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Resumen

Al administrar un medicamento a un individuo se busca producir una
respuesta clinica especifica a través de un efecto farmacolégico determinado
en gran parte por la respuesta farmacocinética, es decir, por las cantidades
de farmaco presentes a lo largo del tiempo en los diferentes tejidos y fluidos
del cuerpo humano. Medicamento y organismo conforman un complejo
sistema que debe ser correctamente interpretado para cumplir con los
objetivos terapéuticos de eficacia y seguridad al disenar un tratamiento
farmacologico. La natural variabilidad fisiologica que presentan los
individuos a lo largo de una poblacion exige racionalizar la instauracion de
los mismos, ya que posee un gran impacto en el destino de un farmaco
administrado.

El sexo como caracteristica fisiologica divide a la poblacion en dos mitades,
su relevancia en el campo de la medicina es altamente notoria, hombre y
mujer al interaccionar con un medicamento componen sistemas diferentes.
Es de esperar entonces que ciertas caracteristicas especificas al sexo del
paciente puedan condicionar el éxito de un tratamiento farmacologico.

Durante esta tesis doctoral se analizo la influencia del sexo en la respuesta
farmacocinética de principios activos correspondientes a diversos grupos
farmacologicos dividiendo el analisis en dos bloques: su efecto sobre la
evaluacion de Dbiodisponibilidad de medicamentos y su efecto sobre la
disposicion de farmacos.

La diferente discriminacion de marcas comerciales de medicamentos que
pueden hacer hombres y mujeres, y sus consecuencias sobre las
conclusiones de un ensayo de bioequivalencia promedio no habian sido
analizadas hasta el momento en profundidad. El analisis realizado
demuestra la importancia de tener en cuenta el sexo en la evaluacion de
bioequivalencia y de disenar ensayos clinicos a modo de obtener
conclusiones sobre ambos grupos.

Los resultados hallados aumentan la evidencia respecto a diferentes
respuestas farmacocinéticas en hombres y mujeres. Se incorpora la
recirculacion de farmacos como proceso de disposicion relevante, y se
introducen modelos no lineales de efectos mixtos para describir y cuantificar
su contribucion.

Al indicar un medicamento, el sexo del paciente debe ser considerado ya que
de acuerdo a las caracteristicas del mismo podria tener un significativo
efecto sobre el resultado clinico del tratamiento.
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Abreviaciones utilizadas

ANOVA - Analisis de la varianza.

AUCo - Area bajo la curva (concentracién versus tiempo) integrada desde
cero hasta infinito.

AUCT — Area bajo la curva (concentraciéon versus tiempo) integrada desde
cero hasta un tiempo especifico denominado T.

BOV - Variabilidad interocasion.

BSV — Variabilidad interindividual.

CL - Clearance plasmatico total de eliminacion.

Cmax — Concentracion maxima.

Cmax/AUC - Cociente entre Cmax y AUCco.

CV - Coeficiente de variacion (desviacion estandar relativa a la media).

CVres — Coeficiente de variacion estimado para la varianza residual en
ensayos de bioequivalencia.

HPLC - Cromatografia liquida de alto rendimiento.

IC — Intervalo de confianza.

ka—Constante de absorcion de primer orden.

kgL — Constante de eliminacion de primer orden.

LI — Liberacion inmediata.

LLOQ - Limite inferior de cuantificacion.

LR - Liberacion retardada.

Q — Clearance de distribucion intercompartimental.

Twmax — Tiempo al cual ocurre la Cuax.

To — Tiempo de latencia en el ingreso de farmaco luego de una
administracion oral.

t1/2 — Semivida de eliminacion.

ULOQ - Limite superior de cuantificacion.

Vc — Volumen de distribucion del compartimiento central.

Vb — Volumen de distribucion area (o de pseudoequilibrio).



CAPITULO 1. Introduccion, objetivos y metodologia general

Definiciones generales

La administracion de un medicamento a un paciente se considerara exitosa
siempre y cuando cumpla con dos objetivos: ser eficaz y ser seguro. Ambos
objetivos refieren a la respuesta farmacodinamica (PD) que provocara el
farmaco contenido en dicho medicamento, determinada por un mecanismo
especifico de accion farmacolégica que desencadenara efectos bioquimicos y
fisiologicos para finalmente producir un resultado clinico observable [1]. La
eficacia se conseguira cuando este ultimo sea beneficioso en cuanto a la
prevencion, mitigacion o eliminacion de una enfermedad. El perfil de
seguridad a conseguir dependera de las caracteristicas del farmaco, pero
consistira en disminuir al maximo la ocurrencia de efectos bioquimicos y
fisiologicos que desencadenen un resultado clinico adverso para la salud del
paciente. A pesar de que los tratamientos medicamentosos deben estar
condicionados y construidos en base a la respuesta clinica, la correlacion
entre dosis e intensidad de efectos resulta altamente imprecisa, dada la
dificultad existente para observar y cuantificar la intensidad de todos los
efectos que podria estar provocando un farmaco. Diferentes individuos que
reciben idénticas dosis del mismo medicamento presentaran probablemente
respuestas farmacodinamicas diferentes.

La respuesta farmacodinamica, que en su conjunto puede ser descripta
como “lo que el medicamento le hace al organismo”, se encuentra
condicionada por la exposicion al farmaco existente en aquellos tejidos o
fluidos donde se produce la accion farmacologica, denominados “sitios de
accion” o “biofase”. Esta exposicion esta a la vez condicionada por los
procesos a los cuales es sometido un medicamento al administrarlo en el
organismo, desde el ingreso de farmaco a la circulacion sanguinea pasando
por su distribucion en los distintos oérganos corporales hasta la eliminacion
mediante biotransformacion enzimatica y/o excrecion. El perfil de
concentraciones de farmaco en fluidos biologicos, obtenido como resultado
de dichos procesos, conforma la respuesta farmacocinética (PK), que puede
ser descripta a su vez como “lo que el organismo le hace al medicamento”[2].
La utilizacion de concentraciones de farmaco para estimar intensidad de
efectos reduce el numero de variables en juego y por tanto resulta mas
precisa: diferentes individuos que presenten idéntica concentracion de
farmaco en sitio de accion exhibiran muy probablemente similar intensidad
de efecto.
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La interaccion medicamento-organismo representada por la respuesta
PK/PD, lejos de conformar un sistema determinista, estara siempre
asociada en mayor o menor medida a componentes de variabilidad. Diversos
factores pueden explicar dicha variabilidad (tabla 1.1), tanto asociados al
medicamento (dosis de farmaco, excipientes, tecnologia de fabricacion) como
al organismo (demograficos, fisiologicos, fisiopatologicos, genéticos,
ambientales, etc.).

Tabla 1.1. Factores asociados a variabilidad farmacocinética

Demograficos Sexo, edad, etnia, peso corporal, etc.
. Dieta, consumo de tabaco, consumo de
Ambientales . . ’.
xantinas, comedicacion, etc.
. Ciclo menstrual, embarazo, menopausia,
Fisiologicos - . . . . L
.. . ritmos circadianos, insuficiencia
Fisiopatolégicos .. .
renal/hepatica, sepsis, etc.
. Polimorfismo enzimatico, transportadores de
Genotipo

membrana, etc.

Excipientes, dosis real, rendimiento in vivo
(liberacion, disolucién), tecnologia de
fabricacion, forma farmacéutica.

Asociados al
medicamento

El analisis poblacional describe a la variabilidad en términos de efectos fijos
y aleatorios. Los efectos fijos son los parametros PK/PD medios que presenta
un farmaco en una poblacion de individuos, los cuales podrian estar
condicionados por los factores antes mencionados. Los efectos aleatorios
cuantifican la variabilidad no explicada por los efectos fijos: la variabilidad
interindividual e intraindividual del sistema medicamento-individuo. La
estimacion de ambos tipos de efectos permite: a) reconocer factores que
aportan significativamente a la variabilidad poblacional de un parametro; b)
cuantificar la influencia de dichos factores como parte de los efectos fijos
disminuyendo la magnitud de los efectos aleatorios (explicar la variabilidad);
y c) optimizar el diseno de regimenes posologicos: al reducir la variabilidad
no explicada aumenta la probabilidad de éxito terapéutico en el tratamiento
medicamentoso.

Ejemplificando, Klotz et al. reportaron en 1975 que la semivida de
eliminacion del diazepam (ti;2 DZP) aumentaba en funcion de la edad del
individuo [3], es decir, la variabilidad de este parametro farmacocinético en
el conjunto de la poblacion fue explicada en gran parte por la variabilidad en
la edad de cada sujeto. Al incluir a la edad como covariable en ti;2 DZP
cuantificando su efecto fijo sobre la media poblacional, el efecto aleatorio
restante fue sustancialmente reducido (Figura 1.1). La variabilidad
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interindividual restante corresponde a la variabilidad no explicada dentro de
cada franja etaria.
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Figura 1.1. Adaptada de Klotz et al. [3]. La variabilidad interindividual en la
semivida de eliminacién de diazepam (®:?) disminuye considerablemente (w.?) al
incluir la edad como covariable. El cambio farmacocinético que explica esta
correlacién es un aumento del Vp de DZP secundario a la redistribucién del flujo
sanguineo que tiene lugar durante el envejecimiento.

En la practica clinica la respuesta farmacocinética se ha caracterizado
generalmente a través de la medicion de concentraciones plasmaticas, las
cuales subrogan a las concentraciones en biofase en la estimacion del efecto
provocado por un farmaco. Esto sucede simplemente porque el plasma es el
fluido que conecta a todos los organos de la economia, y desde el cual las
sustancias circulantes establecen equilibrios con el espacio extravascular.
Medir concentraciones en biofase resultaria altamente invasivo e ineficiente:
deberiamos obtener niveles de farmaco en varias zonas del organismo a fin
de estimar la respuesta farmacodinamica completa.

La farmacocinética es el estudio cuantitativo de la interaccion medicamento-
organismo basado en el analisis de concentraciones de farmacos y/o
metabolitos a lo largo del tiempo. Se construyen modelos matematicos que
adecuadamente describan los mencionados perfiles de manera de utilizarlos
luego para simular y predecir la exposicion al farmaco bajo diferentes
situaciones.

La farmacocinética poblacional es el area de la farmacologia clinica dedicada
a la evaluacion cuantitativa de los parametros farmacocinéticos
poblacionales y su variabilidad interindividual, interocasion (intraindividual)
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y residual que explican los procesos de absorcion, distribucion y eliminacion
de un farmaco. La variabilidad residual incluye a la variabilidad no
explicada por un modelo farmacocinético (diferencias entre predicciones y
observaciones). Presenta entre otros componentes: error analitico en la
medicion de concentraciones de farmaco, error asociado a la aplicacion de
un modelo farmacocinético dado para explicar un proceso biolégico y
variabilidad asociada al medicamento [4]. La figura 1.2 ilustra el concepto
mediante un modelo basico: ingreso y distribucion instantanea de farmaco
con eliminacion monoexponencial (cinética de primer orden). El cambio de
concentraciones plasmaticas a lo largo del tiempo es funcion de dos
parametros: tasa de eliminacion (clearance, CL) y volumen de distribucion
(Vp). Tanto para éstos como para otros parametros biologicos, se asumira
una distribucion log-normal en una poblacion de individuos de acuerdo a:

CL; = CLp % eMitrn) (Ecuacion 1)

Donde CLp es la tendencia media poblacional (efecto fijo) del clearance y CLa
es el valor que toma para el individuo i en la ocasion [, cuyo apartamiento
del valor medio estara dado por las magnitudes de n y Kk en dicho individuo.
Para estas variables se asume distribucion normal: n~N(0, ®2), k~N(0, m2).
Las varianzas @2y m? cuantifican entonces la variabilidad interindividual y la
variabilidad interocasion o intraindividual, y forman parte de los efectos
aleatorios. Asumiendo entonces un modelo farmacocinético de un
compartimiento con eliminacion segin una cinética de primer orden con
constante A=CLi/Vpi, podremos estimar el devenir de las concentraciones
plasmaticas en el individuo i con el tiempo luego de administrar una dosis
(D) por via intravenosa segun:

Cy(t) = %e_l””f + & (Ecuacion 2)
il
Donde ¢;; cuantifica la variabilidad residual para las concentraciones del
sujeto i, en la ocasion [, a tiempo j. Si bien la variabilidad residual se incluye
en este caso de acuerdo a un modelo aditivo podria ser incluida con un
modelo proporcional, exponencial o combinado (aditivo y proporcional)
segun la naturaleza de los datos farmacocinéticos en cuestion. Se asumira

distribucion normal para el error residual en torno a cero con varianza o2:
e~N(O, 0?).

Este tipo de modelos, que incluyen efectos fijos y aleatorios, se conocen
como modelos de efectos mixtos. En farmacocinética poblacional, como las
funciones que describen la variable dependiente (concentracion) son de
naturaleza no lineal, se utilizan modelos no lineales de efectos mixtos. La



estructura general de un modelo no lineal de efectos mixtos puede ser
expresada segun la siguiente ecuacion:

Yiij = f(lilj;Xilj) + & (Ecuacion 3)

siendo y;;; la variable dependiente observada para el sujeto i, en la ocasion [,
a tiempo j. y;; es descripta por una funcion de vectores de variables
independientes [;;;, y parametros individuales X;;. En farmacocinética, las
variables independientes que usualmente afectan al sistema son dosis y
tiempo, aunque el vector I;;; puede incluir otros factores denominados
covariables para mejorar la descripcion de la variable dependiente. En la
presente tesis, se hara especial énfasis en analizar la significancia del sexo
como covariable de la respuesta farmacocinética.
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Figura 1.2. Prediccion de la respuesta farmacocinética observada en el sujeto N (circulos
naranjas) mediante un modelo de un compartimiento. Considerando los parametros Vpp y
CLp (estimados con n=0) se obtiene la respuesta media poblacional (linea punteada azul).
Estimando los parametros para el sujeto N (ny, = 1y, e, = Ninc) S€ obtiene la funcion de
mejor ajuste a los datos observados. Se ignora en este ejemplo la variabilidad
interocasion.

Respuesta farmacocinética y sexo

De todas las posibles fuentes de variabilidad que pueden tener un efecto fijo
sobre los parametros farmacocinéticos, el sexo divide a la poblacion en dos
mitades con caracteristicas marcadamente diferentes.
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Hombre y mujer se diferencian a partir de la expresion durante la sexta
semana de vida fetal del gen SRY (region Y determinante del sexo) ubicado
en el cromosoma Y masculino. A groso modo, dicha expresion provoca el
desarrollo de la gonada embrionaria bipotencial en testiculos, mientras que
la ausencia de expresion resulta en el inherente desarrollo de ovarios [5, 6].
Estos dos caminos conducen a distintos perfiles hormonales afectando el eje
hipotalamo-hipofisario, que llevaran a la diferenciacion sexual afectando el
desarrollo del organismo y su fisiologia. A modo de ejemplo, Waxman et al.
[7-9] han estudiado el impacto de la secrecion de la hormona de crecimiento
(GH) a partir de la adenohipofisis en la expresion enzimatica a nivel hepatico
en ratones y ratas. Existe un dimorfismo sexual en el patron de secrecion de
la GH, la cual presenta una marcada oscilacion en machos con periodos de
niveles indetectables separados de picos de altas concentraciones lo cual
contrasta con los niveles mantenidos y poco oscilantes observados en
hembras. Esto fue directamente asociado al fenotipo enzimatico en higado,
especialmente con enzimas del citocromo P450 (CYP450): la administracion
continua de GH a velocidad constante en machos provocaba un cambio en
la expresion enzimatica pasando a un fenotipo hepatico femenino (Figura
1.3). El dimorfismo sexual en la secrecion de GH también se encuentra en
humanos, aunque no es tan marcado. La secrecion de GH esta controlada
por el nucleo supraquiasmatico (NSQ) ubicado en el hipotalamo, que a su
vez presenta receptores para hormonas sexuales [10]. EI NSQ es llamado el
“reloj biologico”, centro primario de regulacion de ritmos circadianos, su
funcionamiento ha sido analizado como el causante de varias diferencias de
sexo, entre otras a nivel del comportamiento humano.

