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Introduccién

El objetivo de la farmacocinética consiste en estudiar la evolucion temporal de
las concentraciones y cantidades de farmaco y sus metabolitos en fluidos organicos,
tejidos y excrementos, asi como su respuesta farmacologica, y construir modelos
adecuados para interpretar los datos obtenidos. Los datos se procesan empleando
modelos matematicos a los que se ajustan las concentraciones, las cantidades de
farmaco o sus metabolitos en la totalidad del organismo, o en alguna de sus partes. Las
ecuaciones asi obtenidas sirven para formular predicciones acerca de los resultados que
se obtendrian con tratamientos medicamentosos, ya que la respuesta farmacologica
viene determinada por la cantidad de fArmaco que accede a los lugares de accion, y este

acceso esta condicionado por la concentracion sanguinea del farmaco.

Desde hace bastantes afios la arteriosclerosis y la enfermedad cardiovascular
asociada a ella, ha sido uno de los temas mas importantes de investigacion biomédica,
debido al importante aumento de la morbi-mortalidad y al conocimiento de los distintos

factores de riesgo implicados en su produccion y desarrollo.

Uno de los principales factores de riesgo y potencialmente modificable, es la
hipercolesterolemia. A principios de los noventa, con la introduccion de las estatinas
como farmacos hipolipemiantes se produjo un gran avance en el control de los lipidos,

lo que permitié conseguir una significativa reduccion en la mortalidad total y cardiaca.

Actualmente no existe discusion alguna en cuanto a la conveniencia de
administrar farmacos hipolipemiantes (sobre todo estatinas) como mecanismo de
prevencion primaria con dos o mas factores de riesgo y secundaria en la enfermedad
cardiovascular. Los distintos estudios puestos en marcha actualmente tienen como uno

de sus objetivos discernir cual es la mejor estatina, basandose en el grado de reduccion
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de los niveles de colesterol y en la posibilidad de regresion de la placa de

arteriosclerosis y en la disminucion de los eventos cardiacos agudos.

Estudios previos en el modelo experimental que utilizamos en nuestro grupo de
trabajo, pollos alimentados con dieta aterogénica, lo han validado como modelo para el
estudio de arteriosclerosis, pero no hemos caracterizado este modelo desde el punto de
vista famacocinético tras la administracion de las estatinas. Para ello se realizo el
estudio en pollos alimentados con una dieta rica en colesterol, a los que se les
administr6 10 mg de atorvastatina por via intravenosa y oral. En los tiempos
establecidos se procedié a la extraccion de sangre y medicion de los niveles del farmaco

existente en ella, necesarios para la realizacion del estudio farmacocinético.

Con las concentraciones de atorvastatina en sangre se procedié a realizar una
comparativa estadistica comprobando la normalidad de la muestra, realizdndose
posteriormente el estudio farmacocinético para definir el comportamiento del farmaco

en la sangre del modelo animal.

Asi mismo se procedio a evaluar el efecto de la atorvastatina en el biomodelo
animal del pollo al que se le induce la enfermedad mediante una dieta hiperlipémica

utilizando para ello los marcadores lipidicos sanguineos.
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Considerando todo lo expuesto hasta el momento, nos hemos planteado en la
siguiente memoria estudiar la farmacocinética de atorvastatina en este biomodelo con el

fin de alcanzar los siguientes objetivos:

1. Determinacion de los parametros farmacocinéticos de atorvastatina tras la
administracion intravenosa y oral a pollos de la raza White Leghorn, progenitores

Broilers sanos recibiendo una dieta sana normal.

2. Proposicion de un regimen de dosificacion de atorvastatina para el biomodelo
animal del pollo al que se le induce la enfermedad mediante una dieta hiperlipémica,

evaluando los distintos parametros farmacocinéticos obtenidos.
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El farmaco objeto de nuestro estudio, la atorvastatina, actla indirectamente
sobre el metabolismo del colesterol, molécula responsable de diversas patologias

cardiovasculares.
2.1.- COLESTEROL

El colesterol es un compuesto aliciclico cuya estructura esta compuesta por un
nucleo ciclopentanofenantreno con cuatro anillos fusionados, un s6lo grupo hidroxilo en
posicion C3 y una cadena hidrocarbonada ramificada de ocho carbonos unidos al anillo

D en la posicién 17. Estructura que se ve reflejada en la figura 1.

CH3

CH-CH2-CH2-CH2-CH-CH3

H3C CH3

COLESTEROL

Fig. 1.- Estructura molecular del colesterol.

Es un lipido muy poco soluble en agua por lo que su altisima solubilidad en
sangre se debe a la presencia de lipoproteinas plasmaticas que tienen la capacidad de
fijarlo y por tanto de solubilizar grandes cantidades de colesterol. Solamente el 30 % del
colesterol circulante se presenta de forma libre, el resto (70 %) se presenta unido a las
lipoproteinas en forma de ésteres de colesterol, en las que un acido graso (normalmente

el acido linoleico) esta unido al grupo hidroxilo en C3.
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El colesterol esta presente en la dieta de todas las personas y se absorbe
lentamente desde el tubo digestivo a linfa. Es muy liposoluble y levemente
hidrosoluble, y es capaz de formar ésteres con los acidos grasos, como hemos

mencionado anteriormente, asi encontramos el 70% del colesterol del plasma.

Junto al colesterol que se absorbe cada dia en el tubo digestivo, colesterol
exogeno, se forma una cantidad incluso mayor en las células del cuerpo, Ilamado
colesterol endogeno. Aunque la biosintesis “de novo” tiene lugar en todas las células,
esta capacidad es mayor en ciertos tejidos, especialmente higado, intestino, corteza
suprarrenal y tejidos reproductores (ovarios, testiculos y placenta). Casi todo el
colesterol enddgeno que circula en las lipoproteinas del plasma se forma en el higado,
teniendo todas las células del cuerpo capacidad de sintesis de colesterol, lo que es
compatible con el hecho de que muchas de las estructuras membranosas de las células

estén compuestas en parte de esta sustancia.

Para el transporte de la molécula a lo largo del organismo humano se sintetizan

las lipoproteinas, encargadas principalmente del transporte de lipidos.
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2.2.- LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas del plasma son complejos en los cuales los lipidos y las
proteinas estan en una relacion relativamente fija. Transportan lipidos insolubles en
agua entre los diversos organos por medio de la sangre, en forma de particulas

relativamente pequefias cuyo diametro y peso permanece constante.

Son particulas esféricas con los lipidos menos polares, como triglicéridos y
ésteres de colesterol, contenidos en el centro hidrofobo; los lipidos mas polares, como
los fosfolipidos y el colesterol libre, forman una monocapa superficial junto con
apolipoproteinas anfipaticas. Cada lipoproteina contiene una 0 mas apolipoproteinas,
que proporcionan estabilidad estructural y que sirven como ligandos para receptores
celulares que determinan el destino metabolico de particulas individuales, o actdan

como cofactores para enzimas implicadas en el metabolismo de las lipoproteinas.

Junto a los quilomicrones (producidos por el intestino, son muy ricas en
triglicéridos de origen exdgeno, y pobres en colesterol libre y fosfolipidos), que son en
si mismos lipoproteinas grandes, existen cuatro clases principales de lipoproteinas,

clasificadas por sus densidades medidas en la ultracentrifuga:

1) Lipoproteinas de muy baja densidad, (VLDL). Son suficientemente grandes para
dispersar la luz, y cuando hay una cantidad excesiva de VLDL, el plasma es
turbio. Contienen concentraciones elevadas de triglicéridos, siendo eéstos
principalmente de origen enddgeno (hepatico), y concentraciones moderadas de

colesterol y fosfolipidos.
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2)

3)

4)

Lipoproteinas de densidad intermedia, (IDL). Son lipoproteinas de muy baja
densidad de las que se ha extraido una gran parte de los triglicéridos, de forma

que las concentraciones de colesterol y fosfolipidos estan aumentadas.

Lipoproteinas de baja densidad, (LDL). Constituyen alrededor del 50% de la
masa total de lipoproteinas en el plasma humano. Son lipoproteinas de densidad
intermedia de las que se han extraido todos los triglicéeridos, dejando una
concentracion especialmente alta de colesterol (aproximadamente la mitad de la

masa de las LDL) y una concentracion moderadamente alta de fosfolipidos.

Lipoproteinas de alta densidad, (HDL). Contienen una alta concentracion de
proteinas, aproximadamente un 50% pero concentraciones menores de colesterol

y fosfolipidos.

Un segundo sistema de clasificacion asigna prioridad al contenido de

apolipoproteinas. Estan moléculas son proteinas especificas que forman parte de las
lipoproteinas. Cada lipoproteina tiene una composicion apolipoproteica particular y
relativamente constante. Las apolipoproteinas desempefian papeles importantes en el
transporte de lipidos, activando o inhibiendo enzimas implicadas en el metabolismo de
los lipidos y/o fijando lipoproteinas a los receptores de lipoproteinas de la superficie
celular. Actualmente se utiliza una clasificacion alfabética para apolipoproteinas

(Alaupovic, 1971).

1) Apolipoproteina A (apoA). La apoA es el componente proteico principal de la

HDL. Estd también presente en pequefias cantidades en los quilomicrones

intestinales. Los dos componentes principales de la apoA son la apolipoproteina
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A-1 y la apolipoproteina A-Il. Son sintetizadas por el higado y el intestino y

catabolizadas en su mayor parte por el higado y el rifion.

1.1) Apolipoproteina A-1 (apoA-I). La apoA-I constituye alrededor del 75%
de la apoA de las HDL. Consta de 243 a 245 aminoacidos, con un peso
molecular de 28.300 Da. La apoA-l es un activador de la enzima

lecitin:colesterol-aciltransferasa.(LCAT)

1.2)  Apolipoproteina A-Il (apoA-I1). La apoA-II constituye alrededor del 20%
de la apoA en la HDL. Consta de 154 aminoacidos y tiene un peso
molecular de 17.000 Da. EI papel fisiolégico de la apoA-Il es

desconocido.

2) Apolipoproteina B (apoB). La apoB es el principal constituyente proteico (95%)
de la LDL y constituye el 40% de la parte proteica de la VLDL y de los
quilomicrones. Ha sido muy dificil estudiar las caracteristicas fisicas y quimicas
de la apoB, porque es insoluble en agua. ElI componente principal es la
apolipoproteina B-100 (apoB-100), con un peso molecular aproximado de
549.000 Da. Es sintetizada por el higado y es la sefial de reconocimiento que

dirige a la molécula LDL al receptor LDL.

3) Apolipoproteina C (apoC). Es un componente proteico principal de la VLDL y
también un constituyente menor de la HDL y la LDL. Se conocen tres tipos

diferentes de apoC.

3.1) Apolipoproteina C-1 (apoC-1). La apoC-l consta de 57 restos de
aminoacidos y tiene un peso molecular de 6.500 Da. Es un constituyente

menor de los quilomicrones y de las proteinas VLDL y HDL.

10
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3.2)  Apolipoproteina C-1l (apoC-I1). La apoC-II tiene un peso molecular de
8.800 Da y consta de 78 a 79 restos de aminoacidos. Constituye del 5 al
10% de la proteina VLDL y menos del 2% de la proteina HDL. La apoC-
Il es un potente activador de la enzima lipoproteinlipasa (LPL) (LaRosa

etal., 1970).

3.3) Apolipoproteina C-1l11 (apoC-I1l). Es un componente principal de la
proteina VLDL (25-30%). Es también la forma principal de apoC en la
HDL, constituyendo alrededor del 2% de su parte proteica. ElI papel
fisiolégico de la apoC-I11 es desconocido, pero puede estar implicada en
la regulacion de la velocidad del aclaramiento de residuos de particulas

lipoproteicas ricas en triglicéridos.

4) Apolipoproteina E (apoE). Esta apolipoproteina rica en arginina es un
importante constituyente de las proteinas VLDL y HDL. Su peso molecular es
de 35.000-39.000 Da y consta de 299 restos de aminoacidos. La apoE se cree
que es el factor de reconocimiento que dirige los quilomicrones y los restos de
VLDL al receptor hepatico de quilomicrones residuales y se fija también a los
receptores de la LDL en la superficie celular (Green y Glickman, 1981; Sherrill

etal., 1980).

La funcién principal de las lipoproteinas plasmaticas es el transporte de los
triglicéridos y del colesterol, desde los lugares de origen en el intestino (origen
exogeno) y en el higado (origen enddgeno) hasta los lugares de almacenamiento y

utilizacion de energia, tal y como se aprecia en la figura 2.

11
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Figura 2. Transporte de colesterol en el interior del organismo humano.

Los triglicéridos y el colesterol penetran en el plasma en forma de particulas
lipoproteicas ricas en triglicéridos (quilomicrones y VLDL), que suministran acidos
grasos a los tejidos para los requerimientos energéticos y el almacenamiento. La grasa
exogena de la dieta es transportada desde su lugar de absorcion intestinal en forma de
quilomicrones. Los triglicéridos endégenamente sintetizados son transportados desde el
higado en las VLDL. La estructura general de estas dos particulas ricas en triglicéridos
es similar, pero difieran en tamafio, composicion de lipidos y contenido en
apolipoproteinas. Ambas particulas contienen las apoE y adquieren las apoC en el
plasma, pero sélo los quilomicrones incluyen las apoA como componentes proteicos

principales de superficie.

Los quilomicrones y las VLDL sufren un cambio intravascular casi
inmediatamente después de su penetracion en la circulacion, mediante la accion de la
LPL, una enzima presente sobre la superficie luminal de las células endoteliales
capilares, que hidroliza los triglicéridos y los diglicéridos en &cidos grasos y
monoglicéridos. La LPL es activada por la apoC-I1 que esta presente en la superficie de

las particulas ricas en triglicéridos. Durante este proceso, el quilomicron pierde més del

12




Revision bibliografica

95% de su masa, principalmente en forma de triglicérido y de apoA y apoC. Tanto los

lipidos superficiales como las apolipoproteinas son transferidos a las HDL.

La particula del quilomicron depleccionada o residual contiene apoB y ApoE
como apolipoproteinas principales. A continuacion se fija a la superficie de los
hepatocitos, penetra en la célula por medio de un proceso endocitético regido por un

receptor y finalmente es degradada.

Las VLDL son sintetizadas en el higado, catabolizadas en parte por la LPL y
convertidas en restos de VLDL relativamente enriquecidos de colesterol, algunos de los
cuales son eliminados por el receptor de residuos hepaticos (Bachorik y Kwiterovich,
1988). Los elementos superficiales, a saber, el colesterol libre, los fosfolipidos y las
apolipoproteinas son transferidos de la VLDL a la HDL, que interactia con la LCAT
para formar ésteres de colesterol y lisolecitina. Los eésteres de colesterol son
subsiguientemente transferidos a la IDL, que se convierte en LDL rica en ésteres de

colesterol.

La LDL es, pues, un producto final del metabolismo intravascular de la VLDL.
La LDL acarrea la mayor parte del colesterol circulante en el hombre y transporta
colesterol a los tejidos a través de la endocitosis regida por los receptores LDL, que

tiene lugar en los tejidos hepaticos y en los extrahepaticos. (Brown et al., 1981).

Los procesos anteriores constituyen la via extrinseca del colesterol, aquella por
la cual se transporte esta molécula desde intestino hasta los lugares de almacenamiento

mientras que la via intrinseca permite el transporte desde el higado hasta dichos lugares.

La HDL es segregada tanto en el higado como en el intestino, como particulas

discoideas nacientes que contienen colesterol y fosfolipidos. (Scanu et al., 1982; Oram,

13
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1986; Oppenheimer et al., 1987; Havel, 1980). Se cree que la HDL es el vehiculo para
el transporte inverso del colesterol. Acumula colesterol de las membranas celulares y
otras lipoproteinas, y se convierte en una particula esférica dentro de la circulacion a
través de la accion de la LCAT y el movimiento de los corpusculos de colesterol
formados en el nucleo de la particula de HDL. En el hombre, los ésteres de colesterol de
HDL son luego transferidos a la VLDL y la IDL, y subsiguientemente metabolizados a
través de los receptores residuales de LDL. Algunos de los ésteres de colesterol pueden
también ser aportados directamente al higado desde la HDL (Glass et al., 1983; Stein et

al., 1984; Bachorik et al., 1987).

14
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2.3.- DESCUBRIMIENTO Y DESARROLLO DE LAS ESTATINAS

Los grandes estudios epidemioldgicos realizados en distintos paises informaron
de la importancia de los niveles de colesterol en las enfermedades cardiovasculares. El
riesgo coronario se eleva progresivamente con el aumento de los niveles de colesterol
en sangre, particularmente cuando el colesterol se eleva por encima de 200 mg/dl (Keys,
1980). Existe también, evidencia suficiente que la disminucion en los niveles de

colesterol total y LDL reduce la incidencia de enfermedades coronarias.

Entre las décadas de 1950 y 1960, se introdujeron en el uso clinico varios
farmacos con capacidad para reducir los niveles de colesterol, entre ellos estaban el
acido nicotinico, la colestiramina, clofibrato, neomicina, esteroles vegetales, triparanol,

D-tiroxina y hormonas estrogénicas.

El mecanismo de accion de estos farmacos es distinto; el &cido nicotinico actia a
nivel de la sintesis de lipoproteinas, la colestiramina liga los &cidos biliares en la luz
intestinal impidiendo su reabsorcion, rompiendo los acidos biliares; el clofibrato
estimula la actividad de la LPL con la consiguiente hidrolisis de los triglicéridos de los
quilomicrones y VLDL. La neomicina es efectiva en pacientes con hipercolesterolemia
familiar ya que actua precipitando el colesterol a nivel intestinal, evitando su absorcion;
los esteroles vegetales interfieren en la absorcion intestinal del colesterol; el triparanol
inhibe la sintesis de colesterol pero en los estadios finales por lo que se acumulan
esteroles intermedios que pueden ser toxicos; la D-tiroxina es un isomero éptico de la
L-tiroxina que disminuye el colesterol pero a la larga produce un aumento de la

mortalidad en pacientes con arritmia, angor o infarto agudo de miocardio; los
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estrogenos tambien reducen el nivel de colesterol pero en los hombres tienen efectos de

feminizacion.

La mayoria de estos farmacos, exceptuando los fibratos y la colestiramina, se
han dejado de utilizar por sus efectos secundarios importantes. Estos dos ultimos se han

asociado a estatinas con buenos resultados clinicos.

En la década de los 60, se empez0 a investigar el ciclo de sintesis del colesterol,
observandose que la enzima limitante del proceso era la Hidroxi-metil-glutaril-
CoenzimaA reductasa (HMG-CoA reductasa), por lo que si se descubria el inhibidor de

este enzima se podria disminuir la sintesis del colesterol desde el inicio de la cadena.

Al inicio de los afos setenta comienzan las investigaciones en cultivos
microbiologicos, ya que se observd que existian microorganismos que inhibian el
crecimiento de otros que necesitaban para su subsistencia esteroles e isoprenoides con lo
que se sospechaba que podrian sintetizar alguna sustancia que inhibia la sintesis de los

esteroles.

