado utilizando

una disoluciéon de hidréxido potasico 1 M.

La fase orgdnica estd compuesta por una mezcla 90:10 de
metanol/acetonitrilo (ambos de calidad HPLC). La proporcién final de las

fases acuosa y organica es de 75:25 (v/v).

Previo a su uso, la fase movil se filtra a través de un filtro “Millipore
GVWP” de 0,45 um de didmetro de poro, con ayuda de un dispositivo de
filtracién por vacio. Esta operacion permite desgasificar la fase movil y
eliminar la presencia de particulas sdlidas susceptibles de dafiar la
columna. Para la elucién de las muestras se ha utilizado un flujo constante

de 0,9 ml/min. El volumen de inyeccion en el cromatdgrafo ha sido de 50

ul.

En estas condiciones, el pico de taurina tras la derivatizacidon con
orto-ftaldehido acido mercaptopropionico (OPA-MCA) presenta un tiempo

de retencién de 8,5 minutos.

4.7 Validacion del método analitico

Con el fin de obtener la concentracion del compuesto en cada
muestra experimental se han realizado curvas de calibracion en las que se
interpolan las areas experimentales de los picos cromatograficos. Para
asegurar la calidad de los datos experimentales, es necesario comprobar
previamente la linealidad, la precision y exactitud del método analitico, asi

como el limite de cuantificacion®.
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4.7.1 Ensayos de linealidad

Para comprobar la linealidad del método analitico en las
condiciones del ensayo, se han construido curvas de calibrado, una para
cada via de administracion y dia de ensayo. Estas abarcan el ambito de
concentraciones que permiten cuantificar las muestras problema por
interpolacion. Los patrones empleados han sido acuosos para evitar la
interferencia de la taurina plasmatica circulante, y se han tratado del

mismo modo que las muestras experimentales.

Se procede a realizar una regresion lineal por minimos cuadrados
entre las areas de los picos de los cromatogramas y las concentraciones del

aminodcido, segun la ecuacion:

A=m-C+b Ecuacién 4.1

en la que A representa el area del pico del cromatograma y C la
concentracion tedrica de los patrones ensayados. Para comprobar la
dependencia lineal entres las areas y las concentraciones de taurina se ha

utilizado el coeficiente de correlacion r.

Se han construido dos curvas de calibracidon. Una con un ambito de
concentraciones comprendido entre 0,60 y 35 pg/ml, que ha servido para
determinar la concentracién plasmatica de taurina tras la administracion
de los preparados enterales. Otra se construyé utilizando un ambito de
concentraciones de taurina comprendido entre 10 y 500 pg/ml, y permitié
calcular las concentraciones plasmaticas del aminoacido tras la

administracion oral o intravenosa de las soluciones estudiadas.
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4.7.2 Ensayo de precision y exactitud

La determinacién de la precision y exactitud del método analitico
utilizado se ha realizado mediante el uso de patrones de concentracion
conocida, que se han cuantificado por interpolacién en las curvas de
calibrado. Cada patrén se ha valorado por triplicado. Los patrones se han
procesado como si de muestras problemas se tratase, se han preparado en
los dias de obtencidn de las muestras experimentales y se han conservado
del mismo modo hasta su posterior valoracién, donde eran distribuidos al
azar entre las muestras. La concentracidon de los patrones preparados se
elegia de forma aleatoria atendiendo siempre al dambito de

concentraciones de las rectas de calibrado.

La exactitud se expresa como el error absoluto y relativo, calculado

para cada concentracion de patrdén, segun las siguientes expresiones:

— _ Ecuacion 4.2
Eabsoluto - |Cte()rico Cexperimentall

Cte()rl’co - Cexperimental Ecuacién 4.3

Erelativo -

-100

C tedrico

La precision se estima a partir de la desviacion estandar (DE) vy el
coeficiente de variacion de la media de los replicados de cada patrén

(CV%).

4.7.3 Limite de deteccion

El limite de deteccién (LOD) se calcula a partir de las curvas de

calibracion utilizadas, donde las areas se representan en el eje de



.................................................................................. Materiales y Métodos 87

ordenadas y las concentraciones en el eje de abscisas a partir de la

siguiente ecuacion.

3,30 .z ]
LOD = - Ecuacioén 4.4

en la que o es la desviacidon estandar de la ordenada, y s la
pendiente de la curva de calibracidon estimada a partir de soluciones del

analito.

4.7.4 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacién (LOQ) se determina a partir de las curvas
de calibracién utilizadas en la valoracién analitica de taurina en las

muestras, mediante la ecuacién 4.5

100 Ecuacion 4.5
LOD = <

en la que o representa la desviacidén estandar de la ordenada en el

origen y s la pendiente de la recta de calibracién.

4.8 Anadlisis farmacocinético

El analisis exploratorio inicial de los datos disponibles se ha
realizado con el programa informatico IBM SPSS Statistics version 20. Se
comprobé la distribucién normal de los pares de valores concentracion
plasmatica vs tiempo de cada grupo mediante el estadistico de

Kolmogorov-Smirnov.
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Tras este analisis previo se ha realizado la modelizacion
farmacocinética de la taurina mediante el método no lineal de efectos
mixtos con doble precision y estimacion de primer orden (FO)
implementado en el programa informatico NONMEM 7.0. Los pares de
valores de concentracion plasmatica de taurina obtenidos en los tiempos
de muestreo se utilizaron para caracterizar el modelo farmacoestadistico

gue describe el comportamiento farmacocinético de la taurina.

Este modelo asume que los parametros farmacocinéticos
individuales proceden aleatoriamente de una funcién de distribucion de
probabilidad, cuyos primeros dos momentos estadisticos son directamente
estimados del conjunto de concentraciones plasmaticas existentes en la
muestra de estudio. Adicionalmente, cuando el numero de
concentraciones plasmaticas por individuo es superior a 1, la regresién por
minimos cuadrados extendidos, implementada en NONMEM, puede
estimar la variabilidad interindividual (VIl) y la variabilidad residual (VR) en

las concentraciones plasmaticas del farmaco.

El desarrollo del modelo se realizé en dos fases. En la primera fase
se selecciona el modelo farmacocinético estructural basico o modelo de
referencia con los datos de concentracion plasmatica-tiempo obtenidos
tras la administracion del aminodacido por via intravenosa. A continuacion,
se evalia la linealidad farmacocinética en el proceso de disposicion
mediante una aproximacion empirica y la influencia de diferentes
covariables sobre los parametros farmacocinéticos del modelo estructural

basico. Con la informacidn obtenida en el apartado anterior se evalldan los
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modelos mecanicistas que permiten explicar la variacion de los parametros
farmacocinéticos atendiendo a los mecanismos implicados en los procesos

fisioldgicos que intervienen en cada uno de los procesos farmacocinéticos.

Una vez caracterizada la fase de disposicion del aminoacido se
incorporan los datos de concentracidén plasmatica-tiempo obtenidos tras la
administracion del aminoacido por via oral y de esta forma se obtiene el
modelo farmacocinético final. Al igual que en la primera fase, en esta
ultima etapa se disefan en primer lugar modelos empiricos y
posteriormente modelos que incorporan la evaluacién del mecanismo

implicado en el proceso.

De este modo, la incorporacion de los datos al modelado se ha

realizado de forma secuencial tal y como se describe a continuacién:

- Primera Fase: Datos intravenosos
0 Anaélisis empirico:
= Datos intravenosos de los grupos 1, 2 y 3 (NN) y/o
datos grupos 7, 8 y 9 (DN).
O Andlisis mecanicista:
= Datos intravenosos de los grupos 1, 2 y 3 (NN) y/o
datos grupos 7, 8 y 9 (DN).
- Segunda Fase: Datos intravenosos y orales
O Analisis empirico:
= Datos intravenosos y orales de los grupos 1, 2, 3,7, 8
vy 9 (NN); y/o 4,5,6,10,11y 12 (DN).

O Analisis mecanicista:
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= Datos intravenosos y orales de los grupos 1, 2, 3,7, 8

vy 9 (NN); y/o 4,5,6,10,11y 12 (DN).

4.8.1 Modelizacion de datos intravenosos

A continuacion se describen las fases que han consolidado la

seleccidon del modelo farmacocinético.

4.8.1.1 Analisis empirico

El modelado comienza siempre por el andlisis del modelo mas
sencillo, es decir, por el modelo monocompartimental tras administracidon
de la taurina por via intravenosa estimando los parametros aclaramiento
(Cl) y volumen de distribuciéon (Vd), usando la minimizacién de primer
orden (FO). A continuacién se analizé el modelo bicompartimental con
administracion en bolus intravenoso, estimando los pardmetros
aclaramiento, volumen de distribucion central (Vc) y las constantes de
distribucién y retorno ki, y ko1. Puesto que la taurina se sintetiza de forma
enddgena, en todos los analisis se incorpord el pardmetro Qg, que describe
la velocidad de incorporaciéon de taurina enddgena al torrente sanguineo
(mg/h). Por ello, se empled la subrutina ADVAN 6 (TOL 5) en todos los

modelos.

Inicialmente, la modelizacion monocompartimental y
bicompartimental se realizé6 de forma independiente para cada estado

nutricional. A continuacion se formalizo el ajuste con el conjunto de datos
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obtenidos tras la administracion intravenosa de taurina a los animales NN y

DN.

Por ultimo se efectud el analisis de covariables. Se evalud la
influencia del estado nutricional, concentracién de albumina plasmatica y
peso en el volumen de distribucidn y aclaramiento plasmatico. Asimismo,
se evalud de forma empirica la existencia de no linealidad en el proceso de

disposicion del aminodcido.

4.8.1.2 Analisis mecanicista

Se ajustan las ecuaciones diferenciales de distintos modelos
bicompartimentales que incluyen procesos lineales y no lineales a los datos
experimentales. Estos modelos se construyen en base a la informacion

obtenida en el analisis empirico anterior.

En primer lugar se disefian diversos modelos mecanicistas, y se
aplican a los datos experimentales obtenidos tras la administracion
intravenosa de taurina de forma independiente en animales NN y DN. A
continuacion se realizan estos ajustes utilizando los datos experimentales
obtenidos en de todos los animales ensayados (NN y DN) y se selecciona el
modelo que satisface al conjunto de datos. Asimismo, al igual que en Ila
etapa anterior, se evaliuan las covariables relacionadas con el estado

nutricional sobre los pardmetros farmacocinéticos.
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4.8.2 Modelizacion global de los datos orales e intravenosos

Una vez descrito el proceso de disposicidn, se evaltua el proceso de
incorporacion del aminoacido al organismo considerando en el analisis los
datos experimentales de concentracion plasmatica-tiempo obtenidos tras

la administracion oral de la taurina.

4.8.2.1 Modelizacion empirica del proceso de absorcion

En esta fase del analisis farmacocinético se ha seguido un
procedimiento similar a la anterior. De esta forma se ha realizado un
analisis empirico de los datos, primero segregando la poblacion de estudio
de acuerdo con el estado nutricional (animales NN o DN) y posteriormente
de forma conjunta. En esta fase del estudio, los parametros de disposicion
se fijan a los valores obtenidos en la fase anterior y Unicamente se estiman
los parametros correspondientes al proceso de absorciéon oral. Como en
etapas anteriores, se explora la influencia de diferentes covariables

predictoras en los parametros farmacocinéticos.

4.8.2.2 Analisis mecanicista del proceso de absorcion

Se disefian los modelos mecanicistas del proceso de absorcidn,
primero de forma independiente segun el estado nutricional de los

animales (NN o DN), para proceder en la Ultima etapa al analisis conjunto.

De acuerdo con este procedimiento, los parametros de disposicion
se fijan con los obtenidos el analisis mecanicista de datos intravenosos, y

asi se evalla la linealidad en el proceso de absorcién oral del aminoacido
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primero en cada estado nutricional y por Uultimo con los datos

experimentales obtenidos con la poblacion total.

4.8.3 Modelizacion de la variabilidad interindividual

El modelo de varianza interindividual (VII) de los parametros medios

poblacionales puede calcularse de acuerdo con las siguientes expresiones:
Modelo aditivo:

0; =0 +n; n; ~ N(0, w?) Ecuacion 4.6
Modelo proporcional:

0, = 0 - (1+n) n~ N(O,wz) Ecuacién 4.7
Modelo exponencial:

0, =0-eM n; ~ N(0, w?) Ecuacion 4.8

siendo 6; el valor del pardmetro farmacocinético (6) del individuo i,
0 el valor poblacional de ese parametro farmacocinético, y n; la variabilidad
interindividual de una poblacion (N) que presenta una distribucion
aleatoria alrededor de 0 y de varianza w?. Asimismo, pueden emplearse
combinaciones de las ecuaciones mostradas anteriormente, como por

ejemplo, modelos de varianza interindividual aditivo-exponenciales.

La seleccidn del modelo de variabilidad interindividual depende del
tipo de datos experimentales. El modelo aditivo (Ecuacién 4.6) asume que

la desviacion es constante independientemente de cual sea la magnitud del
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parametro, motivo por el que también se conoce como como modelo de
coeficiente de variacion constante. En farmacocinética, la variabilidad
interindividual en los parametros suele modelarse de forma exponencial
(Ecuacion 4.8) puesto que los valores individuales de dichos parametros
deben ser acotados para que no puedan presentar valores negativos. Por
esa razon, en esta memoria se ha empleado el modelo exponencial para

modelar la variabilidad interindividual.

La magnitud de la variabilidad interindividual puede expresarse en
términos de coeficiente de variacion porcentual (CV%), cuyo calculo
depende del modelo de variabilidad interindividual seleccionado. En la
Ecuacion 4.9 se muestra la expresion que se emplea en el modelo

exponencial.

CV(%) =+ w?-100 Ecuacién 4.9

Donde w? representa la varianza del pardmetro farmacocinético

parametros del modelo con variabilidad interindividual asociada) se

obtienen a partir de la matriz de varianza-covarianza Q calculada, vy

corresponden a los elementos diagonales de dicha matriz.

4.8.4 Modelizacion de la variabilidad aleatoria residual

La variabilidad residual atribuible a variables o efectos aleatorios

puede cuantificarse mediante las siguientes expresiones:
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Modelo aditivo:

Vij = f(gi'Di'xij) + €5 & ~ N(O, o?) Ecuacion 4.10
Modelo proporcional:

Vij = f(gi'Di'xij) . (1 + 6},); & ~ N(O, o?) Ecuacién 4.11
Modelo exponencial:

Vi = f(gi'Di'xij) e & ~ N(0,02) Ecuaci6n 4.11

donde f(@l-,Dl-,xij) representa la concentracién individual predicha
mediante el correspondiente modelo estructural farmacocinético (f), en
funcién de los valores individuales de los parametros farmacocinéticos (0),
la dosis administrada (D;), y los tiempos j de determinacién de las
concentraciones en el individuo i (variable independiente) (x;;). Se asume
que los efectos aleatorios residuales son independientes y presentan una
distribucién simétrica alrededor de cero y varianza o. Tal y como sucede
en el cilculo de la variabilidad interindividual, la variabilidad residual
también permite el célculo combinado de modelos, como por ejemplo, el

modelo aditivo-proporcional.

De todos los modelos descritos, en esta Memoria se ha empleado el
modelo exponencial. En el modelo exponencial, la magnitud de Ia
variabilidad residual puede expresarse en términos de coeficiente de

variacién porcentual (CV%), calculado segun la siguiente expresion:

CV(%) — /0.2 -100 Ecuacion 4.12
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donde o® representa la varianza del parametro farmacocinético
variables dependientes posibles en el modelo (farmaco y metabolito,
nutriente en plasma y orina, etc...), representan los elementos diagonales

de la matriz de varianza-covarianza Z.

4.8.5 Obtencion de los parametros farmacocinéticos
individuales

Una vez seleccionados los modelos de variabilidad y el modelo
farmacocinético estructural se obtienen los parametros farmacocinéticos
individuales usando la metodologia bayesiana de maxima probabilidad a

posteriori (procedimiento POSTHOC del NONMEM).

4.8.6 Seleccion de covariables

El modelo farmacocinético estructural seleccionado constituye el
modelo de referencia, cuya FMO y VR se utiliza como valor de referencia
para valorar estadisticamente el efecto de la incorporacion de los modelos
de regresidon con variables predictoras sobre la variabilidad de los
parametros farmacocinéticos. Se valoré la influencia del estado nutricional
(NN o DN), gravedad del grado de desnutricion (SCORE), el peso y la
albumina (variables predictoras) sobre los pardmetros farmacocinéticos del
modelo farmacocinético poblacional seleccionado en la primera y segunda
fase. En este estudio la selecciéon de covariables se realiza mediante el

método directo®’. Este método consiste incluir las covariables una a una de
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manera secuencial, seleccionando la mejor relacién matematica (lineal,
potencial o exponencial), utilizando para ello los parametros utilizados para
la seleccidén del modelo, que se comparan con los obtenidos en el modelo
referencia. Se emplearon niveles de significaciéon del 5% (diferencia en la
FMO >3,841 puntos) y 1% (diferencia en la FMO >6,635 puntos) en el

proceso de inclusién y exclusidén secuencial de covariables.

Inicialmente se realiza la representacion grafica de la covariable
predictora frente al parametro objeto de estudio obtenido en el modelo de
referencia seleccionado previamente. Se realizan regresiones lineales
potenciales y exponenciales para determinar si existe relacién entre la
covariable predictora y el pardmetro farmacocinético, asi como acotar el
tipo de relacién matematica existente entre ellos. Esta relacion se evalua
tanto graficamente como mediante el parametro estadistico coeficiente de

o n
r-.

correlacion

En la fase de inclusidn secuencial de las covariables se introducen
las covariables de forma secuencial, buscando la mejor relaciéon
matematica entre la covariable y el parametro farmacocinético. La
expresion matematica y las covariables asi seleccionadas se incorporaron,
una a una, al modelo farmacoestadistico hasta obtener el modelo
completo; es decir, el modelo en el cual la inclusién de mads covariables no

mejora la estimacién de los parametros farmacocinéticos de taurina.

En la exclusion secuencial de cada covariable se valora la
contribuciéon de cada covariable al modelo completo mediante su

eliminacion del modelo farmacoestadistico. Este proceso secuencial
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permitié conservar Unicamente las covariables predictoras cuya aportacion

era significativa.

4.8.7 Seleccion del modelo

Durante la seleccion del modelo se aplica el principio de parsimonia,
ya que cuando se ajusta mas de un modelo a nuestras observaciones
(niveles del farmaco o del nutriente), siempre se debe seleccionar el
modelo mas simple que explique nuestras observaciones, asumiendo
siempre un grado aceptable de precisién. Existen varias técnicas para el
refinamiento de los modelos farmacocinéticos poblacionales que incluyen
tanto aproximaciones numéricas como graficas. No obstante, en ningln
caso una técnica por si sola es concluyente, y por tanto, sélo la
combinacion de los resultados obtenidos mediante la utilizacién de varias
técnicas proporciona una vision general sobre la bondad del ajustado, y
consecuentemente, permite ayudar en el proceso de seleccién de modelos.
En la seleccion del modelo farmacocinético se ha empleado como criterio
estadistico el valor de la funcion minima objetivo, y como criterio grafico se

han representado las graficas de bondad de ajuste.

El calculo del criterio estadistico funcidn minima objetivo se basa
en la relacion existente entre la funcidn objetivo (Obj) y la funcién de
maxima probabilidad (Lmax) optimizada en los métodos de minimos

cuadrados extendidos, de acuerdo a la ecuacion:

Obj = —2In(Lmax) Ecuacién 4.13
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Segln esta ecuacién, la funcién minima objetivo (FMO) es
proporcional a menos dos veces el logaritmo de la probabilidad de los
datos. En consecuencia, la minimizacién de Obj (FMO) equivale a la
maximizacion de Lmax. El cambio que se produce en la funcién cuando se
introducen uno o mas parametros en el modelo, puede utilizarse para
evaluar su significacidn estadistica, ya que la diferencia entre los valores de
la funcion minima objetivo obtenidos en los modelos, se encuentra
asintéticamente distribuida como x* con tantos grados de libertad como
diferencia en el nUmero de parametros entre los modelos. Para analizar si
la mejora del modelo es significativa, se compara la diferencia entre las
FMO con el valor x* tabulado, para los grados de libertad correspondientes
a la diferencia entre el nUmero de parametros de los modelos y el nivel de
significacion (p) elegido. Para la construccion de los modelos
farmacoestadisticos se ha requerido un cambio en FMO mayor a un valor
de p menor de 0,05 (p<5%) que implica una mejora de FMO diferente en
funcion del numero de variables introducidas. A continuacién se muestra

las diferentes significaciones y los valores de mejora en la FMO asociadas:

- Unavariable, mejora de FMO de 3,841 (x2, a=0,05, gl=1)
- Unavariable, mejora de FMO de 6,635 (x2, a=0,01, gl=1)
- Unavariable, mejora de FMO de 7,879 (x2, a=0,005, gl=1)

Las graficas de bondad de ajuste (“Goodnes of fit plots”, GOFP)
corresponden a una serie de graficos que permiten evaluar de una manera
visual si el modelo farmacocinético proporciona un ajustado adecuado de

los datos®. En ellas, se evalta de forma grafica si el modelo poblacional es
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capaz de reproducir la variabilidad de los datos observados de los cuales es
originario, usualmente comparando los datos predichos por el modelo y su

distribucion frente a las observaciones reales.

A continuacidén, se indican los graficos de bondad de ajuste que se
han utilizado en esta memoria para realizar la seleccién del modelo

farmacocinético.

- Concentracion experimental (Cp) y concentracién predicha individual
(IPRE) frente al tiempo (t).

- Concentracién experimental (Cp) frente a la concentracidon predicha
poblacional (PRED) y la concentracion predicha individual (IPRE).

- Residual poblacional (RES) frente a la concentraciéon predicha
poblacional (PRED) y el tiempo (t).

- Residual individual (IRES) frente a la concentracion predicha
poblacional (PRED) y el tiempo (t).

- Residual poblacional ponderado (WRES) frente a la concentracién
predicha poblacional (PRED) y el tiempo (t).

- Residual individual ponderado (IWRE) frente a la concentracion

predicha poblacional (PRED) y el tiempo (t).

Por ejemplo, en los graficos en los que se representan las
predicciones poblacionales (PRED) vy las predicciones individuales (IPRED)
frente a las observadas (Cp), los pares de valores representados deben
agruparse de manera uniforme alrededor de la linea identidad. Ademas, la
grafica IPRED frente Cp debe ser mas homogénea y presentar menor

dispersiéon que la grafica PRED frente Cp, ya que el primero incorpora los



................................................................................ Materiales y Métodos 101

diferentes términos de variabilidad interindividual necesario para el ajuste

individual de los datos (IPRED).

4.8.8 Evaluacion del modelo farmacocinético

Una vez finalizado el proceso de modelizacion se deben realizar una
serie de comprobaciones que permiten evaluar la validez del modelo
seleccionado, comprobando que el modelo final es adecuado y cumple con

las expectativas propuestas.