AndrégeV} Hipofisis wenos

Testiculo

Figura 1.3.
Ovario

Perfiles de hormona de Secrecion GH
crecimiento (GH) y efecto

v V

en expresion enzimatica a A

nivel hepatico segun 6 ¥

sexo. Adaptado de A_M_
h il

Smirnov et al. [11].
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/
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Las hormonas sexuales, aquellas que interaccionan con receptores
androgénicos, estrogénicos y de progestagenos, tienen incidencia en muchas
funciones del organismo, por lo tanto es de esperar que hombres y mujeres
al diferir cualitativa y cuantitativamente en el perfil de dichas hormonas
presenten diferencias fisiologicas que alteren la respuesta farmacocinética y
farmacodinamica de los medicamentos, desde la ya comentada diferencia en
expresion enzimatica que afectara la eliminacion de farmacos y su ingreso
por via oral hasta diferencias en cascadas bioquimicas que aumenten la
susceptibilidad a una enfermedad, como es el caso de la epilepsia
catamenial [12]. Hombres y mujeres incluso difieren en la incidencia de
muchas afecciones: cefaleas, artritis, depresion y asma afectan mas al sexo
femenino, mientras que enfermedades cardiovasculares y enfisema afectan
en mayor proporcion al sexo masculino [13]. Sin embargo, la investigacion
en este sentido es relativamente reciente, principalmente debido a que no
fue hasta los inicios de los anos 90 donde las mujeres comenzaron a ser
incluidas en los ensayos clinicos y en los analisis realizados en
publicaciones cientificas [14]. Previamente, la exclusion se debia
principalmente al riesgo de ocasionar efectos adversos en mujeres de edad
fértil que se reflejaran posteriormente en afecciones en la descendencia; la
FDA (Food and Drug Administration, Estados Unidos) desde 1977 hasta
1993 mantuvo en sus guias para realizacion de ensayos clinicos la
recomendacion explicita de excluir mujeres en edad fértil en ensayos de
fases I y II, desaconsejando también la inclusion en fases posteriores [15].
Solo mujeres con patologias que implicaran riesgo de vida, como SIDA y
cancer, podian ser incluidas. La recomendacion estaba basada también en
la creencia de que no habria diferencias relacionadas al sexo en la absorcion
y disposicion de farmacos, concepcion que fue progresivamente rebatida con
el correr de los anos. Si bien luego de que la FDA y el NIH (National
Institutes of Health, Estados Unidos) cambiaran sus politicas al respecto la
cantidad de mujeres incluidas en ensayos clinicos aumento
significativamente, aun existe una sub-representacion de la cantidad
poblacional, e incluso existe un alto porcentaje de estudios realizados en
hombres y mujeres cuyos resultados no son analizados segun sexo [16-19].

En Uruguay, segun datos del Instituto Nacional de Estadistica actualizados
al ano 2011, el numero de hombres y mujeres en la poblacion es similar (48
y 52 % respectivamente)[20].

Por ultimo, es necesario mencionar que existen muchos reportes en la
literatura cientifica respecto a diferencias PK/PD asociadas al sexo basados
en ensayos pre-clinicos (en animales de experimentacion). Como fue
explicitado anteriormente las dicotomias sexuales halladas en estos ensayos
pueden no ser extrapolables a seres humanos, pudiendo conducir a
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conclusiones erroneas. Las diferencias halladas durante ensayos pre-
clinicos deben ser confirmadas en humanos, de lo contrario deben ser
criteriosamente utilizadas en conjunto con otros reportes bibliograficos para
apoyar a la construccion de hipotesis. De esta manera se ha trabajado con
la informacion cientifica disponible durante el desarrollo de esta
investigacion.

La evidencia clinica muestra que las diferencias de sexo al recibir
tratamientos farmacologicos estan presentes: estadisticamente los efectos
adversos son mas frecuentes en mujeres [21-23]. Quizas en gran parte esto
se pueda explicar por la principal diferencia que presentan hombres y
mujeres: el peso corporal. Esto afecta directamente al volumen de
distribucion de farmacos y por ende a la exposicion resultante de la
administracion de una determinada dosis. Generalmente durante la practica
clinica la dosificacion no se realiza normalizada por peso, llevando a que
mujeres al tener un menor peso medio presenten en general mayor
exposicion a farmacos que hombres. Para realizar un adecuado analisis del
impacto del sexo en la respuesta farmacocinética, la correccion por peso
debe ser incluida en aquellos parametros donde esté presente el volumen de
distribucion a modo de evitar que el componente alométrico sea
malinterpretado. Frecuentemente, diferencias hombre-mujer desaparecen al
considerar el peso corporal.

Se debe tener en cuenta que tanto hombres como mujeres muestran
cambios anatomico-fisiologicos con el paso del tiempo, cambios que no
siempre impactan en el mismo sentido. El dimorfismo sexual, aunque esté
presente desde la gestacion, se hace mas evidente a partir de la pubertad.
La edad, por lo tanto, es una de las variables que hay que tener en cuenta al
analizar la influencia del sexo: la diferencia en varios parametros disminuye
al considerar por ejemplo mujeres posmenopausicas, ya que el perfil
hormonal cambia significativamente. A menos que se especifique lo
contrario, se apunta en esta investigacion al analisis de adultos en edad
fértil. Algo similar aunque posiblemente con menor influencia ocurre al
considerar la raza de la poblacion, ya que ciertas diferencias hombre-mujer
no se conservan en todas las etnias. En Uruguay aproximadamente un 90%
de la poblacion ha declarado tener ascendencia de raza blanca [20].

A continuacion se realiza un resumen de las diferencias fisiolégicas y
constitutivas asociadas al sexo referenciadas para humanos que tienen o
pueden tener impacto en la respuesta farmacocinética a los medicamentos.
Si bien se ha avanzado mucho en el analisis del impacto del sexo en la
respuesta PK/PD a medicamentos, existe mucho terreno aun para
profundizar. Mediante el presente trabajo se pretende aportar evidencia en
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este sentido y evaluar el impacto que las diferencias halladas puedan tener
sobre la respuesta clinica.

a)

b)

Composicion corporal

Como fue comentado anteriormente, en promedio los hombres pesan
entre 15 y 20% mas que las mujeres y tienen mayor altura, aunque
manteniendo una leve superioridad en el Indice de Masa Corporal
(IMC). Las mujeres muestran una tendencia a tener mayor proporcion
de tejido graso, menor proporcion de tejido muscular esquelético y
menor volumen de agua total corporal [24-26]|. Estas diferencias
pueden afectar el volumen de distribucion de un farmaco dependiendo
de sus caracteristicas fisicoquimicas: farmacos lipofilicos podrian
tener mayor Vp en mujeres. Este parametro se define como la relacion
entre cantidad total de farmaco en el organismo (xr) y la concentracion
plasmatica (Cp) a un tiempo dado:

v, =*T /Cp (Ecuacion 4)

Mediante el Vp se estima la capacidad del farmaco para difundir desde
el plasma hacia tejidos periféricos. Para una misma dosis/peso, un
mayor Vp conducira a menores concentraciones en plasma con mayor
acumulacion de farmaco en tejidos periféricos. Si bien esto disminuira
la t1/2 aumentando el tiempo de permanencia del principio activo en el
organismo, el impacto en la respuesta PD dependera de la localizacion
del sitio de accion: de encontrarse en un o6rgano de rapido equilibrio
con el plasma, donde hay menores concentraciones, probablemente se
produzca una disminucion en la intensidad media de efecto; en
cambio de encontrarse en un tejido periférico, el efecto podria tener
mayor intensidad y duracion.

Distribucion de flujo sanguineo

La transferencia de una sustancia circulante en plasma hacia un
organo es afectada por el flujo sanguineo destinado a dicho organo,
con la excepcion de procesos activos de transporte en situacion
cinética de orden cero. A su vez, la cantidad de sustancia repartida
entre los diferentes 6rganos depende del porcentaje de gasto cardiaco
que le llega a cada uno, el cual varia de acuerdo a tamano y
requerimiento metabodlico. Este porcentaje se conoce como
distribucion regional de flujo sanguineo, y tiene un alto impacto en la
disposicion de farmacos ya que regula la fraccion de masa disuelta en
plasma que estara en contacto con cada organo [27]. Si bien la
distribucion de flujo sanguineo es similar entre hombres y mujeres
considerando ciertos organos (5% huesos, 12% cerebro, 2,5%
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pulmones, 5% piel), es significativamente diferente en otros: tejido
adiposo (8,5 % mujeres, 5% hombres), miocardio (5% mujeres, 4%
hombres), rinones (17% mujeres, 19% hombres), region esplacnica
(27% mujeres, 25% hombres) y musculo esquelético (12% mujeres,
17% hombres) [28]. Es de esperar, por lo tanto, una diferente
disposicion de farmacos de acuerdo al sexo, como se ilustra en la
figura 1.4.

Mujeres Hombres

1 I
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Figura 1.4. Modelos farmacocinéticos multicompartimentales de disposicion para hombre y
mujer ilustrando diferencias en distribucién del flujo sanguineo, donde I es intestino, H
higado, IV espacio intravascular, R rinnones, SNC sistema nervioso central, TA tejido adiposo,
MC musculo cardiaco y M el tejido muscular esquelético. Las flechas rojas simbolizan sangre
arterial, mientras que las azules sangre venosa y las naranjas la tasa de eliminacion relativa
unicamente al flujo sanguineo. Las diferencias en largo y espesor de flechas, y en
transparencia en relleno de compartimientos reflejan diferencias de sexo relativas en flujo
sanguineo a cada compartimiento.

Farmacos que se eliminan por excrecion renal presentan en principio
mayor CL en hombres que en mujeres, ya que el flujo sanguineo 10%
mayor afecta proporcionalmente al filtrado glomerular [29-31]. Asi
ocurre por ejemplo en la disposicion de digoxina [32]. Interesante es
que la distribucion de flujo sanguineo también tiene influencia directa
en la respuesta farmacodinamica de digoxina, cuya acumulacion en
miocardio de mujeres considerando una similar concentracion media
en plasma seria mayor. Diferencias de sexo en la respuesta clinica a
tratamientos con este farmaco han sido referenciadas [33, 34].

Para principios activos eliminados por metabolismo a nivel esplacnico,
si la expresion de enzimas y transportadores de eflujo relacionados a
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la biotransformacion es similar entre sexos, se esperaria un mayor CL
en mujeres debido a una mayor concentracion de sustrato secundaria
a la mayor distribucion de flujo sanguineo. Sin embargo, aqui
conviene realizar una distincion entre dos zonas bien diferentes:
higado (que recibe moléculas por vena porta y por arteria hepatica) y
demas organos esplacnicos (que solo reciben moléculas por sus
respectivas arterias). La gran diferencia entre sexos se da a nivel del
caudal sanguineo que recoge la vena porta, lo cual no significa que el
higado sea preferido para distribuir farmacos en mujeres, sino el
intestino, por ejemplo. Es asi que farmacos metabolizados a nivel
intestinal sufran mayor depuracion en mujeres que en hombres. La
depuracion por ruta hepatica se cree similar entre ambos sexos.

Fisiologia del tracto gastrointestinal

Hombres y mujeres presentan importantes diferencias en cuanto a la
composicion y al funcionamiento del aparato digestivo que influyen
principalmente en la biodisponibilidad oral de medicamentos, es decir,
la cantidad y velocidad con la que un farmaco se hace disponible para
todos los oOrganos del cuerpo a partir de un medicamento
administrado por via oral. La biodisponibilidad afecta en forma
directamente proporcional a la exposicion total del organismo frente al
farmaco, estimada a través del area bajo la curva del perfil de
concentraciones plasmaticas (AUC):

Donde AUCwxog, y F representan el AUC integrada entre cero e infinito
luego de una unica dosis extravasal y el factor de biodisponibilidad,
respectivamente. Para un medicamento el valor de dicho factor es
estimable Unicamente mediante la relacion de exposicion entre una
dosis extravasal y una dosis intravenosa, para la cual toma su valor
maximo igual a la unidad (el 100% de la dosis ingresa al torrente
circulatorio y por lo tanto estara disponible para todo el organismo):

AUC> .
F = Ev/ AUCooy (Ecuacion 6)

Es necesario aclarar ademas, que las diferencias a nivel
gastrointestinal podrian afectar no solo la biodisponibilidad oral de
medicamentos, sino también la distribucion y eliminacion de
farmacos.
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A nivel gastrico el pH del fluido es significativamente menor en
hombres (pH 1-2, frente a pH 2-3 para mujeres), debido a una mayor
secrecion de acido clorhidrico hacia el lumen tanto en condiciones
basales como en respuesta a estimulos como la ingesta de alimento
[35-38]. Si bien no se han reportado diferencias significativas en pH
luminal a nivel intestinal, esto podria deberse a la dificultad en la
medicion y a la alta variabilidad intraindividual. Paradojicamente, la
secrecion de bicarbonato desde el pancreas hacia el duodeno es mayor
en mujeres debido a su estimulacion por estrogenos [39], por lo que el
contenido duodenal deberia tener un pH mas basico que en hombres.
La mayor prevalencia de ulcera duodenal en hombres respalda esta
hipotesis [40]. Adicionalmente a la diferente acidez, el volumen del
fluido en estomago a pesar de ser similar entre sexos en condiciones
de ayuno, es significativamente mayor en hombres luego de las
comidas [41].

Estas diferencias afectaran la liberacion y disolucion de principios
activos contenidos en formas farmacéuticas sé6lidas. Dependiendo de
las caracteristicas del medicamento podrian aparecer rendimientos
diferentes segun el sexo. Por ejemplo, en un estudio de
bioequivalencia de medicamentos conteniendo el antimicotico
Itraconazol, de muy baja solubilidad y pKa igual a 3,7 para la base
protonada, se observo menor velocidad de absorcion en mujeres,
disminuyendo a su vez la cantidad total de farmaco biodisponible [42].
Farmacos inestables a bajos pH también podrian ver afectada su
biodisponibilidad de manera diferente en hombres y mujeres.