Tras 6.000 ensayos microbiolégicos desarrollados a lo largo de dos afios, se
descubrio la posibilidad de bloquear la sintesis de lipidos. Se aislo el antibidtico
citrinina a partir del hongo Pythium ultimum (Endo et al., 1976a; Tanzawa et al., 1977),
descubriéndose que era un inhibidor irreversible de la HMG-CoA reductasa.
Posteriormente a este estudio, se realizd6 un ensayo con Penicillinum citrinum,
encontrandose otro compuesto que se consiguié aislar, denominado mevastina (Endo et
al., 1976b), siendo posteriormente publicado con el nombre de compactina, aislada

desde el Penicillinum brevicompactum. (Brown et al., 1976).

16




Revision bibliografica

Desde el principio, llamoé la atencién la similitud estructural existente entre la
mevastina (o compactina) y la HMG-CoA, lo que permitia explicar la competicion entre
las dos moléculas y las relaciones estructura-actividad a la hora de inhibir la enzima
reductasa. El potente efecto hipocolesterolemiante de la mevastina en animales de
experimentacion quedo plenamente demostrado en 1974 y, a principios de 1976 se
inicié la fase experimental del tratamiento con dicho compuesto en pacientes japoneses

heterocigotos con hipercolesterolemia familiar.

Desde que se aisl6 la mevastina se han realizado distintos estudios
experimentales en animales y ensayos clinicos en humanos para descubrir el mecanismo

de accion.

En 1978 se aislé la lovastatina derivado fungico, procedente de cultivos de
Aspergillus terreus, (Endo, 1979; Alberts et al, 1980) un inhibidor de la HMG-CoA

reductasa méas potente que la mevastina y mas especifico.

Después de éste se aislaron otros naturales como simvastatina y pravastatina. La
simvastatina se diferencia de lovastatina por presentar un grupo metil en la cadena éster,
mientras que la pravastatina se obtiene por transformacion de la mevastatina por parte
de la Nocardia autotrophica. Las estatinas de origen sintético son fluvastatina,

atorvastatinay cerivastatina.

La atorvastatina es quimicamente diferente al resto de estatinas, siendo un unico
esteroisbmero de un derivado pirrolico, es un polvo cristalino de color blanco a
transparente, practicamente insoluble en soluciones acuosas con un pH 4 o menor, muy
poco soluble en agua destilada, en buffer de fosfato de pH 7.4 y acetonitrilo, levemente

soluble en etanol y soluble en metanol. Su nombre quimico es acido [R-(R, R)]-2-(4-
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fluorofenil) B, d -dihidroxi-5- (1-metiletil)-3- fenil-4-[(fenilamino)carbonil]-1H-pirrol-
1-heptanoico sal célcica (2:1) trihidrato y su formula empirica:

(C33H34FN,05),Ca.3H,0. Su peso molecular es de 1.209,42 g
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Su estructura quimica es la que aparece en la figura 3.

Figura 3. Estructura quimica de atorvastatina.

En clinica se utiliza la sal célcica de la atorvastatina. La atorvastatina célcica es
una sustancia ligeramente soluble en agua, cuyas formas cristalinas son, en general,
menos solubles que su forma amorfa, lo cual puede causar problemas de
biodisponibilidad. Sin embargo, se ha descubierto que la forma amorfa de atorvastatina
calcica presenta, a menudo, problemas de estabilidad y manipulacién, ya que tiende a
captar moléculas de agua con facilidad. Ademas, tales formas amorfas hidratadas
presentan valores variables de contenido en agua, lo cual hace que su preparacion

presente problemas de reproductibilidad.
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2.4.- MECANISMO DE ACCION DE LAS ESTATINAS

Como se aprecia en el esquema de la pagina 22 el primer compuesto exclusivo
de la ruta de la biosintesis del colesterol es el acido mevaldnico, que deriva del
precursor bicarbonado acetii CoA que mediante dos enzimas (acetil CoA
acetiltransferasa y Hidroxi-Metil-Glutaril-CoA sintetasa) da origen al Hidroxi-Metil-

Glutaril-CoA.

Desde el Hidroxi-Metil-Glutaril-CoA se produce el acido mevaldnico, mediante
el importante enzima microsomal Hidroxi-Metil-Glutaril-CoA reductasa. Mediante

distintos pasos enzimaticos se llega a la sintesis del esqualeno y de aqui al colesterol.

El punto primario para el control de la biosintesis de colesterol es el isoenzima
citoplasmatico de la Hidroxi-Metil-Glutaril-CoA reductasa que es donde van a actuar
las estatinas, inhibidores competitivos de dicha enzima, presentando una estructura
quimica similar al Hidroxi-Metil-Glutaril-CoA, sustrato principal de dicha enzima. La
inhibicidn de la enzima origina una disminucion en la sintesis de colesterol y de otra

serie de productos intermedios.

La enzima normalmente forma un tetrdmero, si bien el dimero es suficiente para
la reaccion enzimatica. Las estatinas comparten un grupo estructural que es muy similar
a la porcion Hidroxi-Metil-Glutaril de la molécula Hidroxi-Metil-Glutaril-CoA. La
parte semejante de las estatinas se une covalentemente con grupos muy o parcialmente

hidrofébicos. La unién de la estatina a la enzima se asocia a un cambio conformacional.

Segun su estructura las estatinas podran dividirse en dos grupos: tipo 1 con un
anillo y las tipo 2 con un grupo flurofenil y metiletil no presentes en el tipo 1. Dentro

del tipo 2 nos encontramos con la molécula origen de nuestro estudio: atorvastatina.
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La atorvastatina ocupara el sitio de la molécula Hidroxi-Metil-Glutaril en la
enzima Hidroxi-Metil-Glutaril-CoA reductasa, con el grupo hidrofébico situado en el
hueco originado tras el cambio conformacional C-terminal. Ademaés por pertenecer al
tipo 2 presenta interacciones adicionales a través de su grupo fluorofenil y
especificamente por su estructura presenta uniones hidrogenadas con un residuo de

serina (Istvan, 2003).
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La atorvastatina, es un potente inhibidor competitivo y reversible de la enzima
Hidroxi-Metil-Glutaril-CoA reductasa. Esta propiedad se debe a su similitud estructural
del grupo farmacologico de la atorvastatina, el extremo hidroxicarboxilico, con el
sustrato natural de la enzima, el 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA. En presencia del
farmaco, el sustrato natural es desplazado del centro catalitico del enzima, impidiéndose

la sintesis de acido mevalonico.

Debido a la sencilla estructura molecular, el HMG-CoA que se acumula, es
rapidamente degradado, evitandose la aparicion de efectos secundarios, que si se

producian en otros inhibidores de la sintesis del colesterol.

En experimentos realizados in vitro se ha podido determinar la actividad de la
enzima, comprobandose asi la eficacia teorica del farmaco. In vivo también es posible,
aunque indirectamente, determinar la actividad de la HMG-CoA reductasa, mediante la
determinacion de las concentraciones plasmaticas de acido mevalonico (Parker et al.,
1984). Como se comprobo en 1996, (Naoumova et al., 1996) se redujeron hasta en un
59 % las concentraciones plasmaticas de acido mevalonico en pacientes con
hipercolesterolemia familiar heterocigota tras la administracion durante 6 semanas de 80

mg/dia de atorvastatina.

La atorvastatina parece no modificar la actividad de otras enzimas claves del
metabolismo lipidico, como la colesterol 7oa-hidroxilasa, lipoprotein-lipasa, lipasa
hepética o diacilglicerol aciltransferasa, tanto en conejos normolipémicos (Alegret et al.,

1998) como en cobayas hipercolesterolémicos (Conde et al., 1996).
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La mayor parte del colesterol que circula en plasma proviene de la sintesis por la
via del mevalonato desarrollada en el higado (via intrinseca). El paso limitante de esta
via, como hemos mencionado anteriormente, esta en la enzima HMG-CoA reductasa y

estd sometida a regulacién metabolica.

Las estatinas inhiben la sintesis del colesterol en un punto muy precoz y
limitante de la via metabdlica. La inhibicion es competitiva y parcial, como lo
demuestra que la excrecion urinaria de mevalonato se reduce en un 30 %, quedando
suficiente para atender las necesidades de las células. En algunos estudios se ha
demostrado que puede reducir la concentracion de la coenzima Q (ubiquinona), debido
a que parte de esa via engloba al mevalonato; esta coenzima es necesaria para el
transporte de electrones en el metabolismo mitocondrial. Willis y colaboradores
observaron que podia haber correlacion entre la disminucion de los niveles de
ubiquinona y el empeoramiento de los sintomas de insuficiencia cardiaca congestiva en
pacientes tratados con lovastatina (Willis et al., 1990). La inhibicion es potente pero
reversible, siendo dosis dependiente, alcanzado una meseta de eficacia a partir de la cual

s6lo aumentan los efectos secundarios.

El efecto de las estatinas guarda relacion también con la expresion de los
receptores del hepatocito para las LDL. Como se demuestra en estudios con pacientes
con hiperlipidemia familiar combinada, hipercolesterolemia poligénica e
hipercolesterolemia familiar heterocigota, donde existe un gen normal para dicho
receptor, y las estatinas si producen su efecto. En cambio en la forma homocigota, al no
existir este gen y no poder expresar el receptor para las LDL, la administracion de

estatinas no va seguida de un descenso de la colesterolemia.
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2.5.- FARMACOCINETICA DE LA ATORVASTATINA

Actualmente la via de administracién de atorvastatina es la oral, por lo que

empezaremos nuestro estudio farmacocinético con la absorcion del medicamento.

En general, la biodisponibilidad oral de un farmaco es afectada por la velocidad
de disolucion, el tiempo de transito, la permeabilidad intestinal y el efecto de primer

paso.

La solubilidad de la atorvastatina es alta a pH 6.0, (pH fisioldgico a nivel
intestinal) (Kearney et al., 1993), asi mismo por sus propiedades no polares presenta
una elevada permeabilidad, lo que concluye que presentara una alta biodisponibilidad
(Amidon et al, 1995; Lennernds, 1997). En cambio su biodisponibilidad se sitda entorno
a un 12% debido al aclaramiento presistémico en la mucosa digestiva, bien al
metabolismo de primer paso en el higado, su lugar primario de accién, o a ambos

(Gibson et al., 1997).

En clinica se utiliza la sal sdédica de la atorvastatina presentando una
concentracion plasmatica maxima (Cmax) de 13-16 mcg/L y un tiempo para alcanzar
esta concentracion (Tmax) de una hora tras la administracion oral de 40 mg. El area

bajo la curva (AUC) fue de 54-61 mcg/L (Kantola et al., 1998; Lilja et al., 1999).

La atorvastatina presenta una absorcion lineal hasta una dosis de 40 mg, a partir
de la cual presenta un comportamiento no-lineal, debido a una saturacion de la reaccién
de glucuronidacion (responsable del efecto de primer paso) y la disminucion en la

excrecion biliar de la molécula y sus metabolitos.
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Presenta un volumen de distribucion de 381 L, tras la administracion de 5 mg del
medicamento via intravenosa (Gibson et al., 1997). Este volumen es superior al
volumen de agua total del cuerpo lo que indica que es alta su union a tejidos periféricos.
El transporte del farmaco al interior de los tejidos es alto en concordancia con su alta

permeabilidad transmembrana debido a la naturaleza no polar del farmaco.

En la bibliografia encontramos datos de union a proteinas plasmaticas entorno al

95%, 98%, 80-90% (Christians et al., 1998; Gibson et al., 1997; Malhotra y Goa, 2001).

La principal via de eliminacion de atorvastatina es el metabolismo en el higado,
a pesar del efecto de primer paso importante que ocurre en la pared digestiva, a traves
de la isoenzima CYP34A, originando metabolitos activos. La excrecion renal de

atorvastatina supone solo un 1% (Stern et al., 1997).

La semivida de eliminacion de atorvastatina es de unas 14 horas, aunque la
semivida de eliminacion de la actividad inhibidora para la HMG-CoA reductasa es de

20 a 30 horas debido a la contribucion de los metabolitos activos.
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26.- EFECTOS DE LA ATORVASTATINA EN LA

ARTERIOSCLEROSIS

Los estudios experimentales sugieren que las estatinas pueden estabilizar la
placa a través de la reduccién de macrofagos y el nivel de contenido de ésteres de
colesterol y el aumento del coldgeno y de las células musculares lisas. La secuela
trombotica causada por la rotura de la placa es mitigada por la inhibicién de la
agregacion plaguetaria y mantenida por un balance favorable entre los mecanismos

protrombdticos y fibrinoliticos, favorecidos por las estatinas.
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2.6.1.- LDL Y EFECTOS CARDIOVASCULARES

Las LDL son un buen indicador de los riesgos cardiovasculares, pero solamente
estan elevadas en la mitad de los pacientes con eventos cardiovasculares (Pekkannen et

al., 1990; Pekkannen et al., 1993).

La importancia de las LDL debe ser asociada a HDL (Castelli et al., 1986),
fibrindgeno (Heinrich et al., 1994; Thompson et al., 1995), viscosidad del plasma

(Sweetnam et al., 1996) y Proteina C Reactiva (PCR) (Thompson et al., 1995).

En casi todos los estudios se reducen los niveles de lipidos pero dan una
disminucion en la mortalidad cardiovascular diferente (Shepherd et al., 1995;
Blankenhorn et al., 1993; Salonen et al., 1995), esto significa que aparte de los efectos

lipidicos existen otros mecanismos relacionados con las estatinas.

La atorvastatina se comporta como un potente hipocolesterolemiante en diversos
modelos experimentales. Se postulan dos mecanismos distintos para explicar su
reduccién de colesterol. Primero, debido a un aumento de los receptores para las LDL
que provoca un incremento en el aclaramiento de dichas particulas, principales
transportadores de colesterol en plasma. En segundo lugar debido a la inhibicién de la
sintesis hepéatica de VLDL por reduccion de la disponibilidad de colesterol libre
microsomal. La reduccion de la cantidad de colesterol plasmatico en forma de VLDL

provocaria secundariamente una disminucion en la produccion de colesterol LDL.

Se han observado reducciones de colesterol total y colesterol LDL del 20 al 70
% en distintos animales de experimentacion como conejos normolipémicos (Alegret et
al., 1998; Krause et al., 1995), conejos hipercolesterolémicos alimentados con una dieta

rica en caseina, (Krause et al., 1995; Auerbach et al., 1995) cobayas normolipémicas
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(Krause et al., 1995) y cobayas alimentadas con una dieta hipercolesterolémica rica en
grasas (Conde et al., 1996) oscilando en estos estudios las dosis de atorvastatina de 1 a

20 mg/Kg/d, siendo la dosis media mas utilizada de 3 mg/Kg/d.

Este mismo efecto hipocolesterolemiante se ha observado en ensayos clinicos en
humanos de distintos tipos de dislipemias. La dosis de atorvastatina oscilaba entre los
2,5 mg a los 80 mg/d, obteniéndose reducciones del colesterol LDL de hasta el 42 % en
pacientes con hipertrigliceridemia primaria (Baker-arkema et al., 1996) tras la
administracion de 80 mg/d durante 4 semanas; del 60 % en pacientes con
hipercolesterolemia primaria (Nawrocki et al., 1995) tras la administracion de 80 mg/d
durante 6 semanas; del 54 % en pacientes con hipercolesterolemia familiar heterocigota
con la misma dosis de atorvastatina que en los casos anteriores, (Naoumova et al., 1996)
y del 39 % tras administrar 10 mg/d durante 4 semanas en pacientes con diabetes

mellitus no-insulinodependiente (Best et al., 1996).

Los efectos hipocolesterolemiantes, son dosis-dependiente ya que administrando
dosis crecientes de atorvastatina a pacientes con hipercolesterolemia primaria, 2.5, 5,
10, 20, 40 y 80 mg/d obtuvo reducciones de los niveles de LDL de 25, 29, 42, 44,50 y

61 % respectivamente tras un periodo de 6 semanas (Nawrocki et al., 1995).

Como hemos mencionado anteriormente el efecto cardiovascular del LDL va
intimamente relacionado con los niveles de HDL. Respecto a este efecto de aumento de
HDL con la administracion de Atorvastatina se ha podido comprobar que en humanos
es mas variable, habiéndose detectado variaciones entre una reduccién del 1 al 3 % e

incrementos del 7 al 12 % (Lea y McTavish, 1997).
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2.6.2.- VULNERABILIDAD DE LA PLACA Y SINDROMES
CORONARIOS AGUDOS

Las caracteristicas de la vulnerabilidad de la placa incluyen el nimero de células
inflamatorias, macrofagos y linfocitos T, el pool de lipidos, células musculares lisas y
colageno (Berliner et al., 1995; Hansson et al., 1989; Van der Wal et al., 1994). Los
macrofagos liberan enzimas proteoliticos que adelgazan la capa fibrosa y aceleraran la
degradacion del colageno. Los linfocitos T liberan interferon gamma (y-1IFN) que
inhiben las células musculares lisas para inhibir la expresion de genes del colageno

intersticial e inhibir la sintesis del colageno e inhibir la proliferacion de las células

musculares lisas (Rekhter et al., 1993; Warner et al., 1989; Amento et al., 1991).

Ademéas se afecta la sintesis de proteinas estructurales y de la matriz
extracelular. La erosion de la placa se caracteriza por la perdida de células endoteliales,

inflamatorias, células musculares lisas espumosas y proteoglicanos.

En los estudios experimentales se ha visto que las estatinas estabilizan la placa

de arteriosclerosis (Shiomi et al., 1995; Williams et al., 1998) en base a:
e Disminucion de los lipidos extracelulares.
e Disminucion de los macrofagos de la intima y de la media.
e Aumento del colageno.
e Aumento de las células musculares lisas.

e Disminucion de la calcificacién y neovascularizacion de la intima.
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Los tratamientos hipolipemiantes no solo producen disminucion del riesgo
cardiovascular por la bajada de lipidos y alteracion de la pared arterial (disfuncién
endotelial, aterogénesis, estabilidad de la placa), sino también, a través de sus efectos

trombogénicos y efectos sobre las propiedades de flujo sanguineo.
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2.6.3.- MACROFAGOS

Los monocitos-macréfagos, estan presentes desde el inicio de la lesion
arteriosclerosa. Las LDL oxidadas junto a otros factores quimiotacticos atraen a los
monocitos circulantes incorporandolos al subendotelio. Las células musculares lisas tras
el estimulo de las LDL oxidadas producen diversas quimiocinas y moléculas de
adhesion (MCP-1, IL-8, IP-10) que estan reguladas por el factor de transcripcion NF-xB

(Baeverle et al., 1994; Barnes et al., 1997).

Un intenso tratamiento hipolipemiante con atorvastatina puede atenuar la
activacion de NF-kB, la expresion de quimiocinas y el reclutamiento de monocitos
como se ha comprobado en conejos y ratones. (Hernandez-Presa et al., 1997; Liao et al.,

1993).

La atorvastatina inhibe la activacion de NF-«xB en monocitos y células
musculares lisas en cultivo, lo que sugiere un posible mecanismo protector directo no

mediado por la propia accién hipolipemiante (Ortega et al., 1997; Bustos et al., 1997).