La validez del modelo se puede evaluar midiendo su capacidad
predictora empleando los mismos datos utilizados durante la modelizaciéon
(evaluacidén interna) o bien utilizando datos distintos (evaluacion externa).
En esta Memoria se han empleado el método de validacion interna de
simulacién/estimacién con reemplazo “Bootstrap” y el método de
validacién externa con simulacién mediante la exploracion predictiva visual

“Visual Predictive Check” (VPC).

El "Boostrap” es un método estadistico intensivo que permite
evaluar la incertidumbre en las estimaciones de parametros mediante la
estimacion del error estandar, los intervalos de confianza y el sesgo. Esta

metodologia se realiza en tres pasos.

En primer lugar se generan diferentes conjuntos de datos, un
minimo de 200, basados en la distribucion de los datos originales. Para
cada nuevo conjunto de datos (“bootstrap data set”) se selecciona

aleatoriamente con reemplazo un individuo del archivo original, repitiendo
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esta seleccidon de individuos hasta obtener un conjunto de datos con el
mismo numero de individuos que los datos originales. A continuacion se
calculan los parametros poblacionales para cada nuevo conjunto de datos
(“bootstrap data set”) aplicando el modelo final, y posteriormente, calcular
la mediana vy los intervalos de confianza 95% para describir la distribucion
de dichos parametros. Finalmente, se comparan los valores medios de los
parametros obtenidos mediante “bootstrap” con los obtenidos utilizando
los datos originales. Se considera que el modelo es estable si el valor tipico
del parametro poblacional (obtenido con los datos de origen) se encuentra

dentro de los intervalos de confianza 95% estimados por “bootstrap”.

El “Visual Predictive Check” (VPC) consiste en evaluar graficamente
si el modelo poblacional es capaz de reproducir la variabilidad de los datos
observados de los cuales es originario. Para generar esta figura se simulan
los perfiles farmacocinéticos utilizando el modelo farmacocinético
establecido y las mismas o similares caracteristicas que los datos de origen
(dosis, tiempo de muestreo, caracteristicas nutricionales, etc.). Para cada
valor de variable independiente (tiempo de toma de muestra), se calculan
los percentiles 5 y 95% de la variable dependiente (concentraciones de
farmaco) simulada, calculando el intervalo de prediccion del 90% para cada
tiempo. De esta forma, se representan los percentiles 5y 95%, y en algunos
casos también el 50%, de la distribucion de las concentraciones de analito
simuladas y se comparan con la distribucién de las concentraciones
observadas. Cuanta mayor es la similitud entre los datos obtenidos en las

simulaciones y los procedentes de las observaciones mejor es el ajustado.
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4.9 EI AUC como métrica del valor anadido del aporte de
taurina a los Preparados enterales

A partir de los datos experimentales de concentracion plasmatica
de taurina y tiempo de toma de muestra, se han calculado los parametro
farmacocinéticos no compartimentales Cmax, tmax y area bajo la curva

(AUC) concentracion plasmatica de nutriente-tiempo.

El método de estimacidn escogido para el cdlculo del drea bajo la
curva de concentraciones plasmaticas corresponde al método no
compartimental trapezoidal. Este consiste en calcular el AUC como la suma
de las areas de unos trapecios, definidos por los valores experimentales
concentracion plasmatica vs tiempo, hasta el ultimo punto experimental, y
a partir de éste se calcula el area residual por extrapolacion hasta el
infinito.

C +C Ecuacién 4.13
AUC) =4 Z T2t 1, )

En la administracion de los preparados enterales en régimen de
dosis Unica este cdlculo se realiza desde tiempo igual a cero hasta tiempo
igual a 4 horas (AUCy4n), Y en la administraciéon de los preparados en
régimen de dosis multiple se efectua en el intervalo de 6 a 8 horas (AUCs.

gh)-

El calculo de los parametros farmacocinéticos tmax, Cmax y AUC se
ha realizado mediante el programa informatico WinNonlin® 5.0.1, y el

analisis estadistico de los resultados se ha realizado con ayuda del
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programa IBM SPSS Statystics 20.0, fijando la significacién estadistica p en
0,05.

Para el calculo del valor afiadido (VA) del aporte de taurina
suministrado en los preparados enterales es importante conocer si las
medias de los valores de AUC en cada condicion ensayada siguen una
distribucién normal empleando, por ejemplo, la prueba de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov. En el caso de que la distribucion de los valores de
AUC sea normal (p>0,05) se emplea la media aritmética de los valores
individuales. En caso contrario, se realiza la transformacién logaritmica de

los valores individuales empleando la media geométrica.

Para el calculo del valor afiadido (VA) del aporte de taurina
suministrado en los preparados enterales sobre los valores basales del
aminodcido en cada estado nutricional (NN o DN) se ha estimado a partir
del cociente entre la media aritmética o geométrica del AUCy.4n tras la
administracion de los distintos preparados enterales en régimen de dosis
unica (VApunn Y VApupn, Ecuacion 4.14 y 4.15), o el AUCggn cuando se
administraron los preparados en un régimen de dosis multiple (VApmnn Y
VApwmpn, Ecuacion 4.16 y 4.9), y el AUC obtenida en las mismas condiciones

tras la administraciéon de agua.

NNPE
AUC
VANNDU = NNAgua Ecuacién 4.14
AUC ",
DNPE
AUC, .
VADNDU = DNAgua Ecuacién 4.15

AUC
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NNPE
NNAgua Ecuacion 4.16
AUC .

VANNDM =

DNPE
AUCg, )
DNA Ecuacion 4.17

VADNDU =

siendo AUCIYNEE y AUCPNE el AUCo.41, obtenido en animales NN o
DN respectivamente, tras la administracion de una Unica dosis de los
preparados enterales. AUCMNFE vy AUCPNSE corresponde al AUCsg,
obtenido en animales NN o DN respectivamente, tras la administracién de

los preparados enterales en régimen de dosis multiple.

4.10 Métodos estadisticos

Para el andlisis estadistico de los diferentes resultados obtenidos en
la presente memoria, se han empleado los paquetes estadisticos S-Plus 6.1

e IBM SPSS Statystics 20.0.

Para el ensayo de linealidad del método analitico se ha utilizado el
coeficiente de correlaciéon (r), como criterio estadistico para medir la
bondad del ajustado. Este criterio también se utiliza como criterio de

seleccion de modelo.

La utilizacién de métodos paramétricos para la comparacién de
medias requiere dos condiciones previas. La primera es que las medias
presenten distribucion normal o de Gauss y que las varianzas sean

homogéneas.
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Por tal razén, previo a la aplicacion de las pruebas estadisticas, se
ha de contrastar la distribucion de la variable mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Esta prueba compara la distribucion acumulada de la
muestra con la que se obtendria en el supuesto de que ésta siguiese la ley
Normal. Este procedimiento se utiliza para contrastar la hipotesis nula de
gue una muestra procede de una poblacién en la que la variable se
distribuye segun la ley Normal. Asi, cuando la p del estadistico de
Kolmogorov-Smirnov es superior a 0,05, se cumple la hipétesis nula (H,), es
decir, la distribucion de la variable no difiere de la normalidad. Por el
contrario, si se cumple la hipdtesis alternativa (H;), p es inferior a 0,05, la
distribucién de la variable difiere de la distribucion normal y no se pueden

utilizar pruebas pa ramétricas®™ ’°.

El segundo requisito para la aplicacion de pruebas paramétricas
consiste en que las varianzas de las variables a comparar sean homogéneas
para cualquier valor que tome la variable (homocedasticidad). Si existen
diferencias en las varianzas de las variables a estudio, se dice que las
varianzas son heterocedasticas y no se pueden utilizar pruebas

paramétricas.

Existen varias pruebas para contrastar la distribucion de las
varianzas entre ellas la de Levene. Cuando esta prueba arroja un valor de p
superior a 0,05 se cumple la hipdtesis nula (Hy) y las desviaciones tipicas o
las varianzas son homogéneas, mientras que si p es inferior a 0,05, se
cumple la hipdtesis alternativa (H1) y se considera que las varianzas no son

homogéneas. Ademas, las observaciones son independientes, es decir, el
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valor de una observacion en un grupo no proporciona informacidn sobre el

valor de la observacién en otro grupo.

En el campo de la investigacion ocurre con frecuencia que la
variable no siga una distribucidon normal y/o que las poblaciones presenten
varianzas no homogéneas debido, por ejemplo, a que las muestras son
pequefias. En estos casos, se recurre a las pruebas no paramétricas en las
gue no se especifican las condiciones de normalidad en la distribucién y
homogeneidad de la poblacién de donde se extrajo la muestra y nos
permiten comparar grupos en los que las variables son sometidas a una

escala ordinal.

4.10.1 Pruebas paramétricas

Cuando se confirma la distribucién normal y se cumple la condicién
de homocedasticidad (p>0,05) de la variable a estudio, se aplica la prueba t
de Student bilateral que contrasta la presencia de diferencias entre dos
medias fijando un nivel de confianza del 95% (IC95%). Cuando se comparan
mas de dos medias se utiliza el analisis de varianza (ANOVA) junto con
pruebas de comparacién multiple a posteriori o Post hoc (Scheffe, Tukey,
R-E-G-W F, etc.). El analisis de la varianza de un factor contrasta la hipdtesis
nula de que las K medias de una variable dependiente cuantitativa son
iguales en K grupos independientes de casos definidos por una sola
variable de agrupacién’’. El analisis de la varianza pretende determinar si

realmente existe una variacidn sistematica debida a la variable de
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agrupacién (variacion entre grupos), superior a la variacion residual

(variacién asociada a cada observacion individual o variacién intragrupos).

4.10.2 Pruebas no paramétricas

La prueba de U de Mann-Whitney es la alternativa no paramétrica a
la prueba t de Student para dos muestras independientes. Esta prueba
contrasta si dos grupos independientes han sido tomados de una misma
poblacién. La hipdtesis nula (H,), consistirda en que las dos muestras
proceden de una misma poblacién, mientras que la confirmacion de la
hipotesis alternativa (H;), significarda que no proceden de la misma
poblacién. El procedimiento que emplea consiste en ordenar de menor a
mayor los casos de ambas muestras como si se tratase de una sola
muestra, asignando un rango a cada caso, con la norma de que si hay dos o
mas valores de la variable iguales, se asigna como rango el valor de la
media de los rangos que tendrian si fueran diferentes. El estadistico de
contraste U es la suma de los rangos de cada grupo. Para contrastar la H,
se toma el de menor valor y se compara con los valores de U tabulados. Si
el valor estimado es menor que el valor tabulado, se concluye que existen

diferencias entre ambas medias®® ”°.

En el caso de mas de dos muestras se puede recurrir al analisis de
varianza no paramétrico como el analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis.
Esta prueba estadistica es equivalente a la prueba de andlisis de varianza
cuando las variables a comparar no se ajustan a la normalidad. El

estadistico de Kruskal-Wallis contrasta si la distribucién de la variable
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dependiente es la misma en los grupos. Los casos de los grupos se ordenan
en series simples, sustituyendo cada observacion por su rango, y se calcula

la suma de los rangos para cada gruposg.

4.10.3 Criterios de calidad de los ajustados

Mediante el programa de ajuste de datos se obtienen los valores de
los pardametros que definen las ecuaciones representativas de los distintos
modelos establecidos. Para la eleccion del modelo mas idéneo, en cada
caso, se utiliza la funcion minima objetivo y las graficas de bondad de

ajuste, tal y como se detalla en el Epigrafe 4.8.7.

El calculo de la FMO se obtiene mediante el programa Nonmem 7.0,
y los graficos que permiten obtener la bondad del ajuste se han construido

utilizando el programa informatico S-Plus 6.1 t y RStudio.

El coeficiente de variacion (CV%) de un parametro es la desviacion
estandar (DE) expresada como porcentaje respecto al valor del pardmetro

promedio estudiado (X):
CV% = DE/x-100 Ecuaci6n 4.18

Proporciona informacidn sobre la certeza con la que se ha estimado
un parametro. El ajustado es tanto mas fiable cuanto menor es el valor del

coeficiente de variacion®.
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5 RESULTADOS

5.1 Validacion del método analitico

5.1.1 Analisis de linealidad

En el Cuadro 5-1 se muestran los valores de la pendiente vy
ordenada en el origen con sus respectivas desviaciones estandar, y el
coeficiente de correlacidon de una de las curvas de calibracidn obtenida tras

la cuantificacion de taurina en las disoluciones patrdon del aminoacido.

Con el fin de obtener las concentraciones plasmaticas de taurina en
las muestras experimentales, las dareas de los picos cromatograficos
obtenidos en las muestras de plasma extraidas tras la administraciéon de las
soluciones y preparados enterales ensayados se han interpolado en las

rectas de calibracién (Figura 5-1).

Ecuacion de la recta DE DE ordenada
y=ax*x+Db pendiente en el origen
y = 35247 * x — 49907 184 42851 0.9999

Cuadro 5-1. Valores de la pendiente (a) y ordenada en el origen (b) y sus
respectivas desviaciones estandar (DE), asi como del coeficiente de correlacion obtenido

en una recta de calibracién de taurina (r).
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Figura 5-1 Ejemplo de recta de calibracion de taurina

5.1.2 Ensayo de precision y exactitud

En el Cuadro 5-2 se recogen los resultados obtenidos en la
valoracion de las soluciones patrén de taurina. Para cada condicion, se han
valorado cinco diluciones de la solucion madre. En cada caso se indica el
valor de la concentraciéon promedia estimada de taurina, la desviaciéon
estandar (DE), el coeficiente de variacidon de cada media (CV%) y el error

absoluto y relativo de dichos valores.

Ambito de Concentracion

concentracion  de referencia Error E“f°r CV (%)
absoluto relativo %
(ng/ml) (ng/ml)
500 9,6 1,9 1,50
200 2,5 1,3 4,32
500a1l 100 5,0 5,0 3,28
25 1,3 5,29 8,39
1 0.03 8,1 9,6

Cuadro 5-2. Concentracion de referencia, error absoluto relativo y coeficiente de
variacion obtenidos para cada uno de los patrones de taurina ensayados en un mismo dia

por triplicado. CV%: Coeficiente de variacion.
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5.1.3 Limite de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccién y cuantificacion se han determinado
siguiendo el método descrito en el capitulo de Material y Métodos
(Epigrafes 4.7.3 y 4.7.4). El limite de deteccion obtenido ha sido de 0,017

mg/| y el de cuantificacidn se establecié en 0,052 mg/I.

5.2 Ensayos de digestion “in vitro” de los preparados
enterales

Las concentraciones de taurina contenidas en los diferentes
preparados enterales expresadas como mg de aminoacido por ml de dieta
enteral en cada fase del ensayo de digestién in vitro, se detallan en el
Cuadro 5-3. Los valores indicados corresponden al valor medio de los
replicados realizados (n=6 por cada preparado) y estan acompafnados de su

correspondiente desviacion estandar.

Preparado de referencia Preparado problema T-
Condicion de Isosource-ST® Diet Plus®
ensayo
mg taurina/2,5 ml (M+DE)  mg taurina/2,5 ml (M+DE)
Sin digestion 0,010 + 0,001 0,104 + 0,001
pH=1 0,129 £ 0,001 0,167+ 0,025
pH=7 0,224 + 0,028 0,579 + 0,065

Cuadro 5-3. Concentraciéon media de taurina y desviacion estandar (DE)

de cada dieta empleada al finalizar cada una de las fases del ensayo de digestion.
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5.3 Animales de experimentacion. Evaluacion del estado
nutricional.

El nimero de animales seleccionados para el estudio fue de N=200.
De ellos, 7 fueron excluidos por no cumplir los criterios de inclusién
definidos. Los animales restantes, se distribuyeron de forma aleatoria en
grupo dos grupos: Normonutridos (NN) y Desnutridos (DN). EI numero final
de animales incluidos en el estudio fue de N=179. En la Figura 5-2 se

muestran las pérdidas y la distribucion de los animales en el estudio.

7 No cumplen criterios 193 Cumplen criterios de
de inclusién inclusién

97 96

—— e

4 Exitus 93 NN 10 Exitus 86 DN

| |
LD 32 Taurina PK bl 32 Taurina PK
enterales enterales

|
3 - 3 ’
Histologia Histologia

Figura 5-2 Distribucion de los animales en el estudio. NN: normonutridos; DN:

desnutridos; Exitus: animales que fallecen durante la intervencién quirurgica; PK:
animales destinados al analisis farmacocinético; Histologia: animales empleados en el

analisis histologico del intestino delgado.
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5.3.1 Parametros biométricos y bioquimicos

5.3.1.1 Evolucion del peso

La Figura 5-3 muestra la evolucién temporal de los valores
ponderales individuales de los animales NN y DN durante el periodo de
adaptacion. La evolucién temporal del peso de los animales NN se
describié mediante un incremento lineal del peso inicial, y el de los DN

combinando un incremento lineal y una disminucién exponencial®.

340
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Figura 5-3. Evolucion del peso de los animales NN (circulos, n=93) y DN
(tridngulos, n=86) durante el periodo de adaptacion. Linea negra: Regresion de los
puntos experimentales individuales. Linea roja: Intervalo de prediccion del 95%. N=179.

El peso medio de los animales al iniciar el periodo de adaptacién fue
de 232,5 +9,9 g en el grupo NN (n=93), y de 235,8 + 6,43 g en el grupo DN
(n=86). Entre ambos grupos, NN y DN, al inicio del periodo de adaptacion

no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).
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El peso medio de los animales DN al finalizar el periodo de
adaptacion (210,9 + 15,3 g) representd el 74,10% del peso que alcanzaron
los animales NN en el mismo periodo (284,1 + 16,5 g) (Figura 5-3), siendo

estas diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

5.3.1.2 Evolucion de las concentraciones plasmaticas de
albumina y de colesterol

La Figura 5-4 representa la evolucién de los niveles plasmaticos de
albumina durante el periodo de acondicionamiento de los animales.
Asimismo, se muestra el ambito de valores de la proteina plasmatica que
permiten realizar la gradacién del estado de desnutricion de los animales

(leve, moderada o severa).
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Figura 5-4. Niveles plasmaticos de albumina sérica (g/dl) frente al tiempo.
Animales NN: circulo azul; DN: cuadrado verde. Las lineas delimitan los ambitos de
concentracion utilizados para realizar la asignacion del grado de desnutricion alcanzado
en los animales (normalidad 22,3g/d], leve 1.9-2,3g/dl, moderada 1,5-1,89g/dl y severa:
<1,5 g/dl).
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La concentracion plasmatica de albumina de los animales al inicio
del periodo de acondicionamiento fue de 2,86 + 0,67 g/dl en el grupo NN, y
de 2,90 + 0,59 g/dl en el grupo DN. Entre ambos valores no se han
observado diferencias estadisticamente significativas (p>0,05). No
obstante, a medida que progresa el periodo de acondicionamiento, se
observa que los niveles de albumina sérica se mantienen en el grupo NN, y
a partir del dia 21 en el grupo DN se observa un descenso significativo

(p<0,05).

Los niveles de albumina junto con los valores de peso obtenidos de
los animales se utilizaron para establecer el grado de desnutricion
individual, de acuerdo con el método de puntuacion descrito en el capitulo

de Materiales y Métodos (Epigrafe 4.2.1.3).

La evolucion de los niveles plasmaticos de colesterol determinados
durante el periodo de acondicionamiento de los animales se muestra en la

Figura 5-5.



................................................................................................. Resultados 118

200,00

an
C

DO

150,00

i) QIO

100,00

Colesterol (mgldl)

50,00

|
N
|

o

I
O (I
@ O (eSO O (00 OJID

T T T T T T
00 5,00 10,00 1500 20,00 2500 30,00

Tiempo (Dias)
Figura 5-5. Niveles plasmaticos individuales de colesterol (mg/dl) frente al

tiempo. Animales NN: circulo azul; animales DN: cuadrado verde.

Las concentraciones de colesterol total en sangre obtenidas en los
animales el primer dia del periodo de acondicionamiento en el grupo NN
fueron de 98,70 + 39,16 mg/dl y en el grupo DN de 93,01 + 39,20 mg/dl. La
prueba de Kruskall-Wallis no detectd diferencias estadisticamente

significativas durante el periodo de acondicionamiento (p>0,05).

5.3.2 Parametros morfoldgicos

En los animales desnutridos se observd un tamafio corporal,
longitud ungueal y densidad capilar disminuidos, asi como mayor
piloereccidn. En la Figura 5-6 se muestra una imagen representativa en la

gue se aprecian las diferencias macroscépicas analizadas.
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Normonutrido Desnutrido

Figura 5-6. Imagenes de un animal NN (izquierda) y DN (derecha) procedentes
de la misma camada obtenidas tras finalizar el periodo de acondicionamiento. De arriba
abajo, se observa la diferencia de tamafio alcanzado, la piloereccién y la pérdida de
densidad capilar en la zona dorsal.

5.3.3 Valoracion del grado de desnutricion

En nuestras condiciones experimentales, el 91,9% (n=79) de los
animales del grupo DN desarrollaron una desnutricion calérico-proteica
moderada o severa y el 8,1% (n=7) restante una desnutricion de caracter
leve. Ademas, al finalizar el periodo de acondicionamiento ninguno de los
animales del grupo DN se pudo considerar normonutrido (0 puntos). En la
Figura 5-7 se muestra la distribucién de los animales de acuerdo con el

grado de desnutricion, para el total de animales incluido en el estudio
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(parte superior) y de forma segregada (parte inferior) considerando por
una parte los animales empleados en el estudio farmacocinético (izquierda)

y por otra los empleados para evaluar las dietas enterales (derecha).

DN Leve, 8% DN

moderada,
24%

DN Severa,
68%

Solucion Taurina Dietas Enterales

Figura 5-7. Porcentaje de animales del grupo DN que han alcanzado un grado de
desnutricion leve (rojo), moderado (verde) o severo (morado) al finalizar el periodo de

acondicionamiento.

5.4 Andlisis histolégico del intestino delgado

El estudio morfoldgico o estructural del tejido intestinal permitio

evidenciar diferencias significativas entre los animales NN y DN. La longitud
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y grosor del intestino en los animales NN fue superior que la de los
animales DN. Para evidenciar estas variaciones se peso el intestino delgado
completo (NN= 10,92 + 0,95 g y DN= 7,55 + 1,12 g, p<0,05), y el analisis
estadistico realizado (t de Student) evidencié que las diferencias son

estadisticamente significativas

Las capas muscular, submucosa y mucosa analizadas fueron de
menor grosor y extension en los animales DN que en los animales NN,
siendo estas diferencias estadisticamente significativas en las zonas
proximal y media (p<0,05). El grosor de cada seccién estructural del
intestino delgado proximal fue entre 41,9 y 63,8% inferior en animales DN
gue en NN (muscular: NN=0,43 + 0,04 mm, DN= 0,18 + 0,04 mm;
submucosa: NN=0,78 = 0,07 mm, DN= 0,49 = 0,03 mm). Las células
secretoras que componen la capa submucosa fueron menos numerosas y
de mayor tamafio en los animales DN que las de la zona homdloga en los

animales NN (Figura 5-8).