Otro factor de la fisiologia gastrointestinal con importantes
consecuencias en la biodisponibilidad oral de medicamentos es el
tiempo de permanencia de solidos y liquidos en cada segmento del
tracto. Luego de ingerido, el medicamento atraviesa el eséfago en un
tiempo despreciable llegando al estomago, donde el tiempo de vaciado
gastrico es regulado por la fuerza y frecuencia de contracciones en la
pared muscular gastrica, por el grado de relajacion del esfinter pilorico
y las contracciones a nivel del duodeno [43, 44]. Estas variables
dependen a su vez de diversos estimulos que comienzan con la
aparicion del bolo alimenticio en la cavidad estomacal y varian con la
magnitud, naturaleza y el contenido calorico de la ingesta. Soélidos y
semisolidos permanecen un mayor tiempo en estomago siendo
descargados hacia el duodeno en un proceso cinético de orden cero,
ya que el tamano de particula en quimo debe ser reducido hasta al
menos 1 mm antes de pasar a través del piloro durante las primeras
horas poscomidas [45]; liquidos de bajo contenido en calorias son
descargados en un proceso cinético de primer orden, mostrando una
caida exponencial de la cantidad remanente en estomago; liquidos de
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alto contenido en calorias son retenidos por periodos mayores. Sendos
estudios referencian menores tiempos de residencia de contenido
gastrico en hombres que en mujeres, tanto para soélidos (medias de
59,8 y 92,4 minutos respectivamente segun Datz et al) como para
liquidos de alto contenido caldrico (medias de 30,3 y 53,8 minutos
respectivamente, Datz et al.) [46-53]. La diferencia se observa tanto en
el tiempo de latencia en el inicio (para soélidos y semisoélidos) como en
la velocidad de descarga del quimo al duodeno. Liquidos de bajo
contenido caldrico muestran tiempos de residencia gastrica similares
entre sexos. Aunque no se ha observado una correlacion entre tiempo
de vaciado gastrico y concentracion de hormonas sexuales, al
comparar hombres con mujeres posmenopausicas sin tratamiento de
reemplazo hormonal, Hutson et al. [S51] encontraron similares tiempos
en vaciado gastrico de solidos. Para formas farmacéuticas, los reportes
de tiempo de permanencia en estomago en ambos sexos son escasos
[54]. Dado que el intestino delgado es el segmento del intestino con
mayor superficie especifica (>250 m?), representa el sitio de absorcion
de sustancias por excelencia. La absorcion en estéomago, en cambio,
es despreciable para la gran mayoria de sustancias. El tiempo de
latencia en el vaciado gastrico y la velocidad con la cual el quimo es
descargado al duodeno pueden afectar por lo tanto el inicio y la
velocidad de absorcion de farmaco.

En intestino delgado el tiempo de residencia esta marcado
principalmente por el peristaltismo muscular y por movimientos de
segmentacion, la velocidad lineal de transferencia del quimo va
disminuyendo desde el duodeno al ileon. En cuanto al sexo se
encuentran reportes contradictorios con estudios que informan mayor
velocidad en hombres [50, 55] y estudios que no encontraron
diferencias significativas [56, 57]. Para el intestino grueso, los reportes
son mas consistentes en cuanto al mas lento transito en mujeres [49,
50, 55, 58, 59]. Entre ellos, Jung et al. hallaron un mas lento transito
para mujeres en etapa lutea del ciclo sexual femenino donde las
concentraciones de progesterona son elevadas.

Expresion de enzimas v transportadores de eflujo

Los sistemas enzimaticos encargados de catalizar reacciones de
biotransformacion de xenobidticos y compuestos endogenos en fases I
y II se encuentran principalmente en higado, aunque también existe
una densidad significativa a nivel de enterocitos de intestino delgado y
en otros organos y fluidos como rinones, pulmones, saliva y fluido
gastrico. Los complejos enzimaticos mas importantes relacionados a
reacciones de oxidacion en la biotransformacion de xenobiodticos
pertenecen a la familia del citocromo P450 (CYP450), estan
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involucrados en el metabolismo de aproximadamente 90% de los
farmacos utilizados en humanos [60]. Dentro esta familia, la isoforma
CYP3A4 cataliza la oxidacion de aproximadamente 30% de dichos
farmacos. Por otro lado, las enzimas de fase II mas relevantes son las
UDP glucuronosil-transferasas (UGT), que catalizan la
glucuronidacion de varios compuestos.

Los transportadores o bombas de eflujo son proteinas transmembrana
que se unen a una amplia gama de sustratos, mediando activamente
su transporte desde el citoplasma hacia el espacio extracelular,
reduciendo asi la concentracion intracelular de sustrato. En
mamiferos, las bombas de eflujo que participan significativamente en
el transporte de farmacos son la glicoproteina P (Pgp), las proteinas de
resistencia a multiples farmacos (MRP, subtipos 1 a 5) y la proteina de
resistencia del cancer de mama (BCRP) [61]. Se encuentran
ampliamente distribuidos a lo largo del cuerpo humano, incidiendo en
procesos de absorcion, distribucion y eliminacion de farmacos. A nivel
intestinal existe una fuerte expresion de BCRP, MRP2 y Pgp en la cara
apical de enterocitos. Mientras BCRP muestra densidad uniforme a lo
largo del tracto, la expresion de MRP2 disminuye y la de Pgp aumenta
hacia la region distal [62-64]. En el higado, como se ilustra en la
figura 1.5, los hepatocitos presentan una gran cantidad y variedad de
transportadores: de influjo, ubicados en las vellosidades de la cara
sinusoidal, cumplen un importante rol en la captacion de sustancias
desde los capilares sinusoidales (cargados de sangre proveniente de
vena porta y de arteria hepatica); de eflujo, ubicados en la cara
basolateral (MRP3 y MRP4), expulsan sustratos hacia la circulacion
sistémica (devolviendo solutos a los sinusoides y de alli a la vena
central del lobulillo hepatico); y de eflujo ubicados en la membrana
que separa al hepatocito del canaliculo hepatobiliar (BCRP, MRP2 y
Pgp), donde expulsan sustratos hacia la bilis [65].

También podemos encontrar transportadores de eflujo con
importantes efectos en la farmacocinética de farmacos en rinones,
pancreas [66], glandulas salivales, barrera hematoencefalica, cerebro,
barrera hematotesticular, barrera placentaria, leucocitos, entre otros.
Los transportadores de eflujo tienen un gran impacto en la
biodisponibilidad y el clearance de muchos farmacos [67-69]. Actuan
de modo cooperativo con los complejos enzimaticos, ya que al reducir
las concentraciones intracelulares permiten que las reacciones de
biotransformacion, pasibles de saturacion con altos niveles de
sustrato, mantengan una cinética de primer orden. En enterocitos, la
aparicion de farmacos sustratos de enzimas y transportadores de
eflujo en citoplasma da lugar a wuna competencia entre
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biotransformacion enzimatica, eflujo hacia el lumen intestinal e
ingreso a la circulacion portal a través de la cara basal.

Cuando un medicamento es administrado por via oral, la dosis de
farmaco que logre disolverse en fluidos gastricos e intestinales estara
presente en el lumen intestinal provocando una concentracion muy
alta en relacion a la capacidad enzimatica del epitelio. El eflujo
generara un ciclo de salida-ingreso de sustrato al enterocito,
disminuyendo la concentraciéon intracelular y enlenteciendo por tanto
su ingreso al organismo, pero ademas evitara que el proceso de
biotransformacion alcance una cinética de orden cero (velocidad
constante), favoreciendo su competencia con el ingreso hacia la
circulacion sistémica. El efecto neto para este tipo de farmacos es una
disminucion de la biodisponibilidad oral, lo cual ha sido revisado por
Benet y coautores que dieron lugar a una nueva clasificacion de
farmacos a modo de predecir el efecto de los transportadores en la
absorcion oral de farmacos [70-73].

it

Circulacion sistémica

Hepatocito
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Circulacion portal

Figura 1.5. Representacion de los principales transportadores de

influjo (en celeste), eflujo (hacia circulacién sistémica y canaliculo

biliar) y complejos enzimaticos vinculados a disposicion de farmacos

en hepatocito. OAT, OATP y OCT son transportadores organicos de

aniones, de aniones polipéptidos y de cationes respectivamente.
En higado, las bombas de eflujo tienen un efecto similar favoreciendo
la biotransformacion de sustratos, pero también cumplen un rol
fundamental en la excrecion hepatobiliar, por lo que pueden incidir
directa e indirectamente aumentando el CL presistémico de una
sustancia. El mismo fenéomeno de excrecion se puede dar en rinones
(hacia la orina) e intestinos (hacia el lumen). Por ultimo, la presencia
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de transportadores de eflujo en barreras como la hematoencefalica
puede disminuir el ingreso de farmaco al sitio de accion,
considerandose uno de los mecanismos de desarrollo de
farmacorresistencia [74].

Diferencias asociadas al sexo en la expresion y actividad de enzimas y
transportadores de eflujo han sido referenciadas por varios autores
[75-82]. En modelos animales de experimentacion se ha demostrado
el efecto regulatorio que poseen las hormonas sexuales sobre la
expresion de estas proteinas [7, 83, 84]. Mediante la figura 1.6 y la
tabla 1.2 se resumen las diferencias de mayor significancia en
expresion de enzimas y transportadores respectivamente.
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Figura 1.6. Se resumen las diferencias de sexo referenciadas en la expresion y/o actividad
de los complejos enzimaticos mas relevantes en conjunto con su involucramiento en la
biotransformacion de los farmacos utilizados. *Para UGT, las diferencias han sido
referenciadas sé6lo en algunos isotipos [75-81, 85-88].

Diferencias

Transportador . Referencias Comentarios
segun sexo
Pgp H>M [89, 90] A nivel hepatico
MRP2 M>H [91] En modelos animales (rata)
BCRP M>H [92] A nivel hepatico

Tabla 1.2. Expresion de los principales transportadores de eflujo segiin sexo.
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Adicionalmente, es necesario tener en cuenta que existen determinadas
circunstancias que soélo afectaran a un sexo pudiendo ampliar o anular las
diferencias de sexo basales. Aqui se presentan brevemente factores
fisiologicos y ambientales que afectan a mujeres:

a)

b)

Tratamiento con anticonceptivos orales (ACO)

Tratandose de uno de los grupos de farmacos mas prescriptos en el
mundo, estrogenos (principalmente etinilestradiol) y progestagenos
(drospirenona, desogestrel, etc.) son utilizados en la anticoncepcion
oral. Estos analogos hormonales son metabolizados basicamente
mediante CYP3A4 y UGT, y son, al igual que sus metabolitos,
sustratos del transporte de eflujo (Pgp, MRP). Ademas de alterar los
niveles circulantes de hormonas sexuales, son capaces de modular la
expresion de transportadores de eflujo y complejos enzimaticos. En
general, se ha observado induccion a nivel de UGT y transportadores
de eflujo [88, 93, 94]. Por este motivo las interacciones farmacologicas
involucrando ACO han sido ampliamente reportadas y es de esperar
que presenten un impacto importante en el analisis de la respuesta
farmacocinética segun sexo, lo cual que debe ser evaluado en cada
caso [95, 96].

Ciclo sexual femenino

Mujeres en edad fértil presentan un ritmo biolégico infradiano con
duracion promedio de 28 dias, marcado principalmente por cambios
en la concentracion plasmatica de hormonas: hormona foliculo
estimulante (FSH), hormona Iluteinizante (LH), estradiol y
progesterona (figura 1.7). Como se ha comentado previamente,
estradiol y progesterona tienen un importante impacto fisiolégico que
puede alterar la respuesta farmacocinética.

Si bien no son muchos, se han realizado ensayos clinicos disenados
concretamente para analizar cambios farmacocinéticos asociados al
ciclo menstrual. Segin un estudio realizado por Kharasch et al. [97],
la actividad del complejo CYP3A4 no cambiaria a lo largo del ciclo. Sin
embargo, si se han encontrado diferencias en la eliminacion de
fenitoina, teofilina, cafeina y metacualona, relacionadas a alteraciones
en actividad de otras isoformas CYP450 [98-101], y de paracetamol,
posiblemente causada por diferente tasa de glucuronidacion [102]. En
todos los casos anteriores, un menor CL fue observado durante la fase
Iatea. A nivel gastrointestinal, si bien hay pocos reportes concretos, el
aumento en concentraciones de progesterona durante la fase lutea
reduciria el transito [59]. Para muchos farmacos, la mayor
variabilidad farmacocinética interindividual observada en mujeres
podria relacionarse a la diferente exposicion a hormonas sexuales, ya
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que exceptuando estudios muy especificos, dificilmente sean incluidas
a un ensayo clinico mujeres en idéntica fase del ciclo menstrual.

c) Embarazo

Si bien no se encuentra en el alcance del presente trabajo, es
necesario destacar que el embarazo suele afectar profundamente la
farmacocinética de muchos farmacos. Durante la gestacion, el perfil
hormonal esta marcado por altos niveles de progesterona (aumenta
abruptamente desde las primeras semanas), estradiol, estriol y
estrona. Esto provoca profundos y dinamicos cambios fisiologicos
entre los cuales son destacables la expansion del volumen plasmatico
al 150%, el aumento del flujo sanguineo renal en un 50%, la aparicion
de un compartimiento extra (placenta y feto) con un pH menor que el
plasmatico, el aumento del pH gastrico, la disminucion de la velocidad
en transito gastrointestinal (asociada a progesterona), colestasis y
cambios significativos en el metabolismo de xenobiéticos. Por ejemplo,
para fenitoina, fenobarbital y carbamazepina, se observdé un aumento
en la tasa de eliminacion, provocando desajustes en el tratamiento de
mujeres epilépticas. Sin embargo, cafeina ve aumentada su semivida
al doble debido a la competencia por oxidasas microsomales con
progesterona y estradiol [88, 103].
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Figura 1.7 Perfil de estradiol y progesterona durante el ciclo menstrual femenino.
Adaptado de Slauterbeck et al. [104].

Bioequivalencia

Las caracteristicas de la exposicion al farmaco que tenga el organismo
dependeran de su interaccion con el medicamento mediante el cual es
administrado en una determinada dosis. En ese sentido, pueden
diferenciarse tres factores con influencia en el rendimiento del
medicamento: caracteristicas fisicoquimicas del farmaco, cantidad y
naturaleza de los excipientes y tecnologia/procesos de fabricacion.
Cualquier modificacion que sufra alguno de estos componentes puede tener
impacto en la interaccion medicamento-organismo y por lo tanto en la

28
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respuesta PK/PD. Esto no siempre fue entendido asi, la importancia de los
excipientes y el proceso de fabricacion sobre la respuesta clinica obtenida
fue asimilada por la FDA a partir de 1975, cuando la nocion de
bioequivalencia fue introducida en la regulacion de productos
farmacéuticos.

Para comenzar a comercializar un medicamento conteniendo un farmaco
original, la compania innovadora debe presentar ante la entidad regulatoria
estudios pre-clinicos y clinicos en los cuales se hayan evaluado eficacia y
seguridad del mismo. Estos estudios representan de 10 a 15 anos de
investigacion y una inversion de entre 500 y 2000 millones de dolares,
dependiendo del tipo de farmaco y de la empresa desarrolladora [105]. Para
estimular este gasto, se le concede a dicha empresa el monopolio en la
comercializacion de dicho farmaco por 20 anos a partir del registro, durante
los cuales el uso masivo del producto farmacéutico genera una enorme
cantidad de datos respecto a su eficacia y seguridad, enmarcados en
estudios de fase IV. Pasado dicho periodo se abre la posibilidad a otras
empresas para registrar medicamentos conteniendo el mismo principio
activo, las cuales respaldaran la eficacia y seguridad de su producto en el
desarrollo y la comercializacion llevados a cabo por la innovadora solicitando
entonces un registro abreviado. Gracias a esto la sociedad accede a
medicamentos mas baratos disminuyendo significativamente el costo de la
salud publica.