Una vez en el espacio subendotelial, los monocitos proliferan y se diferencian a
macrofagos que se acompafian de la expresion de receptores basurero o scavenger que a
diferencia de los receptores normales de LDL, no son regulados a la baja por la
presencia de altas concentraciones de colesterol intracelular por lo que los macrofagos
captan gran cantidad de lipoproteinas modificadas, llegando a convertirse en células
espumosas. Las estatinas pueden prevenir directamente la expresion de los scavenger y

atenuar la formacion de células espumosas (Umetani et al., 1996; Pietsh et al., 1996).
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2.6.4.- CELULAS MUSCULARES LISAS

En los ultimos estudios se ha demostrado que existen dos tipos de fenotipos de
células musculares lisas: el fenotipo contractil y el fenotipo secretor (Babaev et al.,
1993; Frid et al, 1997; Sartore et al., 1997). En el adulto predomina el fenotipo
contractil que se encarga del mantenimiento del tono vascular mediante la secrecion de
sustancias vasoconstrictoras y vasodilatadoras. Sin embargo en las lesiones
arteriosclerosas, predomina el fenotipo secretor, capaz de sintetizar gran variedad de
citocinas y factores de crecimiento por lo que juega un papel importante en la

inflamacion y proceso proliferativos de la lesion arteriosclerosa.

Junto con los macréfagos, las células musculares lisas son el principal
componente celular de las lesiones de arteriosclerosis. Su ndimero depende de la
migracion de la neointima, proliferacion y de la muerte celular. En distintos modelos
experimentales, las estatinas han mostrado una capacidad de atenuar la formacion de
neointima, independientemente de sus efectos hipolipemiantes, probablemente gracias a
un efecto inhibitorio de la migracion y proliferacion de las células musculares lisas
(Bustos et al., 1997; Bandoh et al., 1996; Auken et al., 1995; Guijarro et al., 1996), y

posiblemente a través de la inhibicion de la activacion de NF-xB antes mencionados.

La apoptosis o muerte celular, en las fases tardias de las lesiones
arteriosclerosas, puede perjudicar a la estabilidad de la placa ya que la transforman en
mas vulnerable. Distintas sustancias antioxidantes y donadoras de 6xido nitrico, se han
comprobado para intentar disminuir dicha apoptosis (Guijarro et al., 1997). En cultivos
celulares se ha comprobado que la atorvastatina puede modular la apoptosis de las

células  musculares lisas independiente de su efecto hipolipemiante.
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2.6.5.- LDL Y ATEROTROMOGENESIS

Las LDL aumentadas son el mayor factor predisponente para la arteriosclerosis.
Las LDL oxidadas disminuyen los vasodilatadores dependientes del endotelio, como las
prostaciclinas y el EDRF, induciendo una apoptosis en las células endoteliales via
activacion de la proteasa CPP-32 y genera una respuesta inflamatoria. Las LDL
oxidadas modifican la respuesta de las células musculares lisas (CML) a la ApoA-I1I

(Nickenig et al., 1997).

Las LDL se correlacionan con los niveles de vitamina K y fibrindgeno aunque
no se saben los mecanismos implicados (Woodward et al., 1997). Si las LDL
disminuyen, los niveles de fibrindgeno, marcadores fibrinoliticos (activador del
plasminogeno 1), y activador tisular del plasmindgeno estan bajos. También interfieren
en las sintesis plasmatica de oxido nitrico (NO) (Pedrono et al., 1992; Chen et al.,
1996). Son capaces de anular el efecto del NO incluso en ausencia de cambios

anatomicos importantes en la pared (Drexfer et al., 1991; Chin et al., 1992).
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2.6.6.- FUNCION ENDOTELIAL

El endotelio vascular desarrolla un gran numero de funciones en el
mantenimiento de la homeostasis vascular. Proporciona una superficie no trombogénica
y no adherente para los leucocitos y contribuye al mantenimiento del tono vascular
mediante el balance de produccion de sustancias vasoconstrictoras (endotelinas y
tromboxanos) y vasodilatadoras (prostaglandinas, 6xido nitrico). En las fases iniciales

de la arteriosclerosis, muchas de estas funciones se ven comprometidas.

La vasodilatacion se deteriora en la hipercolesterolemia y en la arteriosclerosis
ya que se disminuyen las sustancias vasodilatadoras dependientes del endotelio. En las
arterias coronarias con arteriosclerosis, la bajada de colesterol con lovastatina y
pravastatina producen una mejoria en la funcion endotelial, que se evidencia en la
limitaciobn de la vasoconstriccion paraddjica con acetilcolina (en las arterias no
arterioscleroticas se produce una vasodilatacion al administrar dichas sustancias)
(Egashire et al., 1994; Treasure et al., 1995; Anderson et al., 1995). La mejoria del flujo
sanguineo coronario que se produce por el tratamiento con estatinas alivia
transitoriamente la isquemia de los pacientes con angor estable e infarto agudo de

miocardio (Van Boven et al., 1996; Andrews et al., 1997; Eichstadt et al., 1995).

Parece que la mejoria de la disfuncion endotelial producida por las estatinas es

debida tanto a la bajada de las LDL-colesterol como a las propiedades antioxidantes.
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2.6.7.- CONCEPTO DE ESTABILIDAD DE LA PLACA

ARTERIOSCLEROSA

Las placas de arteriosclerosis pueden crecer progresivamente dando lugar a una
disminucion del flujo coronario de manera silente o provocar paulatinamente una angina

de esfuerzo.

Las placas pueden crecer también, de manera subita si se forma un trombo sobre
ellas, dando lugar a eventos coronarios agudos como la angina inestable o el infarto

agudo de miocardio.

La evidencia méas clara de que los sindromes coronarios agudos tenian una
fisiopatologia diferente del crecimiento progresivo de la placa, surgio a partir de los
estudios con farmacos hipolipemiantes, ya que se comprobd una reduccién notable de
los eventos coronarios agudos (unas diez veces) y sin embargo se conseguian unas

reducciones del 10 al 20 % de la progresion de las placas de arteriosclerosis.

Hoy dia sabemos que existen dos mecanismos que pueden causar trombosis de
la placa coronaria. EI mas frecuente es la rotura de la capsula entrando en contacto el
material interno de la placa con los componentes de la sangre; pero también existe un
mecanismo donde Unicamente la erosion de la capsula o cambios en la composicion

facilitan la formacion de los trombos.

Las placas se componen de dos partes, el ncleo y la capsula. La capsula externa
estd formada por células musculares lisas y matriz extracelular. EI componente

fundamental que confiere resistencia a la placa es el colageno tipo I. Se ha comprobado
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que las capsulas delgadas y con escaso contenido en colageno son mas propensas a la

rotura (Falk et al., 1996; Burleigh et al., 1992).

Por tanto, una vez formada la lesion arteriosclerosa, todos aquellos fenomenos
que reduzcan su contenido en coldgeno, o disminuyan la presencia de células
musculares lisas que son las que lo producen, debilitaran la capsula y convertiran la

placa en vulnerable y propensa a la ruptura.
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2.6.8.- INFLAMACION

Aunque en ocasiones la rotura de la placa se produce por la zona de mayor
tension de la capsula, en muchas ocasiones se produce en zonas debilitadas por la

presencia de inflamacion.

Un paso temprano del desarrollo de la arteriosclerosis es la produccion de una
adhesion monocitica hacia el espacio subendotelial. Las LDL oxidadas se unen al
receptor celular “scavenger“ de los macrofagos derivados de los monocitos y
contribuyen a la formacion de células espumosas. Las citocinas segregadas por los
macrofagos y los linfocitos T pueden modificar la funcion endotelial, proliferacion de la
CML, degradacion del coladgeno y trombosis (Warner et al., 1989; Amento et al., 1991;
Vallance et al., 1997; Neumann et al., 1997). La disminucion de los niveles de
colesterol en los estudios experimentales, se acompafia de una disminucion de las
células inflamatorias en la placa (Shiomi et al., 1995; Williams et al., 1998; Padgett et

al., 1992; Weber et al., 1997; Kimura et al., 1997; Kobashigawa et al., 1995).

La existencia de una reaccion inflamatoria tiene un papel importante en la
vulnerabilidad de la placa. Se ha visto que las placas complicadas presentan mas
infiltracion de linfocitos T y células musculares lisas que las placas estables (Moreno et

al., 1994; Van der Wal et al., 1994).

Se ha observado que en las placas inestables, los macrofagos sintetizan enzimas
como la gelatinasa y la colagenasa que son capaces de degradar el colageno de las

capsulas arteriosclerosas (Brown et al., 1995).

Dos tipos de moléculas intervienen fundamentalmente en la entrada de

monocitos en la placa arteriosclerosa, las moléculas de adhesion (ICAM-1, E-selectina,
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VCAM-1) y los factores quimiotacticos (MCP-1, M-CSF). EIl factor que mas interés
tiene es el MCP-1 ya que se ha demostrado su presencia en las lesiones arteriosclerosas
humanas. En el modelo experimental de conejos se observo que la expresion de esta
quimiocina era paralela a la infiltracion de macrofagos que es regulada, al menos en

parte, por el factor nuclear NF-xB (Hérnandez-Presa et al., 1997).

También se ha demostrado que la atorvastatina disminuye la expresion de MCP-
1, la infiltracion de los macréfagos vy la activacion de NF-xB en la placa arteriosclerosa.
En principio la reduccién del colesterol podria explicar la reduccion del NF-kB como

varios autores han demostrado, aunque existe un posible efecto directo adicional sobre

la placa de arteriosclerosis (Guijarro et al., 1997).

Para comprobar que si existia efecto directo de la atorvastatina sobre la
inflamacidn sin tener el efecto concomitante de la reduccion de colesterol, se realizaron
estudios in vitro con cultivos celulares con células musculares lisas. La atorvastatina
inhibia la activacion de NF-xB y la expresion de MCP-1 inducida por diversas citocinas

tanto en células musculares lisas como en monocitos (Bustos et al., 1997).
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2.6.9.- EFECTOS DE LA COMPOSICION DE LIPIDOS EN LA

ESTABILIDAD DE LA PLACA

El contenido relativo de ésteres de colesterol en la placa es un importante factor
influyente en su estabilidad. Las estatinas inhiben la acumulacion de ésteres de
colesterol en el sistema monocito-macréfago al reducir la cantidad de colesterol libre
que recoge la Acetil Colesterol Acil Transferasa (ACAT) o por la inhibiciéon de la
endocitosis de LDL relacionado con la sintesis reducida de mevalonato (Bernini et al.,
1993). Dependiendo del tipo de estatina existe una inhibicion dosis dependiente de la
acumulacién de colesterol en los macrofagos (Kempen et al., 1991). La reduccion de
LDL en sangre produce una variacién en el tamafio de las plaquetas y en sus
propiedades fisico-quimicas por alteracidn en los lipidos de la pared, que le imprimen

una mayor estabilidad (Armstrong et al., 1970; Clarksson et al., 1981).

No todas las LDL son iguales en cuanto a su aterogenicidad, las LDL densas y
pequefias son mas aterogénicas que las LDL grandes ligeras debido a que aumentan la
susceptibilidad oxidativa y reducen la defensa antioxidativa (Degraaf et al., 1991;
Navab et al.,, 1996). El diametro de las particulas de las LDL es un predictor
independiente del infarto agudo de miocardio (Gardner et al., 1996; Stampfer et al.,
1996) y la densidad de las LDL mayor de 1.0378 ng/ml predice un beneficio en cuanto

al riesgo coronario (Miller et al., 1996).

En los estudios realizados se ha visto que las estatinas no alteran el balance

antioxidante tisular aunque si aumentan la capacidad antioxidante total del plasma.
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2.6.10.- PROLIFERACION DE LAS CML Y SINTESIS DE

COLAGENO

Las CML nutren la estabilidad de la placa a traves de las sintesis de
macromoléculas que refuerzan la capa fibrosa y la absorcién de energia transmitida a la
pared de los vasos que disminuyen la contraccion endotelial (Richardson et al., 1989;

Cheng et al., 1993).

Después de la ulceracion de la placa, el proceso reparativo normal requiere la
proliferacion de las CML. La CML regula la sintesis del colageno intersticial que es

estimulado por factores de crecimiento B y el factor de crecimiento derivado de las

plaquetas, y es inhibido por y-IFN (Amento et al., 1991).

La influencia de las estatinas en la proliferacion de las CML ha sido evaluada en
cultivos celulares de arteria femoral humana, miocitos de rata y en arteria cardtida de
conejos (Soma et al., 1993; Corsini et al., 1991; Negre-Aminoux et al., 1997). El dafio
de la arteria cardtida mediante balén produce proliferacion de la intima que no es
inhibida en conejos alimentados con placebo y con pravastatina; sin embargo si era
inhibida por otras estatinas, entre ellas atorvastatina (Soma et al., 1993; Negre-Aminoux

etal., 1997).

En cultivos celulares, la mayoria de las estatinas (atorvastatina, cerivastatina,
fluvastatina, simvastatina) excepto pravastatina inhiben la proliferacion de las CML y la
migracion inducida por el factor de crecimiento derivado de las plagquetas y por el

fibrindgeno (Corsini et al., 1991; Negre-Aminoux et al., 1997). La dosis que inhibia
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dicha proliferacion es comparable a la dosis sanguinea que se administra en humanos

(Corsini et al., 1996).
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2.6.11.- FACTORES TROMBOTICOS

La respuesta trombogénica puede estar influenciada por la trombogenicidad de
los componentes de la pared de la arteria, por la interaccion de los componentes de la
sangre con los lipidos, CML y proteoglicanos, propiedades del flujo sanguineo y los
factores de la coagulacion. Los factores protrombdticos han sido evaluados con distintas

estatinas.

La atorvastatina produce un aumento del fibrindgeno (Davidson et al., 1997;
Marais et al., 1997; Wierzbicki et al., 1998) y un aumento del inhibidor de la activacion

del plasmindgeno (Davidson et al., 1997).

44




Revision bibliografica

2.6.12.- FACTORES TISULARES

El factor tisular y su correspondiente RNAmM han sido localizados en macréfagos
humanos de las placas de arteriosclerosis (Fernandez-Ortiz et al., 1994). El factor tisular
sirve de cofactor del factor VII plasmatico y del receptor del factor Vlla y juega un
papel importante como iniciador de la via extrinseca de la coagulacion (Nemerson,
1988). La via extrinseca de la coagulacion esta contrabalanceada por un inhibidor de la
proteasa denominado TEPI, que liga el factor Xa y este complejo inhibe el factor tisular

y el complejo del factor Vlla (Broze, 1992; Sanders et al., 1985).

El TEPI circulante es transportado por la subespecie densa de las LDL,
lipoproteina a y HDL (Lesnik et al., 1993). La activacion del TEPI estd aumentada en la
hipercolesterolemia familiar heterocigota y el tipo Ila 'y Ilb. Los niveles disminuidos de
colesterol con simvastatina disminuyen las LDL y el TEPI pero sin producir cambios

significativos en el factor VIlc (Sandset et al., 1991).
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2.6.13.- AGREGACION PLAQUETARIA

Las plaquetas de los pacientes que tienen aumentadas las LDL son mas sensibles
a los agentes agregantes que las plaquetas de los normocolesterolémicos (Shepherd et
al., 1995). Las LDL producen una acidificacion intracelular a través de la inhibicion del
intercambio sodio / hidrogeniones en las plaquetas humanas, que hacen movilizar el

calcio intracelular.

La simvastatina disminuye la agregacion plaquetaria y el tromboxano después de
4 a 24 semanas de tratamiento, sin embargo la disminucion de lipidos fue a las 2
semanas (Davi et al., 1989; Notarbartolo et al., 1995). La lovastatina también disminuye
las plaquetas y la agregacion de las plaquetas inducidas por ADP (Beigel et al., 1991,
Mayer et al., 1992). La pravastatina normaliza la generacion de la trombina de las
plaquetas en sujetos hipercolesterolémicos, pero este efecto no se acompafia de cambios
en la produccion de prostaglandinas (Aoki et al., 1997). También disminuye el calcio

intracelular y la agregacion plaquetaria (Le Quan Sang et al., 1995).

En general las estatinas disminuyen la agregacion plaquetaria por alterar el
colesterol de las membranas de las plaquetas por lo que se modifica la fluidez de dichas

membranas (Lesnik et al., 1993).

En un modelo experimental en que era activada la hemostasia primaria, los
pacientes hipercolesterolémicos tratados con aspirina depositaban mas agregados
plaquetarios en aorta porcina que los normocolesterolémicos tratados con pravastatina

(Lacoste et a., 1995).
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2.7.- EFECTOS SECUNDARIOS DE LAS ESTATINAS

Las estatinas son generalmente bien toleradas y sus principales efectos
secundarios son molestias gastrointestinales y elevaciones reversibles de las

transaminasas.

Un efecto secundario importantes son las mialgias, en cuyo caso deberia de
monitorizarse el nivel de creatinfosfatoquinasa (CPK), ya que el riesgo de miopatia
durante la monoterapia es del 0.1 %, aunque cuando se asocia a gemfibrozil es del 5% y
del 28 % si se asocia a ciclosporina. La mayoria de los casos de miopatia (complicada a
veces por rabdomiolisis) han sido descritos al asociar lovastatina o simvastatina a dosis
altas con gemfribrozil, ciclosporina, acido nicotinico, eritromicina, 0 en pacientes con

colestasis.

La aparicion de cataratas a dosis terapéuticas no ha sido demostrada en el
hombre. Solamente se ha demostrado en el perro a dosis elevadas (Hunninghake et al.,

1988).

Tampoco hay evidencia de que estos farmacos reduzcan significativamente los
niveles plasmaticos de las hormonas sexuales ni de los corticoides. La respuesta de la
corteza suprarrenal al estimulo con corticotropina (ACTH) se mantiene normal. Lo que
si disminuye es la concentracion de ubiquinona aunque aun faltan estudios para

confirmarlo.
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En resumen, los inhibidores de la HMG-CoA reductasa constituyen la mayor
novedad farmacoldgica en el campo de las hiperlipidemias y poseen una potencia
hipocolesteremiante superior al resto de farmacos actualmente existentes. Sus
indicaciones principales son las hipercolesterolemias graves primarias y, entre las
secundarias, el sindrome nefrotico y la diabetes no insulino dependiente. Administradas
a las dosis recomendadas, en monoterapia 0 en terapia combinada con resinas de
intercambio, las estatinas muestran una tolerancia excelente y escasos efectos
secundarios. Su seguridad a largo plazo sélo podria establecerse mediante su uso a lo
largo de los proximos afios asi como su indicacion cada vez mas consolidada en la

prevencion de los eventos coronarios.

48




Revision bibliografica

2.8.- BIOMODELO ANIMAL

La arteriosclerosis y sus consecuencias clinicas contintan siendo la principal
causa de muerte en las sociedades desarrolladas (Sans et al., 1997). Dada la complejidad
del desarrollo de la lesion arteriosclerotica en el hombre, resulta interesante
experimentar en modelos animales en los que dicho desarrollo sea semejante al de la

enfermedad humana (Ayala et al., 2000.)

Se han realizado diferentes estudios con las distintas estatinas que se han ido

descubriendo.

