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RESUMEN

La actividad muscular mediante el entrenamiento o cualquier otro estimulo,
lleva consigo disminucion de glucdgeno intramuscular, fosfocreatina, reservas de
adenosin trifosfato (ATP) y un aumento de iones fosfato, ademas de hidrégeno
inorganico, que provoca la reduccion de la eficacia contractil y del correcto
desempenio muscular. Estas modificaciones dan lugar a la fatiga periférica. En
muchos deportes, esta fatiga vendria marcada por el incremento de la acidez

intracelular y bloqueos enzimaticos.

Carnosina (f-alanil- l-histidina) estd presente en altas concentraciones en el
musculo esquelético humano y es uno de los principales mecanismos
amortiguadores del descenso de pH intracelular. Se ha demostrado que la
ingestion de [-alanina, eleva el contenido de carnosina muscular y varios estudios
han mostrado que la suplementacion de (-alanina mejora el rendimiento en
pruebas mixtas que conllevan fatiga por acumulaciéon de protones (H*), ya que
estos son tamponados por la carnosina muscular que se crea a partir del consumo
de dicha B-alanina. Por tanto, la B-alanina puede tener una accion ergogénica
independientemente del estado del entrenamiento, y su consumo durante un

periodo prolongado mejora el rendimiento de los deportistas.

En este proyecto se ha evaluado la biodisponibilidad, farmacocinética y
efecto de parestesia de la (3-alanina después de la administraciéon en una
formulacion piloto consistente en una nueva mezcla de polvo de liberacion
controlada versus una formulaciéon en comprimidos de liberacién controlada
(referencia) en sangre y orina tras la administracion oral de una dosis tnica de 8 g
de B-alanina. El estudio, previa aprobacién por el Comité de Etica de la UCAM, se
ha llevado a cabo con doce sujetos, estudiantes de ambos sexos, con un disefio
cruzado en dos sesiones, simple ciego y aleatorizado. A cada participante se le
administr6 por via oral la formulacién de prueba (B-alanina 8 g, L-histidina 300
mg, L-carnosina 100 mg) o el producto de referencia (10 tabletas para alcanzar (3-

alanina 8 g, Zinc 20 mg) con un periodo de lavado de 1 semana. Se hicieron



extracciones sanguineas a tiempo 0 (pre-dosis), 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240,
300, 360, 420 y 480 min y se determino la concentracion de -alanina, L-histidina y
otros aminoacidos séricos para su analisis farmacocinético. Se recogi6 la orina
hasta las 4h y 8h. Simultdneamente, se evalud la intensidad de la parestesia
mediante varios tests especificos de parestesia con una puntuacion visual
analogica (VAS), una puntuacidon sensorial de intensidad categorica (ISS), un
inventario cualitativo de sintomas leves (QLSI) y una puntuacion de la
sensibilidad del cuerpo (SSS).

Se observo que el Cvax y el AUCo . = aumentaron 1,6 y 2,1 veces (ambos p
<0,001) en el producto de prueba, lo que produjo una biodisponibilidad 2,1 veces
mayor; Ka disminuy6 en la prueba (0.0199 + 0.0107 min™) versus el producto de
referencia (0.0299 + 0.0121 min) (p = 0.0834) asi como V / F y Cl / F (ambos p
<0.001). Por otra parte, los parametros de disposicion de (3-alanina MRTo -, -
(prueba: 150 + 20 min, referencia: 138 + 18 min), kel (prueba: 0.0111 + 0.002 min,
referencia: 0.0103 + 0.0020 min) y ti2 (prueba: 63,5 + 8,7 min, referencia: 68,9 + 9,8
min) no fueron modificados por la formulacion sugiriendo que el aumento de
biodisponibilidad se debe a una mayor eficacia del proceso de absorcion. Por un
lado, es probable que la liberacion mas lenta en la formulacion de prueba no
sature los transportadores que median la absorcién intestinal de aminodcidos vy,
por otro lado, la coadministracion con L-histidina podria prevenir el metabolismo
de primer paso hepatico de la [-alanina resultando en wuna mayor

biodisponibilidad relativa.

La méaxima intensidad de parestesia, Emax aumento 1,7 veces utilizando la
VAS (p =0,086) y la ISS (p = 0,009) asi como su “exposicion”, AUEC, que aumentd
1,9 veces con la VAS (p =0,107) y la ISS (p = 0,019). Cuando se analizé su relacion
farmacocinético-farmacodinamica, se observo un bucle de histéresis en sentido de
las agujas del reloj hasta ahora no descrito en la literatura, y podria indicar la
presencia de tolerancia o taquifilaxia, corroborado por alcanzarse su TEmax antes
que la Cmax plasmatica. Ademds, no se observd ninguna correlacion entre los
parametros plasmaticos Cvax y AUCo . - y los pardmetros de parestesia Emax,
AUEC mostrando la no predictibilidad de la parestesia a partir de la exposicion
plasmatica de (-alanina. En el andlisis de otros efectos, la QLSI no determiné



diferencias significativas entre las formulaciones en polvo y comprimidos,
excepto en Emax (p= 0,026) con la sensacion de cosquilleo y picazon y AUEC
(p=0.045) con la sensacion de estremecimiento y escalofrios, y en la ISS las areas
del cuerpo asociadas con mas sintomas de parestesia por la suplementacion con
B-alanina fueron las extremidades tanto superiores como inferiores entre 30-90
minutos desde el momento de la ingesta inicial. Finalmente, no se notificaron

otros efectos secundarios.

Cabe concluir, por tanto, que la nueva formulacion de liberacion controlada
ofrece un incremento mayor del 100% en la biodisponibilidad de {3-alanina, lo que
abre un nuevo paradigma para las estrategias de suplementacion crénica a corto o
medio plazo en la nutriciéon deportiva para aumentar las reservas de carnosina y

mejorar el rendimiento deportivo.

Palabras clave: (-alanina. L-histidina. Rendimiento. Carnosina.

Farmacocinética. Biodisponibilidad. Parestesia.



ABSTRACT

Muscle activity through training or any other stimulus, leads to a decrease
in intramuscular glycogen, phosphocreatine, adenosine triphosphate (ATP)
reserves and an increase in phosphate ions, in addition to inorganic hydrogen,
which causes a reduction in contractile efficiency and proper muscle
performance. These modifications lead to peripheral fatigue. In many sports, this

fatigue would be marked by increased intracellular acidity and enzymatic blocks.

Carnosine (-alanyl-I-histidine) is present in high concentrations in human
skeletal muscle and is one of the main buffer mechanisms for lowering
intracellular pH. Ingestion of (-alanine has been shown to increase muscle
carnosine content and several studies have shown that supplementation of -
alanine improves performance in mixed tests that lead to fatigue due to
accumulation of protons (H*) since these are buffered by carnosine muscle that is
created from the consumption of the (3-alanine. Therefore, -alanine can have an
ergogenic action regardless of the state of training and its consumption during a

prolonged period improves the performance of athletes.

In this project we have evaluated the bioavailability, pharmacokinetics and
paresthesia effect of (-alanine after administration in a pilot formulation
consisting of a new controlled-release powder mix versus a controlled-release
(reference) tablet formulation in blood and urine. After oral administration of a
single 8 g dose of B-alanine. The study, prior approval by the UCAM Ethics
Committee, was carried out with twelve subjects, students of both genders, with a
crossover design in two sessions, single-blind and randomized. Each participant
was orally administered the test formulation (-alanine 8 g, L-histidine 300 mg, L-
carnosine 100 mg) or the reference product (10 tablets to reach (3-alanine 8 g, Zinc
20 mg) with a washout period of 1 week. Blood samples were taken at time O (pre-
dose), 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 300, 360, 420 and 480 min and the
concentration of [3-alanine, L-histidine and other serum amino acids were

determined for their pharmacokinetic analysis. Urine was collected until 4 hours



and 8 hours. Simultaneously, the intensity of paresthesia was assessed using
several specific tests of paresthesia with a visual analogue score (VAS), a intensity
of sensation score (ISS), a qualitative light symptoms inventory (QLSI) and a body

sensitivity surface score (SSS).

It was observed that Cmax and AUCo -, - increased 1.6 and 2.1 times (both p
<0.001) in the test product, which produced a 2.1 times greater bioavailability; Ka
decreased in the test (0.0199 + 0.0107 min™) versus the reference product (0.0299 +
0.0121 min) (p = 0.0834) as well as V / F and Cl / F (both p <0.001). On the other
hand, the disposition parameters of {-alanine MRTo —, ~ (test: 150 + 20 min,
reference: 138 + 18 min), ke (test: 0.0111 + 0.002 min, reference: 0.0103 + 0.0020
min), kel (test: 0.0111 + 0.002 min, reference: 0.0103 + 0.0020 min) and t1/2 (test: 63.5
+ 8.7 min, reference: 68.9 + 9.8 min) were not modified by the formulation,
suggesting that the increase in bioavailability is due to a greater efficiency of the
absorption process. On the one hand, it is likely that the slower release in the test
formulation does not saturate the transporters that mediate intestinal amino acid
absorption and, on the other hand, co-administration with L-histidine could
prevent hepatic first-pass metabolism of 3-alanine resulting in higher relative

bioavailability.

The maximum intensity of paresthesia, Emax increased 1.7 times using the
VAS (p = 0.086) and the ISS (p = 0.009) as well as its “exposure”, AUEC, which
increased 1.9 times with the VAS (p = 0.107) and the ISS (p = 0.019). When its
pharmacokinetic-pharmacodynamic relationship was analyzed, a clockwise
hysteresis loop was observed so far not described in the literature and could
indicate the presence of tolerance or tachyphylaxis, corroborated by being
reached earlier (TEmax) than plasma Cwmax. Furthermore, no correlation was
observed between the plasma parameters Cmax and AUCo -, - and the paraesthesia
parameters Emax, AUEC showing the unpredictability of paresthesia from plasma
-alanine exposure. In the analysis of other effects, the QLSI did not determine
significant differences between powder and tablets formulations, except in Emax
(p = 0.026) with the sensation of tickling and itching and AUEC (p = 0.045) with
the sensation of shivering and flush, and in the ISS body areas associated with the
most symptoms of paresthesia from [3-alanina supplementation were both upper



and lower extremities between 30-90 minutes from the time of initial ingestion.

Finally, no other side effects were reported.

It can therefore be concluded that the new controlled release formulation
offers a greater than 100% increase in the bioavailability of B-alanine, hat opens a
new paradigm for short or medium term chronic supplementation strategies in

sports nutrition to increase carnosine reserves and improve sports performance.

Keywords: B-alanine. L-histidine. Performance. Carnosine.

Pharmacokinetic. Bioavailability. Paresthesia
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H+ Hidrogenion o proton de hidrogeno

HCD Dipéptidos que contienen histidina
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I-INTRODUCCION

1.1 DEFINICIONES

1.1.1 Complementos alimenticios

Los complementos alimenticios son muy populares en todo el mundo,
especialmente en Europa y EE.UU. Se definen en la Directiva 2002/46/CE del
Parlamento Europeo como fuentes concentradas de nutrientes u otras sustancias
con un efecto nutricional o fisioldgico, cuya finalidad es complementar la dieta
normal. Se comercializan en forma de dosis, por ejemplo, como pildoras,
comprimidos, capsulas o liquidos en dosis medidas, etc. Los complementos no
sustituyen una dieta equilibrada (1). Mientras que la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) de EE.UU., los define como un producto
destinado a la ingestion que contiene un ingrediente dietético destinado a agregar
un mayor valor nutricional para (complementar) la dieta. Se pueden encontrar en
muchas formas de administraciéon, como comprimidos, cdpsulas, capsulas
blandas, capsulas de gel, liquidos o polvos. Algunos complementos alimenticios
pueden ayudar a asegurar que se obtenga una ingesta dietética adecuada de

nutrientes esenciales, otros pueden ayudar a reducir riesgo de enfermedades (2).

Los complementos alimenticios en el mercado actual estdn enfocados a
mejorar las propiedades nutricionales, fisioldgicas o efectos ergogénicos. Los
aminodcidos son unos de los complementos mas populares debido a que, ademas
de prevenir la deficiencia nutricional, mejoran la funciéon muscular y disminuyen
los dafios musculares, cuya consecuencia final es mejorar el rendimiento en el
ejercicio fisico. Los atletas son por lo tanto, una poblacion focal de particular
interés (3). Sin embargo, es dificil tener una idea clara de qué aminoacidos tienen
un impacto ergogénico real. Aunque se han realizado estudios clinicos que
evaluan efectos especificos de aminoacidos concretos en atletas (glutamina,
arginina, leucina, etc.), es la ingesta cronica de la B-alanina (8-ALA) la tinica que
ha demostrado un efecto ergogénico en atletas, con la literatura mas consistente y
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extensa. Si bien la 3-ALA estd considerada como una buena ayuda ergogénica
para ejercicios de entre 30 segundos y 10 minutos (4) de intensidad, pero ineficaz
para ejercicio de resistencia, todavia se necesita mucha investigacion para obtener
suficiente evidencia y poder recomendar cualquier otro aminoacido especifico
para su uso por atletas. Finalmente, también conviene remarcar alguna evidencia
emergente de su posible papel terapéutico en el envejecimiento, las enfermedades

neuroldgicas, la diabetes y el cancer (5).

Asi, entre una gran cantidad de complementos alimenticios disponibles
para la mejora del rendimiento, la 3-ALA es uno de los complementos mas
empleados entre los atletas (6): el 61% de deportistas de equipos competitivos

recientemente encuestados indicaron el uso de 3-ALA (7).

1.1.2 Fatiga muscular

La actividad muscular a través del entrenamiento o cualquier otro
estimulo siempre provoca una disminucion de glucégeno intramuscular,
fosfocreatina y agotamiento de las reservas de ATP, asi como aumento
intracelular de iones fosfato, lactato e hidrdgeno inorganico, [H*] (8). Estos
factores contribuyen a la fatiga periférica que aparece cuando se produce el
agotamiento de las reservas de energia, o se acumulan subproductos del
catabolismo (por ejemplo, ADP, protones y Mg*) provocando que el mecanismo
contrdctil del musculo se deteriore durante el ejercicio (9,10). De hecho, durante
las contracciones musculares intensas, el ATP no mitocondrial se wusa
ampliamente generando ADP (11) y aumentando la produccién de [H*], su
acumulacion da lugar a una disminucion del pH intracelular que afecta la
fosforilacion oxidativa mediada por enzimas debido a la inactivacion de enzimas
glucoliticas (por ejemplo, fosfofructoquinasa) asi como a una disminuciéon del
flujo glucolitico (12). Estos cambios conducen a una reduccion de la eficiencia
contractil de los miofilamentos y pérdida de rendimiento muscular, (13)
coordinaciéon motora subdptima (14) y finalmente a fatiga (15). Esta fatiga
periférica conduce a la activacidon de los nociceptores, que envian sefiales de dolor
al sistema nervioso central para que las interprete y tome las medidas adecuadas.
Por otro lado, el ejercicio intenso, la fatiga y el dafio muscular estan asociados con
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el estrés oxidativo. Las fuentes de oxigeno reactivo (ROS) durante el ejercicio
provocan la fuga de electrones de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial y de neutrofilos activados, entre otros. Asimismo, el ejercicio intenso
también puede inducir reacciones inflamatorias similares a la respuesta de fase
aguda que ocurre en la lesion, que contribuye a un aumento en la produccion de

ROS, particularmente durante los ejercicios de fatiga.

Para revertir o al menos disminuir este proceso, suelen administrarse dosis
de (-ALA que al ser ingerida tras su absorcion intestinal accede al torrente
sanguineo donde puede combinarse con la L-histidina (L-His) para formar un
dipéptido llamado carnosina (CARN) que ejerce propiedades amortiguadoras del
pH (16,17), elimina ROS vy protege contra la peroxidacion lipidica.
Adicionalmente, unos pocos estudios sugieren que ciertos antioxidantes pueden
proteger contra la lesion muscular durante el ejercicio y mejorar el rendimiento

general (18).

La popularidad de la B-ALA se debe, por tanto, a su gran capacidad para
mejorar la capacidad de amortiguacion muscular intracelular, lo que retrasa la
fatiga durante el ejercicio de alta intensidad al aumentar el contenido de dicha
CARN (6).

1.2 B-ALANINA

1.2.1  Estructura y propiedades fisico-quimicas

Todos los aminoacidos que comprenden proteinas son a-aminodacidos, lo
que significa que el grupo amino en la estructura del aminodcido estd unido al
grupo de carbono adyacente al grupo carboxilo. Los -aminoacidos contienen su
grupo amino en el carbono siguiente a esa posicién, como es el caso de la f-ALA
(18). Se trata de un aminoacido no esencial y no proteico producido en el higado
(5), precursor de los péptidos CARN (f3-alanina-L-histidina), anserina (-alanina-
N-metilhistidina) y balenina ((-alanina-N-tau-metilhistidina) u ophidina (-
alanina-3-metilhistidina). Es uno de los cinco [3-aminodcidos que se encuentran en

los mamiferos, los otros cuatro son taurina (contiene un grupo de acido sulfénico
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en lugar del grupo acido carboxilico), R-B-aminoisobutirato, S-3-aminoisobutirato

y B-leucina (18).

A continuacion, se representa su estructura quimica y sus propiedades mas

importantes (Figura 1 y Tabla 1):
O

Hsz\)J\OH

Figura 1. Estructura quimica de la 3-ALA (19).

Tabla 1. Especificaciones de [3-Alanina (20):

*Foérmula empirica C3H7NO2
*Formula lineal NH2CH2CH2C02H
* Naturaleza Polvo color blanco con sabor

ligeramente dulce

* Peso molecular 89,09 g/mol

* Nombre IUPAC Acido 3-aminopropanoico

*N2 CAS 107-95-9

*Punto de fusion 200 °C

*Solubilidad Soluble en agua , ligeramente
soluble en etanol, insoluble en éter y
acetona

*pKa 3,63 (a 5°C)

Una vez ingerido, ya sea a través de los alimentos o como un suplemento
dietético, se combina con L-His dentro del musculo esquelético y otros érganos
para formar CARN. Harris et al. (2006) fueron los primeros en demostrar que la 3-
ALA aumenta significativamente el contenido en CARN (21). Cuando la 3-ALA
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se combina con la L-His, el pKa del anillo de imidazol del residuo de L-His se
incrementa a 6.83, lo que le permite actuar como un tampon de pH intracelular
altamente eficaz (22). Se considera que la (-ALA es el paso limitante de la
velocidad en la sintesis de la CARN muscular, basado en que la concentracion de
ésta en los tejidos es mucho menor que la de L-His (23). Por lo tanto, el objetivo
principal de la suplementacion con (3-ALA es aumentar el contenido de CARN en
el musculo esquelético, mejorando asi la capacidad de tamponamiento
intracelular, permitiendo una mayor tolerancia a la actividad anaerdbica

sostenida (6).

1.2.2  Sintesis y fuentes de p-alanina

La B-ALA es un aminodcido no esencial, lo que significa que puede
producirse en el cuerpo. Se sintetiza en el higado mediante degradacion del
uracilo (24) a través de la enzima (-ureidopropionasa, tercera enzima en la via
catabolica de las bases de pirimidina uracilo y timina, también conocida como f3-
ALA sintasa (18).

Otra fuente de aporte es a través de la dieta con alimentos proteicos de
origen animal como carne roja, pescado y aves de corral, en forma de compuestos
que la contienen como la CARN (Figura 2) (25). La CARN en si misma cuando se

usa como un suplemento nutricional se hidroliza rdpidamente en el plasma (18).

Los niveles de CARN en el musculo esquelético de los omnivoros son
significativamente mads altos que los observados en los vegetarianos (26,27). En los
vegetarianos, la tnica fuente de B-ALA para la sintesis muscular es la
degradacion del uracilo en el higado. Este proceso es demasiado lento o la
disponibilidad de uracilo para la degradacion es muy limitada para mantener
niveles normales de sintesis de CARN en el musculo. La Figura 3 proporciona el
contenido de CARN en funcion de la ingesta de 3-ALA.
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Rainbow trout
Tuna filet
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Turkey breast

Food source

North Atlantic prawns
Chicken breast
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Carnosine content
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Figura 2. Contenido de Carnosina por kg de peso seco en diferentes alimentos
proteicos (28).
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Figura 3. Manipulacién de la dieta del contenido de CARN muscular (29).
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1.2.3  Farmacocinética de 3 -Alanina

La B-ALA se absorbe rdpidamente en sangre y aunque los seres humanos
han desarrollado procesos de sintesis endogena de 3-ALA en el higado a partir de
la degradaciéon del wracilo (24), la administracion Optima de p-ALA
(principalmente carne o suplementos) es necesaria para disponer de (3-ALA
suficiente para la sintesis de CARN muscular (30). Desde un punto de vista
mecanistico, el transporte de (3-ALA a través del intestino se logra mediante el
transportador de aminoacidos H*-acoplado PAT1 / SLC36A1, que también se
conoce como el portador de aminoacidos (31) y tiene lugar mayoritariamente en

la zona distal del intestino.

Al ingerir 10 mg/kg de B-ALA, Lo que equivaldria a una dosis de 800 mg
para un adulto de 80 kg, se aumentan las concentraciones de 3-ALA en el plasma
alcanzandose un pico entre 30 y 40 minutos después de su ingesta (32). En cuanto
a su semivida bioldgica, (tiempo en el que hay una reducciéon del 50% de la
concentracion plasmatica) es de 25 minutos, aunque se ha visto que permanece
con concentraciones eficaces en la circulacion durante aproximadamente 3 horas

desde la ingesta (21).

La incorporacion y transporte de 3-ALA a la célula muscular es a través de
un transportador de (-aminoacidos, dependiente de sodio y cloruro con una
constante de afinidad del transportador de B-ALA, Km de 40 uM, concretamente
el transportador 2 (PEPT2 / SLC15A2) y el transportador de taurina (TauT /
SLC616) (30).

Por tanto, los aumentos en la CARN muscular estan directamente
relacionados con la ingestion de 3-ALA (30). En un estudio de Hill et al. (2007)
(33), examinaron 25 hombres fisicamente activos utilizando un protocolo de
dosificacion inicial de 4,0 g/dia durante la primera semana que luego aumentaron
en 800 mg/semana hasta la semana cuatro y se mantuvo en 6,4 g/dia durante seis
semanas adicionales. Las dosis administradas durante las primeras cuatro
semanas dieron como resultado un aumento del 58.8% en la concentraciéon de

CARN muscular, mientras que un aumento adicional del 21% se observd en la
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semana décima. (6) Se cree que la sintesis de la CARN muscular sigue una
cinética de orden cero con respecto a la disponibilidad de 3-ALA (32,34), mientras
que la disminucion en la CARN muscular sigue la cinética de primer orden
(30,35). La combinacion de ambas cinéticas hara que en este modelo se alcance un
estado estacionario con cualquier dosis proporcionada (22). Everaert et al. (2011)
(26) no observaron una relacion significativa entre el consumo de 3-ALA en la
dieta y el contenido de CARN muscular, por lo tanto, la suplementacion con f3-
ALA puede ser el medio mas eficaz para aumentar el contenido de CARN

muscular (6).

1.2.4 Estudios

Recientemente ha crecido el interés por el uso de $-ALA en ciencias del
deporte. Se considera uno de los suplementos mas populares que utilizan los
atletas de competicion debido a su capacidad para mejorar el rendimiento fisico
en una serie de deportes mixtos y pruebas de ejercicio por parte de individuos
entrenados y desentrenados (6,16,36-39). Como precursor de la CARN, ayuda a
retrasar la fatiga del musculo esquelético (18), siendo su literatura sobre los

efectos ergogénicos de B-ALA la mas consistente.

Su eficacia se ha resumido en una serie de revisiones recientes (23,37,38). En
el primer meta-analisis en 2012, se determind que la (-ALA era eficaz para
ejercicios con una duracion de entre 1 y 4 minutos de intensidad, para mejorar el
rendimiento en deportistas (36). Cuatro afios después, en 2016, Saunders et al (40)
realizaron otro meta- andlisis en el que ajustaron el rango de aplicabilidad a
ejercicios que se realizaban entre 30 segundos y 10 minutos de duracion.
Concluian que la B-ALA podria ser una buena ayuda ergogénica para los
ejercicios de intensidad durante dicho intervalo de duracién, aunque no efectivo
para el ejercicio de resistencia (5). Algunos ejemplos de deportes en los que se se
ha estudiado el rendimiento a través de la suplementacion con B-ALA son el
ciclismo, uno de los deportes con resultados mas beneficiosos, entre ellos un
estudio con pruebas de 1, 4 y 10 km, obteniendo resultados favorables en la
prueba de 4 km (40), que se confirman con otro estudio (41) en el que la
suplementacion con (-ALA aument6 el tiempo hasta el agotamiento
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concomitante con una capacidad anaerdbica aumentada durante el ciclismo de
intensidad supramadxima, durante una prueba también de 4 km de ciclismo, lo
que resulto en un rendimiento general mejorado. La natacion, otro de los deportes
mas estudiados, entre ellos un estudio de 100 y 200 m (42), el combate como judo
o boxeo (43,44) y el waterpolo entre 4-6 semanas con suplementacion entre 4,8 -
6,4 g/dias (45-47).

En cuanto a su forma de administracion en formulaciones de liberacion
sostenida, un estudio con una ingesta de 1,6 g de un comprimido de 3-ALA de
liberacion sostenida dio como resultado una concentracion plasmatica maxima
menor que la misma dosis de una capsula de 3-ALA pura. Asimismo, el tiempo
para alcanzar la concentracion maxima fue mayor (48). Sin embargo, no se
observaron diferencias en su biodisponibilidad al comparar las respectivas areas

bajo la curva concentracion plasmatica-tiempo (AUC).

1.2.5 Laseguridad

Teniendo en cuenta que la B-ALA es un aminoacido de origen natural con
un importante papel fisiologico en el cuerpo, se trata de un suplemento muy
seguro de usar (6). El consumo de B-ALA con las pautas de suplementacion
empleadas hasta el momento no suponen ningun riesgo para la salud, y su uso es

seguro, ya que dispone de elevada evidencia de seguridad (49-51).

El Unico factor que limita la ingesta de B-ALA es que, en dosis agudas
genera una incomoda sensacion de duracion aproximada de 1 hora, conocida
como parestesia (32). La parestesia se puede definir como una sensaciéon de
entumecimiento u hormigueo en la piel y sus sintomas generalmente desaparecen
dentro de los 60-90 min después de la administracion de suplementos (34). Esta
sensacion se da comunmente entre individuos cuando consumen -ALA a dosis
mayores 800 mg en una forma de liberaciéon no sostenida (32). Se piensa que
ocurre como consecuencia de la activaciéon de una via neural dependiente de
histamina, mediante la unién de la B-ALA a los receptores neuronales periféricos
MrgprD, que se expresa en las terminaciones neurales cutdneas de la piel
provocando picor, hormigueo o irritacion en la piel (52). Para evitar esto, se han
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desarrollado comprimidos de B-ALA de liberacion prolongada que dan como
resultado una cinética de absorcion mas lenta y que reducen la incidencia de

parestesia (48).

En unos primeros estudios, Harris et al. En el 2006, (21) observaron que la
administracion aguda de una dosis de 3.2 g de B-ALA produjo sensaciones de
parestesia transitorias en la piel con sintomas que comenzaron a partir de los 20
minutos y duraron hasta una hora. Para evitar estos sintomas, las dosis puras de
-ALA se dividieron en fracciones de 800 mg, las cuales fueron administradas 4
veces al dia por una duracion total de 2-4 semanas, y asi consiguieron que s6lo un
25% de los sujetos reportaran sintomas de parestesia leves. En este mismo estudio
no encontraron cambios en electrocardiograma, bioquimica sanguinea y datos de
seguridad hematologica tras 4 semanas. Tampoco hubo cambios en otros estudios
con protocolos de suplementacion mas largos (8-12 semanas) usando distintas
dosis de entre 0.8 y 3.2 g/dia, tanto en jovenes (34) como en poblaciones de
adultos mayores (53,54). En un meta-andlisis llevado a cabo por Eimear et al (55),
concluyeron que la parestesia ocurre con mayor frecuencia y/o intensidad en
mujeres, asiaticas, con peso menor de 75 kg, en comparacion con hombres,
caucasicos, de peso mayor de 85 kg. Por otra parte, Church et al. (2017) (56) no
encontraron diferencias en los sintomas de parestesia entre los participantes que
consumieron el placebo y los que consumieron una dosis diaria de 12 g de 3-ALA
de liberacion prolongada distribuidos en cuatro dosis de 3 g al dia, siendo ésta la
dosis mas alta dada hasta el momento en un estudio. A pesar de todos estos
estudios con resultados positivos, se desconoce el efecto a largo plazo de la
suplementacion con 3-ALA (6).

Por lo tanto, la administracion oral de 3-ALA en dosis mayores a 800 mg, ha
demostrado causar estas sensaciones transitorias de hormigueo que tienen una
duracion de entre 60 y 90 minutos, relacionadas con mecanismos cinéticos de la 3-
ALA en plasma (30).

Para evaluar la parestesia, se llevan a cabo unos cuestionarios sensoriales
durante las extracciones, que se basan en procedimientos para evaluar los efectos

secundarios con distintos tipos de escala de donde se obtiene una percepcion de
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la intensidad, categoria de la sensacién, distribuciéon de sensaciones en un

cuestionario corporal y apariencia visual (57).
1.3 L-HISTIDINA

1.3.1 Estructura y propiedades fisico-quimicas

Se trata de un a-aminoacido esencial en humanos y otros mamiferos, con un
grupo funcional imidazol que le aportard la mayoria de sus propiedades. Fue

aislada por primera vez por el médico aleman Albrecht Kossel en 1896 (58).

Las fuentes dietéticas probablemente representan la mayor parte de la L-His
en el cuerpo (58). La Organizacion Mundial de la Salud sugiere que la cantidad
diaria recomendada de L-His para adultos es de 12 mg / kg, o 840 mg en un
adulto de 70 kg (59). La L-His plasmatica en adultos normales en ayunas varia de
aproximadamente 4 a 20 mg/L, o de 26 a 130 uM (60-64). Como con la mayoria de
los aminodcidos, las concentraciones intracelulares de L-His son mayores que las
de los fluidos extracelulares. Asi, un estudio encontré una L-His en plasma de 80
+ 12 umol/L en sujetos masculinos normales, mientras que la L-His en tejido

muscular homogeneizado de estos sujetos fue de 370 + 14,5 umol/L (64).
A continuacidn, se representa su estructura quimica donde cabe destacar el

anillo imidazol de cardcter basico, y algunas de sus propiedades mas importantes
(Figura 4 y Tabla 2):

(// OH

HN NH,

Figura 4. Estructura quimica de la L-His (65).
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Tabla 2. Especificaciones de L-His (66):

*Férmula empirica C6HIN302

* Naturaleza Polvo cristalino o blanco, inodoro
con sabor dulce

* Peso molecular 155,15 g/mol

* Nombre IUPAC (2 S) -2-amino-3- (1 H -imidazol-5-
il) propanoico

*N¢ CAS 71-00-1

*Punto de fusion 287 °C

*Solubilidad Soluble en agua. Insoluble en éter
etilico, acetona; ligeramente soluble
en etanol

*pKa 2,76 (a 0°C)

Fisiolégicamente, se trata de un precursor de la biosintesis de histamina y
CARN, con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias de varios dipéptidos
biolégicamente importantes (58), que incluyen CARN (p-alanil-L-histidina),
anserina  ((-alanil-3-metil-L-histidina) y homocarnosina (l-aminobutiril-L-
histidina) (67).

Sus propiedades como antiinflamatorio se atribuyen a la capacidad del
anillo de imidazol para secuestrar especies de oxigeno reactivo (ROS) generadas
por las células durante la respuesta inflamatoria aguda (68). Se trata de un
neutralizante del radical hidroxilo (69) y oxigeno singlete (forma molecular
excitada energéticamente, O2). En el primer caso, interactuando quimicamente al
interferir con las reacciones redox que involucran a los iones metalicos que
producen el radical hidroxilo, y en el segundo caso, por interacciones directas del

anillo imidazol de la L-His con el oxigeno singlete (58):


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/ethyl%20ether
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/ethyl%20ether
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/acetone
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/ethanol
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Radical hidroxilo: La L-His fue uno de los eliminadores mas eficaces entre
los 29 compuestos bioldgicos probados, junto con otros aminodcidos, proteinas
albiiminas, coladgeno e histonas (69), al ser estos agregados en estudios in vitro de
"atrapamiento de espin" utilizando quimica Fentontype para generar el radical
hidroxilo, esto es, un proceso de oxidacion avanzada en el cual se producen
radicales altamente reactivos del hidroxilo (OH-) usando perdxido de hidrogeno

(H202) catalizado con metales de transicion, generalmente hierro.

Erickson y Hultin sugirieron que, la capacidad de la L-His para inhibir la
peroxidacion lipidica puede deberse a su capacidad para coordinarse con el
hierro, evitando asi la reduccion de Fe* a Fe?* (70,71). La L-His se une y, en dosis

altas, modula la absorcion de metales como el zinc, el cobre, y el hierro (58).

Oxigeno singlete: Se trata de una especie de oxigeno toxica no radicalaria
bioldgicamente importante que es altamente reactiva debido a un electron
excitado promovido a un orbital de mayor energia (72). El oxigeno singlete esta
implicado en gran parte del dano tisular producido por el anién superoxido a
través de la reaccion clasica de Haber-Weiss (reacciéon del superdxido con
perdxido de hidrogeno para producir oxigeno molecular y un OH) (73), ademas
de en procesos patologicos que van desde la lesion por reperfusion de isquemia
hasta el envejecimiento cutdneo inducido por luz ultravioleta y los efectos de

cloracion en el agua (67,74-80).

La L-His se trata del aminoacido mads activo en la captacion de oxigeno
singlete (81). En general la constante de velocidad quimica para la reaccion de L-
His con oxigeno singlete se ha calculado en el rango de 4 x 107 a 1 x 108 M-1s-1.
(81,82). El atrapador hidrosoluble de L-His no es un inhibidor fisico, sino que
interactiia quimicamente con el oxigeno singlete a través de un endoperdxido
(82).

La eficacia de la L- His como secuestrante de especies tdxicas de oxigeno,
particularmente oxigeno singlete, ha llevado a investigar su eficacia como agente
antioxidante citoprotector en modelos no clinicos de inflamaciéon mediada por

estas especies (58).
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Por lo tanto, como ya hemos visto, la L-His es un metabolito esencial en la
sintesis de CARN, combindndose con la 3-ALA, y aunque no se trate del
metabolito limitante, que en este caso seria la B-ALA (83), aporta importantes
propiedades (58).

1.3.2 Farmacocinética de la L-Histidina

La L-His se absorbe rapidamente, y la biodisponibilidad de las dosis orales
alcanza el 80% o mas. Las concentraciones plasmaticas maximas se observan
aproximadamente 1 hora después de la administracion oral y dosis intravenosas,
y el aclaramiento es similar por ambas vias de administracion (60,61,84). Un
analisis de los datos de la literatura sugiere que la relacion de la dosis de L-His
(oral o intravenosa) y la concentracién plasmatica maxima es lineal hasta al
menos dosis de 200 mg/kg (M. Wade, datos no publicados) (58).

Sitton et al (60) administraron unos 6,4 g (100 mg/kg) de L-His a trece
adultos y calcularon una concentracion plasmatica maxima 8,8 veces por encima
del valor basal, un tiempo hasta la concentracion plasmatica méxima de 0,72 +
0,04 horas y una semivida bioldgica de 1,69 + 0,19 horas. En otro estudio
complementario, se administraron dosis orales de 50 mg/kg a seis mujeres
normales, lo que resultd en una concentracion plasmatica 4,7 veces superior al
valor inicial y un tiempo de semivida de 1,14 + 0,13 horas (60). Otros estudios de
dosis orales de L-His administradas a sujetos normales han mostrado absorcion y
aclaramiento similares y han demostrado que dosis orales tan bajas como 3,7 g
pueden producir aumentos en L-His en plasma 1,35 veces por encima del valor
inicial al menos 4 horas después de la dosificacion (62,63,85).

Las vias implicadas en la biotransformacion de L-His humana se han
descrito detalladamente (58,62,86). La L-His es metabolizada a urocanato por la
enzima histidasa (amidonilasa histidina) principalmente en el higado y la piel. En
el higado, el urocanato se metaboliza a glutamato en una serie de reacciones
iniciadas por la enzima urocanasa mientras que se acumula en la piel al carecer de

urocanasa donde puede isomerizarse en cis-urocanato en presencia de radiacion
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ultravioleta, ejecerciendo un papel protector a la radiacion ultravioleta de la
hipersensibilidad de contacto (87,88). Por otra parte, la L-His también puede
descarboxilarse enzimaticamente a histamina en un porcentaje muy bajo (0,008-
0,02%)(89). Es importante senalar que se han atribuido efectos conductuales
debidos al aumento de histamina cerebral después de dosis grandes de L-His
administradas en roedores. Sin embargo, estos efectos fisioldgicos atribuibles a la
histamina no se han observado en humanos, ni siquiera con grandes dosis orales

o dosis intravenosas de L-His (58).

La L-His también presenta excrecidon renal y se encontr6 inalterada junto
con urocanato, 4cido imidazolpropidnico, acido imidazolacético y 4cido

imidazolactico en orina (62).

1.3.3 Laseguridad

La administracion de L-His no conlleva problemas de seguridad
relacionados con la dosificacion aguda o crénica. Asi, la administracion
intravenosa de 30 g en 30 minutos no produjo ningtin efecto indeseado (90) y tras
la administracidn oral cronica en el rango de 5 a 10 g/dia en pacientes con artritis
reumatoide tampoco se mostré ningtin problema de seguridad (91). Estudios
clinicos de carcinogenicidad de 104 semanas en rata no han mostrado potencial
carcinogénico en dosis de hasta el 2,5% de la dieta. Otros estudios metabdlicos,
con dosis de aproximadamente 2000 mg/kg/dia durante 98 dias en rata (92) y 330
dias en raton, (93) y aproximadamente 3000 mg/kg durante 320 dias en monos
recién nacidos (94) han sido completamente seguros sin ningtin tipo de toxicidad.
(58).