El producto de la empresa innovadora es conocido como “original”, mientras
que los productos competidores surgidos luego del periodo de proteccion de
la patente original son llamados “similares”. Si bien se trata de productos
conteniendo el mismo farmaco, los excipientes, el proceso y la tecnologia de
fabricacion seran probablemente diferentes, incluso se admite que la forma
farmacéutica sea diferente (alternativa farmacéutica). La inclusion de
bioequivalencia por la FDA determiné que para comercializar un
medicamento similar de administracion extravascular, la empresa
competidora debe demostrar su similar biodisponibilidad respecto al
medicamento original, ademas de cumplir con los ya exigidos controles de
calidad fisicoquimicos y microbiologicos establecidos en las farmacopeas
oficiales. Asi surgen los medicamentos “genéricos”: medicamentos similares
que han demostrado ser bioequivalentes al original, es decir, han
demostrado producir una similar biodisponibilidad en ensayos clinicos
realizados sobre voluntarios sanos. Debe resaltarse que bioequivalencia no
implica equivalencia terapéutica a pesar de haber sido concebida con esa
finalidad, ya que la respuesta farmacodinamica relativa a cada producto no
es evaluada [106]. Sin embargo, se trata del control de calidad mas confiable
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que se puede obtener al analizar un medicamento, ya que su rendimiento es
evaluado in vivo.

Esta exigencia se difundiéo luego al resto del mundo, aunque muchos
mercados demoraron en introducirla. En Uruguay a partir del ano 2007
mediante el decreto 266/007, el Ministerio de Salud Publica (MSP) comenzo
a exigir la demostracion de bioequivalencia inicamente para medicamentos
similares conteniendo ciertos principios activos incluidos en una lista de
prioridad basada en el riesgo clinico (farmacos de estrecho margen
terapéutico), existiendo actualmente una enorme cantidad de productos
similares en plaza. El decreto nombra “intercambiables” a los productos
similares bioequivalentes al producto original.

La biodisponibilidad de un farmaco obtenida por un producto farmacéutico
es evaluada mediante los siguientes parametros farmacocinéticos: 1) AUC,;
2) Cmax; ¥ 3) Tmax. Estos parametros son estimados tras la administracion de
una unica dosis a partir del perfil de concentraciones plasmaticas obtenido
(figura 1.8), exceptuando medicamentos de liberacion prolongada donde la
estimacion se realiza tras 2 ensayos clinicos en dosis Unicas: administrando
en ayunas y con comida. En Estados Unidos también se exige un
tratamiento en dosis multiples.

La regulacion exige que la determinacion de Cuax y Tmax sea completamente
experimental, impidiendo la utilizacion de modelos farmacocinéticos, lo cual
aumenta la dependencia de la estimacion respecto al disenio del protocolo
experimental del ensayo clinico. El analisis llevado a cabo se denomina
Analisis No Compartimental (NCA). El AUCr es estimado en este analisis
mediante sumatoria de trapecios:

(Ecuacion 7)

AUCy = gipt |(CeF Corn) x (A0

Para obtener el parametro AUCc se realiza una estimacion del AUC
obtenida luego de la ultima concentracion experimental (Cr) extrapolando el
perfil de concentraciones hacia infinito. Se asume que a partir de cierto
tiempo la concentracion de farmaco en plasma decae segun una funcion
monoexponencial, con velocidad determinada por una constante de primer
orden denominada A, la cual es obtenida mediante linealizacion de la
funcion utilizando las ultimas concentraciones experimentales.

AUCoo = AUC, + ©T/ A (Ecuacion 8)
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Figura 1.8. Obtencion de parametros farmacocinéticos a partir de
concentraciones plasmaticas en un analisis no compartimental. E1 AUCr
se obtiene de acuerdo a la ecuacion 7.

Como fue comentado previamente, el parametro AUC es un estimador de la
exposicion al farmaco que varia proporcionalmente con la cantidad
absorbida. AUCt puede ser utilizado como subrogante de AUCo siempre y
cuando represente mas del 80% de su valor, lo cual dependera de la
semivida del farmaco y del diseno experimental del ensayo. Mediante Twmax
se evalua el componente de velocidad del ingreso de farmaco al organismo.
Cmax es un parametro mixto en este sentido, ya que varia tanto con la
cantidad total como con la velocidad de farmaco absorbido. A partir del

cociente CMAX/ Auc S€ obtiene una estimacion de la velocidad de ingreso, ya

que el aporte de la cantidad ingresada es sustraido de Cmax. La regulacion
vigente en Uruguay contempla la utilizacion de este parametro.

Existen varios tipos de ensayos clinicos para determinar si dos
formulaciones conteniendo un mismo principio activo poseen similar
biodisponibilidad. Como en general se realiza una comparacion relativa del
producto similar frente al original, durante la evaluacion estos productos
son denominados TEST (T) y REFERENCIA (R) respectivamente. Se
considera “similar” a la ausencia de diferencias significativas en Twmax
(a=0,05, evaluado con Test de Wilcoxon) y a una diferencia menor al 20% en
los parametros farmacocinéticos AUC y Cuax. Este limite fue incorporado por
las autoridades regulatorias a nivel mundial bajo el fundamento de que una
covariable que produzca un efecto menor no provocara cambios



25

significativos en la respuesta clinica a un medicamento. El ensayo mas
utilizado se denomina Bioequivalencia Promedio, en el cual Ila
bioequivalencia es evaluada utilizando las respuestas medias obtenidas para
los productos T y R en una muestra de voluntarios sanos: se concluye
bioequivalencia cuando los cocientes de medias geométricas poblacionales
T/R para AUC y Cwmax se encuentran dentro del intervalo 0,80-1,25 con un
90% de probabilidad. Como veremos mas adelante, el principal problema de
este método radica en que la conclusion se basa en la respuesta obtenida en
un “sujeto promedio” utilizado para realizar una inferencia poblacional, que
obviamente no existe como tal.

El diseno experimental adecuado para este tipo de ensayos es el cruzado y
compensado, de dos periodos y dos secuencias de administracion, ilustrado
mediante la tabla 1.3. Cada voluntario recibira una dosis de las
formulaciones a comparar separadas por un periodo adecuado de “lavado”
de farmaco (wash-out). Las secuencias de administracion (RT y TR) se
asignan de manera aleatoria de modo que en el primer periodo del ensayo la
mitad de los voluntarios reciban el producto T y la otra mitad el producto R,
alternando en el segundo periodo.

Namero de | Secuencia . . .
. . Formulacion administrada
sujetos asignada
Periodo 1 Periodo 2
N/2 RT R
lavado
N/2 TR T R

Tabla 1.3 — Disenlo cruzado y compensado

La evaluacion de la respuesta farmacocinética para ambos productos en un
mismo sujeto aumenta la potencia estadistica en la estimacion de la
biodisponibilidad relativa T-R, ya que se asume que los parametros de
disposicion y la dosis nominal no cambiaron al recibir uno u otro producto:

D*FT/CL

AUCT Fr L
= D+F = — (Ecuacion 9)
AUCR R/cp  FR

AUC y Cmax se distribuyen naturalmente de modo log-normal en una
poblacion de sujetos por lo que a modo de aplicar métodos estadisticos
paramétricos en la estimacion de intervalos de confianza se realiza
previamente una transformacion logaritmica sobre los parametros de cada
sujeto. El estimador medio para cada producto (P= T o R), se obtiene con el
promedio de los logaritmos individuales, o lo que es igual, con el logaritmo
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de la media geométrica. Siendo X el parametro a evaluar y N el numero de
voluntarios sanos:

InP, = %Zﬁi’{’ InXp, =In [(1’[52’1" Xpi)l/N] (Ecuacién 10)

Otras ventajas de trabajar con medias geométricas son la mayor
sensibilidad a desviaciones individuales (outliers son detectados mas
facilmente), y la coincidencia real entre el cociente T/R y la media de
cocientes T/R obtenidos en cada sujeto (lo cual no ocurre trabajando con
medias aritméticas).

En suma, la bioequivalencia promedio evalua si, con un 90% de
probabilidad, el cociente de medias geométricas poblacionales se ubica entre
0,80 y 1,25. Esta inferencia se realiza construyendo intervalos de confianza
al 90% (IC90%) para el cociente T/R, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Tx N-2 2x5%es
Ry Tlo10 *\ "

Donde t{1¢ es el valor critico para la distribucién t-student con un error tipo

IC90% = ¢

(Ecuacion 11)

1 de 0,10 y N-2 grados de libertad, y 2 la varianza residual obtenida tras
realizar un ANOVA. En el mismo, se asume un modelo mixto lineal de
fuentes de variabilidad que afectan a un parametro farmacocinético Xiyj
(AUC o Cwmax) estimado para el sujeto i, sometido a la formulacion k, en el
periodo j, segun la ecuacion 11:

Xikl = Uu + Si + Fk + Pl + Eikl (ECU&Ci()H ].2)

donde p es la media poblacional del parametro X; S;, F, y P, son los
apartamientos respecto a la media producidos por el sujeto i, sometido a la
formulacion k, en el periodo [, respectivamente; y €;; es el componente de
error aditivo residual, e~N(0,s%;). Las fuentes de dispersion son
independientes entre si y estan normalmente distribuidas, por lo tanto el
parametro X también presenta distribucion normal. La variabilidad residual
es obtenida sustrayendo la variabilidad aportada por los sujetos, las
formulaciones y los periodos del ensayo a la variabilidad total.

La amplitud del IC90% es proporcional a la varianza residual e
inversamente proporcional al numero de sujetos. Un medicamento similar
sera considerado intercambiable con el original cuando el IC90% para AUC
y Cmax estimado mediante un ensayo de bioequivalencia promedio se
encuentre dentro de la especificacion, tal como se ilustra en la figura 1.9.
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Existen entonces dos efectos determinantes en la evaluacion de
bioequivalencia: el cociente de medias geométricas poblacionales (estimador
puntual, efecto fijo) y la varianza residual del ensayo (efecto aleatorio).

Algunos farmacos presentan alta variabilidad intraindividual e
intraproducto, lo cual puede a su vez producir una distribucion erratica del
cociente T/R interindividual, conduciendo a un incremento en srs?. La
variabilidad para AUC y Cmax en bioequivalencia se estima mediante el

coeficiente de variacion de la varianza residual (CVgxgs = 100 %/ eSres? — 1), El
CVres para un medicamento debe ser previamente considerado al definir el
tamano de la muestra. Un diseno experimental sub-6ptimo ocurrira cuando,
a pesar de que el cociente de medias poblacionales T/R se ubique cercano a
la unidad, la variabilidad no permita concluir bioequivalencia al no permitir
que el IC90% resultante entre en el intervalo especificado, ya sea porque no
se enrolaron suficientes voluntarios sanos o porque se ignoraron factores
con incidencia positiva en la varianza residual. Esto ocasionara mayores
costos economicos y éticos, por lo cual el entendimiento de los factores que
afectan al CV por parte de los investigadores es fundamental para lograr
predecir y controlar la variabilidad del ensayo.

| i |

0,80 -
/&

Figura 1.9. IC90% para un cociente T/R contenido dentro del
intervalo especificado para bioequivalencia.

La metodologia de bioequivalencia promedio presenta varias limitaciones
que deben ser tenidas en cuenta a la hora de interpretar sus resultados. A
punto de vista del presente trabajo se resaltaran las mas importantes:

e La variabilidad interindividual no es considerada en el 1IC90%. Es
importante entonces enrolar una muestra de voluntarios sanos
representativa de la poblacion en estudio.

e La varianza residual no incluye la variabilidad intraindividual en la
respuesta a cada producto. Al realizar el ensayo en dos periodos,
ningln voluntario recibe el mismo producto en dos ocasiones, por lo
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que la variabilidad intraindividual producida por cada medicamento
no es evaluada. Dos formulaciones que produzcan variabilidad
farmacocinética totalmente diferente pueden ser consideradas
bioequivalentes.

e Al concluir sobre la media poblacional del cociente T/R, se ignora la
variabilidad interindividual en el cociente T/R. Esto es conocido como
interaccion sujeto-producto: distintos individuos pueden presentar
cocientes T/R significativamente diferentes, incluso inversos. De ser
suficientemente alta la magnitud de esta interaccion, se podria
obtener un cociente T/R que no haya sido observado en ningun
voluntario.

Sexo y bioequivalencia

El sexo de los voluntarios sanos que conforman la muestra tiene un gran
impacto en los estudios de bioequivalencia, principalmente debido a que la
gran mayoria de dichos estudios comparan la biodisponibilidad oral de
productos farmacéuticos, la cual es condicionada por las caracteristicas del
tracto gastrointestinal donde hombres y mujeres presentan significativas
diferencias. Dependiendo del medicamento a evaluar, la presencia de ambos
sexos en la muestra de voluntarios sanos puede llevar a un importante
aumento de la varianza residual ocasionado por un mayor componente de
variabilidad intraindividual en la respuesta individuo-formulacion y por la
incidencia de la interaccion sujeto-producto asociada al sexo (T/R
significativamente diferente entre sexos). Este ultimo componente, muchas
veces ignorado, podria poner en duda el alcance real del resultado de un
ensayo de bioequivalencia promedio donde el cociente T/R, estimador
puntual del IC90%, se obtiene promediando los cocientes obtenidos para el
total de voluntarios.

Esta incidencia ha sido previamente estudiada entre otros por nuestro
grupo de investigacion, que enfatizo en la importancia de considerar el sexo
a la hora de disenar el protocolo experimental [42, 107, 108]. Sin embargo,
hace falta profundizar en el conocimiento de la misma analizando las causas
fisiologicas vinculadas, proyectando su impacto en la practica clinica y
difundiendo su importancia en el resultado de bioequivalencia promedio
para evitar la malinterpretacion de resultados y asegurar menores costos
economicos y éticos.

Muchos estudios de bioequivalencia son actualmente realizados Ginicamente
en hombres bajo el entendimiento de que una menor variabilidad residual es
obtenida. De cualquier manera, debe considerarse como fue mencionado
anteriormente que la muestra de voluntarios debe ser representativa de la
poblacion en estudio para poder extrapolar los resultados obtenidos, por lo
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que incorporar tanto hombres como mujeres en una cuota representativa
debe ser una prioridad.

Ensayos clinicos sobre voluntarios sanos

Para todos los ensayos clinicos referenciados en esta tesis se consideraron
similares criterios de inclusion y exclusion en el reclutamiento de
voluntarios sanos. Voluntarios de entre 18 y 50 anos, con paraclinica y
evaluacion médica cardiologica normal, con peso corporal en el entorno del
15% del peso considerado adecuado de acuerdo a su altura y sexo, y
firmantes de un consentimiento informado fueron considerados para ser
incluidos. Voluntarios que no cumpliesen alguno de los criterios anteriores,
que se encuentren bajo tratamiento farmacologico (con excepcion de
anticonceptivos orales), que consuman diariamente mas de 250 mL de vino
(o su equivalente en alcohol para otras bebidas), que hayan participado de
un ensayo clinico en los 6 meses previos, que hayan donado sangre en los 3
meses previos, que presenten alguna patologia evaluada por el investigador
meédico, mujeres lactantes o cursando embarazo no fueron considerados
para participar en los ensayos clinicos. Los ensayos fueron de libre
desercion.