La molécula de lovastatina ha sido estudiada en conejos hiperlipemicos (La Ville
et al., 1989; Senaratne et al., 1991); en conejos de la raza New Zealand (Senaratne et al.,
1991) observandose en los diferentes estudios una disminucion en los niveles de
colesterol respecto al grupo control. Asi mismo se ha estudiado el efecto de la
lovastatina en el perfil lipoproteico y la extension de la lesiones de arteriosclerosis en
hamsteres (Otto et al., 1995; Pitman et al., 1998). Otras moléculas del grupo de las
estatinas se han estudiado también en conejos, como pravastatina (Khachadurian et al.,
1991; Harsch et al., 1997); simvastatina (Dowell et al., 1995); fluvastatina (Shiomi et

al., 1998) y cerivastatina (Shiomi et al., 1999).

Los estudios con atorvastatina han sido también numerosos y variados. En
conejos con dieta aterogénica hay reduccion del nivel de colesterol total del 38%, 45%,
54% a dosis de 1, 3, 10 mg/Kg/dia (Auerbach et al., 1995). Hay una reduccion del
tamano de la lesion iliofemoral en un 67% en el grupo de atorvastatina respecto a otros
3 inhibidores de la HMG-CoA reductasa (Bocan et al., 1994). Un estudio en 3 especies

de animales (cobayas, ratas, conejos) ofrecio los siguientes resultados con atorvastatina:
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en cobayas la atorvastatina disminuyd los triglicéridos con diferencias significativas a
dosis de 3, 10 y 30 mg/Kg; en conejos se produjo una disminucion de colesterol de un
26 y 47% con dosis de atorvastatina de 12,5 y 25 mg/Kg y en ratas se obtuvo un
descenso de los niveles de colesterol a dosis de 30 mg/Kg (Krause et al., 1995). En
cerdos miniatura alimentados con una dieta aterogénica durante tres semanas con 0,1%
de colesterol y 3 mg/Kg de atorvastatina, se consiguieron reducir los niveles de
colesterol total en un 16% (Burnett et al., 1997). Recientemente se ha demostrado en
monos una reduccion de los niveles de colesterol sérico asociado a una disminucion en
los parametro inflamatorios y a una mayor estabilidad de la placa de arteriosclerosis

(Sukhova et al., 2002).

La induccidn de arteriosclerosis en pollos ha sido estudiada desde mediados de
siglo (Horlick et al., 1949). La aparicion de esta patologia en pollos se puede realizar de
manera espontanea (Gupta et al., 1980; Orita et al., 1994) o bien inducirla con dietas

ricas en colesterol (Horlick et at., 1949; Katz et al., 1953).

En la literatura encontramos estudios con otros animales, como conejos
(Hadjiisky et al., 1991), si bien de manera espontanea estos animales padecen
arteriosclerosis, son muy sensibles a dietas ricas en grasas produciéndose lesiones que

Se asemejan mas a una xantomatosis que a una arteriosclerosis.

Otros animales estudiados han sido el mono y el cerdo (Hadjiisky et al., 1991),
también desarrollan arteriosclerosis con dieta hiperlipémica si bien el coste y los

problemas de alimentacion hacen dificil su modelo en el laboratorio.

La eleccion del pollo como biomodelo de estudio de aterosclerosis se basa en los

siguientes puntos, deducidos a partir de evidencias experimentales:
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a) animal que consume sin problemas dietas variadas.
b) barato y de facil manejo para la investigacion prolongada.
c) capaz de desarrollar arteriosclerosis espontanea.

d) capaz de desarrollar arteriosclerosis con dietas hipercolesterolémicas con un ligero
pero significativo incremento del colesterol plasmatico (116-247 mg/dL en

animales de experimentacion frente a 68-142 mg/dL en controles)

e) los niveles plasmaticos de colesterol (68-142 mg/dL) y triglicéridos (70-110
mg/dL) son similares a los de humanos (colesterol < 190 mg/dL; triglicéridos <

160 mg/dL)

f) la composiciéon de las lipoproteinas HDL (80-115 mg/dL) y LDL (10-25 mg/dL) es

similar a la de humanos. (HDL > 40 mg/dL y LDL< 145 mg/dL)

g) no hay diferencias entre las lesiones desarrolladas en pollos y las de humanos

(Wong, 1975).

A esto se podria afadir el menor tiempo necesario para la regresion de las
lesiones y el que en esta especie nos encontramos con dos mutaciones interesantes como
el déficit de receptores para VLDL (Bujo et al, 1995) y un deficit de HDL (Poernama et

al., 1990).

La variedad White Leghorn es la méas usada en la mayoria de estudios (Ayala et

al., 2005).

Se han desarrollado diferentes métodos experimentales para la demostracion de

los efectos aterogénicos en pollos:
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1) Estudios en animales intactos, siendo los mas utilizados. Se pueden estudiar
caracteristicas morfometricas y bioquimicas de las lesiones ateromatosas, la
respuesta de reparacion frente a diferentes agresiones. También se pueden
evaluar factores de riesgo como niveles de lipoproteinas, presion arterial y medir

la permeabilidad endotelial a marcadores de macromoléculas inyectados.

Los ateromas desarrollados pueden ser por agresiones a todo el vaso como en
casos de dietas ricas en colesterol, pollos con alteraciones genéticas que
desarrollan hipercolesterolemia endogena e hipertension (estudios de no
denudacion), o por estimulos que afecten a zonas concretas de los vasos, por
ejemplo estimulos térmicos, mecanicos, etc... (estudios de denudacion o injuria

vascular)

1.1) Estudios en animales intactos sin denudacion. En los cuales el
desarrollo de la enfermedad se produce por dietas ricas en colesterol, pollos con

alteraciones geneticas,...

1.1.1) Estudios de progresion. Consiste en provocar la enfermedad y al
mismo tiempo aplicar un tratamiento para influir en el desarrollo
de la enfermedad (Valdés et al., 1976; Reinis et al., 1976; Wong

etal., 1987).

1.1.2) Estudios de regresion. Consiste en intentar revertir la enfermedad
una vez provocada (Hernandez-Espinosa et al., 2006; Adanez et

al., 2008).

1.2) Estudios en animales intactos con denudacion. Se realizan

ensayos e investigacion de las capacidades técnicas de los nuevos mecanismos
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2)

3)

intervencionistas, disefiados para recanalizar arterias, ya que la aorta abdominal
del pollo es tortuosa y muscular como las coronarias humanas (Lucas et al.,

1996).

1.3) Estudios en animales intactos y determinacion de factores de
riesgo. Varios estudios demuestran una correlacion inversa entre la
concentracion de HDL y la incidencia de enfermedad cardiovascular. Una

asociacion similar se ha visto con la Apo A-1 (Badimon et al., 1990).

Hormonas, vitamina D, calcio y monoxido de carbono aumentan la
progresion de la arteriosclerosis, mientras que el ejercicio y el aceite de pescado

la disminuyen.

Estudios en arterias aisladas. Son menos utilizados, pero muy Utiles para
observar el funcionamiento del endotelio y la permeabilidad endotelial en
arterias perfundidas (Aksulu et al., 1986; Hasegawa et al., 199; Villamor et al.,

2002).

Estudios en cultivos celulares. Contribuyen al estudio complementario de la
etiologia y tratamiento de la arterioesclerosis. En pollos debemos resefiar los
cultivos de células infectadas con virus herpes de la enfermedad de Marek,
demostrandose la presencia de cristales de colesterol en estas células (Fabricant

etal., 1999).

4) Aféresis. Procedimiento que consiste en la eliminacion de los lipidos del plasma

sin afectar a las lipoproteinas, parametros bioquimicos o hematoldgicos.
Efectiva en el tratamiento de la regresion de la arteriosclerosis en pollo, vaca y

cerdo (Kostner et al., 1997).
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Para la induccion de aterogenesis experimental en el pollo resulta mas
conveniente el uso de colesterol puro afiadido a una dieta estandar que la mezcla a base
de huevo. Para facilitar la absorcién de colesterol a nivel digestivo debe utilizarse un
vehiculo como el aceite de palma liquido. Esta mezcla debe suministrarse ad libitum

(Ayala et al., 2004).
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2.9.- APORTACIONES DE NUESTRO GRUPO DE

INVESTIGACION EN EL BIOMODELO EXPERIMENTAL AVIAR

En el afio 2005 iniciamos en nuestro grupo de investigacion el estudio de la
arteriosclerosis en el biomodelo aviar, aunque las primeras investigaciones sobre la
arteriosclerosis experimental aparecen 100 afios antes. El pollo es un buen animal de
estudio ya que presenta niveles lipidicos muy parecidos a los humanos y desarrolla la
enfermedad de forma espontadnea o inducida a través de dietas ricas en colesterol
(estimuladas por hormonas o vitamina D), lesiones vasculares o infecciones
(principalmente por enfermedad de Marek) de manera muy similar al hombre (Ayala et

al., 2005).

Se ha estudiado en este biomodelo diferentes marcadores relacionados con la
arteriosclerosis. La antitrombina es una proteina hepatica con propiedades
anticoagulantes y anti-inflamatorias. Su flexibilidad estructural permite modificaciones
genéticas y post-traduccionales; las mutaciones y factores ambientales también pueden
alterar esta proteina. En nuestro grupo de investigacion se ha utilizado como indicador
del efecto de las dietas hiperlipémicas, en el estudio llevado a cabo en el 2006 se
comprobd tras un periodo de 6 meses de dieta hiperlipémica una significativa retencién
y agregacion a nivel hepatico de la molécula de antitrombina. Como consecuencia se
observa una disminucion en la actividad de la antitrombina circulante de casi un 50%.
En este estudio se pudo comprobar como la utilizacion de atorvastatina produjo un

efecto protector sobre el higado (Hernandez-Espinosa et al., 2006).

En el caso de las alteraciones renales en este modelo animal, también se ha

comprobado el efecto protector de la atorvastatina. Se estudié el efecto del colesterol
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plasmatico y los triglicéridos sobre el rifion. Se dividieron los animales en 5 grupos,
grupo A (dieta normal), grupo B (dieta hiperlipémica durante 6 meses), grupo C (dieta
hiperlipémica durante 3 meses y regresion con dieta normal durante otros 3 meses),
grupo D (dieta hiperlipémica durante 3 meses y regresion con dieta normal mas
atorvastatina durante otros 3 meses) y grupo E (dieta hiperlipemica durante 6 meses y
atorvastatina durante los ultimos 3 meses). Se realiz6 un estudio inmunohistoquimico
para ver el dafo renal, los grupos B y C fueron los més afectados, siendo el grupo B el
que desarroll6 mas patologia a nivel renal. El grupo D presento los valores menores de
lipidos en sangre y como consecuencia menor dafio renal. La atorvastatina junto con la

dieta pueden ayudar revertir el dafio renal (Adanez et al., 2008).

El pollo puede ser también modelo para el estudio de la esteatohepatitis no-
alcohdlica, esta patologia esta dentro del grupo de enfermedades grasas del higado de
naturaleza no-alcohdlica. Ya que el estudio de los factores que envuelven a esta
enfermedad en humanos es dificil, los estudios en modelos animales permiten un mayor
conocimiento de la patogénesis de la esteatohepatitis. Se estudid el efecto de la dieta en
los marcadores sanguineos lipidicos, en las enzimas hepéticas y en la histopatologia
hepatica, para ello se utilizaron dos grupos de animales, uno con dieta normal y otro con
dieta hiperlipémica. Se observaron diferencias significativas en los marcadores
sanguineos, los depositos de grasa y en la forma de los hepatocitos. En los parametros
indicadores de infiltracion inflamatoria también se encontraron diferencias significativas
(Ayala et al., 2009). Como se ha podido comprobar posteriormente, la combinacion de
atorvastatina y dieta estdndar en estos animales, produce una disminucion en la
patogenia de la esteatohepatitis no-alcohdlica, reduciendo el nivel de esteatosis hepatica,

de inflamacion y de dafio celular (Martin-Castillo et al., 2010).
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Siguiendo con el estudio de las alteraciones hepaticas, se ha realizado un estudio
para evaluar una técnica no-invasiva, como seria la obtencidon de imagenes a través de
impulsos de radiacion acustica, para evaluar el grado de esteatosis en el higado del
pollo, nuestro biomodelo animal. La comparacion se realiza entre animales con dieta
estandar y animales con dieta hiperlipémica, comprobandose que existe una relacién
entre la velocidad de onda corta y el analisis semicuantitativo histologico de esteatosis.

(Guzman Aroca et al., 2010)

57




Materiales y metodos



Materiales y métodos

3.1.- MATERIAL.

Los materiales y productos utilizados para la realizacién del presente trabajo, se

relacionan a continuacion:

3.1.1.- MATERIAL FUNGIBLE.
- Agujas hipodérmicas.
- Canulas intravenosas INSYTE® (22G x 1, 0,8 x 25mm).
- Jeringuillas de 2 mL recubiertas con 75 USP de heparina sddica.
- Tubos de ensayo de varias capacidades.
- Micropipetas de varias capacidades Gilson®.
- Puntas para micropipetas de varias capacidades
- Pipeta repetidora HandyStep®.
- Puntas de desplazamiento directo codificadas de varias capacidades Plastibrand®.
- Matraces aforados de varias capacidades.
- Matraces Erlemmeyer de varias capacidades.
- Placas de Petri de 10 cm de diametro.
- Placas de poli-estireno de 96 celdillas.
- Vasos de precipitado de varias capacidades.
- Viales con tapon para autoinyector 8 x 40, 1 mL, Wheaton, USA.

- Filtros Millipore® tipo HV 0.45 um de diametro de poro.

59




Materiales y métodos

Tubos Eppendorf 1,5y 2 mL.

3.1.2.- PRODUCTOS Y REACTIVOS.

Agua bidestilada.

Fosfato monosodico (Lote: 438397/1, Fluka, Madrid).

Fosfato disddico (Lote: 1341318, Fluka, Madrid).

Heparina sddica 5% (Lote: C-203, Mayne Pharma, Espafia).
Acetonitrilo HPLC (Lote: 0824118, VWR Prolabo International, EC).
Agua para HPLC (Lote: 081090505, VWR Prolabo International, EC).
Metanol para HPLC (Lote: 0823169, VWR Prolabo International, EC).

Atorvastatina (Lote: 0710254, Pfizer, Madrid).

3.1.3.- INSTRUMENTAL.

Agitador magnético SBS A-06.

Agitador de tubos Heidolph Reax 2000.

Balanza de precision Sartorius BP121S, pesada entre 0.0001 y 120 g.
Centrifuga ALC modelo 4236.

Congelador Sanyo MDF (- 45 °C).

Sonicador Branson 2200.

Frigorifico Electrolux® modelo ER 3818C.

Neveras portatiles isotérmicas.
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Horno microondas Goldstart, modelo MA-894DD.

Ordenador personal Pentium V.

pHmetro Crison Digit 501.

TermoOmetro de mercurio.

HPLC compuesto de:
= Bomba cuaternaria modelo LC-10Asvp (Shimadzu).
= Detector de UV de modelo Gilson 305 (Gilson).

= Autoinyector modelo SIL-10Advp (Shimadzu), con refrigeracion por

sistema Peltier.
= Desgasificador DGU 14A (Shimadzu).
=  Moddulo mezclador FCV-10AL-VP (Shimadzu).

= Horno para columnas CTO-10 ASvp (Shimadzu) con rango de

temperaturas 4-80° C.

= PC con el programa Shimadzu Class-VP Chromatography Data

System.

=  Columnas Nucleosil 100 -5 um Cig, 15 cm x 4,6 mm (Supelco,

Bellefonte, USA).

= Precolumnas con la misma composicion que la columna.
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3.1.4.- SOFTWARE INFORMATICO.

- Programa de Anélisis Farmacocinético Winnonlin Professional® 5.0.
- Programa de analisis farmacocinético MULTIFIT® (PROOST, 1997).
- Paquete de analisis estadistico SPSS® version 12.0.1, Chicago, 2003.

- Paquete de andlisis estadistico STATGRAPHICS Plus® (version 5) Manugistics,

Inc., Rockville, USA.
- Programa de graficos PRISM® 3.0. para WINDOWS (GRAPHPAD SOFT. INC.).

- Procesador de textos Microsoft® Word 2003 y Hoja de calculo Microsoft® Excel

2003.

3.2.- ESTUDIO MATRIZ DE EVALUACION DEL EFECTO DE LA

ATORVASTATINA EN UN BIOMODELO ANIMAL DEL POLLO

El presente estudio forma parte de un amplio estudio de evaluacion del efecto de
la atorvastatina en un biomodelo animal del pollo al que se le induce la enfermedad
mediante una dieta hiperlipémica utilizando para ello los marcadores lipidicos
sanguineos, en el que se utilizaron 40 pollos. Estos animales fueron sometidos a una
primera fase de induccion del higado graso mediante la administracion de dieta
compuesta por pienso estandar mas colesterol puro (2% del total de la mezcla) y 20%

del total de aceites saturados (aceite de palma crudo) durante tres meses.

20 animales constituyeron un grupo de regresion, se les administr6 en una
segunda fase atorvastatina durante un periodo de tres meses y se les sustituyo la dieta

grasa por otra normal.
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Los otros 20 animales fueron un grupo de progresion, se les mantuvo la dieta

grasa y se les administro atorvastatina durante tres meses.

Dieta normal
+
Atorvastatina

Dieta hiperlipémica (n=20)

(n=40)

Dieta hiperlipémica
+
Atorvastatina
(n=20)

3.3.- ANIMALES Y DIETA

Para el estudio farmacocinético de atorvastatina realizado en esta tesis se han
utilizado 6 pollos extraidos al azar de la raza White Leghorn, progenitores Broilers,
correspondientes al grupo A (grupo control normal, compuesto por 20 animales que
recibieron una dieta normal durante seis meses) del estudio matriz, con pesos
comprendidos entre los 3-3.2 kg. Todos los animales se encontraban en buen estado de
salud, y no recibieron ningun tratamiento farmacologico antes del inicio de la

experiencia.
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Tanto las jaulas de los animales como los procedimientos de sacrificio se
ajustaron a la legislacion vigente en materia de bienestar y experimentacion animal y los
protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Bioética de la

Universidad de Murcia.

La dieta del grupo A consistia en una dieta simple para engorde-puesta

constituida por cereales (maiz y cebada).

Esta mezcla ya iba enriquecida con vitaminas y minerales a razéon de 4 Kg/TM
de pienso para progenitores Broilers, cuya composicion por Kg es: Vitamina A,
3.000.000 U; D3, 750.000 U; E, 12.500 mg; B1, 1 gr; By, 3,75 gr; Bz, 12,5 mg; Bs, 1,25
gr; acido pantoténico, 5 gr; acido nicotinico, 12,5 gr; biotina, 75 mg; Ks, 1,5 gr; acido
folico, 750 mg; manganeso, 30 gr; zinc, 27,5 gr; hierro, 12,5 gr; cobre, 3,75 gr; yodo,

750 mg; selenio, 75 mg; cobalto, 150 mg; molibdeno, 250 mg; excipiente c.s.p., 1000 g.