1.4 CARNOSINA

1.4.1 Estructura quimica y generalidades

La carnosina (CARN) (p-alanil-L-histidina) es un dipéptido citoplasmatico
compuesto por el aminoacido esencial L-His y el aminodcido no esencial natural
B-ALA (Figura 5) (30). La CARN fue identificada por primera vez en extracto de
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musculo de vaca hace mas de 100 afos por el bioquimico ruso Gulewitsch (95).
Dada su alta concentracion en el musculo, fue nombrado como carno, que
traducido del latin significa "carno / carne" (30). Esta presente en tejidos
excitables, sobre todo en tejido muscular con concentraciones similares a la
fosforilcreatina, la creatina y el ATP (96) y en menor concentracion en el sistema

nervioso central (21).

N..f
Carnosinase
/\)L OH /\)J\
Carnosine
synthase
Carnosine (ATP) B-alanine L-histidine

Figura 5. Reaccion de sintesis de la CARN a partir de -ALA y L-His.
A continuacion, se representa su estructura quimica y sus propiedades mas

importantes (Figura 6 y Tabla 3):

N\
N

0
sz"ﬁ“"’u\NH

Figura 6. Estructura quimica de la CARN (97).

El peso molecular de la enzima es de 57 kDa; pl 5.5; y el valor constante de
Michaelis (Km) para la CARN es inferior a 0,4 mM/ L (68).
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Tabla 3. Especificaciones de CARN (68):

*Férmula empirica C9H14N403

* Naturaleza Sdélido

* Peso molecular 226,23 g/mol

* Nombre IUPAC (3 -alanil-L-histidina
*N° CAS 305-84-0

*Punto de fusiéon 253-256 °C
*Solubilidad 384 mg/mL

La CARN presenta diversas funciones fisioldgicas incluyendo la de
antioxidante, prevencion de reacciones de glicacion en proteinas, incremento de la
sensibilidad del calcio en la contraccion muscular y una gran capacidad de
tamponamiento intracelular de hidrogeniones (H+) (16,17). Asimismo, se ha
considerado como un eliminador/supresor natural de especies reactivas de
oxigeno, productos finales de glicacién avanzada y aldehidos reactivos (Figura 7).
Su distribucion tisular es en el rango milimolar en el musculo esquelético y el
bulbo olfatorio. La CARN es medible en otros tejidos como el cerebro y fluidos
corporales, pero en concentraciones de 10 a 1,000 veces mas bajas que en el
musculo (29). Estas caracteristicas le confieren posibles efectos terapéuticos,
particularmente en aquellas condiciones originadas por estrés oxidativo
exacerbado, incluyendo enfermedades neurodegenerativas, cancer, diabetes y

senescencia (Figura 7) (98).
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Figura 7. Roles potenciales de la CARN en las células de los musculos
esqueléticos (29)

De todas sus funciones fisiologicas, son dependientes de la disponibilidad
de B-ALA y L-His su capacidad tampdn para regular el equilibrio acido-base,

actividad quelante de iones metalicos y neutralizacion de ROS entre otras.

1.4.2 Funciones fisioldgicas y relevancia

1.4.2.1 Funcién moduladora del pH intracelular

El papel de la CARN como tampdn de pH en el musculo esquelético tiene
relevancia debido a que, durante las contracciones musculares de alta intensidad,
la glucdlisis anaerdbica conduce a la produccién de acido lactico que se disocia

inmediatamente en protones (H*) e iones lactato a valores fisioldgicos de pH. La
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acidosis resultante puede alcanzar valores de pH de 6.5 y menores y a menudo se
ha asociado con fatiga contractil muscular, aunque el papel de la acidosis en la

fatiga muscular sigue siendo un tema de debate (13,99).

Por otro lado, investigaciones recientes han sugerido que la CARN
intramuscular también puede actuar como un intercambiador difusible de Ca?/
H* a nivel del sarcomero, aumentando la producciéon de fuerza del musculo
esquelético (100,101). Debido a que la CARN puede unir ambos, H* y Ca?, el
aumento de la union de H* a la CARN puede inducir la descarga de Ca? en el
sarcomero, aumentando posteriormente la formacion de puentes cruzados y la
produccion de fuerza (6). Se trata de un regulador del acoplamiento excitacion-

contraccion muscular a través del aumento de la sensibilidad al calcio (102).

Mecanisticamente, el anillo imidazol de la L-His lo hace altamente polar,
muy soluble en agua (103). En la CARN, este anillo regula la actividad tampdn
debido a que los valores de pKa de la CARN son muy cercanos a 7,0, por lo que
su capacidad de secuestro de protones es alta (29,104) Ademas, la CARN tiene
otros dos grupos ionizables: el grupo carboxilico (pKa 2.76) y el grupo amino de
la B -ALA (pKa 9.32) (105), por lo que a pH fisiologico la CARN se encuentra en la

forma zwitteridnica con diferentes porcentajes para cada tautomero (Figura 8).

NH. NH-

Tautomer | Tautomer I

Figura 8. Formas tautoméricas del anillo imidazodlico de CARN (29).
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A pH entre 7 y 9, el tautomero I es la especie predominante (75%) debido a
su mayor estabilidad energética en comparacion con el tautomero II (106),
existiendo un equilibrio entre las dos formas a pH neutro (107) que se veria
afectado por la formacion de complejos de iones metalicos y dimeros de Cu (II).
En este caso el tautomero II predomina por la implicacion del N en la quelacion
de metales (108).

1.4.2.2 Actividad quelante de iones metalicos

La CARN tiene una gran capacidad para formar complejos con Cu?, Co?,
Ni%*, Cd?* y Zn?, destacando los complejos de cobre y zinc por su implicacion en
la capacidad tamponadora y su actividad farmacoldgica ante lesiones de las

mucosas respectivamente:

Complejo de cobre-carnosina: Su interés radica en la capacidad para
amortiguar los cambios de pH segun varios modelos del complejo Cu? - CARN
en solucidon acuosa incluyendo una estructura del complejo en la que el Cu*
estaria unido a un N imidazdlico y a los N amino y péptido, formando dos anillos
quelatos de seis miembros (Figura 9-A) (109). Mecanisticamente, la forma
monomérica presenta el Cu?>* unido al N imidazdlico y al aumentar el pH, los N
amino y péptido se desprotonan y se unirian al metal (110). Esta forma
monomeérica estaria en equilibrio con una forma dimérica (Figura 9-B) donde el
Cu?* estaria unido al grupo amino, el N peptidico, un dtomo de oxigeno
carboxilico y un N imidazdlico de la segunda molécula de péptido
(107,108,110,111). La especie dimerica [Cu2H2L2]’ existe en equilibrio con los
complejos monoméricos [CuLH]* y [CuL]* que estaria presentes a un pH mas
bajo (107). Sin embargo, el complejo del dimero es insignificante in vivo, mientras

que la presencia de una especie monomérica se ha podido confirmar (112).
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Figura 9. Estructuras propuestas del complejo Cu? - CARN: A: Complejo de Cu?
- CARN propuesto por primera vez por Dobbie y Kermack (83). B: estructuras
moleculares del complejo dimérico de CARN de Cu? [Cu2H-2L2]°y de los dos

monoémeros [CuL]* [CuHL]* (59).

Complejo zinc-CARN: El complejo de Zn?** -CARN es de gran interés por
su implicacion farmacoldgica (113). Asi, el complejo Polaprezinc o Z-103 protege
contra las lesiones de la mucosa (114,115) y es eficaz contra la gastritis asociada a
Helicobacter pylori (116). De forma similar al Cu2+, el complejo de Zn? -CARN el
dimero es la especie mdas prevalente a pH neutro (117), junto con el complejo
monomérico cargado, [ZnHL]* (108) y en condiciones acidas predomina el

complejo monomérico, [ZnL]".

1.4.2.3 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de la CARN fue primero estudiada por Boldyrev
et al. (118-120) y esta mediada por diferentes mecanismos que implican quelacion
de iones metalicos y eliminacion de especies de oxigeno reactivo (ROS) y radicales

peroxilo (29).
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Reaccion con ROS: La CARN forma un complejo con el radical superdxido
que cambia la reactividad del O* (121) y de forma similar con los radicales OH-
(Figura 10) (122). La reaccion puede tener lugar con la presencia de cobre por lo
que es el grupo imidazol el sitio preferido para la unién a OH en presencia de
cobre. Cabe destacar que esta reaccion es dos a cuatro veces mas rapida con la
CARN que la L-His libre (123).

0
N
OH () _on
0 NH N
1NH":

Figura 10. CARN como eliminador de radicales OH. [Basado en Tamba y
Torreggiani (100)]

Reacciéon con radicales peroxilo: La capacidad de la CARN para eliminar
radicales peroxilo fue identificada y confirmada in vitro (67,124,125) y presenta
una capacidad de atrapar radicales peroxilo con una potencia similar a la

mostrada por L-His pero por un mecanismo diferente (29).

1.4.2.4 Otras actividades y compuestos relacionados

Otras propiedades de la CARN incluyen la prevencion de formacién de
productos finales de lipoxidacién y de glicoxidacion avanzadas involucrados

tanto en el proceso de envejecimiento como en el inicio y la propagacién de varias
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enfermedades basadas en la oxidacion, como la diabetes, la aterosclerosis y la
enfermedad de Alzheimer (29).

La CARN es el arquetipo de una familia de derivados naturales,
principalmente dipéptidos que contiene histidina (HCD) como la anserina y la
ophidina, andlogos metilados (Figura 11) (29) que dependen del metabolismo
anaerobico y estan ampliamente distribuidos en el tejido de los mamiferos, pero

es la CARN el tnico HCD en el musculo esquelético humano (126).

Otros analogos de CARN implican la sustitucion de B-ALA por GABA
(homocarnosina) o L-His por histamina (carcinina) o incluyen la formas acetiladas
de la B-ALA (acetil-carnosina) (Figura 12) (29).

v P

carcinine NH, anserine

ke *f\@\
)‘\/\17 CL carnosne MV

Ophidine/
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N H
\n/acetyl-camosine

o

Figura 11. Estructuras quimicas de la CARN vy sus derivados naturales (29).
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Figura 12. Vias metabdlicas de la CARN. Las lineas continuas representan

reacciones bien descritas que ocurren en humanos. Las lineas discontinuas

representan reacciones que, o bien no ocurren en los seres humanos o no se
conocen bien en la actualidad (29).

1.5 INTEGRACION DE LA B-ALANINA, L-HISTIDINA Y CARNOSINA

El contenido de CARN serd el resultado del equilibrio entre su sintesis y su
degradacion / eliminacién. En concreto, la sintesis de CARN muscular esta
determinada por disponibilidad de 3-ALA sarcopldasmica que viene condicionada
por la absorcion intestinal de 3-ALA, su captacion y transporte a las células
musculares y su sintesis muscular (30). En humanos, parece que la (3-ALA se
transporta facilmente a través del tracto gastrointestinal (21), y por lo tanto, este

paso no parece limitar la sintesis de CARN muscular (30).

Por otra parte, la CARN se puede absorber en el intestino delgado, y al
menos parte de ella alcanza la circulacion sanguinea no hidrolizada (127,128). La
captacion de CARN a través de la membrana con borde de cepillo se logra
mediante el transportador PEPT1. Cuando la CARN entra en los enterocitos, se
hidroliza, presumiblemente por la enzima carnosinasa tisular CN2, o se

transporta a través de la membrana basolateral. PEPT1 es un cotransportador de
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péptido / proton y, por lo tanto, su actividad aumenta con un pH luminal / apical
mas bajo (Figura 13) (29).
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membrane K
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Figura 13. Posibles vias de absorcion intestinal de HCD (29).

La CARN ingerida a través de la dieta que llega al torrente sanguineo se
hidroliza rapidamente debido a la alta actividad de la enzima carnosinasa sérica
(CN1) (129), lo que significa que sus concentraciones son insignificantes (130),
aunque pequeiias cantidades de CARN se han detectado en la orina 4 h después
de su ingestion (98). La CARN intacta en la sangre no puede ser captada por las
células musculares, ya que parece que carecen del transportador dipeptidico
relevante. La mayor parte de la CARN absorbida activa se escinde en 3-ALA y L-
His (21).

En musculo y en las células del sistema nervioso central (SNC) se sintetiza
la CARN a partir de L-His y B-ALA por la enzima carnosina sintasa (CS) (34).

Tambien a nivel citosélico en el tejido muscular se encuentra la enzima hidrolitica
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carnosinasa tisular o dipeptidasa citosolica no especifica (CN2) aunque con baja
actividad sobre CARN lo que permite que sus concentraciones sean estables tras
elevarse mediante suplementacion (98). Esta enzima se expresa ampliamente en
otros tejidos humanos, incluido el cerebro (131) y el lobulo olfativo (132) lo cual
sugiere que algunas células neuronales expresen el transportador de CARN
PEPT2, demostrado en ratas (133). Esto permitiria a la CARN transferirse a través
de la barrera hematoencefalica. Ademas, la carnosina sintasa (CS) no solo esta
presente en musculo esquelético y cardiaco, sino en ciertas regiones del cerebro
(134) como las neuronas olfatorias lo que tiene sentido debido a su alto contenido
de CARN (135,136). Complementariamente, la 3-ALA se transporta facilmente a
través del cerebro por el sistema de transporte de 3-aminoacidos dependientes de
Na* que permitiria la sintesis de CARN o actuar como un neuromodulador /

neurotransmisor por si mismo (98,137).
Dietary Carnosine
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Figura 14. Esquema de los puntos de regulacion de la CARN/liberacion de 3-ALA
y consecuentemente sintesis de CARN en el musculo esquelético (60).
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Varias enzimas estan involucradas en la biotransformacién de la CARN y
dipéptidos relacionados incluyendo la CS, encargada de la sintesis de la CARN
muscular, dos enzimas hidroliticas, la CN1 que esta altamente activa en el plasma
(138) y la carnosinasa tisular o dipeptidasa citosolica no especifica (CN2) en el
tejido muscular (29). Asi, a nivel muscular, la sintesis de CARN va acompafiada
de una disminucion abrupta del contenido de L-His y B-ALA (139) con la
concurrencia de Mg?* y ATP. CS parece tener una amplia especificidad de
sustrato, permitiendo que otros dipéptidos puedan formarse por sustitucion de 3
-ALA o L-His (140). La CARN y los compuestos relacionados son metabolizados
por las enzimas hidroliticas denominadas CN1 o CN sérica y CN2 o CN tisular o
dipeptidasa no especifica citosolica. La CN1 es una enzima secretada a nivel
hepatico, presente y activa en el plasma humano (138) y responsable de la
hidrdlisis rapida e integra de CARN tras administracion oral (128,141). Su
actividad presenta una gran variabilidad interindividual con mayor actividad en
mujeres en comparacion con los hombres (26,142). En cuanto a la CN2,
denominada carnosinasa tisular o dipeptidasa citosolica no especifica, presenta
ausencia de actividad en varios tipos de musculo esquelético (143,144). Esto
configura que la CARN permanezca estable en el musculo esquelético, con un
perfil de disposicion lenta después de la administracion de suplementos de {3-
ALA (141). De hecho, recientemente se ha sugerido que a pesar de que la
velocidad catalitica de CN2 es notablemente inferior a la de CN1, la CARN podria
ser hidrolizada por CN2 en condiciones fisioldgicas (145) aunque queda por
determinar el nivel de su implicacion en la degradacion de la CARN en tejidos
con abundante contenido de CARN y en la pared intestinal (29).

En la siguiente tabla 4 se puede las diferencias funcionales de CN1 y CN2:
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Tabla 4. Tabla comparativa de caracteristicas de dipeptidasas con
actividad carnosinasa
Carnosinasa Carnosina tisular 60
sérica (CN1) dipeptidasa citosdlica
no especifica (CN2)
Tejidos Cerebro, higado, Ubicuamente expresado;
suero, rindn. no en suero o liquido
cefalorraquideo
Localizacion subcelular Secretado citosolico
Cofactor ion metalico Zn%, Cd* Mn?
pH optimo para 8.5 9.5
hidrolisis de CARN
Especificidad del CARN> anserina > Anserina / ophidina >
sustrato ophidina > Haa-L-His > CARN.
homocarnosina. No homocarnosina.

Cuando se suspende la administracion de suplementos de (-ALA, se
observa un retorno gradual de las concentraciones de CARN muscular a los
niveles basales. Baguet et al. (2009) (146) estudiaron el aumento en los niveles de
CARN muscular tras 6 semanas con una ingesta de 4.8 g al dia de suplementos de
B-ALA. Después de 3 semanas del cese de la ingesta del suplemento, las
concentraciones medias de CARN en tres musculos se vieron disminuidas en un
31,8% y tras 9 semanas volvio a los niveles basales con una disminucion
exponencial con una semivida (t1/2) de 8,6 semanas (35). Otros autores han
sugerido que la tasa de retorno de la CARN muscular a sus niveles basales es una
funcién del aumento inicial tras la suplementacion (30). Una vez que se cesa la
administracion de -ALA, prevalece la degradacion y eliminacion de la CARN

sobre la sintesis (Figura 15) (30).
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Figura 15. Estudios de eliminacion de la CARN del musculo tras la
suplementacion de 3-ALA (30).

Se puede concluir, que la capacidad de la CARN para desarrollar su
actividad farmacolodgica (amortiguador de pH, captacion de iones y radicales y
como antioxidante) se debe al efecto combinado de sus dos aminoacidos, 3-ALA y
L-His y no a uno solo (por ejemplo, su capacidad antioxidante se basa en la de L-
His pues la 3-ALA no es eficaz en si (125). El ejercicio de alta intensidad provoca
tanto un descenso del pH intracelular muscular como una respuesta significativa
al estrés oxidativo, causando inflamacion y dafio muscular (147), la sostenibilidad
de los niveles adecuados de CARN mediante su sintesis a partir de 3-ALA y L-
His, podrian conducir a la atenuacion del estrés oxidativo y beneficiar el proceso

de recuperacion y el rendimiento posterior del ejercicio (148,149).

1.6 ANTECEDENTES

Durante los ultimos 10 afios, se han acumulado evidencias que respaldan el
beneficio ergogénico de elevar la CARN muscular (23,36,37,150). El primer
estudio humano para aumentar con éxito la CARN muscular mediante la
administracion de suplementos de B-ALA se publicd en 2006 (21). Desde 2006,
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muchos estudios diferentes han demostrado claramente que la suplementacion
prolongada de 3-ALA (1,6-6,4 g al dia durante 4 semanas) en humanos, da como
resultado un aumento del 40-65% en el contenido de CARN muscular
(21,33,34,141,151-154). El efecto ergogénico de la suplementacion con $-ALA se
ha reportado tanto en las poblaciones recreativas como atléticas competitivas que
realizan actividad de alta intensidad (33,151,155-159). También se ha demostrado
que los estudios en hombres y mujeres previamente desentrenados mejoran el
rendimiento (158,159) y que el aumento absoluto en la CARN muscular solo
depende de la 3-ALA total consumida, y no depende de la CARN muscular basal,
el tipo de musculo o la cantidad diaria de p-ALA suplementado. Ademads, con
una ingesta de tan solo 1.6 g de P-ALA al dia, se pueden aumentar
significativamente las reservas de CARN muscular en las 2 semanas posteriores a
la administracion del suplemento (34). Stellingwerff, Anwander, et al, (34)
utilizando un modelo empirico, sugirieron que un total de 230 g de (-ALA
consumida durante varias semanas, usando esquemas de dosificacion de 1.6-6.4 g
al dia, daria como resultado un aumento del 50% en la CARN muscular. Esto
sugirid una dependencia lineal (R2 = 0.921) entre el aumento en el contenido de
CARN muscular y la cantidad total de -ALA consumida, independientemente
del tipo de musculo. Otros autores, a partir de un metaanalisis, han indicado que
una ingesta acumulada de 179 g de 3-ALA) dard como resultado una media de

mejora del rendimiento del 2,85% en comparacién con un placebo (6,36).

En resumen, hasta la fecha, los estudios de suplementacion de 3-ALA han
tenido éxito al aumentar el contenido de CARN muscular en 45-60% después de
4 semanas, con el objetivo de mejorar la capacidad anaerdbica y la funcion
muscular durante el ejercicio (32,154). Se han utilizado modalidades diversas de
ejercicio y suplementacion, donde se consumieron dosis diarias de entre 1,6 y 6,4
g de B-ALA durante varias semanas. Véase ANEXO 1 con la suplementacion de

-ALA en estudios anteriores.

Actualmente, se han empezado a utilizar formulados de B-ALA de
liberacién sostenida, que en comparacion con el formato puro en solucidn,
ralentiza la tasa de aparicion y reduce el valor del pico de 3-ALA en la sangre,

reduciendo los sintomas de parestesia (160). En consecuencia, los estudios utilizan
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ahora dichos formatos, que permiten la suplementacion diaria y el cumplimiento
de normas mas practicas al reducir el nimero de dosis para una prescripcion
determinada (34,48,153). Las formulaciones de B-ALA  todavia alcanzan
concentraciones plasmaticas efectivas que estan por encima del transportador 3-
ALA Km de 40 uM, demostrando la sintesis de CARN muscular altamente eficaz
con un suplemento de liberacién sostenida (30,34). Como se vio anteriormente, las
dosis superiores a 6,4 g al dia generalmente no se han examinado debido al mayor
riesgo de aparicion de sintomas de parestesia. Sin embargo, la mayoria de estos
estudios se realizaron antes de la disponibilidad de una formulacién de liberacién
sostenida de B-ALA, que permite dosis mayores sin el riesgo de parestesia (161).
Véase ANEXO 2 con efectos secundarios segun la suplementacion de (3-ALA en

estudios anteriores.

En un estudio de Decombaz et al. (48), se compararon la cinética plasmatica
y los sintomas después de la administracion de 3-ALA pura o en comprimidos de
liberacion sostenida. Once adultos sanos ingirieron 1,6 g de la referencia pura, 1,6
g en comprimidos de B-ALA de liberacion sostenida o un placebo después de un
ayuno nocturno. Durante las siguientes 6 h, se midieron las concentraciones
plasmaticas y urinarias de B-ALA y se completaron cuestionarios sobre la
intensidad, la naturaleza (hormigueo, picazén, enrojecimiento, irritacién,
entumecimiento, dolor) y la distribucion espacial de sensaciones inusuales. La
concentracion plasmatica maxima fue menor con B-ALA de liberacion sostenida
que con la pura (82 frente a 248 umol/L, p< 0,001), con un retraso en el tiempo
hasta el pico (1,0 frente a 0,5 h, p < 0,01) sin diferencia en el drea bajo la curva,
reduciéndose la pérdida de orina (202 frente a 663 pumol, p<0,0001), y mejorando
la retencién (98,9 vs 96,3%, p<0,001). Los sintomas descritos como "alfileres y
agujas" se percibieron rdpidamente en la piel de los brazos y el tronco después de
la toma del producto puro (Tmax = 15 min) y su curso temporal casi imitd las
concentraciones plasmaticas. Las puntuaciones de intensidad maxima fueron mds
débiles con B-ALA de liberacién sostenida que, con la pura, mientras que los
comprimidos de liberacion sostenida no difirieron con respecto a los efectos
secundarios del placebo. En resumen, la ingestion de 1,6 g de -ALA en
comprimidos de liberacién sostenida en lugar de pura en solucién, da como

resultado una cinética de absorciéon mas lenta, una mejor retencién de todo el
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cuerpo y efectos secundarios sensoriales que no se pueden diferenciar del

placebo.

Un estudio mds reciente compard dos protocolos de dosificacion (6 g frente
a 12 g dia) de formulacion de liberacion sostenida sobre el contenido de musculo
en CARN (56). Un total de 30 participantes (18 hombres y 12 mujeres) se
aleatorizaron en tres grupos: placebo, 6 g al dia de 3-ALA o 12 g al dia de 3-ALA.
El placebo y los grupos de 6 g al dia se suplementaron durante 4 semanas,
mientras que el grupo de 12 g al dia se suplementdé durante 2 semanas. Tanto los
grupos de 12 g al dia (P = 0.026) como los de 6 g al dia (P = 0.004) aumentaron
significativamente la CARN muscular en comparacion con el grupo placebo, pero
no se observaron diferencias entre los grupos de ingestion de 3-ALA. Este estudio
presentd evidencia de que doblar la dosis diaria puede alcanzar cantidades
similares de CARN muscular en la mitad del tiempo. Sin embargo,
probablemente seria un error extrapolar estos resultados a una mayor duracion
de la ingesta diaria alta de B-ALA. Los aumentos en el contenido de CARN
muscular con la suplementacion con 3-ALA parecen depender de varios factores,
incluidos el historial de entrenamiento, la dosis de suplemento y la duracién del

uso del suplemento.



II - JUSTIFICACION






CAPITULO II: JUSTIFICACION 69

II - JUSTIFICACION

La oferta de productos en el mundo de la nutricion deportiva ha aumentado
considerablemente en las ultimas décadas. Son multiples las funciones que se le
atribuyen a estos productos. Sin embargo, no han sido tantos los productos que
han podido demostrar desde un punto de vista estrictamente cientifico basado en
la evidencia, tener un efecto probado de cara a mejorar el rendimiento o la
capacidad del deportista. Es por esto que surge la necesidad de desarrollar
nuevas féormulas y nuevos productos de efectividad probada cuyos resultados se

puedan después reproducir y demostrar en posteriores ensayos clinicos.

El principal ingrediente a investigar en esta tesis es la 3-ALA, cada vez mas
usada en deporte y salud ya que incrementa la sintesis de CARN muscular, la
cual tiene como funcion principal regular el pH, entre muchas otras actividades
celulares. Teniendo en cuenta que el rendimiento fisico disminuye cuando el pH
miocelular decrece durante la actividad fisica, el consumir B-ALA ayuda
considerablemente a amortiguar ese proceso durante la practica deportiva,
retrasando la aparicion de la fatiga y en consecuencia mejorando el rendimiento

deportivo, dandole un plus diferencial al deportista.

La B-ALA tiene la limitacion de generar un efecto secundario conocido
como parestesia, por lo que se han creado sistemas de liberacién sostenida con el
fin de disminuir este efecto asociado a altas concentraciones plasmaticas de {3-
ALA. En esta tesis, se estudia un nuevo producto con una liberacion mejorada en
formato polvo, que pretende mejorar la biodisponibilidad y reducir las

parestesias, ademads de permitir la ingesta de cantidades mas grandes.
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III - OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo final y ultimo de la tesis es investigar el desarrollo preliminar de
una matriz en polvo de liberacion sostenida de B-ALA, para proporcionar unos
niveles constantes y estables de absorcion del ingrediente activo evitando los
picos altos de concentracion plasmatica de [-ALA, mediante un estudio
farmacocinético de biodisponibilidad comparada en voluntarios sanos tras la
administracion de 8 gr de B-ALA en una tUnica dosis y evaluar los efectos

secundarios asociados a su consumo, parestesia.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Para lograr el objetivo anterior, es necesario alcanzar, entre otros, los

siguientes objetivos intermedios:

- Buscar, identificar y seleccionar los ingredientes de interés segun la

funcionalidad buscada.

- Desarrollar una formulacion preliminar en formato polvo que disponga de
un perfil de liberacién sostenida manteniendo un umbral constante de
principio activo en sangre, sin caidas bruscas o picos de liberacién, que se

aproxime a los siguientes ratios de liberacion:

» Tlhora: 15%
* 2horas: 30 %
= 4 horas: 70 %
* 6 horas: 100 %
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Estudiar los posibles modelos cinéticos de disposicion, estimar los
parametros  farmacocinéticos  correspondientes 'y  evaluar su

biodisponibilidad relativa.

Correlacionar las concentraciones de (3-ALA obtenidas en plasma con los

efectos de la parestesia.
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IV -MATERIAL Y METODO

4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Desarrollo de un nuevo producto con 3 -ALA de liberacion sostenida para
la posterior realizacion de un estudio de biodisponibilidad, con un ensayo clinico
aleatorizado, simple ciego y cruzado, donde se compararon dos productos de
liberacion controlada (producto de prueba desarrollado y producto de referencia)

con la misma cantidad de 3 -ALA, pero en formatos diferentes.

Los sujetos fueron asignados al azar a un grupo u otro para la secuencia
cruzada (Epidat 4.2, 2016) y se les administr6 por via oral B-ALA 8 g en ambos
casos. Para que el calculo de la cantidad de producto a ingerir contuviera 8 g de 3
-ALA pura, se tuvo en cuenta la cantidad de recubrimiento para la liberacion
controlada y los excipientes del producto: El producto de prueba fue una
formulacion de mezcla de polvo (POL) de liberacién controlada que contenia 8 g
de B-ALA, 300 mg de L-His y 100 mg de CARN por dosis. El producto de
referencia fueron comprimidos (COM) de liberaciéon controlada, que requirio 10
comprimidos para alcanzar 8 g de 3-ALA y 20 mg de zinc. El producto de prueba
fue proporcionado por el fabricante y el producto de referencia estaba disponible

comercialmente.

Se analizd, 3 -ALA y L-His en plasma y orina tras la ingesta del suplemento
durante 8 horas. Simultdneamente se hizo un test de parestesia para estudiar los

efectos secundarios.

Previamente a la iniciacion del estudio, el protocolo fue revisado y
aprobado por el Comité de Etica de Investigacion de la Universidad Catélica de
Murcia (codigo CE021902)
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41.1 Producto de investigacion

Se les administraron dos suplementos de liberacién controlada:

-PRODUCTO DE PRUEBA (BETAFOR3MAX®, Martinez Nieto SA,
Cartagena, Espana): Suplemento en formato polvo de B -ALA de liberacion
sostenida (POL). Compuesto por los siguientes ingredientes cuyos certificados de
analisis se encuentran en el ANEXO 3:

. 8 g P-ALA recubierta.
o 300 mg L-His.
o 100 mg CARN.

2 e liaeiica

Figura 16. Producto de prueba BETAFOR3MAX® en formato polvo

Para obtener la B-ALA recubierta, se llevaron a cabo distintas pruebas de

recubrimiento con el equipo piloto Jet Coater 10L:

Figura 17 y 18. Equipo piloto Jet Coater 10L: Imagen del tambor rotatorio cerrado
y abierto.
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Figura 19. Equipo piloto Jet Coater 10L: tambor rotatorio desde otra perspectiva y
panel de control de parametros.

Se reservd una sala en el drea de solidos para colocacion del equipo piloto.
La sala cumple con las normas de buenas practicas de fabricacion, estando
dotadas de control de humedad y temperatura y bajo clasificacion ISO 8
correspondiente a la elaboracion de productos solidos no estériles en sala blanca.

En la siguiente imagen se muestra como es el espacio destinado a las
pruebas antes de proceder a la instalaciéon de la maquinaria. Igualmente, se
aprecia la existencia de un foco de aspiracion y extraccion localizada para la
eliminacion del solvente empleado en la reconstitucion de los excipientes de

recubrimiento.

Figura 20. Sala del quipo piloto Jet Coater 10L.
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Las materias utilizadas para obtener la 3-ALA recubierta fueron:

.  -ALA pura

o Material de recubrimiento: hidroxipropilcelulosa (E463),
dioxido de silicio coloidal (E551), talco alimentario (E553b) y shellac
(goma laca) (E904).

J Solvente: alcohol isopropil.

Se desarrollaron las pruebas de recubrimiento con B-ALA pura de base,
cambiando el tamafio de partida (40 mesh o 400 um; 100 mesh o 149 pm y 200
mesh o 74 um de tamafo), para poder determinar las condiciones idoneas en la

obtencioén del recubrimiento deseado:

PRUEBA 1: Recubrimiento de muestra 1.- 3-ALA de 40 mesh o 400 um.
Peso total a recubrir: 1.0 Kg
- 450 gramos de material de recubrimiento.

- 4.050 gramos de alcohol isopropil.

PRUEBA 2: Recubrimiento de muestra 1.- 3-ALA de 100 mesh o 149 um.
Peso total a recubrir: 1.0 Kg
- 450 gramos de material de recubrimiento.

- 4.050 gramos de alcohol isopropil.

PRUEBA 3: Recubrimiento de muestra 1.- 3-ALA de 200 mesh o 74 um.
Peso total a recubrir: 1.0 Kg
- 450 gramos de material de recubrimiento.

- 4.050 gramos de alcohol isopropil.

En todas las pruebas, se siguid el mismo procedimiento con las mismas
condiciones:
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Mezclado y disolucion en solvente/s de los diferentes componentes del
recubrimiento en orden de aporte especifico hasta conseguir una mezcla

solida homogénea:

- Se coloca la cantidad pesada del solvente, en este caso alcohol

isopropilo en un recipiente de mezcla y se inicio la agitacion.

- Se afnade la cantidad necesaria del material de recubrimiento en el
centro del recipiente que se encuentra en agitacion continua con un
flujo lento y constante, mantuvimos la agitacion durante 5 minutos

mas.

- Una vez que todo el material de recubrimiento y solventes han sido
anadidos, se reduce la velocidad de agitacion y se mantiene agitando
durante 45 minutos mds. Es importante mantener la agitacion de la

suspension durante todo el proceso de recubrimiento.

Carga en tanque de la maquina de recubrimiento:

- Se carga la (-ALA en polvo en el tambor para proceder a

recubrimiento.
- Se coloca la disolucién para el recubrimiento, continua en agitacion.

Control de condiciones para el proceso. Las condiciones dptimas para la

obtencion del recubrimiento deseado fueron las siguientes:

- Temperatura externa, interna del tambor y de mezcla intermedia
debe ser de 37°C. Se precalentd el tambor junto con la 3-ALA en
polvo antes de comenzar con el esprayado.
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- Condiciones de la bomba peristaltica y presion de nebulizacion

durante las pruebas a distintos tiempos:

i. -A t=0 min:

1. 8 rpm bomba peristaltica

2. 1.2 bares de presion de nebulizacion
ii. -A t=20 min:

1. 10 rpm bomba peristaltica

2. 1.2 bares de presion de nebulizacién
iii. -A t=60 min:

1. 13 rpm bomba peristaltica

2. 1.2 bares de presion de nebulizacion

4- Velocidad de rotaciéon del tambor (revoluciones por minuto) fue de

24 vueltas por minuto.
5- El tiempo total del proceso fue de 115 minutos

Una vez obtenida la B-ALA recubierta, para los ensayos de liberacion a
diferentes tiempos, se empled el método oficial de la Farmacopea Europea 8 2
Edicion, 2.9.3- Test de disolucidn para formas solidas de dosificacion, incluido en
el ANEXO 4.

El equipo utilizado para la liberacion in vitro fue:
- Equipo utilizado: Agilent 100 Automated Disintegration.
Y los reactivos utilizados fueron:

- Agua purificada
- Etanol

- Metanol,

- H3PO,,

- NaHPO+*2H-0,
- C7HisNaOsS
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Para el calculo y seguimiento del perfil de liberaciéon sometimos cada una
de las muestras obtenidas en el ensayo de recubrimiento al test de disolucién, en
tiempos de 1, 2, 4 y 6 horas, procediendo al analisis del activo 3-ALA presente
para cada una de estas salidas a diferentes tiempos (en tanto por ciento) en
soluciéon acondicionada conforme indica Farmacopea. El método fue dado como

valido cuando se obtuvo constancia en los resultados obtenidos.

-PRODUCTO DE REFERENCIA (Etixx Sports NV, Bélgica): suplemento
en formato comprimido de P-ALA de liberacion sostenida (COM).
Compuesto por:

. 8 g B-ALA.
o 20 mg Zinc

El listado completo de ingredientes del producto de referencia es:
B-ALA - agentes de carga: hidroxipropil metil celulosa, carboximetil

celulosa de sodio, y goma de celulosa, celulosa microcristalina - bisglicinato Zinc -

antiaglomerante: dioxido de silicio, sales de magnesio de acidos grasos.

Figura 21. Producto de referencia en formato comprimidos
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41.2 Poblacion de estudio.

Todos los voluntarios fueron informados con detalle del estudio, los riesgos
que pudieran derivarse de su participacion y pudieron preguntar todas sus dudas

para tomar una decision libre e informada de su participacion.
La seleccion de la poblacion de estudio contempla los siguientes criterios:

4121 Criterios de seleccion:
e Hombres y mujeres con edades comprendidas entre 18 y 40 afios.

e Realizacion de ejercicio fisico al menos 3 veces a la semana

41.2.2 Criterios de exclusion:
e Sujetos en tratamiento ante cualquier patologia.
e Ser alérgico a cualquier componente de los productos de estudio.
e Suplementacion con productos de 3 -ALA en el pasado.

e Realizar cambios en la dieta o ejercicio durante el estudio.
41.2.3 Criterios de retirada

El investigador podia retirar a un sujeto del estudio si consideraba que este
ya no cumplia con la totalidad de los requisitos del mismo. Los procedimientos

no conllevan ningun riesgo para los participantes.

Para la realizacion de las pruebas se requirieron unos requisitos que los
sujetos debian cumplir en los dias previos a la consecucién de la prueba. El
incumplimiento de alguno de estas condiciones supondria la retirada del sujeto

del estudio. Estas condiciones eran:

e No encontrarse en periodo post-prandial los dias de medicion
(debiendo los participantes venir en ayunas la noche anterior a la
prueba).
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No haber consumido ningtin tipo de estimulante o droga el dia de la
prueba o estar bajo efectos agudos o cronicos de sustancias que
generen alteraciones fisicas o psicoldgicas.

No poder realizar todas las pruebas de las condiciones
experimentales en el mismo momento del dia.

No reproducir la misma dieta las 24 horas anteriores de cada una de

las pruebas.

Ademas, el sujeto seria excluido del estudio si ocurrian alguno de los

siguientes acontecimientos:

Presencia de acontecimiento adverso.

Otras violaciones del protocolo.

Decision facultativa.

Renuncia del individuo a continuar en el estudio.

Pérdida de seguimiento.

4124 Abandono y sustitucion de pacientes

Los participantes podian abandonar el estudio en cualquier momento, con o

sin motivos, y sin perjuicio para ellos. El sujeto participante en el estudio pudo

revocar su consentimiento en cualquier momento, sin expresion de causa y sin

que por ello se derivara para el sujeto participante responsabilidad ni perjuicio

alguno.

Ademas, los individuos no se sometian a un seguimiento adicional ni

fueron sustituidos. En todos los casos de abandonos se registré el motivo

expresado por el voluntario. Por otra parte, los integrantes del equipo

investigador tenian total libertad para retirar a un sujeto del estudio si se

consideraba oportuno en base a incumplimiento de alguno de los criterios de

permanencia. Los datos recogidos sobre los sujetos que se retuvieron se

conservaron y utilizaron en el andlisis global.
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4.1.3 Aleatorizacion de los participantes

Una vez que los individuos firmaron el consentimiento informado del
estudio y pasaron el proceso de seleccién de la muestra cumpliendo los criterios
de inclusion y ninguno de los de exclusion, fueron considerados como elegibles

para ser incluidos en el estudio.