La zona proximal presentd disminucidon, aplanamiento vy
acortamiento de las vellosidades del borde en cepillo e hipoplasia
progresiva de las criptas. En la parte proximal o inicial del intestino, los
villis, ademas de presentar menor tamafio (2,63 = 1,63 mm en NN respecto
a 1,64 £ 0,84 mm en DN, p<0,05), poseian un borde en cepillo con menor
densidad de proyecciones digitiformes (Figura 5-9). Estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas en la parte distal del intestino

(p>0,05).



Figura 5-8. Secciones de intestino deigaﬂb p'roximal,'medio y distal de ;himaies
NN (superior) y animales DN (inferior). En animales NN (superior) en los tramos
proximal y distal se observa porciéon muscular (a) de mayor extension que en animales
DN (inferior), asi como un mayor nimero de villis (b) y células secretoras (c). En la zona

distal se observan ligeras diferencias en el nimero y tamaiio de las células secretoras

(d).

Figura 5-9 Microfotografia de 40 aumentos de un corte transversal de los villis
de la primera porcion del duodeno. En la pare izquierda (animal NN) se aprecian
vellosidades regulares con un epitelio alto y estructurado; en la parte derecha (animales
DN) las vellosidades muestran aplanamiento con un epitelio mas bajo y desestructurado

(flechas) , asi como menor densidad celular.
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5.5 Anadlisis farmacocinético compartimental

5.5.1 Curvas de concentracion plasmatica tiempo.

5.5.1.1 Administracion intravenosa

En la Figura 5-10 se representan las concentraciones plasmaticas
individuales de taurina frente al tiempo de muestreo, obtenidas tras la
administracion intravenosa de una dosis Unica de taurina de 1, 10 o 100 mg

a los animales NN (grupo 1, 2y 3) y DN (grupo 7, 8 y 9), respectivamente.
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Figura 5-10: Concentraciones plasmaticas de taurina frente al tiempo tras la
administracion intravenosa de taurina. Superior: misma escala para las tres dosis;

inferior: diferente escala para la dosis de 100 mg de taurina.

5.5.1.2 Administracion oral

Las concentraciones plasmaticas individuales de taurina frente al

tiempo de muestreo, obtenidas tras la administracién oral de una dosis



Resultados 125

Unica de taurinade 1, 10 o 100 mg a los animales NN (grupo 4, 5y 6) y DN

(grupo 10, 11y 12), respectivamente, se muestran en la Figura 5-11.
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Figura 5-11. Concentraciones plasmaticas de taurina frente al tiempo tras la

administracion oral de taurina. Superior: misma escala para las tres dosis; inferior:

diferente escala para la dosis de 100 mg de taurina.

Los resultados de la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov

para los valores de concentracién plasmatica vs tiempo de cada grupo,

aceptaron la hipdtesis nula de normalidad en todos los casos (p>0,05),
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pudiendo realizarse el ajustado de los datos mediante métodos
paramétricos. El analisis de varianza ANOVA realizado indicd que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre el nivel basal de taurina
tiempo cero obtenido en animales NN (50,97 * 14,54 mg/l) y el valor basal

obtenido en DN (48,86 + 22,11 mg/l) (p>0,05).

5.5.2 Modelizacion de datos intravenosos

Los datos de concentracién plasmatica de taurina obtenidos para
cada tiempo de toma de muestra tras la administracion del aminodcido por
via intravenosa han permitido caracterizar la fase de disposicion de la

taurina.

Para implementar en los modelos los niveles endégenos de taurina
basal se ha empleado el pardmetro Qp, que representa la velocidad de
incorporacion de taurina en el torrente sanguineo de forma enddgena. Este
parametro tiene unidades de cantidad por unidad de tiempo (mg/h). En la

Figura 5-12 se muestra un esquema de uno de los modelos utilizados.

D \ kua
Compartimento Compartimento
Q —> central (1) &—— nperiférico (2)

lu

Figura 5-12 Ejemplo de un modelo bicompartimental tras la administracion

intravenosa del aminoacido. D: dosis administrada; Qo: velocidad de incorporacién de
taurina enddégena de orden cero; Cl: aclaramiento, k21 y k12: microconstantes de

distribucion entre los compartimentos central (1) y periférico (2).
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5.5.2.1 Analisis empirico

En esta etapa de la modelizacidon se ha realizado la seleccién del
modelo estructural bdsico de forma independiente en los animales NN
(Cuadro 5-4) o DN (Cuadro 5-5) y se ha evaluado en estas condiciones la no
linealidad en el proceso de eliminacién de la taurina. Posteriormente, se

analizan los datos de forma conjunta (NN y DN).

Cuando se ha considerado diferentes valores de un mismo
parametro para los distintos grupos, éste se ha parametrizado mediante un
factor empirico que multiplica al valor del parametro para cada grupo. Este
factor se ha denominado “F” seguido del pardmetro farmacocinético vy el

grupo al cudl se refiere.

En el Cuadro 5-4 se muestra el nimero de pardmetros de efecto fijo
(N PPK), nimero de pardmetros de efecto aleatorio (variabilidad
interindividual y variabilidad residual, N VII), asi como valores de la
variabilidad residual (VR), coeficiente de variacidon (CV%) y FMO obtenidos
tras el ajuste a los modelos mono y bicompartimental de los animales NN
tras recibir una dosis de 1, 10 y 100 mg por via intravenosa (grupos 1, 2, y
3). En el Cuadro 5-5 se muestran los modelos homélogos analizados en

animales DN.
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NN

e N N VR
Modelo Caracteristicas PPK Vil (CV%) FMO
14c Monocompartimental 3 4 26,2 941
15c Bicompartimental 5 6 21,5 889

Bicompartimental, Cl en 0.9
28n funcion de la dosis (FClyg 7 6 ! 869

(20)

y FCl1go)

Cuadro 5-4 Caracteristicas de los modelos mono y bicompartimentales
ensayados en animales NN. FCl: factor que modifica el aclaramiento tras la

administracion de 10 (FCl1o0) 0 100 (FClioo) mg de taurina.

DN
Modelo Caracteristicas NPPK NVII VR FMO
(CV%)
14d Monocompartimental 3 4 394 931
(22,8)
. . 23,9
15d Bicompartimental 5 6 (23.8) 872

Bicompartimental, Cl en
29 funcién de la dosis 7 6 27,4 857
(FClyo y FCligo)

Cuadro 5-5 Caracteristicas de los modelos mono y bicompartimentales
ensayados en animales DN. FCl: factor que modifica el aclaramiento tras la

administracion de 10 (FClio) 0 100 (FClioo) mg de taurina.

En el Cuadro 5-6 se muestra el nimero de pardmetros de efecto fijo
(N PPK), numero de parametros de efecto aleatorio (N VII), asi como

valores de la variabilidad residual (VR), coeficiente de variaciéon (CV%) y
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FMO obtenidos tras el ajuste a los modelos mono y bicompartimental de
los animales NN y DN tras recibir una dosis de 1, 10 y 100 mg por via
intravenosa (grupos 1, 2, 3, 7, 8, y 9). Asimismo, se muestra la diferencia de

funcion minima objetivo (AFMO) entre el modelo de referencia y el

evaluado.
NNy DN
N N VR AFMO
M | isti FM
odelo Caracteristicas PPK VIl (VC%) (o) rx;ﬁ;a
14 Monocompartimental 3 4 37,8 1936
P (18,8)
. . 22,0 -148
15 Bicompartimental 5 6 (21.1) 1788 Modelo14
Bicompartimental, Cl
., 22,7 -48
61 en funcién de la D 7 6 (22.4) 1740 Modelol5

(FClio y FClygo)

Cuadro 5-6 Modelos mono y bicompartimentales ensayados tras la administracion
intravenosa de taurina en animales NN y DN. AFMO Modelo de referencia: Variacién en la
FMO del modelo ensayado (niumero) respecto al modelo de referencia indicado

(modeloX).

Una vez seleccionado el modelo estructural, se realizo el analisis de
covariables. En la Figura 5-13 se muestra un diagrama de cajas de las
variables albumina plasmatica y peso, y en la Figura 5-14 se representan los
histogramas de frecuencias para cada variable. La prueba de Kolmogorov-
Smirnov confirmd la normalidad de la distribucién de ambos parametros

(p>0,05).
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Figura 5-13 Diagrama de cajas del peso y albimina sérica evaluados al finalizar
el periodo de acondicionamiento. ALB2: concentraciéon plasmatica de albiimina (mg/dl);

PES2: Peso (g); NUT: estado nutricional 0:NN, 1:DN. Puntos: Outliers o valor atipico.
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Figura 5-14 Histograma de frecuencias del peso y albiimina sérica evaluados al
finalizar el periodo de acondicionamiento. ALB2: concentracion plasmatica de albiimina
(mg/dl); PES2: Peso (g); NUT: estado nutricional 0:NN, 1:DN.

La representacion grafica de los parametros farmacocinéticos
individuales aclaramiento (Cl), volumen de distribucidon del compartimento
central (Vc), constante de velocidad de formacion de taurina enddgena
(Qg), constante de velocidad de distribucion de la taurina desde el
compartimento central al compartimento periférico (Ky;), constante de
velocidad de retorno de taurina desde el compartimento periférico al
compartimento central (K,;) proporcionados por el modelo estructural

seleccionado (modelo 61) no mostrd una correlacion lineal, exponencial o
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potencial significativa (r<0,09, p<0,05) con las variables biométricas o

bioguimicas asociadas.

En el Cuadro 5-7 se detalla el nimero de pardmetros de efecto fijo
(N PPK), nimero de parametros de efecto aleatorio (variabilidad
interindividual y variabilidad residual, N VII), asi como valores de Ia
variabilidad residual (VR), coeficiente de variacién (CV%) y FMO obtenidos
tras el ajuste de algunos de los modelos empleados para evaluar la
influencia del estado nutricional de los animales en los parametros
farmacocinéticos aclaramiento (Cl), volumen de distribucién del
compartimento central (Vc) y constante de velocidad de formacién de
taurina enddgena (Qp), asi como modelos que permitieron evaluar la
linealidad cinética en la fase de disposicion del aminoacido. Asimismo, se
muestra la diferencia de funcion minima objetivo (AFMO) entre el modelo

de referencia y el evaluado.
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Animales NN y DN

M | isti FM
odelo Caracteristicas PPK VI  (VC%) o) Modelo
referencia
15 Bicompartimental 5 6 éi:g) 1788
Bicompartimental, Cl en
, 22,7 -48
61 funciondelaD (FClyoy 7 6 1740
(22,4) modelo15
FCl10o)
Bicompartimental, Cl en 241 3
16 funcion del estado 6 6 (20,6) 1785 delols
nutricional (FClpy) ’ modelo
Bicompartimental, Vc 217 1
16vc en funcién del estado 6 6 ’ 1787
.. (25,8) modelo15
nutricional (FVcpy)
Bicompartimental, Vc y
Cl en funcidn del estado 22,3 -2
7 ’ 17
96 nutricional (FClpy, 6 (31,0) 85 modelo16VC
FVCDN)
Bicompartimental, Cl
en funcion de la D (FClyg 20,0 -6
61b 8 6 1734
y FCligo) y el estado (18,7) modelo61
nutricional (FClpy)
Bicompartimental, Cl en
funcion dela D (FCly y
FCligo) y el estado 23,7 0
61bVC - 9 6 1734
nutricional (FClpy), Vc (19,7) modelo61b

en funcidn del estado
nutricional

Cuadro 5-7 Modelos ensayados tras la administracion intravenosa de taurina en

animales NN y DN. El parametro utilizado para valorar el cambio en el parametro

farmacocinético (PPK) estudiado se representa con el término FPPKpn. AFMO Modelo de

referencia: Variaciéon en la FMO del modelo ensayado (niimero) respecto al modelo de

referencia indicado (modeloX).
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De acuerdo con la FMO, la variabilidad residual (VR) y la variabilidad
interindividual (VII) de los pardmetros el modelo estructural que mejor
describe los datos experimentales es el bicompartimental con aclaramiento
no lineal y sensible al estado nutricional (modelo 61b). En el Cuadro 5-8 se
muestran los parametros farmacocinéticos del modelo seleccionado. El
modelo 61b esta constituido por una constante de velocidad de formacion
de taurina enddégena (Qg), aclaramiento (Cl), volumen de distribucién del
compartimento central (Vc), microconstantes de distribucion entre el
compartimento central (1) y periférico (2) de orden uno (K1 y Ky1), vy tres
factores que modifican el aclaramiento en funcion de la dosis y el estado
nutricional (DN). Ademas, en el Cuadro 5-9 se muestran los valores de
AUC,»,, obtenidos de acuerdo con el método trapezoidal para cada una de

las dosis y condicion nutricional ensayada.
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61b: Modelo Bicompartimental intravenoso
Valores (CV%)

Parametros
Qg (mg/h) 12,3 (20,0)
Cl (I/h) 0,28 (21,6)
Ve (1) 0,040 (13,6)
Ky, (h™) 1,7 (14,8)
Ky (h™) 0,34 (33,6)

FClyg 1,43 (13,4)

FClygo 0,50 (15,7)
FClpy 0,94 (3,7)

VIl (Variabilidad Interindividual)

CV Qg 45,4 (51,5)
cvcl 16,3 (229,1)
CVVc 59,8 (52,8)
CVKy, 159,3 (50,8)
CVKy 2 (69,5)

VR (Variabilidad residual)
VR 23,9 (18,7)
FMO 1734

Cuadro 5-8 Parametros del modelo 61b obtenidos tras administracion de

taurina por via intravenosa a los animales NN y DN a las dosis de 1, 10 y 100 mg.

AUC,.;, (mg*h/l)

NN DN
Dosis AUCpy
(mg) | AUCmedia  AUC  AUCmedia  AUC | zy¢, - 100
(DE) norm (DE) norm
1 3,7(0,22) 1 4,4 (6,0) 1 118,9
10 27,0 (3,6) 7,3 31,3 (13,5) 7,1 115,9
100 674,0 (22,2) 182 997,1 (3,3) 226 147,9

Cuadro 5-9 Valores medios de area bajo la curva (AUCo-2n), desviacion estandar
(DE), AUCo-2n normalizadas para la dosis menor de las ensayadas (AUC norm) y cociente

entre AUC obtenidas en animales NN (AUCnn)o-zn Yy DN (AUCbn)o-2h.
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A continuacién, se muestran las graficas de bondad de ajuste
(GOFP). La Figura 5-15 muestra las concentraciones plasmaticas de taurina
en funcién del tiempo para los distintos grupos y las concentraciones

individuales predichas por el modelo 61b para cada tiempo.
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Figura 5-15 Representacion grafica de las concentraciones experimentales de
taurina (mg/l, puntos) y de las concentraciones predichas individuales (mg/l, lineas)
frente al tiempo (h) con la misma escala (figura superior) o con escala diferente para las
concentraciones de 1 y 10 mg (figura inferior) tras la administracion IV de taurina a las

dosisde 1,10 y 100 mg en animales NN y DN.
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En la Figura 5-16 se muestran los valores de las concentraciones
experimentales (Observed DV) frente a las concentraciones predichas
individuales (IPRE DV) vy poblacionales (Predicted DV) con la

correspondiente linea identidad.
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Figura 5-16 Representacion grafica de las concentraciones experimentales de
taurina (Observed DV, mg/1) y las concentraciones predichas poblacionales (Predicted
DV, “A”) y las concentraciones predichas individuales (IPRE DV, “B”) en el modelo 61b.
Izquierda: todos los puntos, derecha: ampliacion de la zona de mayor densidad de
puntos. Linea negra: linea identidad.

En la Figura 5-17 se representan los residuales poblacionales
(Residuals) y los residuales individuales (Individual Residuals) frente a las

concentraciones poblacionales de taurina predichas por el modelo 61b

(Predicted DV) y frente al tiempo (Time).

Se puede observar como las diferentes concentraciones
experimentales obtenidas se ajustan a la concentracién predicha

poblacional, en general para todos los casos.
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Figura 5-17 Representacion grafica de los residuales poblacionales (Residuals)

frente a las concentraciones predichas (A) y el tiempo (B), y los residuales individuales

(Individual Residuals) frente a las concentraciones predichas (C) y el tiempo (D)

obtenidos tras el ajustado del modelo 61b. En la parte izquierda se representan todos los

puntos, en la derecha aparece ampliada la zona de mayor densidad para apreciar la

correlacion. Linea negra: linea de referencia (reference).

En la Figura 5-18 se representan los residuales poblacionales e

individuales ponderados (Weighted Residuals e Individual Weighted

Residuals, respectivamente), junto con la linea identidad y la linea de

tendencia “Smooth Spline”.
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Figura 5-18 Representacion grafica de los residuales ponderados poblacionales
(Weighted Residuals, superior) y residuales ponderados individuales (Individual
Weighted Residuals, inferior) frente a la concentracion predicha poblacional (Ay C) y
tiempo (B y D) obtenidos en el modelo 61b. En la parte izquierda las graficas A y C se
representan todos los puntos, en la derecha se representa ampliada la zona de mayor
densidad para apreciar la correlacion. Linea negra: linea de referencia (reference) Linea

roja: linea de tendencia (Smooth spline).
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5.5.2.2 Analisis mecanicista

Al igual que en la fase anterior, inicialmente se evaluaron los datos
experimentales obtenidos para cada estado nutricional por separado. Se
probaron diferentes modelos con aclaramiento no lineal combinando
procesos de cinética lineal (filtracién glomerular y reabsorciéon tubular
pasiva) y cinética no lineal (secrecidén tubular activa y reabsorcion tubular

activa).

En el Cuadro 5-10 y el Cuadro 5-11 se muestran algunos de los
modelos evaluados para los datos disponibles obtenidos en animales NN y
DN respectivamente. En ellos, se describe el nimero de pardmetros de
efecto fijo (N PPK), nimero de parametros de efecto aleatorio (N VII), asi
como los valores de la variabilidad residual (VR), coeficiente de variacion
(CV%) y FMO obtenidos tras el ajustado de los modelos indicados a los
datos experimentales. En unos modelos la tasa de filtracion glomerular
(TFG) fue un parametro a estimar y en otros se fijo su valor al referenciado
en la bibliografia (0,86 ml/min x 100 g de peso equivalente a (0,00052
I/h/g)72. En ellos ademas de la filtracion glomerular (TFG), se han
implementado los procesos de secrecion tubular activa (STA), y reabsorcion
tubular activa (RTA). Asimismo, se emplearon los parametros
farmacocinéticos velocidad maxima del proceso de secrecion (VMs),
constante de afinidad del proceso de secrecion (KMs), velocidad maxima
del proceso de reabsorcion (VMr), y constante de afinidad del proceso de
reabsorcion (KMr) para describir la evoluciéon en el tiempo de la

concentracién plasmatica de taurina (CP, mg/l).
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NN

.. N N VR
Modelo Caracteristicas PPK VI (VC%) FMO

TFG fijada + STA + RTA
TFG fijada, en funcién del peso
VEL=(0,00052-PesF+(VMs/(KMs+C
P))-(VMr/(KMr+CP)))-CP

84NNb 6 21,1 888

TFG + STA + RTA
TFG estimada
BINN VEL=(TFG +(vMs/(kms+cP)-  © & 192 89

(VMr/(KMr+CP)))-CP

STA + RTA, TFG estimada
85NN VEL=((VMs/(KMs+CP))- 8 6 23,1 918
(VMr/(KMr+CP)))-CP

TFG + RTA, TFG estimada

86NN £ = (TFG-(VMR/(KMR+CP)))-CP

7 6 21,5 889

Cuadro 5-10 Modelos mecanicistas evaluados tras la administracion intravenosa

de taurina en animales NN. PesF: valor del peso final (g).

DN

L. N N VR
Modelo Caracteristicas PPK VI  (VC%) FMO

TFG fijada+ STA + RTA
TFG fijada en funcion del peso
VEL=(0,00052-PesF+(VMs/(KMs+C
P))-(VMr/(KMr+CP)))-CP

84DNb 8 6 24,1 869

TFG + STA + RTA
TFG estimada en funcion del peso
VEL=(TFG-PesF +(VMs/(KMs+CP))-
(VMr/(KMr+CP)))-CP

84DN 9 6 24,0 873

STA + RTA
85DN VEL=((VMs/(KMs+CP))- 8 6 321 889
(VMr/(KMr+CP)))-CP

TFG + RTA, TFG estimada 7 6 29,4

VEL=(TFG-(VMR/(KMR+CP)))-CP (449) °°°

86DN

Cuadro 5-11 Modelos mecanicistas evaluados tras la administracion intravenosa

de taurina en animales DN. PesF: valor del peso final (g). PesF: valor del peso final (g).
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De los modelos probados utilizando la poblacién NN y DN, con
diferentes combinaciones de los mecanismos de eliminacidn, se muestran
los que consiguieron unos parametros satisfactorios y una convergencia

aceptable desde el punto de vista fisioldgico (Cuadro 5-12).

NN y DN

L. N N VR
Modelo Caracteristicas PPK VI  (VC%) FMO

TFG + STA + RTA

TFG fijada, en funcién del peso 25,5

62C  VEL=(0,00052*PesF+(VMs/(kMs+C  © & (227) 1772
P))-(VMr/(KMr+CP)))*CP
TFG + STA + RTA
TFG estimada, en funcién del peso 22,5
75C  VEL=(TFG*Pesk +(VMs/(KMs+CP))-  °  ° (220) 17°8
(VMr/(KMr+CP)))*CP
TFG + STA + RTA
TFG estimada 22,3
73 VEL=(TFG+(VMs/(KMs+CP))- 9 6 (04 V¥
(VMr/(KMr+CP)))*CP
TFG + RTA
92 TFG estimada 7 5 24,1 1791
VEL=(TFG-(VMr/(KMr+CP)))*CP
TFG + RTA
TFG estimada, en funcién del peso
92b VEL=(TEG*Pesk- 7 5 24,4 1786
(VMr/(KMr+CP)))*CP
STA + RTA 227
79 VEL=((VMs/(KMs+CP))- 8 6 ( 18 0) 1758
(VMr/(KMr+CP)))*CP ’

Cuadro 5-12 Modelos mecanicistas evaluados tras la administracion intravenosa

de taurina en animales NN y DN. PesF: valor del peso final (g). PesF: valor del peso final

(8)-
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Entre los modelos ensayados se seleccioné el modelo 79. En las
Figuras 5-19 a 5-22 se muestran los graficos de bondad de ajuste

correspondientes al modelo seleccionado.
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Figura 5-19 Representacion grafica de las concentraciones experimentales de
taurina (mg/l, puntos) frente al tiempo (h) y de las concentraciones predichas
individuales predichas por el modelo 79 (mg/l, lineas) frente al tiempo (h) tras la
administraciéon IV de 1, 10 y 100 mg. Parte superior: animales NN, parte inferior:

animales DN. Escala diferente para la concentracion de 100 mg.