La dieta del grupo B consistia en una dieta compuesta por pienso estandar mas
colesterol puro (2% del total de la mezcla) y 20% del total de aceites saturados (aceite

de palma crudo) durante tres meses.

3.4.- PROTOCOLO EXPERIMENTAL

El farmaco hipocolesterolemiante utilizado en este estudio, atorvastatina (Pfizer,
Madrid, Espafia), se administré a una dosis Unica de 3 mg/kg por via oral (OR) e

intravenosa (V).

Las muestras de sangre se recogieron de la vena metatarsal medial a los
siguientes tiempos: 0 (blanco), 0.25, 0.50, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 32, 48 y 72 horas

desde la administracion oral del farmaco. Las muestras de sangre fueron centrifugadas
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inmediatamente a 1500g durante 10 minutos para separar el plasma. Una vez separado,
éste se congeld por duplicado a - 45°C, dentro de los treinta minutos siguientes a la

extraccion, hasta el momento de realizar las determinaciones analiticas.

3.5.- TECNICAS ANALITICAS.

La determinacién de las concentraciones en plasma de atorvastatina fue
realizada mediante un método de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con
deteccion ultra-violeta (UV) de acuerdo con el método descrito por Fernandez-Varon y

cols. (2005) para atorvastatina modificado.

El procesamiento de las muestras fue el que se detalla a continuacion: en un tubo
eppendorf con 300 pL de plasma se afiaden 300 pL de acetonitrilo, que hace que las
proteinas precipiten. Posteriormente, son sometidas a agitacion en un bafio de
ultrasonidos seguido de centrifugacion durante 10 min a 3000 rpm. Del sobrenadante se

extraen 100 uL y se transfiere a los viales del autoinyector del HPLC.

La separacion se llevo a cabo utilizando una columna de fase Nucleosil C8 125 x
4 mm, 5 um de didmetro de particula, con un volumen de inyeccion de 100 pL. Tanto
las muestras dentro del autoinyector (sistema Peltier), como la columna fueron
termostatizadas a 24°C. La fase movil estaba compuesta por acetonitrilo (40%) y de
tampon fosfato (pH=5,5) (60%). La velocidad de flujo de la misma fue de 1,0 mL/min.

La deteccidn se realiz6 a una longitud de onda de 247 nm.
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3.6.- VALIDACION DE LA TECNICA.

Las curvas de calibrado se prepararon con 7 concentraciones diferentes de
atorvastatina entre 2.5 y 250 pg/mL usando blancos de plasma. Las curvas estandar o
patrén se obtuvieron por regresion lineal del area de los picos obtenidos frente a
concentraciones conocidas de atorvastatina. Cada punto se establecié de un promedio de
tres determinaciones. El coeficiente de correlacién (r) fue siempre > 0,99% para todas

las curvas de calibrado.

Las soluciones estandar de atorvastatina se prepararon mediante diluciones
seriadas (metanol) hasta alcanzar concentraciones finales de 2.5, 5, 12.5, 25, 50, 100 y
250ug/mL, a partir de una disolucion madre de partida de 1000 pug/mL. Las alicuotas de

plasma se almacenaron a - 45°C hasta su procesamiento.

Las alicuotas de los estandares, controles y muestras fueron procesadas como se

describi6 anteriormente y se inyectaron 100 uL en el sistema cromatografico.

Los porcentajes de recuperacion se determinaron comparando las areas de los
picos de los controles con distintas concentraciones de farmaco (concretamente a 5, 50 y
250 pg/mL), con las areas de los picos de los estandares a las concentraciones
correspondientes preparadas con tampon fosfato. Cada punto se establece a partir de un
promedio de tres determinaciones. Los porcentajes de recuperacion de atorvastatina, se

muestran a continuacion:
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CONCENTRACION Recuperacion (%)
(ug/mL) Atorvastatina

5 89,35
S

2 50 93,66
<
_|
[a

250 97,54

La precision del ensayo se evaluo expresando la desviacion estandar relativa
(RDS) como un porcentaje del valor medio. La precision intra-dia se estimo mediante el
analisis, en el mismo dia, de tres muestras de plasma repetidas de tres concentraciones
estandar (5, 50 y 250 pg/mL) usadas para las curvas de calibrado, obteniéndose valores
de RSD < 4% para atorvastatina. La precision inter-dia se estim6 mediante el analisis de
tres concentraciones estandar (5, 50 y 250 pg/mL) durante tres dias consecutivos. Los

resultados de precision expresados como RSD fueron < 8%.

El limite de deteccion de atorvastatina en plasma se ha establecido para la
concentracion mas baja que se ha podido detectar diferenciandola del ruido de fondo del
aparato. El limite de cuantificacion se ha establecido para el nivel de concentracion méas

bajo utilizado en las curvas de calibrado y para el que el RSD es menor al 20%. El
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limite de deteccion en plasma fue de 2.5 pg/mL. En cuanto al limite de cuantificacion,

en plasma fue de 2.5 pg/mL.

3.7.- ANALISIS FARMACOCINETICO.

3.7.1.- ANALISIS COMPARTIMENTAL.

Una vez obtenidas las concentraciones de atorvastatina en plasma a los
diferentes tiempos de extraccién tras la administracion, se han ajustado los datos a las
ecuaciones mono- y biexponenciales mediante el programa WinNonlin Professional®
(version 5.0) y el programa MULTIFIT, propuesto por Proost (1997), y basado en
Yamaoka y cols. (1981). Los ajustes se han realizado empleando varios criterios de

ponderacion.

Una vez realizados los ajustes a los diferentes modelos farmacocinéticos, el
criterio utilizado para determinar cuél era la ecuacion que mejor se ajustaba a los datos
observados fue el Criterio de Informacion de Akaike 6 AIC (Yamaoka y cols., 1978),

cuya expresion es:

AIC=N - In[ Nz Wi+ (G -C)’1+2 - p

Donde N es el nimero de puntos experimentales y p el nimero de parametros
del modelo en cuestidn. La expresion contenida entre corchetes corresponde a la suma
de cuadrados residuales, donde C; es la concentracion obtenida experimentalmente, C;’
es la concentracion tedrica obtenida a partir de la ecuacion correspondiente a ese
modelo, hallada utilizando el método de los minimos cuadrados y W; es el factor de

ponderacion. EI modelo con el valor minimo de AIC se considera el 6ptimo.
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3.7.2.- ANALISIS NO COMPARTIMENTAL.

Los parametros no compartimentales se calcularon de acuerdo con la teoria de
los momentos estadisticos (Riegelman y Collier, 1980; Gibaldi y Perrier, 1982),

utilizando el programa informatico WinNonlin Professional® (version 5.0).

3.8.- METODOS ESTADISTICOS.

En este estudio se han realizado una serie de estudios estadisticos con el fin de
obtener datos estadisticos de interés, mas importantes y de evaluar la homogeneidad de

los datos utilizados.

Se calcularon los siguientes parametros estadisticos de centralizacion: media,

desviacion estandar (SD), coeficiente de variacion (CV) y error tipico (SE)

Para verificar la homogeneidad de las distintas concentraciones obtenidas para
cada tiempo de extraccion, se ha utilizado el test de KOLMOGOROV-SMIRNOV,
mediante el cual se ha comprobado el ajuste de dichas concentraciones a la distribucion
normal. También se ha utilizado esta prueba para verificar la existencia o no de
diferencias entre los valores de los distintos pardmetros farmacocinéticos obtenidos para
un mismo modelo de ajuste. Para este analisis, se ha utilizado software estadistico

SPSS® version 12.0.1, 2003 (Chicago, USA),

Para detectar la existencia 0 no de diferencias estadisticamente significativas
entre los parametros farmacocinéticos obtenidos entre los grupos de animales. Para este
analisis, se ha utilizado software estadistico STATGRAPHICS Plus (5.0, Chicago,

USA).
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4.1.- ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE ATORVASTATINA

AL GRUPO A (GRUPO CONTROL NORMAL).

Los valores de concentracion plasmatica de atorvastatina obtenidos tras la

administracion intravenosa de una dosis de 3 mg/Kg, se reflejan en la Tabla 1.

Tiempo Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3 Pollo 4 Pollo 5 Pollo 6 X
0.083 h 41,03 29,36 35,66 24,56 36,45 40,27 34,56
0.16 h 27,10 31,25 22,35 20,78 32,68 36,98 28,52
0.25h 25,94 26,74 21,65 18,54 28,12 31,47 25,41
0.50 h 20,64 18,25 23,54 17,65 22,89 26,88 21,64
1.00 h 17,69 16,36 21,44 15,66 17,01 20,33 18,08
1.50 h 9,88 8,21 11,36 10,02 10,03 14,97 10,75
2.00 h 8,04 6,97 8,21 7,93 8,55 10,28 8,33
4.00 h 5,25 5,74 4,87 7,10 6,97 7,45 6,23
6.00 h 3,91 4,56 3,99 5,21 5,02 5,33 4,67
8.00 h 2,14 2,71 2,56 4,10 1,98 291 2,73
10.00 h 1,25 0,99 0,67 2,97 1,10 2,06 1,51
24.00 h 0,79 0,52 0,59 1,25 0,39 1,34 0,81
32.00 h 0,12 0,40 0,39 1,08 0,26 0,41 0,44
48.00 h 0,00 0,13 0,28 0,00 0,00 0,13 0,09

TABLA 1.- Concentraciones plasmaticas experimentales de atorvastatina en pg/mL, en cada pollo tras la
administracion intravenosa de una dosis de 10 mg.

En ella se observa como, en cada uno de los animales una disminucion de las

concentraciones a lo largo del tiempo, llegando a ser indetectado en sangre la

atorvastatina tras 48 horas.
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Grafico 1.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de atorvastatina obtenidas
tras la administracion de una dosis de 10 mg via intravenosa al pollo 1.
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Grafico 2.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de atorvastatina obtenidas
tras la administracion de una dosis de 10 mg via intravenosa al pollo 2.
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Grafico 3.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de atorvastatina obtenidas
tras la administracion de una dosis de 10 mg via intravenosa al pollo 3.
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Grafico 4.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de atorvastatina obtenidas
tras la administracion de una dosis de 10 mg via intravenosa al pollo 4.
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Grafico 5.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de atorvastatina obtenidas
tras la administracion de una dosis de 10 mg via intravenosa al pollo 5.
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Grafico 6.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de atorvastatina obtenidas
tras la administracion de una dosis de 10 mg via intravenosa al pollo 6.
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Los valores medios de las concentraciones plasmaticas de atorvastatina, junto

con los estadisticos de desviacion, se presentan en la Tabla 2

Tiempo N MEDIA S.D. S.E. C.V.
0.083 h 6 34,56 6,42 2,61 18,59
0.16 h 6 28,52 6,27 2,56 21,97
0.25h 6 25,41 4,64 1,89 18,24
0.50 h 6 21,64 3,49 1,42 16,15
1.00 h 6 18,08 2,30 0,94 12,72
1.50 h 6 10,75 2,30 0,94 21,40
2.00 h 6 8,33 1,09 0,44 13,11
4.00 h 6 6,23 1,08 0,44 17,35
6.00 h 6 4,67 0,62 0,25 13,21
8.00 h 6 2,73 0,75 0,31 27,62
10.00 h 6 1,51 0,85 0,35 56,67
24.00 h 6 0,81 0,40 0,16 48,68
32.00 h 6 0,44 0,33 0,13 74,77
48.00 h 6 0,09 0,11 0,04 125,31

TABLA 2.- Estadisticos de las concentraciones plasmaticas experimentales de atorvastatina tras la administracion de

una dosis intravenosa de 10 mg a pollos.

Con respecto al coeficiente de variacion, Wagner (1968) indica que, en los

ensayos farmacocinéticos, cuando los valores de concentracion plasmatica se

distribuyen normalmente, los coeficientes de variacion que se obtienen, oscilan entre el

25% y 75%. Ademas, establece que el numero de animales idoneo a utilizar en estos

estudios debe estar comprendido entre 5 y 20. Como se puede observar en la Tabla 12,

hemos obtenido valores por debajo del 75% excepto en el valor de la extraccion a las 48

horas.
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En el grafico 7 se representan los valores medios (media = SD) de las

concentraciones plasmaticas de atorvastatina a los distintos tiempos de extraccion.
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Grafico 7.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (£ SD) de

atorvastatina obtenidas tras la administracion de una dosis de 10 mg via intravenosa.
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Para comprobar la homogeneidad de los datos, se ha realizado el test de

KOLMOGOROV-SMIRNOV entre todos los valores de concentracion plasmatica de

atorvastatina, obtenidos en los diferentes animales para un mismo tiempo de extraccion.

Los resultados de este estudio se muestran en la Tabla 3.

Tiempo N.S.
0.083 h 0,24
0.16 h 0,26
0.25h 0,23
0.50 h 0,23
1.00 h 0,19
1.50 h 0,26
2.00 h 0,24
4.00 h 0,29
6.00 h 0,20
8.00 h 0,22
10.00 h 0,27
24.00 h 0,21
32.00 h 0,18
48.00 h 0,30

TABLA 3.- Test de Kolmogorov-Smirnov de ajuste a la distribucion normal de las concentraciones plasmaticas de

atorvastatina, obtenidas para un mismo tiempo tras su administracion intravenosa a pollos.
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Por otro lado, se realiz6 un test de Mann-Whitney (Tabla 4) para conocer si

existian diferencias entre los animales.

Pollos | UMANN-WITHNEY | N.S.
P1-P2 86,30 0,68
P1-P3 77,64 0,12
P1-P4 65,21 0,31
P1-P5 35,87 0,08
P1-P6 68,00 0,15
P2-P3 57,98 0,58
P2-P4 74,25 0,42
P2-P5 52,97 0,14
P2-P6 53,56 0,05
P3-P4 84,59 0,52
P3-P5 80,65 0,29
P3-P6 79,65 0,61
P4-P5 71,66 0,26
P4-P6 84,32 0,45
P5-P6 81,65 0,84

TABLA 4.- Test de MANN-WHITNEY entre las diferentes cinéticas de concentracion plasmatica de atorvastatina en

pollos, tras una dosis intravenosa de 10 mg.

A continuacion, se ha procedido al ajuste de las concentraciones plasmaticas

obtenidas experimentalmente en cada uno de los animales, y de las concentraciones

medias a modelos farmacocinéticos mono- y bicompartimentales mediante regresion no

lineal, utilizando el programa MULTIFIT, ponderando los datos a 1, 1/C y 1/C>.

En este caso los pardmetro obtenidos se ajustan mejor a un modelo

bicompartimental.
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Los parametros farmacocinéticos correspondientes a un ajuste bicompartimental

para cada uno de los animales se muestran en la Tabla 5.

'Parame Unidades | Pollo1 | Pollo2 | Pollo3 | Pollo4 | Pollo5 | Pollo 6 X
A pg/mL 28,44 84,89 26,05 25,57 16,04 27,14 23,33
B pg/mL 11,10 27,18 8,10 4,92 8,05 12,49 11,79
Alpha h! 1,79 20,98 1,39 0,73 0,98 1,74 1,48
Beta h! 0,20 0,52 0,13 0,10 0,08 0,19 0,17
Alpha HL | h 0,39 0,03 0,50 0,96 0,70 0,40 0,47
Beta HL | h 3,41 1,34 522 6,78 8,66 3,69 3,96
Ko h! 0,56 1,98 0,43 0,36 0,26 0,48 0,42
Kz h! 0,78 14,03 0,67 0,26 0,48 0,77 0,62
Ky h! 0,65 5,48 0,43 0,20 0,38 0,68 0,61
Cmax pg/mL 39,54 | 112,06 | 34,14 30,49 24,09 39,63 35,11
Vss h 167,42 | 95,31 | 223,31 | 223,96 | 279,69 | 161,58 | 171,88

TABLA 5.- Parametros farmacocinéticas bicompartimentales deducidos tras la administracion intravenosa de
atorvastatina, a dosis de 10 mg, a cada uno de los pollos a partir de sus correspondientes ecuaciones de ajuste.

Sus respectivos valores medios, asi como otros estadisticos de desviacion
quedan reflejados en la Tabla 6. Exceptuando una serie de pardmetros como las
constantes de distribucion al segundo compartimento y valor de Alpha, el resto de

parametros se sitlian por debajo del 75%, valor méximo sefialado por Wagner (1968).

: Kio: Constante de eliminacion desde compartimento central. K;,: Constante de transferencia del
compartimento central al periférico. K,;: Constante de retorno del compartimento periférico al central.
Cmax: Concentracion periférica maxima. Vss: Volumen de distribucion en estado estacionario.
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*Parametro N MEDIA S.D. S.E. C.V.
A 6 34,69 24,99 10,20 72,03
B 6 11,97 7,90 3,23 66,02
Alpha 6 4,60 8,03 3,28 174,60
Beta 6 0,20 0,16 0,07 49,83
Alpha HL 6 0,50 0,31 0,13 63,32
Beta HL 6 4,85 2,61 1,07 53,86
Kio 6 0,68 0,65 0,27 95,21
K 6 2,83 5,49 2,24 193,86
Ko 6 1,30 2,05 0,84 157,59
Cmax 6 46,16 32,83 13,40 71,11
Vss 6 191,88 64,14 26,19 33,43

TABLA 6.- Estadisticos de los parametros farmacocinéticos bicompartimental deducidos de las ecuaciones de ajuste
correspondiente a la administracion intravenosa de 10 mg de atorvastatina, y parametros obtenidos a partir de las
concentraciones medias. (Px)

2 Kyo: Constante de eliminacién desde compartimento central. K,: Constante de transferencia del
compartimento central al periférico. K,;: Constante de retorno del compartimento periférico al central.
Cmax: Concentracion periférica maxima. Vss: Volumen de distribucion en estado estacionario.
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Para verificar dicha apreciacion, se ha realizado una prueba de Kolmogorov-
Smirnov, cuyos resultados se muestran en la Tabla 7, donde se comprueba como, en
general, los niveles de significacion son muy elevados y por tanto los datos son

homogéneos.

PARAMETROS N.S.
A 0,35
B 0,16
Alpha 0,15
Beta 0,87
Alpha HL 0,88
Beta HL 0,83
Kio 0,99
K 0,99
Ky 0,24
Cmax 0,78
Vss 0,95

TABLA 7.- Test de Kolmogorov-Smirvnov para los parametros farmacocinéticas monocompartimentales deducidos
de las concentraciones plasmaticas obtenidas, tras la administracion intravenosa de atorvastatina en cada animal.

La Tabla 8 muestra los resultados del estudio farmacocinético no
compartimental, obtenidos mediante el programa WINNONLIN Professional® (version
5.0), para cada animal y sus concentraciones medias. En dicha Tabla aparecen los
valores del area bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo (AUC), el tiempo
medio de residencia (MRT), el aclaramiento (Cl) y el volumen aparente de distribucion
en funcion del 4rea bajo la curva (V,) no compartimentales. Las medias de dichos

valores, asi como los estadisticos mas relevantes, aparecen en la Tabla 10.
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*Parame | Unidades Pollo1 | Pollo2 | Pollo3 | Pollo4 | Pollo5 | Pollo6 X
AUC h*ug/mL 101,47 | 86,92 86,53 99,48 127,85 | 90,90 99,39
MRT h 12,81 6,07 8,85 16,77 13,02 6,59 7,93
Vz mL/Kg 609,17 | 274,82 | 656,68 | 1241,81 | 342,40 | 496,14 | 325,80
Cl mL/h/Kg 29,56 34,52 34,67 30,16 23,46 33,00 30,18
Vss mL/Kg 378,66 | 209,36 | 306,84 | 505,74 | 305,52 | 217,61 | 239,45

TABLA 8.- Parametros farmacocinéticas no compartimentales deducidos tras la administracion intravenosa de
atorvastatina, a dosis de 10 mg, a cada uno de los pollos a partir de sus correspondientes ecuaciones de ajuste.