Métodos analiticos quimicos

El desarrollo, validacion y aplicacion de técnicas analiticas para
determinacion de farmacos tanto in vitro como en fluidos biolégicos
constituyo gran parte del trabajo experimental de la presente tesis. Los
procedimientos analiticos pertenecen al CEBIOBE y se encuentran
disponibles bajo pedido.

Objetivos de la tesis

El presente trabajo de investigacion fue desarrollado en el Centro de
Evaluacion de Biodisponibilidad y Bioequivalencia de Medicamentos
(CEBIOBE), por lo que los ensayos de bioequivalencia constituyeron la
principal fuente de datos experimentales. Mediante el analisis
farmacocinético se apunto a abarcar dos objetivos generales:

[. Estudiar el impacto del sexo en los ensayos de bioequivalencia
promedio de medicamentos, analizando sus causas y consecuencias
sobre el alcance de las conclusiones obtenidas, y promoviendo
medidas a tomar en el diseno experimental a modo de arribar a
resultados confiables, extrapolables a ambos sexos, con el menor
tamano de muestra posible.
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II. Investigar diferencias asociadas al sexo en la disposicion de farmacos,
evaluando el impacto que puede tener esta covariable en la practica
clinica.

Los analisis realizados en la presente tesis se dividen en el abarcamiento de
estos dos grandes objetivos, por lo tanto seran presentados de manera
separada. En los capitulos 2, 3 y 4 se presentan analisis destinados a cubrir
el primer objetivo, mientras que el segundo es abarcado en los capitulos 5, 6

y 7.
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CAPITULO 2. Influencia del sexo en la biodisponibilidad y
bioequivalencia de comprimidos conteniendo lopinavir y
ritonavir

La investigacion presentada en el presente capitulo dio lugar a la
publicacion del articulo cientifico N° I.

Introduccion

Lopinavir (LPV) y Ritonavir (RTV), ilustrados mediante la figura 2.1, son
compuestos de estructura peptidomimética con actividad inhibitoria sobre la
proteasa del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) de tipo 1, indicados
para el tratamiento de pacientes con infecciones originadas por dicho virus.
Al inhibir la proteasa durante la replicacion viral impiden la fragmentacion
de las macro proteinas gag y pol del VIH, originando viriones inmaduros sin
capacidad infecciosa. La asociacion LPV-RTV (LPV/r) fue autorizada para
comercializacion en el ano 2000 por la FDA. El medicamento original que
incorporo estos principios activos, Kaletra®, es propiedad del Laboratorio
Abbott y fue comercializado inicialmente bajo la forma de capsulas de
gelatina liquida conteniendo 133 mg de LPV y 33 mg de RTV y de solucion
oral conteniendo por mililitro 80 mg de LPV y 20 mg de RTV. A partir del
ano 2005 fue aprobada la forma farmacéutica comprimidos en dos
presentaciones: 200 mg de LPV - 50 mg de RTV; y 100 mg de LPV - 25 mg
de RTV. Actualmente es uno de los medicamentos mas utilizados en el
tratamiento de infeccion por VIH como inhibidor de proteasa (IP).

Lopinavir Ritonavir

Figura 2.1. Estructuras quimicas de Lopinavir y Ritonavir.

Si bien ambos farmacos poseen la actividad farmacolégica descripta, LPV
presenta una potencia 10 veces mayor, segun fue observado en estudios in
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vitro durante fases pre-clinicas de desarrollo [109]. El principal
inconveniente observado para LPV fue su baja biodisponibilidad oral (25%
en ratas) ocasionada por un extenso metabolismo presistémico producto de
la accion concertada a nivel esplacnico del complejo enzimatico CYP3A4 y de
los transportadores de eflujo Pgp y MRP2, de los cuales es sustrato [110,
111]. RTV, ademas de ser sustrato de CYP3A4, Pgp y MRP2, demostro ser
un potente inhibidor de sus actividades [112, 113]. La combinacion de LPV
con RTV en dosis subterapéuticas (una relacion de 4:1) permitio aumentar
significativamente la  biodisponibilidad de LPV al inhibir su
biotransformacion, permitiendo obtener una exposicion al IP adecuada para
el tratamiento antirretroviral [114]. In vivo, la exposicion relativa LPV:RTV
obtenida es de 20:1. El tratamiento con LPV/r en dosis diarias de 400/100
mg reemplazo al uso de RTV como IP (600 mg diarios), el cual conducia a un
rapido desarrollo de farmacorresistencia y era poco tolerado por pacientes
debido principalmente a efectos adversos a nivel gastrointestinal (diarrea,
nauseas, pérdida del gusto, vomitos). El principio activo responsable de la
actividad farmacologica del medicamento es por lo tanto el LPV.

La biodisponibilidad absoluta obtenida para LPV en estas formulaciones
orales no ha sido evaluada [115], pero es clara su gran dependencia
respecto al efecto local inhibitorio de RTV sobre las proteinas vinculadas a la
biotransformacion pre-sistémica. En este sentido, el perfil de disolucion de
ambos farmacos desde la formulacion juega un papel fundamental,
debiendo ser igual o mas rapida la disolucion de RTV. Ambas moléculas se
comportan como bases débiles con limitada solubilidad en medio acuoso,
sin embargo mientras que LPV no presenta cambios de solubilidad a
diferentes pH (pKa para base protonada muy bajo), RTV con dos grupos
débilmente basicos (pKa=1,8 y 2,6 para bases protonadas) muestra un
aumento de solubilidad en medio acido [116]. En el Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica (BCS), incorporado por la FDA y la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) como criterio para eximir ensayos in vivo [117-121], LPV y
RTV son clasificados como farmacos de Clase II (baja solubilidad/alta
permeabilidad), y por lo tanto la biodisponibilidad de medicamentos
conteniendo este activo no puede eximirse con ensayos in vitro.

Se debe considerar ademas la diferente expresion a lo largo del intestino de
las proteinas involucradas en el metabolismo: CYP3A4 [122] y MRP2 son
mas abundantes en regiones proximales mientras que Pgp aumenta hacia
regiones distales [64]. Varios ensayos han evaluado la biodisponibilidad
relativa de la formulacion LPV/r de acuerdo a la forma farmacéutica y al
efecto de la coadministracion con comidas [123, 124]. La biodisponibilidad
de LPV en ayunas de acuerdo a la forma farmacéutica presenta la siguiente
relacion: comprimidos > capsulas de gelatina blanda > solucion oral [125,
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126]. Para todas las formulaciones, la coadministracion con comidas de
moderado contenido graso genera un aumento de la biodisponibilidad de
LPV, siendo mayor el impacto para solucion oral (80% de aumento) que para
capsulas de gelatina blanda (48%) y comprimidos (26,9%). Ademas, la
administracion concomitante de Kaletra® con comidas disminuye
significativamente la variabilidad interindividual en la biodisponibilidad de
LPV. Es interesante que mientras el fabricante expresamente incluye la
indicacion de administrar las dos primeras formulaciones con comidas, para
los comprimidos indica que el cambio en biodisponibilidad no conllevaria
cambios farmacodinamicos y por lo tanto flexibiliza la indicacion (“con o sin
comidas”), sin embargo LPV/r comprimidos administrados con o sin
comidas serian regimenes inequivalentes en virtud de que el intervalo de
confianza 90% de biodisponibilidades relativas queda por fuera del intervalo
(0,80-1,25) de bioequivalencia.

La principal diferencia producida por las formas farmacéuticas (comparadas
en condicion de ayuno) es el tiempo de residencia de la dosis en el estomago,
para el cual se daria la relacion comprimidos>capsulas>solucion. En
ayunas, donde la disolucion de los activos esta mas comprometida, la mayor
retencion gastrica promueve una mayor biodisponibilidad indicando la
posible presencia de una ventana de absorcion para LPV en las primeras
porciones del intestino delgado. RTV tendria un importante efecto
inhibiendo el metabolismo presistémico en dicha ventana, donde la
expresion de MRP2 y CYP3A4 es mayor. La fraccion de dosis de RTV disuelta
en estomago estaria disminuida en regiones posteriores debido a su baja
solubilidad a medida que aumenta el pH. Por otra parte, la elevada
expresion de Pgp hacia zonas distales del intestino contribuiria a darle
marco final a la mencionada ventana a través de la cual LPV ingresaria al
medio interno.

La presencia de alimentos con contenido graso tiene un doble efecto:
aumenta el tiempo de residencia gastrica y aumenta significativamente la
disolucion de ambos principios activos mediante la formacion de micelas en
estomago y promoviendo la secrecion de sales biliares en el duodeno.
Diversos estudios también referencian la inhibicion de transportadores de
eflujo mediada por triglicéridos [71]. Estos efectos harian que las distintas
formulaciones administradas luego de una comida logren una mayor y
similar biodisponibilidad.

Respecto al sexo, se esperaria por un lado observar mayor biodisponibilidad
de LPV en mujeres debido a la menor velocidad de vaciado gastrico. Por otro
lado, el mas acido pH gastrico en hombres favoreceria la disolucion de RTV y
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por consiguiente su efecto como potenciador de la biodisponibilidad de LPV.
Estos factores asociados al sexo podrian cancelarse, ya que originan efectos
opuestos sobre la absorcion de LPV. La evaluacion de datos
farmacocinéticos in vivo podria agregar informacion respecto al efecto final.

Los analisis contenidos en el presente capitulo fueron realizados en primer
lugar para evaluar el impacto del sexo en la biodisponibilidad de LPV/r y en
la bioequivalencia de productos conteniendo dicha asociacion.
Posteriormente se disend y se llevd a cabo un protocolo de ensayo de
bioequivalencia considerando especialmente este impacto. Todos los
resultados son presentados.

Evaluacion del impacto del sexo en la biodisponibilidad y
bioequivalencia de formulaciones conteniendo LPV/r. Estudio A (EA)

Se realiz6 un analisis farmacocinético sobre datos disponibles de un estudio
de bioequivalencia promedio realizado en India por el Bombay Bioresearch
Centre (BBRC) entre formulaciones conteniendo la asociacion LPV/r en dosis
de 200/50 mg: Kaletra® comprimidos, de aqui en mas Illamado
REFERENCIA (R); y Lopimune® comprimidos, un producto similar de la
empresa Cipla Ltda., el cual sera mencionado como TEST (T). El diseno de
dicho estudio consistié en un ensayo aleatorio, cruzado y compensado de 2
periodos y 2 secuencias, administrando cada producto en ayunas en dosis
de LPV/r de 400/100 mg (dos comprimidos) sobre 72 voluntarios sanos de
entre 18 y 45 anos (36 hombres, 36 mujeres), numero considerado necesario
por los investigadores del BBRC debido principalmente al elevado CVgrgs
esperado para los parametros de AUC y Cmax. Se obtuvieron muestras
plasmaticas hasta las 72 horas posdosis y se utilizo un periodo de lavado de
10 dias. Los resultados del ensayo de bioequivalencia se resumen en la tabla
2.1, mientras que los perfiles plasmaticos medios obtenidos segun el
producto para LPV y RTV se ilustran en las figuras 2.2 y 2.3
respectivamente. La inclusion de la semivida de eliminaciéon como parametro
en la tabla 2.1 obedece a que diferencias en biodisponibilidad de RTV segun
el producto podrian afectar el clearance de LPV.

Como se puede observar, tanto considerando LPV como RTV, el producto T
resulté bioequivalente respecto al producto R. Si bien el primero muestra
una mayor biodisponibilidad oral para LPV, el IC90% queda comprendido
dentro de la especificacion tanto para AUC como para Cmax. No se registraron
diferencias significativas en Tmax LPV (ambos productos con una mediana de
3,5 horas) ni en Tmax RTV (2,75 y 3,0 horas de mediana para T y R
respectivamente). La semivida de LPV no parece haber sido afectada por las
formulaciones debido al cociente T/R cercano a 1 tanto para ti;2 LPV como
para AUC y Cuax RTV.



Parametro

AUC72
AUCw
Cwmax
Cmax/AUC

t1/2

T/R
1,07
1,07
1,04
0,96

0,98

LPV

IC90% CVges (%) T/R

0,99-1,17
0,99-1,17
0,98-1,09
0,89-1,05

0,87-1,10

30,4
30,8
19,4
30,1

42,7

0,97
0,96
0,98
1,02

1,05

RTV
IC90%
0,89-1,04
0,89-1,05
0,91-1,04
0,93-1,11

0,90-1,23

35

CVRges (%)
29,0
31,5
24,0
33,8

61.5

Tabla 2.1. Parametros de bioequivalencia obtenidos para LPV y RTV en base a

medias geométricas sobre 72 voluntarios sanos.
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Figura 2.2. Perfiles plasmaticos medios obtenidos para LPV tras la administracion de
los productos Ty R en 72 voluntarios sanos.

La magnitud de la variabilidad residual obtenida en los parametros
farmacocinéticos justifico el elevado numero de voluntarios reclutados.
Descartando el error analitico como contribuyente significativo de dicha

variabilidad,

la respuesta farmacocinética a las formulaciones LPV/r

muestra ser altamente variable. Por un lado, el CVrgs obtenido para ti;2 LPV
revela una alta variabilidad intraindividual en la disposicion del farmaco. La
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media obtenida para el total de voluntarios en este parametro fue de 9,15
horas, valor que concuerda con estudios previos y para el cual ninguna
tendencia fue observada asociada a los productos administrados o al sexo de
los sujetos.
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Figura 2.3. Perfiles plasmaticos medios obtenidos para RTV tras la administracién de
los productos Ty R en 72 voluntarios sanos.

El otro componente de la variabilidad residual a resaltar es aquel agregado
debido a la interaccion sujeto-producto (ISP). Cuando el cociente T/R es
cercano a 1, la magnitud de esta interaccion puede estimarse de acuerdo
a la proporcion de sujetos con cocientes individuales T/R mayores que
1,25 y menores que 0,80 [127]. La tabla 2.2 fue construida ajustando los
limites superior e inferior al cociente resultante para cada parametro, a
modo de mostrar la fraccion de individuos cuyo cociente individual T/R se
aleja en mas de 20 % del cociente medio obtenido, la cual se puede asociar
a una cierta magnitud de ISP. Los autores referenciados estiman como
significativamente grande una ISP mayor a 0,150.

El parametro con menor variabilidad residual fue Cmax, lo cual es llamativo
ya que es afectado en mayor medida por el error analitico y por el protocolo
de muestreo. La variabilidad esta presente tanto en la cantidad total de
LPV/r absorbida como en la velocidad del proceso.



Parametro

AUC7;
AUCoo

Cmax

Cmax/AUC

T/R
1,07
1,07
1,04

0,96

LPV

>20%
(%)

29,2
33,3
20,8

30,6

<20%
(%)

ISP* T/R

27,8 0,375 0,97

27,8 0,400 0,96

22,2 0,275 0,98

26,4 0,400 1,02

Tabla 2.2. Interaccion sujeto producto en estudio de bioequivalencia. *El valor de ISP
es aproximado, tomado de Hauck et al. [127], expresado como desviacién estandar.