Predicted DV

8 o — idertty Line
o @ cwo b
24
-3 e eg
¥ 845 awofhos
-l
H cophoo
e sofoo
7 4% %s
L 8 °
a o
T T T T
0 50 10 150 200
Cbserved OV

IPREDV

1500

1000

Identiy Line o]

0 500

1500 2500

Observed OV

IPRE DV

150

100

Resultados 143

— Idertity Line

Figura 5-20 Representacion grafica de las concentraciones experimentales de

taurina (Observed DV, mg/1) y las concentraciones predichas poblacionales (Predicted

DV, “A”) y las concentraciones predichas individuales (IPRE DV, “B”) en el modelo 79.

Izquierda: todos los puntos, derecha: ampliacion de la zona de mayor densidad de

puntos. Linea negra: linea identidad.
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Figura 5-21 Representacion grafica de los residuales poblacionales (Residuals)

frente a las concentraciones predichas (A) y el tiempo (B), y los residuales ponderados
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(Weighted Residuals) frente a las concentraciones predichas (C) y el tiempo (D)

obtenidos tras el ajustado del modelo 79. En la parte izquierda se representan todos los

puntos, en la derecha aparece ampliada la zona de mayor densidad para apreciar la

correlacion. Linea negra: linea de referencia (reference).
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Figura 5-22 Representacion grafica de los residuales ponderados poblacionales

(Weighted Residuals, superior) y residuales ponderados individuales (Individual

Weighted Residuals, inferior) frente a la concentracion predicha poblacional (Ay C) y

tiempo (B y D) obtenidos en el modelo 79. Graficas A y C: Izquierda, todos los puntos,

derecha: la zona de mayor densidad ampliada para apreciar la correlacién. Linea negra:

linea de referencia (reference) Linea roja: linea de tendencia (Smooth spline).
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La influencia del estado nutricional de los animales en el proceso de
disposicion de la taurina se evalué mediante el disefio de modelos en los
que se utilizé un factor empirico (F) que permite calcular la magnitud del
cambio en el parametro evaluado que puede atribuirse al estado

nutricional de los animales.

Asi, tomando el modelo 79 como base, se disefiaron 14 modelos
gue incorporaron uno o varios factores que permitieran cuantificar los
cambios en los parametros farmacocinéticos (Vms, Kms, Vmr y/o Kmr)
debidos al estado de desnutricién de los animales. En el Cuadro 5-13 se
muestran los modelos evaluados, con el correspondiente nimero de
parametros de efecto fijo (N PPK), numero de pardmetros de efecto
aleatorio (N VII); valores de la variabilidad residual (VR), coeficiente de

variacion (CV%) y funcién minima objetivo (FMO).
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Modelo Factor NPPK NVII VR (VC%) FMO
79 - 8 6 22,7 (18,0) 1758
117 FVmspy 9 6 22,4 (19,9) 1754
118 FVmron 9 6  22,5(17,3) 1755
119 FKmspn 9 6  22,6(17,7) 1757
120 FKmrpy 9 6 22,6 1757
81 FVmspn, Vmrpy 10 6 23,9 (15,8) 1749
121 FVmspy, FKmspy 10 6 22,9 1765
122 FVmspy, FKmrpy 10 6 41,1 1797
123 FVmrpn, FKmspy 10 6 terminated
124 FVmron, FKmMrpn 10 6  20,4(18,6) 1748
125 FKmspn, FKMrpn 10 6  21,0(20,0) 1742
126 FVmspy, FVmrpy, FKmspy 11 6 21,5 1741
127 FVmspy, FVmrpy, FKmrpy 11 6 22,5 1743
128 FVmrpn, FKmspyn, FKmrpy 11 6 23,1 1742
129 FVmspn, FKmspn, FKmrpy 11 6 23,1 1744
gop | vmsom FVmronFKmson, g, g 21,2 1735

FKmrDN

Cuadro 5-13 Modelos ensayados para evaluar la influencia del estado

nutricional de los animales NN y DN en el proceso de disposicion de la taurina.
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Puesto que los valores de la FMO, variabilidad residual, variabilidad
interindividual y de los coeficientes de variacion de los parametros
estimados no permitieron realizar una discriminacidon de los modelos con
una base estadistica sélida, la seleccion del modelo se realizé tras la

evaluacion de la estabilidad mediante el procedimiento bootstrap.

Los resultados obtenidos tras realizar la técnica de bootstrap con los
modelos anteriores permitieron seleccionar el modelo 117 como el modelo
gue mejor satisface los datos experimentales disponibles, ya que se obtuvo
un 68,4% de minimizaciones con éxito y los valores de los pardmetros
farmacocinético estimados asi como el de sus variabilidades estaban
incluidos en el intervalo de confianza del 95% (IC 95%). En este modelo, el
Unico parametro que se modifica debido al estado nutricional de los
animales es la capacidad del proceso de reabsorcién tubular activa. Los
valores de los parametros proporcionados por el modelo se muestran en el

Cuadro 5-14.
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4 B
Parametro ase de datos Replicados Bootstrap
farmacociné- original
tico Estimacion CV% Promedio® CV% IC 95%

Modelo farmacocinético estructural

Qo 13,7 36,0 15,3 27,2 9,16-24,5
Vc 0,0418 17,5 0,0418 18,3 0,03-0,06
K12 2,61 44,8 2,50 36,0 0,56-4,21
Ka1 0,730 48,1 0,960 80,1 0,20-4,13
Vms 192 56,3 493 64,7 113-992
Kms 399 110 660 91,1 109-2139
Vmr 16,9 457 540,9 166,9 0,88-3139
Kmr 96,1 190 1730,2 205,4 5,85-9900
FVms 0,906 15,1 0,94 11,4 0,72-1,16
Variabilidad interindividual
Vllgo 25,7 104 20,3 68,8 0,400-92,8
Vily, 50,6 52,7 49,3 5,48 0,141-92,8
Vllk12 120,4 38,7 269 29,2 0,400-425
Vllgag 93,4 293 440 84,9 0,400-883
Vilyms 17,1 285 11,3 5,93 0,141-33,6
Variabilidad Residual
c 22,4 19,9 21,48 11,1 16,7-25,9

Cuadro 5-14 Parametros farmacocinéticos de taurina obtenidos con la base de
datos de animales NN y DN con el modelo 117. 2 Valor medio de la estimacion de los

parametros de 684 réplicas bootstrap con minimizacion con éxito.



................................................................................................. Resultados 149

5.5.3 Modelizacion global de los datos

Una vez realizada la modelizaciéon de la fase de disposicion se
procedié a modelizar la fase de absorcién del aminoacido. En primer lugar

se realizd la modelizacion empirica y seguidamente mecanicista.

5.5.3.1 Analisis empirico

Se incorporan los datos de taurina obtenidos tras la administracién
oral (grupos 4, 5, 6,10, 11y 12) a los datos obtenidos tras la administracion
del aminodcido por via intravenosa (grupos 1, 2, 3, 7, 8, y 9). En esta fase
los pardmetros farmacocinéticos de disposicion se fijaron a los obtenidos
en el modelo empirico anterior (modelo 61b) y se estimaron los
parametros caracteristicos de la fase de absorcion. Se probaron modelos
de absorcion lineal y no lineal tanto en datos obtenidos en animales NN
como en los obtenidos en animales DN, asi como modelos con estimacion

de la biodisponibilidad oral del aminoacido.

Los modelos farmacocinéticos en los que la biodisponibilidad oral
fue iterada, obtuvieron como resultado una biodisponibilidad igual a la

unidad, por lo que se asumio una biodisponibilidad oral completa.

Algunos de los modelos probados se muestran a continuacién. En la
primera aproximacion se realizaron los ajustes separando los datos
obtenidos por estado nutricional, para continuar con el analisis de los datos
de forma conjunta. En los Cuadros 5-15 y 5-16 se resumen los modelos
probados para animales NN y DN, respectivamente, mostrando el nimero

de parametros de efecto fijo (N PPK) y de parametros de efecto aleatorio
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(N VII); valores de la variabilidad residual (VR), coeficiente de variacion

(CV%) y funciéon minima objetivo (FMO).

NN, IV y Orales

Modelo Descripcidn NPPK NVII VR(VC%) FMO
132bNN1 Kap 1(9) 2(7) 24,8(10,8) 2594
FKap en funcion de la
133NNc Dosis (Kapp1, FKapig y 3(11) 2(7) 24,9(10,8) 2593
FKap1oo)
FKap en funcion de la
133bNN1 Dosis (Kapp1_pio Y 2(10) 2(7) 24,8(10,9) 2594
FKap1oo)
FKap en funcion de la
133NNd Dosis (Kappio_p1oo Y 2(10) 2(7) 24,9 2593
FKaD1)

Cuadro 5-15 Modelos empiricos evaluados tras la administracion oral e

intravenosa de taurina en animales NN. Kap: constante de velocidad de absorcion

aparente. FKap: factor que modifica a Kap.
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DN, IV y Orales

Modelo Descripcion NPPK NVII VR(VC%) FMO

132bDN1 Kap 1(9) 2(7) 24,0(21,9) 2610

FKap en funcion de la
133DNc Dosis (Kappy, FKapioy 3 (11) 2(7) 24,0 2606
FKap1o0)

FKap en funcion de la
133bDN1 Dosis (Kappi_pio Y 2(10) 2(7) 23,9(11,7) 2606
FKap1oo)

FKap en funcion de la
133DNd Dosis (Kappio_p1oo Y 2(10) 2(7) 24,1 2610
FKaDl)

Cuadro 5-16 Modelos empiricos evaluados tras la administracion oral e
intravenosa de taurina en animales DN Kap: constante de velocidad de absorcion
aparente. FKap: factor que modifica a Kap.

De acuerdo con los valores de la FMO y de la variabilidad residual,
en animales NN el modelo que mejor describe los datos es el mas sencillo
(modelo 132bNN1), en el que la constante aparente de velocidad de
absorcién (Kap) es independiente de dosis inicial administrada. En cambio
en animales DN el modelo que mejor describe los datos es aquél en el que
la Kap disminuye alrededor de un 50% al administrar la dosis mas elevada
(100 mg) respecto a la Kap que se obtiene en dosis inferiores (1 y 10 mg,

modelo 133bDN1).

Posteriormente se realizaron los ajustes utilizando de forma
conjunta los datos obtenidos en animales NN y DN. Los modelos evaluados

se muestran a continuacién (Cuadro 5-17).
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NNy DN, IVy Oral

Modelo Factor NPPK NVII  VR(VC%) FMO
132 - 1(9)  2(7) 24,7(10,2) 3470
134 FKapow 2(10)  2(7) 27,7(10,4) 3470
133 FKapioFKappioo 3 (11)  2(7)  24,8(9,9) 3467
135 FKapowFKapowo o) 3(7)  248(10,0) 3467

FKapon
139 1 FKapono100 2(10)  2(7) 24,7(10,1) 3467

Cuadro 5-17 Modelos empiricos evaluados tras la administracion oral e
intravenosa de taurina en animales NN y DN. Kap: constante de velocidad de absorcién
aparente. FKap: factor que modifica a Kap.

En estos modelos se evidencia la tendencia observada en la
modelizacion de datos obtenidos en animales DN, en los que la constante
de absorcion aparente Kap disminuye al administrar la D=100 mg de
taurina. No obstante, la AFMO0<3,8 indica que las diferencias no son

estadisticamente significativas.

5.5.3.2 Analisis mecanicista

Se fijaron los parametros farmacocinéticos de disposicion a los
obtenidos en el modelo 117 (administracién de taurina por via IV), y se
realiza la modelizacion del proceso de absorcion oral de acuerdo con una
cinética de primer orden (proceso pasivo), cinética de Michaelis-Menten
(proceso activo) o cinética combinada (primer orden y de Michaelis-
Menten). En el primer paso se realizd de forma independiente para

animales NN y DN.
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El modelo que mejor describe los datos en animales NN como DN es
el que caracteriza el proceso de absorcion como pasivo. Como en ocasiones
anteriores, en los Cuadros 5-18 y 5-19 se resumen los modelos empleados
para animales NN y DN, respectivamente, mostrando el numero de
parametros de efecto fijo (N PPK) y de parametros de efecto aleatorio (N
VIl); valores de la variabilidad residual (VR), coeficiente de variacion (CV%)

y funciéon minima objetivo (FMO).

NN IV y Oral
Cinética de
Modelo B NPPK NVII  VR(VC%) FMO
absorcion
150bNN Pasiva 1(10) 2(7) 22,6 (11,8) 2608
151bNN Activa 2(11) 3(8) 22,9 (12,7) 2605
Combinada,
152bNN 3(12) 4 (9) 22,3 2605

pasiva y activa

Cuadro 5-18 Modelos mecanicistas evaluados tras la administraciéon oral e

intravenosa de taurina en animales NN.

DN IV y Oral
Cinética de
Modelo B NPPK NVII  VR(VC%) FMO
absorcion
150bDN Pasiva 1(10) 2(7) 22,1(12,5) 2615
151bDN Activa 2(11) 3(8) 22,1(13,0) 2615
Combinada,
152bDN 3(12)  4(9) 22,1 2615

pasiva y activa

Cuadro 5-19 Modelos mecanicistas evaluados tras la administracion oral e

intravenosa de taurina en animales DN.
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Algunos de los modelos probados con los datos de los animales NN
y DN asi como el nimero de parametros, la variabilidad residual y la FMO

se muestran en el Cuadro 5-20.

NNy DN, IV y Oral

Cinética de
Modelo B NPPK NVII  VR(VC%) FMO
absorcion
150b Pasiva 1(10) 2(7) 22,4(10,0) 3471
151b Activa 2(11)  3(8) 22,2(11,2) 3469
Combinada, pasiva
152b VPANVEY 312) a9 22,2 3469
activa

Pasiva, Ka diferente
153b 2 (11) 2(7) 22,4 3469
en DN (FKapy)

Cuadro 5-20 Modelos mecanicistas evaluados tras la administracion oral e

intravenosa de taurina en animales NN y DN.

En el Cuadro 5-21 se presentan los parametros de efecto fijo y de
efecto aleatorio obtenidos en el modelo seleccionado (modelo 150b). Las
Figuras 5-23 a 5-26 reproducen las graficas de bondad de ajuste del modelo

seleccionado y en el Anexo 8.2 se muestra el archivo control.
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Modelo 150b

Parametros Valores (CV%)
Qg (mg/h) 13,70 (36,0) fix
Ve (1) 0,0416 (17,5) fix

Kzz (h™) 2,61 (44,8) fix

Kzt (h) 0,73 (48,1) fix
Vms (mg/I-h™) 192,0 (56,3) fix
Kms (mg/l) 399,0 (110,1) fix
vmr (mg/l-h™) 16,90 (457,4) fix
Kmr (mg/l) 96,10 (190,4) fix
FVmspy 0,906 (15,1) fix

Ka (h™) 1,19 (18,2)

VIl (Variabilidad Interindividual)

CVQq 25,7 (104,4) fix
CVVc 50,6 (52,7) fix
CVKy, 120,4 (38,7) fix
CVKj; 93,4 (293,2) fix
CVVms 17,1 (284,9) fix
CVKa 69,6 (42,3)
VR (Variabilidad residual)
VR 22,36 (10,0)
FMO 3471,4

Cuadro 5-21 Caracteristicas del modelo mecanicista 150b. Qo: velocidad de
incorporacion de taurina al torrente sanguineo, Vc: volumen central, Kiz y Koi:
microconstantes de distribucién entre el compartimento central (1) y periférico (2), Vms
y Vmr: velocidad maxima de secrecion (Vms) y reabsorcion (Vmr) del proceso de
eliminacion, Kms y Kmr: constante de afinidad de Michaelis Menten del proceso de
secrecion (Kms) y de reabsorcion (Kmr) del proceso de eliminacion, FVms: factor que

modifica la Vms en estado de desnutricion, Ka: velocidad de absorcién de orden uno.
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Figura 5-23 Representacion grafica de las concentraciones experimentales de
taurina (mg/l, puntos) frente al tiempo (h) y de las concentraciones predichas
individuales (mg/], lineas) frente al tiempo (h) tras la administracion IV y Oralde 1,10 y

100 mg de taurina. Escala diferente para la concentraciones de 100 mg.
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Figura 5-24 Representacion grafica de las concentraciones experimentales de
taurina (Observed DV, mg/1) y las concentraciones predichas poblacionales (Predicted
DV, “A”) y las concentraciones predichas individuales (IPRE DV, “B”) en el modelo 150b.
Izquierda: todos los puntos, derecha: ampliacion de la zona de mayor densidad de

puntos. Linea negra: linea identidad.
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Figura 5-25 Representacion grafica de los residuales poblacionales (Residuals)
frente a las concentraciones predichas (A) y el tiempo (B), y los residuales individuales

(Individual Residuals) frente a las concentraciones predichas (C) y el tiempo (D)
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obtenidos tras el ajustado del modelo 150b. Izquierda: todos los puntos; Derecha:

ampliacién de la zona de mayor densidad. Linea negra: linea de referencia (reference).
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Figura 5-26 Representacion grafica de los residuales ponderados poblacionales

(Weighted Residuals, superior) y residuales ponderados individuales (Individual

Weighted Residuals, inferior) frente a la concentracion predicha poblacional (Ay C) y

tiempo (B y D) obtenidos en el modelo final 150b. Graficas A y C; parte izquierda: todos

los puntos, parte derecha: ampliacion de la zona de mayor densidad. Linea negra: linea

de referencia (reference) Linea roja: linea de tendencia (Smooth spline).

La estabilidad del modelo final se ha evaluado mediante el método

bootstrap. Los resultados se han resumido y se presentan en Cuadro 5-22.
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Se han realizado 1000 replicados y se ha obtenido un ajustado satisfactorio

del 81,1%.
Parametro Base de datos original Replicados Bootstrap
farmacocinético Estimacion CV% Promedio® CV% IC 95%
Modelo farmacocinético estructural
Qo 13,7 36,0 14,4 29,0 9,21-23,8
Vc 0,0416 17,5 0,0462 149 0,036-0,061
K1, 2,61 44,8 2,32 27,2 1,15-3,47
Ka1 0,73 48,1 0,893 45,5 0,314-1,74
Vms 192,0 56,3 331 89,5 78,1-1041
Kms 399 110 780 121 75,8-3391
Vmr 16,9 457 89,1 228 0,268-786
Kmr 96,1 190 266 509 1,91-1808
FVms 0,906 15,1 0,950 6,51 0,823-1,06
Ka 1,19 18,2 0,969 23,4 0,575-1,45
Variabilidad interindividual
Vil 25,7 104 20,5 51,1 0,257-35,2
Vlly, 50,6 52,7 66,4 28,7 31,9-98,5
Vil 120,4 38,7 101 37,1 55,3-156
V21 93,4 293 109 118 0,934-326
Vllyms 17,1 285 11,7 86,1 0,171-30,7
Vllg, 69,6 42,3 29,7 108 0,600-82,1
Variabilidad Residual
o 22,4 10,0 21,5 6,50 18,8-24,2

Cuadro 5-22 Parametros farmacocinéticos de taurina obtenidos con la base de

datos original y aplicando el método de bootstrap al modelo 150b. 2 Valor medio de la

estimacion de los parametros de 811 réplicas bootstrap con minimizacion con éxito.

Ademas se ha realizado una validacion externa aplicando el modelo

farmacocinético final seleccionado para predecir las concentraciones

plasmaticas de taurina. A partir de los pardmetros farmacocinéticos
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poblacionales de taurina obtenidos en esta Memoria de tesis Doctoral se
simularon valores de concentracion plasmatica-tiempo para una dosis de
taurina equivalente a la administrada en los preparados enterales. Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 5-27.
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Figura 5-27. Valores experimentales de concentracién plasmatica tiempo tras la
administracion de los preparados enterales (puntos) asi como la media (linea roja) y los
intervalos de confianza del 95% (IC 95%, lineas azules) obtenidas tras la simulacion de
las concentraciones plasmaticas de 100 poblaciones utilizando el modelo
farmacocinético poblacional seleccionado en la primera parte de esta Memoria.

En la Figura 5-28 se muestra el mismo ejercicio de simulacion
realizado al modificar el pardmetro Qg, velocidad de incorporacion de

taurina enddégena al torrente sanguineo (mg/h). En este caso, este

parametro se fijo a un valor que representa el 50% del obtenido en el
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modelo farmacocinético poblacional, ya que el valor medio de Ia
concentracion plasmatica basal del aminoacido obtenida en los animales
empleados para evaluar el aporte de taurina administrada en los
preparados enterales fue inferior al valor obtenido en los animales

empleados para el andlisis farmacocinético de taurina administrada en

. s
solucion.
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Figura 5-28 Valores experimentales de concentracion plasmatica tiempo
obtenidos tras la administracion de los preparados enterales (puntos) asi como la media
(linea roja) y los intervalos de confianza del 95% (IC 95%, lineas azules) obtenidas tras
la simulacidn las concentraciones plasmaticas de 100 poblaciones a partir del modelo
farmacocinético poblacional de taurina seleccionado en la primera parte de esta

Memoria.
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5.6 Preparados enterales: Curvas concentracion
plasmatica de taurina vs tiempo

5.6.1 Administracion de dosis unica

En la Figura 5-29 se representan las concentraciones plasmaticas
individuales de taurina expresadas en mg/| frente al tiempo de muestreo
obtenidas tras la administracién de agua, de la dieta T-Diet Plus® (TDP,

problema) y de la dieta Isosource-ST® (IST, referencia) a los animales NN y

DN.
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Figura 5-29. Concentraciones plasmaticas individuales de taurina frente a los
tiempos de toma de muestra obtenidas tras la administracion de agua y las dietas TDP e

IST a los animales NN y DN en régimen de dosis inica.

La concentraciéon plasmatica basal de taurina obtenida en animales
NN y DN fue de 30,23 * 13,49 mg/l (CV%= 44,92%, 1C90%: 26,6 - 33,8) y
23,29 + 12,83 (CV%= 55,09%, 1C90%: 19,8 - 27,0) respectivamente.
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La prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov realizada con las
concentraciones plasmaticas basales de taurina obtenidas en animales NN
y DN determiné que la distribucién de estos valores no es normal, por lo
que para realizar el analisis estadistico se empled la prueba de
comparacion no paramétrica U de Mann Whitney. Esta prueba estadistica

indico que existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

En la Figura 5-30 se representan los diagramas de cajas con el valor
de las medianas de las concentraciones plasmaticas de taurina obtenidas
para cada tiempo de toma de muestra en cada una de las condiciones
ensayadas. Como puede apreciarse, el valor de la mediana de las
concentraciones plasmaticas del aminoacido sufre pequenas oscilaciones
durante el tiempo de toma de muestras y en todos los casos la dispersion

de los valores es elevada.
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Figura 5-30. Diagrama de cajas de la concentracién plasmatica de taurina versus
tiempo, obtenidas tras la administracion de agua y las dietas TDP e IST a los animales NN
y DN en régimen de dosis tnica. Puntos: Outlier o valor atipico seleccionado por el
programa SPSS.