Los sujetos fueron asignados al azar por ordenador en una misma
proporcion a uno de los dos grupos A o B de los que constaba el estudio para la
secuencia cruzada (Epidat 4.2, 2016): grupo que consumié producto POL y grupo
que consumi6 producto COM. Se asignaron a todos los participantes nimeros de

identificacion exclusivos.
Los participantes que tomaban producto POL que resultdé de la

aleatorizacion en fase 1; durante la fase 2, pasaron a tomar el producto COM y

viceversa. Véase a continuacion el diagrama de flujo:

Aleatorizados (n=12)

z
g — 1
: ’ '
z GRUPO A GRUPOB
__: -Reaben la informacedn (r=é) -Reciben la informacidn {re=é)
¥
: I ] , |
iz l \ v b
= T aducte T oducte
n “Toman productoen -Toman productoen Dml‘ P H:L cn} S e “1 o
ol 1 (=3} CmpTudos
i polve (POL) (n=3) comprimidos E ! A ‘mf: Li
= (COM) in=3) o
i T
g ..I Excluidos (n=0) - b-l Exchuidos (=0 Excluidos (ne1)
= | Exduidos (n=0) | ™ « Pérdida de seguimiento (n=1)
— - ¥ ¥
- Toman preducto en v -Toman products én L4
; comprrudos ~Toman products en comprimidas Toman producto en
- (COM) (n=3) polvo (POL) in=3) (COM) (n=3) polva (POL) in=2)

l ki L ¥

¥

AN ALTAS

| Inchuidos en el andlisis final (r=11)

Figura 22. Diagrama de flujo
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414 Cegamiento

Se seleccionaron dos productos POL y COM con [(-ALA, ambos de

liberaciéon controlada.

Los productos iban marcados con una etiqueta que los identificaba como
pertenecientes al ensayo clinico con cddigo de protocolo y codigo de

aleatorizacion de cada paciente.

El investigador conocia ambos productos a ingerir, asi como la cantidad de
B-ALA que incluian ambos productos; los participantes sabian que iban a ingerir
B-ALA, no asi la cantidad incluida.

415 Lugar y realizacion del estudio

El reclutamiento de la muestra se realizo desde la Universidad Catolica de
Murcia por medio de nota informativa (correo electrénico). Con los posibles
voluntarios interesados se concerté mediante llamada telefénica, una visita
informativa del estudio en las instalaciones de la Catedra de Fisiologia del
Ejercicio en la Universidad Catdlica San Antonio de Murcia que dispone de las
instalaciones, el aparataje y el personal sanitario y técnico necesario para la

correcta ejecucion del estudio.

VISITA 1. Se realiz6 una visita donde se tomaron muestras en sangre y
orina durante 8 horas tras la ingesta de una dosis fijada de los productos. La
mitad de los participantes consumieron el producto POL y la otra mitad el
producto COM. Simultdneamente, se rellend un test de parestesia y se hizo un

control nutricional.

Tras la primera visita los participantes esperaron una semana para realizar

la segunda visita.
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VISITA 2. Una semana después, se realizaron las mismas tomas de muestra
con el mismo test que en la visita 1, cruzando los productos. Simultdneamente, se

rellend un test de parestesia y se hizo un control nutricional.

La preparativa y posterior congelacion de las muestras, se realizd en el
laboratorio de la Universidad Catdlica San Antonio de Murcia. El andlisis de
muestras sanguineas se realizd en el Laboratorio de Anadlisis Clinicos, Centro

médico Virgen de la Caridad, Cartagena, Espana.

Tabla 5. Seguimiento de las visitas

Seguimiento Previo A\ V2
Historia clinica +

Crit. incl/excl. +

Consentimiento +
Aleatorizacion +

Entrega del producto POL o COM + +
Extraccion sanguinea + +
Muestras de orina + +
Test de parestesia + +
Control nutricional + + +

4.2 VARIABLES DEL ESTUDIO.

Para el desarrollo del estudio y durante su realizacion se midieron las
siguientes variables:
421 Caracteristicas demograficas:

Se analizaron las caracteristicas generales de los sujetos participantes en el
estudio.
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Edad: En afios. Se toma como valor el dia de comienzo de las

mediciones.

Experiencia previa con (3-ALA: si 0 no.

Sexo: masculino o femenino.

Dias de entrenamiento a la semana: dias que dedica al
entrenamiento para la mejora del rendimiento.

Peso: medido en Kg. Bascula Tanita BC-420MA.

Talla: medida en cms. Tallimetro Seca model 711.

Masa grasa: medido en Kg. Bascula Tanita BC-420MA.
Masa magra: medido en Kg. Bascula Tanita BC-420MA.
Masa muscular: medido en Kg. Bascula Tanita BC-420MA.
Agua total corporal: medido en Kg. Bascula Tanita BC-420MA.
Masa 6sea: medido en Kg. Bascula Tanita BC-420MA.

4.2.2 Variables sanguineas

Las variables determinadas fueron:

J Concentracion de 3-ALA en plasma en uMol/L

J Concentracion de L-His en plasma en uMol/L

. Concentracién de Acido aspartico en plasma en uMol/L
. Concentracion de Treonina en plasma en uMol/L

J Concentracion de Serina en plasma en puMol/L

J Concentracion de Asparagina en plasma en pMol/L

J Concentracién de Acido glutdmico en plasma en pMol/L
. Concentracion de Glutamina en plasma en pMol/L

. Concentracion de Prolina en plasma en pMol/L

. Concentracion de Glicina en plasma en uMol/L

. Concentracion de Alanina en plasma en puMol/L

J Concentracion de Valina en plasma en pMol/L

J Concentracion de Metionina en plasma en puMol/L

J Concentracion de Isoleucina en plasma en uMol/L

. Concentracion de Leucina en plasma en pMol/L

J Concentracion de Tirosina en plasma en uMol/L

J Concentracion de Fenilalanina en plasma en pMol/L
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. Concentracion de Lisina en plasma en uMol/L

. Concentracion de Ornitina en plasma en uMol/L

J Concentracion de 1-Metil-histidina en plasma en pMol/L
J Concentracion de 3-Metil-histidina en plasma en pMol/L

4.2.3 Determinaciones en orina

Las variables determinadas fueron en volumen total de orina hasta las 4 y

las siguientes 4 h desde el inicio del estudio

J Concentracion de 3-ALA en orina en uMol/g creatinina.

424 Variables basadas en el test de parestesia:

La parestesia se evalu6 de forma concomitante después de cada extraccion
de muestra de sangre utilizando cuestionarios de calificacion perceptiva
presentados siempre en la misma secuencia sin permitir que los sujetos

retrocedieran para revisarlos. Dicho test se puede encontrar en el ANEXO 5.

Las variables que se recogieron fueron:

. La puntuacion visual analogica (VAS) se centra en la intensidad percibida
de los sintomas. Su determinacion consiste en una linea horizontal, continua de 10
cm con marcas verticales finales etiquetadas como "sin sensacion inusual” y
"sensacion mas intensa imaginable". El sujeto dibuja una marca a la distancia mas
adecuada a su intensidad de percepcion. El parametro de medida de la intensidad

es la longitud del segmento desde el extremo izquierdo.

Sin Sensacion
sensacion mas intensa
inusual imaginable

Figura 23. Test de parestesia, Intensidad de la sensacion (VAS)
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. La puntuacién de la intensidad de la sensacion (ISS) presenta una escala
basada en categorias que permite cambios de percepcion de intensidad no lineales
con 9 categorias que van desde "ausente" (1) a "inaguantable" (9) con niveles
intermedios: débil (2- 3), moderada (4-6) e intensa (7-8). El tema marcaria la

categoria mas adecuada.

Inaguantable

Muy muy intenso

Muy intenso

intenso

Media, moderado
débil

Muy débil

Muy muy débil

=N W[R0S (]|®|©

ausente

Figura 24. Test de parestesia, Intensidad de la sensacion (ISS)

. El Inventario cualitativo de sintomas leves (QLSI) calificé la naturaleza de
la sensacion dentro de un subconjunto de seis atributos descriptivos: "alfileres y
agujas ", '"cosquilleo y picazén", ‘“estremecimiento y escalofrios”,
“hipersensibilidad tactil e irritacion”, “entumecimiento e insensibilidad” y
“dolor”. Junto a cada atributo hay una escala de 5 niveles desde 0 = 'ausente’ 'a 4
=''extrema. El sujeto debe registrar el nivel mas apropiado para cada descriptor.

Hay una categoria adicional que permite descripciones de texto libre.

01234 Alfileres y agujas.

01234 Cosquilleo y picazén

01234 Estremecimiento y escalofrios.
01234 Hipersensibilidad tactil, irritacion.
01234 Entumecimiento, insensibilidad
01234 Dolor

01234 Otros...

Figura 25. Test de parestesia, Inventario cualitativo de sintomas leves (QLSI)
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. La puntuacién de la sensibilidad del cuerpo (SSS) para identificar las areas
del cuerpo mas afectadas por los sintomas. Se usé una imagen esquematica del
cuerpo, con lados frontal y posterior con areas rectangulares marcadas. Los
sujetos marcaron con " x " cada drea donde percibieron sintomas, sin tener en
cuenta su naturaleza e intensidad. Los registros (0 o 1) se contaron como la suma
de todas las areas marcadas para todo el cuerpo (puntuacion maxima

posible =17).

Figura 26. Test de parestesia, puntuacion de la sensibilidad del cuerpo (SSS)
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. Por ultimo, el cuestionario rubor basado en una inspeccion visual discreta
del sujeto participante. Un investigador evalud los cambios en la apariencia de la
piel en la cara, las orejas y los antebrazos (por ejemplo, piel roja, nariz roja,

manchas de color).
4.3 PROCEDIMIENTOS DEL ENSAYO

4.3.1 Obtencion del consentimiento informado

Antes de que se llevase a cabo alguna prueba o procedimiento especificos
del estudio, se pidi6 a los participantes que cumpliesen los criterios de
participacion y que firmasen el documento de consentimiento informado
aprobado por el Comité Etico (ANEXO 6).

El investigador inform¢ a cada individuo de forma oral y por escrito de la
metodologia del estudio, asi como de los beneficios y riesgos potenciales
derivados de la participacion en el estudio y de los posibles efectos indeseables
que podian aparecer como consecuencia de las distintas determinaciones que se

realizaban (extracciones sanguineas y efectos secundarios tales como parestesia).

De la misma manera, fueron informados de la voluntariedad del proyecto
tanto en lo referido a su participaciéon como en lo referido al abandono en
cualquier momento del mismo, sin ningtn tipo de perjuicio. Se le dio tiempo
suficiente para que revisasen el documento de consentimiento informado y para
que se respondiese a sus preguntas antes de firmar. Todos ellos firmaron un

consentimiento informado de participacion en el proyecto.

4.3.2 Seguimiento (intervenciones)

Los participantes del estudio se asignaron a una de las dos ramas del mismo
realizdndose dos visitas al centro de investigacion. En la primera visita los
participantes fueron sometidos a las condiciones experimentales 1 y 2, cruzando
las condiciones en la segunda visita. En funcion de la rama asignada, el individuo

tomo primero un producto u otro.
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e Condicion experimental 1. Toma del producto POL
e Condicion experimental 2. Toma del producto COM

Resultados Resultados

TOMA PRODUCTO TOMA PRODUCTO
o EN POLVO < EN COMPRIMIDOS

B Distribucion Periodo de lavado
aleatoria (1 semana)

Poblaciéon
Muestra

TOMA PRODUCTO

TOMA PRODUCTO
EN POLVO

Resultad:

B EN COMPRIMIDOS —_—

Figura 27. Representacion del disefio cruzado del estudio.

En el dia acordado, cada participante del estudio vino al laboratorio de
fisiologia deportiva de la Universidad Catdlica de Murcia. En la primera visita, se
les revisd la informacion del estudio que el participante tenia por escrito con toda
la informacion acerca del procedimiento. Se procedio6 a firmar el consentimiento
informado previo a cualquier toma de datos y caracteristicas generales de cada

individuo participante.

Se realiz6 una historia médica completa en la que se recogieron las
caracteristicas generales de cada participante, datos de filiaciéon, antecedentes
personales, se midi6 peso, talla y masa (Bascula Tanita BC-420MA y tallimetro
Seca model 711), y un control de actividad fisica previa. Ademads, se hizo un
control nutricional para poder controlar la dieta a lo largo de todo el proceso y el
investigador se asegurd de que no habian consumido en el pasado 3-ALA y de

que todos los participantes estaban en ayunas desde la noche anterior.
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Se explico el cuestionario del test de parestesia con mucho detalle cada
pregunta para que no hubiera ninguna duda a lo largo de todo el proceso. Los
participantes rellenaron este cuestionario por separado para familiarizarse con
éste y asi comprobar que no tenian ninguna patologia previa al estudio.

Una vez verificada que la informacion estaba completa, se prosigui¢ de la

siguiente manera:

1. Canalizacion de una via periférica (vena antecubital) para la
extraccion sanguinea.

2. Toma de muestra sanguinea (10 ml) previa a la ingesta de uno de
los productos de investigacion.

3. Ingesta de un producto u otro en funciéon de la aleatorizacion
asignada a cada participante: toma de producto POL o toma de producto COM.

4. Se recolectaron muestras de sangre (10 ml) de la vena antecubital a
los siguientes tiempos hasta las 8 horas: tiempo 0 (linea de base previa a la dosis),
30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 300, 360, 420 y 480 min. La muestra fue recogida
en tubos con EDTA tripotdsico para su posterior analisis de aminoacidos séricos.

5. La evaluacion de la parestesia se realizd de forma concomitante
tras cada extraccion sanguinea, utilizando cuestionarios de calificacion perceptiva
(VAS, ISS, QLSI), presentados siempre en la misma secuencia y sin permitir que
los sujetos retrocedieran para revisarlos.

6. Recoleccion de orina a las 4 h tras la administracion del producto, y

a las 8 horas con medicién del volumen total de orina.
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ANALISIS DE BETA ALANINA E HISTIDINA
EN PLASMA Y ORINA
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Figura 28. Cronograma de las intervenciones del estudio.

4.3.3 Administracion y recogida de muestras

Una vez recopilados los datos de todos los participantes, se le canalizé una
via periférica para la extraccion sanguinea en la vena antecubital a cada
participante. Se hizo una primera toma de muestra sanguinea (10 ml) previa a la
administracién de uno de los productos de investigacion para tener una base

referencial de cada sujeto.

Seguidamente se proporciono a los participantes el producto de acuerdo
con la aleatorizacion de la secuencia. Los productos POL y COM se
proporcionaron en un recipiente sin ningun etiquetado para preservar el
cegamiento. Los sujetos se aislaron de los investigadores y los participantes para
evitar interferencias en sus respuestas. Los productos se administraron en una
sola dosis oral después de ayunar durante la noche y se dej6 agua ad libitum. La
mitad de los participantes tomaron el producto POL y la otra mitad el producto
COM, aleatoriamente, con la misma dosis fijada: 8 gramos de (3-ALA. Para
preservar el cegamiento durante el ensayo, asi como el posterior manejo de dato.
Un miembro del personal verificO que se consumiera el producto y se

completaran los cuestionarios.
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Figura 29, 30, 31 y 32. Composicion de los participantes tomando el producto del
estudio POL o COM.
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Se recogieron muestras de sangre (10 ml) de la vena antecubital. Todas las
muestras fueron obtenidas el mismo dia durante un total de 8 horas, a tiempo 0
(linea de base previa a la dosis), 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 300, 360, 420 y
480 min en tubos con EDTA tripotasico para la preparativa de la muestra. Tras
introducir la muestra en tubos que contenian K:EDTA, se centrifugaron a 4500
rpm, durante 5 min y se congeld el plasma resultante a -20°C hasta su transporte a

la unidad analitica.

Se recogio la muestra de orina total durante las 4 primeras horas y las 4
siguientes desde el comienzo de la toma de producto hasta la finalizacion del
estudio.

Los participantes bebieron la cantidad de agua que quisieron durante todo
el estudio. Cuatro horas después del comienzo del estudio, se proporcion6 una
comida vegana estandarizada libre de alimentos con (-ALA y L-His. Incluia
ensaladas frescas, verduras a la parrilla (cocidas y aderezadas con aceites
vegetales), mayonesa sin huevo, especias secas y frutas. A los sujetos se les

prohibid cualquier alimento o bebida diferente excepto el agua.
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Figura 33. Organizacién temporal con 6 participantes por dia.
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Figura 34, 35 y 36. Composicion de las extracciones sanguineas a los participantes
durante los tiempos del estudio marcados.
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Posteriormente a la toma de cada muestra de sangre, se le dio a cada

voluntario el test de parestesia que contenia distintas cuestiones:

e DPercepcion de intensidad (analdgica visual (VAS), puntuacion de la
intensidad (ISS))

e Inventario cualitativo de los sintomas (QLSI)

e Distribucion de las sensaciones en el cuestionario corporal (ISS)

e Rubor.

Todos los cuestionarios excepto rubor, fueron autoadministrados

Después de completar el cuestionario, se dio la vuelta a la pagina y no se

permitio al sujeto navegar hacia atras para revisar.

4.3.4 Procesamiento de las muestras

Inmediatamente tras la extraccion de sangre, las muestras se centrifugaron
(4500 rpm, 5 min, 4 ° C) el sobrenadante se separd y se mantuvo congelado a -20 °
C hasta la determinacion de 3-ALA, L-His y resto de aminoacidos, llevada a cabo
por el Laboratorio de Anadlisis Clinicos, Centro médico Virgen de la Caridad,

Cartagena, Espana.

El método utilizado fue el descenso crioscdpico. El descenso crioscdpico es
el método considerado “gold standard” en la mediciéon de osmolalidad que
permite la determinacion de la concentracion. Usaron el programa de control
externo o comparacion interlaboratorios para asegurar la calidad del método. El
equipo utilizado fue el Osmol, de Advanced Technologies, disefiado para

muestras clinicas de tipo acuoso como serian suero y orina.
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Figuras 37, 38, 39, 40, 41 y 42. Composicion de la preparativa de muestra: Centrigufacion
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Figuras 43, 44, 45, 46 y 47. Composicion de la preparativa de muestra: Separacion
del plasma.
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Transcurrido el periodo de lavado de una semana entre las dos fases del
estudio, los voluntarios regresaron al laboratorio para la administracion del
segundo producto segin la secuencia establecida en el cruce. Se repitid

exactamente el mismo protocolo de ensayo de la visita 1 cruzando los productos.

4.4 ANALISIS FARMACOCINETICO Y METODOS ESTADISTICOS

44.1 Analisis no compartimental

Los parametros farmacocinéticos se calcularon usando Phoenix® 8.2
(Certara USA, Inc., Princeton, NJ). Se utilizaron técnicas no compartimentales
para calcular los principales pardmetros farmacocinéticos individuales tanto de (3-
ALA como de L-His. La concentracion plasmatica maxima de 3-ALA (Cwmax) y el
tiempo hasta Cmax (Tmax) se obtuvieron a partir de los perfiles farmacocinéticos; la
constante de velocidad de eliminacion (ke)) se calculo mediante regresion log-
lineal de los datos de concentracidon-tiempo en la pendiente terminal; la semivida
de eliminacién (ti2) fue de In2/ke; el 4rea bajo la curva hasta la ultima
concentracion (AUCo —nst) se calculd utilizando el método de los trapezoides, el
AUC extrapolado (AUCust~) fue Ciast / kel (Clast €s la tltima concentracion) y la
exposicion total (AUCo . - ) fue la adicion de ambas areas. El tiempo de residencia
medio MRTo .~y MRTo . - se calcularon como AUMCo , 1ast/ AUCo . 1ast y AUMCo
=/ AUCo -, - respectivamente, donde AUMC es el 4rea bajo el primer momento de
la curva. El aclaramiento oral (Cl / F) se calculé como D / AUCo . ~donde D es la
dosis y el volumen aparente de distribucion en estado estacionario (V / F) fue
MRT x CI /F.

La constante de velocidad de absorcion Ka se calculd con la ecuacién
MRTPO = MAT + MRTIV donde MAT es el tiempo medio de absorciéon o1/ Kay
MRTIV es el MRT tras la administracion IV o 1 / ke, asumiendo que el
aclaramiento permanece constante entre las vias oral e intravenosa. De manera
similar, el efecto maximo (Emax), el tiempo hasta Emax (TEmax) y el drea bajo la
curva de efecto (AUEC) se calcularon a partir de las curvas individuales respuesta

(intensidad de parestesia)-tiempo.
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44.2 Analisis compartimental

Se realizO un andlisis compartimental del perfil de concentracion
plasmatica-tiempo para evaluar el modelo farmacocinético que mejor describiera
los perfiles de B-ALA e L-His usando las concentraciones promedio para cada
tiempo para cada brazo del estudio. Seguidamente, se realizé el ajustado
monocompartimental y bicompartimental con ausencia o inclusion de tiempo de
latencia a los datos promedio con ponderacion uniforme a 1/C utilizando el
algoritmo de Gauss-Newton (Levenberg y Hartley). Los parametros se obtuvieron

informados como media + DE y coeficiente de variacion.

También se realiz6 un andlisis de correlacién entre la concentracion
plasmatica y los valores de intensidad de parestesia tanto individualmente como
los valores promedio de concentracion e intensidad de parestesia para evaluar su
aparicion tras la administracion oral de ambos productos. Por tanto, se
obtuvieron graficos de histéresis para evaluar el perfil concentracién-efecto con

ambos productos.

4.4.3 Meétodos estadisticos

Los parametros farmacocinéticos obtenidos mediante técnicas no
compartimentales se presentan como media + desviacion estandar e intervalos de
confianza (IC) del 95%. La comparacion de pardmetros y la secuencia cruzada y la
evaluacion de los efectos del periodo entre la prueba y los resultados de
referencia se analizaron utilizando la prueba de Wilcoxon. La bondad de ajuste
para evaluar el modelo compartimental mas probable se determind segun el
coeficiente de correlacion y el Criterio de informacion de Akaike (AIC) y se
selecciono el que tenia el valor de AIC mas bajo como el mas probable. Se realizé
una comparacion entre los pardmetros compartimentales usando un test-z. Se
consideraron diferencias significativas cuando p <0,05. Todo el andlisis estadistico
farmacocinético se realiz6 usando las herramientas estadisticas incluidas en el

software Phoenix 8.2.
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4.5 ASPECTOS ETICOS

El estudio se realiz6 siguiendo las Normas de Buena Practica Clinica y las
condiciones que deben regir los estudios de investigacion con humanos que se
delimitan en la Declaracion de Helsinki (ltima conferencia en Fortaleza (Brasil),
2013).

4.5.1 Evaluacion del comité ético de investigacion

Siguiendo las recomendaciones generales sobre investigacion con seres
humanos, el estudio se sometié a la consideracién del Comité de Etica de la
Universidad Catolica San Antonio de Murcia que dio su aprobacion (codigo de
estudio CE021902) (ANEXO 7).

4.5.2 Hoja de informacion para el paciente y consentimiento informado

Antes de que se llevara a cabo alguna prueba o procedimiento especifico del
estudio, se pidio a los pacientes que cumplieran los criterios de inclusion que
revisaran el documento de consentimiento informado, realizaran las preguntas
necesarias para que pudieran ser respondidas antes de firmar el documento de

consentimiento informado aprobado por el Comité Etico.

Cada individuo fue informado de forma oral y por escrito de la metodologia
del estudio, asi como de los posibles efectos indeseables que podian aparecer
como consecuencia de las distintas determinaciones que se realizaron
(extracciones sanguineas y parestesia). De la misma forma, los participantes
fueron informados de la voluntariedad del proyecto tanto en lo referido a su
participacion como en lo referido al abandono en cualquier momento del mismo
sin ningun tipo de perjuicio o explicacion necesaria. Asi mismo, todos fueron
conocedores de las caracteristicas del producto que ingeriran y de los posibles
efectos indeseables que podian aparecer durante su toma. Todos ellos firmaron
un consentimiento informado de participacion en el proyecto y otro para las

extracciones sanguineas.
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45.3 Confidencialidad de los datos

Siempre se mantuvieron los niveles mas altos de conducta profesional y
confidencialidad y se cumpli¢ la legislacion nacional vigente sobre proteccion de
datos (Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 27 de
abril de 2016, relativo a la proteccion de las personas fisicas en lo que respecta al
tratamiento de datos personales). El derecho de los pacientes a la confidencialidad
debia ser respetado. La identidad de los pacientes se codificd en los documentos
del estudio y solo personal debidamente autorizado tuvo acceso a los datos
personales identificables cuando los procedimientos de verificacion de datos

exigian la inspeccion de esa informacion.

Asimismo, fue responsabilidad del investigador informar al sujeto a estudio
de modo expreso, preciso e inequivoco, de que sus datos se incorporaron a una
base de datos informatica, la cual s6lo se emple6 con finalidades de investigacion
y que el paciente no podria ser identificado de ninguna forma en dicha base de
datos, y de la identidad y direccion del responsable del tratamiento de dicha base
de datos.

Todos los datos consignados en los cuadernos de recogida de datos fueron
tratados de forma confidencial. En ninguno de los registros efectuados ha
constado el nombre de los pacientes, sino que éstos fueron identificados a través

de un ntimero correspondiente al cddigo del paciente.

Los datos se incorporaron a una base de datos propiedad de Universidad
Catolica San Antonio de Murcia, los cuales serdn cancelados cuando dejen de ser
necesarios y no seran usados para finalidades incompatibles con aquellas para las

que los datos hubieran sido recogidos.
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V-RESULTADOS

51 DESARROLLO DEL PRODUCTO DE B-ALA DE LIBERACION
CONTROLADA.

5.1.1 Seleccion de  -ALA pura y recubrimiento.

Para realizar el recubrimiento, se procedié primero a la busqueda de 3-ALA
pura, ingrediente principal de nuestro formulado. Durante el desarrollo del
recubrimiento, se observd que el tamafo de partida de las particulas era
fundamental para la realizacion del proceso de recubrimiento y cumplimiento del
perfil de liberacion. Por lo tanto, se analizaron distintos tamafios hasta obtener
una que cumpliese con especificaciones necesarias para los productos disefiados.
Se comenzd con un tamafio de 40 mesh, siendo este demasiado grande y
dificultosa para ingesta de las cantidades marcadas, una segunda (-ALA pura de
100 mesh, con mejores resultados organolépticos aunque no los idoneos para las
cantidades de ingesta planeadas. Por ultimo, se lleg6 al resultado adecuado en
formato de B-ALA de 200 mesh de tamano. Los certificados de analisis se
encuentran en el ANEXO 8.

En las fotografias se pueden comprobar los distintos tamanos de B-ALA

hasta conseguir el tamafio éptimo:
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] - J L
Figuras 48, 49 y 50. Distintos tamafos de (3 -ALA. De izquierda a derecha: 40
mesh, 100 mesh y 200 mesh

Seleccionadas las distintas 3-ALA puras, se procedi6 al recubrimiento con el
equipo piloto Jet Coater 10L. En las fotografias se puede comprobar como ha ido

variando el tamano de -ALA recubierta hasta conseguir el tamafio 6ptimo:

Figura 51. Distintos tamafios de (3 -ALA recubierta. De izquierda a derecha: 40
mesh, 100 mesh y 200 mesh

5.1.2 Liberacion in vitro

La propuesta del proyecto es que la dosificacion con la féormula piloto
desarrollada de liberacion controlada sea capaz de mantener niveles constantes {3-
ALA en plasma de forma estable y sin caidas bruscas o picos debidos a la

liberacion del ingrediente activo durante su periodo de absorcion.
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Los resultados obtenidos en los test de liberacion sostenida de las

formulaciones preliminares fueron los siguientes:

PRUEBA 1: Recubrimiento de muestra 1.- 3-ALA de 40 mesh o 400 um.

En esta prueba los porcentajes de liberacion no fueron constantes y el

tamarno de particula resulté demasiado grande:

Tabla 6. Desarrollo del recubrimiento 1 con 3 -ALA de 40 mesh o 400 um.

Tiempo transcurrido % Liberacion
1 hora 14.4%
2 horas 51.8%
4 horas 89.4%
6 horas 101.6%

120

y =16,902x +9,3695
R? =0,9027

100

80

60

% Liberacion

40

20

0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (horas)

Figura 52. Ratios liberacion B-ALA desarrollo 1.
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PRUEBA 2: Recubrimiento de muestra 2.- 3-ALA de 100 mesh o 149 um.

En esta segunda prueba se observa que hay una liberacion constante, pero a
nivel sensorial se comprobd que la granulometria obtenida resulté inadecuada

para la ingesta planificada.

Tabla 7. Desarrollo del recubrimiento 2 con 3 -ALA de 100 mesh o 149 um

Tiempo transcurrido % Liberacion
1 hora 5.5%
2 horas 19.3%
4 horas 67.6%
6 horas 96.8%

120

100

y=19,01x- 14,483
R? =0,9883

80

60

% Liberacion

40

20

0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (horas)
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Figura 53. Ratios liberacion (3-ALA desarrollo 2.

PRUEBA 3: Recubrimiento de muestra 3.- 3-ALA de 200 mesh o 74 um.

En esta ultima prueba se observa que tenemos liberacion hasta el tiempo
objetivo de 6 horas y los % de liberacion durante el transcurso del tiempo son
constantes consiguiendo el propdsito perseguido. A nivel sensorial se comprobd
que la granulometria obtenida resulté conforme. Su ajustado resulté en una
pendiente de 16.742 + 1.3679 y una ordenada en origen de 0.4373 + 5.1639 y 12
0,9967.

Tabla 8. Desarrollo del recubrimiento 3 con 3 -ALA de 200 mesh o 74 um

Tiempo transcurrido % Liberacion
1 hora 18.4%
2 horas 31.3%
4 horas 69.6%
6 horas 100.1%
A

120

y =16,742x+0,4373
R?=0,9967

100

80

60

% Liberacion

40

20

0 1 2 3 4 5 3 7
Tiempo (horas)
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Residuos
o

Tiempo (horas)

Figura 54. A: Ratios liberacion 3-ALA desarrollo 3 y B: graficos residuales

5.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PARTICIPANTES DEL ESTUDIO

Se incluyeron en el estudio doce voluntarios sanos (seis hombres y seis
mujeres) de nacionalidad europea o sudamericana, todos ellos de raza blanca de
los cuales once lo completaron (un sujeto masculino no acudié a la segunda
visita). Los sujetos tenian 25.6 + 3.2 afios (rango: 24-32 afios), pesaban 68.1 + 8.0 kg
(50.3-83 kg), 1.74 + 0.10 m (1.51-1.83 m) de estatura y su masa magra media era
52.1 + 9.0 kg (38,1-67,6 kg). Las caracteristicas demograficas individuales se

muestran en la tabla 9:

Tabla 9. Datos demograficos de todos los participantes en el estudio
Sujeto  Edad Sexo Peso (Kg) Altura (cm)  Masa magra (Kg)

1 24 F 61,5 162 41,5
2 - M - - -

3 30 F 68,2 171 43,2
4 25 M 72,9 182 61,2
5 27 F 68,2 177 42,5
6 32 M 76,0 179 60,1
7 28 F 58,8 158 39,5
8 21 M 83,0 183 67,7
9 26 F 50,3 157 40,3
10 23 M 61,4 168 50,1
11 24 M 85,1 177 67,0
12 23 F 55,0 151 38,1
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5.3 FARMACOCINETICA

5.3.1 Concentraciones plasmaticas de f-Alanina

Se determinaron las concentraciones de 3-ALA en cada voluntario tras la
administracion de POL o COM segun su secuencia aleatoria. Las tablas 10 y 11
muestran las concentraciones de 3-ALA individuales en cada tiempo de muestra
tras la administracion de POL o COM respectivamente. Asimismo, la Figura 55
muestran los perfiles farmacocinéticos individuales tras la administracion de POL
o COM.
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Tabla 10. Concentracion plasmatica por sujetos de B-ALA después de la administracion oral de 8 gramos a
voluntarios sanos de formulacidn en polvo de liberacion controlada (POL).

Concentracion plasmatica de B-ALA (polvo) (uMol/L)

Sujetos
Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 1,00 - 1,80 580 370 1,00 830 630 1,00 350 370 1,00
30 31320 - 7240 263,40 87,00 299,30 9580 22550 52,00 92,70 106,30 309,00
60 838,70 - 642,10 1146,80 541,10 1230,80 1096,40 646,50 548,00 950,70 704,80 798,20
90 1280,70 - 1101,10 823,60 860,70 1419,70 1551,40 745,00 812,30 1131,00 881,40 803,80

120 1338,70 ** 852,50 **1016,60 1171,90 724,90 800,10 1127,40 752,60 779,10

150 738,40 - 644,70 809,50 587,20 264,40 1407,40 529,90 639,10 1004,40 609,40 709,70
180 331,00 - 58550 567,10 451,30 257,10 836,30 369,00 410,10 699,90 276,60 740,90
210 387,50 - 359,40 286,40 197,90 174,70 291,70 168,30 597,90 461,20 133,20 518,40
240 140,40 - 206,00 243,70 109,40 75,60 227,80 176,70 361,80 271,00 119,70 760,90
300 2580 - 17090 94,30 49,50 * * 68,80 140,50 140,50 55,00 *

360 56,20 - 56,70 51,50 34,20 41,00 37,60 46,90 50,20 62,40 28,40 117,80
420 9,70 - 3700 3840 3550 3090 2860 3500 5350 5030 19,30 110,20
480 2570 - 19,00 2090 18,550 5,90 17,50 24,30 37,50 49,40 21,30 54,90

*El sujeto no acudio a la segunda visita; ** Muestra no valida.
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Tabla 11. Concentracion plasmatica por sujetos de 3-ALA después de la administracion oral de 8 gramos

a voluntarios sanos de formulacion en comprimidos de liberacién controlada (COM).

Concentracion plasmatica de B-ALA (comprimidos) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 210 - 1,00 11,80 210 * 490 670 89 340 1,00 1,00
30 400,70 - 173,50 400,10 89,70 50,50 456,30 117,40 42,40 128,00 147,20 135,70
60 666,10 - 57,50 569,30 252,70 485,70 765,10 513,50 272,80 423,80 175,10 807,20
90 516,00 - 599,00 631,40 546,40 419,30 786,20 855,40 1008,50 698,90 306,80 627,70
120 402,00 - 454,30 372,40 208,90 349,00 616,10 366,40 738,00 420,60 202,00 281,60
150 232,40 - 390,20 ** 19420 174,50 480,90 292,30 762,50 284,20 177,70 98,80
180 157,60 - 151,20 124,10 65,10 236,50 391,50 177,90 418,80 164,90 88,20 61,40
210 74,00 - 6850 7960 81,30 ** 142,20 136,70 ** 96,60 80,50 29,10
240 4540 - 2560 ** 49,00 60,80 82,60 86,40 219,20 8820 ** 53,50
300 3410 - 960 3650 2410 ** 3650 8840 149,30 40,30 19,40 31,00
360 4030 - 550 6,00 3770 1880 2920 2230 7540 2680 1240 12,80
420 21,60 - 13,60 9,00 * 990 22,80 1810 41,40 16,30 20,80 19,50
480 1730 - 2,10 ** 6,30 13,550 15,10 19,70 31,30 26,00 ** 15,90

*El sujeto no acudié a la segunda visita; ** muestra no valida; y

H%%

muestra no tomada.
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A continuacién, se representan los perfiles individuales tras la
administracién oral de 3-ALA en el producto POL y COM:
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Figura 55. Perfil farmacocinético plasmatico de 3-ALA individuales tras la
administracién oral de una dosis de 8 gramos. (@) formulacién en polvo de
liberacion controlada (POL), () comprimidos de liberacion controlada (COM).
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Asimismo, en la tabla 12 se muestran los valores promedio de las
concentraciones de [3-ALA para ambas formulaciones y en la Figura 56 se
representa la curva concentracion plasmatica — tiempo de 3-ALA obtenida con los
valores promedio de las concentraciones de (3-ALA, donde pueden contrastarse

las diferencias en sus perfiles farmacocinéticos.

Tabla 12. Concentracion plasmatica promedio de P-ALA después de la
administracion oral de 8 gramos a voluntarios sanos.

Concentracion  -ALA (uMol/L)

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 3,37 +£2,53 4,29 +3,75
30 174,24 + 106,78 194,68 + 149,75
60 831,28 + 243,98 453,53 + 256,58
90 1037,34 + 278,27 635,96 + 194,65
120 951,53 + 219,95 401,03 + 168,51
150 722,19 + 291,14 308,77 + 200,38
180 502,25 + 196,96 185,20 + 125,67
210 325,15 + 154,34 87,61 + 34,64
240 244,82 + 189,92 73,01 £ 60,12
300 87,37 £52,13 46,22 + 41,57
360 52,99 + 23,87 26,87 +21,03
420 40,76 + 26,13 17,32+ 9,00
480 27,03 + 14,63 16,80 + 9,51
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Figura 56. Perfil farmacocinético plasmatico medio de 3-ALA después de la
administracion oral de 8 gramos a voluntarios sanos. (®) formulacién en polvo de
liberacion controlada (POL), () comprimidos de liberacion controlada (COM).

5.3.2 Analisis farmacocinético no compartimental de f-ALA

Se realizd el andlisis no compartimental de los perfiles individuales de cada
formulacion tras la administracion de POL o COM segun su secuencia aleatoria.
Las tablas 13 y 14 muestran los valores individuales de los principales pardmetros
farmacocinéticos y la figura 57 la distribucion individual de los principales

parametros farmacocinéticos.



Tabla 13. Pardmetros farmacocinéticos individuales no compartimentales de la formulacién en polvo (POL).