RTV

>20% <20%

(%) (%)
22,2 264
22,2 25,0
25,0 22,2
30,6 25,0
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ISP*
0,325
0,325
0,300

0,375

Al realizar el analisis de bioequivalencia por separado para hombres y
mujeres se obtienen interesantes resultados, resumidos en la tabla 2.3.

Parametro
AUCro

a

¢ © AUCw

Ry

E I}

0 & Cwmax

o
Cmax/AUC
AUC7o

0

E © AUCw

(5] (o2)

=g

5 & Cumax

=
Cmax/AUC

T/R
1,02
1,02
1,07
1,06
1,13
1,14
1,01

0,88

LPV

IC90% CVzes (%) T/R

0,90-1,16
0,90-1,16
0,98-1,16
0,94-1,18
1,01-1,26
1,02-1,27
0,94-1,08

0,78-0,99

32,3
33,3
21,2
29,4
28,1
29,9
17,3

29,9

0,98
0,98
0,99
1,02
0,95
0,95
0,96

1,01

RTV
IC90%
0,88-1,11
0,86-1,11
0,88-1,11
0,90-1,15
0,85-1,06
0,84-1,07
0,90-1,04

0,88-1,17

CVRres (%)
30,0
32,2
29,2
31,6
28,2
31,2
18,1

36,1

Tabla 2.3 Parametros de bioequivalencia obtenidos para LPV y RTV en base a medias
geométricas separados por sexo.

Mujeres presentan un cociente T/R para AUC LPV significativamente mayor
a 1, mientras que para hombres el mismo se ubica cercano a la unidad.
Esto significa que los productos T y R bajo estas condiciones de
administracion no son bioequivalentes en mujeres, pero si en hombres. La
fisiologia gastrointestinal del sexo femenino reconoce diferencias entre
productos farmacéuticos con impacto en la cantidad de LPV absorbida que
no son detectadas en hombres. En cuanto a la velocidad de ingreso de LPV,
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estimada mediante Cmax/AUC, opuestos resultados se observaron para la
comparacion T/R segun el sexo: 1,06 en hombres y 0,88 en mujeres. El
cociente T/R para Cmax LPV, estimador tanto de la velocidad como de la
cantidad absorbida, fue el estimador puntual menos afectado por el sexo.
Para RTV, no se observaron diferencias en el analisis de tendencias medias
por sexo.

En cuanto a la variabilidad residual de los parametros, hombres mostraron
tendencia a presentar mayores magnitudes en las varianzas para AUC y
Cmuax de ambos analitos. La diferencia se hace significativa para Cuax RTV
(p<0,005). La magnitud relativa de la varianza residual se mantuvo alta,
mostrando que tanto hombres como mujeres presentan una elevada
variabilidad intraindividual y componentes de interaccion sujeto-producto
no asociados al sexo.

Para analizar los resultados encontrados se hace necesario verificar
mediante algun parametro farmacocinético la ya mencionada presencia de
una ventana de absorcion para LPV. La figura 2.4 muestra un grafico con la
variacion del cociente T/R en AUCwx respecto al cociente T/R en Cumax/AUC.
La utilizacion de Cwumax/AUC como parametro de bioequivalencia se ha
justificado debido a la correlacion que posee con la constante de absorcion
en procesos de primer orden (ka). En un sistema donde no existe
interrupcion de la absorcion ni metabolismo presistémico, Cmax/AUC varia
con ka y con kgL en igual sentido, y es independiente de la cantidad
absorbida [128, 129]. Estudiando el cociente T/R, eliminamos la
contribucion de kgL bajo la suposicion de que la eliminacion sistémica de
farmaco no cambia significativamente para un mismo voluntario entre un
periodo y otro, suposicion que en bioequivalencia valida las conclusiones del
ensayo y que esta sustentada por el diseno del protocolo. Se ha planteado
entonces que el T/R Cuax/AUC varia Ginicamente con ka y no deberia por lo
tanto mostrar ninguna correlacion con el T/R en AUCwx. Sin embargo, puede
demostrarse que cuando existe una interrupcion de la absorcion a tiempo
Tr, el cociente Cuax/AUC es afectado por la dosis biodisponible. Si Tr>Twmax,
la interrupcion afectara tinicamente el AUC, que disminuira con menores Tr
provocando que Cumax/AUC aumente. Se puede demostrar que esta relacion
entre Tr y Cmax/AUC se mantiene cuando Tr<Tmax: siendo C(t) la
concentracion plasmatica a lo largo del tiempo, C(Tr) tomaria el rol de Cmax
ya que no hay absorcion posterior. Para un modelo de un compartimiento
sin eliminacion presistémica:

C(TF) = Cyax =

_ (1- e7*aTF)«p*

Vp * KEL

(e—kEL-TF - e—kA-TF)* ky * D*
Vp * (ka — kgL)

(Ecuacion 1)

AUC,,

(Ecuacion 2)
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D =(1-— e *aTr)« p* (Ecuacion 3)

Siendo D* la dosis administrada, D la fraccion de dosis absorbida a tiempos
inferiores que Tr, y kgL la constante de eliminacion de primer orden. Cuanto
menor sea Tr, menor sera D y menor por lo tanto sera la biodisponibilidad.
El cociente Cmax/AUC puede escribirse como:

—kp;.T —k,.T *
Cmax _ (e EL7F—e 4 F>* kg D % Vp* kg (Ecuacion 4)
AUCo VD * (kA — kEL) ( 1— e_kA'TF>>I<D>l<
Reordenando,
kg Tp(1 — o—(kg=kg).T
Cmax _ e "EL F(l e A H F) * ky *kgy, (Ecuacion 5)
AUCe (1— e *aTr) (ka —kgL)

A medida que Tr disminuye, el término e *5.7F aumenta exponencialmente,
el término (1 — e *a~keL)Tr) disminuye, pero en menor medida que el
término (1 — e *aTF) permaneciendo constantes el resto de los factores. Por
lo tanto, con menores Tr, ademas de disminuir la biodisponibilidad el
cociente Cuax/AUC aumenta. Esto se daria para LPV ya que su metabolismo
presistémico es fuertemente inhibido bajo la presencia de RTV y podria
despreciarse a tiempos menores que Tr.
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Figura 2.4. La relacion entre los cocientes T/R de AUC y Cmax/AUC obtenida para LPV en
72 voluntarios sanos indica la presencia de una ventana de absorcion a nivel de las
primeras porciones del intestino delgado. La linea de tendencia corresponde a una funcién
potencial.
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La tendencia observada en la figura 2.4 va de la mano con la presencia de
una ventana de absorcion. Cuando un voluntario presenta un cociente T/R
en Cumax/AUC mayor a la unidad, el cociente en AUC es menor a 1, y
viceversa. Fisiologicamente, el Tr es el tiempo en el cual la dosis
administrada se encuentra disuelta en una zona del intestino favorable a la
absorcion. Mayores Tr se traducen en un aumento de biodisponibilidad. De
no existir esta interaccion, el cociente T/R en AUC no deberia modificarse en
funcion del T/R en Cwmax/AUC.

La figura 2.5 muestra el resultado de simulaciones realizadas (Microsoft
Excel®) asumiendo diferentes situaciones en un modelo farmacocinético de
un compartimiento con absorcion y eliminaciones, presistémica (kgp) y
sistémica (kgi), de primer orden.

1.6 -
B
1.2 -
8
O
S
=
&
e A
0.8 -
C
0-4 T T T T 1
0.5 0.7 0.9 1.1 1.3 1.5

T/R Cyax/AUC

Figura 2.5. Tendencias medias para la relacion T/R AUCwx respecto a T/R
Cuvax/AUC para diferentes situaciones dentro de un sistema
monocompartimental con eliminacion de primer orden (constante): A)
variacion en ka con metabolismo presistémico despreciable (kgp=0); B)
variacion en ka con metabolismo presistémico no despreciable
(kep=constante); C) variacion en kgp con ka constante. La barra gris inferior
muestra la tendencia para la variacion de las constantes en todos los casos.

La tendencia observada para LPV (figura 2.4) es similar a la situacion C en la
figura 2.5: variabilidad en kgp (marcada por diferentes Tr) con ka constante.

Ademas del tiempo de residencia de la dosis en estomago, el pH del fluido
gastrico puede jugar un rol importante debido a las caracteristicas de los
principios activos. En el CEBIOBE se realizaron ensayos de disolucion in
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vitro de 6 comprimidos de cada formulacion (T y R) en los tres medios
biorrelevantes OMS con pH 1,2, 4,5 y 6,8. Se utiliz6 un volumen de medio
igual a 900 mL termostatizado a 37,0 + 0,5 °C con agitacion mediante
paletas a 75 rpm (aparato II). La medicion de concentraciones se hizo
mediante HPLC-UV previo filtrado de la muestra por membrana de 0,45 jm,
segin una técnica desarrollada y validada por el Area Analitica del
CEBIOBE. Los resultados obtenidos se ilustran en la figura 2.6,
exceptuando el perfil de disolucion en medio pH 6,8 para el cual se
obtuvieron resultados similares a los obtenidos en medio pH 4,5.

Disolucién LPV pH 1,2 Disolucion LPV pH 4,5

Figura 2.6. Perfiles de disolucién obtenidos para las formulaciones T y R en medios
biorrelevantes OMS de pH 1,2 y 4,5.

El porcentaje disuelto para LPV en ambas formulaciones fue bajo, con
similares resultados a pH 1,2 y una leve superioridad del producto T a pH

14 -
12 -
_ E 10 -
=
. Qo 8 -
©
] —o—Referencia 2 ¢ | —o—Referencia
| —@—Test A —m-Test
SER
4 2 |
T T T T 1 O T T T T 1
0 15 30 45 60 75 0 15 30 45 60 75
Tiempo (min) Tiempo (min)
Disolucion RTV pH 1,2 Disolucion RTV pH 4,5
- 20 -
_ 18 -
_ o 16 -
| £ 14 -
| Q 12 -
© 10 -
1 —o—Referencia 7 g | —o—Referencia
1 —#-Test A g —m-Test
X
_ 4 -
4 2 4
T T T T 1 O T T T 1
0 15 30 45 60 75 -5 15 35 55 75
Tiempo (min) Tiempo (min)



42

4,5. Como era de esperar, RTV logro disolverse en mayor cantidad a pH 1,2.
A pH 4,5, el producto T también logra disolver RTV en un porcentaje
superior que el producto R.

Hombres y mujeres difieren tanto en velocidad de vaciado gastrico como en
el pH del fluido gastrico. La ventana de absorcion hace que la
biodisponibilidad sea erratica. Los fragmentos de comprimido no disueltos
se distribuyen de manera no homogénea en la luz estomacal. En algunas
ocasiones, la frecuente apertura del piloro en ayunas puede hacer pasar al
intestino pequenos fragmentos con tamano entre 1 a 2 mm de diametro, los
cuales tienen un rapido pasaje por la zona de absorcion. En otras ocasiones,
el pasaje de estas fracciones es menos abrupto, permitiendo asi que la dosis
pueda continuar disolviéndose en el estomago e ir pasado al intestino con
mayor rendimiento de absorcion. En hombres, RTV tendria mayor velocidad
de disolucion gracias al bajo pH gastrico, provocando un rapido y mas
erratico pasaje por la ventana de absorcion. La mayor variabilidad de RTV
en hombres no afectéo la absorcion de LPV, ya que probablemente la
cantidad disuelta sea mayor a la necesaria para lograr inhibir el
metabolismo presistémico de LPV. La tendencia para una mayor variabilidad
en los parametros de LPV hombres estaria dada por su mas rapido transito
gastrointestinal.

El cociente T/R AUC de LPV para hombres y mujeres muestra correlacion
con los perfiles de disolucion obtenidos para cada producto a pH 1,2 y pH
4,5 respectivamente. Si bien las diferencias in vitro a pH 4,5 son pequenas,
denotan una tendencia que se acentuaria in vivo en mujeres, donde el pH de
fluidos gastricos e intestinales es menos acido y la solubilidad de RTV podria
estar mas limitada. Bajo estas condiciones, una pequena ventaja del
producto T frente al R en velocidad de disolucion de RTV, podria producir
una ventaja aun mayor en la biodisponibilidad del LPV debido al efecto
potenciador de RTV. El T/R AUC de RTV no fue diferente a 1 en mujeres,
quizas porque, considerando la limitada solubilidad de ambos farmacos
(situacion opuesta a la observada para hombres donde la solubilidad de RTV
es mayor), la fraccion extra disuelta de RTV en el T aumento el ingreso de
LPV a través de su propia biotransformacion.

Es interesante observar como para mujeres el cociente T/R Cmax LPV no se
aparta de la unidad. La lenta velocidad de disolucion de LPV marca un lento
ingreso a la circulacion sistémica, provocando perfiles farmacocinéticos poco
oscilantes. Por esto, la interrupcion de la absorcion, que tiene un efecto
significativo sobre AUC, no afecta tanto a Cmax. La menor variabilidad
residual obtenida para el ANOVA en este parametro para todos los
voluntarios también se explica con un lento ingreso de farmaco, siendo la
excepcion RTV en hombres.
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Estudio de bioequivalencia entre comprimidos conteniendo LPV/r
llevado a cabo en el CEBIOBE. Estudio C (EC).

Al disenar el ensayo clinico para evaluar la bioequivalencia entre las mismas
formulaciones (Kaletra®, R; y Lopimune®, T) llevado a cabo en el CEBIOBE,
el analisis descripto anteriormente fue considerado. Se pretendia llevar a
cabo el estudio con un numero de voluntarios sanos significativamente
menor, lo cual podia llevar a un resultado inconcluyente en caso de
mantenerse la variabilidad registrada por el estudio del BBRC. La principal
diferencia finalmente incluida en el protocolo fue la administracion de los
medicamentos posterior a la ingesta de una comida de moderado contenido
graso.

Los efectos mas importantes que provocaria la ingesta de comidas previo a
la toma de dosis a punto de vista de la biodisponibilidad de LPV/r serian:
enlentecimiento del vaciado gastrico, aumento del volumen y pH del fluido
estomacal y aumento de la motilidad del intestino delgado (efectos
fisiologicos); y mayor disolucion de principios activos poco solubles en agua
debido a la estimulacion de secrecion de sales y lipidos biliares y presencia
de productos de la digestion de lipidos (efecto fisicoquimico) [44, 130-134].
Para farmacos de Clase BCS II, como Ciclosporina A formulada como
emulsion (Sandimun®, Novartis), se ha observado un significativo aumento
de la solubilidad y la velocidad de disolucion en liquido intestinal simulado
para condiciones poscomidas (de 16 y 7 veces respectivamente) [135, 136].