En la Figura 5-31 se exponen los valores medios de las
concentraciones plasmaticas de taurina obtenidas a los diferentes tiempos
de muestreo tras la administracion de los preparados enterales ensayados
y de agua en los grupos NN y DN. En la figura también se muestra el
intervalo de confianza 95% y se puede observar que en ambos estados
nutricionales la variabilidad de las concentraciones plasmaticas es elevada.
En estado de NN la evolucion de la concentracion plasmadtica media de
taurina tras la administracion de los preparados enterales se solapa con la
evolucidn de las concentraciones plasmaticas del aminoacido en el grupo
control (administracién de agua); en cambio, en estado de DN, la evolucidn
temporal de la concentracién plasmdatica media de taurina tras la
administracion de los preparados enterales son ligeramente superiores a

los obtenidos tras la administracién de agua. Ademas, en estado de DN, los
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niveles plasmaticos obtenidos tras la administracion del preparado T-Diet
Plus® son ligeramente superiores a los obtenidos tras la administracion del

preparado lsosource-ST®.
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Figura 5-31 Evolucién temporal de la concentracion plasmatica media de

taurina e intervalos de confianza 95% tras la administracion de agua (linea sé6lida) y las
dietas TDP (linea y puntos) e IST (linea discontinua) en régimen de dosis tnica a los
animales NN y DN.

Para destacar las diferencias atribuidas al estado nutricional, en la
Figura 5-32 se muestra la representacion grafica de la concentracidon
plasmatica media de taurina (mg/l) obtenida para cada tiempo (h) de
obtencidon de muestra tras la administracion de agua y las dietas T-Diet
Plus® e Isosource-ST® en régimen de dosis Unica a los animales NN y DN. En
esta figura se observa que tanto tras la administracion de agua como tras la
administracion de las dietas enterales los niveles plasmaticos de taurina
obtenidos en animales NN son ligeramente superiores a los obtenidos en

los animales DN.
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Figura 5-32. Evolucion temporal de la concentracion plasmatica media de
taurina (mg/1) obtenida tras la administracién de agua, TDP e IST en régimen de dosis
unica a los animales NN (linea sélida) y DN (linea y puntos).

Puesto que la evolucién de la concentracion plasmatica de taurina
con el tiempo tras la administracion de los preparados es similar a la
obtenida en el grupo control (administracién de agua, Figura 5-31), se
realizd, en cada grupo ensayado, un analisis de varianza no paramétrico de
Kruskal Wallis con el objeto de evaluar si la modificacion de las
concentracion plasmatica de taurina observada tras la administracion de
los preparados enterales presenta diferencias estadisticamente
significativas estadistica con la concentracion plasmatica basal del
aminodcido. En todos los casos, la prueba realizada indicé que no existen

diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

5.6.2 Administracion de dosis multiples

La administracion de taurina en régimen de dosis multiple (DM) ha
comportado la administracién de una dosis cada dos horas en un total de

cuatro dosis por animal y condicién.
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En la Figura 5-33 se representan las concentraciones plasmaticas
individuales de taurina (mg/l), frente al tiempo de muestreo (h) en cada

una de las con condiciones de ensayo.
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Figura 5-33. Concentraciones plasmaticas individuales de taurina frente a los
tiempos de toma de muestra obtenidas tras la administracion de agua y las dietas TDP e
IST a los animales NN y DN en régimen de dosis miiltiple.

La concentracidon plasmatica basal de taurina obtenida en animales
NN y DN fue de 18,31 + 4,01 mg/l (CV%= 21,09%, 1C90%: 16,8 - 19,8) y
17,71 £ 2,75 (CV%= 15,53%, IC90%: 16,6 - 18,8) respectivamente. La prueba
estadistica de Kolmogorov-Smirnov realizada determiné que la distribucién
de estos valores es normal y la prueba estadistica t de Student indicé que

las diferencias entre ambos valores no son estadisticamente significativas

(p>0,05).

En la Figura 5-34 se representan los diagramas de cajas de la

concentracion plasmatica de taurina obtenida para cada tiempo de toma
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de muestra en las condiciones ensayadas. Como se aprecia en la figura, en
régimen de dosis multiple el valor de la mediana de la concentraciéon
plasmatica del aminoacido se incrementa ligeramente tras Ia
administracion de los preparados enterales y la dispersién de los valores
es inferior a la obtenida tras la administracion del aminoacido en régimen

de dosis Unica.
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Figura 5-34. Diagrama de cajas de la concentracién plasmatica de taurina (mg/1)
versus tiempo (h) obtenida tras la administracion de agua y las dietas TDP e IST a
animales NN y DN en régimen de dosis miiltiple. Puntos: Outlier o valor atipico
seleccionado por el programa SPSS.

En la Figura 5-35 se exponen los valores medios de la concentracion
plasmatica de taurina para cada tiempo de toma de muestra obtenidos tras
la administracién de los preparados enterales ensayados y de agua en

régimen de dosis multiple a los animales NN y DN. Tanto en animales NN

como DN los valores medios de concentracion plasmatica de taurina tras la
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administracion de agua son inferiores a los obtenidos tras la administracion
de los preparados enterales, y a su vez, los valores registrados tras la
administracion del preparado enriquecido, T-Diet Plus®, son superiores a
los obtenidos tras la administracién del preparado no enriquecido,

Isosource-ST®.
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Figura 5-35. Concentracién plasmatica media de taurina e intervalo de confianza

95% frente al tiempo obtenida tras la administraciéon de agua (linea sélida) y las dietas
T-Diet Plus® (linea y puntos) e Isosource-ST® (linea discontinua) en régimen de dosis
multiple a los animales NN y DN, respectivamente.

En la Figura 5-36 se muestra la representacion grafica de la
concentracion plasmatica media de taurina (mg/l) obtenida para cada
tiempo (h) de toma de muestra tras la administracion de agua y las dietas
T-Diet Plus® e Isosource-ST® en régimen de dosis multiple a los animales
NN y DN. Como se puede observar, en las tres condiciones ensayadas los
niveles plasmaticos de taurina obtenidos en los dos estados nutricionales
se solapan, aunque existe un ligero incremento de las concentraciones
plasmdticas del aminoacido cuando se administran las dietas enterales en

estado de DN.
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Figura 5-36. Concentracion plasmatica media de taurina (mg/1) frente al tiempo

(h) obtenida tras la administraciéon de agua y las dietas TDP e IST en régimen de dosis
multiple a los animales NN (linea sélida) y DN (linea discontinua).

Con el fin de evaluar si el incremento de las concentraciones
plasmdticas de taurina obtenido tras la administracidon de los preparados
enterales tiene significacion estadistica se realizd, para cada grupo
ensayado, un analisis de varianza paramétrico ANOVA seguido de la prueba
de comparacién  multiple  Ryan-Einot-Gabriel-Welsch  (R-E-G-W).
Unicamente se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre
la concentracién basal y la concentracion de aminodcido obtenida a las
0,25 horas tras la administracion del preparado T-Diet Plus® a los animales

DN (p<0,05).

5.6.3 Analisis farmacocinético no compartimental

El andlisis matematico de los pares de valores concentracidon

plasmatica-tiempo se ha realizado mediante el método no compartimental.
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Dosis unica

A partir de los pares de valores de concentracidon plasmatica de
taurina-tiempo obtenidos tras la administracion de agua, de la dieta T-Diet
Plus® y de la dieta Isosource-ST® en régimen de dosis Unica a los animales
NN y DN (Figura 5-29), se calculd el valor individual de los parametros
farmacocinéticos tmax, Cmax y AUCy.4n (Cuadros 5-23 a 5-25). El célculo de
tmax y Cmax se ha realizado en todos los casos excluyendo la

concentracion plasmatica basal de taurina.

Agua, Dosis Unica

NN DN
ID tmax Cmax AUCy.4n ID tmax Cmax AUC,.4n
101 1,25 30,58 99,28 126 1,50 15,48 32,82
102 1,00 46,06 115,52 127 1,00 24,60 70,72
103 2,00 27,22 86,82 128 1,00 44,23 111,11
104 0,25 32,52 65,58 129 0,25 42,39 89,12
105 0,25 43,95 143,17 141 1,50 13,75 47,06
106 4,00 25,62 74,14 144 1,50 10,08 37,71
107 0,50 24,52 80,34 156 1,50 11,23 39,93
138 0,25 14,07 38,26 158 0,50 56,91 204,64
147 1,00 21,15 79,65 165 0,25 18,90 70,36
150 0,50 11,85 42,65 168 1,00 21,96 76,91
153 1,00 60,10 199,42 171 0,50 22,36 74,83
161 2,00 27,56 102,70 174 0,25 14,89 54,75
Media 1,17 30,43 93,96 Media 0,90 24,73 75,83
DE 1,08 13,77 44,20 DE 0,53 15,00 46,65
CV% 92,3% 45,3% 47,04 V% 58,9% 60,7% 61,51
1C90% 0,6-1,7 23,3-37,6 71,0-116,9| 1C90% 0,6-1,2 17,0-32,5 51,6-100,0

Cuadro 5-23. Valores de tmax (h), Cmax (mg/ml) y AUCq.4,, (mgehel-1) obtenidos
tras la administracién de agua en régimen de dosis tinica para cada animal (ID) NN o DN.
DE: desviacion estandar; CV%: coeficiente de variacion; 1C90%: Intervalo de confianza

90%.
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TDP, Dosis Unica

NN DN
ID tmax Cmax AUC,.4n ID tmax Cmax AUC,.4n
108 0,50 39,52 92,89 130 3,00 34,13 122,56
109 1,00 32,93 89,80 131 0,50 51,03 126,48
110 0,50 43,96 143,96 132 0,25 38,18 92,38
111 0,50 18,90 52,55 133 0,25 23,24 46,29
112 2,00 13,76 42,66 142 0,25 26,13 70,19
113 0,50 37,86 78,16 145 0,25 9,71 32,76
114 3,00 52,03 143,88 157 0,25 13,31 46,91
115 0,25 50,57 70,23 159 0,50 83,88 275,63
116 0,25 31,54 52,29 166 0,25 26,58 99,55
139 0,25 18,28 51,61 169 0,25 32,20 87,30
148 1,50 55,14 168,13 172 1,00 35,22 127,72
151 0,25 21,24 65,77 175 0,50 22,65 83,58
154 0,25 82,97 240,56
162 0,25 40,94 127,97

Media 0,78 38,55 101,46 Media 0,60 33,02 100,95
DE 0,83 18,40 56,74 DE 0,79 19,47 63,54
CV% 106,4% 47,7% 55,93 cv%  131,7%  59,0% 62,95

IC90%  0,4-1,2 2838-47,3 74,6-128,3| 1€90%  0,2-10 22,9-43,1 68,0-133,9

Cuadro 5-24. Valores de tmax (h), Cmax (mg/ml) y AUCy_4, (mgehel-1) obtenidos
tras la administracion de la dieta TDP en régimen de dosis tinica para cada animal (ID)
NN o DN. DE: desviacion estandar; CV%: coeficiente de variacion; IC90%: Intervalo de

confianza 90%.
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IST, Dosis Unica

NN DN
ID tmax Cmax AUC ID tmax Cmax AUC
117 0,50 57,96 142,08 134 0,50 35,48 78,27
118 0,50 32,04 98,39 135 0,25 60,65 134,14
119 0,50 35,06 76,48 136 1,5 21,18 64,95
120 0,25 25,78 88,54 137 1 14,31 46,91
121 2,00 30,60 59,02 143 0,5 21,71 37,21
122 0,25 28,35 71,92 146 0,25 13,35 39,67
123 0,25 35,57 112,36 160 2 72,05 233,40
124 0,50 23,14 73,03 164 0,5 22,13 75,31
125 4,00 23,46 64,93 167 0,5 24,47 80,43
140 0,50 18,22 59,67 170 2 25,54 94,78
149 3,00 43,06 164,67 173 0,5 29,8 100,61
152 3,00 12,96 48,29 176 0,5 21,49 78,58
155 2,00 92,07 292,57
163 1,00 31,45 113,64
Media 1,30 34,98 104,68 Media 0,83 30,18 88,69
DE 1,26 19,73 63,54 DE 0,64 19,47 53,09
CV% 96,9% 56,4% 60,69 CV% 77,1 64,5% 59,87
1C90% 0,7-1,9 25,6-44,3 74,6-134,8| 1C90% 0,5-1,2 20,8-39,5 61,2-116,2

Cuadro 5-25. Valores de tmax (h), Cmax (mg/ml) y AUCy_4, (mgehel-1) obtenidos
tras la administracion de la dieta IST en régimen de dosis iinica para cada animal (ID) NN
o DN. DE: desviacion estandar; CV%: coeficiente de variacion; 1C90%: Intervalo de
confianza 90%.

La prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov determind que los
valores medios de tmax, Cmax y AUCy.4, obtenidos tras la administracién
de los preparados en régimen de dosis Unica no siguen una distribucion

normal. Por ello, las pruebas de comparacién multiple se realizaron con los

datos Cmax y AUCq.4, logotransformados.

En las Figuras 5-37 y 5-38 se representan los diagramas de cajas de
los valores de tmax y Cmax obtenidos tras la administracién de agua, T-Diet

Plus® e Isosource-ST® en régimen de dosis Unica a los animales NN y DN. En
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las figuras se pone de manifiesto que los valores de tmax y Cmax obtenidos
en las diferentes condiciones ensayadas son similares y en todos los casos

la variabilidad es elevada.
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Figura 5-37. Diagrama de cajas de tmax (h) tras la administracion de agua, T-
Diet Plus® (TDP) e Isosource-ST® (IST) en régimen de dosis unica (DU) a los animales

NN y DN. Puntos: Outlier o valor atipico seleccionado por el programa SPSS.
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Figura 5-38. Diagrama de cajas de Cmax (mg/], izquierda) y LnCmax (derecha)
tras la administracién de agua, T-Diet Plus® (TDP) e Isosource-ST® (IST) en régimen de
dosis tnica (DU) a los animales NN o DN. Puntos: Outlier o valor atipico seleccionado por

el programa SPSS.
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En el Cuadro 5-26 se muestra el valor de la media geométrica del
AUC.4, de taurina, obtenida tras la administracion de una Unica dosis de
agua a los animales NN (Agua NN DU) y DN (Agua DN DU); de la dieta T-
Diet Plus® a los animales NN (TDP NN DU) y DN (TDP DN DU) y de la dieta
Isosource-ST® a los animales NN (IST NN DU) y DN (IST DN DU). Como
puede apreciarse, el valor de la media geométrica del AUCq.4, de taurina
tras la administracion de los preparados es ligeramente superior al
obtenido tras la administracién de agua. Pese a ello, las diferencias
observadas tanto en animales NN como DN no son estadisticamente

significativas.

AUCg.qn (Mg h- 1)

Grupo n Media DE CV% 1C90%
Agua NN DU 12 4,43 0,46 10,38 4,21-4,68
TDP NN DU 14 4,49 0,52 11,58 4,24-4,73

IST NN DU 14 4,53 0,48 10,60 4,30-4,76
Agua DN DU 12 4,20 0,57 13,57 3,39-4,46
TDP DN DU 12 4,46 0,51 11.44 4,17-4,76

IST DN DU 12 4,36 0,51 11,70 4,09-4,62

Cuadro 5-26. Media geométrica, desviacion estindar (DE), coeficiente de
variacion (CV%) e intervalo de confianza 90% (IC90%) del AUCo-4h de taurina obtenida
tras la administracion de una tnica dosis de agua o de los preparados enterales. n:

numero de animales.
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En la Figura 5-39 se muestra el diagrama de cajas de los valores del
AUCq 4, obtenidos en las condiciones ensayadas. Se puede apreciar que la
mediana de los INAUCq.4n tras la administracion de agua o las dietas
enterales en animales NN es practicamente idéntica, y en animales DN el

valor tras la administracion de agua es ligeramente inferior.
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Figura 5-39. Diagrama de cajas de los In de AUCo4n (LnAUC) tras la
administracion de agua, T-Diet Plus® (TDP) e Isosource-ST® (IST) en régimen de dosis
tinica (DU) en animales NN o DN. Puntos: Outlier o valor atipico seleccionado por el
programa SPSS.

La prueba estadistica de Kruskal-Wallis no detectd diferencias
estadisticamente significativas entre los pardmetros tmax o Cmax (p>0,05).
El analisis de las varianzas y las pruebas de comparacion multiple realizadas

con los InAUCgy4n tampoco detectaron diferencias estadisticamente

significativas (p>0,05).

Dosis multiple

Los valores individuales de los parametros farmacocinéticos no

compartimentales tmax, Cmax y AUCg.gn obtenidos en animales NN y DN
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tras la administracion de agua, de la dieta T-Diet Plus® y de la dieta
Isosource-ST® en régimen de dosis multiple se muestran en los Cuadros 5-
27 a 5-29. Para el registro de tmax en régimen de dosis multiple se anoto el

valor de tiempo transcurrido desde la ultima administracion.

Agua, Dosis miiltiple

NN DN

ID n tmax Cmax AUCg g ID n tmax Cmax AUCq g
201 2 2,00 17,63 32,15 204 3 2,00 15,42 24,18
207 2 2,00 14,65 21,40 210 2 2,00 24,17 37,31
213 3 2,00 24,98 48,66 222 3 0,50 21,90 32,43
216 4 2,00 17,23 34,19 228 2 2,00 23,94 29,30
219 3 0,50 15,25 26,40 234 3 0,50 19,40 32,48
225 4 0,50 8,29 16,48 237 3 0,50 17,59 25,47
231 4 0,50 20,45 41,32
Media 1,36 16,93 31,51 | Media 1,25 20,40 30,19
DE 0,80 5,17 11,20 DE 0,82 3,54 4,90
CV% 58,8% 30,55 3553 | CV% 65,6% 17,35 16,23
1C90% 0,77-1,95 12,1-21,7 21,2-41,9 | IC90% 0,57-1,93 13,5-20,2 25,0-35,5

Cuadro 5-27. Valores de tmax (h), Cmax (mg/ml) y AUC¢ g, (mgehel-1) obtenidos
tras la administracién de agua en régimen de dosis miiltiple para cada animal (ID) NN o
DN. n: nimero dosis administradas tras el que se alcanza el tmax y Cmax; DE: desviacion

estandar; CV%: coeficiente de variacion.
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TDP, Dosis multiple

NN DN

ID n tmax Cmax AUC;. g, ID n tmax Cmax AUCq g
202 3 2,00 28,21 53,35 205 2 1,00 17,23 31,63
208 1 0,50 22,97 38,06 211 3 0,50 26,84 45,25
214 3 0,50 31,77 53,41 223 4 0,50 23,68 43,93
217 2 0,50 21,33 39,12 229 1 1,00 24,00 50,71
220 2 0,50 16,89 29,57 235 1 0,50 22,07 39,41
226 1 0,50 19,69 34,41 238 3 0,50 32,57 45,84
232 2 0,50 35,71 44,77
Media 0,71 25,22 41,81 | Media 0,67 24,40 42,79
DE 0,57 6,86 9,15 DE 0,26 5,10 6,56
CV% 80,3% 27,18 21,89 CV% 38,8% 20,92 15,33
1C90% 0,30-1,13 18,9-31,6 33,3-50,3 | 1C90% 0,45-0,88 19,0-29,8 35,9-49,7

Cuadro 5-28. Valores de tmax (h), Cmax (mg/ml) y AUCg g, (mgehel-1) obtenidos

tras la administracion de la dieta TDP en régimen de dosis miiltiple para cada animal

(ID) NN o DN. n: nimero dosis administradas tras el que se alcanza el tmax y Cmax; DE:

desviacion estandar; CV%: coeficiente de variacion.

IST, Dosis miiltiple

NN DN
ID n tmax Cmax AUC;.gn ID n tmax Cmax AUCq g
203 2 1,00 18,13 36,80 206 2 1,00 12,32 30,41
209 3 0,50 17,26 32,55 212 2 ,50 21,57 42,37
215 2 0,50 25,98 49,32 224 2 ,50 17,47 38,26
218 2 0,50 17,50 33,45 230 3 ,50 16,28 42,83
221 3 0,50 17,37 30,38 236 3 ,50 18,49 36,05
227 2 0,50 16,04 30,34 239 3 ,50 14,92 22,83
233 3 0,50 22,50 38,84
Media 0,57 19,25 35,95 | Media 0,58 16,84 35,46
DE 0,19 3,60 6,68 DE 0,20 3,16 7,69
CV% 33,3% 18,72 18,59 CV% 34,5% 18,76 21,68
1C90% 0,43-0,71 15,9-22,6 29,7-42,1|1C90% 0,41-0,75 16,7-24,1 27,4-43,5

Cuadro 5-29. Valores de tmax (h), Cmax (mg/ml) y AUC¢ g, (mgehel-1) obtenidos

tras la administracion de la dieta TDP en régimen de dosis miiltiple para cada animal

(ID) NN o DN. n: numero dosis administradas tras el que se alcanza el tmax y Cmax; DE:

desviacion estandar; CV%: coeficiente de variacion.
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La prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov determind que los
valores medios de tmax y Cmax obtenidos tras la administracién de los
preparados en régimen de dosis multiple no siguen una distribucion normal
(p<0,05), mientras que los valores medios de AUCgg, siguen una

distribucién normal (p>0,05).

En la Figura 5-40 se representan los diagramas de cajas de la Cmax
obtenida tras la administraciéon de agua, T-Diet Plus® e Isosource-ST® en
régimen de dosis multiple a los animales NN y DN. En la figura se observa
gue en animales NN los valores mas elevados de Cmax se obtienen tras la
administracion del preparado enriquecido T-Diet Plus®. En animales DN, el
Cmax obtenido tras la administracion de los preparados enterales es
ligeramente superior al obtenido tras la administracién de agua. A su vez,
el Cmax obtenido tras la administracion del preparado enriquecido T-Diet
Plus® es mayor al valor obtenido tras la administracién del preparado no

enriquecido Isosource-ST®.
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Figura 5-40. Diagrama de cajas de Cmax (mg/1) tras la administracion de agua,
T-Diet Plus® (TDP) e Isosource-ST® (IST) en régimen de dosis miltple en animales NN o

DN. Puntos: Outlier o valor atipico seleccionado por el programa SPSS.