124

LYDIA DE SALAZAR SANCHEZ-FERRAGUT

Parametros farmacocinéticos (POL)

Sujetos . tlfz TM.AX Cmax AUCUHIast 1§UCO—>°° V/F Cl/ F MRT:OHIast MRTOHW

(I/min) (min) (min) (umol/L) (min*umol/L) (min*umol/L) (L) (L/min) (min) (min)
1 0,0151 46,04 120 1338,7 165606,82 167313,71 3561  0,5361 125,65 129,95
3 0,011 63,23 90 1101,1 151617,12 153350,39 53,36 0,5849 152,61 157,34
4 0,011 62,81 60 1146,8 163328,72 165222,55 49,19 0,5429 138,79 143,74
5 0,0102 67,7 90 860,7 114583,69 116390,70 75,28 0,7707 140,89 147,67
6 0,0104 66,95 90 1419,7 147781,07 148350,96 58,4 0,6046 114,57 116,34
7 0,0132 52,64 90 1551,4 210506,72 211835,72 32,16 0,4234 136,26 138,89
8 0,0092 75,04 90 745 118819,72 121450,29 79,95 0,7386 140,62 150,32
9 0,0096 72,23 90 812,3 145524,72 149432,34 62,55  0,6003 165,19 176,15
10 0,0099 70,05 90 1131 191378,53 196370,59 46,16  0,4568 150,37 161,32
11 0,0122 56,99 90 881,4 114777,06 116528,38 63,29  0,7698 131,68 138,15
12 0,0106 65,17 90 803,8 203716,76 208878,84 40,38  0,4294 178,06 187,84
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Tabla 14. Pardmetros farmacocinéticos individuales no compartimentales de 3-ALA en la formulacidon en comprimidos (COM).

Parametros farmacocinéticos (COM)

Sujetos Ke. tlfz TM.AX Cmax AUCOHlast P.xUCO—wO V/F Cl/ F MRT:OHIast MRTon
(1/min)  (min) (min)  (umol/L) (min*umol/L) (min*pumol/L) (L) (L/min) (min) (min)
1 0,009 76,61 60 666,1 81071,73 82983,93 131,47  1,1894 117,36 128,26
3 0,0135 51,37 90 599 58603,26 58758,88 124,48  1,6797 124,79 125,92
4 0,0133 52,09 90 631,4 76442,86 77119,23 96,18  1,2798 105,26 108,68
5 0,0087 79,97 90 546,4 48753,29 49480,12 230,13  1,9947 135,69 142,45
6 0,01 69,25 60 485,7 61097,74 62446,5 157,91  1,5806 133,72 143,36
7 0,0105 66,32 90 786,2 117550,07 118994,89 79,36 0,8294 120,7 126,23
8 0,009 77,37 90 855,4 84356,66 86555,59 127,28  1,1403 135,09 146,69
9 0,0095 72,7 90 1008,5 131896,42 135179,17 76,58 0,7301 163,88 174,1
10 0,0102 68,14 90 698,9 75312,79 77868,77 124,61  1,2675 133,43 148,04
11 0,0089 78,07 90 306,8 37997,59 40340,42 275,58  2,4467 125,03 148,7
12 0,0105 65,88 60 807,2 66374,13 67885,28 138,18 11,4539 109,85 120,2
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Figura 57. Distribucion individual de los principales pardmetros farmacocinéticos.
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En la siguiente tabla 15 se muestran los valores promedio de parametros
farmacocinéticos principales para ambas formulaciones indicando los que

mostraron diferencias significativas entre ambas formulaciones.

Tabla 15. Parametros farmacocinéticos no compartimentales de las
formulaciones de polvo (POL) y de comprimidos (COM). Los datos se
presentan como media + DS. n=11.

Parametros (unidades) Polvo Comprimidos  Valor p

Ke (1/min) 0.0111 +0.002 0.0103 + 0.0020 0.2850
ti2 (min) 63.5+8.7 68.9+9.8 0.1994
Tmax (min) 90+13 82+14 0.2767
Ka (min) 0.0199 +0.0107  0.0299 +0.0121 0.0834
Cwmax (umol/L) 1072 + 276 672 +192 0.0045
AUCo_ st (min*umol/L) 157058 + 34097 76314 + 27838 <0.0001
AUCo_ (min*umol/L) 159557 + 34708 77965 + 28275 <0.0001
V/E (L) 542 +15.5 142.0 +60.9 0.0004
Cl/F (L/min) 0.587 +0.128 1.417 £ 0.498 <0.0001
MRTo_ st (min) 143 +£19 128 £16 0.0449
MRTo_. (min) 150 +20 138 +18 0.1373

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en Cmax, AUC,
V/E, CL/F y MRT. La Cmax, AUCo - st y AUCo -, - fueron 1.6, 2.1 y 2.1 veces mas
altos en el producto de prueba y su AUC extrapolado fue 1.7% y 2.2%
respectivamente. Esto produjo un aumento de biodisponibilidad de 3-ALA de 2,1
veces en la nueva formulacion POL. La K. fue 0,67 veces mas baja en el producto
POL, y V/F y CL/F disminuyeron 0,38 y 0,41 veces paralelo al F mas alto. Por
ultimo, el MRTo -, st fue ligeramente mayor en el producto POL. Los demas
parametros, Ke, Ka, Tmax, y ti2 no mostraron diferencias significativas entre las

formulaciones administradas.
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5.3.3 Analisis farmacocinético compartimental de p-ALA

Ademas del analisis independiente de modelo, se exploré el modelado
compartimental. Se ajustaron varios modelos y condiciones a los datos medios
experimentales consolidados: modelos mono- y bicompartimental, inclusion del
tiempo de latencia en la absorcién y varios tipos de ponderacién segun 1/Cn o Cn
donde C es la concentracién y C la concentracién predicha por el modelo y n toma
el valor O (sin ponderacion), 1 y 2 como exponente. Tras una inspeccion visual de
los perfiles generados, de la dispersion de los residuales ponderados frente a los
valores predichos y los valores predichos frente a observados (Figura 58) y el CV
de los parametros, se eligio la inversa de la concentracion (1/C) como esquema de

ponderacion.
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Figura 58. Graficos de ajuste de correlacion y residuales.

El ajuste inicial se realizd utilizando un modelo de un compartimento
seguido del bicompartimental y posteriormente se procedié a incorporar el
tiempo de latencia (Trac) en ambos modelos siguiendo el esquema de

ponderacion escogido. El AIC fue menor en el modelo monocompartimental en
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ambos casos (140.0 y 122.5 para POL y COM respectivamente). Cuando se afiadid
el tiempo de latencia a tanto el modelo monocompartimental como el
bicompartimental mejoraron los resultados y se obtuvieron valores de AIC

similares para cada modelo en ambos productos (Tabla 16).

Tabla 16. Parametros de bondad de ajuste a modelos compartimentales: r
(coeficiente de correlacion entre los valores observados y predichos), S
(estimacion de la desviacion estandar residual), AIC (criterio de
informacion de Akaike) para cada modelo probado: monocompartimental
(1C), 1C con tiempo de latencia (1C Tlag), bicompartimental (2C) y 2C con
tiempo de latencia (2C Tlag). DF: grados de libertad.

Estimacion 1C 1C Tlag 2C 2C Tlag
DF 10 9 8 7
Polvo
R 0.8916 0.9953 0.8908 0.9963
AIC 140.0 104.3 144.1 103.6
S 54.80 13.53 61.51 12.82
Comprimidos
R 0.9331 0.9812 0.9333 0.9856
AIC 122.5 110.6 126.4 109.31
S 27.93 17.25 31.14 15.95

Por tanto, siguiendo el principio de parsimonia, se eligié el modelo mas
simple (menor nimero de pardmetros) como el mejor para describir los datos

segun el siguiente modelo monocompartimental extravascular:

F.D.ka

E—— (E—keir—r!qg,l _E—kair—rmg,l)
‘a—ke)

Cp:

El ajuste produjo las siguientes ecuaciones:

Formulacién POL:  Cp= 8003 (g 20147 (£7263) _ o —00208 (1-26.3)

Formulaciéon COM: Cp= 1940 (g 20143 (F7232) _ o —0.031 (r=23.2)
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Los parametros farmacocinéticos obtenidos después del analisis
compartimental para el modelo de un compartimento con tiempo de latencia, se
enumeran en la Tabla 17. Ademas de la identificacion del tiempo de latencia que
fue similar en ambas formulaciones (26,3 y 23,2 min en formulacién en polvo y
comprimidos respectivamente) el modelo también permitié el cdlculo de la
constante de absorcion Ka que fue levemente mayor en el producto COM (0.0310 +
0.0159 h') pero no alcanzé diferencias estadisticamente significativas con el
producto POL (0.0147 + 0.0043 h'). Sin embargo, se encontraron diferencias
estadisticas para Cmax y AUCo ., - que fueron 1,9 y 2,2 veces mayores después de
la administracion del producto POL (p <0,001). Ademads, Twmax fue
significativamente mayor en el producto POL que en el producto COM, 83 + 3
frente a 70 + 7 min, respectivamente (p <0,05). De manera similar, CL /Fy V / F
fueron 0,46 y 0,45 veces mds pequenos, de acuerdo con el aumento de 2,2 veces en
la biodisponibilidad.

Tabla 17. Parametros farmacocinéticos compartimentales de las formulaciones
de polvo (POL) y comprimidos (COM). Los datos se presentan como media + DS.
ns: no significante, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Parametros (unidades) Polvo Comprimidos Valor p

Ke (1/min) 0.0147 + 0.0043 0.0143 + 0.0040 Ns
ti2e (min) 50.0+13.7 48.5+13.5 Ns
Ka (1/min) 0.0208 + 0.0078 0.0310 + 0.0159 Ns
t1/2a (min) 332+124 223+11.6 Ns
tiag (min) 26.3+0.9 23.2+3.0 Ns
Twax (min) 83.0+3.5 69.5 + 6.5 *

Cuax (umol/L) 1012 + 47 540 + 54 okt
AUCo_ (min*umol/L) 158721 + 5632 73320 + 5062 i
V/F (L) 38.3+10.9 85.6 +23.0 *

CL/F (L/min) 0.565 +0.020 1.223 £ 0.085 ok

MRTo_. (min) 67.8+19.5 (28.8%) 70.0 +20.1 Ns
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5.3.4 Concentraciones plasmaticas de L-Histidina

Se determinaron las concentraciones de L-His en cada voluntario tras la
administracion de POL o COM segun su secuencia aleatoria. Las tablas 18 y 19 se
muestran las concentraciones de L-His individuales en cada tiempo de muestra
tras la administracion de POL o COM respectivamente. Las concentraciones
obtenidas tras la administraciéon de COM representan los niveles basales de L-His
ya que esta formulacion no incluia L-His, a diferencia de POL. Asimismo, la
Figura 59 muestra los perfiles farmacocinéticos individuales tras la
administracion de POL o COM.
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Tabla 18. Concentracién plasmatica por sujetos de L-His después de la administracion oral de 300 mg a
voluntarios sanos de formulacién en polvo de liberacién controlada (POL).
Concentracion L-His (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 51,14 - 6465 9393 9760 6688 6544 56,09 72,12 9846 90,42 77,26

30 101,03 - 78,09 150,26 121,17 107,72 122,10 9500 9582 113,00 122,01 115,03
60 10949 - 7442 102,46 118,67 154,14 92,77 10598 81,96 121,44 112,40 122,79
90 8623 - 6971 7774 13220 77,76 91,01 59,63 7346 77,63 7513 84,71

120 7012 - 3229 8532 6622 70,77 6347 80,67 7522 96,56 79,73 9543

150 7583 - 8276 8344 90,11 89,77 7501 7685 6758 91,18 82,03 9578

180 62,98 - 63,08 7440 119,00 91,01 63,75 66,03 8157 8937 7551 108,69
210 60,03 - 6642 76,02 10582 59,59 6596 60,35 118,90 100,92 8843 78,48

240 71,46 - 7350 112,08 8929 56,75 77,56 62,12 70,14 91,83 87,64 8898

300 5758 - 6599 7562 97,68 6456 73,75 62,73 5687 73,53 90,48 67,67
360 5250 - 7199 76,00 8559 7736 61,04 4853 6054 8035 52,79 7911

420 4779 - 8554 6576 13510 7590 54,32 56,14 5790 81,63 89,60 92,54
480 5851 - 5922 59,18 71,07 5306 52,22 5144 4988 8939 78,05 99,55

*El sujeto no acudi6 a la segunda visita; ** muestra no valida
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Tabla 19. Concentracion plasmatica por sujetos de L-His después de la administracion oral a voluntarios
sanos del producto de formulacién en comprimidos de liberacion controlada (COM). Los datos
representan los niveles basales.

Concentracion L-His (comprimidos) (uMol/L)

Sujetos
Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 91,84 - 59,84 8919 62,04 6961 3534 8812 137,00 117,77 122,59 100,73
30 71,66 - 49,73 73,75 5790 92,83 6805 71,40 80,14 11533 130,39 87,57
60 72,68 - 6476 60,71 60,40 139,04 49,88 10566 90,87 89,38 79,71 146,26
90 73,83 - 5990 76,78 86,14 93,60 59,54 8555 6844 15698 76,52 147,11
120 62,84 - 76,72 76,07 63,63 8849 7586 7051 9480 119,30 62,57 76,35
150 68,92 - 53,22 7427 61,75 8997 5680 81,28 113,07 113,58 72,78 72,10
180 67,82 - 6248 60,86 7825 73,69 5509 7047 6321 9448 70,61 69,34
210 62,47 - 50,27 60,47 56,77 8473 54,81 86,31 o 82,19 115,24 55,80
240 68,47 - 6815 103,70 7569 71,61 6544 103,02 6391 81,12 72,99 10574
300 71,71 - 5837 9823 6815 9026 61,40 6814 5508 117,56 103,91 64,79
360 86,60 - 41,29 59,18 80,10 5531 6580 57,67 5996 118,87 5851 93,58
420 64,84 - 7825 63,10 53,83 61,32 5828 50,73 51,90 7091 119,26 66,75
480 61,92 - 6541 9876 5509 60,13 56,68 9324 7310 66,99 ** 7329

*El sujeto no acudio a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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A continuacion se representan los perfiles individuales de L-His tras la
administracion oral de los productos en formato POL y COM, donde se aprecia

un ligero aumento de los niveles basales.
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Figura 59. Perfil farmacocinético plasmatico de L-His tras la administracion oral

de POL que contiene 300 mg de L-His y COM que no contiene L-His. Ambas
formulaciones contienen 8 gr de 3-ALA. (@) formulacion en polvo de liberacion
controlada (POL), (o) comprimidos de liberacién controlada (COM).

Asimismo, en la tabla 20 se muestran los valores promedio de las

concentraciones de L-His para ambas formulaciones y en la Figura 60 se

representa la curva concentracion plasmatica — tiempo de L-His obtenida con los

valores promedio de las concentraciones de L-His, donde pueden contrastarse las
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diferencias en sus perfiles farmacocinéticos frente a los niveles basales (COM) y la

alta variabilidad inter-individual reflejada en la alta sd.

Tabla 20. Concentracion plasmatica promedio de L-His después de la
administracién oral a voluntarios sanos.

Concentracion L-His (uMol/L)

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 75,82 +16,90 88,55 + 30,39
30 111,02 + 18,94 81,70 + 23,89
60 108,77 + 21,75 87,21 + 31,81
90 82,29 + 18,58 89,49 + 32,73
120 74,16 + 17,64 78,83 +16,83
150 82,76 + 8,47 77,98 + 20,34
180 81,40 + 19,03 69,66 + 10,46
210 80,08 + 20,71 70,91 + 20,59
240 80,12 +15,73 79,99 + 16,24
300 71,50+ 12,84 77,96 + 20,95
360 67,80 + 13,07 70,62 + 22,08
420 76,57 + 24,83 67,20 +19,15
480 65,60 +16,79 70,46 + 14,83
150,00
—&—Polvo
;_'E 130,00
5 1«_,-“110,00
§ 2 90,00
c 3
8 T 7000
| =
o
O 5000
0 100 200 300 400 500 600

Tiempo (min)

Figura 60. Perfil farmacocinético plasmatico promedio de L-His después de la
administracién oral a voluntarios sanos de los productos POL y COM. (e)
formulacion en polvo de liberacién controlada (POL), (0) comprimidos de

liberacién controlada (COM). Valores promedio.
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5.3.5 Analisis farmacocinético de L-Histidina

Se realiz6 el analisis de los perfiles individuales de la formulacion tras la
administracion de POL. La tabla 21 muestra los valores individuales de los
principales parametros farmacocinéticos una vez corregidos para eliminar el
efecto sustraccion de la concentracion cero, tomandose como tal la concentraciéon

predosis.

Tabla 21. Pardmetros farmacocinéticos individuales no compartimentales de L-
His en la formulacién en polvo (POL). La pendiente terminal no pudo
calcularse.

Parametros farmacocinéticos (polvo)

Sujetos Tmax Cmax AUCo_1ast
(min) (umol/L) (min*umol/L)

1 60 58,4 7614
3 30 13,4 848

4 30 56,3 1946
5 90 34,6 4946
6 60 87,3 4286
7 30 56,7 3287
8 60 49,9 5567
9 30 23,7 1046
10 60 23,0 1126
11 30 31,6 1607
12 60 45,5 2723

En la siguiente tabla 22 se muestran los valores promedio de pardmetros

farmacocinéticos principales para la formulacion POL.
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Tabla 22. Parametros farmacocinéticos de la formulacion de polvo (POL) Los
datos se presentan como media + DS. n=11

Parametros (unidades) Polvo
Tmax (min) 49,09 + 20,23
Cmax (umol/L) 43,67 + 21,11
AUCo_ kst (min*umol/L) 3181,43 +2193,90

De L-His solo se puede calcular AUC, Cmax y Tmax con bastante imprecision
pues no hay suficientes puntos. Estos valores confirman la absorcion de L-His

pero no tienen un valor comparativo ya que los comprimidos no llevan.

5.3.6 Concentraciones plasmaticas del resto de aminoacidos

Se determinaron las concentraciones del resto de aminoacidos en cada
voluntario tras la administracion de POL o COM segtn su secuencia aleatoria. En
el ANEXO 9 se muestran las concentraciones individuales de estos aminoacidos
en cada tiempo de muestra tras la administracion de POL o COM
respectivamente. En estos casos no se encontraron diferencias significativas con la

toma de los productos en formato POL y COM.

Asimismo, en las tablas 23-41 se muestran los valores promedio de las
concentraciones de estos aminodcidos para ambas formulaciones y en la Figura 61
se representa la curva concentracion plasmatica — tiempo obtenida con los sus
valores promedio, donde pueden contrastarse que no hay diferencias en sus

perfiles farmacocinéticos frente a los niveles basales (COM).
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Tabla 23. Concentracién plasméatica (uMol/L) promedio de ACIDO
ASPARTICO tras la administracién oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 1,00+ 0,13 1,00+ 0,13
30 1,31+ 0,63 1,31+ 0,63
60 1,09+ 0,17 1,09+ 0,17
90 1,40+ 0,88 1,40+ 0,88
120 0,98+ 0,23 0,98+ 0,23
150 1,15+ 0,33 1,15+ 0,33
180 0,96+ 0,11 0,96+ 0,11
210 1,32+ 1,05 1,32+ 1,05
240 1,04+ 0,12 1,04+ 0,12
300 092+ 0,17 092+ 0,17
360 1,02+ 0,42 1,02+ 0,42

420 1,03+ 0,39 1,03+ 0,39
480 0,97+ 0,28 0,97+ 0,28

Tabla 24. Concentracion plasmatica (uMol/L) promedio de TREONINA tras la
administracion oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 138,55 + 44,03 148,07 + 45,88
30 143,68 + 38,34 150,98 + 47,09
60 145,67 + 40,13 145,66 + 43,98
90 141,78 + 49,42 147,29 + 39,96
120 114,47 + 30,35 137,27 + 22,58
150 112,40 = 20,29 145,73 + 47,58
180 127,87 + 35,04 123,56 + 30,35
210 136,85 + 54,10 136,99 + 28,41
240 127,62 + 50,34 131,78 + 26,95
300 105,59 + 47,48 137,11 + 28,81
360 101,29 = 19,00 114,17 £ 26,20
420 101,30 + 41,55 112,85+ 35,23

480 100,94 + 28,38 113,81 + 27,13
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Tabla 25. Concentraciéon plasmatica (uMol/L) promedio de SERINA tras la
administracidn oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 117,68 + 27,28 134,89 + 44,08
30 116,12 + 22,62 126,02 + 34,72
60 126,21 + 15,50 121,64 + 49,83
90 112,39 + 11,34 127,18 + 39,83
120 99,81+ 19,26 114,44 + 31,42
150 102,18 + 7,59 118,43 + 23,96
180 108,78 + 17,27 112,17 + 18,07
210 113,22 + 53,61 104,29 + 20,37
240 106,01 + 14,65 119,30 + 22,71
300 98,28 + 12,76 119,08 + 25,60
360 96,70 + 13,90 106,59 + 32,10
420 99,77 + 22,76 106,75 + 32,90
480 94,80+ 19,03 100,44 + 16,28

Tabla 26. Concentracion plasmatica (uMol/L) promedio de ASPARAGINA tras
la administracion oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 7511+ 31,65 78,35+ 35,67
30 87,84+ 32,13 75,80 + 29,03
60 86,20 + 23,47 88,65+ 41,24
90 74,17 + 27,51 86,97 + 38,42
120 60,07 + 20,33 70,70 + 36,55
150 76,05+ 15,37 82,82+ 37,10
180 75,00+ 22,33 71,48 + 19,57

210 67,49 + 28,38 70,11+ 22,21
240 77,25+ 35,61 81,96 + 25,75
300 71,29 + 10,85 86,86 + 41,48
360 81,69 + 13,06 88,24 + 39,30
420 76,35+ 16,26 96,84 + 44,82
480 74,07 + 15,85 83,74 + 36,47
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Tabla 27. Concentracién plasmatica (uMol/L) promedio de ACIDO
GLUTAMICO tras la administracién oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 73,61 + 23,63 76,38 + 43,14
30 71,19 = 30,52 70,47 + 36,44
60 86,38 + 49,23 82,04 + 60,05
90 75,96 + 30,71 96,35+ 67,00
120 62,50 + 24,43 72,76 = 50,03
150 70,18 + 25,26 69,86 = 42,90
180 66,36 = 26,73 66,17 + 29,74
210 69,51 + 33,62 76,07 + 33,69
240 67,84 + 24,32 86,62 + 56,72
300 67,60 + 24,97 76,22 + 32,13
360 66,33 + 21,80 83,05+ 50,33

420 71,85+ 34,60 72,20 + 37,36
480 70,48 + 36,00 78,01 + 36,08

Tabla 28. Concentracion plasmatica (uWMol/L) promedio de GLUTAMINA tras
la administracion oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 462,80 + 101,69 557,63 + 218,91
30 490,78 + 74,66 552,62 + 136,35
60 578,84 + 84,81 548,20 + 171,44
90 487,12 + 67,73 560,00 + 155,01
120 483,73 + 101,53 546,94 + 126,64
150 548,54 + 84,58 548,09 + 141,84
180 514,83 + 74,88 527,22 + 100,96
210 552,21+ 172,57 498,30 + 104,50
240 544,19 = 110,76 535,17 + 83,34
300 438,65 + 43,09 531,01 + 140,74
360 463,61 + 94,06 485,19 + 134,09

420 497,30 + 130,94 497,92 + 109,46

480 447,31 + 82,28 458,96 + 65,35
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Tabla 29. Concentracion plasmatica (uMol/L) promedio de PROLINA tras la
administracidn oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 162,89 + 37,05 180,16 + 74,12
30 155,46 + 38,06 169,52 + 28,59
60 171,78 + 36,89 173,00 + 40,92
90 149,28 + 26,48 177,07 + 27,67
120 149,07 + 52,95 153,93 + 27,21
150 143,38 + 29,23 151,22 + 29,42
180 138,86 + 26,08 144,51 + 23,10

210 144,28 + 29,57 152,72 + 38,77
240 144,29 + 28,38 150,38 + 29,73
300 142,22 + 26,69 163,62 + 41,69
360 138,19 + 35,68 151,89 + 32,93
420 146,91 + 26,71 150,06 + 29,60
480 130,38 + 30,23 162,57 + 51,07

Tabla 30. Concentracion plasmatica (uMol/L) promedio de GLICINA tras la
administracién oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 192,89 + 21,27 214,90 + 75,49
30 214,63 + 50,34 210,61 + 53,49
60 220,94 + 53,16 218,07 + 61,29
90 189,66 + 32,05 219,87 + 53,07
120 185,41 + 43,43 191,63 + 26,86
150 175,30 + 25,21 186,43 + 35,16
180 187,93 + 41,63 173,26 + 26,12
210 171,96 + 43,18 188,18+ 48,39
240 176,72 + 43,45 197,13 + 62,76
300 171,61 + 35,61 198,84 + 35,00
360 169,24 + 32,54 200,00 + 42,05
420 172,61 + 32,08 194,51 + 55,41
480 168,82 + 34,32 172,50 + 29,43
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Tabla 31. Concentracion plasmatica (uMol/L) promedio de ALANINA tras la
administracion oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 279,26 + 85,12 347,24 + 155,90
30 326,38 + 91,17 344,15+ 96,19
60 337,28 + 86,27 315,81+ 101,76
90 290,42 + 71,12 340,62 + 112,03
120 281,46 + 87,95 261,38 + 62,29
150 288,45+ 69,92 295,60 = 68,99
180 254,46 + 71,51 261,16 + 52,87
210 277,73 £ 101,54 271,71 + 45,68
240 276,77 + 54,76 293,05+ 95,54
300 301,84 + 63,46 361,68 + 127,01
360 301,89 + 68,88 339,76 + 102,33

420 316,34 + 68,41 316,39 + 106,94

Tabla 32. Concentracién plasmatica (uMol/L) promedio de VALINA tras la
administracién oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 73,61 + 23,63 76,38 + 43,14
30 71,19 = 30,52 70,47 + 36,44
60 86,38 + 49,23 82,04 + 60,05
90 75,96 + 30,71 96,35+ 67,00
120 62,50 + 24,43 72,76 = 50,03
150 70,18 + 25,26 69,86 = 42,90
180 66,36 = 26,73 66,17 + 29,74
210 69,51 + 33,62 76,07 + 33,69
240 67,84 + 24,32 86,62 + 56,72
300 67,60 + 24,97 76,22+ 32,13
360 66,33 + 21,80 83,05+ 50,33

420 71,85+ 34,60 72,20 = 37,36

480 70,48 + 36,00 78,01 £ 36,08
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Tabla 33. Concentracion plasmatica (uMol/L) promedio de METIONINA tras la
administracidn oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 23,36 + 5,48 25,96 + 9,96
30 23,98 + 4,96 2449+ 6,18
60 25,37+ 6,31 24,65+ 8,20
90 21,41+ 3,21 25,10+ 6,80
120 19,20 + 4,77 21,64 + 4,04
150 20,33+ 3,34 21,53+ 5,29
180 20,29+ 4,14 19,78 + 3,33
210 21,61+ 6,07 21,03 + 4,36
240 19,46 + 4,87 21,51+ 4,10
300 17,16 + 3,02 20,98 + 5,78
360 16,80 + 2,68 19,44 + 5,67
420 17,79 + 4,41 20,03 + 4,83
480 18,21+ 5,12 18,87 + 2,62

Tabla 34. Concentracion plasmatica (uMol/L) promedio de ISOLEUCINA tras
la administracion oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 77,73 + 15,22 80,16 + 29,95
30 74,56 + 15,72 71,25+ 16,73
60 78,97 = 16,93 77,24 + 22,04
90 66,03 + 11,03 74,57 + 19,67
120 58,06 + 16,00 68,66 + 16,00
150 63,53 + 10,92 64,57 + 13,34
180 66,88 + 15,24 63,68 + 10,68
210 70,75+ 14,24 72,12 + 17,47
240 68,67 + 16,16 66,97 + 11,64
300 51,85+ 8,31 65,37 + 17,20
360 53,33+ 9,58 56,93 + 16,25

420 53,32+ 13,79 60,81+ 1891
480 55,71 + 16,20 62,35+ 10,77
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Tabla 35. Concentracion plasmatica (uMol/L) promedio de LEUCINA tras la
administracion oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 149,73 + 24,30 137,45 + 57,14
30 137,09 + 21,16 136,38 + 37,66
60 143,91 + 26,29 144,17 + 40,13
90 140,42 + 24,13 121,82 + 31,83
120 126,58 + 25,63 107,09 + 26,93
150 121,84 + 15,67 115,08 + 29,19
180 120,94 + 27,96 121,09 + 21,44
210 136,11 + 26,78 132,93 + 35,78
240 127,27 + 24,48 125,53 + 22,31
300 114,55 + 16,86 99,70 + 27,55
360 110,88 + 17,20 99,14 + 28,36

420 115,06 + 24,15 98,19 + 47,51
480 114,24 + 31,51 103,46 + 24,64

Tabla 36. Concentracion plasmatica (uMol/L) promedio de TIROSINA tras la

administracién oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 60,45+ 12,50 70,41+ 36,26
30 61,05+ 14,40 65,11 + 27,59
60 65,22 + 14,20 60,03 + 19,88
90 52,52+ 9,13 63,33 + 20,53
120 47,56 + 9,84 53,14 + 10,35
150 49,92 + 10,52 52,67 + 12,98
180 47,54 + 7,46 49,40 + 8,79
210 51,37 + 11,11 51,89 + 13,78
240 48,32 + 12,50 52,49 + 15,55
300 45,43 + 9,05 49,61+ 13,72
360 39,19+ 7,13 48,19 + 16,34
420 41,98 + 10,94 47,84 + 18,71

480 42,69 + 11,70 47,93 + 10,06
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Tabla 37. Concentracion plasmatica (uMol/L) promedio de FENILALANINA
tras la administracion oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 53,64 + 7,57 57,61 + 19,80
30 54,75+ 9,60 55,13 + 14,39
60 61,16 + 13,54 55,05+ 17,15
90 48,39 + 6,61 57,13 + 19,04
120 42,95+ 10,92 48,10 + 9,42
150 49,24+ 9,78 50,30 + 11,00
180 49,86 + 10,35 47,09 = 7,57
210 52,29 + 15,51 50,75 + 15,54
240 52,35+ 12,33 50,65+ 12,31
300 48,31+ 7,44 50,19 + 15,99
360 47,58 + 8,95 51,12 + 18,50

420 50,38 + 11,60 51,96 + 15,32
480 50,40 + 11,94 52,37 + 11,59

Tabla 38. Concentracion plasmatica (uMol/L) promedio de LISINA tras la
administracién oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 157,81 + 34,34 177,60 = 55,55
30 167,78 + 33,84 168,53 + 40,89
60 180,40 + 49,31 179,97 + 60,61
90 157,33 £ 33,20 184,06 + 68,17
120 144,02 + 38,41 164,46 + 38,02
150 156,96 + 29,49 161,16 + 36,69
180 154,18 + 42,32 154,59 + 29,86

210 163,77 + 44,18 156,63 + 28,20
240 164,94 + 49,71 170,11 + 44,35
300 135,24 + 19,07 179,61 + 52,09
360 145,14 + 31,14 165,13 + 61,58
420 156,72 + 52,20 161,04 + 44,26
480 149,23 + 54,72 154,31 + 35,30




148 LYDIA DE SALAZAR SANCHEZ-FERRAGUT

Tabla 39. Concentracion plasmatica (uMol/L) promedio de ORNITINA tras la
administracion oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 47,23 + 14,56 47,27 + 16,61
30 44,79 + 14,53 40,53 + 20,41
60 53,11+ 17,41 42,45+ 12,26
90 40,36 + 14,40 41,22 + 11,96
120 44,00 + 20,51 37,58 + 11,89
150 38,30 = 11,67 43,80 + 11,75
180 38,33+ 13,28 45,05+ 12,17
210 42,27 + 15,53 38,09 + 12,40
240 44,03 + 10,78 46,03 + 9,55
300 42,50 + 16,07 52,01+ 16,34
360 44,73 + 14,15 41,71+ 11,46
420 39,27 + 15,28 40,24 + 11,60
480 36,90 + 12,61 38,37 + 13,44

Tabla 40. Concentracién plasmatica (uMol/L) promedio de 1-METIL-
HISTIDINA tras la administracién oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 14,37 + 13,60 10,87 + 13,90
30 11,83 + 13,99 10,32+ 12,48
60 13,41 + 18,01 12,87 + 12,24
90 11,06 + 11,76 10,83 + 12,54
120 6,91+ 8,01 10,40+ 13,18
150 11,44 = 16,32 7,28+ 7,17
180 10,17 £ 10,16 8,42 + 9,47
210 9,70+ 9,72 11,10+ 9,86
240 9,77 + 9,92 8,96 + 8,34
300 7,70 £ 10,79 7,27 £ 6,62
360 9,06+ 9,91 8,32+ 9,95
420 8,65+ 10,74 7,02+ 6,97

480 8,50+ 6,27 6,38 + 5,43
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Tabla 41. Concentraciéon plasmatica (uMol/L) promedio de 3-METIL-
HISTIDINA tras la administracion oral a voluntarios sanos de los productos.

Tiempo (min) Polvo Comprimidos
0 440+ 1,46 4,72 + 1,62
30 560+ 1,28 573+ 2,24
60 512+ 2,30 6,19+ 2,73
90 4,86+ 2,38 571+ 2,01
120 412+ 091 550+ 1,85
150 4,58 + 2,28 4,87+ 1,97
180 439+ 1,18 505+ 1,92

210 4,60+ 1,18 511+ 1,80
240 461+ 1,44 518+ 1,62
300 4,64+ 1,37 5,04+ 2,05
360 4,04+ 1,44 533+ 2,14
420 410+ 1,41 4,75+ 2,17
480 421+ 1,81 4,51+ 1,54

A continuacion se representan los perfiles medios del resto de aminodcidos

tras la administracion oral de los productos en formato POL y COM, donde se

aprecia que la formulacion no afecta a los niveles basales de aminoacidos.

Concentracion (uMol/L)

Acido Aspértico

5,00
—0— Comprimidos
4,00

—e—Polvo
3,00
2,00
1,00
0,00

0 100 200 300 400 500

Tiempo (min)

Concentracion (uMol/L)

Treonina

B —o— Comprimidos

—e—Polvo

0 100 200 300 400 500
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Concentracion (uMol/L)

Concentracion (uMol/L)

Concentracién (uMol/L)

Concentracién (uMol/L)

C Serina
=O==Comprimidos
200,00
—e—Polvo
150,00
100,00
50,00
0,00
0 100 200 300 400 500
Tiempo (min)
E Acido Glutamico
200,00 —o0— Comprimidos
—8—Polvo
150,00
100,00
50,00
0,00
0 100 200 300 400 500
Tiempo (min)
G Prolina
300,00
250,00
200,00
150,00
100,00
—0— Comprimidos
50,00 —8—Polvo
0,00
0 100 200 300 400 500
Tiempo (min)
Alanina
600,00
450,00
300,00
—O0— Comprimidos
150,00
—8—rPolvo
0,00
0 100 200 300 400 500

Tiempo (min)

Concentracién (pMol/L)
Concentracién (uMol/L)

Concentracién (uMol/L)

Concentracién (uMol/L)

D Asparagina
150,00
100,00
50,00
—o—Comprimidos
—e—Polvo
0,00
0 100 200 300 400 500
Tiempo (min)
F Glutamina
1000,00 ==O—Comprimidos
—8—rPolvo
800,00
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400,00
200,00
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0 100 200 300 400 500
Tiempo (min)
H Glicina
400,00
—O0— Comprimidos
—e—Polvo
300,00
200,00
100,00
0,00
0 100 200 300 400 500
Tiempo (min)
J Valina
400,00
300,00
200,00
—o— Comprimidos
100,00
—e—Polvo
0,00
0 100 200 300 400 500

Tiempo (min)
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Figura 61. Perfil farmacocinético plasmatico del resto de aminoacidos de los
sujetos finalmente incluidos después de la administracion oral de POL que
contiene 8 gr de 3 -ALA y 300 mg de L-His y COM que contiene 8 gr de 3 -ALA.
(e) formulacion en polvo de liberacién controlada (POL), (0) comprimidos de
liberaciéon controlada (COM).

5.4 EXCRECION URINARIA DE f-ALANINA

Aunque no se pudieron determinar las cantidades absolutas excretadas en
orina, se observo que en términos relativos (en referencia la concentracién de
creatinina), hubo una mayor excrecion relativa de 3 -ALA en orina durante el
periodo completo de 8 h de la p ALA en el producto POL en comparacion con la 3
-ALA del producto COM (18970 + 12477 frente a 9605 + 7285 umol/gr crea, Tabla
42 y Figura 62).

Tabla 42. Recuperacion en orina de B-ALA para las formulaciones de polvo
(POL) y comprimidos (COM).

Concentracion relativa de f -ALA (umol/gr crea)

Tiempo (horas) Polvo Comprimidos Valor p
T1=0-4 horas 13033 + 6736 7742 + 4409 0,0187
T2=4-8 horas 5937 + 6550 1863 + 3406 0,0734

TOTAL 0-8 horas 18970 + 12477 9605 + 7285 0,0216
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Figura 62. 3 -ALA en orina en los intervalos de 0-4h, 4-8h y 0-8h después de la
ingestion de 8 g de 3 -ALA en formato POL y COM.

5.5 ANALISIS FARMACODINAMICO.

No se registraron efectos secundarios significativos adicionales, excepto los

niveles esperados de parestesia, objeto de estudio.

5.5.1 Descripcion de la intensidad

Debido a que la parestesia es el efecto adverso limitante en la dosificacién
de B-ALA, la evaluamos con las escalas VAS e ISS. El transcurso de la intensidad
en el tiempo después de la administracion de cada formulacion se muestra en la
Figura 63 y los parametros farmacodindmicos se encuentran listados en la Tabla
43. Con la escala VAS, Emax fue 4.95 + 2.32 AU (unidades arbitrarias) y 2.94 + 2.90
AU en el producto POL versus el producto COM, respectivamente (p = 0.0864). El
AUEC fue 1.9 veces mayor con el producto POL (no significativo). La escala ISS

identifico diferencias estadisticas entre ambas formulaciones: Emax y AUEC
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fueron 1.7 y 1.9 veces mejor en el producto POL, respectivamente, y mostraron

una menor variabilidad.

Tabla 43. Modelo del analisis independiente del efecto de parestesia después
de la administraciéon de una dosis de 8 gramos de B-ALA en la formulacion
POL o en comprimido (COM).