El correspondiente test de KOLMOGOROV-SMIRNOYV se presenta en la tabla
9, en éste ultimo se demuestra el ajuste a la distribucion normal, ya que en la mayoria de

los parametros se obtienen niveles de significacion muy elevados.

PARAMETROS N.S.
AUC 0,81
AUMC 0,68
MRT 0,59
Vz/F 0,65
CIF 0,54

TABLA 9.- Test de KOLMOGOROV-SMIRNOV para los parametros farmacocinéticas no compartimentales
deducidos de las concentraciones plasmaticas obtenidas, tras la administracion intravenosa de atorvastatina en cada
animal.

Pardmetro N MEDIA S.D. S.E. C.V.
AUC 6 98,86 15,53 6,34 15,71
MRT 6 10,69 4,21 1,72 39,56
Vz 6 603,50 345,84 141,19 57,31
Cl 6 30,99 4,23 1,73 13,69
Vss 6 320,62 110,50 45,11 34,69

TABLA 10.- Estadisticos de los parametros farmacocinéticas del modelo no compartimental tras la administracion

de un dosis intravenosa de 10 mg de atorvastatina a pollos.

3 AUC: Area bajo la curva. MRT: Tiempo medio de residencia. Vz: Volumen de distribucién aparente en
funcioén del area bajo la curva. Cl: Aclaramiento. Vss: Volumen de distribucion en estado estacionario.
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4.2.- ADMINISTRACION ORAL DE ATORVASTATINA AL

GRUPO A (GRUPO CONTROL NORMAL).

Los valores de concentracion plasmatica de atorvastatina obtenidos tras la

administracion oral de una dosis de 3 mg/Kg, se reflejan en la Tabla 11.

Tiempo Pollo 1 Pollo 2 Pollo 3 Pollo 4 Pollo 5 Pollo 6 X
0.25h 2,60 0,93 3,25 2,85 5,66 5,79 3,51
0.50 h 4,40 1,94 7,44 5,99 8,50 7,73 6,00
1.00 h 2,32 6,23 3,03 4,75 4,65 4,70 4,28
1.50 h 2,54 3,92 5,83 3,68 4,46 4,06 4,08
2.00 h 1,23 1,78 2,38 1,77 3,46 2,92 2,26
4.00 h 1,72 3,92 3,97 2,45 4,72 1,52 3,05
6.00 h 2,27 3,50 4,89 4,61 5,40 5,03 4,28
8.00 h 3,13 2,70 2,55 5,10 6,59 7,76 4,64
10.00 h 2,47 0,83 2,36 1,23 3,44 5,33 2,61
24.00 h 1,41 1,67 2,94 1,87 1,29 4,18 2,23
32.00 h 2,30 1,36 3,28 2,52 2,07 2,30 2,31
48.00 h 1,98 0,50 2,69 1,56 3,45 1,38 1,93
72.00 h 0,32 0,31 0,06 0,05 0,04 0,05 0,14

TABLA 11.- Concentraciones plasmaticas experimentales de atorvastatina en pg/mL, en cada pollo tras la
administracion oral de una dosis de 10 mg.

En ella se observa como, en cada uno de los animales, a partir del primer tiempo
de extraccion se va produciendo un incremento de las concentraciones plasmaticas del
producto hasta las 0,5 y 1 hora, dependiendo de los animales. A partir de ese momento
las concentraciones van descendiendo apareciendo un nuevo pico entre las 6 y 8 horas,
segun las caracteristicas individuales. Se encuentran niveles detectables del producto

hasta practicamente las 72 horas.
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Grafico 8.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de atorvastatina obtenidas
tras la administracion de una dosis de 10 mg via oral al pollo 1.
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Grafico 9.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de atorvastatina obtenidas
tras la administracion de una dosis de 10 mg via oral al pollo 2.
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Grafico 10.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de atorvastatina obtenidas
tras la administracion de una dosis de 10 mg via oral al pollo 3.
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Grafico 11.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de atorvastatina obtenidas
tras la administracion de una dosis de 10 mg via oral al pollo 4.
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Grafico 12.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de atorvastatina obtenidas
tras la administracion de una dosis de 10 mg via oral al pollo 5.
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Grafico 13.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones experimentales de atorvastatina obtenidas
tras la administracion de una dosis de 10 mg via oral al pollo 6.
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Los valores medios de las concentraciones plasmaticas de atorvastatina, junto

con los estadisticos de desviacion, se presentan en la Tabla 12

Tiempo N MEDIA S.D. S.E. C.V.
0.25h 6 3,51 1,89 0,77 53,85
0.50 h 6 6,00 2,46 1,01 41,00
1.00 h 6 4,28 1,40 0,57 32,71
1.50 h 6 4,08 1,07 0,44 26,23
2.00 h 6 2,26 0,83 0,34 36,73
4.00 h 6 3,05 1,33 0,54 43,61
6.00 h 6 4,28 1,18 0,48 27,57
8.00 h 6 4,64 2,20 0,90 47,41
10.00 h 6 2,61 1,63 0,66 62,45
24.00 h 6 2,23 1,12 0,46 50,22
32.00 h 6 2,30 0,62 0,26 26,96
48.00 h 6 1,93 1,04 0,42 53,89
72.00 h 6 0,14 0,14 0,06 100,00

TABLA 12.- Estadisticos de las concentraciones plasmaticas experimentales de atorvastatina, en pg/mL, tras la
administracion de una dosis oral de 10 mg a pollos.

Con respecto al coeficiente de variacion, Wagner (1968) indica que, en los

ensayos farmacocinéticos, cuando los valores de concentracion plasmatica se

distribuyen normalmente, los coeficientes de variacion que se obtienen, oscilan entre el

25% y 75%. Ademas, establece que el numero de animales idoneo a utilizar en estos

estudios debe estar comprendido entre 5 y 20. Como se puede observar en la Tabla 2,

hemos obtenido valores por debajo del 75% en todas las extracciones incluso inferiores

a ese 25%, encontrandose el minimo valor de coeficiente en 26.23% y el maximo en

62,45%, correspondientes a las 1.5 y 10 horas, respectivamente.
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En el grafico 14 se representan los valores medios (media + SD) de las

concentraciones plasmaticas de atorvastatina a los distintos tiempos de extraccion.
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Grafico 14.- Representacion grafica semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (+ SD) de
atorvastatina obtenidas tras la administracion de una dosis de 10 mg via oral.
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Para comprobar la homogeneidad de los datos, se ha realizado el test de
KOLMOGOROV-SMIRNOV entre todos los valores de concentracion plasmatica de
atorvastatina, obtenidos en los diferentes animales para un mismo tiempo de extraccion.
Los resultados de este estudio se muestran en la Tabla 13, donde puede apreciarse que el
nivel de significacion es muy elevado para todos los tiempos de extraccion. De esta
forma, la homogeneidad de los datos obtenidos no sélo es suficiente, sino que esta

plenamente probada, por lo que no es preciso incrementar el nimero de animales.

Tiempo N.S.
0.25h 0,22
0.50 h 0,22
1.00 h 0,27
1.50h 0,20
2.00 h 0,22
4.00 h 0,24
6.00 h 0,28
8.00 h 0,25
10.00 h 0,20
24.00 h 0,29
32.00 h 0,20
48.00 h 0,15
72.00 h 0,38

TABLA 13.- Test de Kolmogorov-Smirnov de ajuste a la distribucion normal de las concentraciones plasmaticas de
atorvastatina, obtenidas para un mismo tiempo tras su administracion oral a pollos.
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Por otro lado, se realizo un test de Mann-Whitney (Tabla 14) para conocer si

existian diferencias entre los animales.

Pollos | UMANN-WITHNEY | N.S.
P1-P2 89,50 0,71
P1-P3 48,50 0,02
P1-P4 78,00 0,24
P1-P5 48,50 0,02
P1-P6 58,00 0,07
P2-P3 65,50 0,14
P2-P4 77,50 0,36
P2-P5 57,50 0,07
P2-P6 57,50 0,07
P3-P4 80,50 0,43
P3-P5 76,50 0,33
P3-P6 85,50 0,58
P4-P5 72,50 0,25
P4-P6 76,00 0,32
P5-P6 97,50 1,00

TABLA 14.- Test de MANN-WHITNEY entre las diferentes cinéticas de concentracion plasmatica de atorvastatina

en pollos, tras una dosis oral de 10 mg.

A continuacion, se ha procedido al ajuste de las concentraciones plasmaticas

obtenidas experimentalmente en cada uno de los animales, y de las concentraciones

medias a modelos farmacocinéticos mono- y bicompartimentales mediante regresion no

lineal, utilizando el programa MULTIFIT, ponderando los datos a 1, 1/C y 1/C>.

Tras el estudio realizado los datos obtenidos presentan un mejor ajuste a un

modelo monocompartimental.
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Los  parametros  farmacocinéticos  correspondientes a un  ajuste
monocompartimental para cada uno de los animales se muestran en la Tabla 15.
*Parame | Unidades | Pollo1 | Pollo2 | Pollo3 | Pollo4 | Pollo5 | Pollo 6 X
AUC h*pg/mL | 96,50 74,13 71,37 55,40 85,85 170,66 91,79
tuko1 h 0,01 0,22 0,09 0,06 0,03 5,43 0,07
tykio h 27,68 26,12 12,36 12,55 10,40 16,12 15,90
Cl mL/h 103,63 134,89 | 140,10 | 180,50 | 116,48 58,60 108,95
vd mL 4138,27 | 5082,88 | 2498,36 | 3268,26 | 1746,94 | 1362,80 | 2500,66
Ko h! 50,47 3,10 7,86 11,46 20,88 0,13 9,40
Ko h! 0,03 0,03 0,05 0,06 0,07 0,04 0,04
Cmax pg/mL 2,41 1,89 3,86 2,98 5,62 4,22 3,90
Tmax h 0,15 1,55 0,63 0,47 0,28 12,85 0,57

TABLA 15.- Parametros farmacocinéticas monocompartimentales deducidos tras la administracion oral de
atorvastatina, a dosis de 10 mg, a cada uno de los pollos a partir de sus correspondientes ecuaciones de ajuste.

* AUC: Area bajo la curva. txo;: Tiempo de vida media de la fase de absorcion. t;,x;o: Tiempo de vida
media de la fase de disposicion rapida. Cl: aclaramiento. Vd: Volumen de distribucion. Ky;: Constante de
absorcion. Kjo: Constante de eliminacion. Cmax: Concentracion plasmatica maxima. Tmax: Tiempo en
alcanzar la concentracion plasmatica maxima.
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Sus respectivos valores medios, asi como otros estadisticos de desviacion
quedan reflejados en la Tabla 16. Exceptuando el tiempo de semivida de absorcion, la
constante de absorciéon y Tmax, el resto de pardmetros se sitian por debajo del 75%,

valor maximo sefialado por Wagner (1968).

*Parametro N MEDIA S.D. S.E. C.V.
AUC 6 92,32 40,82 16,66 4421
tyko1 6 0,97 2,18 0,89 224,44
thaicio0 6 17,54 7,50 3,06 42,76
Cl 6 122,4 40,75 16,64 33,30
vd 6 3016 1429 583,3 47,37
Ko 6 15,65 18,53 7,56 118,39
Ko 6 0,05 0,02 0,01 34,99
Cmax 6 3,50 1,36 0,55 38,78
Tmax 6 2,66 5,02 2,05 189,04

TABLA 16.- Estadisticos de los pardmetros farmacocinéticos monocompartimental deducidos de las ecuaciones de
ajuste correspondiente a la administracion oral de 10 mg de atorvastatina, y pardmetros obtenidos a partir de las
concentraciones medias. (Px)

> AUC: Area bajo la curva. t;,xo: Tiempo de vida media de la fase de absorcion. t;,x10: Tiempo de vida
media de la fase de disposicion rapida. Cl: aclaramiento. Vd: Volumen de distribucion. Ky;: Constante de
absorcion. Kjo: Constante de eliminacion. Cmax: Concentracion plasmatica maxima. Tmax: Tiempo en
alcanzar la concentracion plasmatica maxima.
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Para verificar dicha apreciacion, se ha realizado una prueba de Komogorov-

Smirnov, cuyos resultados se muestran en la Tabla 17, donde se comprueba como, en

general, los niveles de significacion son muy elevados y por tanto los datos son

homogéneos.

‘PARAMETROS N.S.
AUC 0,68
tykol 0,14
tykio 0,86
Cl 0,99
Vd 0,99
Ko 0,83
Kio 0,99
Cmax 0,99
Tmax 0,24

TABLA 17.- Test de Kolmogorov-Smirvnov para los parametros farmacocinéticas monocompartimentales deducidos

de las concentraciones plasmaticas obtenidas, tras la administracion oral de atorvastatina en cada animal.

% AUC: Area bajo la curva. txo;: Tiempo de vida media de la fase de absorcion. t;,x;o: Tiempo de vida
media de la fase de disposicion rapida. Cl: aclaramiento. Vd: Volumen de distribucion. Ky;: Constante de
absorcion. K;o: Constante de disposicion. Cmax: Concentracion plasmatica maxima. Tmax: Tiempo en

alcanzar la concentracion plasmatica maxima.
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La Tabla 18 muestra los resultados del estudio farmacocinético no
compartimental, obtenidos mediante el programa WINNONLIN Professional® (version
5.0), para cada animal y sus concentraciones medias. En dicha Tabla aparecen los
valores del area bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo (AUC), el tiempo
medio de residencia (MRT), el aclaramiento (Cl) y el volumen aparente de distribucion

en funcion del area bajo la curva (V) no compartimentales.

"Parame | Unidades Pollol | Pollo2 | Pollo3 | Pollo4 | Pollo5 | Pollo6 X

AUC h*pg/mL 127,19 | 83,55 178,93 | 126,16 | 182,93 | 190,82 | 147,30

AUMC | h*h*ng/mL | 3729,28 | 1904,85 | 5003,40 | 3267,94 | 4981,47 | 4381,11 | 3813,08

MRT h 29,32 22,80 27,96 25,90 27,23 22,96 25,89
Vz/F mL 1301,79 | 3815,55 | 881,86 | 658,61 | 725,89 | 1211,72 | 1520,78
CIF mL/h 75,35 105,53 55,59 79,01 54,51 49,23 66,46

TABLA 18.- Pardmetros farmacocinéticas no compartimentales deducidos tras la administracion oral de
atorvastatina, a dosis de 10 mg, a cada uno de los pollos a partir de sus correspondientes ecuaciones de ajuste.

El estudio estadistico de los parametros no compartimentales se muestra en la
tabla 20, y el correspondiente test de KOLMOGOROV-SMIRNOV se presenta en la
tabla 19, en éste ultimo se demuestra el ajuste a la distribuciéon normal, ya que la

mayoria de los pardmetros se obtienen niveles de significacion muy elevados.

PARAMETROS N.S.
AUC 0,80
AUMC 0,99
MRT 0,96
Vz/F 0,36
CIF 0,85

TABLA 19.- Test de KOLMOGOROV-SMIRNOV para los parametros farmacocinéticas no compartimentales
deducidos de las concentraciones plasmaticas obtenidas, tras la administracion oral de atorvastatina en cada animal.

7 AUC: Area bajo la curva. MRT: Tiempo medio de residencia. Vz/F: Volumen aparente de distribucion.
Cl/F: Aclaramiento.
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$Parametro N MEDIA S.D. S.E. C.V.
AUC 6 148,3 42,60 17,39 28,73
AUMC 6 3878 1185 483,9 30,57
MRT 6 26,03 2,68 1,09 10,29
Vz/F 6 1433 1195 488,1 83,45
CI/F 6 69,84 21,15 8,64 30,29

TABLA 20.- Estadisticos de los parametros farmacocinéticas del modelo no compartimental tras la administracion
de un dosis oral de 10 mg de atorvastatina a pollos.

¥ AUC: Area bajo la curva. MRT: Tiempo medio de residencia. Vz/F: Volumen aparente de distribucion.

Cl/F: Aclaramiento.
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4.3.- RESULTADOS ANALITICOS DE MARCADORES LIPIDICOS

DEL GRUPO B.

Los resultados analiticos de los marcadores lipidicos en los dos grupos de

trabajo se reflejan en la siguiente tabla.

Grupo control | Dieta normal + | Dieta hiperlipémica +

hiperlipémico atorvastatina atorvastatina
Colesterol (mg/dL) 980,3 +141,3 197,0 £ 74,3 4138,8£93,6
(T;fgg}éié)ridos 351,84 18,0 31,6472 356,9 + 145,6
HDL (mg/dL) 253,4+32,5 88,5+ 193 99,4 +22,1
LDL (mg/dL) 656,5+112,6 | 77,6+264 242,9+79,3
AST (UI/L) 267,3 £37,2 371,5+158,1 372,4+74,2
ALT (UI/L) 17.8+5,1 41+1,1 18,3+6,8
y- GT (UI/L) 9,3+24 12,3+2,1 20,8 9,8
AP (UI/L) 406,3 £ 94,8 2752 +123,8 385,4 + 36,9
LDH (UI/L) 1115,0+133,6 617,9 +£182,1 1069,0+268,9
Fibrinogeno (g/dL) 2,67 £0,82 1,60 = 0,58 0,67 £0,33
fﬁ‘gﬁ;‘;ﬁ Reactiva 2,75+ 0,26 2,00+ 0,38 2,01+0,33
Atorvastatina 8,55+3,22 7,30 +3,41
(mcg/mL)

TABLA 21. Valores lipidicos en sangre.
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Discusion

5.1.- BIOMODELO ANIMAL

Existen diferentes modelos animales para el estudio de la arteriosclerosis, como

conejos, monos y cerdos. Si bien hemos desarrollado un modelo experimental de esta

patologia en pollos, utilizando dietas hiperlipémicas y sin realizar ninguna alteracion

genética.

A la hora de elegir un modelo animal para reproducir una enfermedad se deben

valorar una serie de factores como:

Reproducibilidad: tras un periodo de tres meses de induccidon nuestros animales
desarrollaron la patologia, ademas, existe facilidad para generar este biomodelo
en otros laboratorios (Horlick et al., 1949; Katz et al., 1953; Gupta et al., 1980;

Orita et al., 1994).

Especificidad: el biomodelo elegido presenta la anormalidad deseada. Hay otros
animales estudiados como los conejos que de forma espontanea padecen
arteriosclerosis, si bien no cumplirian este requisito, puesto que al ser sensibles a
las dietas ricas en grasas se producen lesiones que se acercan mds a aun

xantomatosis que a una arteriosclerosis (Hadjiisky et al., 1991).