En el Cuadro 5-30 se muestra la media aritmética del AUCq.g, de
taurina obtenido tras la administracién de agua a los animales NN (Agua
NN DM) y DN (Agua DN DM); de la dieta T-Diet Plus® a los animales NN
(TDP NN DM) y DN (TDP DN DM) y de la dieta Isosource-ST® a los animales
NN (IST NN DM) y DN (IST DN DM) en régimen de dosis multiple. El valor
medio del AUCgg, de taurina obtenido tras la administraciéon de los
preparados es superior al valor obtenido tras la administracion de agua.
Ademas, este incremento es superior tras la administracion del preparado

enriquecido T-Diet Plus®.
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AUCg.gn (mg: h- )

Grupo n Media DE CV% 1C90%
Agua NN DM 7 31,51 11,20 35,53 21,2419
TDP NN DM 7 41,81 9,15 21,89  33,3-50,3

IST NN DM 7 35,95 6,68 18,59 29,8-42,1
Agua DN DM 6 30,19 4,90 16,23  25,1-35,3
TDP DN DM 6 42,79 6,56 15,33  35,9-49,7

IST DN DM 6 35,46 7,69 21,68 27,4-43,5

Cuadro 5-30. Media aritmética, desviacion estandar (DE), coeficiente de
variaciéon (CV%) e intervalo de confianza 90% (IC90%) del AUCs-sn de taurina obtenida
tras la administracion de dosis miiltiples de agua o de los preparados enterales. n:
numero de animales.

En Figura 5-41 se muestra el diagrama de cajas del AUCgg, de
taurina obtenida en las condiciones ensayadas. Se puede observar que la
mediana del AUCgg, en animales NN Unicamente experimenta un
incremento tras la administraciéon del preparado enriquecido T-Diet Plus®.
En cambio, en animales DN se puede apreciar que el valor de la mediana
del AUCg.gn tras la administracién de las dietas enterales es superior al
obtenido tras la administracién de agua, aunque es mas notable para

preparado enteral T-Diet Plus®.
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Figura 5-41. Diagrama de cajas de AUCeé-sn (AUC_DM, mghl1l) tras la
administracién de agua, T-Diet Plus® (TDP) e Isosource-ST® (IST) en régimen de dosis
multiple (DM) en animales NN o DN. Puntos: Outlier o valor atipico seleccionado por el
programa SPSS.

Los parametros farmacocinéticos tmax Cmax y AUCgg, se
sometieron a un analisis de varianza el cual puso de manifiesto que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre el Cmax y el tmax
entre los diferentes grupos ensayados. El analisis de varianza realizado con
los valores del AUCqg, detectaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05). El anadlisis de comparacién multiple reveld
diferencias estadisticamente significativas entre el AUCq.g, obtenido en el
grupo DN tras la administracion de agua y el grupo DN tras la

administracion del preparado enteral T-Diet Plus® (p<0,05).
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5.7 Valor aniadido del aporte de taurina por el preparado
enteral

En el Cuadro 5-31 se detalla la relacion de AUC obtenida tras la
administracion de los preparados enterales T-Diet Plus® (TDP) e Isosource-
ST® (IST) y tras la administracidon de agua en régimen de dosis Unica (AUC,.
sh) Y régimen de dosis multiple (AUCq.gn) en cada estado nutricional (NN vy

DN).

En animales NN el AUCy.4n no se modifica significativamente tras la
administracion de los preparados enterales en régimen de dosis Unica. Sin
embargo, en animales DN, el AUCy.41 es mayor tras la administracion de las

dietas enterales, destacando el preparado enriquecido T-Diet Plus®.

Tras la administracion de los preparados en régimen de dosis
multiple se evidencia que el valor afiadido de los preparados enterales no
estad asociado al estado nutricional de los animales. La comparacion del
AUCq.gn obtenida tras la administracion de ambos preparados y el AUCq.gh
obtenida tras la administraciéon de agua, confirma la tendencia observada
en los animales DN cuando se administran los preparados en régimen de

dosis Unica.
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Dosis Unica (DU)

Dosis multiple (DM)

Estado
nutrictonall a0 et et e gt
Media 104,34% 108,5 % 132,7% 114,1 %
N 1C 90% (75; 146) (78; 152) (110; 156) (91;137)
Media 130,7% 117,3 % 141,7 % 117,4 %
PN 1C 90% (92; 185) (83,166) (116; 168) (91; 144)

Cuadro 5-31. Valores medios e intervalo de confianza 90% (IC90%) de los

cocientes de AUC indicados.
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6 DISCUSION

La desnutriciéon se ha asociado con variaciones en la absorcion y
distribucidn de farmacos debido a las alteraciones que se producen en las
membranas absorbentes, la unién a proteinas, en el metabolismo hepatico

I 7. Por ello, es légico plantear cientificamente

y/o en la eliminacion rena
hipotesis que confirmen si estas alteraciones pueden modificar la
absorcidn, distribucién, metabolismo y excrecidn de nutrientes esenciales,
o los condicionalmente esenciales como la taurina, que permiten el

correcto funcionamiento de los procesos bioldgicos en el organismo™® ** 7%

75

En humanos sanos, los requerimientos alimenticios se cubren
habitualmente con la ingesta de una dieta equilibrada. Sin embargo, en
determinados estados patolégicos o cuando de forma continuada se
ingiere una dieta no equilibrada, los requerimientos alimenticios varian y
se requiere un mayor aporte exdgeno de nutrientes. Existen pocos estudios
qgue evallen la influencia de la desnutricion sobre la farmacocinética de
farmacos’®, siendo aun menor el ndmero de aquéllos que evaltan la

influencia de esta condicién sobre la farmacocinética de nutrientes’”.

El objetivo de este estudio es evaluar el impacto de la desnutricion
calérico-proteica sobre los parametros farmacocinéticos y |la
biodisponibilidad de la taurina, administrada por via oral e intravenosa, en
solucién libre e incorporada a preparados de nutricion enteral clinica en

animales normonutridos y desnutridos.



.................................................................................................... Discusion 188

Se ha propuesto la utilizacién de este aminoacido en nutricidén
enteral clinica porque niveles bajos de taurina se han asociado con
degeneracion retiniana, retraso en el crecimiento, y cardiomiopatias.
Igualmente se plantea su uso para el tratamiento de enfermedades
oculares, cardiovasculares o hepaticas, asi como en otras situaciones tales
como hipercolesterolemia, diabetes, enfermedad de Alzheimer, fibrosis

880 " Sin embargo, son escasos los trabajos que

quistica y alcoholismo
demuestren su biodisponibilidad ya que no se ha demostrado hasta ahora
el valor anadido que representa la ingesta extra de este aminoacido en
condiciones de normalidad/enfermedad o normonutricién/desnutricion de
manera que su aporte a los preparados de nutricion enteral en adultos
persiste en el empirismo“. Esta situacién ha posicionado a la taurina en un
perfil nutricéutico, tal que hay autores que afirman que la taurina es
necesaria en edades tempranas para estimular el desarrollo, pero no existe
evidencia cientifica concluyente que demuestre que sea esencial a partir de
los tres meses de vida, por lo que el suplementar con este aminoacido las
dietas destinadas a cubrir las necesidades de individuos de mayor edad

parece ser irrelevante. Aun asi, la totalidad de dietas infantiles

comercializadas en Europa estan suplementadas con este aminoacido’.

La fiabilidad de la informacidn obtenida a partir de la determinacion
analitica de la concentracién del analito en una matriz bioldgica es un
aspecto de maxima importancia para realizar la monitorizaciéon de
farmacos y nutrientes. Por este motivo, la técnica analitica utilizada,

previamente publicada®, se ha adecuado para su utilizacién con los
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equipos analiticos disponibles en nuestro laboratorio, resultando ser

preciso, exacto, robusto y reproducible.

En el presente estudio la taurina, en solucién por via oral y por via
intravenosa, se administra a los animales de experimentacién a diferentes
concentraciones, con el objetivo de detectar no linealidad en una o mas de
las fases ADME (Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecidn).
Asimismo, se determina si el estado de desnutricion modifica el
comportamiento farmacocinético de la taurina. Este fase previa se ha
llevado a cabo para evaluar los niveles plasmaticos de taurina
proporcionados por dos preparados de nutricidn enteral, utilizados en
clinica, con la diferencia de que uno de ellos (T-Diet Plus®) esta enriquecido
con taurina y el otro no. La administracién a los animales de
experimentacion normonutridos y desnutridos pretende evaluar la
repercusion del estado nutricional de los animales en el aprovechamiento
por via oral de taurina en las diferentes formas en las que se presenta en
los mismos. Este aspecto justifica la necesidad de conocer la cantidad total
de taurina que contienen los preparados enterales de estudio y los ensayos
de digestion in vitro realizados con estos preparados. Estos ensayos se
disefiaron de tal forma que se pudiera conocer la cantidad de taurina
disponible para su absorcién, al inicio y final del proceso digestivo, y asi
evaluar el rendimiento de la absorcién intestinal del aminoacido, ya que se
trata de un proceso que estd condicionado por diversos factores

fisioldgicos, entre ellos la eficiencia de la digestién de los nutrientes®.
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Los resultados obtenidos en esta fase confirman que el preparado
T-Diet Plus® esta suplementado con taurina, puesto que antes y después
del proceso de digestidon las cantidades del aminodcido son mayores a las
obtenidas con el preparado Isosource-ST®. Estas diferencias son maximas
sin digestiéon (del orden de 10 veces, p<0,01), lo que corrobora que el
preparado enteral problema incluye mayor cantidad del aminoacido en
forma libre. Tras la primera fase de digestion (estomacal) las
concentraciones en ambos preparados son practicamente idénticas
(p>0,05), y al finalizar la fase digestion intestinal la cantidad de taurina que
contiene el preparado problema es 2,6 veces superior a la que contiene el
preparado de referencia. Estos resultados confirman que el aporte de
taurina en el preparado enriquecido es mayor que en el no enriquecido.
Ademas, estas variaciones en la concentracion del aminodcido tras el
proceso de digestidon indica que el aporte de la taurina en el preparado T-
Diet Plus® es mayoritariamente en forma libre, puesto que Ia
concentracion del aminoacido no varia excesivamente tras la digestion. En
cambio, la taurina contenida en el preparado no enriquecido Isosource-ST®
estd mayoritariamente en forma conjugada (glicidos, polipéptidos®),
puesto que la cantidad de taurina en forma libre obtenida antes el proceso

de digestion es mucho menor que la obtenida una vez finalizado.

6.1 Modelo animal

La especie animal utilizada en este estudio ha sido la rata albina

macho de la raza Wistar. Esta presenta similitud anatomo-fisiolégica con el
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hombre en cuanto al proceso de absorcién intestinal se refiere®’. Es un
animal de pequeno tamafio que es facil de manipular, presenta elevada
capacidad prolifica, y ademds nuestro grupo de investigacidn posee una
vasta experiencia en la manipulacion de este roedor. Sin embargo,
presenta algunos inconvenientes que también se deben evaluar, entre
ellos, poseer un pequefio volumen sanguineo, ritmos biolégicos muy

rapidos y habitos nocturnos.

Entre los animales seleccionados se excluyeron 7 por poseer un
peso inferior (n=1) o superior (n=6) al establecido (220 y 255 g). Asimismo,
en el desarrollo del estudio se tuvieron pérdidas por fallecimiento durante
la intervencién quirdrgica de implantacion de la canula en la vena yugular
de 4 animales NN y 10 DN. El nimero de fallecimientos en el grupo DN
(n=10) fue mayor que en el NN (n=4), probablemente debido a que el
estado de desnutricidon retrasa la cicatrizacion y dificulta la recuperacion de
los animales tras las intervenciones quirurgicas, de forma que el organismo
desnutrido es mads sensible a la cirugia y al estrés desarrollado. En este
estudio, la tasa de supervivencia tras la intervencion quirdrgica en animales
del grupo NN ha sido del 95,9% vy en el grupo DN del 89,6%. Estos datos
son semajntes en humanos, en los que el estado de desnutricion es un
factor que incrementa la morbilidad y mortalidad de los pacientes

sometidos a cirugia®®.

En clinica, los diferentes métodos de evaluacion del estado

nutricional se basan en la realizacion de un test subjetivo que realiza el

paciente, y la determinacion de marcadores biométricos y bioquimic0521'26’
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86-88 para establecer una puntuacién que proporciona una visidon global del

estado nutricional del paciente®.

En este estudio, se han empleado los valores analiticos de los
biomarcadores peso y albumina sérica (“signos”). Ademas, se realizaron
controles subjetivos (“sintomas”), realizados por el experimentador,
(piloerecciéon, movimientos anormales o repetitivos, fragilidad ungueal)
que solo en casos excepcionales se tuvieron en cuenta para justificar la
exclusion de animales en el estudio. En este escenario, los marcadores de
eleccién fueron el peso del animal (biométrico), y el colesterol y la

albumina plasmaticos (bioquimicos).

El peso, asi como su evolucion en el tiempo, es un biomarcador
ampliamente utilizado en las valoraciones nutricionales en clinica, bien de
forma directa en forma de peso actual y su evolucién en las ultimas
semanas, o de forma indirecta en el parametro indice de masa corporal
(IMC). En este estudio, los animales seleccionados tienen un peso y edad
similar ya que fueron seleccionados de acuerdo con los criterios de
inclusion indicados anteriormente. Este hecho, sumado a la complejidad
para establecer un sistema de medida de la longitud de los animales,
determind que se utilizase la evolucion temporal del peso de los animales

como parametro representativo del estado nutricional.

El peso de los animales se registrd diariamente durante el periodo
de acondicionamiento puesto que en este tiempo se pueden apreciar
variaciones significativas (Figura 5-3). En el protocolo se establecié que el

animal se debe pesar en ayunas para provocarle un refuerzo positivo al
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estimulo de ser manipulado, ya que tras el contacto con el investigador, el
animal recibe una “recompensa” que se corresponde con el alimento que
recibe diariamente. De esta forma, al finalizar la primera semana del
periodo de adaptacidn se consigue que el estrés del animal, provocado por
la manipulacién y toma de muestras sanguineas, se reduzca a la vez que se
facilita la labor del investigador y mejoran las condiciones de estabulado de

la rata.

La concentracién de albumina plasmatica es un parametro
ampliamente utilizado como biomarcador de desnutricion en seres

22, 23, 61

humanos , aunque por su prolongada semivida (20-21 dias) no se

considera una medida extremadamente sensible a las alteraciones agudas

1> 8 Debido a la alta variabilidad de este

atribuidas al estado nutriciona
parametro, sensible a las condiciones de mantenimiento y estabulado de
los animales, se ha manejado su valor medio en la poblacién objeto de
estudio. La albumina se determind cada 7 dias, periodicidad suficiente para
describir su evolucién durante el ensayo y para no alterar el hematocrito
por modificacion de la volemia del animal. La duracion del periodo de

acondicionamiento de los animales fue de 24,6 + 2,5 dias, atendiendo al

valor de la semivida bioldgica de la albumina®.

Existen otros biomarcadores como la prealbumina o la proteina
ligada al retinol de menor semivida bioldgica, que pueden ser empleados
en la evaluacidon del estado nutricional; sin embargo, su determinacidn
requiere procedimientos complejos y de cuantificacion costosa que nos

hicieron desestimar su utilizacién. Cabe destacar la posibilidad de que los
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niveles de albumina estén alterados por la existencia de otras alteraciones
fisioldgicas o patoldgicas, independientes de la desnutricidn, lo que limita
en ocasiones su utilizacion como marcador del estado nutricional. Puesto
qgue los animales incluidos en el estudio proceden del estabulario de la
Facultad de Farmacia, donde son criados con los correspondientes
controles de calidad y seguridad, la ausencia de patologias previas en los
animales queda garantizada por lo que los cambios que se producen en la
concentracion de la albumina plasmatica pueden atribuirse a las

deficiencias nutricionales.

Tras determinar el valor medio de los tres biomarcadores (peso,
albimina y colesterol total) en animales sanos y observar su evolucion
temporal, se consideré oportuno su seguimiento o trazabilidad. Sin
embargo, la utilizacion del colesterol en sangre como biomarcador de
desnutriciéon no se consolidé debido a que su elevada variabilidad no
permitid poner de manifiesto diferencias estadisticamente significativas
entre los valores observados en animales NN y DN. En la Figura 5-5 se
puede observar como al finalizar el periodo de acondicionamiento, los
niveles plasmaticos de colesterol de animales NN y DN se solapan. Los
resultados obtenidos en este estudio corroboran los descritos en la
bibliografia®, indicando que el colesterol es un biomarcador poco sensible
al estado nutricional, y por tanto, con escaso valor predictivo. Por todo
ello, la gradacion del estado nutricional se establecid con ayuda de los
valores de peso y albimina plasmatica (Cuadro 4-3)%". Se asigné el doble de

puntuacion al peso del animal que a la concentracién plasmatica de
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albumina, debido a que es un parametro validado en los métodos de

valoracién del estado nutricional consultados!2® 8688,

La distribucidon porcentual del grado de desnutricion en animales
del grupo DN es, mayoritariamente, severa (68%) hecho que confirma la
validez del modelo utilizado; con desnutricion moderada fue del 24% y con
desnutricién leve fue tan solo del 8%. En consecuencia, el 92% de los
animales empleados en este estudio presentaban desnutricion moderada o

severa.

6.2 Diserio experimental

En pequefios mamiferos, como el empleado en esta Tesis Doctoral,
los vasos periféricos son de pequefio calibre y dificil localizacion. Por ello, al
retirar sangre por aspiracién con jeringa, se colapsan con facilidad y no es
posible obtener la muestra. Asimismo, la administracion a través de estos
vasos esta limitada por su flujo y es compleja de manipular. Por ello, para la
toma de muestras multiples se recomienda la instalacion de vias
permanentes en vasos de mayor calibre. En este trabajo se ha empleado la
técnica de canulacién permanente de la vena yugular que puede utilizarse
transcurridas entre 16 y 24 horas desde la operacion. Este procedimiento,
permite ademas la toma de muestras de forma sencilla y sin causar ningun
trauma al animal, que permanece consciente y en libertad controlada

durante la realizacion de la experiencia.



.................................................................................................... Discusion 196

Los estudios farmacocinéticos requieren, sobre todo en las primeras
fases del ensayo, un amplio muestreo, para definir la fase de disposicién
rapida (fase a) en el caso de la administracion intravenosa y la fase de
absorcion en el caso de la administracion oral. Esto puede producir
alteraciones en la volemia de los animales y en caso de que se produzca, la
estabilidad fisiolégica del animal estd comprometida produciendo una
alteracion de los parametros farmacocinéticos de la sustancia que se

ensaya.

El volumen sanguineo medio en rata es de 60 ml/kg. En animales de
experimentacion se establece que el volumen sanguineo extraido no debe
superar el 10% del volumen sanguineo total para evitar un descenso agudo
del hematocrito por lo que la volemia debe ser mantenida con solucién
salina al 0,9% °2. En suma, se han tomado hasta un maximo de 12 muestras
de 0,10 ml cada una, de modo que el volumen total extraido ha sido de 1,2

ml que no supera el maximo recomendado®.

Otro aspecto importante en los estudios farmacocinéticos es
establecer adecuadamente el periodo y los tiempos de toma de muestras.
En nuestras condiciones experimentales, tras la administracion intravenosa
de taurina se han recogido 7 muestras durante 2 horas y 8 tras un total de
3 horas. Este tiempo ha sido suficiente para obtener una adecuada
descripcidn de la fase terminal (fase B), puesto que a tiempos posteriores a
las 2 horas los niveles plasmaticos de taurina se situan en los valores que

adoptan los niveles basales del aminoacido en el animal.
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El tiempo de muestreo de 2 horas también se mantuvo en los
ensayos realizados tras la administracion oral del aminoacido en solucion,
con la excepcidn de la administracion de la dosis de 100 mg, en la que el
periodo de toma de muestras se prolongd durante 3 horas, puesto que a
las 2 horas post-administracion los niveles plasmaticos de taurina no

habian recuperado el nivel basal.

El periodo de recogida de muestra se prolongd durante un total de
4 horas cuando se administraron los preparados enterales en dosis Unica
por via oral, ya que junto con la taurina en forma libre y conjugada, se
administran otros nutrientes que pueden modificar el proceso de
absorcién del aminoacido (fibra, proteinas, azlcares...). Tras observar el
comportamiento del aminodcido en dosis Unica, en régimen de dosis
multiple se establecidé la administracion de 4 tomas de los preparados
enterales o de agua cada 2 horas puesto que transcurrido ese periodo los

niveles plasmaticos del aminoacido retornaban al nivel basal.

Se administré 1 ml por via oral e intravenosa de las soluciones
acuosas de taurina a las concentraciones de 1, 10 o 100 mg/ml. Se han
ensayado diferentes dosis para poner en evidencia, en caso de existir, la
pérdida de linealidad en la farmacocinética del aminodcido. Entre éstas, se
ha seleccionado la dosis de 1 mg con el fin de aproximar la dosis de taurina
a la empleada en la administracién de los preparados enterales y las dosis
superiores, de 10 y 100 mg, para evidenciar la pérdida de linealidad en la
farmacocinética del aminoacido. Otros estudios realizados con taurina han

utilizado dosis similares e incluso superiores a las utilizadas en este estudio.



.................................................................................................... Discusion 198

| 92 en un estudio farmacocinético de taurina

Asi, Ghandforoush-Sattari y co
en humanos administran 200 mg del aminoacido por via intravenosao 1 g
por via oral. Otros autores realizan la administracién de 800 mg/kg por via
intraperitoneal en rata con el objetivo de demostrar el efecto de este
aminoacido como antidoto en intoxicaciones por paracetamol asi como
evaluar el efecto hepatoprotector de la taurina debido a la reduccion del

93,94 por otra

estrés oxidativo y normalizacion de la sintesis del glutation
parte, las dosis de 10 y 100 mg podrian describir los valores medios de
ingesta diaria de taurina de un individuo con alto consumo de carne,

pescado y marisco’.

Se ha administrado un volumen de 2,5 ml de los preparados
enterales en régimen de dosis Unica y en régimen de dosis multiple debido
a que es el volumen maximo que admite el estémago de los animales
utilizados. La cantidad de taurina que contiene este volumen tras el
proceso de digestién in vitro es de 0,22 + 0,03 mg para el preparado
enteral Isosource-ST® y de 0,58 + 0,07 mg para el preparado T-Diet Plus® ;

es decir, 2,5 veces mas.

6.3 Anadlisis morfoldgico del intestino

El analisis morfoldgico del intestino delgado de los animales se ha
realizado mediante la observaciéon microscépica de los cortes histoldgicos
realizados en muestras de intestino delgado de seis animales que habian
sido utilizados en el estudio farmacocinético, ya que la implantacién de la

canula y la administracién por via intravenosa del aminoacido no altera la
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morfologia del tracto gastrointestinal. Esta decision se consideré oportuna
para reducir el nimero de animales de estudio, siguiendo las tres R
recomendadas en experimentaciéon animal (Reemplazar, Reducir y Refinar).
Estd bien documentado que en la desnutricién caldrico-proteica se
desarrollan alteraciones gastrointestinales morfoldgicas y funcionales.
Entre ellas, el intestino pierde peso y su pared se adelgaza a expensas de la
mucosa intestinal, por lo que esta ultima es delgada y con disminucion,
aplanamiento y acortamiento de las vellosidades del borde en cepillo y con

hipoplasia progresiva de las criptas’>.