Test Parametros Polvo Comprimidos p
o T Sl w01
Z:;?)lgica Eviax (AU) 4‘(9456_173/52 2'(99‘;}%/50 0.086
(VA AUECo_us (AU) 38?;923/32'6 21(61'11 j;ﬁ? 0.107

73+21. 2423,
T gy ey 00
. + 1. . + 1.
e (AD) (21.3%) (67.8%) 0.009
(ISS) AUECo_ust (AU) 44?;23/33‘8 24(()'910;3/3)7'7 0.019
. A- VAS oiss
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Figura 63. Perfil intensidad — tiempo del efecto medio obtenidos con las escalas de
puntuacion analdgica visual (A) y de puntuacion de intensidad de sensacién (B)
para ambas formulaciones. AU, unidades arbitrarias. Media y SD.
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Con el fin de obtener informacién mecanistica de la relacion entre la dosis
de 3-ALA y la parestesia, se realizaron los correspondientes graficos de histéresis
(Figura 64). Estos graficos relacionan la concentracion en plasma de 3-ALA con el

efecto provocado y permiten identificar posibles efectos de latencia y tolerancia.
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Figura 64. Graficos de histéresis obtenidos con las escalas de puntuacion
analogica visual (A) y de puntuacién de intensidad de sensacion (B) para ambas
formulaciones. AU, unidades arbitrarias. Media y SD.

5.5.2 Descripcion de los efectos secundarios

La media de las primeras sensaciones en los sujetos que ingirieron producto
POL se tuvo a los 24.1 min desde la ingesta del producto, mientras que en el caso
del producto COM, se dieron a los 24.8 min. Un sujeto las percibié a 5 y 7 min,
mucho mas temprano que los demas participantes y otro no percibié ningun

efecto en la segunda visita. La media global fue 24,4 min. Datos en la tabla 44.
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Tabla 44. Tiempos individuales de percepcion de las primeras sensaciones de
parestesia tomando tiempo inicial el momento de la toma de producto).

1?2 Visita 2? Visita
Tiempo Tiempo
Formato Formato
(min) (min)
Comprimidos 20 Polvo 17
Polvo 30 Comprimidos 36
Polvo 26 Comprimidos 22
Polvo 36 Comprimidos Ausencia
Comprimidos 7 Polvo 5
Polvo 24 Comprimidos 26
Comprimidos 19 Polvo 22
Comprimidos 53 Polvo 43
Polvo 30 Comprimidos 24
Polvo 15 Comprimidos 25
Comprimidos 16 Polvo 17
Media
Comprimidos 24,8
Media Polvo 24,1
Media Total 24 4

También se realizo el perfil temporal promedio de cada una de las distintas
percepciones. Se calcularon los valores medios y se analizaron las diferencias

entre las distintas formulaciones (Tabla 45,46 y grafica 65).
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Tabla 45. Descripcion de los sintomas notificados después de la ingestion de 8 g de 3 -ALA en formato POL de liberacion
sostenida, utilizando el test de sintomas QLSI. Media de intensidad QLSImax, escala 0-4 (0-8 h).

Descripcion de los sintomas (polvo)

Tiempo Cosquilleo, Estremecimiento, Hipersensibilidad Entumecimiento,

(min) Alfileres, agujas picazon escalofrios tactil, irritacion insensibilidad Dolor

0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0
30 1,1+1,0 22+1,1 01+03 05+1,0 0,0+0,0 0,0+0,0
60 1,7+1,3 23+£1,3 0,6+0,9 04+08 01+03 04+0,7
90 1,2+1,3 1,5+1,0 0,8+0,9 02+04 01+03 0,3+0,6
120 05+1,0 1,0+1,0 0,3+09 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0
150 0,3+0,6 05+0,7 01+03 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
180 01+0,3 01+03 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
210 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
240 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
300 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
360 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
420 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

480 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
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Tabla 46. Descripcion de los sintomas notificados después de la ingestion de 8 g de 3 -ALA en formato COM de liberacién
sostenida, utilizando el test de sintomas QLSI. Media de intensidad QLSImax, escala 0-4 (0-8 h).

Descripcion de los sintomas (comprimidos)

Tiempo . . Cosquilleo, Estremecimiento, Hipersensibilidad Entumecimiento,
. Alfileres, agujas ., , L et e er . es . ey e1s Dolor
(min) picazon escalofrios tactil, irritacion insensibilidad

0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
30 0,5+0,7 1,4+1,0 0,0+0,0 01+0,3 0,0+0,0 0,0+0,0
60 08+1,1 1,5+0,9 02+04 02+0,6 0,0+0,0 0,0+0,0
90 07+1,2 1,1+1,1 02+0,6 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
120 05+1,0 0,6+0,8 02+0,6 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
150 02+0,6 04+0,7 02+0,6 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
180 01+0,3 02+04 01+0,3 01+0,3 01+0,3 01+0,3
210 0,0+0,0 02+04 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
240 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
300 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
360 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
420 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

480 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0
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Figura 65. Perfil temporal de la intensidad de los sintomas notificados después de
la ingestion de 8 g de 3 -ALA en formato POL o en COM de liberacion sostenida,
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En la evaluacién de la descripcion de las sensaciones mediante el apartado
QLSI del test de parestesia, "cosquilleo" y picazon" fueron las predominantes.
Hubo menor sensacion de "cosquilleo” y picazén" en comprimidos que en polvo
durante el mismo periodo de tiempo (8 horas). Las maximas intensidades de las
sensaciones se dieron en tiempo 60 min y tiempo 60-90 minutos desde el

momento de la ingesta inicial, en polvo y comprimidos respectivamente.

Se realizd el analisis no compartimental de los perfiles individuales de
cada sensacion tras la administracion de POL o COM segun su secuencia
aleatoria. Las tablas 47 y 48 muestran los valores individuales de los principales
parametros farmacocinéticos y la tabla 49 muestran los valores promedio de
parametros farmacocinéticos principales para ambas formulaciones indicando los

que mostraron diferencias significativas entre ambas formulaciones.
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Tabla 47. Parametros farmacodindmicos individuales calculados mediante técnicas no compartimentales de sensaciones percibidas de

formulaciéon (POL).
Parametros farmacodinamicos (POL)
Alfileres, aguj as Cosquilleo, picazon Estremecimiento, Hipersensibilidad Entumecimiento, Dolor
escalofrios tactil, irritacion insensibilidad
Sujeto | TEmax Emax AUECall | TEmax Emax AUECall | TEmax Emax AUECall | TEmax Emax AUECall | TEmax Emax AUECall | TEmax Emax AUECall
1 0 0 0 30 2 210 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 60 3 180 60 3 240 0 0 0 30 1 30 60 1 60 0 0 0
4 0 0 0 60 2 90 60 2 120 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 60 3 240 60 3 210 0 0 0 0 0 0 0 0 0 60 2 60
6 0 0 0 30 3 120 60 1 60 0 0 0 0 0 0 90 2 90
7 60 2 90 30 3 210 60 2 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 30 2 180 30 3 240 0 0 0 30 3 180 0 0 0 0 0 0
9 90 3 330 60 3 390 120 3 180 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 60 1 60 60 3 330 90 2 90 30 2 150 0 0 0 60 1 60
11 60 4 390 30 3 180 60 2 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 30 2 120 30 4 270 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Tabla 48. Parametros farmacodinamicos individuales calculados mediante técnicas no compartimentales de sensaciones percibidas de
formulacion COM.

Parametros farmacodinamicos (COM)

Alfileres, aguj as Cosquilleo, picazon Estremecimiento, Hipersensibilidad Entumecimiento, Dolor
escalofrios tactil, irritacion insensibilidad
Sujeto | TEmax Emax AUECall | TEmax Emax AUECall | TEmax Emax AUECall | TEmax Emax AUECall | TEmax Emax AUECall | TEmax Emax AUECall
1 0 0 0 30 3 180 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 90 3 360 60 3 390 180 1 30 180 1 30 180 1 30 180 1 30
4 0 0 0 60 2 90 60 1 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 30 0 0 30 1 60 60 1 30 30 0 0 30 0 0 30 0 0
7 0 0 0 30 1 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 60 3 210 60 3 240 0 0 0 60 2 60 0 0 0 0 0 0
9 90 3 210 90 3 315 90 2 180 0 0 0 0 0 0 60 1 60
10 0 0 0 30 1 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11 30 1 90 30 1 90 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 30 1 60 30 3 240 0 0 0 30 1 30 0 0 0 0 0 0
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Tabla 49. Pardmetros farmacocinéticos no compartimentales de sensaciones percibidas en la formulacion de polvo (POL) y de
comprimidos (COM). Datos se presentan como media + DS. ns: no significante, *p<0.05

Alfileres, agujas

Cosquilleo, picazén

Estremecimiento, escalofrios

Para

(S;?g;i::(s))s Polvo Comprimidos p Polvo Comprimidos p Polvo Comprimidos p
TEwmax (min) 40,91+30,81 30,00+£3550 Ns |43,64+15,67 4091+24,27 Ns| 4091+43,00 3546+5820 Ns
Emax (AU) 1,82 +1,40 1,00 + 1,34 Ns | 291+0,54 1,91+1,14 * 1,09+ 1,14 046+0,69 Ns
AUECall 144,55 +£134,04 84,55+122,83 Ns 226,36 159,55 +122,65 Ns| 57,27 +62,14 24,55+53,36 *
(min*UA) 85,24

Hipersensibilidad tactil, irritacion | Entumecimiento, insensibilidad Dolor

(u:?;:gl:st)ms Polvo Comprimidos p Polvo Comprimidos p Polvo Comprimidos p
TEwmax (min) 8,18 +14,01 27,27 +5442 Ns | 546+18,09 19,09+54,12 Ns| 19,09+33,60 24,55+5502 Ns
Emax (AU) 0,55 +1,04 0,36 + 0,67 Ns | 0,09+0,30 0,09+0,30 Ns| 046+0,82 0,18+0,41 Ns
AUECall 32,73+66,35 1091+20,23 Ns | 5,46 +18,09 273+9,06 Ns|19,09+33,60 8,18+19,40 Ns

(min*UA)
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5.5.3 Topografia de los sintomas

En las tablas 50 y 51 se encuentran los datos de la pregunta del test de
parestesia ISS, en que se contabilizaron el niumero de zonas afectadas después de
la ingestion de 8 g de 3 -ALA en formato POL y COM de liberacién sostenida.
Datos individuales por sujetos en funcion del producto consumido POL o COM,

donde se da parestesia hasta un tiempo maximo de 240 min.

En la figura 66 se muestra la descripcion del nimero de zonas del cuerpo
afectadas tras de la ingestion de 8 g de 3 -ALA en formato POL o COM,
utilizando el test ISS de partes del cuerpo. Comparativa por sujetos, en una escala
de valor entre 0-17, que equivaldria al 100 % del cuerpo, en un tiempo de 0-8

horas.
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Tabla 50. Numero de zonas afectadas después de la ingestion de 8 g de 3 -ALA en formato POL de liberacion
sostenida, utilizando el test de partes del cuerpo ANEXO 5. Escala 0-17 (0-8 h).
Numero De zonas afectadas (polvo)
Sujetos
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*El sujeto no acudi6 a la segunda visita
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Tabla 51. Numero de zonas afectadas después de la ingestion de 8 g de 3 -ALA en formato COM de liberacion
sostenida, utilizando el test de partes del cuerpo ANEXO 5. Escala 0-17 (0-8 h).
Numero De zonas afectadas (comprimidos)

Sujetos
Tiempo (min) 1 2* 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
30 5 - 6 2 0 3 2 4 0 0 2 8
60 2 - 9 4 0 1 2 5 1 3 1 9
90 2 - 8 0 0 0 1 2 8 2 1 4
120 1 - 6 0 0 0 0 2 5 2 0 2
150 0 - 5 0 0 0 0 2 7 0 0 0
180 0 - 5 0 0 0 0 0 6 0 0 0
210 0 - 2 0 0 0 0 0 1 0 0 0
240 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
300 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
360 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
420 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
480 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*El sujeto no acudio a la segunda visita
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Figura 66. Descripcion del nimero de zonas del cuerpo afectadas tras de la
ingestion de 8 g de 3 -ALA en formato POL o COM, utilizando el test ISS de
partes del cuerpo. Comparativa por sujetos, escala 0-17 (0-8 h).
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VI -DISCUSION

Se desarrollé un nuevo producto piloto de B-ALA con el objetivo de
modular su absorcion y proporcionar una mayor biodisponibilidad. Teniendo en
cuenta que la tnica limitacion que tiene la B-ALA es el efecto de la parestesia, se
opto directamente por una féormula de liberacién sostenida para asi evitar este
efecto indeseado debido a un pico de concentracién por su rdpida absorcion.
Ademas de la liberacion sostenida, se tuvo en cuenta que, ya que se trata de un
producto directamente enfocado a mejorar el rendimiento de deportistas y cuyas
cantidades a tomar son bastante elevadas, el formato deseable fue en polvo,
“blend” recubierto. Esta formulacidon preliminar permitiria tanto personalizar la
dosis como alcanzar una alta dosis sin la incomoda toma de demasiados

comprimidos por dosis.

Resulta importante destacar la dificultad existente para conseguir dicha

liberacion sostenida en este novedoso formato en polvo.

6.1 MECANISMO DE LIBERACION SOSTENIDA

6.1.1 Seleccion de B-ALA pura y recubrimiento

Para realizar el recubrimiento se procedid a la busqueda de (3-ALA pura,
ingrediente principal de nuestra formulacion, de forma que tuviéramos la base de

trabajo idonea para proceder al recubrimiento.

Durante el desarrollo del producto, se observo que el tamafio de partida
era fundamental para desarrollar el estudio de biodisponibilidad. Se analizaron
varios tamafos de (3-ALA hasta obtener uno que cumpliese con especificaciones
necesarias para el producto disefiado incluidas en el ANEXO 3, asi como idonea
para la realizacion del proceso de recubrimiento y cumplimiento del perfil de
liberacién y con propiedades organolépticas aceptables. Con las distintas 3-ALA

puras, se ejecutaron todas las tareas necesarias para obtener el recubrimiento,
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lograr el desarrollo del mecanismo adecuado y conseguir asi la liberacion
sostenida de la 3-ALA conforme al perfil de liberacion diseniado. Este fue, por lo
tanto, el punto critico del desarrollo de preformulacion del producto. Se
desarrollaron las pruebas de recubrimiento con distintos tamanos de 3-ALA pura
de base (Figuras 48, 49 y 50): 40 mesh (400 um), 100 mesh (149 um) y 200 mesh (74
um), siguiendo el mismo procedimiento con las mismas condiciones para todas

ellas. Sus fichas técnicas se encuentran en el ANEXO 8.

En el primer paso de mezclado y disolucion fue importante mantener la
agitacion de la suspension durante todo el proceso de recubrimiento, para obtener
asi un recubrimiento homogéneo en todas las particulas del polvo. Durante el
desarrollo del recubrimiento en la maquina y tras varias pruebas (Figuras 17, 18 y
19), se obtuvieron distintas conclusiones en cuanto a las condiciones para el
proceso: Al disminuir las revoluciones por minuto de la velocidad de esprayado,
las gotas salian mas gruesas, asimismo al disminuir la presion del aire, aumentd
el tamano de gota de esprayado. Ademas, hay que tener en cuenta la valoracién
de pérdidas en el proceso por adhesion al tambor y pérdidas por aire ya que se
trata de un polvo fino que escapa del tambor. Las condiciones optimas para la
obtencion del recubrimiento deseado fueron ajustandose a lo largo del proceso en

funcion del tiempo.

6.1.2 Liberacion in vitro

Una vez obtenida la formulacién piloto de 3-ALA recubierta (Figura 51),
se estudio el mecanismo de liberacidn sostenida a diferentes tiempos, siguiendo
el método oficial de la Farmacopea Europea 8 2 Edicion, 2.9.3. Test de disolucion
para formas solidas de dosificacidn, incluido en el ANEXO 4. Para el calculo y
seguimiento del perfil de liberacién sometimos cada una de las muestras
obtenidas en el ensayo de recubrimiento al test de disolucion, en tiempos de 1,
2, 4y 6 horas, procediendo al andlisis del principio activo (3-ALA) presente en

la matriz para cada una de estas formulaciones.

Con el tamafio de 40 mesh, 400 um, se obtuvo liberacion hasta el tiempo

objetivo de 6 h pero los porcentajes de liberacién durante el transcurso del tiempo
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no fueron constantes, indicativo de que no se disponia de una cinética de
liberacion de orden cero (Figura 52). Ademads, el tamafo se observd que era
demasiado grande y dificultoso para su ingesta en suspension con agua, de la
dosis deseada de 8 g para este estudio. Sin embargo, los resultados obtenidos con
B-ALA pura de 100 mesh (149 um) y de 200 mesh (74 um) de tamafio mostraron
liberacion hasta el tiempo objetivo de 6 horas con porcentajes de liberacion
constantes, consiguiendo la cinética deseada. Sin embargo, a nivel sensorial se
comprobo que la granulometria obtenida en la formulacion de 100 mesh resulté
inadecuada para la ingesta planificada, aunque con mejores resultados
organolépticos (Figura 53). En cambio, la granulometria obtenida con la 3-ALA
pura 200 mesh resultd adecuada y por tanto, se eligié un este tamano de particula
de partida para la elaboracion de la formulacion de la 3-ALA. Esta formulacion
resultd idénea para su presentacion en polvo y posterior recomendacion de uso

mediante reconstitucion en un vaso de agua e ingesta directa.

Esta formulaciéon mostro liberacion alcanzada hasta el tiempo objetivo de 6
horas con un porcentaje de liberacion constante (Figura 54) y puede ser descrita

segun la siguiente funcion:

Y=(16.742 + 1.3679) X + (0.4373 + 5.1639)
(r2=0,9967)

En el mercado ya existen formulaciones formulado de 3-ALA de liberacion
sostenida, como por ejemplo la utilizada en nuestro estudio como producto COM
de referencia (Figura 21), que anteriormente ya se comparé con el formato puro
en solucidn, y se vio que dicha liberacién controlada ralentiza la tasa de aparicion
y reduce el valor del pico de B-ALA en la sangre, evitando la induccion de
parestesia (160). En consecuencia, los estudios utilizan ahora formatos de
liberacion sostenida de B-ALA, que permiten la suplementacion diaria y el
cumplimiento de normas mas practicas al reducir el nimero de dosis diarias para
una prescripcion determinada (48). Por lo tanto, siguiendo esta linea, iniciamos la
seleccién con tamafios de particula que fueron desde los 40 mesh hasta la

seleccionada de 200 mesh que utilizamos para liberacion sostenida.
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6.2 FARMACOCINETICA

Una vez seleccionada la formulacion, se procedid a examinar si la
modificacion de la formulacion mejoraria las propiedades farmacocinéticas de la
B-ALA, especialmente la biodisponibilidad mediante un estudio clinico en
voluntarios sanos. El recubrimiento podria no ser idoneo para la utilizacion en
humanos porque podria no permitir la liberacion del compuesto activo (3-ALA),
lo que supondria que nunca podria absorberse y alcanzar la biofase para ejercer
su efecto ergogénico. Al tratarse de un desarrollo tecnoldgico innovador, no existe
otra forma de poder testear estas variables en la formulacién piloto (POL), o de
extrapolar resultados de fabricaciones similares en otras industrias, pues no

existen formulaciones en polvo de 3-ALA.

En nuestro estudio inicialmente se incluyeron doce voluntarios sanos (seis
hombres y seis mujeres) de nacionalidad europea o sudamericana, todos ellos de
raza blanca. De las dos visitas previstas para el estudio en el que se cruzaban los
productos, un sujeto masculino no acudié a la segunda visita, por lo que no
pudimos tenerlo en cuenta para el estudio al no poder realizar la comparativa con
este sujeto, por lo tanto, el estudio se llevd a cabo finalmente con 11 sujetos ya que
con el resto de participantes no hubo incidencias significativas. La muestra
poblacional era bastante homogénea en cuanto a caracteristicas demograficas
individuales y compensando ambos sexos para el estudio (Tabla 9). Tampoco
hubo ninguna incidencia destacable durante la ejecucion del estudio y la toma de

muestras.

6.2.1 Analisis farmacocinético de f-Alanina. Aspectos generales.

El principal hallazgo de este estudio es el aumento de la biodisponibilidad
de B-ALA proporcionado por la formulacion desarrollada en formato POL de
liberacién sostenida versus los COM. El andlisis no compartimental mostré un
incremento de 2,1 veces AUCo_- con la nueva formulacion asi como un Cmax 1,6
veces mayor (Figura 55), ambos estadisticamente significativos (Figura 55 y Tabla
15). Asimismo, también se encontraron diferencias significativas en el V/F y CI/F

entre ambas formulaciones siendo menor en la formulacion POL que COM,
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probablemente debido al aumento de F. Los demas parametros relacionados con
la biodisponibilidad, K. y Twmax, tampoco mostraron diferencias entre las
formulaciones, aunque la velocidad de absorcion fue 1.5 veces mas rapida en la
formulacion COM, aunque no determiné una mayor exposicion plasmatica de 3-
ALA. Es importante destacar que el resto de parametros relacionados con la
disposicion de B-ALA no presentan diferencias significativas. Asi, la contante de
eliminacion ke y el MRT fueron similares (p=0,2850 y 0.1373 respectivamente)
sugiriendo que las diferencias de formulacion no afectan al proceso de

eliminacion (Tabla 15).

Estos resultados son coincidentes con la bibliografia publicada,
coincidiendo el pico de las concentraciones maximas de 3-ALA en el plasma entre
30 y 40 minutos después de su ingesta (Figura 55), confirmandose asi su rapida
absorciéon en plasma (32). En cuanto a su semivida bioldgica, es de 25 minutos,
aunque se ha visto que permanece con concentraciones eficaces en la circulacion
durante aproximadamente 3 horas desde la ingesta (21). Sin embargo, con las
formulaciones en POL y COM, ambas con liberacién modificada, se obtuvo un ti.
mayor (63,5 y 68,9 min respectivamente en POL y COM) lo que podria indicar un

efecto limitativo de la velocidad absorcion sobre la de eliminacion (Tabla 15).

Cuando se analizaron los datos segun los modelos compartimentales, se
incluyeron varias opciones: mono o bicompartimental, ausencia o presencia de
tiempo de latencia y se exploraron diversas opciones de ponderacion. El andlisis
de los resultados visuales y de los coeficientes de variacion de los parametros
calculados indicé que la mejor ponderacion era el inverso de la concentracion
observada (1/C) (Figura 58). Asi, el modelo monocompartimental obtuvo mejores
valores de AIC frente al bicompartimental y la adiciéon del tiempo de latencia a
ambos modelos resultd en mejores valores de AIC indicando en ambos casos la
presencia de un tiempo de latencia en la absorcion. Sin embargo, los valores de
AIC fueron muy similares entre mono y bicompartimental (Tabla 16) por lo que
siguiendo el principio de parsimonia y el mayor coeficiente de variacion de los
parametros tras el ajustado bicompartimental, se eligi6 el modelo

monocompartimental como el mejor para describir los datos.
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El analisis compartimental mostré la presencia del tiempo de latencia, que
fue ligeramente mayor en POL pero sin ser significativo. Ademas, esté analisis
corrobord los resultados obtenidos previamente con el andlisis no compartimental
mostrando un incremento significativo de F de 2.2 veces y 1.6 veces el Cmax (Tabla
17), una disminuciéon en paralelo de CI/F y V/F siendo 0,46 y 0,45 veces mas
pequenios, de acuerdo con el aumento de 2,2 en biodisponibilidad y Ka fue 1.49
veces mas rdpida con la formulacion COM mostrando la disminucién de la
velocidad de liberacion obtenida con la formulacion POL frente a COM.
Similarmente, la Ka y el MRTo.- no mostraron diferencias avalando la idea
propuesta anteriormente de que la formulaciéon POL no afecta a la eliminacion de
B-ALA en referencia a COM.

6.2.2 Biodisponibilidad de B-Alanina.

Una vez comparada las farmacocinéticas de 3-ALA en cada una de las dos
formulaciones, cabe preguntarse sobre las causas que provocan un 2.2 aumento

de biodisponibilidad relativa respecto a la formulacion de referencia, COM.

El andlisis de los pardmetros farmacocinéticos de disposicion permite
proponer que no es probable que el aumento de F sea consecuencia de una
disminucion del aclaramiento tras la administracion de la formulaciéon POL. En
primer lugar, tanto la ke y el MRT son similares en ambas formulaciones,
indicando que no hay efecto sobre el proceso de disposicion (Tabla 15). En
segundo lugar, CI/F y V/F disminuyen igualmente en la misma proporcion, lo que
sugeriria que F es el pardmetro modificado y no V o Cl, los cuales permanecerian

sin cambios, independientemente de la formulacién.

Las formulaciones de B-ALA todavia alcanzan concentraciones plasmaticas
efectivas que estan por encima del transportador de -ALA Km de 40 uM,
demostrando la sintesis de CARN muscular altamente eficaz con un suplemento
de liberacién sostenida (34). Por tanto, la modificacion de la biodisponibilidad
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debemos buscarla en una modificacion del proceso de absorcion de la B-ALA. Los
aminodcidos no pueden difundirse pasivamente a través de las membranas,
requieren  transportadores de  aminoacidos (AAT), principalmente
transportadores ligados a solutos o transportadores SLC (162). De hecho, estos
AAT pueden modular su captacion a través de la membrana intestinal, su
reabsorcion renal y asegurar su captacion intracelular incluso contra un gradiente
de concentracion de 1000 veces (162). Por otro lado, experimentos llevados a cabo
in situ en el intestino delgado de rata han mostrado captacion dependiente de pH
y Na* (163) y cinética saturable y estudios en vesiculas de membrana de borde en
cepillo (conejo) han sugerido multiples Na* y al menos un Cl- asociado con la
captacion de B-ALA (163). Ademads, la caracterizacion del transporte de
aminodcidos en células caco-2 humanas sugiri6 también la presencia de un
transportador de aminodcidos dependiente solo del pH en la membrana apical de
los enterocitos en el ileon (164) y las técnicas posteriores de clonacion permitieron
la identificaciéon molecular de varios AAT, incluido el transportador SLC6A14
(165). Vale la pena considerar que desde el punto de vista funcional de la
absorcion de B-ALA presente en la dieta, la cinética de absorcion saturable
mediada por SLC6A (165) se beneficia de su localizacion en el ileon para prevenir

aumentos bruscos de 3-ALA ingerida en la dieta que podrian causar parestesia.

En este contexto, la cinética de absorcidon saturable y la localizacidon distal
pueden favorecer la absorcién mads eficiente de una formulacién de liberacion
sostenida frente a velocidades de liberacion mds rapidas como los COM (que
presentan mayor Ka) que podrian resultar en una mayor pérdida de dosis debido
a una posible cinética saturable de transporte.

Por otro lado, la modificacion de la biodisponibilidad también podria
deberse a una disminucién del efecto de primer paso hepatico. Asi, se ha
identificado un transportador hepatico para aminodcidos neutros y cationicos
(ATA3) y es inhibido por varios aminoacidos, incluyendo la 3-ALA y la L-His con
una potencia 2 veces mayor que la f-ALA (166). Ademas, la p-ALA presenta una
potencia de inhibicion débil en la captacion celular mediada por SNAT3 (167). Es
posible, por tanto, que después de la coadministracién de L-His y 3-ALA, la L-His

pueda ser captada preferentemente, lo que desempefiaria un papel esencial para
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disminuir la captacion hepatica de primer paso de 3-ALA. En consecuencia, una
mayor cantidad de B-ALA llegaria a la circulacion sistémica aumentando su
biodisponibilidad relativa frente a la formulacion en comprimidos que carece de
L-His. Aunque el papel de las interacciones fdrmaco-farmaco no se comprende
completamente, la coadministracion de un cofarmaco puede ser una estrategia
para aumentar la biodisponibilidad del farmaco de interés, asi como su captacion
tisular (168-172) con beneficios terapéuticos (173,174).

Esta claro que la confirmacion de esta hipdtesis conllevaria una serie de
estudios clinicos e in vitro para ver cual seria el papel de la L-His comparando
COM con su coadministracion con COM (L-His y COM). Podemos concluir que
estudios in vitro usando hepatocitos y membrana absorbente intestinal podrian

esclarecer las captaciones relativas entre 3-ALA y L-His.

Por otro lado, el aumento absoluto en la CARN, producto de la sintesis a
partir de la B-ALA y L-His, a nivel muscular solo depende de la [-ALA total
consumida (34) y la fuerte y establecida asociacion observada entre el aumento de
la CARN muscular y el rendimiento de ejercicio de alta intensidad (86,104,175)
muestra la relevancia del aumento de la biodisponibilidad de 3-ALA. Los efectos
ergogeénicos asociados con la suplementacion con (3-ALA son el resultado de la 8-
ALA en la combinacién con la His dentro del musculo esquelético para formar
CARN, como ya hemos visto. El primer estudio humano para aumentar con éxito
la CARN muscular mediante la administracion de suplementos de (3-ALA se
produjo en 2006 (21). Desde 2006, diferentes estudios han demostrado claramente
que la suplementacion prolongada de 3-ALA en humanos da como resultado un
aumento del 40-65% en el contenido de CARN muscular (21,33,34,141,151-154).
Ademads, tan poco como 1.6 g de B-ALA al dia pueden aumentar
significativamente las reservas de CARN muscular en las dos semanas posteriores
a la administracion del suplemento y pueden provocar aumentos pequefios, pero
continuos, en la CARN muscular ya aumentada (34). Por tanto, el aumento de la
dosis se plantea como un método de mejora del rendimiento muscular, pero a su
vez, también se requiere un mayor estudio de su posologia y protocolos de
administracion para evitar parestesia y maximizar la formacion de CARN. En
nuestro estudio, la dosis de ingesta ha sido la mayor dosis reportada hasta el
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momento siendo de 8 gramos en una tnica administracion, en comparativa con
un estudio reciente que comparé dos protocolos de dosificacion (6 g frentea 12 g
dia en tres dosis diarias, lo que equivaldria a 2 y 4 gramos respectivamente por
dosis de [B-ALA formulacion de liberacion sostenida (56). Estos autores
concluyeron que tanto tomando 12g como tomando 6g al dia, aumentaron la
CARN muscular en comparacion con el placebo. Los resultados de esta
investigacion indican que un protocolo de suplementacion de (3-ALA de 12 g al
dia, utilizando una formulaciéon de liberacidon sostenida, puede acelerar el
aumento de contenido de CARN en el musculo esquelético mientras se atenta la

parestesia.

De hecho, en un andlisis reciente (4) sobre B-ALA y el rendimiento del
ejercicio, Saunders et al. llegaron a la conclusion de que (3-ALA es beneficiosa en
los tipos de ejercicio que duran entre 30 segundos y 10 minutos. mientras que el
efecto fue menos pronunciado (P= 0.046) en ejercicios de mayor duracion (>10
min) y no significativo para el ejercicio de corta duracion menor a 30 segundos.
Otro estudio (176) corrobord los efectos directos de la ingestion de (3-ALA en el
rendimiento de resistencia , confirmando mejoras significativas (P <0.05) en el
pico de VO2 (cantidad maxima de oxigeno que el organismo puede absorber,
transportar y consumir en un tiempo determinado), tiempo hasta la fatiga y
trabajo total realizado durante el rendimiento de resistencia en hombres activos
que suplementan con (3-ALA (6.0 g/dia durante 21 dias seguidos de 3.0 g dia otros
21 dias) y la realizaciéon de entrenamiento de intervalo de alta intensidad.
Podriamos confirmar comparando la dosis de este estudio y la nuestra, que el
producto POL tendria beneficios en ejercicios de resistencia al mejorar la
disponibilidad de CARN.
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6.2.3 Analisis farmacocinético de L-Histidina

En el caso de la absorcion de la L-His, de las graficas solo se puede calcular
el AUC, Cuax y Tmax con bastante imprecision pues las concentraciones
plasmaticas son menores y por otro lado el disefio experimental (centrado en la 3-
ALA) carece de puntos de muestra suficientes. De hecho, el principal objetivo de
su andlisis era confirmar su absorcidon y poder avalar la explicacion del efecto de
la L-His en la captacion hepatica y el subsecuente impacto en la biodisponibilidad
de B-ALA. No tiene un valor comparativo ya que los comprimidos no llevan este

aminoacido.

En los resultados (Figura 59) se aprecia un ligero aumento de los niveles
basales en la mayoria de los sujetos con el consumo del producto en POL. Sin
embargo, también hay casos en los que en algunos participantes parece que no
hay aumento. De hecho, se consider6 que el nivel de L-His pudiera relacionarse
con el nivel de B-ALA bien mostrando una menor absorcion de ambos
aminodcidos, o bien que una mayor cantidad de L-His absorbida resultara en una
mayor AUC de 3-ALA. Este analisis no mostré ninguna relacion, lo cual podria
deberse a que la cantidad de L-His es demasiado baja junto con una gran
variabilidad interindividual (177).

Sitton et al (60) administraron 6,4 g (100 mg/kg) de L-His a trece adultos y
calcularon una concentracion plasmatica maxima 8,8 veces por encima del valor
basal, un tiempo hasta la concentracién plasmatica maxima de 0,72 + 0,04 horas y
una semivida bioldgica de 1,69 + 0,19 horas. También se ha demostrado que dosis
orales tan bajas como 3.7 g pueden producir aumentos en L-His en plasma 1.35
veces por encima del valor inicial al menos 4 horas después de la dosificacién.
(62,63,85). Con estos datos podriamos confirmar que ese ligero aumento de la L-
His se debe a la dosis ingerida de 300 mg, sin ser ésta una cantidad notable para
observar grandes cambios en las graficas concentracion-tiempo ya que se trata de

una cantidad ingerida muy baja (Figura 60).
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6.2.4 Concentraciones plasmaticas del resto de aminoacidos

Finalmente, no se encontraron diferencias significativas en el resto de
aminodcidos con la toma de los productos en formato POL y COM en cuanto a su
curva concentracion-tiempo, como se puede apreciar en tablas 23-41 y Figura 61
indicativo de que la administracion de una dosis alta de (-ALA no causa

interferencia en la absorcion de los demés aminoacidos.

6.3 ANALISIS FARMACODINAMICO.

Como la parestesia es el efecto adverso limitante en la administracion de {3-
ALA, se obtuvo informacion de su aparicion a lo largo del estudio. En conjunto,
las primeras sensaciones de parestesia se tuvieron a tiempos semejantes, 24.1 min
y 24.8 min para las formulaciones POL y COM respectivamente. En unos
primeros estudios, Harris et al. En el 2006, (21) observaron que la administracion
aguda de una dosis de 3.2 g de B-ALA produjo sensaciones de parestesia
transitorias en la piel con sintomas que comenzaron a partir de los 20 minutos y
duraron hasta una hora. Sin embargo, se observd una gran variabilidad ya que su
percepcion e intensidad puede ser una sensacidn con cierto grado de subjetividad:
un sujeto que las percibi6 alrededor de los 5 min y otro no percibié ningun efecto.
Excepto estos niveles esperados de parestesia, no se registraron efectos

secundarios significativos adicionales en ninguno de los participantes.

6.3.1 Perfil farmacodinamico e histéresis.

El curso temporal de la aparicion de parestesia pudo medirse
satisfactoriamente con el empleo de la escala VAS y de la escala ISS (Figura 63)
aunque su determinacién no fue totalmente equivalente. Asi, mientras la ISS
encontré diferencias significativas en los tres pardmetros evaluados (TEmax, Emax
y AUEC) la VAS tinicamente las encontrd en Emax (Tabla 43).

El primer aspecto, por tanto, que debe destacarse es que tanto Emax como
AUEC fueron mas altos con la formulacion POL de liberacién sostenida que con

COM. Sin embargo, este aumento no se produjo de manera equivalente en cada



182 LYDIA DE SALAZAR SANCHEZ-FERRAGUT

escala (Tabla 43): Emax fue 1.7 veces mayor en ambas escalas y AUEC aumento 1.8
y 1.9 veces usando el VAS e ISS respectivamente, pero solo alcanzaron diferencias
significativas con la escala ISS. Aunque la biodisponibilidad aumenté 2,2 veces,
no se obtuvo un aumento del efecto de parestesia equivalente con la formulacion
de prueba, sugiriendo que la captacion tisular para producir la parestesia no esta
directamente relacionada con las concentraciones plasmaticas. Por otra parte,
también debe considerarse que las diferencias entre escalas pueden manifestar
diferencias intrinsecas en la percepcion subjetiva de la intensidad: la VAS es
continua mientras que la ISS es categoérica, lo que ejerce cierta influencia en el
sujeto para decidir si se ha alcanzado un umbral para seleccionar un nivel

especifico en la escala (178) (Figuras 23 y 24).

Corroborando lo anterior, la intensidad de parestesia, Emax, se observo antes
que el Tmax plasmatico de (3-ALA tanto en la formulacion de referencia como en la
de prueba usando ambas escalas VAS (p = 0.011 = 0.006 para POL y COM
respectivamente) y la ISS (p <0,001 para ambos productos). De esta forma, que
TEmax sea anterior al Tmax muestra que el Emax se logra antes que el Cwmax
plasmatico, lo que implicaria posterior saturacion de receptores o tolerancia, que
seria coherente con lo observado previamente de la falta de proporcionalidad
respecto al aumento de biodisponibilidad. Ambos hallazgos pueden proporcionar
informacion mecanistica sobre la aparicion e intensidad de la parestesia abriendo
dos aspectos mecanisticos: Por un lado, la posibilidad de establecer una
correlacion entre parametros farmacocinéticos y parametros farmacodinamicos y
por tanto la capacidad de prediccion de la parestesia; y por otra parte el analisis

de la relacion temporal entre concentracion e intensidad (histéresis).

Se investigd si los pardmetros farmacocinéticos Cmax y AUCo _, - podrian
predecir la intensidad de parestesia determinada mediante Emax y AUEC como
parametros farmacodindmicos. Sin embargo, no se encontré ninguna correlacion
con ninguno de estos dos pardmetros farmacocinéticos en ninguna formulacion.
Por tanto, no se identific6 capacidad de prediccién, de acuerdo con la cinética
saturable de la captacion de B-ALA en los tejidos mediada por los AAT (162).
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En segundo lugar, la correlacion entre la concentracion plasmatica y los
valores de intensidad de parestesia tanto individuales como los valores promedio
de concentracion e intensidad de parestesia dio lugar a la aparicion de histéresis.
Estos graficos de histéresis pueden presentar un bucle en sentido contrario o a
favor de las agujas del reloj. Un bucle en sentido contrario a las agujas del reloj
muestra un efecto creciente del efecto incluso con concentraciones plasmaticas de
farmaco decrecientes puede indicar una distribucion no instantanea del farmaco
con un retraso de la respuesta hasta que el farmaco alcanza la biofase, la
formacion de metabolitos activos o la sensibilizacion de los receptores. Sin
embargo, un bucle en el sentido de las agujas del reloj indica que el efecto mas
alto ocurre al principio y luego disminuye debido a la tolerancia, taquifilaxia o
metabolitos activos que tengan una accidon antagonistas o desfase en el equilibrio

entre la biofase y las concentraciones en sangre periférica venosa (162).