Coste directo del animal, en nuestro caso es bajo. Existen estudios en la
bibliografia con animales como el cerdo y el mono, siendo el coste de estos
modelos elevado para ser considerado como modelo de investigacion en el

laboratorio (Hadjiisky et al., 1991).
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- Tamaifio del animal, es adecuado para una buena manipulacion. En el caso de los
cerdos y monos estudiados el tamafo de los animales seria un aspecto negativo

para su eleccion.

Existen diferentes modelos animales para el estudio de la arteriosclerosis, como
conejos, monos y cerdos. Si bien hemos desarrollado un modelo experimental de esta
patologia en pollos, utilizando dietas hiperlipémicas y sin realizar ninguna alteracion

genética.

La eleccion del pollo como biomodelo de estudio de aterosclerosis se basa en los

siguientes puntos, deducidos a partir de evidencias experimentales:
a) animal que consume sin problemas dietas variadas.
b) barato y de facil manejo para la investigacion prolongada.
¢) capaz de desarrollar arteriosclerosis espontanea.

d) capaz de desarrollar arteriosclerosis con dietas hipercolesterolémicas con un ligero
pero significativo incremento del colesterol plasmatico (116-247 mg/dL en

animales de experimentacion frente a 68-142 mg/dL en controles)

e) los niveles plasmaticos de colesterol (68-142 mg/dL) y triglicéridos (70-110
mg/dL) son similares a los de humanos (colesterol < 190 mg/dL; triglicéridos <

160 mg/dL)

f) la composicion de las lipoproteinas HDL (80-115 mg/dL) y LDL (10-25 mg/dL) es

similar a la de humanos. (HDL > 40 mg/dL y LDL< 145 mg/dL)

g) no hay diferencias entre las lesiones desarrolladas en pollos y las de humanos

(Wong, 1975).
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Una vez elegido el biomodelo, el estudio farmacocinético de la atorvastatina

complementa la caracterizacion de este biomodelo.
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5.2.- ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE ATORVASTATINA

EN POLLOS

5.2.1.- MODELO FARMACOCINETICO

La evolucion de las concentraciones plasmaticas de atorvastatina a una dosis de
3 mg/kg en pollos, se ha ajustado a los modelos farmacocinéticos mono, bi y
tricompartimentales con y sin ponderacion de los datos experimentales obtenidos para

cada animal.

A la hora de decidir cual de dichos modelos es el mas idoneo, se ha tenido en
cuenta un coeficiente no lineal conocido como Criterio de Informacion de Akaike o AIC
(Yamaoka et al., 1978), considerado como el principal criterio de decision. De acuerdo
a la teoria de Akaike, en un conjunto de diferentes modelos, se escoge el que tenga el

menor valor de AIC.

Teniendo en cuenta los valores mas favorables de AIC (menores), se ha
comprobado que la evolucién de las concentraciones plasmaticas en todos los animales
asi como para las concentraciones medias, se ajustan mejor a un modelo
bicompartimental con ponderaciéon al inverso al cuadrado de las concentraciones
plasmaticas. Asi pues, se puede concluir que las concentraciones plasmaticas
experimentales obtenidas tras la administracion intravenosa de una dosis de 3 mg/kg de

atorvastatina en pollos, se ajustan mejor a un modelo bicompartimental abierto.

Para verificar la bondad de estos ajustes al modelo bicompartimental,
previamente se ha comprobado la homogeneidad de los datos mediante un analisis de la

varianza no paramétrico (test de Kolmogorov-Smirnov) en el que se han establecido
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como hipoétesis nulas, que las concentraciones de atorvastatina (variable dependiente) no
varian entre pollos (variable independiente), y que no varian entre tiempos (variable
independiente). Los resultados, indicados en la tabla 3, justifican que hay igualdad entre
animales (son estadisticamente iguales), pero no hay igualdad entre los tiempos de
extraccion (la concentracion en plasma es diferente a cada tiempo). De esta forma, al no
existir diferencia significativa entre los animales, la unica fuente de variacion es el
tiempo, por lo que se manifiesta homogeneidad a un tiempo determinado en las

concentraciones.

El modelo bicompartimental estd de acuerdo con las caracteristicas
farmacocinéticas de las estatinas, y que ha sido descrito en humanos (Narwal et al.,
2010), aunque para la via oral. Este grupo de farmacos presentan una buena distribucion
organica con una importante penetraciéon a nivel intracelular. Sin embargo, es muy
dificil establecer comparaciones con otros estudios farmacocinéticos con atorvastatina
por esta via de administracién, dado por un lado, la ausencia de estudios en nuestra
especie (pollos), y en otras especies como rata, etc., los estudios farmacocinéticos se

limitan a estudiar los datos mediante andlisis no compartimental.

El modelo bicompartimental abierto fue introducido por T. Teorell en 1937 y
posteriormente divulgado por J. Loo y S. Riegelman (1968). Este modelo intenta
reflejar el hecho de que la distribucion del farmaco en el organismo no es un proceso
instantaneo. Se caracteriza por considerar al organismo compuesto por dos
compartimentos, uno central correspondiente a los tejidos en los que se alcanza un
rapido equilibrio en la distribucion del farmaco (puede considerarse instantanea) y uno

periférico que corresponde a los tejidos en los que el equilibrio en la distribucion precisa
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un tiempo mas o menos dilatado para alcanzarse (Doménech et al., 1997). Dependiendo
de que el proceso de eliminacion se produzca desde el compartimento central, o desde el
compartimento periférico, se obtendran distintos modelos posibles. En nuestro caso

hemos considerado que la eliminacion se produce desde el compartimento central.

El modelo bicompartimental abierto tras una dosis intravenosa, viene definido

por la siguiente ecuacion:

Cp = Ae~ " + Be ¥

Esta ecuacion adquiere diferentes valores para cada animal (Tabla 5), es por ello
que para hallar la ecuacion que mejor define la evolucion de las concentraciones
plasmaticas de atorvastatina en el pollo, se deben llevar a cabo estudios estadisticos que
permitan calcular los valores medios para cada uno de los pardmetros que intervienen en

la misma. Dichos valores promedio se muestran en la Tabla 6.

Por consiguiente, la ecuacion que define la evolucion de las concentraciones
plasmaticas experimentales, en el pollo tras la administracion intravenosa, de una dosis

unica de 3 mg/kg de atorvastatina, adquiere el siguiente valor:
C=34.69 - " +11.97-x e

La representacion semilogaritmica de las concentraciones individuales
experimentales (Graficos 1-6), pone de manifiesto que los niveles de atorvastatina
descienden répidamente en la fase inicial y, a partir de este momento, disminuyen de

forma mds paulatina, dando lugar a una segunda fase, que podria considerarse
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monoexponencial y que se mantiene hasta el final del proceso (hasta las 48 horas tras la

administracion).

Este hecho se aprecia mas claramente al observar la representacion
semilogaritmica de las concentraciones medias experimentales (Grafico 7), en las que se
diferencia una fase lineal correspondiente a la parte media y final de la curva, y una fase
inicial que es susceptible de descomponerse en otra recta de pendiente mas pronunciada

que la anterior.

La transformacion de esta recta semilogaritmica, en su ecuacion exponencial
correspondiente, desarrolla la expresion biexponencial ya indicada en la ecuacion 2. Por
tanto, la desaparicion de atorvastatina del plasma de pollo, estd regida por dos
constantes hibridas de disposicion. La primera de ellas, o constante de disposicion
rapida (o), rige fundamentalmente los procesos de distribucion y la segunda o constante
de disposicion lenta (B), los procesos de eliminacion. Una vez alcanzado el equilibrio en
la distribucion, la constante de disposicion rapida (o), deja de tener influencia practica,
por lo que se puede asumir que la desaparicion de atorvastatina del plasma de pollos,
queda determinada por la constante de la Gltima fase o constante de disposicion lenta

(B). Por definicion, el valor de a es siempre superior al de B (Doménech y cols., 1997).

El descenso rapido inicial de las concentraciones plasmaticas, implica una rapida
distribucion a los tejidos, durante la primera fase, seguida de una distribucién mas lenta
en la siguiente, detectdndose concentraciones de atorvastatina en plasma hasta las 48

horas.
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5.2.2.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS

A continuaciéon se van a comentar los pardmetros farmacocinéticos mas
representativos de atorvastatina tras su administracion intravenosa a pollos. Los
parametros farmacocinéticos obtenidos por andlisis compartimental para cada uno de los
animales, junto con sus valores medios y estadisticos asociados, y para las
concentraciones medias se muestran en las Tablas 5 y 6. En la Tablas 8 y 10 aparecen
los pardmetros farmacocinéticos no compartimentales del firmaco referentes a cada

pollo, junto con sus valores medios y estadisticos asociados.
5.2.2.1.- CONSTANTES DE DISPOSICION RAPIDA Y LENTA.

Las constantes a y [ se denominan macroconstantes rapida y lenta de
disposicion que, farmacocinéticamente, son consideradas hibridas, al englobar los
procesos de distribucion y eliminacion del firmaco (Doménech et al., 1997). Estas

constantes son de primer orden (Pla y del Pozo, 1974).

En el presente estudio, los valores medios de estas constantes para atorvastatina
han sido de 4,60 h™' y 0,20 ™' para a y P, respectivamente. Aunque no existen datos en
la bibliografia para comparar con otros estudios, los valores obtenidos concuerdan con

con la hipotesis del mayor valor para a respecto a f3.

Las constantes hibridas de disposicion pueden relacionarse mediante la razén
a/B, que informa cudl de ellas controla principalmente los procesos de distribucion y
eliminacion (Pla y Obach, 1982). Asi, cuanto mas elevado sea dicho cociente, tanto mas
bicompartimental puede considerarse la distribucion del fArmaco. En nuestro estudio, la
relacion o/P puede calcularse, obteniéndose un valor de 23 (= 3,53), el cual es indicativo

de la gran diferencia existente entre ambas fases. Este valor indica que la distribucion de
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la atorvastatina es, preferentemente, bicompartimental y que es la constante  la que
controla principalmente los procesos anteriormente citados, ya que los regula durante

mas tiempo.
5.2.2.2.- MICROCONSTANTES

Las constantes o y P, no son las verdaderas constantes de distribucion y
eliminacion, ya que ambas participan en los dos procesos, las denominadas

microconstantes son las que realmente los regulan.

En el modelo bicompartimental, considerando que la eliminacion del farmaco se
produce desde el compartimento central, existen tres microconstantes: la constante de
transferencia del compartimento central al compartimento periférico (k;»), la constante
de retorno del compartimento periférico al central (ky;) y la constante de eliminacion
desde el compartimiento central (k;o). Podemos observar esquematicamente en la figura
5, los procesos de transferencia del farmaco entres los dos compartimentos, central y

periférico, y el de eliminacion desde el central.

En este modelo, el farmaco se distribuye instantaneamente en el compartimento
central, desde el cual pasa al compartimento periférico de acuerdo con un proceso
cinético de primer orden, regido por la constante de velocidad kj, y retorna hacia el
compartimento central (desde el cual se produce la eliminacion, también segiin una
cinética de primer orden regida por la constante kjo). El proceso cinético de retorno,

también de orden uno, viene regido por la constante k,; (Doménech et al., 1997).

Los valores medios obtenidos para dichas constantes, en el caso de atorvastatina
en el pollo, son ki = 2,83 h', ko; = 1,30 h™' y ko = 0,68 h™' (Tabla 6). Esto pone de

manifiesto que para cada ave la constante de paso al compartimento periférico desde el
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compartimento central (ki) es la que adquiere un mayor valor, indicando una rapida
transferencia del farmaco desde el compartimento central, con poco retorno al
compartimento central. Este hecho parece indicar que el farmaco tiene capacidad para

acumularse o retenerse en el compartimento periférico.

Bolus IV
D

—
rY
o

k21
l k10

Figura 5.- Representacion esquematica del modelo bicompartimental tras la administracion

intravenosa de un farmaco.

Si observamos estas constantes podemos establecer relaciones de interés, como
la relacion B/kyo, que alcanza un valor de 0,29 (+0,04), y sefiala una eliminacion global
del farmaco desde todo el organismo, regida por una constante § inferior a la verdadera
constante de eliminacion (kjo), lo que confirma de nuevo la adecuacion de la disposicion

de atorvastatina a un modelo bicompartimental.

Del estudio de la relacion kjo/kio, se obtiene un valor de 4,16 (£0,03). Como se
puede observar, este valor es muy superior a 1 y nos indica que existe una velocidad de
paso al compartimento periférico del farmaco, muy superior a la de eliminacion del
mismo. Esto es debido a la alta capacidad de penetracién a través de membranas

biologicas de atorvastatina.

Si estudiamos la relacion entre la constante de transferencia y retorno, desde el

compartimento periférico kj»/k,;, esta adquiere el valor de 2,17 (+0,26). Este resultado
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indica que el farmaco accede al compartimento periférico y se produce cierta retencion

del mismo en el compartimento periférico.

Del analisis de la relacion ky;/kjo, se obtiene un valor de 1,91 (£0,04), por lo que
el retorno del farmaco, del compartimento periférico al compartimento central,
condiciona en cierta medida su eliminacion. Esto concuerda con que la existencia de

cierta retencion del farmaco en el compartimento periférico.

5.2.2.3.- SEMIVIDA Y TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA

La semivida de la fase de disposicion rapida (t,,) para atorvastatina, ha sido de
0,50 horas, y la semivida de la fase de disposicion lenta (tp), considerado como tiempo
de vida media o semivida del farmaco (Atkinson y Kushner, 1979; Gibaldi y Perrier,

1982, Rowland y Tozer, 2010) se estima en 4,85 horas (Tabla 6).

El analisis farmacocinético no compartimental permite calcular el denominado
momento 1 o tiempo medio de residencia (MRT). Este pardmetro es independiente del
modelo farmacocinético elegido y tiene un significado analogo al ti,3 que se halla en los
modelos compartimentales. E1 MRT, se obtiene directamente de la curva experimental y
puede considerarse como una variable estadistica aleatoria. El ti,g por el contrario, es un

parametro obtenido a partir de la ecuacion de ajuste.

En el presente estudio se ha obtenido un valor de MRT de 10,69 horas (Tabla

10).
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5.2.2.4.- VOLUMENES DE DISTRIBUCION APARENTE

El volumen de distribucion aparente de atorvastatina calculado en funcion del
area bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo (V,) en pollos, alcanza un valor
de 603,50 mL/kg, en tanto que el volumen de distribucion en estado estacionario (V)
adquiere un valor de 320,62 mL/kg (Tabla 10). Como se puede observar estos valores
son altos, e indican que el farmaco tiene una excelente distribucion en tejidos y fluidos
en esta especie. La diferencia obtenida entre ambos volumenes de distribucion es
consecuencia del método empleado para su calculo. En el caso de V,, se utiliza B en el
denominador, es decir se multiplica por el t,g, en cambio, en el calculo del Vg se
multiplica por el MRT. Estas diferencias condicionan la validez de un determinado
volumen de distribucion. En general, el volumen de distribucion es 1til para transformar
concentraciones en cantidades de farmaco en el organismo y viceversa. Debido al
método de célculo, el Vi es valido en aquellos momentos en que la curva de nivel
plasmatico esta en zonas proximas a la inflexion y, por supuesto, durante la misma (Vs
= Vc + Vp), en tanto que el V, es vélido en una zona mas amplia de la curva de nivel
plasmatico, a partir de concentraciones anteriores al inicio de la fase de disposicion

lenta hasta el final del proceso (Doménech et al., 1997).
5.2.2.5.- AREA BAJO LA CURVA

El area bajo la curva de niveles plasmaticos (AUC), es un parametro que permite
calcular el aclaramiento plasmatico y la biodisponibilidad del farmaco tras su
administracion extravascular. Se calcula integrando, entre tiempo cero e infinito, la
curva de concentracion plasmatica-tiempo, y puede hacerse tanto por analisis

compartimental (a partir de la ecuacion general del proceso) o por andlisis no
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compartimental (métodos trapezoidal o logaritmico trapezoidal, a partir de la curva

experimental) como en este caso.

El valor de AUC obtenido para atorvastatina en pollos es de 98,86 pgeh/mL
(Tabla 10). Respecto a valores de AUC obtenidos en otras especies utilizadas como
biomodelos animales, en el caso de la rata, se obtiene un AUC de 78,7 tras la

administracion de atorvastatina a una dosis de 2 mg/kg por via intravenosa (Lau et al.,

2006)

5.2.2.6.- ACLARAMIENTO PLASMATICO

El aclaramiento plasmatico (CI) puede calcularse a partir de las curvas de niveles
plasmaticos, recurriendo a métodos modelo-dependientes, basados en los modelos
compartimentales y fisiologicos, o utilizando métodos modelo-independientes basados
en la estimacion del AUC (Doménech et al., 1997). En nuestro estudio, se ha calculado
el Cl en funcién del area bajo la curva mediante analisis no compartimental. El valor
obtenido ha sido de 30,99 mL/kgeh (Tabla 10). Lau et al, (2006), obtuvieron valores de

32,3 mL/min/kg en ratas tras la administracion intravenosa.
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5.3.- ADMINISTRACION ORAL DE ATORVASTATINA EN

POLLOS

5.3.1.- MODELO FARMACOCINETICO

La evolucion de las concentraciones plasmaticas de atorvastatina, tras la
administracion oral de 3 mg/kg en pollos (tabla 11), se ha ajustado, igual que en la
administracion intravenosa, a modelos compartimentales con y sin ponderacion de los

datos experimentales.

En todos los animales estudiados el valor de AIC indica un mejor ajuste a un
modelo monocompartimental con ponderacion al inverso al cuadrado de la
concentracion. Asi, la evolucion de las concentraciones plasmaticas de atorvastatina,
tras su administracién oral, sigue un modelo farmacocinético monocompartimental

abierto con absorcion de primer orden.

Igual que en la administracion intravenosa, y tras un analisis de la varianza no
paramétrico (tabla 13), se ha verificado la homogeneidad de los datos obteniéndose que,
la inica fuente de variacion es el tiempo, por lo que se manifiesta homogeneidad a un

tiempo determinado en las concentraciones para todos los animales.

En la literatura no existen estudios compartimentales en pollos tras la

administracion de atorvastatina via oral.

Cuando se administra un farmaco por via extravascular (oral, intramuscular,
subcutanea, transdérmica, etc.) el modelo bicompartimental puede esquematizarse como
se indica en la figura 6, en la cual se considera la variacion instantanea de concentracioén

en el compartimento central:
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Administracion Extravascular

D

Figura 6.- Representacion esquematica del modelo monocompartimental tras la administracion

extravascular de un farmaco.

Este modelo consta de dos compartimentos, al considerar el que corresponde a

los lugares de absorcion.