Las alteraciones morfoldgicas observadas en este trabajo en los
diferentes tramos intestinales concuerdan con las descritas por otros

autores en humanos y animales de experimentacién”.

Algunos autores han demostrado que el ayuno prolongado o Ia
desnutricidon tienen efectos dramaticos sobre la estructura de la mucosa
intestinal y el transporte de sustancias a través de esta barrera. La atrofia
en la mucosa inducida por la desnutricion aumenta la permeabilidad a
determinadas sustancias y reduce la absorcién de algunos nutrientes,
aunque esta Ultima puede ser normalizada por diferentes mecanismos
regulatorios, entre ellos, incrementar la expresién génica de
transportadores, desarrollar modificaciones en el gradiente electroquimico

o cambios en la proporcidn de células maduras/células inmaduras®” °®.

Tal y como se especifica en el Epigrafe 5.4, se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en la longitud, grosor y peso del intestino

delgado de las ratas, siendo menor en animales DN. Asimismo, las
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diferencias morfolégicas observadas entre los segmentos intestinales
procedentes de animales NN y DN fueron mayores en el tramo proximal

del mismo.

6.4 Anadlisis farmacocinético compartimental

El objetivo final del analisis farmacocinético poblacional es
determinar el modelo farmacocinético mas simple que describe
aceptablemente el curso temporal de los valores plasmaticos del analito
(perfiles cinéticos) y que ademads ese modelo sea clinicamente adecuado e

interpretable.

6.4.1 Modelizacion de los datos intravenosos

A diferencia de los xenobidticos, la taurina es un aminoacido
enddgeno, cuya concentracidn plasmatica depende tanto de la sintesis
enddégena como del aporte externo. Ademds, se ha descrito que el
metabolismo de numerosas moléculas enddgenas se modifica por los
ritmos circadianos y de vigilia/suefio asi como al variar la temperatura del
entorno y los niveles de estrés. Teniendo en cuenta estos aspectos y tras
evaluar que tras la administracion de agua (Figura 5-29) la concentracién
de aminoacido no presenta variaciones significativas a lo largo del dia, se
considerd oportuno incorporar en el modelo un parametro que permitiera
caracterizar la concentracién basal de taurina y a su vez deslindar este

valor del incremento de concentraciéon del aminoacido debido a la
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administracion exogena de taurina. Este parametro se ha definido como si
se tratara de una velocidad de entrada de aminoacido al organismo
constante (Qp), ya que se asume que la concentracion plasmatica basal de
taurina es el resultado del balance de los procesos de sintesis vy
degradacion del aminoacido en el organismo. Para incorporar a los
modelos los niveles enddgenos basales de taurina se ha empleado la rutina
ADVAN 6 TOL 5 desde los modelos mas sencillos, puesto que esta subrutina

permite realizar el estudio utilizando ecuaciones diferenciales®’.

Se implementaron modelos empiricos utilizando los modelos
farmacocinéticos lineales y no lineales mono y bicompartimental. En los
Cuadros 5-4 y 5-5 se muestra algunos de los modelos desarrollados. De
acuerdo con la funcion minimo objetiva (FMO) y la variabilidad residual
(VR), el modelo que mejor describe los datos concentracidon plasmatica-
tiempo tras administracion de taurina por via intravenosa es el
bicompartimental con eliminacién no lineal (aclaramiento en funcién de la
dosis de taurina administrada), tanto en animales NN como DN, con un
descenso de la FMO de 20 y 15 unidades, respectivamente, respecto al

modelo de eliminacién lineal (p<0,005).

Esta tendencia se confirmd con el analisis realizado de forma
simultanea con los datos experimentales obtenidos en los animales NN y
DN, donde el modelo bicompartimental con eliminacién no lineal es el que
mejor describe los datos (Cuadro 5-6). Este resultado puede justificarse
desde un punto de vista fisioldgico, puesto que la taurina se almacena en el

liquido intracelular actuando como regulador osmodtico y su grado de
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eliminacion renal experimenta grandes fluctuaciones segun las necesidades

corporales del aminoacido®.

En esta etapa también se analizaron las variables peso,
concentracion de albumina plasmatica, estado nutricional (NN o DN) vy
grado de desnutricion (NN en caso de animales normonutridos, DN leve,
DN moderada o DN severa) como covariables predictoras de los
parametros farmacocinéticos de la taurina. Pese a que el peso y la
concentracion de albumina plasmatica toman valores significativamente
inferiores en los animales desnutridos (Figuras 5-13 y 5-14, p<0,05), los
modelos ensayados no permitieron poner de manifiesto su capacidad de
covariable predictora sobre los parametros farmacocinéticos evaluados.
Los graficos exploratorios realizados, que enfrentan estas variables frente a
los parametros farmacocinéticos individuales Cl, Vc, Qq, K12, K1 (Post hoc)
no revelaron correlacién lineal, exponencial o potencial (datos no
mostrados). El hecho de que el peso y la albumina plasmatica no sean
covariables predictoras de los pardmetros farmacocinéticos de la taurina
puede atribuirse a que la magnitud de cambio que se ha producido en
estos parametros, debido a la restriccidn caldrico proteica a la que se ha
sometido a los animales, es insuficiente ya que Unicamente 34% de los
animales incluidos en el estudio farmacocinético poblacional de taurina

sufrieron desnutricion severa.

Por las razones indicadas, para cuantificar en adelante los cambios
en el proceso de eliminacién de la taurina, se utilizé un factor (desnutrido o

no, Fpn) que permite calcular la magnitud del cambio del pardmetro
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evaluado debido al estado nutricional de los animales. Con este factor, se
analiza la influencia de la desnutricion en los parametros Qq, Cl, Vc, Ky1 y

K1> (Cuadro 5-7).

De acuerdo con la FMO, la variabilidad residual (VR) y la variabilidad
interindividual (VII) de los parametros, el modelo estructural que mejor
describe los datos experimentales es el bicompartimental con eliminacién
no lineal y dependiente del estado nutricional (modelo 61b, Cuadros 5-7 y
5-8). En los modelos ensayados, el pardmetro farmacocinético Qg
(estrechamente relacionado con el nivel basal de taurina), no esta
influenciado por el estado nutricional, hecho que concuerda con el analisis
de varianza (ANOVA) realizado, en el que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el nivel basal de taurina obtenido en

animales NN (50,97 + 14,54 mg/I) y DN (48,86 + 22,11 mg/l) (p>0,05).

El area bajo la curva (AUCy;,,) mostré un incremento no
proporcional a la dosis administrada; de hecho se obtuvo el mayor
incremento de AUC para la mayor de las dosis ensayadas tanto en animales
NN como DN (Cuadro 5-9). Este resultado, confirma de nuevo que el
proceso de eliminacidén de la taurina es no lineal. Ademas los valores de
AUCq.,, tras la administraciéon intravenosa de taurina a las dosis empleadas
en animales DN confirmaron que la cantidad de taurina en sangre es mayor
gue en NN (entre un 15,9 y un 47,9%). Este hecho podria estar relacionado
con la hipdtesis de que en estados carenciales, tras la administracion de
taurina el organismo intenta rellenar los depdsitos corporales limitando su

eliminacion lo que prolongaria la estancia del aminoacido en pIasma”.
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Los graficos de bondad de ajuste indican que el modelo
seleccionado satisface los datos experimentales obtenidos. Asi, en la Figura
5-15 se observa una superposicion de las concentraciones experimentales
con los valores predichos individuales en funcién del tiempo, mostrando
una buena capacidad predictiva del modelo. En la Figura 5-16 se observa
una correlacién satisfactoria entre los valores de concentracién de taurina
(Predicted DV) vy los valores de concentraciéon predichos, tanto

poblacionales (Predicted DV) como individuales (IPRE DV).

La representacion de los residuales poblacionales (Residuals) frente
a la concentracién plasmatica poblacional predicha (Predicted DV, Figura 5-
17, A) presenta distribucion aleatoria. Los valores de los residuales
poblacionales frente a los tiempos experimentales (Time, Figura 5-17, B)
informan de una variacidn mayor de éstos en los tiempos de toma de
muestra préximos a la administracion, puesto que una pequefia proporcion
de puntos (alrededor del 6%) se desvia de la linea identidad. En la figura
ampliada se observa que la mayoria de puntos se distribuye de forma
aleatoria alrededor de la linea de referencia. Cuando se efectua la
ponderacion de los mismos (Figura 5-18, Ay B) se observa una distribucion
mas homogénea tanto cuando se representan enfrentados a la
concentracion plasmatica poblacional predicha como cuando se
representan frente al tiempo, con unos valores comprendidos entre £3. Lo
mismo ocurre con los residuales individuales (Individual Residuals, Figura 5-
17, Cy D) que muestran mayor dispersion pero con distribucién aleatoria, y

al representar los valores ponderados de los mismos (Individual Weighted
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Residuals, Figura 5-18, C y D) se observa una buena correlacién y ausencia

de sesgo, quedando los valores comprendidos entre £1.

En la etapa de andlisis mecanicista de datos intravenosos se
evaluaron diferentes modelos con aclaramiento que combina procesos
lineales (filtracidon glomerular, TFG), con procesos no lineales (reabsorcion
tubular pasiva y activa y secrecion tubular activa, STA). Los resultados
obtenidos en algunos modelos reveld mensajes de sobreparametrizacién
sin obtencién de la matriz de varianza /covarianza. Por ello, ademas de
probar modelos en los que la tasa de filtracién glomerular era un
parametro a iterar, se considerd adecuado evaluar los mismos modelos
fijando la tasa de filtracidn glomerular al valor descrito en la bibliografia
(0,00052 I/h/g)’?, reduciendo asi el ndmero de pardmetros

farmacocinéticos que debia estimar el modelo.

En los Cuadros 5-10 y 5-11 se recogen los modelos analizados en
animales NN o DN. En animales NN el modelo que mejor converge es aquél
en el que el proceso de eliminacion estd compuesto por filtracion
glomerular y reabsorcion tubular activa, dando al primer parametro
libertad para su estimacion. En cambio, en animales DN el modelo que
mejor describe los datos es el de mayor complejidad, compuesto por
filtracion glomerular, secrecidon activa y reabsorcion activa, estando la
filtracién glomerular fijada al valor descrito en la bibliografia’®. Puesto que
el modelo seleccionado en animales NN y DN implica un mecanismo de

eliminacion distinto para cada estado nutricional, se procedié a realizar el
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estudio utilizando la base de datos completa (administracién del

aminodcido por via intravenosa).

En el Cuadro 5-12 se muestran, entre los modelos probados, los que
convergieron con unos parametros satisfactorios desde un punto de vista
fisioldgico. Por ejemplo, no se consideraron aceptables cuando los valores
de alguno de los parametros estimados tomaban valores extremos; por
ejemplo valores para la tasa de filtracién glomerular inferiores a 10 1/h o
valores de la constante de Michaelis Menten (Km) superiores a 10° mg/. En
el primer caso el parametro seria despreciable, y por tanto, en el modelo
se podria prescindir del proceso de filtracién glomerular. En el segundo
caso, el valor obtenido carece de sentido por estar sobredimensionado,
indicando que el transportador posee una afinidad infima por el sustrato y
gue las concentraciones obtenidas en las condiciones experimentales estan
lejos de la saturacién del sistema enzimatico por lo que el proceso se
podria evaluar cinéticamente como un proceso pasivo. Muchos de los
modelos evaluados no convergieron de forma satisfactoria (Run
Terminated). El valor de la tasa de filtracion glomerular en los modelos que
fue estimada (modelos 73 y 75c) fue de un orden de magnitud despreciable
(10°-107 1/h), lo que indica que el proceso de filtracién glomerular de la
taurina a las dosis ensayadas es minoritario frente a los procesos de
secrecion y reabsorcién tubular activa (modelo 79). Por ello, se seleccioné
el modelo 79, en el que la fase de eliminacién del aminoacido se
caracteriza porque el proceso de excrecidon renal del aminodcido es el
balance de los procesos de secrecidon y reabsorcién activa del aminoacido.

Asimismo, al comparar este modelo con el de referencia 62c que posee el
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mismo numero de parametros farmacocinéticos (NPPK=8), se corrobora
gue el modelo seleccionado presenta una mejor bondad de ajuste (el valor

de la FMO se reduce 14 unidades (p<0,0005).

El modelo seleccionado indica que el mecanismo de excrecién renal
de la taurina es un proceso activo, resultado que en principio parece
contradictorio, ya que la taurina es una molécula de tamafio pequefio. Sin
embargo, los datos aportados en la bibliografia consultada, entre ellos, la
elevada fluctuacién que en funcién de la ingesta y del estado fisiologico
experimenta su concentracidn en orina, asi como su importante papel en la
regulacién de numerosos procesos corporales, no parece descartar que el
proceso de eliminacién mayoritario sea la secrecién activa>>. Ademas, para
este aminodcido se ha descrito que su eliminacién renal es funcién de la
presencia de iones sodio y cloruro, sugiriendo que en el proceso de
eliminacion renal de la taurina estd implicado un sistema de cotransporte

de capacidad limitada’.

En el modelo seleccionado se incluye un proceso de reabsorcion
tubular activa. Este proceso esta descrito en la literatura y se atribuye al
transportador TauT, capaz de regular la excrecién del aminoacido
aumentando o disminuyendo la fraccion reabsorbida atendiendo a las

necesidades del organismo’ 7.

De acuerdo con esta descripcion, la
reabsorcion renal activa del aminoacido seria mas lucrativa en estados

carenciales o de desnutricion.

Por ultimo, en esta fase se evalué la influencia del estado

nutricional sobre los parametros farmacocinéticos que caracterizan el
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modelo seleccionado (modelo 79, Cuadro 5-13). Los modelos probados han
permitido poner de manifiesto que el estado nutricional conlleva
alteraciones en el proceso de excrecidn renal del aminodcido, pero con la
modelizacion farmacocinética realizada es dificil determinar qué parametro
o parametros farmacocinéticos son los mas afectados. Matematicamente
se han obtenido varios modelos que a pesar de que convergen de forma
satisfactoria son de controvertida significacion fisioldgica. Asi, los modelos
117, 125y 126 en los que se evalud la influencia del estado nutricional
sobre la capacidad del proceso de secrecién tubular activa (Modelo 117,
Vms), la afinidad de los transportadores de secrecion y reabsorcion tubular
activa (modelo 125, Kms y Kmr) o la capacidad de los transportadores de
secrecién y reabsorcién tubular asi como la afinidad por el transportador
de secrecion tubular (modelo 126, Vms, Vmr y Kmr) son los modelos que
ofrecen valores de FMO y VR que presentan diferencias estadisticamente
significativas respecto el modelo de referencia (modelo 79, secrecion vy
reabsorcién activa sin alteracion en los pardmetros farmacocinéticos
debida al estado nutricional), y ademds presentan un significado fisioldgico

aceptable.

La seleccidén objetiva del modelo se realizd después de evaluar la
estabilidad de los modelos anteriormente indicados mediante la técnica de
remuestreo bootstrap. Este procedimiento considera que la estabilidad del
modelo es adecuada si el porcentaje de iteraciones que permiten estimar
los pardmetros farmacocinéticos es superior a un 65%, siendo mas estable

el modelo que obtiene un mayor porcentaje de convergencias con éxito®’.
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El modelo 117, en el que la capacidad del proceso de secrecion
tubular activa (Vms) disminuye en estado de desnutricion, alcanzé un
68,4% de terminaciones con éxito, y los valores medios de los pardmetros
farmacocinéticos asi como sus variabilidades quedaron englobados en el
percentil 95%. Los otros dos modelos, el 125 (afinidad de los
transportadores de secrecién y reabsorcion tubular activa Kms y Kmr en
funcién del estado nutricional) y el 126 (capacidad de los transportadores
de secrecion y reabsorcion tubular asi como la afinidad por el
transportador de secrecién tubular Vms, Vmr y Kmr en funcién del estado
nutricional, respectivamente) no fueron estables, ya que Unicamente
finalizaron con éxito un 41,6 y un 3,6%, respectivamente, de las iteraciones
realizadas. Estos resultados permiten concluir que la fase de disposicion de
la taurina se describe adecuadamente con el modelo bicompartimental
caracterizado por un proceso de distribucion pasiva desde el
compartimento central al compartimento periférico y de retorno del
compartimento periférico al central y un proceso de excrecion renal
compuesto, a su vez, por los procesos de reabsorcidn y secrecidn activa, en
la que la capacidad de éste ultimo proceso (Vms) disminuye un 9,4% en

estado de desnutricién (Cuadro 5-14).

6.4.2 Modelizacion global de los datos

Una vez caracterizada la fase de disposicién del aminodcido se
procedid a evaluar la fase de absorcidon. Se fijaron los parametros

farmacocinéticos de disposicion obtenidos en el analisis empirico de los
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datos obtenidos tras administracion de la taurina por via intravenosa (61b)

y se describio el proceso de absorcion del aminoacido.

Entre los diferentes modelos ensayados y atendiendo a los valores
de la FMO vy la variabilidad residual, en la modelizacién empirica de los
datos obtenidos tras la administracién oral de taurina a los animales NN no
se observan diferencias estadisticamente significativas (Cuadro 5-15). Por
ello, se selecciond el modelo mas sencillo en el que el proceso de absorcién
de la taurina en animales NN es lineal. En cambio el modelo empirico que
mejor satisface los datos experimentales obtenidos en animales DN indica
que la constante de velocidad de absorcién aparente de la taurina
disminuye alrededor de un 50% al administrar la dosis mayor de las
ensayadas (100 mg) respecto al valor de la constante de velocidad de
absorcién aparente cuando se administra el aminoacido a las dosis
inferiores (1 y 10 mg, Cuadro 5-16, modelo 133bDN1). Este
comportamiento indica la presencia de al menos un proceso no lineal
(absorcidn o secrecion intestinal) en la incorporacién del aminoacido al

organismo.

Por otra parte, conviene destacar que en los modelos en los que se
evalua la dependencia del proceso de absorcién con la dosis administrada,
tanto en NN como en DN, la constante de velocidad de absorcién del
aminodcido a la dosis de 1 mg toma valores que oscilan entre 6:10°y 5:10”
h™, probablemente debido a que la concentracién plasmética de taurina
tras administrar por via oral 1 mg del aminoacido experimenta una

oscilacion respecto a la concentracion basal de aminodcido tan ligera que
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dificulta la convergencia de los modelos y la caracterizacién de la no
linealidad en el proceso de absorcién. Teniendo en cuenta que los niveles
plasmaticos de taurina no varian en exceso al incrementar la cantidad de la
molécula ingerida en la dieta’®, no es de extrafiar que en este estudio los
niveles plasmaticos del aminodacido obtenidos tras la administracion de las
dosis de 1 y 10 mg no se incrementen por encima del nivel basal de forma
significativa y Unicamente lo hagan cuando se administra la dosis mas

elevada de las ensayadas (100 mg).

Por ultimo el ajustado global realizado de forma simultanea en el
conjunto de la poblacién NN y DN presenta la misma tendencia observada
en animales DN, en los que la constante de absorcion aparente Kap
disminuye al administrar la dosis de 100 mg de taurina (133DNd, Cuadro 5-
17). No obstante, los parametros estadisticos utilizados para realizar la
seleccion del modelo no mostraban diferencias estadisticamente

significativas con los obtenidos en el modelo de absorcidn lineal.

Por consiguiente, los datos aportados en esta Memoria de Tesis
Doctoral indican que el proceso de absorcién de taurina se describe
mediante una cinética de primer orden y en estado de desnutricidon la
constante de velocidad que rige el proceso tiene un valor equivalente al
obtenido en NN (Cuadro 5-17, AFMO=3,2). Pese a las modificaciones
anatomo-fisioldgicas observadas en este estudio y a que se identifica una
tendencia que indica que la absorcidn de taurina es menor en animales DN
gue NN, las diferencias observadas no son estadisticamente significativas

(p>0,05).
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Este hecho esta en concordancia con algunos estudios desarrollados
en pacientes afectados de anorexia nerviosa, en la que acontece una
importante restriccion en la ingesta de alimentos que conlleva a
desnutricién severa, sin que se altere la absorcidn intestinal o la funcién

pancreatica’.

Al segregar a los animales por estado nutricional, el analisis
mecanicista concluye que el mecanismo que mejor describe la cinética de
absorcion del aminodcido en ambos estados nutricionales es la difusidn
pasiva, ya que no se observa una mejora en la FMO estadisticamente
significativa cuando se aumenta la complejidad del modelo y se incluyen

procesos de absorcién activa (Cuadros 5-18 y 5-19).

Los resultados obtenidos en esta fase con el conjunto de datos (NN
y DN, Cuadro 5-20) corroboran los obtenidos en la etapa anterior, siendo la
cinética de primer orden la que mejor describe el mecanismo de absorcion
del aminodcido (Modelo 150b). Ademas, el modelo en el que se evalud la
influencia del estado nutricional en el proceso de absorcidon de la taurina
(153b) no reveld diferencias estadisticamente significativas (AFM0<3,8)
respecto al modelo de referencia (modelo 150b), por lo que con los datos
disponibles se puede afirmar que el grado de desnutricidon alcanzado en los
animales no altera la fase de absorcion de la taurina. En el Cuadro 5-21 se
muestran los parametros, variabilidades (VII y VR), coeficiente de variacion

(CV%) y FMO obtenidos para el modelo seleccionado.

Los graficos de bondad de ajuste (Figuras 5-23 a 5-26), y la

estabilidad del modelo determinada mediante la técnica de remuestreo
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aleatorio bootstrap (Cuadro 5-22) indican que el modelo seleccionado es
satisfactorio. El analisis bootstrap se realizé dejando libertad para la
estimacion de todos los parametros farmacocinéticos del modelo 150b
alcanzando en estas condiciones un 81% de minimizaciones con éxito. En
resumen, los datos experimentales obtenidos tras la administraciéon oral de
las dosis ensayadas de taurina aportados en esta Tesis Doctoral no
permiten evidenciar el mecanismo no lineal de absorcién descrito en la
bibliografia®. En ella se afirma que el mecanismo de absorcién de la
taurina se describe mediante una cinética combinada de absorcién pasiva y
absorcion activa mediada por transportadores, como el PAT1 o TauT™. El
TauT, transportador de alta afinidad y baja capacidad, se encuentra en el
borde en cepillo de los enterocitos encargados de la absorcion de
nutrientes en el intestino. Es probable que el proceso de absorcién activa
de la taurina no se haya podido poner de manifiesto con los datos
experimentales obtenidos en este trabajo debido a que por su baja

capacidad en las condiciones de ensayo se encuentre saturado™®.