Los resultados muestran un bucle de histéresis en el sentido de las agujas
del reloj (Figura 64) coherente en ambas escalas y para las dos formulaciones que
hasta ahora no se ha descrito en la literatura. La presencia de este bucle en el
sentido de las agujas del reloj puede explicarse desde un punto de vista
farmacocinético y farmacodinamico. Asi, desde un perspectiva farmacocinética,
un retraso en la concentracion plasmatica de 3-ALA medida en la sangre venosa
(antebrazo) frente a la biofase a su equilibrio en la biofase estaria respaldada por
el TEmax que tiene lugar antes que el Tmax hallado en ambas formulaciones (179).
Desde un andlisis mecanistico y farmacodindmico, un cambio en la sensibilidad
de los receptores puede dar lugar a tolerancia (180) o taquifilaxia, si ésta se
produce de forma casi inmediata como en nuestro estudio (figura 64). El perfil
muestra que la Emax se alcanza en la primera concentracion medida, se estabiliza
hasta el Cmax plasmatico y vuelve al punto de partida con la formulacion del
comprimido. Sin embargo, con la formulacion de liberacidon sostenida (POL), se
tarda mas en alcanzar el Emax, seguido de la disminucién sin la pseudo-meseta
que aparece en el caso de los COM (Figura 64). De hecho, se observa que con las
mismas concentraciones plasmaticas, el efecto es mayor con la mezcla de polvo de
liberacién sostenida (POL), lo que sugiere que la saturacion de los receptores es
poco probable. Mas bien podria evidenciar que la L-His puede facilitar su

captacion en un posible compartimento de efecto (181). Esto también puede
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anticipar el potencial de la L-His para facilitar la captacion de B-ALA por los

tejidos diana.

6.3.2 Descripcion cualitativa de la parestesia

Hasta ahora, pocos estudios se han desarrollado con dosis superiores a 6,4
g al dia, generalmente debido al mayor riesgo de aparicion de sintomas de
parestesia. Sin embargo, la mayoria de estos estudios se realizaron antes de la
disponibilidad de una formulacion de liberacion sostenida de (-ALA, que
permitiera dosis mayores sin el riesgo de parestesia (161). En la tabla 44, se
comprobo que la percepcion de la primera sensacion obtenidas de parestesia no
fue significativa al comparar POL y COM (24.8 min y 24.1 min respectivamente),
habiendo dado una suplementaciéon mucho mayor con una dosis de 8 gramos de

liberacidn sostenida.

En una primera evaluacion de la descripcion de las sensaciones mediante
el apartado QLSI del test de parestesia, se observo que la sensacion de
"cosquilleo” y picazon" fue la predominante. La tasa de incidencia se muestra en
la Figura 65. Y dentro de esta sensacion, hubo 29% menos de sensaciones de
"cosquilleo” y picazén" en comprimidos que en polvo durante el mismo periodo
de tiempo (8 horas). Entre las sensaciones descritas como “otros” se dieron las
nauseas y en algtn caso aislado debilidad, calor o mareo, sin sen estas demasiado
marcadas, por lo que podrian clasificarse como datos no significativos (Tablas 45
y 46).

Analizando los pardmetros farmacocinéticos, no hubo diferencias
significativas entre POL y COM excepto en Emax con la sensacion de cosquilleo y
picazén, y AUEC con la sensacion de estremecimiento y escalofrios (Tabla 49), en
la que polvo fue un poco superior a comprimido. Este resultado sigue siendo
logico debido a que su biodisponibilidad era mas del doble, sin embargo, no

confiere una mayor percepcion cualitativa generalizada de la parestesia.
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6.3.3 Topografia de los sintomas

No hay muchos estudios en los que se centren en las zonas del cuerpo
afectadas por parestesia, pero si sabemos que las dosis orales de (-ALA
superiores a 800 mg suelen producir estos sintomas sensoriales desagradables
(32).

En relacion a esta sensibilidad del cuerpo en funcién de los tiempos de
ingesta, en nuestro estudio la maxima sensibilidad en el caso del polvo, se dio
entre 30-90 minutos desde el momento de la ingesta inicial, y en el caso de los
comprimidos entre los tiempos 30-60 minutos. Mientras que a partir de t=210 min
no se sintié parestesia en ninguno de los casos del polvo, con los comprimidos
dejo de haber sensibilidad a t=240 minutos en todos los casos (Tabla 50 y 51). Con
estos resultados confirmamos los obtenidos en estudios anteriores, en los que las
sensaciones transitorias de hormigueo tenian una duracién de entre 60 y 90

minutos, relacionadas con mecanismos cinéticos de la 3-ALA en plasma (34).

Seguin un estudio de Décombaz (48), en el que se ingirieron 1,6 g de 3-ALA
pura con dos dosis de 800 mg cada una, se contabilizaron el nimero de areas
involucradas en cada subpuntuacion del sitio del cuerpo, y el area corporal
principal asociada con los sintomas de parestesia de la suplementaciéon con (-
ALA pura fue el cuerpo medio, es decir, tronco y brazos. Las areas del cuerpo
asociadas con mads sintomas de parestesia por la suplementacién con B-ALA en
nuestro estudio, tanto con formato POL como COM, fueron las extremidades
superiores e inferiores, con maxima sensibilidad en manos y piernas por la parte
delantera, siendo las de menor sensibilidad, la cabeza y los hombros. Basandonos
en el estudio visto anteriormente (48) sabemos que ya hubo una correlacion
positiva entre el nimero de areas de la parte media del cuerpo que se vieron
afectadas y el pico de plasma 3-ALA (Cwmax), lo que sugiere que cuanto mayor sea
la Cmax, mas probable es que varias dreas del cuerpo puedan verse afectadas por

los sintomas, como ocurre en nuestro caso, que ademas de las extremidades
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superiores, también podria explicarse la parestesia en las extremidades inferiores,

debido a la alta dosis ingerida.

Estudiando cada sujeto por separado, se concluye que un 72% de los sujetos
tuvieron mas zonas afectadas en la toma del producto en polvo. En la figura 66 se
muestra la incidencia de estas percepciones en cada tiempo asi como el namero

de zonas afectadas para cada formulacion.
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VII-CONCLUSIONES

- Se llevo a cabo una amplia busqueda de [B-ALA pura de base,
obteniéndose una materia prima que cumpliese con especificaciones de

tamafio y homogeneidad.

- Obtuvimos un perfil de liberacion hasta el tiempo objetivo y los % de
liberacion durante el transcurso del tiempo son constantes consiguiendo el
proposito perseguido. Los ingredientes activos soportaban el proceso de
recubrimiento (no fueron desnaturalizados o modificados). Por lo tanto,
fueron perfectamente validos y funcionales para nuestra finalidad del

recubrimiento.

- El estudio farmacocinético mostro la idoneidad de una nueva formulacién
de mezcla de polvo de liberacion sostenida para administrar -ALA
sistémicamente por via oral con un aumento de biodisponibilidad de 2,1
veces en comparacion con una formulacion de comprimidos de liberacion
lenta. Ademas, la dosis oral de 8 g de (-alanina no produjo efectos

secundarios significativos, excepto la parestesia esperada.

- El andlisis farmacocinético-farmacodindmico muestra un bucle de
histéresis en sentido horario con taquifilaxia marcada. Ademads, no se
encontrd ninguna prediccion de parestesia entre Cmax, AUCo . = y Ewmax,
AUEC probablemente debido a diversas cinéticas de captacion y

mecanismos de efecto involucrados.

- Esta nueva formulacion de liberacion sostenida invita a explorar el cambio
de estrategias de suplementacion de B-ALA crénica a corto o mediano
plazo para mejorar la absorcion de CARN con un célculo de dosis de
precisiéon considerando variables antropométricas y preservando sus

caracteristicas de liberacién sostenida.
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VIII -LIMITACIONES Y FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

El presente estudio, muestra que los estudios preliminares de la
formulacion POL logran una cinética de liberacion mas eficiente en una
innovadora mezcla de polvo de liberacion sostenida que aumenta al doble la
biodisponibilidad de la B-ALA después de una dosis oral de 8 g. Hasta donde
sabemos, esta dosis es la dosis aguda tnica més alta informada en la literatura en
una sola administracion, mayor que la dosis diaria comun de 6.4 g y parece mas
atractiva que una gran cantidad de comprimidos por toma (10 en este estudio) o

cantidades muy frecuentes de polvo puro repartidas a lo largo del dia.

Nuestros resultados exigen investigar los programas de dosificacion diarios
hacia nuevos protocolos de suplementacion y la evaluacion de la tasa de sintesis
de CARN con un tiempo de suplementacién mas corto. Aunque el efecto de la
formulacion sobre la absorcion de CARN sigue sin estar claro, (182,183) el efecto
techo parece estar aun lejos de alcanzarse, siendo la dosis acumulada el factor
esencial (6,30). Segun un modelo matematico bayesiano, (164) la cantidad de
CARN muscular que puede incrementarse por la suplementacion con 3-ALA no
se ha alcanzado con los protocolos de suplementacion habituales (6,4 g / dia, 4
semanas), sino que se necesitarian alrededor de 33 semanas (8 meses). De hecho,
el estudio mas largo intentd 24 semanas sin evidencia de un efecto techo. La
investigacion adicional para confirmar la capacidad de mejora de las reservas de
CARN mediante la suplementaciéon con [B-ALA justifica el desarrollo de
formulaciones novedosas como la mezcla de polvo de liberacién sostenida
utilizada en este estudio. Lograr ingestas diarias mas altas puede ayudar a aclarar

este limite y permitir estrategias de suplementacion mas cortas.

Asimismo, la formulacién del efecto de la histidina sobre la absorcién y
biodisponibilidad de la balenina requiere un mayor rango de dosis para su
completa validacion. Coadministracion de L-His con COM podria dilucidar el

efecto de la interaccion del posible efecto de la formulacién en la liberacion.
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Por ultimo, un sistema de liberacién similar a un polvo de liberacion
sostenida de B-ALA evitaria las limitaciones de los comprimidos de multiples
capas y permitiria una dosificacion precisa considerando variables
antropomeétricas u otros factores (por ejemplo, peso corporal, masa muscular
magra, etc.) en lugar de dosis fijas (184). Esto conduciria a una mejor evaluacion
de las respuestas individuales para identificar nuevas estrategias de
suplementacion de (3-ALA capaces de alcanzar la dosis minima acumulada para
obtener beneficios de una etapa anterior y generar un cambio de paradigma en el
uso de B-ALA cronico a corto o mediano plazo en tiempos de suplementacion en

nutricion deportiva.
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ANEXO 1. Estudios de suplementacion con (3-alanina

X-ANEXOS

REFERENCIA DOSIS PARTICIPANTES
Stout et al. [2007] 3.2 g/dia 1 semana -ALA (n=11)
6.4 g/dia 3 semanas Placebo (n=11)
Hoffman et al. [2008] 4.8 g/dia B-ALA (n=8)
4 semanas Placebo (n = 8)
Disefio cruzado
del Favero et al. [2012] 3.2 g/dia B-ALA (n=12)
12 semanas Placebo (n = 6)
Sale et al. [2012] 6.4 g/dia B-ALA (n=7)
4 semanas Placebo; (n = 6)
Saunders et al. [2012] 6.4 g/dia -ALA (n=8)
4 semanas Placebo (n = 8)
B-ALA (n=10)
Placebo (n =10)
Saunders et al. [2012] 3.2 g/dia B-ALA (n=9)
12 semanas Placebo (n = 8)
Smith et al. [2012] 3.2 g/dia B-ALA (n=15)
4 semanas Placebo (n =15)
Hoffman et al. [2014] 6 g/dia B-ALA (n=10)
4 semanas Placebo (n =10)
Gross et al. [2014] 3.2 g/dia B-ALA (n=8)
38 dias Placebo (n=9)
Chung et al. [2014] 6.4 g/dia B-ALA (n=14)
6 semanas Placebo (n =13)
de Salles Painelli et al. [2014] 6.4 g/dia B-ALA (n=20)
4 semanas Placebo (n =19)
Saunders et al. [2014] 6.4 g/dia 4 semanas B-ALA (n=8)

3.2 g/dia 1 semana

Placebo (n = 8)
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Smith-Ryan et al. [2014] 4.8 g/dia B-ALA (n=15)
4 semanas Placebo (n =15)

Hannah et al. [2015] 6.4 g/dia -ALA (n=11)
4 semanas Placebo (n =12)

Solis et al. [2015] 6.4 g/dia B-ALA (n=15)
4 semanas Placebo (n =15)

Bellinger and Minahan 6.4 g/dia B-ALA (n=7)
[2016] 4 semanas Placebo (n=7)
Church et al. [2017] 6 g/dia 4 semanas B-ALA (n=20)
12 g/dia 2 semanas Placebo (n =10)
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ANEXO 2. Efectos secundarios segun las dosis de 3-ALA

REFERENCIA DOSIS FORMATO EFECTOS SECUNDARIOS
Harris et al. (2006) 10 mg/kg B-ALA pura Irritacion de la piel y sensacion
de picazén (leve)
20 mg/kg -ALA pura Irritacién de la piel y sensacién
de picazén
40 mg/kg B-ALA pura Irritacién de la piel y sensacién
de picazén
Hill et al. (2007) 800 mg B-ALA pura Parestesia leve y poco frecuente
Harris et al. (2008) 3200 mg Liberacidn sostenida | Sintomas de parestesia
Jordan et al. (2010) 2000 mg B-ALA pura Hormigueo en dedos y manos
Sweeney et al. (2010) ~1300 mg B-ALA pura Sensacion de picazon
Smith-Ryan et al 1600 mg p-ALA pura Parestesia
(2012)
Stellingwerf et al. 1600 mg Liberacion sostenida | Calor, enrojecimiento,
(2012) hormigueo y picazon, sin
diferencias con el placebo.
Bellinger et al. (2012) | ~16 mg/kg p-ALA pura Parestesia
BM
Chung et al. (2012) 1600 mg | Liberacion sostenida | Parestesia leve
Decombaz et al. 1600 mg -ALA pura Hormigueo; cosquilleo, picazon;
(2012) entumecimiento, insensibilidad;
dolor hipersensibilidad tactil;
enrojecimiento y temblor
1600 mg Liberacién sostenida | Todos los sintomas anteriores,

sin diferencia con el placebo.
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de Salles et al. (2013) 1600 mg Liberacioén sostenida | Parestesia leve

MacPhee et al. (2013) 3000 mg B-ALA pura Pinchazos y agujas, rubor
(enrojecimiento y / o sensacion
de calor)

McCormack et al. 800 & 1200 -ALA pura Parestesia

(2013) mg

Mero et al. (2013) 1200 mg -ALA pura Parestesia

Howe et al. (2013) ~16 mg/kg B-ALA pura Parestesia

BM

Tobias et al. (2013) 6400 mg Liberacion sostenida | Parestesia

Hoffman et al. (2014) 2000 mg Liberacién sostenida | Parestesia

de Salles et al. (2014) 1600 mg Liberacion sostenida | Parestesia leve

Gross et al. (2014) 1600 mg -ALA pura Parestesia

Glenn et al. (2015) 1600 mg p-ALA pura Parestesia

Glenn et al. (2015) 1600 mg -ALA pura Parestesia

Bellinger and 1600 mg Liberacion sostenida | Parestesia — ardor, hormigueo,

Minahan (2015) picazény / o sensacion de
picazén

Bellinger and 30 mg/kg -ALA pura Parestesia — alfileres y agujas

Minahan (2016) BM
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ANEXO 3. Certificados de analisis de ingredientes y producto final de

BETAFOR3MAX®

MATERIA PRIMA: BETA-ALANINA

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Parametros Especificacion
Apariencia Polvo color blanco casi blanco
Sabor Caracteristico

Olor Caracteristico

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

Parametros Especificacion
Humedad <1 %
Identidad Cumple
Densidad Aparente 0.85-0.91 g/ml
Granulometria >95 %, 20pum
Mercurio (Hg) <0.1 ppm
Arsénico (As) <3 ppm
Plomo (Pb) <3 ppm
Cadmio (Cd) <1 ppm
CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS
Parametros Especificacion
Aerobios Mesdfilos Totales <10.000 ufc/g o mL
Salmonela Ausencia 10g 0 10 mL
Staphylococcus aureus Ausencia gomL
Mohos y Levaduras <100 ufc/g omL
Bacteria Gram-toler a Bilis <100 ufc/g o mL
E.Coli Ausencia gomL
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MATERIA PRIMA: L-HISTIDINA

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

Parametros

Especificacion

Apariencia

Polvo cristalino blanco

Parametros Especificacién
Ensayo 98.5%-101.5%
Identificacion Cumple
Transmitancia >95.0%
Humedad <0.5 %
Metales Pesados Max 10 ppm
Arsénico (As) <1 ppm
Plomo (Pb) <3 ppm
Cadmio (Cd) <1 ppm
Mercurio (Hg) <0.1 ppm
Residuo de ignicién <0.1%
Rotacion especifica +12.0°to +12.8°
pH 7.0~8.5
<0.2% (individual)

Otros aminoacidos

<0.5% (total)

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Parametros Especificacion
Aerobios Mesofilos Totales <1000 ufc/g
Salmonela Ausencia/25g
Mohos y Levaduras <100 ufc/g
Coliformes <10 ufc/g
E.Coli Ausencia/g
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MATERIA PRIMA: L-CARNOSINA

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Parametros

Especificacion

Apariencia

Polvo blanco

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

Parametros Especificacion
Ensayo 99.0%-101.0%
Identificacién Cumple
Humedad <1.0 %
Metales Pesados Max 10 ppm
Arsénico (As) <1 ppm
Plomo (Pb) <3 ppm
Cadmio (Cd) <1 ppm
Mercurio (Hg) <0.1 ppm
Residuo de ignicion <0.1%
Rotacion especifica +20°to +22°
Punto de fusion 250°C~265°C
pH 7.5~8.5
L-Histidina <1.0%
Beta-alanina <0.1%

Contenido en hidracina

No detectable

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Parametros Especificacion
Aerobios Mesdfilos Totales <1000 ufc/g
Salmonela Ausencia/25¢g
Mohos y Levaduras <100 ufc/g
Coliformes <10 ufc/g
E.Coli Ausencia/g
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CERTIFICADO DE ANALISIS

IDENTIFICACION DEL BETAFOR3MAX®
PRODUCTO
LISTA DE INGREDIENTES

Beta alanina recubierta, L-Histidina y

L-carnosina

COMPOSICION POR 100 g INGREDIENTES
Beta alanina
L-Histidina
L-carnosina

PARAMETROS ORGANOLEPTICOS
Parametros Especificaciones
Polvo color marrén claro con particulas
blancas
Sabor Limon

Apariencia

PARAMETROS FISICOQUIMICOS
Parametros Especificaciones

Humedad (%) <15

PARAMETROS MICROBIOLOGICOS

Ensayos realizados Especificaciones
Aerobios totales (ufc/g) < 10000
Salmonella spp. (ufc/10 g) Ausencia
Staphylococcus aureus (ufc/g) Ausencia
Mohos y levaduras (ufc/g) <100
Escherichia coli (ufc/g) Ausencia

Bacterias gram-negativas bili-

1
tolerantes (ufc/g) <100

8g
300 mg
100 mg

Resultados
Cumple
Cumple

Resultados

Cumple

Resultados
<10
Ausencia
Ausencia
<10
Ausencia
<10
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ANEXO 4. Farmacopea Europea. 2.9.3- Test de disolucion para formas sélidas de
dosificacion.
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2.9.3. Dissolution test for solid dosage forms

EUROPEAN PHARMACOPOEIA 8.0

(2) The materials must not sorb, react, or interfere with the preparation to be tested.

A. glass plate D. water
B. vaginal tablet E. dish, beaker

C. water surface

Figure 2.9.2.-2.

01/2012:20903

2.9.3. DISSOLUTION TEST FOR SOLID
DOSAGE FORMS

This test is provided to determine compliance with the
dissolution requirements for solid dosage forms administered
orally. In this chapter, a dosage unit is defined as 1 tablet or

1 capsule or the amount specified.

APPARATUS

Apparatus 1 (Basket apparatus). The assembly consists

of the following: a vessel, which may be covered, made of
glass or other inert, transparent material@; a motor; a drive
shaft; and a cylindrical basket (stirring element). The vessel is
partially immersed in a suitable water-bath of any convenient
size or heated by a suitable device such as a heating jacket.
The water-bath or heating device permits maintaining the
temperature inside the vessel at 37 + 0.5 °C during the test
and keeping the dissolution medium in constant, smooth
motion. No part of the assembly, including the environment in
which the assembly is placed, contributes significant motion,
agitation, or vibration beyond that due to the smoothly
rotating stirring element. Apparatus that permits observation
of the preparation and stirring element during the test is
preferable. The vessel is cylindrical, with a hemispherical
bottom and a capacity of 1 L. Its height is 160-210 mm and its
inside diameter is 98-106 mm. Its sides are flanged at the top.
A fitted cover may be used to retard evaporation®. The shaft
is positioned so that its axis is not more than 2 mm at any
point from the vertical axis of the vessel and rotates smoothly
and without significant wobble that could affect the results. A
speed-regulating device is used that allows the shaft rotation
speed to be selected and maintained at a specified rate, within
+ 4 per cent.

Shaft and basket components of the stirring element are
fabricated of stainless steel, type 316 or equivalent, to the
specifications shown in Figure 2.9.3.-1.

(3) Ifa cover is used, it provides sufficient openings to allow ready insertion of the thermometer and withdrawal of samples.
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2.9.3. Dissolution test for solid dosage forms

A basket having a gold coating of about 2.5 um (0.0001 inch)
thick may be used. The dosage unit is placed in a dry basket
at the beginning of each test. The distance between the
inside bottom of the vessel and the bottom of the basket is
maintained at 25 + 2 mm during the test.

<>i@
6.3t06.5
or 9.4 to 10.1
|
0
Vent hole 3
20+£0.5 -
w
|
Retention spring
with 3 tangs 3{ Uq f

on 120° centers

Clear opening
20.2+1.0

L

Screen 0.D — Y]
222+10

Y.

27.0+1.0
37.0+3.0

20.2 +1.0
25.0+3.0

1) Screen with welded seam: 0.22-0.31 mm wire
diameter with wire opening of 0.36-0.44 mm.
After welding the screen may be slighty altered.

2) Maximum allowable runout at “A” is 1.0 mm
when the part is rotated on center line axis with
basket mounted.

Figure 2.9.3.-1. — Apparatus 1, Basket stirring element
Dimensions in millimetres

Apparatus 2 (Paddle apparatus). Use the assembly from
Apparatus 1, except that a paddle formed from a blade and a
shaft is used as the stirring element. The shaft is positioned so
that its axis is not more than 2 mm from the vertical axis of the
vessel, at any point, and rotates smoothly without significant
wobble that could affect the results. The vertical center line
of the blade passes through the axis of the shaft so that the
bottom of the blade is flush with the bottom of the shaft. The
paddle conforms to the specifications shown in Figure 2.9.3.-2.
The distance of 25 + 2 mm between the bottom of the blade
and the inside bottom of the vessel is maintained during

the test. The metallic or suitably inert, rigid blade and shaft
comprise a single entity. A suitable two-part detachable design
may be used provided the assembly remains firmly engaged
during the test. The paddle blade and shaft may be coated with
a suitable coating so as to make them inert. The dosage unit
is allowed to sink to the bottom of the vessel before rotation
of the blade is started. A small, loose piece of non-reactive
material, such as not more than a few turns of wire helix, may
be attached to dosage units that would otherwise float. An
alternative sinker device is shown in Figure 2.9.3.-3. Other
validated sinker devices may be used.

Apparatus 3 (Reciprocating cylinder). The assembly consists
of a set of cylindrical, flat-bottomed glass vessels; a set of
glass reciprocating cylinders; inert fittings (stainless steel
type 316 or other suitable material) and screens that are made
of suitable nonsorbing and nonreactive material, and that

are designed to fit the tops and bottoms of the reciprocating
cylinders; a motor and drive assembly to reciprocate the
cylinders vertically inside the vessels, and if desired, index
the reciprocating cylinders horizontally to a different row

of vessels. The vessels are partially immersed in a suitable
water-bath of any convenient size that permits holding the
temperature at 37 + 0.5 °C during the test. No part of the
assembly, including the environment in which the assembly is
placed, contributes significant motion, agitation, or vibration
beyond that due to the smooth, vertically reciprocating
cylinder. A device is used that allows the reciprocation

rate to be selected and maintained at the specified dip rate,
within £ 5 per cent. An apparatus that permits observation of
the preparations and reciprocating cylinders is preferable. The
vessels are provided with an evaporation cap that remains in
place for the duration of the test. The components conform
to the dimensions shown in Figure 2.9.3.-4 unless otherwise
specified.

Apparatus 4 (Flow-through cell). The assembly consists

of a reservoir and a pump for the dissolution medium; a
flow-through cell; a water-bath that maintains the dissolution
medium at 37 + 0.5 °C. Use the specified cell size.

The pump forces the dissolution medium upwards through
the flow-through cell. The pump has a delivery range
between 240 mL/h and 960 mL/h, with standard flow rates

of 4 mL/min, 8 mL/min, and 16 mL/min. It must deliver a
constant flow (£ 5 per cent of the nominal flow rate); the flow
profile is sinusoidal with a pulsation of 120 + 10 pulses/min.
A pump without pulsation may also be used. Dissolution test
procedures using the flow-through cell must be characterised
with respect to rate and any pulsation.

The flow-through cell (see Figures 2.9.3.-5 and 2.9.3.-6) of
transparent and inert material is mounted vertically, with a
filter system that prevents escape of undissolved particles
from the top of the cell; standard cell diameters are 12 mm
and 22.6 mm; the bottom cone is usually filled with small
glass beads of about 1 mm diameter, with 1 bead of about

5 mm positioned at the apex to protect the fluid entry tube; a
tablet holder (see Figures 2.9.3.-5 and 2.9.3.-6) is available for
positioning of special dosage forms. The cell is immersed in a
water-bath, and the temperature is maintained at 37 + 0.5 °C.

The apparatus uses a clamp mechanism and 2 O-rings for the
fixation of the cell assembly. The pump is separated from
the dissolution unit in order to shield the latter against any
vibrations originating from the pump. The position of the
pump must not be on a level higher than the reservoir flasks.
Tube connections are as short as possible. Use suitably inert
tubing, such as polytetrafluoroethylene, with a 1.6 mm inner
diameter and inert flanged-end connections.

Apparatus suitability. The determination of suitability of

the apparatus to perform dissolution testing must include
conformance to the dimensions and tolerances of the
apparatus as given above. In addition, critical test parameters
that have to be monitored periodically during use include

General Notices (1) apply to all monographs and other texts
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A and B dimensions do not vary more than 0.5 mm when part is rotated on center line axis. Tolerances
are = 1.0 mm unless otherwise stated.

Figure 2.9.3.-2. — Apparatus 2, Paddle stirring element
Dimensions in millimetres

volume and temperature of the dissolution medium, rotation = PROCEDURE

speed (Apparatus 1 and 2), dip rate (Apparatus 3), and flow APPARATUS 1 AND 2

te of medium (A tus 4).
rate of medium (Apparatus 4) Conventional-release solid dosage forms

Procedure. Place the stated volume of the dissolution medium
(£ 1 per cent) in the vessel of the specified apparatus.
Assemble the apparatus, equilibrate the dissolution medium
to 37 + 0.5 °C, and remove the thermometer. The test may
also be carried out with the thermometer in place, provided
it is shown that results equivalent to those obtained without
the thermometer are obtained.

Determine the acceptable performance of the dissolution test
assembly periodically.
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2.9.3. Dissolution test for solid dosage forms

3.5-4.0 A 3.0-3.5 B 3.5-4.0
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25-26

A': acid-resistant wire clasp

Y

12.0+0.2

B: acid-resistant wire support

Figure 2.9.3.-3. — Alternative sinker

Dimensions in millimetres

Place 1 dosage unit in the apparatus, taking care to exclude
air bubbles from the surface of the dosage unit. Operate

the apparatus at the specified rate. Within the time interval
specified, or at each of the times stated, withdraw a specimen
from a zone midway between the surface of the dissolution
medium and the top of the rotating basket or blade, not less
than 1 cm from the vessel wall. Where multiple sampling
times are specified, replace the aliquots withdrawn for analysis
with equal volumes of fresh dissolution medium at 37 °C or,
where it can be shown that replacement of the medium is not
necessary, correct for the volume change in the calculation.
Keep the vessel covered for the duration of the test and verify
the temperature of the medium at suitable times. Perform the
analysis using a suitable assay method®. Repeat the test with
additional dosage units.

If automated equipment is used for sampling or the apparatus
is otherwise modified, verification that the modified apparatus
will produce results equivalent to those obtained with the
apparatus described in this chapter, is necessary.

Dissolution medium. A suitable dissolution medium is used.
The volume specified refers to measurements made between
20 °C and 25 °C. If the dissolution medium is a buffered
solution, adjust the solution so that its pH is within 0.05 units
of the specified pH. Dissolved gases can cause bubbles to
form, which may change the results of the test. In such cases,
dissolved gases must be removed prior to testing®.

Time. Where a single time specification is given, the test

may be concluded in a shorter period if the requirement

for minimum amount dissolved is met. Samples are to be
withdrawn only at the stated times, within a tolerance of
+ 2 per cent.

Prolonged-release solid dosage forms

Procedure. Proceed as described for conventional-release
dosage forms.

Dissolution medium. Proceed as described for
conventional-release dosage forms.

Time. The test-time points, generally 3, are expressed in hours.
Delayed-release solid dosage forms

Procedure. Use Method A or Method B.

Method A

- Acid stage. Place 750 mL of 0.1 M hydrochloric acid in the
vessel, and assemble the apparatus. Allow the medium
to equilibrate to a temperature of 37 + 0.5 °C. Place

1 dosage unit in the apparatus, cover the vessel and operate
the apparatus at the specified rate. After 2 h of operation
in 0.1 M hydrochloric acid, withdraw an aliquot of the fluid
and proceed immediately as directed under Buffer stage.
Perform an analysis of the aliquot using a suitable assay
method.

- Buffer stage. Complete the operations of adding the buffer
and adjusting the pH within 5 min. With the apparatus
operating at the rate specified, add to the fluid in the
vessel 250 mL of a 0.20 M solution of trisodium phosphate
dodecahydrate R that has been equilibrated to 37 + 0.5 °C.
Adjust, if necessary, with 2 M hydrochloric acid R or 2 M
sodium hydroxide R to a pH of 6.8 + 0.05. Continue to
operate the apparatus for 45 min, or for the specified time.
At the end of the time period, withdraw an aliquot of
the fluid and perform the analysis using a suitable assay
method.

Method B

- Acid Stage. Place 1000 mL of 0.1 M hydrochloric acid in
the vessel and assemble the apparatus. Allow the medium
to equilibrate to a temperature of 37 + 0.5 °C. Place
1 dosage unit in the apparatus, cover the vessel, and operate
the apparatus at the specified rate. After 2 h of operation in
0.1 M hydrochloric acid, withdraw an aliquot of the fluid,
and proceed immediately as directed under Buffer stage.
Perform an analysis of the aliquot using a suitable assay
method.

- Buffer stage. For this stage of the procedure use buffer
that has previously been equilibrated to a temperature of
37 £ 0.5 °C. Drain the acid from the vessel and add 1000 mL
of pH 6.8 phosphate buffer, prepared by mixing 3 volumes
of 0.1 M hydrochloric acid with 1 volume of a 0.20 M
solution of trisodium phosphate dodecahydrate R and
adjusting, if necessary, with 2 M hydrochloric acid R or 2 M
sodium hydroxide R to a pH of 6.8 £ 0.05. This may also be
accomplished by removing from the apparatus the vessel
containing the acid and replacing it with another vessel,
containing the buffer and transferring the dosage unit to
the vessel containing the buffer. Continue to operate the
apparatus for 45 min, or for the specified time. At the end
of the time period, withdraw an aliquot of the fluid and
perform the analysis using a suitable assay method.

Time. All test times stated are to be observed within a
tolerance of + 2 per cent, unless otherwise specified.

(4) Test specimens are filtered immediately upon sampling unless filtration is demonstrated to be unnecessary. Use an inert filter that does not cause adsorption of the active substance or

contain extractable substances that would interfere with the analysis.

(5) A method of deaeration is as follows: heat the medium, while stirring gently, to about 41 °C, immediately filter under vacuum using a filter having a porosity of 0.45 um or less, with
vigorous stirring, and continue stirring under vacuum for about 5 min. Other validated deaeration techniques for removal of dissolved gases may be used.

General Notices (1) apply to all monographs and other texts
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Figure 2.9.3.-4. — Apparatus 3, glass vessel and reciprocating
cylinder

Dimensions in millimetres unless otherwise specified

APPARATUS 3
Conventional-release solid dosage forms

Procedure. Place the stated volume of the dissolution medium
(£ 1 per cent) in each vessel of the apparatus. Assemble the
apparatus, equilibrate the dissolution medium to 37 £ 0.5 °C,
and remove the thermometer. Place 1 dosage unit in each of
the reciprocating cylinders, taking care to exclude air bubbles
from the surface of each dosage unit, and immediately operate
the apparatus as specified. During the upward and downward
stroke, the reciprocating cylinder moves through a total
distance of 9.9-10.1 cm. Within the time interval specified, or
at each of the times stated, raise the reciprocating cylinders
and withdraw a portion of the medium from a zone midway
between the surface of the dissolution medium and the bottom
of each vessel. Perform the analysis as directed. If necessary,
repeat the test with additional dosage units.

Replace the aliquot withdrawn for analysis with equal volumes
of fresh dissolution medium at 37 °C or, where it can be shown
that replacement of the medium is not necessary, correct for
the volume change in the calculation. Keep the vessel covered
with the evaporation cap for the duration of the test and verify
the temperature of the medium at suitable times.

Dissolution medium. Proceed as described for
conventional-release dosage forms under Apparatus 1 and 2.

Time. Proceed as described for conventional-release dosage
forms under Apparatus 1 and 2.

Prolonged-release dosage forms

Procedure. Proceed as described for conventional-release
dosage forms under Apparatus 3.

Dissolution medium. Proceed as described for
prolonged-release dosage forms under Apparatus 1 and 2.

Time. Proceed as described for prolonged-release dosage
forms under Apparatus 1 and 2.

Delayed-release dosage forms

Procedure. Proceed as described for delayed-release dosage
forms, Method B, under Apparatus 1 and 2, using one row
of vessels for the acid stage media and the following row of
vessels for the buffer stage media, and using the volume of
medium specified (usually 300 mL).

Time. Proceed as directed for delayed-release dosage forms
under Apparatus 1 and 2.

APPARATUS 4
Conventional-release dosage forms

Procedure. Place the glass beads into the cell specified. Place

1 dosage unit on top of the beads or, if specified, on a wire
carrier. Assemble the filter head and fix the parts together

by means of a suitable clamping device. Introduce by the
pump the dissolution medium warmed to 37 + 0.5 °C through
the bottom of the cell to obtain the flow rate specified and
measured with an accuracy of 5 per cent. Collect the eluate by
fractions at each of the times stated. Perform the analysis as
directed. Repeat the test with additional dosage units.

Dissolution medium. Proceed as described for
conventional-release dosage forms under Apparatus 1 and 2.

Time. Proceed as described for conventional-release dosage
forms under Apparatus 1 and 2.

Prolonged-release dosage forms

Procedure. Proceed as described for conventional-release
dosage forms under Apparatus 4.

Dissolution medium. Proceed as described for
conventional-release dosage forms under Apparatus 4.

Time. Proceed as described for conventional-release dosage
forms under Apparatus 4.

Delayed-release dosage forms

Procedure. Proceed as described for delayed-release dosage
forms under Apparatus 1 and 2, using the specified media.

292

See the information section on general monographs (cover pages)



EUROPEAN PHARMACOPOQOEIA 8.0

2.9.3. Dissolution test for solid dosage forms

—=—— Filter chamber
Y Sieve
© d=0.2 w=045
\ | @20%02
— ; -
0
=] @22.6|+£0.2
+ =
) [
3 ,“7 —a—— Score for the holder
v
Y
a3
o
£
€
i
L @0.8 +0.05

0.5

7.5

2.5+0.25

Figure 2.9.3.-5. — Apparatus 4, large cell for tablets and capsules (top), tablet holder for the large cell (bottom)

Dimensions in millimetres unless otherwise specified

Time. Proceed as described for delayed-release dosage forms
under Apparatus 1 and 2.

INTERPRETATION

Conventional-release solid dosage forms

Unless otherwise specified, the requirements are met if the
quantities of active substance dissolved from the dosage units

tested conform to Table 2.9.3.-1. Continue testing through
the 3 levels unless the results conform at either S, or S,.

The quantity Q, is the specified amount of dissolved active
substance, expressed as a percentage of the labelled content;
the 5 per cent, 15 per cent, and 25 per cent values in the Table
are percentages of the labelled content so that these values
and Q are in the same terms.

General Notices (1) apply to all monographs and other texts
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Figure 2.9.3.-6. — Apparatus 4, small cell for tablets and capsules (top), tablet holder for the small cell (bottom)

Dimensions in millimetres unless otherwise specified

Table 2.9.3.-1 Prolonged-release dosage forms
Level Number Acceptance criteria Unless otherwise specified, the requirements are met if the
tested o . . .
— quantities of active substance dissolved from the dosage units
S 6 Each unit is not less than Q + 5 per cent. tested conform to Table 2.9.3.-2. Continue testing through
s, 6  Average of 12 units (S, + S,) is equal to or greater than Q,  the 3 levels unless the results conform at either L, or L,.
and no unit is less than Q — 15 per cent. Limits on the amounts of active substance dissolved are
S, 12 Average of 24 units (S, + S, + S,) is equal to or greater expressed in terms of the percentage of labelled content. The
than Q, not more than 2 units are less than Q 15 per limits embrace each value of Q, the amount dissolved at each
cent, and no is less than Q — 25 per cent. specified fractional dosing interval. Where more than one

range is specified, the acceptance criteria apply individually
to each range.