Al enlentecer el vaciado gastrico y mejorar la disolucion de los principios
activos, la administracion de LPV/r con comidas disminuiria la variabilidad
farmacocinética y aumentaria la biodisponibilidad de LPV/r. La interaccion
sujeto-producto se veria reducida significativamente en caso de estar
asociada a la presencia de una ventana de absorcion. Este modo de
administracion es ademas facilmente adaptable a la practica clinica ya que
el intervalo entre dosis segun la indicacion posologica es de 12 horas,
pudiendo coincidir con el desayuno y la cena de los pacientes bajo
tratamiento. En cuanto al sexo, la administracion con comidas disminuiria
las diferencias hombre-mujer, al acercar el tiempo de residencia y el pH
gastrico de hombres a los parametros encontrados en mujeres. Esto es
fundamental para una conclusion de bioequivalencia promedio donde como
fue demostrado, el valor final enmascara diferencias T-R en mujeres. Si bien
existe el riesgo de que al aumentar el pH las diferencias T-R observadas in
vitro determinen bioinequivalencia (como se observé en mujeres), no se
deberia esperar el mismo perfil de disoluciones ya que el contenido del
medio gastrico cambia drasticamente con la ingesta de alimentos. La
solubilidad de los principios activos se vera favorecida por la presencia de
grasas en estomago, y en duodeno por la presencia de sales biliares. El
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significativo aumento de la biodisponibilidad, tal como esta reportado,
podria anular diferencias entre productos.

Se realizo entonces un estudio de bioequivalencia promedio aleatorio,
cruzado y compensado de 2 periodos y 2 secuencias. Se reclutaron 16
voluntarios (8 hombres, 8 mujeres) de entre 18 y 37 anos de edad, que
recibieron 400/100 mg de LPV/r (dos comprimidos) de cada producto en la
manana 15 minutos después de ingerir un desayuno de moderado contenido
graso. Las administraciones de T y R fueron separadas por un periodo de
lavado de 7 dias. Se tomaron muestras de sangre previo a la administracion
y hasta las 48 horas posdosis. Los voluntarios fueron internados en las
instalaciones del CEBIOBE por 24 horas, tiempo en el cual recibieron
alimentacion estandarizada, continuando luego de manera ambulatoria. El
protocolo de investigacion fue previamente aprobado por el Comité de Etica
de la Facultad de Quimica (UdelaR), y todos los voluntarios firmaron
consentimiento informado luego de recibir detalles del ensayo. La
cuantificacion de LPV y RTV en plasma sanguineo fue realizada mediante
HPLC-UV, de acuerdo a una técnica analitica desarrollada y validada en el
CEBIOBE, adaptada de Verbesselt et al. [137].

LPV RTV
Parametro
T/R IC90% CVres (%) T/R IC90%  CVres (%)
AUCr 1,03 0,98-1,08 6,30 1,09 1,01-1,19 8,61
AUCw 1,02 0,97-1,07 7,87 1,06 0,92-1,21 20,3
Cmax 1,03 0,98-1,09 8,03 1,07 1,00-1,15 9,93

Cmax/AUC 1,00 0,95-1,05 7,63 1,08 0,96-1,11 10,5

t1/2 0,98 0,90-1,07 13,9 0,97 0,78-1,20 33,1

Tabla 2.4. Parametros de bioequivalencia obtenidos para LPV y RTV en base a
medias geométricas sobre 16 y 14 voluntarios sanos respectivamente. AUCr significa
AUCy4 para LPV y AUC;6 para RTV.

Los resultados de bioequivalencia obtenidos considerando todos los
voluntarios, y analizando mujeres y hombres por separado se resumen en
las tablas 2.4 y 2.5 respectivamente. El AUC parcial (AUCr) fue truncada
para LPV a las 24 horas y para RTV a las 16 horas posdosis, ya que a
tiempos posteriores pocos voluntarios presentaron concentraciones
superiores a los respectivos limites de cuantificacion. En el analisis de RTV,
un sujeto mostro concentraciones muy disimiles al resto de los voluntarios,
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por lo que se decidi6 quitarlo del analisis. Para mantener la compensacion
estadistica, se quito ademas un voluntario de sexo y secuencia opuestos.

LPV RTV
Parametro
T/R 1IC90% CVres (%) T/R IC90% CVges (%)

AUCr 1,04 0,94-1,14 9,75 1,05 0,89-1,23 12,2
é AUCoo 1,01 0,95-1,16 11,7 1,00 0,75-1,32 30,1
g Cwmax 1,04 0,96-1,13 8,41 1,03 0,94-1,12 8,28
3 Cmax/AUC 1,05 0,98-1,12 6,91 0,99 0,85-1,15 13,4

AUCr 1,02 0,97-1,07 3,95 1,14 1,03-1,27 6,40
é) AUCo 1,02 0,98-1,07 4,65 1,12 0,96-1,30 15,5
g Cmax 1,03 0,95-1,11 8,16 1,12 1,01-1,24 8,06

Cmax/AUC 1,03 0,96-1,11 7,36 0,97 0,91-1,04 6,35

Tabla 2.5. Parametros de bioequivalencia obtenidos en EC para LPV (8 hombres, 8 mujeres)
y RTV (7 hombres, 7 mujeres) en base a medias geométricas separados por sexo. AUCr
significa AUC.4y AUC16 para LPV y RTV respectivamente.

En primer lugar, la exposicion absoluta a LPV/r para estos voluntarios fue
mayor que aquella observada en el EA. Considerando el peso de los
voluntarios, el AUCt*kg LPV fue un 33,3% mayor (p<0,0001), mientras que
el AUCt*kg RTV un 21,3% mayor (p<0,001). Estos resultados respaldarian
un significativo aumento de la biodisponibilidad luego de administradas las
formulaciones poscomida.

Los productos T y R resultaron bioequivalentes tanto considerando la
biodisponibilidad de LPV como de RTV, ya que el IC90% para todos los
parametros se encontré dentro de la especificacion 0,80-1,25 con cocientes
T/R muy cercanos a la unidad. No se encontraron diferencias significativas
para Tmax de LPV ni de RTV entre formulaciones. La variabilidad residual de
todos los parametros fue significativamente reducida respecto al ensayo en
ayunas (p<0,001), comprobandose un mas reproducible ingreso de farmacos
gracias a la administracion conjunta de las formulaciones con comida. El
impacto sobre la ISP fue muy importante, para LPV tan sélo un individuo
presentéo un cociente menor al 20 % del T/R promedio en el parametro
Cmax/AUC (ISP=0,130), siendo nula dicha cantidad para el resto de los
parametros (ISP=0). Para RTV, se registr6 un ISP de 0,175 para Cmax, 0,150
para los parametros de AUC y 0,100 para Cwmax/AUC. La variabilidad
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residual para RTV es alta en aquellos parametros que incorporan la
estimacion de la constante de disposicion lenta (tij2 y AUCo), por lo que
estaria asociada en mayor medida a la disposicion del farmaco y al mayor
error analitico provocado por la medicion de bajas concentraciones.

La bioequivalencia entre T y R se concluye para LPV no sélo en el total de
voluntarios, sino también en hombres y mujeres por separado. Pese al bajo
numero de sujetos para cada sexo, el IC90% para todos los parametros fue
incluido en el intervalo de bioequivalencia. Esto no fue asi para RTV, donde
la variabilidad farmacocinética y la mayor biodisponibilidad oral para el
producto T en mujeres no permitieron concluir bioequivalencia en cada sub-
grupo.

Si bien la administracion de la dosis luego de una comida de moderado
contenido graso redujo las diferencias entre hombres y mujeres, aun se
observa el impacto de una diferente fisiologia. La mayor variabilidad residual
para AUC de LPV y RTV en hombres estaria asociada a la ventana de
absorcion. Aun en estas condiciones, hombres tienen mayor fuerza de
contraccion y menor tiempo de residencia de la dosis en el estomago. La
interrupcion en la absorcion continua siendo significativa para hombres,
evidenciado no solo por la mayor variabilidad en biodisponibilidad de LPV/r
respecto a mujeres, sino también en la tendencia T/R AUC wvs. T/R
Cmumax/AUC (figura 2.7). Notese que salvo un par de puntos, abajo y a la
izquierda, se mantiene la tendencia de una ventana de absorcion en
hombres.
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Figura 2.7. Relacion entre AUC y Cwmax/AUC obtenida para LPV en hombres y
mujeres, estudio EC.
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Probablemente, la mayor motilidad sea el factor que provoque la
interrupcion de la absorcion en hombres. De cualquier manera, la
variabilidad que agrega la ventana de absorcion es menor debido al mas
lento vaciado gastrico y a una mejor solubilizacion de los farmacos en los
fluidos gastrointestinales. Se debe considerar que en condiciones de ayunas,
LPV, con una solubilidad de 0,027 mg/mL esta siendo administrado en una
dosis de 400 mg sobre un volumen medio de 250 mL, llevando a condiciones
de sobresaturacion del fluido gastrico. E1 aumento de la solubilidad debido
al mayor volumen y a la presencia de tensoactivos (mas significativa en
duodeno) es muy significativo. Es probable que la administracion de una
comida de alto contenido graso produzca un aumento mayor en la cantidad
absorbida y una disminucion adicional de la variabilidad en la
biodisponibilidad.

En mujeres, el cociente T/R RTV significativamente mayor a 1 para Cuax y
AUC16 se correlaciona con los resultados hallados in vitro, ya que aun
presentarian pH gastrico mayor a hombres. Esta diferencia encontrada para
RTV no tuvo impacto en la biodisponibilidad de LPV posiblemente porque el
efecto inhibitorio de RTV sobre el metabolismo presistémico de LPV este ya
alcanzando un maximo para el producto R.
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Figura 2.8. Perfiles plasmaticos medios obtenidos para LPV tras la administracion de
los productos Ty R en 8 hombres y 8 mujeres.

Mediante las figuras 2.8 y 2.9 se ilustran los perfiles farmacocinéticos
obtenidos para LPV y RTV en hombres y mujeres tras administracion de las
formulaciones T y R. La tabla 2.6 resume un analisis no compartimental
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realizado para los principales parametros farmacocinéticos, los cuales no

mostraron diferencias significativas asociadas al sexo.
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Figura 2.9. Perfiles plasmaticos medios obtenidos para RTV tras la administracion de
los productos Ty R en 7 hombres y 7 mujeres.

Hombres
(N=8)

Muyjeres
(N=8)

LPV

Total
(N=16)

Hombres
(N=7)

Mujeres
(N=7)

RTV

Total
(N=14)

Twmax*

(h)

5,0
(0,25)

4,0
(1,25)

5,0
(1,0)

5,0
(1,0)

5,0
(1,75)

5,0
(1,25)

Cmax

(ng/mL) (mg*h/L)

6447
(20,0)

7728
(15,4)

7059
(19,9)

501,2
(29,7)

722,0
(26,0)

601,5
(33,5)

AUCr

73,92
(37,0)

97,15
(28,7)

84,74
(35,6)

3,362
(47,2)

4,955
(34,4)

4,081
(45,7)

ti/2
(h)

4,72
(42,8)

4,99
(45,8)

4,85
(43,7)

4,34
(40,4)

4,61
(25,4)

4,47
(33,0)

CL/F
(L/h/kg)
0,0634
(35,6)

0,0672
(27,4)

0,0653
(31,3)

0,327
(55,9)

0,3030
(43,2)

0,315
(49,0)

Vb
(L/kg)
0,432
(21,6)

0,484
(21,2)

0,457
(21,9)

2,05
(42,0)

2,01
(33,6)

2,03
(37,3)

Tabla 2.6. Medias (CV%) para parametros farmacocinéticos de LPV y RTV resultantes del
analisis no compartimental. *Para Tuax se informa mediana (rango intercuartilico).
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Si bien la exposicion en mujeres fue mayor, con mayores AUC y Cmax, la
diferencia seria atribuible al peso corporal, y desaparece una vez que el
mismo es considerado. La incidencia de eventos adversos probablemente
relacionados a LPV/r de intensidad leve, no severos, se registr6 en 3
mujeres y 2 hombres. El principal evento adverso fue la deposicion de
materia fecal liquida y dolor abdominal (para los 2 hombres y una mujer),
habiendo menor incidencia de cefalea (2 mujeres) y nauseas y vomitos (una
mujer).

Conclusiones

La administracion de LPV/r con comidas aumenta la biodisponibilidad y
reduce significativamente la variabilidad en la absorcion y disposicion de
LPV/r. En cuanto a la bioequivalencia de medicamentos, la administracion
con comidas no so6lo permitiria un intercambio mas seguro entre marcas
comerciales al disminuir la variabilidad del cociente T/R, sino que evita la
bioinequivalencia en un numero muy elevado de pacientes, como se
demostré6 comparando los valores de ISP. El diseno del ensayo de
bioequivalencia promedio realizado en el CEBIOBE permitio: a) arribar a
una conclusion estadistica reclutando un numero significativamente menor
de voluntarios sanos, reduciendo costos economicos y éticos; b) demostrar
bioequivalencia no s6lo para el promedio de sujetos, sino también para
hombres y mujeres por separado, hecho que no se cumplimentaba en el
ensayo EA y que constituye un avance en el concepto de bioequivalencia; y
c) demostrar bioequivalencia en las condiciones de administracion de la
practica clinica, cada 12 horas con desayuno y cena, condiciones que
favorecerian la adherencia al tratamiento antirretroviral.

Se desprende de estos analisis que la recomendacion de administracion de
la formulacion LPV/r debe ser “con comidas” y no “con o sin comidas” como
recomienda actualmente el fabricante del producto original. Ademas de
aumentar la biodisponibilidad, de este modo se evitaria poner al paciente en
una situacion de bioinequivalencia intraindividual.

Por ultimo, tanto tras la administracion de LVP/r comprimidos con comida
como en ayunas, se evidencian diferencias en cuanto a la fisiologia
gastrointestinal de hombres y mujeres, con impacto en la biodisponibilidad
y bioequivalencia de LPV/r. No se observaron en ninguno de los ensayos,
diferencias significativas para la disposicion de LPV/r segun el sexo de los
individuos.
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CAPITULO 3. Respuesta farmacocinética a ciclosporina A
formulada como microemulsion

La investigacion presentada en el presente capitulo dio lugar a la
publicacion del articulo cientifico N° III.

Introduccion

La Ciclosporina A (CyA, figura 3.1) es un péptido ciclico de 11 aminoacidos
producido por el hongo Beauveria Nivea, con potente actividad
inmunosupresora asociada a la inhibicion de la calcineurina. Es utilizada
durante la prevencion y tratamiento del rechazo inmune al trasplante de
organos solidos o meédula osea en asociacion con otros farmacos
inmunomoduladores. También es indicada para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes como psoriasis, dermatitis atépica, artritis
reumatoide, entre otras. Es un farmaco de estrecho margen terapéutico,
principalmente debido a su nefrotoxicidad, aunque también provoca
hirsutismo, tremores, hipertension e hiperplasia gingival [138, 139].

r
v\)\}; % WHI

o)

Figura 3.1. Estructura quimica de Ciclosporina A.