La representacion directa de las concentraciones medias experimentales para
cada animal en escala semilogaritmica y para las concentraciones medias (Graficos 8-
14), pone de manifiesto que los niveles de atorvastatina aumentan rapidamente durante
la primera fase de absorcion del farmaco alcanzando su maximo alrededor de las 0,50
horas, para descender en la fase posterior, hasta las 12 horas aproximadamente y, a
partir de este momento disminuyen de forma mas lenta, dando lugar a una tercera fase,
que podria considerarse monoexponencial y que se mantiene hasta el final del proceso
(hasta las 72 horas tras la administracion). Este hecho se aprecia mas claramente al
observar la representacion semilogaritmica de las concentraciones medias

experimentales (Grafico 14).
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5.3.2.- PARAMETROS FARMACOCINETICOS

Los parametros farmacocinéticos obtenidos por andlisis compartimental y no
compartimental para atorvastatina, se muestran en las Tablas 15 y 18 respectivamente, y
van referidos a cada pollo, junto con los valores medios y estadisticos asociados (Tablas
16 y 20). Pasamos a continuaciéon a comentar los parametros farmacocinéticos mas

representativos del farmaco tras su administracion oral en pollos.
5.3.2.1.- TIEMPOS DE VIDA MEDIA, MRT Y MAT

Al igual que en la via intravenosa, se ha calculado el tiempo de vida media de la
fase de disposicion rapida (tykio0) obteniendo un valor de 17,54 horas (Tabla 16),
significativamente superior al que se obtuvo tras la administracion del farmaco por la
via intravenosa (4,56 h). Es un hecho frecuente que en los estudios farmacocinéticos, los
valores de vida media tras la administracion extravascular sean superiores a los
obtenidos por la via intravenosa, entre otras razones, debido a que los procesos de

absorcion pueden actuar como factores limitantes en los procesos de eliminacion.

En la Tabla 20, se presentan los valores correspondientes al MRT y el tiempo
medio de absorcion (MAT) orales; en tanto que el MRT intravenoso aparece en la Tabla
10. A la vista de los resultados obtenidos para cada uno de estos parametros en los
distintos animales, se puede apreciar como en todos los pollos el valor de MAT es
inferior al del MRT intravenoso. Si se consideran los valores medios obtenidos, el MRT
intravenoso resulta ser en torno a 2 veces superior al MAT oral. De ello se concluye
que, en principio, la absorcidn, tras la administracion oral de atorvastatina, no

condiciona su eliminacién.
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5.3.2.2.- TIEMPO MAXIMO Y CONCENTRACION MAXIMA.

Otro parametro a tener en cuenta tras la administracion oral es el tiempo en que
se alcanza la concentracion plasmatica maxima o tiempo maximo (Tmax). El valor de
este parametro ha sido de 2,66 h (Tabla 16). El Tmax es independiente de la dosis
administrada, pero si se modifica en funcién de la forma farmacéutica administrada y la
via de administracion, ya que depende de la constante de absorcion. Si comparamos el
Tmaéx con el obtenido en otro biomodelo en ratas (Lau et al., 2006) el valor obtenido es
de 0,5 horas, casi 5 veces menor al obtenido en nuestro estudio. Teniendo en cuenta que
el Tméax en humanos es de aproximadamente 1 hora (Kantola et al., 1998), vemos como
nuestro modelo en pollos, tras la administracion oral, se aproxima a los valores en

humanos.

En cuanto a la concentracion plasmatica maxima (Cmax), el valor obtenido para
atorvastatina en pollos, ha sido de 3,5 pg/mL (Tabla 16). En ratas tras la administracion
de 2 mg/kg de atorvastatina se obtuvo una Cmax comparable de 0,94 ng/mL (Lau et al.,
2006). Hay que tener en cuenta que este parametro depende de la dosis administrada y
por tanto la diferencia esta relacionada con los 3 mg/kg administrados en nuestro

estudio frente a los 2 mg/kg en ratas.

5.3.2.3.- CONSTANTE DE ABSORCION Y SEMIVIDA DE

ABSORCION

En este caso, la constante de absorcion aparente (ko) es 15,65 h™' (Tabla 16) y la

vida media asociada a la misma (tyko1) 0,97 h.
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Si comparamos el valor obtenido para tyo; con el obtenido para t,,g intravenoso,
que es 4,85 h (Tabla 6), podemos observar como este ultimo es casi 5 veces mayor, lo
que indica que la fase de absorcioén no condiciona la eliminacion de atorvastatina en el
pollo. En el hombre se ha encontrado un valor para la constante de absorcion de 3,50 h™!

(Narwal et al., 2010).

5.3.2.4.- AREA BAJO LA CURVA Y BIODISPONIBILIDAD

El valor del AUC permite calcular la biodisponibilidad (F) del farmaco, tras la

administracion oral, mediante la siguiente ecuacion:

AUC; ., /D
F% = 100 % GmEV/ Ev
AUC; /Dy,

Donde el subindice EV hace referencia a las vias extravasculares empleadas, en

nuestro caso la oral.

La biodisponibilidad obtenida es muy elevada, del orden del 93,43% + 25,14
(Tabla 16), lo que indica que, posiblemente, todo el farmaco acceda a la circulacion

sistémica.

En ratas se ha obtenido un valor de 27 % significativamente inferior al obtenido
en nuestro estudio (Lau et al., 2006). A este respecto, cabe sefialar que las
peculiaridades del sistema digestivo de las aves, en este caso de pollos, hace razonable
que se puedan producir estas diferencias significativas en los procesos de absorcion de

la atorvastatina.
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5.4.- COMPARACION ENTRE ADMINISTRACIONES

La disposicion plasmatica de atorvastatina para las vias estudiadas, intravenosa y
oral se ajustan mejor a un modelo bicompartimental abierto en el caso de la via

intravenosa y a un modelo monocompartimental en el caso de la via oral.
5.4.1.- SEMIVIDA EN LA FASE TERMINAL (ty/2:,)

Existen diferencias significativas en los valores de la semivida (p < 0,05) entre la
via intravenosa y cuando se administra el farmaco por la via oral. La existencia de
diferencias entre las semividas medias en la fase terminal para la via intravenosa y la
oral, pueden explicarse posiblemente, porque la fase de absorcién en estas ultimas
influya lo suficiente en la fase de eliminacion del farmaco haciendo que este se elimine

mas lentamente.
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Figura 7.- Tiempos de vida media (t;,) obtenidos en pollos tras la administracion de

atorvastatina via intravenosa (IV) y oral (OR) a una dosis de 3 mg/kg.
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5.4.2.- TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA (MRT)

El MRT se comporta de forma diferente a las semividas descritas anteriormente.
Puede observarse la existencia de diferencias significativas entre ellos (p < 0,05). En la
Tabla 20 se observa que el MRT es mayor en la via oral respecto la via intravenosa.
Esto indica que la permanencia del firmaco es mayor tras la administracion oral, y
como las concentraciones plasmaticas parecen descender mas lentamente en la fase
terminal de la curva, tras estas administraciones (grafica 14), puede ser que la fase
responsable del incremento en el MRT sea la fase de ingreso (la absorcion) y no la de
eliminacion (disposicion).

A continuacion (Figura 8), se presentan de forma grafica los valores de MRT de

la via intravenosa y oral:

30

26,03

25

20

15

10,69
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Figura 8.- Tiempo medio de residencia (MRT) obtenido en pollos tras la administracion de

atorvastatina via intravenosa (IV) y oral (OR) a una dosis de 3 mg/kg.
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5.4.3.- AREA BAJO LA CURVA (AUC)

Las pruebas no paramétricas ponen de manifiesto la existencia de diferencias
significativas en los valores de AUC obtenidos para atorvastatina en pollos tras la via

intravenosa y oral.

100
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92
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Figura 9.- Area bajo la curva de niveles plasmaticos (AUC) obtenidos en pollos tras la

administracion de atorvastatina via intravenosa (IV) y oral (OR) a una dosis de 3 mg/kg.

Al comparar los valores de AUC (Figura 9), se puede apreciar que el AUC

obtenido tras la administracion oral es similar a la intravenosa.
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Figura 10.- Comparacion de las curvas de niveles plasmaticos obtenidos en pollos tras la

administracion de atorvastatina via intravenosa (IV) en azul y oral (OR) en rojo a una dosis de 3 mg/kg.
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5.5.- DESCENSO DE LOS PERFILES LIPIDICOS EN POLLOS

TRATADOS CON ATORVASTATINA

En la tabla 21 aparecen los resultados analiticos de los parametros lipidicos del

plasma en los grupos experimentales.

Hemos obtenido una disminucion del 33 % de los niveles de colesterol total en

el grupo tratado con atorvastatina respecto al grupo control aterogénico.

En conejos y a una dosis semejante a la nuestra, (Bocan et al., 1994, Auerbach et
al., 1995) se obtuvieron unas reducciones similares, un 45 % en ambos casos. A dosis
mayores, (Auerbach et al., 1995) se aument6 la reduccion del colesterol total a un 54 %,
con dosis de 10 mg/Kg/d y con dosis de 10 a 25 mg/Kg/d se redujo el colesterol entre
un 22 a 47 % (Krause et al., 1995). En gallinas no ponedoras, la reduccion de colesterol

en sangre respecto al grupo control se situé en torno a un 45% (Elkin et al., 2006).

La disminucion del colesterol total se ha producido a expensas del colesterol
LDL (LDLc). Hemos obtenido una reduccion del 45 % de media en los niveles de LDLc

respecto al grupo control.

En cerdos pequefios alimentados con una dieta enriquecida con 0.1 % de
colesterol y administrando una dosis igual a la nuestra, obtuvo solamente una reduccioén
del 32 % del LDLc acompafiado de una disminucion del 16 % de los niveles de

colesterol total (Burnett et al., 1997).

Con una dosis de 10 mg/Kg/d. se han conseguido reducciones de LDLc de hasta
un 75 %. En conejos normolipémicos y con dosis de 10 mg/Kg/d de atorvastatina

obtuvo una disminucion del 49 % de colesterol total y 75 % de LDLc (Krause et al.,
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1995), sin embargo con la misma dosis pero con lovastatina, hubo una disminucién de

28 % de colesterol total y 40 % de LDLc (Krause et al., 1995)

Con dosis de 5 mg/Kg/d. de atorvastatina, el LDLc disminuy6 en un 40 % con
una reduccion de colesterol total de 60 % (Herndndez-Presa et al., 1996). En otros
estudios, las reducciones han sido menores y con dosis iguales o superiores a las

nuestras.

Solamente en un estudio de la revision bibliografica realizada, se refiere un
ligero aumento de las HDL colesterol al administrar atorvastatina a dosis de 5 mg/Kg/d,

aunque no en todos los animales del ensayo (Bocan et al, 1998).

Los niveles de Triglicéridos disminuyeron solamente en el grupo con dieta
normal. En la mayoria de los estudios revisados se obtienen disminuciones de los
niveles de triglicéridos entre un 19 a 70 % con dosis de atorvastatina que oscilaban de

2.5 a 10 mg/Kg/d.

En un estudio con gallinas no ponedoras, la reduccion de triglicéridos fue del
70,1% en el grupo control, mientras que la reduccion fue del 34,3% en el grupo
alimentado con una dieta enriquecida en colesterol (Elkin et al., 2006). En otro estudio
realizado con ratas tratadas con atorvastatina a dosis de 10 mg/Kg, la reduccion de

triglicéridos en sangre fue del 35% (Sanguino et al., 2005)
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Conclusiones

1.- El comportamiento farmacocinético de atorvastatina tras su administracion

intravenosa y oral en pollos, a una dosis Unica de 3 mg/kg, se ajusta a un modelo
bicompartimental abierto en el caso de la administracién intravenosa Yy

monocompartimental en el caso del administracion oral.

2.-  Las semividas en la fase terminal (ty,) obtenidas para atorvastatina para las dos

vias de administracion son: 1V (4,85 h), y OR (17,54 h), que son significativamente
diferentes. Por otro lado, el MRT, adquiere, respectivamente, los siguientes valores:
10,69 h (IV) y 26,03 h (OR). La permanencia de atorvastatina resulta, aproximadamente

2,5 veces, tras la administracion oral.

3.-  Ladepuracion plasmatica de atorvastatina en pollos medida por el aclaramiento

corporal (Cl) adquiere un valor de 30,99 L/kgeh, tras su administracion intravenosa.

4.-  Los valores del volumen de distribucion aparente en funcion del area bajo la

curva (V; = 603,50 mL/kg) y en el estado estacionario (Vs = 320,62 mL/kg) de
atorvastatina tras la administracion por via intravenosa, indican que existe una buena

distribucion del farmaco y un buen acceso a los tejidos y fluidos en esta especie.

5.-  La constante de absorcion obtenida para atorvastatina tras la administracion oral

ha sido: 15,65 h™, por lo que estamos ante una réapida absorcién. La concentracion
plasméatica maxima (Cmax), obtenida para atorvastatina en pollos fue de 3,50 pug/mL, lo

cual corrobora las buenas caracteristicas de absorcion de este fa&rmaco en pollos.
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6.-  La biodisponibilidad (F) de atorvastatina, tras su administracién oral en pollos es
del 93,38%.
7.-  Los datos farmacocinéticos obtenidos validan el biomodelo para su utilizacion

con pollos a los que posteriormente se somete a un proceso arteriosclerético en el cual
se evalla la eficacia de la atorvastatina como agente hipolipemiante. Dentro de los
parametros obtenidos, el valor de biodisponibilidad cercano el 100% hace que el
modelo pueda validarse en su régimen de dosificacion, evitando la extrapolacion de las

dosis en humanos.
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Resumen

Se ha estudiado el comportamiento cinético de atorvastatina en pollos tras la
administracion por las vias intravenosa y oral de una dosis de 3 mg/kg de este farmaco

hipolipemiante, con el fin de validar la dosis a utilizar en el biomodelo animal utilizado.

La determinacioén de atorvastatina en plasma se realizd mediante HPLC con
deteccion ultravioleta, siguiendo el método descrito por Siefert (1999), modificado para
atorvastatina. El ajuste a métodos farmacocinéticos compartimentales y no
compartimentales se realizd mediante el programa WinNonlin Professional®. El criterio
utilizado para determinar cudl era la ecuacion que mejor describia la evolucion de los
datos experimentales en cada caso, fue el Criterio de Informacion de Akaike (AIC)

(Yamaoka et al., 1978).

Tras la administracion intravenosa, atorvastatina se distribuye segin un modelo
bicompartimental abierto, a diferencia del modelo monocompartimental descrito para la

via oral.

Tras la administracion intravenosa, la vida media obtenida para el atorvastatina
(ti2az) fue de 4,85 h con un tiempo medio de residencia (MRT) de 10,69 h. Los
volimenes aparentes de distribucion calculados en funcién del area bajo la curva (V,) y
en estado estacionario (V) resultaron ser de 0,60 L/kg y 0,32 L/kg respectivamente,
indicando una amplia distribucion organica. En cuanto al aclaramiento plasmatico (Cl),

¢éste alcanzé un valor de 30.99 mL/kgeh.

Por via extravascular, cuando se administrd atorvastatina por via oral, se
registraron los siguientes tiempos de vida media: 17,54 h con un valor de MRT de 26,03

horas.
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La biodisponibilidad de atorvastatina cuando se administr6 por via oral alcanzo

un valor de 93.38 %.

En el estudio del descenso de los perfiles lipidicos en pollos tratados con
atorvastatina, los resultados analiticos de los parametros lipidicos del plasma en los
grupos experimentales dieron como resultado una disminucion del 33 % de los niveles
de colesterol total en el grupo tratado con atorvastatina respecto al grupo control

aterogénico.
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Summary

Pharmacokinetics of atorvastatin was studied following intravenous and oral

administration of single doses of 3 mg/kg to chickens.

Plasma concentrations were determined by HPLC assay with ultraviolet
detection following the method described by Siefert et al(1999) modified for
atorvastatin. The fitting to compartmental and non compartmental pharmacokinetic
methods was carried out by using WinNonlin Professional® computer programmes.
The Akaike’s information criterion (AIC) (Yamaoka et al., 1978) was used to select the

best equation that defines plasma concentration-time data for each animal.

The atorvastatin plasma concentration is distributed by a two compartment open
model for intravenous dosing, unlike one-compartment model that could best be

described for oral administration.

The atorvastatin terminal half-life (t2[1z) was 4.85 h after intravenous
administration, with a mean residence time (MRT) of 10.69 h. The apparent volumes of
distribution calculated by the area method (Vz) and at steady-state (Vss) were 0.60 and
0,32 L/kg, respectively, indicating a wide body distribution. Total body clearance was

30.99 mL/kgeh.

After extravascular administrations, terminal half-lives was 17.54 h. MRT value

obtained was 26.03 h.
Absolute bioavailability was 93.38 % after atorvastatin oral administration.

Pharmacokinetic values obtained in this work confirm the validity of the animal
model (chickens fed hypercholesterolemic diets to induce atherosclerosis) and make it

suitable for atorvastatin intervention studies. The biodisponibility value near to 100%
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makes it possible to use its own dosage regimen, avoiding extrapolation from human

dosage.

We can see as well that the values of serum total cholesterol decrease in

33% in the group treated with atorvastatin versus those fed hypercholesterolemic diets.
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Abreviaturas

. ABREVIATURAS

ACAT: Acetil Colesterol Acil Transferesa.

- apoA: Apolipoproteina A.

- apoA-I: Apolipoproteina A-I.

- apoA.II: Apolipoproteina A-II.

- apoB: Apolipoproteina B.

- apoB-100: Apolipoproteina B-100.

- apoC: Apolipoproteina C.

- apoC-I: Apolipoproteina C-I.

- apoC-II: Apolipoproteina C-I11.

- apoC-III: Apolipoproteina C-II11.

- apoE: Apolipoproteina E.

- CML: Células musculares lisas.

- CPK: Creatinfosfatoquinasa.

- HDL: Lipoproteinas de alta densidad.

- HMG-CoA reductasa: Hidrox-metil-glutaril CoenzimaA reductasa.
- HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.
- IDL: Lipoproteinas de densidad intermedia.

- LCAT: Lecitin:colesterol-aciltransferasa.

- LDL: Lipoproteinas de baja densidad.
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Abreviaturas

LPL: Lipoproteinlipasa.

NO: Oxido nitrico.

PCR: Proteina C reactiva.

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.

v-IFN: Interferon gamma.

. PARAMETROS ESTADISTICOS

AIC: Criterio de informacion de AKAIKE.
C.V.: Coeficiente de variacion.

N.S.: Nivel de significacion.

S.D.: Desviacion estandar.

S.E.: Error estandar.

. PARAMETROS FARMACOCINETICOS

AUC: Area bajo la curva, calculada segtn métodos no compartimentales.
Cl: Aclaramiento plasmatico calculado en funcion del area bajo la curva.

Cmax: Concentracion periférica maxima (administracion intravenosa),

concentracion plasmatica maxima (administracion oral).
F: Biodisponibilidad.

Ko:: Constante de absorcion.

Kjo: Constante de eliminacion.

Kj,: Constante de transferencia al compartimento periférico.
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Abreviaturas

K3;: Constante de retorno desde el compartimento periférico.
MRT: Tiempo medio de residencia.

Tmax: Tiempo en el que se alcanza la concentracion periférica maxima
(administracion intravenosa), tiempo en el que se alcanza la concentracion

plasmatica maxima (administracion oral).
t,: Vida media del farmaco.
Vs: Volumen de distribucion aparente en estado estacionario.

V.: Volumen de distribucion aparente en funcion del area bajo la curva.
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