294 See the information section on general monographs (cover pages)
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2.9.4. Dissolution test for transdermal patches

Table 2.9.3.-2

Level Number Acceptance criteria
tested

L 6  No individual value lies outside each of the stated ranges
and no individual value is less than the stated amount at
the final test time.

L, 6 The average value of the 12 units (L, + L,) lies within each
of the stated ranges and is not less than the stated amount
at the final test time; none is more than 10 per cent of
labelled content outside each of the stated ranges; and
none is more than 10 per cent of labelled content below
the stated amount at the final test time.

3 12 The average value of the 24 units (L, + L, + L;) lies within
each of the stated ranges, and is not less than the stated
amount at the final test time; not more than 2 of the
24 units are more than 10 per cent of labelled content
outside each of the stated ranges; not more than 2 of the
24 units are more than 10 per cent of labelled content
below the stated amount at the final test time; and none
of the units is more than 20 per cent of labelled content
outside each of the stated ranges or more than 20 per cent
of labelled content below the stated amount at the final
test time.

Delayed-release dosage forms

Acid stage. Unless otherwise specified, the requirements of
this portion of the test are met if the quantities, based on the
percentage of the labelled content of active substance dissolved
from the units tested conform to Table 2.9.3.-3. Continue
testing through the 3 levels unless the results of both acid and
buffer stages conform at an earlier level.

Table 2.9.3.-3
Level Number Acceptance criteria
tested
A, 6 No individual value exceeds 10 per cent dissolved.
A, 6 The average value of the 12 units (A, + A,) is not more

than 10 per cent dissolved, and no individual unit is
greater than 25 per cent dissolved.

A, 12 The average value of the 24 units (A, + A, + A;) is not
more than 10 per cent dissolved, and no individual unit is
greater than 25 per cent dissolved.

Buffer stage. Unless otherwise specified, the requirements
are met if the quantities of active substance dissolved from
the units tested conform to Table 2.9.3.-4. Continue testing
through the 3 levels unless the results of both stages conform
at an earlier level. The value of Q in Table 2.9.3.-4 is 75 per
cent dissolved unless otherwise specified. The quantity, Q,

is the specified total amount of active substance dissolved in
both the acid and buffer stages, expressed as a percentage of
the labelled content. The 5 per cent, 15 per cent and 25 per
cent values in the Table are percentages of the labelled content
so that these values and Q are in the same terms.

Table 2.9.3.-4
Level Number Acceptance criteria
tested
B, 6 No unit is less than Q + 5 per cent.
B, 6 The average value of the 12 units (B, + B,) is equal to or
greater than Q, and no unit is less than Q — 15 per cent.
B, 12 The average value of the 24 units (B, + B, + B;) is equal

to or greater than Q, not more than 2 units are less than
Q — 15 per cent, and no unit is less than Q — 25 per cent.

Recommendations on dissolution testing are given in general
chapter 5.17.1.

General Notices (1) apply to all monographs and other texts
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ANEXO 5. Test de parestesia

Q1: Intensidad de la sensacién VAS 0 min
Marque con una linea verlical el lugar en la escala que mejor refieje la Momento
Intensidad con la que percibes sensaciones inusuales en este momento. exacto de
. . aparicion
:;ml .22'_“""" parestesia:
imaginable
Q2-Q3: Sensaci6n inusual ISS & QLS

A) Intensidad (1SS) B) Descripcion (QSI)
Estimar la iniensidad global. Queé téminos coinciden mejor con la
de tus percepciones sensoriales naturaleza de tus sensaciones

en este mismo insiante.
Marca una de las cajas con X

en este instante?

Enciemra en un circulo {O) la
puntuacion que mejor se ajuste
a la intensidad percibida

maguantable {0 = ausente ... 4 = extremadamente
Muy muy intenso fuerte).
Muy infenso 01234 |Afferesyaguias
mienso
Wiedia, moderos 01234 | Cosqubeo ypicazon
debi 01234 | Estemecimenioy
escalofrios.
Muy débi
. 01234 | Hpersensb&dad tacht,
Muy muy débd imitacon.
ausente 01234 EJWMMQ
insensib&dad
01234 | Dolor
C) Temporalidad 01234 |Ows?........
Tu sensacion dominante en este el
instanie es? Marque solo una casilla con

una X

breve, transitoria,
momentaneo

ritmica, penodica,
intermitente, oscilante

continua, constante,
regular, sostenida

D) Profundidad

La ubicacion de las sensaciones es
mas bien... {(Marque solo una X).

- EXTERNA
- INTERNA
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ANEXO 6. Hoja de consentimiento informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

DECLARO:

Haber sido informado/a del estudio y procedimientos de la investigacion del
Proyecto titulado: Biodisponibilidad Sanguinea y en Orina de un Suplemento de -

Alanina.

Los investigadores que van a acceder a mis datos personales y a los resultados de las
pruebas son: Francisco Javier Lépez Roman, Vicente Avila Gandia, Antonio Jests
Luque Rubia, Antonio Martinez Garrido, Lydia de Salazar Sanchez-Ferragut, Antonio
Torregrosa Garcia, Maria Querol Calderén, Silvia Pérez Pifiero y Desirée Victoria

Montesinos.

Asimismo, he podido hacer preguntas del estudio, comprendiendo que me presto de
forma voluntaria al mismo y que en cualquier momento puedo abandonarlo sin que me

suponga perjuicio de ningun tipo.

CONSIENTO:

1.-) Someterme a las siguientes pruebas exploratorias (en su caso):
- Extraccion sanguinea.
- Bioimpedancia.

- Talla.

2.-) Realizar Test de patestesia.
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3.-) Realizar las pautas de suplementacion.

4.-) El uso de los datos obtenidos segun lo indicado en el parrafo siguiente:
En cumplimiento del Reglamento (UE) 2016/679 del Patlamento Eutopeo y del
Consejo, de 27 de abril de 2016, Real Decreto-Ley 5/2018, de 27 de julio y Ley
Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos de Caracter
Personal, le comunicamos que la informaciéon que ha facilitado y la obtenida
como consecuencia de las exploraciones a las que se va a someter pasara a formar
parte del fichero automatizado INVESALUD, cuyo titular es la FUNDACION
UNIVERSITARIA SAN ANTONIO, con la finalidad de INVESTIGACION Y
DOCENCIA EN LAS AREAS DE CONOCIMIENTO CIENCIAS
EXPERIMENTALES Y CIENCIAS DE LA SALUD. Tiene derecho a acceder a
esta informacion y cancelarla o rectificarla, dirigiéndose al domicilio de la entidad,
en Avda. de los Jerénimos de Guadalupe 30107 (Murcia). Esta entidad le
garantiza la adopcién de las medidas oportunas para asegurar el tratamiento

confidencial de dichos datos.

En Guadalupe Murcia) a .......... de e de 20

El investigador,
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ANEXO 7. Comité de Etica de Investigacién de la Universidad Catdlica de Murcia
(cédigo CE021902)



AL, COMITE DE ETICA DE LA UCAM

SAN ANTONIO

DATOS DEL PROYECTO

g b “Biodisponibilidad sanguinea y en orina de un suplemento de B-
Titulo: e

Alanina

Investigador Principal |Nombre Correo-e
Dr. Francisco Javier Lopez Roman jlroman@ucam.edu
INFORME DEL COMITE
| Fecha | 01/02/2019 | | Cédigo | CE021902 |

Tipo de Experimentacion
Investigacion experimental clinica con seres humanos X
Utilizacidén de tejidos humanos procedentes de pacientes, tejidos embrionarios o
fetales :
Utilizacion de tejidos humanos, tejidos embrionarios o fetales procedentes de |
bancos de muestras o tejidos

Investigacion observacional con seres humanos, psicolégica o comportamental
en humanos

Uso de datos personales, informacidn genética, etc. X
Experimentacion animal
Utilizacién de agentes biolégicos de riesgo para la salud humana, animal o las |
plantas

Uso de organismos modificados genéticamente (OMGs)

Comentarios Respecto al Tipo de Experimentacién

Nada Obsta

Comentarios Respecto a la Metodologia de Experimentacion

Nada Obsta e

VOEL oU BPTITES 'UoTORBI3S2AUI Sp OPRIO}DBIISOTA "OTUOJUY UBS BOTTOIRD PEPISIDATUN

0v:0S:1IT 6T0Z/20/%0



e AM COMITE DE ETICA DE LA UCAM

ANTONIO

Sugerencias al Investigador

A la vista de la solicitud de informe adjunto por el Investigador y de las
recomendaciones anteriormente expuestas el dictamen del Comité es:

Emitir Informe Favorable X
Emitir Informe Desfavorable _
Emitir Informe Favorable condicionado a
Subsanacion
MOTIVACION

Incrementara conocimientos en su area

V° B° El Presidente, El Secretario,

4

Fdo.: José Alberto Canovas Sénchez - --M‘Fiﬁ?lﬁéé'Alaréén Teruel
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ANEXO 8. .Certificados de analisis de 3-ALA de distintos tamafios.
CERTIFICADO DE ANALISIS (Beta-alanina 40 mesh)

Nombre del producto:
Lote numero

Fecha de fabricacion
Fecha de Re-test

N2 CAS

Férmula molecular
Test

Apariencia

Color

Aroma

Sabor

Identificacidn
Tamanio de particula

Ensayo (como sustancia
seca)

Pérdida de humedad
Transmitancia

Cloro

Amonio

Sulfatos

Metales pesados
Plomo (Pb)
Cadmio (Cd)
Arsénico (As)
Mercurio (Hg)
Hierro
Microorganismos
aerodbicos totales
Levaduras & Mohos
E. coli
Salmonella

BETA ALANINA
SH181102-40
20/12/2018
20/12/2020

107-95-9

CsH/NO;
Especificacidn
Cristal/polvo cristalino
Blanco/blanquecino
Caracteristico
Caracteristico
Positivo

Pasan a través de 40
Mesh

98.0-101.0%

Max 0.30%
Min 95%

Max 0.04%
Max 0.02%
Max 0.048%
Max 10ppm
Max 3ppm

Max 1ppm

Max 1ppm

Max 0.1ppm
Max 30 ppm
Max 5000 ufc/g

Max 100 ufc/g
<10 ufc/g
Negativoin25¢g

Resultado Métodos

Conforme Organoléptico

Conforme Organoléptico

Conforme Organoléptico

Conforme Organoléptico

Conforme FTIR

Conforme Torre tamices

98.9% HPLC

0.06% Gravimetria

>95% Espectofotometria
UV-Vis

<0.04% ICP

<0.02% ICP

<0.048% ICP

Conforme ICP

<3ppm ICP

<lppm ICP

<lppm ICP

<0.1ppm ICP

<30 ppm ICP

Conforme Recuento en placas

Conforme Recuento en placas

Conforme Recuento en placas

Conforme Recuento en placas

Este certificado es una transcripcion de los datos de nuestro proveedor.
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CERTIFICADO DE ANALISIS (Beta-alanina 100 mesh)

Nombre del producto:

Lote numero

Fecha de fabricacion
Fecha de Re-test

N2 CAS

Férmula molecular
Test

Apariencia

Color

Aroma

Sabor

Identificacidn
Tamanio de particula

Ensayo (como
sustancia seca)
Pérdida de humedad
Transmitancia

Cloro

Amonio

Sulfatos

Metales pesados
Plomo (Pb)
Cadmio (Cd)
Arsénico (As)
Mercurio (Hg)
Hierro
Microorganismos
aerdbicos totales
Levaduras & Mohos
E. coli
Salmonella

BETA ALANINA

SH181102-100
20/12/2018
20/12/2020
107-95-9

CsH7NO;
Especificacién
Cristal/polvo
cristalino
Blanco/blanquecino
Caracteristico
Caracteristico
Positivo

Pasan a través de
100 Mesh
98.0-101.0%

Max 0.30%
Min 95%

Max 0.04%
Max 0.02%
Max 0.048%
Max 10ppm
Max 3ppm

Max 1ppm
Max 1ppm
Max 0.1ppm
Max 30 ppm
Max 5000 ufc/g

Max 100 ufc/g
<10 ufc/g
Negativoin25¢g

Resultado Métodos

Conforme Organoléptico

Conforme Organoléptico

Conforme Organoléptico

Conforme Organoléptico

Conforme FTIR

Conforme Torre tamices

99.0% HPLC

0.05% Gravimetria

>95% Espectofotémetria
UV-Vis

<0.04% ICP

<0.02% ICP

<0.048% ICP

Conforme ICP

<3ppm ICP

<lppm ICP

<lppm ICP

<0.1ppm ICP

<30 ppm ICP

Conforme Recuento en placas

Conforme Recuento en placas

Conforme Recuento en placas

Conforme Recuento en placas

Este certificado es una transcripcion de los datos de nuestro proveedor.
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CERTIFICADO DE ANALISIS (Beta-alanina 200 mesh)

Nombre del producto:

Lote numero

Fecha de fabricacién
Fecha de Re-test

N2 CAS

Férmula molecular
Test

Apariencia

Color

Aroma

Sabor

Identificacion
Tamario de particula

Ensayo (como sustancia
seca)

Pérdida de humedad
Transmitancia

Cloro

Amonio

Sulfatos

Metales pesados
Plomo (Pb)
Cadmio (Cd)
Arsénico (As)
Mercurio (Hg)
Hierro
Microorganismos
aerdbicos totales
Levaduras & Mohos
E. coli
Salmonella

BETA ALANINA

SH181102-200
20/12/2018
20/12/2020

107-95-9

C3H;NO;
Especificacidn
Cristal/polvo cristalino
Blanco/blanquecino
Caracteristico
Caracteristico

Positivo

Pasan a través de 200
Mesh

98.0-101.0%

Max 0.30%
Min 95%

Max 0.04%
Max 0.02%
Max 0.048%
Max 10ppm
Max 3ppm

Max 1ppm
Max 1ppm
Max 0.1ppm
Max 30 ppm
Max 5000 ufc/g

Max 100 ufc/g
<10 ufc/g
Negativoin25¢g

Resultado Métodos

Conforme Organoléptico

Conforme Organoléptico

Conforme Organoléptico

Conforme Organoléptico

Conforme FTIR

Conforme Torre tamices

99% HPLC

0.06% Gravimetria

>95% Espectofotometria
UV-Vis

<0.04% ICP

<0.02% ICP

<0.048% ICP

Conforme ICP

<3ppm ICP

<lppm ICP

<lppm ICP

<0.1ppm ICP

<30 ppm ICP

Conforme Recuento en placas

Conforme Recuento en placas

Conforme Recuento en placas

Conforme

Recuento en placas

Este certificado es una transcripcion de los datos de nuestro proveedor.
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ANEXO 9. Concentracion plasmatica por sujetos del resto de aminoacidos
después de la administracion a voluntarios sanos de formulacion en polvo de
liberacion controlada (POL) y formulacion en comprimidos de liberacién
controlada (COM).
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ACIDO ASPARTICO

Concentracion plasmatica por sujetos de Acido Aspartico después de la administracion a voluntarios sanos de

formulacion en polvo de liberacion controlada (POL).

Concentracién plasmatica de Acido Aspartico (polvo) (UMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 1,00 0,69 1,02 0,89 1,19 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,17
30 2,25 0,69 2,79 1,00 1,00 1,00 1,25 1,12 1,00 1,00 1,26
60 1,00 1,34 1,05 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,45
90 1,00 2,88 0,57 1,19 1,05 1,00 1,00 1,00 337 1,00 1,35
120 1,00 0,99 0,51 0,69 1,41 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,22
150 1,00 1,70 0,88 1,00 1,04 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,77
180 1,05 0,85 0,68 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
210 1,50 0,65 0,9 0,52 1,02 437 1,00 1,00 1,00 1,00 1,46
240 1,00 0,88 1,30 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,18
300 1,00 0,69 0,55 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
360 2,14 1,01 0,57 0,44 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,03
420 1,18 0,60 0,60 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,93
480 1,00 0,59 094 0,51 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,63

*El sujeto no acudi6 a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de Acido Aspartico después de la administracion oral a voluntarios sanos de

formulacion en comprimidos de liberaciéon controlada (COM).

Concentracion plasmatica de Acido Aspartico (comprimido) (uMol/L)

Sujetos
Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 05 - 1,05 1,00 1,11 0,64 1,00 1,00 1,00 1,00 191 1,77
30 080 - 1,45 1,00 1,00 0,76 1,00 1,00 1,00 1,8 1,00 1,70
60 085 - 1,00 1,25 1,00 1,32 1,00 768 1,00 1,23 1,00 440
90 065 - 1,00 1,00 1,77 0,73 1,00 1,00 1,00 1,73 1,00 2,60
120 048 - 4,04 1,00 1,00 0,52 1,00 1,00 1,00 145 1,00 1,53
150 047 - 1,04 1,93 1,00 0,58 1,00 1,00 1,00 1,27 1,00 1,33
180 071 - 1,00 1,00 1,00 0,69 1,00 1,00 1,00 1,48 1,00 1,02
210 067 - 1,00 1,42 1,10 0,70 1,00 1,00 o 1,44 1,00 1,18
240 047 - 1,00 473 1,00 0,85 1,00 1,00 1,00 1,17 1,00 2,68
300 054 - 1,00 447 1,00 0,70 1,00 1,00 1,00 1,62 1,55 1,23
360 1,03 - 1,00 1,16 1,00 1,02 1,00 1,00 1,00 1,84 1,00 1,38
420 0,68 - 1,00 1,06 1,11 0,97 6,60 1,00 1,00 1,25 1,00 1,04
480 049 - 1,00 1,00 1,00 0,54 1,00 1,00 1,00 1,00 1,27

*El sujeto no acudié a la segunda visita; **Muestra no tomada.
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TREONINA

Concentracion plasmatica por sujetos de Treonina después de la administracion a voluntarios sanos de

formulacion en polvo de liberacién controlada (POL).

Concentracion plasmatica de Treonina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 15456 - 9436 137,83 187,31 160,90 127,01 88,89 120,75 84,61 230,58 137,22
30 189,08 - 103,48 187,33 183,57 183,58 109,93 103,31 109,59 117,71 172,07 120,81
60 181,63 - 10508 193,42 184,33 20593 133,16 138,71 8854 122,21 189,97 142,37
90 167,86 - 107,00 125,58 261,88 16540 114,48 100,12 97,99 11853 183,51 117,19
120 113,58 - 43,77 143,94 135,07 126,56 112,19 100,26 83,85 139,46 146,12 114,36
150 138,97 - 88,16 129,72 156,99 112,25 103,38 76,60 112,04 127,15 154,32 123,37
180 163,28 - 86,89 12597 18892 164,92 112,55 98,76 72,12 127,15 133,64 132,38
210 135,66 - 80,04 122,84 266,68 183,62 8994 8884 167,02 131,38 139,17 100,19
240 122,38 - 105,22 248,05 15899 163,30 100,98 104,82 83,78 100,19 123,04 119,87
300 105,02 - 8851 107,64 162,00 224,92 7428 72,66 103,39 67,78 121,92 106,07
360 116,30 - 92,38 111,91 13445 107,27 62,30 101,82 88,19 8881 114,75 96,05
420 92,78 - 8532 110,66 142,99 92,77 53,02 100,06 84,19 8891 112,11 203,98
480 150,66 - 63,11 96,88 112,23 127,76 63,37 110,99 6523 92,36 107,19 120,57

*El sujeto no acudio a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de Treonina después de la administracion oral a voluntarios sanos de

formulacion en comprimidos de liberacidon controlada (COM).

Concentracion plasmatica de Treonina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 186,26 - 171,72 170,82 166,44 158,26 60,79 88,89 10519 170,04 21491 13543
30 18391 - 141,89 166,70 208,39 167,86 63,88 93,93 103,13 152,64 212,90 165,50
60 140,00 - 127,03 145,04 17493 210,92 86,65 122,94 110,67 126,70 123,52 233,86
90 130,05 - 154,21 173,63 198,01 163,28 8599 92,13 11491 182,04 127,27 198,70
120 126,41 - 158,44 112,03 132,64 170,75 120,85 132,21 116,10 153,69 114,56 172,28
150 116,30 - 176,32 147,75 186,14 16547 73,38 8545 237,71 167,10 118,47 128,90
180 12521 - 119,27 117,69 202,63 122,34 119,29 88,40 87,12 12557 113,50 138,19
210 169,20 - 162,15 136,47 163,06 146,84 94,21 138,19 ** 104,55 157,27 97,98
240 161,61 - 161,11 121,40 162,44 122,02 10490 11944 92,30 11590 118,03 170,42
300 119,28 - 171,23 11537 179,47 157,17 113,41 139,91 93,18 170,96 133,14 115,08
360 131,02 - 119,21 118,20 119,75 7899 108,60 89,06 104,14 11858 91,19 177,10
420 108,11 - 143,14 76,30 151,79 100,34 9831 71,22 9355 84,53 183,87 130,20
480 96,42 - 142,80 11524 174,63 91,14 93,10 9508 94,37 111,31 ** 123,98

*El sujeto no acudio a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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SERINA

Concentracion plasmatica por sujetos de Serina después de la administracion a voluntarios sanos de formulacion

en polvo de liberacion controlada (POL).

Concentracion plasmatica de Serina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 114,58 - 8852 126,19 129,37 119,83 107,34 90,90 188,26 93,93 118,15 117,45
30 128,02 - 87,53 158,42 113,37 143,00 104,64 87,88 132,73 96,83 108,23 116,67
60 128,37 - 103,63 136,67 132,07 130,43 110,95 149,96 130,65 107,79 105,24 137,41
90 112,58 - 11539 99,44 130,01 114,68 10098 110,71 134,82 101,66 106,65 109,42
120 106,89 - 45,05 101,18 104,03 10582 110,88 118,31 111,14 98,03 96,94 99,68
150 97,19 - 102,11 10518 11573 96,74 89,48 97,31 111,92 110,29 101,25 109,37
180 9576 - 8284 9872 132,01 96,07 10570 122,53 141,05 101,98 10496 114,95
210 101,00 - 8259 99,05 11429 9324 73,86 100,21 270,93 101,99 9503 113,25
240 102,73 - 87,60 136,93 113.84 111,01 88,00 110,43 10898 107,83 94,33 100,58
300 114,15 - 116,53 93,53 108,77 97,41 73,75 9459 10462 92,01 9714 97,90
360 112,77 - 9725 8510 90,55 12842 8588 9532 9496 7871 92,50 10224
420 106,97 - 100,97 96,47 87,22 8725 9815 86,52 10191 67,78 97,25 151,89
480 11036 - 7352 76,32 8575 112,37 80,62 86,26 9760 83,89 9925 13691

*El sujeto no acudio a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de Serina después de la administracion oral a voluntarios sanos de

formulacion en comprimidos de liberacidon controlada (COM).

Concentracion plasmatica de Serina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos
Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 150,94 - 106,77 86,12 139,11 129,53 74,39 102,64 160,11 148,24 23598 14991
30 128,32 - 100,85 8576 103,68 176,12 105,76 81,09 122,77 153,63 182,52 145,73
60 13222 - 8030 7558 9729 229,86 9948 9790 121,48 11506 87,66 201,21
90 131,40 - 10446 9556 110,26 14892 8525 9191 128,63 181,36 108,69 212,58
120 110,06 - 101,93 90,16 81,33 153,43 137,82 62,96 120,05 171,43 112,00 117,68
150 111,12 - 92,83 112,21 104,84 166,01 102,01 90,14 139,68 149,79 121,20 11291
180 108,84 - 12859 83,89 84,21 136,65 123,56 103,88 101,33 129,84 108,31 124,80
210 10436 - 7823 86,67 86,88 111,40 104,59 111,11 ** 105,06 152,63 101,92
240 139,20 - 111,87 116,12 99,47 146,65 117,06 92,56 11534 103,00 103,68 167,37
300 124,65 - 103,06 109,79 100,77 141,69 10836 6593 134,63 140,66 160,15 120,17
360 143,01 - 66,75 89,06 8438 91,69 116,70 87,95 101,41 142,14 80,15 169,27
420 104,34 - 109,75 78,81 117,87 109,14 110,31 58,07 90,16 8553 187,62 122,68
480 103,98 - 113,68 63,73 102,77 123,21 112,09 101,19 101,86 89,14 92,72

*El sujeto no acudio a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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ASPARAGINA

Concentracion plasmatica por sujetos de Asparagina después de la administracion a voluntarios sanos de

formulacion en polvo de liberacion controlada (POL).

Concentracion plasmatica de Asparagina (polvo) (uMol/L)

Sujetos
Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 4557 - 5521 80,80 9845 63,99 49,69 6823 92,30 46,49 15400 71,51
30 61,17 - 7694 153,85 12049 62,68 7533 8211 7331 8287 127,53 4991
60 8720 - 72,08 109,53 121,99 123,81 49,60 106,04 82,69 64,64 10832 80,18
90 72,51 - 112,42 7491 12292 7633 53,03 70,88 6909 6982 76,51 17,50
120 46,22 - 4025 7798 8870 69,10 51,14 67,16 6418 53,11 8297 1998
150 74,74 - 69,02 100,29 90,83 72,23 6693 101,65 6517 77,76 10533 56,65
180 4962 - 5594 106,86 102,54 6581 5807 6991 6959 63,56 11502 68,09
210 55,79 - 61,53 6699 8270 4560 60,45 4225 143,51 64,10 76,65 42,79
240 69,50 - 8837 15410 79,03 56,62 5391 90,09 80,07 7925 7890 2334
300 5306 - 7945 8555 7826 6090 6633 6951 8392 76,12 9732 66,77
360 67,92 - 9334 8940 7655 101,00 8234 8862 8383 9048 6791 57,17
420 61,21 - 93,67 6769 8522 8452 4820 100,26 70,15 79,60 89,39 81,89
480 8568 - 8410 5536 84,71 6568 50,79 8751 4986 8283 9296 75,24

*El sujeto no acudio a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de Asparagina después de la administracion oral a voluntarios sanos de

formulacion en comprimidos de liberaciéon controlada (COM).

Concentracion plasmatica de Asparagina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 8313 - 4970 6731 5830 70,50 40,85 42,09 15590 88,16 128,00 77,88
30 80,07 - 5353 4546 53,17 12023 57,81 61,46 91,54 70,04 13560 64,89
60 7554 - 6544 6505 46,78 169,17 7050 6598 142,33 86,13 51,04 137,21
90 76,94 - 50,63 8895 94,05 111,53 59,77 59,27 112,64 149,11 20,09 133,71
120 7094 - 57,84 6239 91,35 136,30 6439 47,69 13348 38,67 5502 19,59
150 72,39 - 4525 11815 5583 101,60 43,25 6878 152,32 130,45 53,07 69,96
180 9266 - 6766 6928 4933 8489 51,21 7865 113,03 5452 67,79 57,22
210 73,05 - 4346 43,88 59,04 9291 4526 95,88 92,02 93,78 61,80
240 87,60 - 9236 9216 9896 86,64 44,28 7294 102,59 23,10 100,07 100,86
300 8940 - 7233 7704 8283 100,32 46,53 41,02 164,17 161,44 61,20 59,14
360 146,85 - 53,25 5515 86,05 61,67 49,17 87,14 15095 138,69 57,32 8443
420 12359 - 17435 84,04 7950 9516 3723 6286 157,52 64,70 134,64 51,62
480 7985 - 70,72 90,81 6466 81,97 4593 108,68 174,23 63,57 ** 56,93

*El sujeto no acudi6 a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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ACIDO GLUTAMICO

Concentracion plasmatica por sujetos de Acido Glutamico después de la administracion a voluntarios sanos de

formulacion en polvo de liberacion controlada (POL).

Concentracién plasmatica de Acido Glutamico (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 51,60 - 6323 7765 37,58 5256 6899 86,09 101,31 61,61 93,78 115,32
30 75,52 - 56,92 136,95 29,27 3722 5693 106,14 84,16 5893 78,06 62,94
60 49,29 - 4785 6331 3594 92,11 42,32 155,09 64,77 8240 54,22 180,27
90 54,11 - 9444 61,33 43,67 5286 52,32 103,85 101,21 71,41 57,47 142,94
120 4863 - 3987 51,47 4546 41,62 50,79 10511 7458 62,95 56,75 110,28
150 66,48 - 6499 5470 7622 5299 2541 110,56 93,48 88,34 53,22 74,68
180 4535 - 4299 4108 6780 3952 50,11 8488 72,65 109,00 62,12 114,48
210 4363 - 3669 6048 60,69 40,33 40,38 120,09 140,33 80,45 71,80 69,76
240 4329 - 4864 6265 5633 38,68 6814 9596 8948 57,01 6943 106,67
300 4364 - 4869 5586 5493 3854 7852 9880 6560 66,71 6522 112,06
360 5094 - 71,70 47,03 41,14 50,07 70,69 72,18 6236 81,35 61,97 120,20
420 3559 - 6990 48,74 3974 4588 3527 86,11 87,42 9827 63,20 139,43
480 53,76 - 4749 46,25 27,57 4050 64,30 80,62 8541 10631 6791 155,16

*El sujeto no acudio a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de Acido Glutamico después de la administracion oral a voluntarios sanos

de formulacion en comprimidos de liberacion controlada (COM).

Concentracién plasmatica de Acido Glutamico (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 51,10 - 3475 66,75 4690 4930 46,89 6349 91,29 167,85 7538 146,51
30 51,31 - 40,71 3480 33,41 116,88 69,99 42,08 47,36 101,58 106,28 130,77
60 44,02 - 5066 5898 30,83 76,84 83,83 6426 4578 117,36 81,77 248,09
90 5490 - 46,47 121,46 5420 57,08 6533 6561 5646 179,73 100,20 258,44
120 32,08 - 62,04 4399 6493 5089 10933 2647 31,49 167,00 53,09 159,03
150 3757 - 2266 53,16 41,15 50,89 78,07 6584 5828 181,21 7838 101,22
180 39,75 - 3L90 60,59 41,18 3860 8643 5875 6230 9336 86,06 12897
210 4569 - 3717 6055 4522 42,00 82,23 103,90 ** 113,62 123,75 106,53
240 33,80 - 4257 50,76 44,04 57,01 93,15 66,13 79,58 134,51 126,59 224,67
300 42,10 - 4281 7635 62,24 5492 6784 8950 49,70 132,27 8822 132,43
360 9822 - 3195 7020 5505 5383 699 6343 36,65 172,10 7897 183,19
420 4559 - 51,32 4884 36,54 4501 8829 52,07 53,81 10298 149,81 119,97
480 26,24 - 3848 86,76 4577 54,83 102,84 9241 100,74 87,83 ** 144,23

*El sujeto no acudio a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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GLUTAMINA

Concentracion plasmatica por sujetos de Glutamina después de la administracion a voluntarios sanos de

formulacion en polvo de liberacién controlada (POL).

Concentracion plasmatica de Glutamina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 436,53 - 354,23 526,08 462,53 506,39 393,89 383,29 714,54 512,63 412,62 388,08
30 493,24 - 479,69 654,32 410,66 498,23 457,82 37835 502,90 480,05 578,66 464,65
60 581,79 - 489,23 692,07 453,63 707,10 464,77 62517 531,76 526,80 554,93 590,85
90 584,02 - 51880 431,86 459,12 564,45 383,67 436,69 565,24 450,72 531,59 432,21
120 505,29 - 22546 546,09 497,82 537,41 375,01 583,72 514,52 545,73 527,31 462,69
150 554,82 - 573,92 492,58 486,39 531,66 421,79 554,16 531,22 536,84 572,44 739,84
180 458,37 - 363,83 560,80 460,82 479,31 504,78 48574 606,30 602,78 587,72 552,70
210 517,33 - 379,26 567,35 484,13 505,83 411,72 438,78 1022,15 551,03 629,74 566,96
240 521,03 - 509,08 70851 456,83 567,70 397,93 401,90 528,60 554,97 540,15 707,95
300 423,14 - 40494 46406 39548 482,68 382,02 472,03 381,24 49579 539,92 441,96
360 496,32 - 470,73 381,81 374,56 661,06 391,43 437,76 434,70 398,41 440,18 612,72
420 467,10 - 436,00 56825 367,94 492,91 450,83 393,57 448,45 400,69 479,74 817,93
480 528,45 - 352,65 45851 353,94 514,78 346,83 40291 450,58 451,32 449,80 610,60

*El sujeto no acudio a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de Glutamina después de la administracion oral a voluntarios sanos de

formulacion en comprimidos de liberaciéon controlada (COM).

Concentracion plasmatica de Glutamina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 559,85 - 428,57 375,66 480,69 567,51 245,10 484,03 776,60 900,53 917,29 398,15
30 484,53 - 429,60 580,93 410,62 664,40 385,08 507,25 572,01 845,04 677,95 521,43
60 568,75 - 481,47 379,97 404,24 95494 403,08 584,97 613,74 519,24 407,01 712,82
90 543,52 - 508,40 45559 517,61 649,47 320,15 512,71 642,39 872,55 407,17 730,47
120 493,30 - 449,30 476,65 487,84 669,53 56595 394,76 819,67 672,46 544,06 442,82
150 537,82 - 515,76 516,78 415,65 733,13 425,72 452,25 814,53 720,42 484,49 412,46
180 471,93 - 742,80 462,66 441,56 575,51 468,92 472,57 61537 641,42 468,25 438,38
210 388,33 - 466,98 517,42 463,08 547,39 392,58 637,73 ** 638,91 584,96 345,66
240 633,94 - 504,49 51895 433,13 613,44 457,66 573,71 664,98 467,45 433,01 586,09
300 681,43 - 472,41 54572 424,56 565,17 429,17 308,67 562,65 733,75 72590 391,72
360 677,69 - 319,28 460,72 460,95 352,54 406,04 505,69 547,17 623,88 309,13 674,05
420 498,19 - 654,35 352,55 499,93 449,10 401,60 429,96 586,86 429,92 708,58 466,13
480 503,63 - 389,41 398,02 429,40 493,73 391,80 550,89 556,24 473,76 ** 402,76

*El sujeto no acudio a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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PROLINA

Concentracion plasmatica por sujetos de Prolina después de la administracion a voluntarios sanos de formulacion

en polvo de liberacion controlada (POL).

Concentracion plasmatica de Prolina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 18529 - 110,54 156,60 141,03 158,47 141,39 166,48 136,26 217,03 236,43 142,24
30 186,08 - 101,24 196,47 109,52 151,77 141,05 18291 111,50 182,12 209,29 138,10
60 190,24 - 129,88 183,43 196,73 202,00 138,86 22547 113,56 191,36 176,44 171,24
90 186,67 - 150,28 147,87 129,85 148,01 124,03 188,17 112,50 181,04 151,12 122,50
120 231,01 - 41,21 163,74 185,21 143,74 129,41 167,53 105,48 215,82 138,18 118,48
150 168,39 - 120,70 144,07 143,00 111,85 131,22 161,08 121,16 202,89 136,94 129,07
180 15450 - 94,00 136,82 129,33 114,93 136,87 180,16 131,15 183,95 133,67 132,13
210 180,77 - 110,69 133,14 137,44 120,55 102,87 147,99 191,15 183,24 14518 134,06
240 150,77 - 170,16 172,08 129,04 124,07 116,24 165,66 10554 176,95 143,07 117,14
300 167,17 - 150,16 121,12 114,38 137,94 142,85 156,99 10592 187,17 139,03 110,68
360 175,61 - 148,20 131,74 10049 134,99 112,66 167,49 111,77 21525 102,93 118,94
420 155,66 - 159,11 152,23 99,83 150,46 105,73 164,00 101,32 183,88 11594 149,80
480 158,13 - 109,72 120,11 90,15 143,29 104,55 155,76 89,80 179,21 126,72 156,79

*El sujeto no acudi6 a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de Prolina después de la administracion oral a voluntarios sanos de

formulacion en comprimidos de liberacién controlada (COM).

Concentracion plasmatica de Prolina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 189,70 - 170,65 151,91 133,75 130,45 98,12 151,33 273,42 172,15 359,47 150,86
30 187,52 - 139,58 166,98 126,54 176,59 162,88 158,73 211,53 155,92 222,10 156,37
60 188,77 - 121,31 168,31 118,45 24556 149,01 190,56 199,45 124,85 184,78 211,97
90 192,07 - 143,06 181,50 179,19 164,76 14534 174,67 208,34 224,34 138,27 196,25
120 167,52 - 137,58 188,66 146,63 160,27 18893 120,20 187,65 150,91 131,31 113,56
150 168,12 - 139,45 139,77 120,51 159,50 143,28 129,16 227,44 16531 139,47 131,39
180 160,74 - 129,30 150,22 123,63 166,04 172,38 143,27 178,63 134,81 124,41 106,21
210 157,30 - 124,06 162,00 104,08 151,63 185,25 222,78 ** 144,91 180,88 94,32
240 166,10 - 174,87 114,49 120,13 129,73 158,24 179,55 181,23 120,95 118,38 190,47
300 186,22 - 157,01 124,72 153,21 155,16 179,34 106,98 210,74 248,64 161,39 116,46
360 203,29 - 12571 153,11 152,26 96,24 159,41 151,30 178,45 177,00 101,08 172,92
420 164,72 - 144,35 150,79 142,13 110,96 186,77 120,65 204,66 113,73 169,00 142,90
480 152,81 - 136,72 138,45 136,23 120,65 182,09 169,81 298,81 139,22 ** 150,86

*El sujeto no acudio a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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GLICINA

Concentracion plasmatica por sujetos de Glicina después de la administracion a voluntarios sanos de formulacion en

polvo de liberacion controlada (POL).