La actividad de este transportador parece ser mayor en animales
mas jovenes que en los adultos, debido a que en éstos el sistema
enzimatico encargado de su sintesis es mds inmaduro, por lo que la
desnutricion que en el adulto parece no alterar el transporte del
aminodacido, podria ocasionar alteraciones mas apreciables en sujetos en

desarrollo o en adultos con un estado nutricional mas deteriorado’.

En la representacién de los valores de concentracidon de taurina

observados frente a los predichos (Figura 5-24) la recta de regresion (linea
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roja) se desvia ligeramente de la linea identidad (linea negra). En la Figura
6-1 se representa de nuevo esta figura sustituyendo los puntos por el

identificador de cada animal empleado.

- Linear Rfgressiok
—— Identity fine [
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Predicted DV
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Figura 6-1. Representacion de las concentraciones predichas por el modelo final
(150b) frente a las concentraciones observadas.

Los animales con identificador igual o superior a 1000 unidades son
los que recibieron la dosis de 100 mg por via oral o intravenosa, NN y DN.
(Figura 6.1, izquierda). La desviacidon de la linea de regresién infraestima
ligeramente los valores de mayor concentracion, probablemente debido a
la gran variabilidad obtenida en este grupo de poblaciéon y al menor
numero de animales en los grupos que recibieron la dosis elevada. La
desviacidon de la linea se atribuye al mayor peso en la regresién de los
puntos de alto valor, desviando ligeramente la linea identidad. Sin
embargo, cuando se observa la figura ampliada para el dmbito de valores
de concentracién inferior se observa que los puntos se distribuyen de

forma equilibrada en torno a la linea identidad (Figura 6-1, derecha). Esta
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observacion se anula en el resto de graficas de bondad de ajuste en las que
se utilizan los residuales ponderados. Por consiguiente, se puede afirmar

que la bondad de ajuste indica que el modelo seleccionado es satisfactorio.

El modelo indica que la capacidad de eliminacion del aminoacido se
reduce alrededor de un 10% en animales DN respecto animales NN, y que
esta reduccion se produce en la capacidad del transportador de secrecion
(Vms). Este hecho concuerda con lo observado en la bibliografia, en la que
en estados carenciales o de bajo aporte de taurina, se reduce la cantidad
excretada por orina para regular y mantener la reserva corporal del

aminoacido” ¥,

6.5 Simulacion de datos: Validacion externa.

Con objeto de validar el modelo farmacocinético obtenido para la
taurina en esta Memoria y comprender el grado de prediccion de las
concentraciones plasmaticas de aminodcido, se ha simulado una poblacidn
gue recibe una dosis de taurina igual a la administrada con los preparados
enterales, y se ha realizado un andlisis de validacién externa utilizando el
método de analisis predictivo visual (Visual predictive check, Figura 5-27 y

Figura 5-28).

Los resultados muestran que las concentraciones plasmaticas
predichas con el modelo seleccionado para las dosis de taurina de 0,22 o
0,58 mg estan sobreestimadas, observando que los valores medios

predichos por el modelo estdn muy préximos a los valores de la
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concentracion plasmatica basal de taurina obtenida en los animales a los
que se les administrd la taurina en solucién libre (50,97 + 14,54 mg/l y
48,86 + 22,11 mg/l en animales NN y DN, respectivamente). Estos valores
difieren significativamente de las concentraciones plasmaticas basales
determinadas en los animales a los que se les administré las dietas
enterales (26,12 + 12,50 mg/l en animales NN y de 21,49 + 10,89 mg/l en
animales DN), quizd debido a que los estudios se realizaron de forma
secuencial y entre uno y otro periodo se renové la colonia del animalario
de la Facultad de Farmacia. Por esta razon, se repitid el ejercicio de
simulacion utilizando un valor de Qg (constante de velocidad de formacion
de taurina enddgena en plasma, mg/h) equivalente al 50% del valor del
parametro obtenido en el modelo farmacocinético seleccionado (Figura
5-28). En este caso, la linea que representa el percentil 50% de las
concentraciones plasmaticas predichas sigue con bastante exactitud la
tendencia central de los puntos experimentales quedando excluidos del
intervalo de confianza 95% un numero de valores experimentales del
mismo orden en los dos ejercicios de simulacién. Este resultado pone de
relieve la importancia de disponer de un valor de concentracién plasmatica
basal del aminoacido que se ajuste al valor real de la poblacién objeto de
estudio, al menos cuando se trata de conocer los cambios de
concentracion plasmatica de aminoacido que se producen tras la

administracion de dosis de aminodacido inferiores a 1 mg.

Otro aspecto a considerar es el hecho de que los valores de
concentracion plasmatica predichos, al igual que los experimentales, no

presentan diferencias significativas respecto de la concentracién
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plasmatica basal. Este resultado parece indicar que la administracién de la
cantidad de taurina que contienen las dietas enterales no es capaz de
modificar la concentracién basal del aminodcido como tampoco lo ha sido
tras la administracion del aminoacido por via oral en solucién acuosa a las

dosisde 1y 10 mg.

6.6 Preparados enterales

La magnitud de la absorcion de taurina tras la administraciéon de los
preparados enterales en régimen de dosis Unica se ha realizado mediante
el célculo del area bajo la curva de concentracién plasmatica tiempo desde
tiempo igual a cero hasta tiempo igual a 4 horas (AUCo4p). El intervalo
seleccionado cuando el preparado se administra en régimen de dosis
multiple fue de 6 a 8 horas (AUCg.gn), puesto que ya habia transcurrido un
tiempo superior a cuatro valores de la semivida biolégica del aminoacido
en la especie animal estudiada (en rata t;/; < 1,30 horas). El valor de este
parametro es similar al obtenido en un estudio realizado con 8 humanos
sanos tras la administracion oral de 4 g de taurina, en la que la ty;; se

establecié en 1,0 + 0,3 horas’>.

Como paso previo al calculo de los parametros farmacocinéticos no
compartimentales tmax, Cmax y AUC, se exploraron las curvas de
concentracion plasmatica de taurina obtenidas en los tiempos de

muestreo.
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La concentracién plasmatica basal del aminoacido obtenida en el
grupo de animales a los que se les administran los preparados enterales en
régimen de dosis Unica presenta diferencias estadisticamente significativas
entre animales DN y NN, siendo menor el valor obtenido en los primeros.
Este hecho concuerda con lo observado en otros estudios, en los que los
niveles corporales de taurina en estados carenciales son menores a los

obtenidos cuando se aporta una alimentacién variada y adecuada®®.

Tanto en condiciones de NN como de DN, se observa que los niveles
plasmdticos de taurina tras la administracidon de los preparados enterales
no difieren significativamente del perfil que se obtiene tras Ia
administracion de agua (p>0,05, Figura 5-31). En animales NN, los perfiles
llegan a solaparse, mientras que en estado de DN se observa una ligera
superioridad de los preparados enterales respecto al agua, sobretodo del
preparado enriquecido T-Diet Plus®. Al estudiar la influencia del estado
nutricional sobre los perfiles plasmaticos del aminoacido, se observa una
gran similitud entre animales NN y DN tras la administracion tanto de agua
como de las dietas enterales, con la puntualizacion de que los niveles
plasmaticos medios en los animales NN son superiores a los obtenidos en

animales DN (Figura 5-32).

Los valores medios de concentracidn plasmatica tras Ia
administracion del agua y los preparados enterales, en régimen de dosis
multiple, presentaron menor variabilidad. A diferencia de los animales
incluidos en el régimen de administracion de una dosis Unica, las

concentraciones plasmaticas basales de taurina determinadas en los
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animales NN y DN no presentaron diferencias estadisticamente
significativas, pese a que mostraron un valor ligeramente superior en

animales NN.

Como se observa en la Figura 5-35 los preparados enterales
proporcionan niveles plasmaticos de taurina superiores a los del agua tanto
en NN como en DN, obteniendo el mayor incremento tras la administracion
de T-Diet Plus®, lo que evidencia la potencial superioridad del suplemento
de la dietas con taurina cuando se administra en estados carenciales de

forma continuada.

6.6.1 Analisis farmacocinético

En condicién de NN y DN, la administracion de una dosis Unica de
dieta enteral no produce un cambio significativo en los valores de tmax y
Cmax respecto a la administraciéon de agua. Se observa que tanto en NN
como en DN el tmax tiende a ser menor tras la administraciéon del
preparado T-Diet Plus® (Figura 5-37). Sin embargo, la elevada variabilidad
de los valores obtenidos dificulta la interpretacién de estos resultados. Los
valores de Cmax en animales DN son ligeramente inferiores a los obtenidos
en animales NN, y en ambos estados nutricionales, el menor valor de Cmax
se alcanza tras la administracién de agua, seguido por el obtenido tras la
administracion del preparado no enriquecido Isosource-ST®, y tras la
administracién del preparado enriquecido T-Diet Plus® (Figura 5-38). Estos
valores de Cmax se correlacionan con la cantidad de taurina que contienen

las dietas enterales.
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Los valores de AUC obtenidos tras la administracion de los
preparados enterales en régimen de dosis Unica no permiten cuantificar el
valor afiadido del aminodcido incorporado a los preparados (Cuadro 5-26),
sugiriendo ademas, que el enriquecimiento de taurina realizado en la
formulacidn TDiet Plus® no refleja un comportamiento distinto al obtenido

tras la administracién de la dieta no enriquecida.

El ligero aumento observado en las AUC obtenidas tras la
administracion de los preparados enterales puede atribuirse a la
disminucion que experimenta el aclaramiento de la taurina en estado de
desnutricidon, ya que el modelo farmacocinético poblacional de la taurina
obtenido en esta Memoria determina que la Velocidad maxima del
transportador de secrecidon (Vms) en estado de desnutricién se reduce

alrededor de un 10%.

Los valores medios de tmax, Cmax y AUCg.gn tras la administracion
de los preparados en régimen de dosis multiple presentaron menor
variabilidad que los obtenidos en régimen de administracion de dosis

Unica, lo que facilito la interpretacion de los resultados.

Los valores de tmax obtenidos en animales NN y DN tras la
administracion de agua fueron mayores que los obtenidos tras la
administracion de los preparados enterales (Cuadro 5-27, Cuadro 5-28 y
Cuadro 5-29). Asimismo, los valores de Cmax tras a administracién de los
preparados en régimen de dosis multiples siguen una tendencia similar a la
observada tras la administracion de agua y las dietas enterales en dosis

Unica, en la que el valor de Cmax es mayor tras la administracién de las
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dietas enterales que tras la administracién de agua, y a su vez, mayor tras
la administracion del preparado enriquecido T-Diet Plus® que tras la

administracion del preparado no enriquecido Isosource-ST®.

Puesto que no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los parametros farmacocinéticos obtenidos en animales
NN vy los obtenidos en animales DN se realizé un analisis univariante, sin
tener en cuenta el estado nutricional de los animales. Este andlisis, puso de
manifiesto que el Cmax obtenido tras la administracion de agua se
diferencia del obtenido tras la administracion de T-Diet Plus® (p<0,05) y
confirma que en las condiciones ensayadas el estado nutricional de los

animales no condiciona los pardmetros farmacocinéticos estudiados.

La administracion de la dieta enriquecida T-Diet Plus® en régimen
de dosis multiple produce una exposicion del aminodcido mayor que la
obtenida tras la administracion de la dieta no enriguecida tanto en
animales NN como DN (Cuadro 5-30), evidenciando un mayor
aprovechamiento del preparado enriquecido con taurina en estado de DN.
Este resultado refuerza y justifica el hecho de que para el tratamiento de
pacientes con carencias nutricionales moderadas o severas se seleccionen
en primera linea de tratamiento preparados enterales enriquecidos
administrados en regimenes de dosis multiple y se reserven los preparados

no enriquecidos para situaciones carenciales mas leves.

En el estudio realizado no se evidencia el valor aitadido de la dieta
enteral en estado de NN en régimen de dosis Unica y el mayor cambio se

ha obtenido tras la administracion del preparado T-Diet Plus® (régimen de
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dosis multiple, incremento del 32,7% en NN, 41,7% en DN y tras la
administracion de la dieta Isosource-ST®, régimen de dosis multiple, el
incremento fue del 14,1% en NN, 17,4% en DN). Sin embargo, los
resultados obtenidos indican que la mayor exposicion al aminoacido tras la
administracion de los preparados no es proporcional a la cantidad de
taurina que contienen. Es posible que la capacidad homeostatica del
organismo para mantener los valores de concentracion plasmatica de
taurina dentro del ambito de la normalidad contribuya a que no se
observen diferencias mayores, por lo que si se confirmara esta hipdtesis la
importancia del parametro AUC como Unico criterio para la seleccidn de los
preparados enterales es limitada. En nuestra opinion, creemos que los
estudios encaminados a cuantificar el valor anadido de las férmulas
enterales, enriquecidas o no con un nutriente, deben contemplar ademas
del perfil cinético del nutriente en plasma sanguineo la cuantificacién de la
sustancia objeto de ensayo en dorganos y tejidos donde se acumule del
nutriente las cantidades de aminoéacido en tejidos. Unicamente a partir de
la informacion global se podria explicar de forma mas fehaciente las
diferencias que se desarrollan en el sistema biolégico derivadas del estado
de nutricidon y condicionan la exposicién del organismo a los nutrientes

administrados.

6.7 Limitaciones del estudio

El modelo de desnutricion empleado en este estudio esta basado en

los biomarcadores peso y albumina plasmatica®’. EI marcador bioquimico
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albumina puede experimentar fluctuaciones entre poblaciones, y por ello
es necesario establecer los valores de normalidad en los animales que
constituyen la poblacién de estudio. En esta Memoria, se ha observado que
los niveles plasmaticos de albumina de los animales utilizados para el
estudio de las dietas enterales son significativamente menores (p<0,05)
gue obtenidos en los animales empleados para el estudio farmacocinético
de taurina en solucién, tanto en estado de NN como de DN. En
consecuencia, a la mayoria (89%) de animales DN que han formado parte
de la evaluacién de las dietas enterales se les asignd un grado de
desnutricién severa, mientras que a la mayoria (66%) de los animales DN
gue se han utilizado para caracterizar el perfil farmacocinético del
aminodacido se les asignd un grado de desnutricion leve o moderada. Con la
informacién experimental disponible no podemos explicar estas
diferencias, ya que las condiciones de mantenimiento de los animales a lo
largo del periodo de acondicionamiento fueron siempre las mismas. Ahora
bien, se debe remarcar que los experimentos se llevaron a cabo a lo largo
de un periodo de tiempo en el que la colonia de animales del SCSIE de la
Universitat de Valéncia fue renovada, por lo que podemos asegurar que los
animales empleados en cada una de las fases del estudio proceden de
poblaciones diferentes. Este hecho puede justificar las diferencias
obtenidas entre ambos grupos tanto en la concentracién plasmatica de
albimina como en la concentracion plasmatica basal de taurina y evidencia

la necesidad de normalizar ambos valores en cada poblacién de estudio.
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La caracterizaciéon farmacocinética del aminoacido en las
condiciones de estudio ha sido compleja. Entre los factores que han podido
contribuir a esta complejidad cabe resaltar la variabilidad de los valores de
concentracion plasmatica obtenidos tras administrar la dosis mas elevada
de taurina (100 mg) (mayor a la obtenida tras la administracion de las dosis
inferiores), y la limitada fluctuacién de las concentraciones plasmaticas del
aminodcido tras administrar las dosis inferiores de aminoacido ensayadas

(0,22, 0,58, 1 6 10 mg) en las diferentes matrices (agua o dieta enteral).

Pese a ello, consideramos que el modelo farmacocinético
presentado permite aportar conocimiento al mecanismo de los procesos
del LADME de la taurina en rata y evaluar la modificacién que se origina en
los pardmetros farmacocinéticos del aminoacido como resultado de un
déficit nutricional. En cualquier caso, se piensa que esta Memoria aporta
conocimiento a la practica clinica de incorporar taurina libre a los
preparados de nutricion enteral al confirmar el valor afadido de la
utilizacién de preparados enriquecidos con taurina, en estados carenciales

y en régimen de dosis multiple.
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7 CONCLUSIONES

1. El protocolo de desnutricion empleado permite disponer de un
modelo de desnutricion animal sencillo y util para evaluar la
influencia del estado nutricional de los animales sobre los
parametros cinéticos de farmacos y nutrientes.

2. Los niveles de albimina plasmatica y la evolucién del peso corporal
pueden considerarse biomarcadores Utiles para gradar los tipos de
desnutricién calérico-proteica de los animales (leve, moderada y
severa).

3. El area bajo la curva de concentracion plasmatica tiempo (AUCo.,n)
obtenida tras la administracion del aminoacido taurina, por via
intravenosa, revela un incremento no proporcional a la dosis
administrada, tanto en animales normo como desnutridos.

4. El andlisis farmacocinético empirico indica que el modelo
estructural que mejor describe los datos experimentales es el
bicompartimental con eliminaciéon no lineal y dependiente del
estado nutricional.

5. El analisis farmacocinético mecanicista concluye que la fase de
disposicion de la taurina se describe mediante un modelo
bicompartimental con distribucién pasiva y con excrecion renal
compuesta por procesos de reabsorcién y secrecidon activa. En
estado de desnutricion la capacidad del proceso de secrecién activa

se reduce un 10%.
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6. La modelizacién farmacocinética empirica tras administracion del
aminodcido taurina por via oral indica que su absorcion es
ligeramente inferior en animales desnutridos aunque las diferencias
con los valores obtenidos en animales normonutridos no son
estadisticamente significativas.

7. La modelizacién farmacocinética mecanicista tras administraciéon
del aminoacido por via oral indica que el proceso de absorcién de
taurina se describe mediante una cinética de primer orden y en
estado de desnutricion la constante de velocidad que rige el
proceso tiene un valor equivalente al obtenido en normonutricion.

8. En estado de desnutricidn, la administracion de la dieta enriquecida
con taurina T-Diet Plus® en régimen de dosis multiple proporciona
un incremento del AUCgg;, del 41,7% respecto al AUCg g, basal del

aminoacido.
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8 ANEXOS

8.1 Aprobacion del comité ético

VNIVERSITAT
D VALENCIA

DR. PEDRO CARRASCO SORLI
Presidente del Comité Etico de Experimentacion y Bienestar Animal de
la Comisién de Etica de la Universitat de Valéncia

CERTIFICA:

Que, reunido el Comité Etico de Experimentacion y Bienestar Animal de la
Comisién de Etica de la Universitat de Valéncia el dia 31 de octubre de 2008,
acordd informar FAVORABLEMENTE la realizacién en sus instalaciones del
protocolo de experimentacion animal, presentado en el proyecto titulado
“Caracterizacion de la biodisponibilidad en ratas desnutridas de nutrientes
constituyentes de un preparado enteral: T Diet Plus”, cuya investigadora

principal es Diia. Matilde Merino Sanjuan.

En Valencia. a 31 de octubre de 2008. || ——————



8.2 Archivo control del modelo final (150b)

55 1. Based on: taulee_117
;5 2. Description: TAU IV y ORAL

;3 X1. Author: ANAC

$PROB

TAU IV=1, 10 y 100, NNyDN, BC
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$INPUT ID NUT GRUP VIA AMT TIME DV MDV CMT ALB1
ALB2 PES1 PES2 SCO D

$DATA

$MODEL

COMP=(CP)
COMP=(PERI)
COMP=(OR)

$PK
GR1=0
GR2=0
GR3=0
GR4=0
GR5=0
GR6=0
GR7=0
GR8=0
GR9=0
GR10=0
GR11=0
GR12=0

IF (GRUP.
IF (GRUP.
IF (GRUP.
IF (GRUP.
IF (GRUP.
IF (GRUP.
IF (GRUP.

EQ.1)
EQ.2)
EQ.3)
EQ.4)
EQ.5)
EQ.6)
EQ.7)

tauleonD.csv IGNORE="#"
$SUBROUTINES ADVAN6 TOL=5

GR1=1
GR2=1
GR3=1
GR4=1
GR5=1
GR6=1
GR7=1
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IF(GRUP.EQ.8) GR8=1
IF(GRUP.EQ.9) GR9=1
IF(GRUP.EQ.10) GR10=1
IF(GRUP.EQ.11) GR11=1
IF(GRUP.EQ.12) GR12=1

**DISPOSICION**
TVQO=THETA(1)
QO=TV QO*EXP(ETA(1))
TVV=THETA(2)
VC=TVV*EXP(ETA(2))
TVk12=THETA(3)
K12=TVK12*EXP(ETA(3))
TVK21=THETA(4)
K21=TVK21*EXP(ETA(4))

**EL IMINACION**
TVVMs=THETA(5)*THETA(9) **NUT
VMs=TVVMs*EXP(ETA(5))
KMs=THETA(6)

VMr=THETA(7)
KMr=THETA(8)
CLi=(VMs/KMs-VMr/KMr)

**RELACIONES Y ACTIVACION COMP**
CS=(Q0o/CLi)
A_INITIAL(1)=CS*VC

; **ORAL**
TVKA=THETA(10)
KA=TVKA*EXP (ETA(6))

5 **PARAMETROS DERIVADOS**
S1=VC

$DES
; **DEFINICIONES**
CP=A(1)/VC
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; **DISTRIBUCION**
PERI=-K12*A(1)+K21*A(2)

; **ABSORCION ORAL**
VAB31=KA*A(3)

; **VELOCIDAD ELIMINACION**
VEL=( (VMs/ (KMs+CP)) - (VMr/ (KMr+CP)))*CP

; **COMPARTIMENTOS**
DADT (1)Q@-VEL+PERI+VAB31
DADT (2)=-PERI
DADT(3)=-VAB31

$THETA

(1,13.7,100) ;. QO

(0.005,0.0416,1) ; VC

(0,1,2.61,100,1000); K12
(0,01,0.73,1000) ; K21

(1,192,1000) ; VMs
(1,399,10000) ; KMs
(1,16.9,1000) 5 WMr
(1,96.1,10000) 5 KMr

(0,001,0.906,100) ; FVMs
(0.001,1.2,1000) ; KA

$OMEGA

0.06605 ;  CVQo
0.256 ;5 CWc
1.44962 ;  CVK12
0.8724 ;  CvKk21
0.0292 ;  CVVMs
0.36 ; KA
$ERROR

IPRE=(A(1))/VC
Y=IPRE*EXP (EPS(1))
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IRES=DV-Y
PES=Y+0.000001
IWRE=IRES/PES

$SIGMA 0.04

$EST MAXEVAL=9000 PRINT=0 POSTHOC NOABORT
MSFO=mspp@l.msf

$WARN WARN=NONE

$cov

$TABLE ID GRUP VIA AMT TIME DV MDV SCO IPRE IRES
IWRE NOPRINT

ONEHEADER FILE=sdtabtaul@e_150b.txt

$TABLE ID GRUP NUT ALB1 ALB2 PES1 PES2 SCO Q@ VC
VMs KMs VMr KMr

CS K12 K21 CLI SCO FIRSTONLY NOPRINT ONEHEADER
FILE=patabtaul@o 150b.txt
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