Concentracion plasmatica de Glicina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 204,13 - 166,49 196,37 184,69 207,06 181,68 169,73 177,71 182,31 236,98 214,61
30 231,74 - 181,43 283,24 169,61 19542 227,60 213,52 159,60 18554 324,69 188,53
60 207,80 - 22337 32340 167,93 214,29 180,55 267,90 164,87 156,91 367,34 249,39
90 211,84 - 196,50 16596 159,82 240,29 147,36 216,76 155220 172,93 231,22 188,41
120 203,15 - 80,85 214,06 202,87 177,77 19556 24507 143,93 184,84 216,13 175,28
150 187,92 - 181,77 166,71 134,44 157,09 162,36 18594 147,92 156,90 254,09 231,06
180 203,03 - 146,16 19586 210,08 168,76 172,99 216,89 121,12 154,23 203,31 274,78
210 196,13 - 140,92 191,70 161,40 130,70 128,93 149,41 266,55 151,43 223,92 150,48
240 183,02 - 166,24 271,81 163,44 148,37 120,26 198,67 139,38 181,03 209,48 181,73
300 218,86 - 13511 168,34 183,93 231,52 147,70 180,11 137,09 140,62 200,29 185,14
360 197,19 - 191,94 189,74 153,78 174,25 99,02 202,03 151,48 12896 192,04 181,20
420 150,43 - 171,41 178,61 184,48 184,56 131,94 210,01 151,78 144,75 198,23 230,03
480 161,13 - 139,47 167,50 138,01 180,62 112,17 211,47 146,71 177,25 19451 228,15

*El sujeto no acudio a la segunda visita.



248 LYDIA DE SALAZAR SANCHEZ-FERRAGUT

Concentracion plasmatica por sujetos de Glicina después de la administracion oral a voluntarios sanos de

formulacion en comprimidos de liberacién controlada (COM).

Concentracion plasmatica de Glicina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 204,12 - 19821 175,64 206,40 170,22 94,17 211,28 261,99 161,83 371,99 308,05
30 182,95 - 21790 189,94 193,89 224,14 13516 222,21 217,02 151,90 339,44 242,11
60 228,21 - 17832 181,36 14542 320,46 186,46 260,33 219,81 152,35 201,29 324,75
90 186,51 - 246,30 191,24 220,61 207,02 133,15 219,84 193,40 290,26 201,47 328,75
120 168,01 - 22831 148,36 18391 218,15 180,05 182,63 239,89 183,87 183,26 191,51
150 170,45 - 226,06 174,70 127,40 215,97 150,81 182,25 251,23 165,01 194,22 192,64
180 158,32 - 180,89 218,32 150,98 161,80 173,31 194,81 120,44 167,06 185,83 194,10
210 166,76 - 213,12 185,79 132,97 231,26 150,71 251,63 ** 130,88 261,67 157,04
240 188,46 - 231,61 191,84 140,40 170,51 150,78 278,08 132,83 137,36 217,72 328,81
300 188,45 - 27488 173,40 177,11 190,56 179,35 141,12 208,07 217,39 229,93 207,03
360 227,14 - 17522 149,80 179,92 138,15 208,69 230,39 189,93 25854 17546 266,71
420 174,61 - 227,12 184,11 144,60 163,29 180,30 168,58 184,96 156,78 346,41 208,84
480 173,37 - 208,62 162,18 177,62 159,98 150,30 223,25 152,93 124,10 192,62

*El sujeto no acudié a la segunda visita;** Muestra no tomada.
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ALANINA

Concentracion plasmatica por sujetos de Alanina después de la administracion a voluntarios sanos de formulacion

en polvo de liberacion controlada (POL).

Concentracion plasmatica de Alanina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 234,23 - 202,03 278,14 198,72 374,43 209,65 234,82 342,15 214,65 457,70 325,29
30 372,10 - 33831 390,81 228,60 487,32 165,02 314,78 29491 246,06 412,89 339,38
60 250,29 - 321,60 381,39 29558 444,87 196,11 403,17 311,36 286,19 362,39 440,50
90 261,44 - 36527 251,98 271,16 440,95 16534 276,06 279,40 246,04 310,83 326,15
120 289,60 - 112,30 349,58 357,43 402,94 155,58 291,91 262,62 238,46 281,10 354,59
150 257,94 - 283,88 384,63 296,33 287,38 153,27 28555 238,89 356,14 153,93 348,37
180 28042 - 222,66 301,16 256,76 20558 13592 256,00 287,14 224,48 210,41 418,50
210 331,65 - 219,36 243,73 225,29 304,53 120,22 233,21 533,01 277,73 27431 291,97
240 239,66 - 352,86 310,69 274,75 313,47 179,66 276,37 250,17 238,85 287,33 329,23
300 268,03 - 31049 336,76 25534 331,32 234,05 267,44 356,62 406,17 264,94 205,70
360 242,78 - 344,69 327,56 209,36 417,55 188,50 297,26 358,86 356,99 289,85 287,42
420 301,87 - 344,63 297,43 284,33 404,07 168,00 323,26 313,72 299,96 267,93 394,08
480 210,48 - 320,65 262,55 216,15 463,11 212,54 330,24 385,89 345,92 230,80 371,51

*El sujeto no acudio a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de Alanina después de la administracion oral a voluntarios sanos de

formulacion en comprimidos de liberacién controlada (COM).

Concentracion plasmatica de Alanina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 323,25 - 37411 248,88 310,31 257,90 130,99 169,31 605,19 355,72 613,19 430,75
30 322,18 - 33595 284,22 279,56 410,05 229,37 260,63 353,23 311,63 571,40 427,44
60 342,86 - 213,34 267,77 269,27 423,83 170,92 266,69 433,02 260,90 319,73 505,55
90 280,33 - 259,20 244,31 390,72 32553 164,86 342,27 475,26 380,98 314,91 568,48
120 239,20 - 228,05 26396 202,55 260,06 231,79 188,58 410,00 259,94 25598 335,09
150 257,76 - 311,48 285,60 271,99 313,63 204,73 233,01 465,00 31593 253,54 338,88
180 300,43 - 231,09 243,51 169,37 266,63 259,36 237,80 353,72 223,78 248,13 338,97
210 23791 - 27881 252,16 24391 285,87 268,15 294,34 ** 187,56 354,44 313,90
240 267,15 - 38190 26096 213,56 199,90 261,56 273,35 388,47 248,08 21595 512,69
300 321,41 - 36995 321,29 251,22 315,02 243,64 173,56 566,59 562,89 467,78 385,15
360 415,07 - 303,56 299,14 266,70 236,81 263,24 313,49 419,55 524,16 219,19 476,49
420 270,85 - 254,06 278,24 341,07 213,69 262,64 204,12 572,06 308,65 436,25 338,71
480 231,04 - 406,08 350,77 346,26 251,64 299,99 275,80 576,95 242,02 321,66

*El sujeto no acudi6 a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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VALINA

Concentracion plasmatica por sujetos de Valina después de la administracion a voluntarios sanos de formulacion en

polvo de liberacion controlada (POL).

Concentracion plasmatica de Valina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 221,75 - 180,17 269,84 275,15 275,79 23537 182,10 240,21 240,29 254,93 305,50
30 230,26 - 193,52 317,38 247,22 251,37 249,71 213,28 202,70 224,58 238,97 274,33
60 230,90 - 20391 274,58 267,46 351,81 219,52 259,49 196,34 220,62 242,99 348,15
90 217,69 - 197,81 196,36 287,96 249,74 220,76 189,31 191,48 202,87 197,30 258,14
120 207,59 - 77,81 241,39 222,45 223,27 20291 193,35 17521 201,14 163,97 231,73
150 202,77 - 208,44 211,85 288,69 202,48 218,72 179,03 174,13 222,07 186,65 254,15
180 19527 - 166,38 210,58 314,95 170,88 219,07 182,84 179,64 21543 18890 280,82
210 22525 - 170,40 227,93 259,80 203,10 175,51 181,43 341,10 236,14 209,47 231,48
240 200,06 - 197,83 303,68 252,47 222,78 202,49 17822 187,28 223,95 183,98 236,81
300 189,53 - 151,39 200,38 23538 177,42 188,09 179,46 164,51 200,29 190,76 218,56
360 20533 - 177,42 180,15 212,81 179,79 197,12 190,75 130,17 180,93 186,25 214,85
420 183,65 - 165,65 179,30 206,56 199,52 158,43 176,68 147,94 188,36 184,86 253,68
480 200,33 - 123,40 183,31 215,55 200,85 150,95 166,43 154,56 200,35 183,98 291,06

*El sujeto no acudio a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de Valina después de la administracion oral a voluntarios sanos de

formulacion en comprimidos de liberacidon controlada (COM).

Concentracion plasmatica de Valina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 322,65 - 19481 248,84 191,89 242,63 110,77 219,17 208,62 35830 434,01 255,19
30 267,056 - 171,12 249,46 184,24 300,80 186,39 219,08 157,46 283,20 42552 243,00
60 272,84 - 249,23 256,46 171,20 427,41 169,68 250,59 146,50 236,30 241,33 301,35
90 271,13 - 191,79 289,01 213,35 30291 182,23 234,46 161,38 337,25 238,09 326,86
120 23593 - 174,02 246,38 244,90 304,25 226,32 160,10 146,44 287,67 214,25 185,55
150 245,15 - 183,64 15459 192,05 306,41 178,67 212,62 178,01 293,82 23840 182,28
180 236,32 - 17949 25946 177,11 263,66 180,06 203,40 146,03 252,22 232,74 193,02
210 236,70 - 178,81 272,45 186,12 288,20 155,99 301,62 238,84 330,78 159,96
240 248,47 - 21042 201,77 208,25 264,57 171,76 250,90 148,89 217,09 229,33 273,20
300 250,99 - 183,21 212,15 165,03 29553 163,66 182,97 140,60 290,01 273,23 181,51
360 26798 - 159,81 218,63 21524 171,30 155,91 205,87 106,45 27593 205,87 274,13
420 220,40 - 211,18 222,83 168,67 210,92 172,13 178,70 125,52 170,24 399,97 207,69
480 204,34 - 20992 190,76 175,92 211,78 164,53 241,37 160,25 263,29 ** 197,85

*El sujeto no acudi6 a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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METIONINA

Concentracion plasmatica por sujetos de Metionina después de la administracion a voluntarios sanos de

formulacion en polvo de liberacién controlada (POL).

Concentracion plasmatica de Metionina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 22,81 16,00 2592 2643 29,78 17,35 14,88 22,86 22,45 31,52 2699
30 23,43 18,11 33,86 20,59 30,14 19,69 19,27 22,16 23,39 28,39 24,74
60 23,63 18,86 30,43 21,87 3788 17,47 24,53 21,35 2534 2798 28,83
90 23,73 18,47 21,40 2398 2821 16,29 19,58 19,95 20,14 2298 20,77
120 20,96 715 2457 2042 2486 16,39 19,89 17,87 2099 17,65 20,42
150 17,81 19,77 22,85 21,76 1880 16,20 19,10 17,86 2496 18,90 25,59
180 18,39 13,59 21,15 22,50 18,12 16,76 21,06 18,68 2429 19,44 29,24
210 20,21 14,29 2225 20,68 2021 1433 1743 36,56 24,15 23,73 23,90
240 14,19 16,24 27,86 19,67 22,16 13,87 20,37 15,80 24,78 21,21 19,88
300 15,49 13,12 17,76 17,60 20,30 1509 19,73 14,58 22,18 23,89 16,22
360 16,20 13,44 16,29 1648 17,75 12,54 21,38 1422 19,19 18,31 19,02
420 17,81 14,06 15,53 16,76 18,00 13,02 18,63 14,73 20,82 17,90 27,51
480 17,93 10,82 16,66 1572 20,30 13,76 18,54 1528 22,85 18,16 30,24

*El sujeto no acudio a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de Metionina después de la administracion oral a voluntarios sanos de

formulacion en comprimidos de liberacién controlada (COM).

Concentracion plasmatica de Metionina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos
Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0 3028 - 2246 23,78 20,14 2237 942 1583 31,55 31,83 47,01 30,85
30 2485 - 20,57 22,78 19,58 26,03 1524 19,02 2493 30,05 37,66 28,67
60 2420 - 2098 2346 1794 4420 1560 21,75 23,63 22,10 21,56 35,76
90 2342 - 21,12 2754 2362 2674 1630 1826 2811 33,62 18,63 38,72
120 2009 - 1961 2361 20,79 2766 22,83 1346 2323 2760 1891 20,29
150 21,13 - 2025 13,80 1832 2725 1797 1799 2851 31,38 20,18 20,02
180 1999 - 18,63 18,68 1422 2599 1816 16,29 2238 2347 1854 21,23
210 1930 - 1893 21,44 16,79 27,57 16,61 21,84 #2230 2889 16,67
240 2046 - 2016 2068 1848 21,80 16,94 2043 2474 23,11 1797 31,87
300 1923 - 1954 1979 14,72 28,09 1717 13550 20,75 31,51 28,06 18,39
360 2233 - 1811 1686 16,39 1392 17,79 1541 17,01 31,32 1594 28,77
420 18,19 - 2056 17,56 17,43 16,50 19,19 13,58 19,66 20,53 31,42 25,68
480 1514 - 2050 2031 1726 1638 1590 1943 19,39 2097 ** 23,38

*El sujeto no acudio a la segunda visita; **Muestra no tomada.
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ISOLEUCINA

Concentracion plasmatica por sujetos de Isoleucina después de la administracion a voluntarios sanos de

formulacion en polvo de liberacién controlada (POL).

Concentracion plasmatica de Isoleucina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 67,52 4831 90,35 77,34 82,88 94,48 56,93 78,06 7466 9491 89,64
30 68,11 49,94 104,63 67,43 73,61 100,35 66,67 65,69 68,16 77,53 78,02
60 70,78 50,68 91,36 89,77 102,95 93,72 84,08 64,99 6510 64,88 87,08
90 67,32 48,01 6758 81,59 71,33 87,39 59,73 59,06 60,53 59,92 63,93
120 60,28 19,63 76,98 5562 63,12 83,43 58,02 54,49 58,39 53,11 5559
150 60,17 5464 6845 7898 60,30 89,23 53,95 55,23 66,34 53,890 63,42
180 59,83 43,05 7045 83,61 5416 96,33 60,80 5733 69,83 59,54 80,80
210 68,00 48,97 76,57 7415 61,68 71,65 6095 10647 71,52 73,63 64,64
240 65,10 50,32 103,71 4576 70,54 80,93 53,46 59,95 71,72 6560 62,32
300 55,44 3695 61,17 67,48 46,06 5813 56,04 4445 4811 6796 60,33
360 56,41 40,63 53,06 53,98 4516 66,63 62,86 37,56 47,70 62,74 59,95
420 59,21 40,45 49,29 56,70 5589 56,57 43,25 41,15 48,83 63,89 8521
480 62,43 30,37 57,63 56,75 53,48 50,16 41,62 46,74 56,19 62,01 9544

*El sujeto no acudio a la segunda visita.



256 LYDIA DE SALAZAR SANCHEZ-FERRAGUT

Concentracion plasmatica por sujetos de Isoleucina después de la administracion oral a voluntarios sanos de

formulacion en comprimidos de liberacién controlada (COM).

Concentracion plasmatica de Isoleucina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 9449 - 51,29 91,58 5242 6851 3961 7473 76,13 10691 147,14 78,92
30 76,56 - 46,80 87,84 4960 7245 6108 7941 54,67 8233 100,54 72,52
60 7797 - 8495 87,18 4811 12440 5835 86,61 51,93 70,08 64,62 9543
90 7957 - 5254 101,78 62,18 80,76 5522 7432 52,45 102,24 60,31 9892
120 71,31 - 46,68 8721 8587 8503 7992 52,79 48,00 81,07 5977 57,63
150 7523 - 51,02 43,04 6263 8179 59,08 6695 5914 8873 66,18 56,46
180 6993 - 5299 8528 5873 72,03 5585 6514 46,68 71,51 61,71 60,66
210 70,07 - 5486 91,33 61,32 7997 5323 95,26 6932 9522 50,57
240 7451 - 6L74 5687 71,33 7056 57,74 81,66 4922 57,76 6741 87,86
300 67,31 - 49,68 61,03 4578 8391 5429 67,73 4191 7349 7509 98,86
360 7498 - 4934 5624 6359 3601 5279 5690 2886 6420 56,09 87,22
420 67,06 - 72,37 62,82 4886 5421 51,64 4690 3959 4525 10635 73,82
480 62,85 - 67,09 5609 5001 5662 5282 71,29 52,38 83,83 70,49

*El sujeto no acudi6 a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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LEUCINA

Concentracion plasmatica por sujetos de Leucina después de la administracion a voluntarios sanos de formulacién

en polvo de liberacion controlada (POL).

Concentracion plasmatica de Leucina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 125,87 - 94,75 149,90 160,35 155,47 146,37 92,74 140,38 138,40 166,48 141,29
30 126,76 ~ - 103,48 177,73 151,87 147,55 152,47 114,51 117,52 127,00 142,77 138,54
60 128,64 - 10577 163,89 189,68 18522 149,33 146,39 119,44 126,62 123,77 172,26
90 113,80 - 9893 119,63 183,66 136,29 13527 99,23 10560 121,01 106,35 120,26
120 108,61 - 40,69 138,74 120,44 115,15 131,49 100,02 96,38 112,76 99,02 114,70
150 104,64 - 113,24 123,88 174,77 10504 136,82 94,99 96,75 128,59 105,66 131,79
180 109,11 - 89,30 121,28 179,26 91,70 146,24 100,76 102,27 125,77 114,38 151,89
210 123,50 - 96,80 142,99 169,00 11549 114,64 114,38 190,48 13598 134,37 124,57
240 110,87 - 10542 183,35 156,98 131,06 12581 104,28 110,10 13576 121,35 123,14
300 96,35 - 69,60 11507 14855 9518 114,66 98,98 82,05 102,09 114,62 123,36
360 101,07 - 82,14 9444 12841 8644 9854 112,48 70,44 87,86 110,31 118,38
420 102,53 - 7921 88,38 13460 10423 8545 91,33 80,39 93,90 110,55 158,27
480 101,66 - 5596 10548 119,44 108,68 6854 87,28 89,06 115,18 108,97 177,79

*El sujeto no acudio a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de Leucina después de la administracion oral a voluntarios sanos de

formulacion en comprimidos de liberacidon controlada (COM).

Concentracion plasmatica de Leucina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 166,10 - 106,45 143,66 97,34 143,42 69,63 13517 163,71 199,15 284,90 137,47
30 13823 - 97,04 143,76 94,10 156,34 102,37 131,20 120,53 167,48 225,63 131,30
60 140,11 - 148,81 151,17 93,63 243,33 102,63 153,28 111,11 136,39 134,46 168,09
90 144,57 - 104,76 165,38 112,63 169,89 102,32 131,15 113,74 19500 129,63 17555
120 123,87 - 9491 143,54 143,66 167,09 147,68 91,32 100,73 157,99 120,31 101,29
150 131,25 - 102,93 7522 100,05 167,23 112,70 118,21 12535 174,08 132,03 101,23
180 123,82 - 104,02 159,53 9552 14571 110,36 11521 91,60 141,76 12890 113,93
210 127,08 - 109,36 161,20 109,90 155,97 100,50 173,94 128,62 202,10 92,46
240 135,61 - 124,29 98,43 116,28 140,24 103,55 151,78 99,99 127,16 132,45 170,21
300 127,03 - 97,05 116,04 79,22 158,54 97,12 105,01 83,88 154,56 142,33 99,29
360 14296 - 9450 11513 11426 79,50 96,41 106,70 60,09 137,42 114,84 157,83
420 122,09 - 117,27 11890 80,92 109,63 9419 8935 67,13 90,86 24591 12943
480 11424 - 124,73 10540 8581 117,56 88,08 13592 83,30 161,17 ** 126,19

*El sujeto no acudio a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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TIROSINA

Concentracion plasmatica por sujetos de Tirosina después de la administracion a voluntarios sanos de formulacion

en polvo de liberacion controlada (POL).

Concentracion plasmatica de Tirosina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 66,07 58,52 68,73 47,98 62,04 50,57 41,10 59,38 55,01 87,68 67,92
30 64,16 64,17 82,54 42,39 5545 4925 54,78 4739 54,35 8835 68,67
60 63,70 64,04 7457 4595 80,82 44,15 71,72 48,42 54,49 67,76 85,09
90 61,66 65,93 50,96 46,90 56,65 40,06 44,40 40,03 4981 61,78 59,49
120 54,40 2550 61,19 46,63 48,79 38,47 52,19 40,36 47,15 53,64 54,84
150 54,64 67,27 51,89 46,54 40,28 3896 47,36 3559 52,00 5497 61,27
180 48,50 46,76 50,43 48,26 40,03 40,90 4291 3896 48,61 51,82 6575
210 58,60 48,47 53,73 41,45 40,07 31,67 56,78 71,70 51,27 61,77 49,60
240 49,78 55,41 7447 39,55 44,82 32,35 39,03 36,78 48,71 54,87 53,56
300 47,49 4459 4583 36,89 6297 32,58 44,57 33,84 45,06 4589 51,95
360 44,94 48,81 39,31 32,13 3647 29,78 39,08 27,52 40,62 4555 46,85
420 45,65 49,01 3920 32,80 3937 27,85 3887 30,52 42,17 4393 65,21
480 45,98 3889 41,30 32,79 3986 31,19 37,01 3295 50,48 46,36 72,73

*El sujeto no acudio a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de Tirosina después de la administracion oral a voluntarios sanos de

formulacion en comprimidos de liberaciéon controlada (COM).

Concentracion plasmatica de Tirosina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 91,84 - 6642 5290 50,99 3975 2435 3891 76,60 86,02 15535 91,43
30 7212 - 63,58 5290 4755 5443 4024 40,63 5629 70,29 139,09 79,08
60 71,46 - 4490 54,67 4239 9036 37,89 4745 4988 50,22 76,08 9505
90 70,08 - 6312 56,10 54,75 5855 37,88 3885 54,79 8453 67,35 110,61
120 5730 - 59,19 48,07 43,77 5795 6239 2953 4587 62,76 62,52 5521
150 59,56 - 6354 2822 41,06 5653 47,83 34,57 57,01 6816 63,58 59,26
180 5803 - 59,12 4734 3587 4939 4721 3514 42,01 5482 58,18 56,29
210 55,45 - 5821 4547 37,30 57,57 42,55 49,46 40,21 8535 47,31
240 5815 - 6425 40,06 41,21 4697 5337 4376 40,09 5326 4348 92,79
300 60,47 - 5521 42,22 3273 5879 4653 2853 36,51 69,82 66,15 48,77
360 68,27 - 4552 3898 39,12 3098 49,37 3556 2931 6937 46,64 7694
420 53,52 - 6318 3938 31,67 36,02 50,18 32,14 3224 40,72 9468 52,51
480 51,59 - 62,24 4425 3355 4049 4791 4413 36,20 59,52 ** 59,37

*El sujeto no acudio a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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FENILALANINA

Concentracion plasmatica por sujetos de Fenilalanina después de la administracion a voluntarios sanos de

formulacion en polvo de liberacién controlada (POL).

Concentracion plasmatica de Fenilalanina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 45,17 51,55 63,82 58,67 48,15 41,26 49,08 55,80 52,09 6425 60,23
30 48,48 55,48 7790 50,23 4539 44,40 63,15 49,17 52,40 59,31 56,38
60 51,37 5793 6691 56,90 68,60 39,64 81,35 49,74 57,68 49,00 77,24
90 47,35 56,25 47,78 57,16 41,60 3538 56,23 45,76 47,72 46,08 50,97
120 40,86 21,25 57,00 49,08 3526 32,69 57,32 41,35 46,20 39,27 52,16
150 45,72 61,67 50,36 53,29 36,75 34,71 54,87 4298 56,94 4399 59,19
180 40,43 4517 51,18 61,09 37,16 38,53 56,27 4515 58,79 4536 69,35
210 48,55 46,29 53,38 54,56 36,45 28,73 44,30 89,17 61,74 57,35 54,72
240 44,92 52,51 7470 6505 40,12 36,28 60,84 4411 62,61 5476 55,08
300 41,33 4522 49,74 64,88 42,18 56,28 61,05 4091 54,66 56,96 43,43
360 44,36 5299 4991 47,87 3834 32,56 62,86 36,38 53,36 50,54 54,20
420 43,68 54,07 47,63 46,97 46,44 31,31 60,20 4412 53,57 51,50 7241
480 50,12 41,82 46,89 46,94 4225 36,42 54,85 4693 56,57 49,67 81,94

*El sujeto no acudio a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de Fenilalanina después de la administracion oral a voluntarios sanos de

formulacion en comprimidos de liberacién controlada (COM).

Concentracion plasmatica de Fenilalanina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 63,05 - 4243 4553 3856 49,06 2619 5486 6691 8628 88,64 72,19
30 5282 - 3977 4333 3736 5980 4520 5696 4844 71,19 82,66 68,90
60 53,81 - 4641 4330 36,37 8568 42,39 6576 4397 56,77 4529 85,78
90 53,16 - 3884 5350 4355 59,75 37,61 6394 5247 8520 4290 97,53
120 4574 - 39,18 4098 45,07 5882 5493 42,57 4226 69,74 41,16 48,64
150 4885 - 3834 3572 4551 62,06 4328 5721 5473 73,59 44,71 49,28
180 47,09 - 4094 42,73 3432 52,32 4480 57,12 42,88 60,41 44,15 51,20
210 50,50 - 3865 42,58 3523 5238 39,82 8382 51,05 71,40 42,02
240 52,77 - 43,09 3503 48,14 51,38 40,84 64,60 46,70 5041 4431 79,93
300 5838 - 4098 4559 3574 56,73 42,29 2962 3946 8258 72,13 48,61
360 67,24 - 3746 41,46 4382 36,77 4339 57,13 28,15 8693 43,27 76,75
420 51,76 - 51,98 4394 37,81 4453 47,06 4878 3852 5225 93,46 61,42
480 4894 - 46,18 5397 37,82 46,30 4242 7334 46,71 69,75 ** 58,31

*El sujeto no acudio a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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LISINA

Concentracion plasmatica por sujetos de Lisina después de la administracion a voluntarios sanos de formulacion en

polvo de liberacion controlada (POL).

Concentracion plasmatica de Lisina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 139,88 - 131,27 178,44 163,57 194,77 111,52 98,56 172,86 162,97 170,71 211,40
30 142,80 - 158,72 217,42 145,10 191,56 147,83 118,99 135,82 170,04 203,54 213,79
60 168,81 - 151,33 197,41 153,85 255,36 138,93 156,95 142,33 144,99 164,49 267,52
90 17543 - 158,46 143,39 169,97 198,07 126,15 112,67 136,98 152,06 132,08 225,42
120 150,82 - 64,30 159,68 156,19 18591 106,90 124,49 117,32 167,67 151,07 199,90
150 16521 - 161,83 157,01 153,48 188,86 133,87 116,03 126,98 153,60 142,47 209,22
180 136,99 - 120,58 157,88 175,13 164,63 146,89 122,99 134,40 136,74 129,11 270,69
210 146,48 - 129,82 166,12 15837 162,96 117,39 122,58 270,69 168,06 146,09 212,96
240 136,93 - 154,60 251,95 14537 181,76 10496 120,31 131,50 172,24 142,56 230,21
300 125,04 - 141,05 126,44 13345 178,51 117,76 123,71 123,90 150,43 127,32 130,34
360 142,68 - 163,09 143,71 133,14 187,71 9538 131,32 116,88 152,03 126,05 204,57
420 136,05 - 153,57 147,72 121,44 205,04 93,32 119,10 129,39 156,58 114,63 269,71
480 133,28 - 114,59 142,76 12823 179,72 84,88 119,86 123,84 212,63 123,20 278,57

*El sujeto no acudio a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de Lisina después de la administracion oral a voluntarios sanos de

formulacion en comprimidos de liberacidon controlada (COM).

Concentracion plasmatica de Lisina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 166,27 - 14890 157,61 144,13 164,77 79,30 146,96 207,60 220,60 287,94 229,47
30 152,85 - 144,79 149,26 136,79 214,63 120,17 136,09 151,21 190,39 250,72 206,98
60 163,07 - 190,72 159,32 126,56 268,55 127,08 173,51 140,82 169,26 141,94 318,80
90 156,42 - 163,62 217,47 167,19 200,15 113,25 128,78 125,09 26586 147,68 339,18
120 140,34 - 192,64 152,40 169,06 203,67 156,37 11553 128,24 232,18 120,80 197,85
150 147,21 - 159,06 154,00 128,67 222,56 125,41 116,95 168,82 22532 140,33 184,42
180 151,53 - 195,18 157,93 150,93 182,05 133,92 11536 104,15 190,40 141,68 177,41
210 146,97 - 154,20 157,11 120,97 183,42 116,67 153,08 * 177,66 210,48 145,71
240 153,24 - 173,33 17831 154,89 178,91 130,32 187,57 113,76 178,09 139,11 283,72
300 172,00 - 167,39 226,24 154,84 19520 129,10 124,51 108,35 24541 273,97 178,75
360 206,19 - 128,15 158,70 170,12 113,84 136,88 13559 96,30 294,70 124,99 250,94
420 147,07 - 207,94 186,71 13521 159,39 122,99 104,02 111,39 15840 250,32 188,01
480 144,53 - 168,46 220,01 143,67 148,45 107,52 154,84 130,68 120,20 204,72

*El sujeto no acudio a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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ORNITINA

Concentracion plasmatica por sujetos de Ornitina después de la administracion a voluntarios sanos de formulacion

en polvo de liberacion controlada (POL).

Concentracion plasmatica de Ornitina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 44,27 2098 31,97 3217 57,54 56,62 48,32 62,32 3980 6264 62,89
30 75,96 20,02 38,09 4249 56,16 44,85 36,09 57,49 43,88 43,16 34,53
60 55,69 2298 3695 4295 7854 53,99 57,79 75,60 51,81 43,59 44,66
90 44,48 11,47 3584 33,75 49,79 3403 69,87 47,40 4446 4194 30,90
120 79,42 437 4515 29,52 70,25 46,21 34,84 53,60 42,01 50,57 28,04
150 45,23 16,30 38,70 39,62 56,74 3560 28,71 40,64 4820 4795 34,59
180 43,81 18,04 26,68 1855 4387 47,25 57,13 52,37 46,75 36,47 30,66
210 73,74 21,22 4425 37,14 62,04 1961 36,89 4564 42,83 40,76 40,88
240 45,31 38,26 36,63 38,27 48,47 50,17 67,76 39,89 39,05 4644 30,69
300 68,31 25,67 52,59 31,59 36,04 50,06 2544 3577 61,22 49,00 27,39
360 54,63 21,08 39,32 30,24 64,66 36,76 59,55 58,38 54,60 37,28 3549
420 39,70 21,91 3249 36,23 5567 2794 7144 33,01 3232 41,34 3899
480 36,94 20,39 34,89 29,52 5858 30,67 5824 32,72 33551 46,65 23,83

*El sujeto no acudio a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de Ornitina después de la administracion oral a voluntarios sanos de
formulacion en comprimidos de liberacién controlada (COM).
Concentracion plasmatica de Ornitina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 41,74 - 3437 3356 39,03 5350 2441 4418 66,57 39,63 79,61 63,36
30 46,12 - 2261 2990 28,09 7636 5952 3686 73,09 2254 30,02 20,72
60 4344 - 2975 4309 30,63 49,72 4498 2884 5830 3925 66,71 32,19
90 4695 - 3476 3197 30,89 5503 36,01 4468 6700 3958 41,63 24,87
120 3890 - 3536 49,15 28,15 4291 41,72 2354 60,11 43,87 1898 30,64
150 4544 - 32,12 6048 40,67 4835 26,08 4164 6718 3825 37,78 43,84
180 40,74 - 3818 39,19 46,22 70,39 53,78 4096 61,86 3592 3871 29,61
210 4203 - 3895 27,78 2856 51,25 56,03 40,74 ** 33,54 47,53 14,47
240 42,79 - 4398 5526 4711 49,76 29,64 53,14 5828 32,18 5525 38,89
300 4744 - 3459 8266 5488 5959 5923 3402 7357 53,67 3608 3641
360 42,40 - 27,74 3466 3881 48,05 6490 44,11 5537 36,76 2546 40,57
420 3243 - 3664 2843 43,70 3814 50,88 2865 43,76 2484 60,55 54,58
480 3733 - 4346 36,00 3545 44,67 5489 37,79 53,82 6,55 33,72

*El sujeto no acudio a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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1-METIL-HISTIDINA

Concentracion plasmatica por sujetos de 1-Metil-Histidina después de la administracion a voluntarios sanos de

formulacion en polvo de liberacién controlada (POL).

Concentracion plasmatica de 1-Metil-Histidina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 207 - 46,94 808 14,69 21,75 1440 934 1,00 1,00 11,98 26,78
30 1,81 - 46,46 964 16,81 26,82 939 1,00 1,00 11,05 5,15 1,00
60 1,00 - 4983 6,34 1840 37,68 9,58 1,00 1,00 13,24 5,34 1,00
90 6,20 - 42,06 497 17,71 18,59 5,08 8,80 1,00 8,61 7,63 1,00
120 213 - 2235 5,81 3,63 22,73 527 1,00 1,00 7,43 3,65 1,00
150 1,49 - 50,89 525 12,79 21,78 973 1,00 1,00 10,85 4,32 1,00
180 1,36 - 3503 451 14,50 19,05 815 8,33 1,00 13,40 5,54 1,00
210 621 - 34,51 6,04 11,52 18,12 927 1,00 1,00 8,37 9,69 1,00
240 473 - 3330 7,74 13,48 16,12 8,04 852 1,00 7,48 8,49 1,00
300 1,58 - 3341 409 1455 2,03 1410 1,00 1,00 11,08 8,29 1,00
360 1,09 - 3575 418 11,35 1443 7,62 6,13 1,00 6,63 10,44 1,00
420 225 - 3552 352 10,37 11,79 876 6,19 1,00 7,85 7,49 1,00
480 13,70 - 21,86 3,50 813 14,48 7,09 536 1,00 9,86 7,48 1,00

*El sujeto no acudio a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de 1-Metil-Histidina después de la administracion oral a voluntarios sanos

de formulacion en comprimidos de liberacién controlada (COM).

Concentracion plasmatica de 1-Metil-Histidina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 2483 - 2,77 4494 1659 8,82 1,00 15,00 2,59 1,00 1,00 1,00
30 1998 - 1,96 40,83 16,08 12,54 1,00 15,14 3,01 1,00 1,00 1,00
60 1865 - 3209 2894 1642 2249 1,00 18,00 1,00 1,00 1,00 1,00
90 18,65 - 406 41,76 17,42 10,99 2,82 17,64 2,77 1,00 1,00 1,00
120 15,77 - 229 3711 3236 931 1,00 12,61 1,00 1,00 1,00 1,00
150 14,90 - 235 11,91 17,57 11,66 1,00 16,70 1,00 1,00 1,00 1,00
180 14,00 - 1,00 2836 13,15 10,60 1,00 19,53 1,95 1,00 1,00 1,00
210 1501 - 236 2935 11,88 13,92 1,00 22,66 12,77 1,00 1,00
240 16,86 - 286 1292 21,16 10,33 1,00 22,90 3,54 1,00 4,96 1,00
300 17,36 - 325 1554 14,23 12,02 1,00 10,14 3,42 1,00 1,00 1,00
360 1791 - 1,44 2398 26,15 540 1,00 11,69 1,00 1,00 1,00 1,00
420 12,68 - 1,00 21,57 13,34 6,30 1,00 12,48 4,24 1,00 1,00 2,64
480 951 - 4,61 961 1227 475 1,00 16,75 3,25 1,00 * 1,00

*El sujeto no acudio a la segunda visita; ** Muestra no tomada.
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3-METIL-HISTIDINA

Concentracion plasmatica por sujetos de 3-Metil-Histidina después de la administraciéon a voluntarios sanos de

formulacion en polvo de liberacién controlada (POL).

Concentracion plasmatica de 3-Metil-Histidina (polvo) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 6,33 6,75 4,42 499 511 1,87 3,06 2,93 4,96 3,74 4,28
30 7,12 6,58 6,45 589 7,30 4,04 457 4,01 6,64 4,53 4,47
60 5,26 7,00 3,84 6,10 7,90 1,00 3,85 3,22 6,88 4,88 7,15
90 1,00 9,59 3,64 7,13 5,56 477 3,50 2,87 6,85 3,32 5,24
120 3,65 3,22 3,95 3,87 4,39 311 4,68 2,85 5,78 4,61 5,22
150 6,74 8,93 4,03 535 3,15 1,00 4,20 3,11 4,80 4,32 5,27
180 3,54 5,39 2,74 6,44 543 3,57 3,61 2,91 5,03 4,75 4,83
210 4,88 5,98 4,18 468 491 510 2,20 3,89 6,72 3,94 4,12
240 6,07 6,33 6,12 4,28 3,60 475 3,05 2,57 5,39 4,10 3,63
300 5,27 5,55 3,47 459 511 6,05 3,69 2,04 6,19 4,73 4,40
360 3,69 7,38 4,06 516 3,88 1,95 3,80 2,44 3,55 4,91 3,64
420 4,98 6,65 2,70 439 529 242 3,57 2,68 4,20 4,50 4,37
480 3,42 4,66 3,36 440 6,85 1,81 2,64 2,65 7,82 3,97 4,76

*El sujeto no acudio a la segunda visita.
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Concentracion plasmatica por sujetos de 3-Metil-Histidina después de la administracion oral a voluntarios sanos
de formulacion en comprimidos de liberacién controlada (COM).
Concentracion plasmatica de 3-Metil-Histidina (comprimido) (uMol/L)

Sujetos

Tiempo (min) 1 2% 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0 569 - 2,96 4,39 441 4,38 220 564 5,03 8,36 5,20 3,67
30 481 - 5,48 8,34 4,02 596 280 7,14 2,17 9,31 7,51 5,45
60 453 - 4,28 6,58 586 11,41 3,60 11,40 3,98 514 5,28 6,03
90 494 - 4,91 5,56 6,43 4,98 315 4,86 336 10,28 7,31 7,06
120 439 - 4,65 5,78 801 6,21 320 6,82 6,05 8,56 3,16 3,72
150 402 - 4,72 1,99 589 584 303 7,04 5,83 8,62 3,26 3,37
180 504 - 6,35 6,53 423 572 220 7,14 2,15 8,02 4,43 3,70
210 339 - 4,38 4,57 464 5,69 3,00 8388 o 6,46 6,53 3,55
240 514 - 5,81 5,93 515 5,48 293 8388 2,87 5,55 4,24 5,00
300 487 - 4,61 4,53 7,72 6,03 224 6,65 2,05 8,54 3,91 4,26
360 528 - 3,73 5,13 562 4,44 3,03 550 6,30 11,10 3,76 4,71
420 369 - 2,75 7,49 474 4,71 2,89 599 4,45 5,62 8,74 1,16
480 406 - 5,55 6,50 520 415 299 691 2,18 4,45 * 3,12

*El sujeto no acudi6 a la segunda visita;** Muestra no tomada.