Es clasificada por el BCS como farmaco de clase II. Debido a su muy baja
solubilidad en medio acuoso (0,0052 mg/mL [140]). Sin embargo, el
desarrollo de las formulaciones actuales en las cuales el farmaco se
encuentra ya disuelto en wuna microemulsion permitid aumentar
enormemente la solubilidad (0,91 mg/mL) [141]. La microemulsion se
comercializa como tal, bajo forma de solucion oral (SO), o contenida en
capsulas de gelatina blanda (CGB). Estas formulaciones ingresadas en 1995
permitieron aumentar la biodisponibilidad oral de CyA y disminuir
significativamente la variabilidad interindividual respecto a formulaciones
anteriores basadas en una emulsion [142, 143]|. De cualquier manera el
producto innovador, Sandimmun Neoral® de Laboratorios Novartis,
presenta aun una incompleta absorcion: aproximadamente el 40% de la
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dosis ingresa a la circulacion sistémica [144]. La pérdida de cantidad
biodisponible se debe mayoritariamente al extenso metabolismo
presistémico en enterocitos e higado mediado por CYP3A4 y Pgp [145-148].
En linea con lo presentado en el capitulo anterior, Grevel et al [149]
describieron la presencia de una posible ventana de absorcion para CyA
formulada como emulsion (Sandimmun®) en zona proximal del intestino
delgado luego de obtener perfiles sanguineos de farmaco en hombres sanos.
Respecto al efecto de los de alimentos sobre la absorcion oral de CyA para
formulaciones basadas en la microemulsion, Novartis reporta que tanto con
comidas de alto como de bajo contenido graso se detecté una pérdida de
biodisponibilidad, con descensos en AUC y Cmax de 13% y 33%
respectivamente [138]. Llamativamente, para formulaciones previas de CyA
(emulsion), el efecto de las comidas era el opuesto. Kees et al. observaron un
aumento medio de 20% en AUC de CyA administrada bajo forma de
emulsion contenida en CGB luego de la ingesta de un desayuno de alto
contenido graso, aumento que fue mayor para hombres, Ginicos voluntarios
que presentaron ademas un significativo aumento en Cuax [150].

La CyA se distribuye ampliamente en el organismo. Su significativa y
variable distribucion a eritrocitos obliga a realizar dosificaciones sobre
sangre entera. Presenta metabolismo mayoritariamente hepatico e
intestinal, catalizado principalmente por la isoforma CYP3A4. Solo un 0,1%
de la dosis biodisponible es excretada en orina [138].

Respecto al sexo, existen reportes contradictorios respecto a diferencias en
la disposicion de CyA. Mientras algunos estudios no encontraron influencia
del sexo [151, 152], otros hallaron menor CL en mujeres [153], y otros
menor CL en hombres [154]. Estos estudios coinciden en referenciar un
efecto significativo de la etnia sobre la farmacocinética del farmaco,
pudiendo esto ser el factor detras de los diferentes hallazgos.

El presente capitulo incluye el analisis de datos disponibles de estudios de
bioequivalencia realizados en Canada por PharmaNet entre el producto
original Neoral® (referencia, R), y Sigmasporin® (test, T), en condiciones de
ayunas y bajo presencia de alimentos, tanto entre formulaciones SO como
entre CGB conteniendo microemulsion de CyA (4 estudios de
bioequivalencia promedio). Posteriormente se incluye el analisis de un
estudio de bioequivalencia realizado en el CEBIOBE entre los mismos
productos para las CGB en condiciones de ayunas.
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Analisis sobre estudios de bioequivalencia realizados en Canada:
resultados.

Datos de los siguientes ensayos de bioequivalencia promedio fueron
analizados previo a la realizacion de un similar ensayo en el CEBIOBE. Para
todos ellos se utiliz6 un diseno aleatorio, cruzado y compensado, de 2
periodos y 2 secuencias, con un periodo de lavado de 14 dias. La dosis de
CyA administrada en todos los casos fue de 200 mg: 2 mL de SO
(presentacion de 100 mg/mL) y 2 CGB (presentacion de 100 mg) por
producto.

e Estudio SA: entre SO en condiciones de ayuno. Completado por 32
voluntarios sanos, 14 mujeres y 18 hombres; 29 caucasicos, 2
hispanoamericanos y 1 afrodescendiente. Ningun voluntario era
fumador de tabaco. Se tomaron muestras de sangre hasta las 36
horas posdosis.

e Estudio SC: entre SO administradas 30 minutos luego de la ingesta de
un desayuno de alto contenido graso y calorico. Completado por 33
voluntarios sanos, 6 mujeres y 27 hombres; 21 caucasicos, 7
hispanoamericanos y 5 afrodescendientes. Ningun voluntario era
fumador de tabaco. Se tomaron muestras de sangre hasta las 36
horas posdosis.

e Estudio CAC: entre CGB en condiciones de ayuno. Completado por 34
voluntarios, 16 mujeres y 18 hombres; todos caucasicos. Ningun
voluntario era fumador de tabaco. Se tomaron muestras de sangre
hasta las 48 horas posdosis.

e Estudio CCC: entre CGB, administradas 30 minutos luego de la
ingesta de un desayuno de alto contenido graso y calorico.
Completado por 33 voluntarios, 9 mujeres y 24 hombres; todos
caucasicos. Ningun voluntario era fumador de tabaco. Se tomaron
muestras de sangre hasta las 48 horas posdosis.

Los resultados de bioequivalencia entre los productos T y R para las SO y
CGB se resumen en las tablas 3.1 y 3.2 respectivamente. Se presentan los
resultados Gilnicamente para AUCr ya que en todos los casos representé mas
del 95% del AUCco.

En todos los estudios se arribo a la conclusion de bioequivalencia entre los
productos T y R para el total de voluntarios. No se registraron diferencias
significativas en los Tmax de las formulaciones en ningun caso. Las CGB
mostraron un Tumax independiente del sexo, con mediana igual a 1,25 horas
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administradas en condiciones de ayuno y 1,50 horas administradas
poscomida. Para la solucion oral el Tmax presento mayor dependencia con la
presencia de alimentos, con medianas para estudios SA y SC de 1,25y 2,25
horas respectivamente.

Tanto en cantidad como en velocidad de ingreso de CyA se observd menor
variabilidad residual para las administraciones en ayunas, con diferencias
significativas entre varianzas para SO en Cmax (p<0,0001) y Cwmax/AUC
(p<0,01), y para CGB en AUCry en Cumax (p<0,0001).

Estudio SA Estudio SC
Parametro
T/R IC90% CVrges (%) T/R IC90% CVrges (%)
R AUCr 0,99 0,95-1,04 9,97 0,94 0,89-0,99 11,9
§ Cmax 0,98 0,94-1,02 9,75 0,91 0,82-1,02 24,3
i Cvax/AUC 0,99 0,94-1,03 10,4 0,97 0,90-1,04 16,3
g AUCr 0,96 - - 0,93 - -
é Cmax 0,97 - - 0,90 - -
g Cmax/AUC 1,01 - - 0,97 - -
g]z AUCr 1,04 - - 0,93 - -
% Cmax 0,99 - - 0,95 - -
E Cvax/AUC 0,96 - - 1,01 - -

Tabla 3.1. Resumen de resultados de bioequivalencia entre SO de CyA (microemulsion). El
analisis por sexo no incluye IC90% ni CVges dado que las secuencias no se compensaron
intra-sexo y existio un efecto significativo del periodo. Para el analisis TOTAL del estudio SC
se quitaron aleatoriamente 3 hombres a modo de compensar las secuencias en el total de
voluntarios, el T/R no vari6 para ningtn parametro.

Comparando los valores de AUCo*kg entre los ensayos con y sin comida, y
asumiendo igual CL para los diferentes estudios, no se observaron
diferencias de biodisponibilidad para las CGB, en tanto que una pérdida
media de biodisponibilidad del 31,2% se observo para las soluciones orales
administradas bajo presencia de alimentos (p<0,0001). Para esta interaccion
hubo un significativo efecto del sexo, ya que en mujeres se registr6 una
biodisponibilidad de CyA 41,4% menor, mientras que en hombres el
descenso fue de 31,3% (p<0,05). De hecho, la exposicion en hombres fue un
34,8% mayor que en mujeres para el estudio SC. Ademas, para estas formas
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farmacéuticas, la presencia de alimentos incremento las diferencias entre
productos.

Unicamente en el estudio CCC se evidencia una interaccién sexo-producto.
La conclusion de bioequivalencia concluida para el total de voluntarios no
fue verificada ni en hombres ni en mujeres por separado, presentando
cocientes T/R opuestos respecto a la unidad. La variabilidad residual, tanto
para AUC como para Cmax, fue mayor en los voluntarios masculinos
(p<0,0001). Para el ensayo en ayunas (CAC) no se observo esta interaccion.

Estudio CAC Estudio CCC

Parametro
T/R IC90% CVres (%) T/R IC90% CVres (%)

R AUCr 0,98 0,95-1,01 7,84 0,96 0,86-1,07 24,1
§ Cmax 0,98 0,93-1,04 13,7 1,03 0,87-1,22 40,2
i Cvax/AUC 1,03 0,97-1,09 14,4 1,07 1,00-1,16 17,4
g AUCr 0,98 0,94-1,02 6,87 0,91 0,80-1,04 26,1
é Cmax 0,95 0,87-1,03 14,5 0,94 0,75-1,17 44,4
g Cmax/AUC 1,01 0,92-1,12 17,0 1,03 0,93-1,14 19,8
glz AUCr 0,98 0,93-1,03 8,93 1,08 0,92-1,26 17,9
% Cmax 1,03 0,96-1,10 11,4 1,25 1,00-1,55 24,6
g Cvax/AUC 1,05 0,99-1,12 10,2 1,16 1,09-1,23 6,69

Tabla 3.2. Resumen de resultados de bioequivalencia entre CGB conteniendo
microemulsiéon de CyA. En el estudio CAC las secuencias estaban compensadas intra-sexo.
Para el estudio CCC, al no haber efecto significativo del periodo la descompensacion de las
secuencias no introduce error en la comparacién T-R por lo tanto se incluyen todos los
resultados.

La figura 3.2 muestra las graficas T/R AUCo respecto a T/R Cmax/AUC para
los cuatro estudios realizados.

Por ultimo, para el total de 87 hombres y 45 mujeres participantes en los
estudios evaluados, se observo una diferencia asociada al sexo en la
semivida de eliminacion, 10,3 y 13,2 horas respectivamente (p<0,0001). No
existieron diferencias significativas para el CL/F luego de corregir por peso,
con una media de 0,669 L/h/kg en el total de voluntarios. Si se encontraron
diferencias significativas para el Vp/F, siendo 13,6 y 10,0 L/kg las medias
para mujeres y hombres respectivamente (p<0,0001).
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Figura 3.2. T/R AUCwo respecto a T/R Cumax/AUC para los cuatro estudios realizados. Se
incluye como linea de tendencia una funcién potencial.

Estudio de bioequivalencia realizado en Uruguay: resultados.

Para el estudio de bioequivalencia promedio llevado a cabo entre CGB de los
mismos productos en el CEBIOBE se decidi6 realizar la administracion en
condiciones de ayuno debido a la menor variabilidad residual y a la
ausencia de la interaccion sexo-producto. Participaron 16 voluntarios sanos
(8 hombres y 8 mujeres con pesos medios iguales a 77,2 y 67,4 kg
respectivamente), a los cuales se les administraron 200 mg de CyA de cada
producto (2 CGB) separados por un periodo de lavado de 14 dias. Las
secuencias fueron compensadas dentro de cada sexo. Una considerable
cantidad de voluntarios, 9, eran fumadores de tabaco (4 hombres, 5
mujeres). Los voluntarios fueron internados en las instalaciones del
CEBIOBE por 24 horas, tiempo en el cual recibieron alimentacion
estandarizada, continuando luego de manera ambulatoria. El protocolo de
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investigacion fue previamente aprobado por el Comité de Etica de la
Facultad de Quimica (UdelaR), y todos los voluntarios firmaron
consentimiento informado luego de recibir detalles del ensayo. Las
concentraciones de CyA fueron analizadas en sangre entera mediante
técnica de inmunofluorescencia de luz polarizada (FPIA-Axsym®,
Laboratorios Abbott), en un periodo de 45 horas posterior a la
administracion.

La tabla 3.3 resume los resultados de bioequivalencia estimados, mientras
que la figura 3.3 muestra los perfiles para CyA obtenidos para T y R en
hombres y mujeres. El AUCt constituyoé en promedio 95% del AUCoo, por lo
que el monitoreo de niveles sanguineos de CyA fue adecuado. Se incluye
so6lo el analisis para AUCr.

Parametro Media T2 Media R2 T/R* IC90%* CVrges* (%)

AUCr (ng*h/mL) 4509 4500 1,00 0,95-1,06 8,77

3 @ Cuax (ng/mlL) 1131 1118 1,01 0,93-1,10 13,5
=~
O & Ty (h) 2,00 1,33 0,67 0,25-0,67 0,42

Cwax/AUC (h'1)  0,2367 0,2321 1,02 0,94-1,11 13,6
AUCr (ng*h/mL) 4358 4243 1,03 0,93-1,13 10,1
Cwmax (ng/mL) 1060 1035 1,02 0,94-1,12 9,15

Tumax (h) 2,0 1,33 0,67 0,58-0,67 0,09

HOMBRES
(N=8)

Cmax/AUC (h1) 0,2297 0,2295 1,00 0,90-1,11 11,2

AUCr (ng*h/mL) 4667 4773 0,98 0,90-1,06 8,11

/)]
B & Cuax(ng/mL) 1207 1207 1,00 0,84-1,19 18,5
<3 I
EE Taax (h) 1,67 1,50 0,17 -0,33-0,34 0,67

Cmax/AUC (h1) 0,2441 0,2346 1,04 0,88-1,22 16,8

Tabla 3.3. Resultados de bioequivalencia entre CGB conteniendo microemulsiéon de CyA
llevado a cabo en el CEBIOBE. 2Se informa la media geométrica de todos los parametros
excepto para Tmax, para el cual se informa la mediana.*Para Tuax se informa como T/R la
diferencia de medianas T-R, como IC90% el rango entre el ler y 3er cuartil, y su amplitud
como CVggs.

En paralelo se realizo6 un ensayo de apertura de capsulas in vitro para
detectar posibles diferencias entre ambos productos. Se analizaron 6
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capsulas de cada marca comercial. E1 parametro estimado en este ensayo
fue el tiempo de apertura completa de capsula en 500 mL de medio pH 1,2 a
37,0+0,5 °C, utilizando agitacion con paletas a 50 rpm. Si bien la apertura
de las CGB fue rapida para ambos productos, se detecté una significativa
diferencia entre T y R, cuyos tiempos medios (xIC95%) fueron 12,4+5,0 y
6,0+2,4 minutos respectivamente.

Los resultados del ensayo muestran que los productos T y R son
bioequivalentes, tanto en el total de voluntarios como en hombres y mujeres
por separado. Los resultados fueron similares a los obtenidos en el estudio
CAC en cuanto a cocientes T/R y a variabilidad residual. La principal
diferencia se observo para Tmax, parametro para el cual se registré6 un mayor
valor en el producto T. Este resultado podria estar originado por el mayor
tiempo de apertura de capsula observado in vitro.

Considerando hombres unicamente, la diferencia T-R en Twumax se torna
significativa (p<0,02). Hombres presentaron consistentemente un mayor
Tumax para el producto T como se evidencia en los perfiles farmacocinéticos
medios (figura 3.3), una diferencia entre productos que no fue detectable en
mujeres, para las cuales las diferencias T-R se acomodaron entorno a cero.
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Figura 3.3. Perfiles medios de CyA obtenidos tras la administracién de 200 mg para los
productos Ty R en 8 hombres y 8 mujeres.

La figura 3.4 muestra el grafico para T/R AUCow respecto a T/R Cmax/AUC
para este ensayo en hombres y mujeres.

La diferente discriminacion de marcas comerciales respecto a Tmax no fue la
unica diferencia asociada al sexo. Mujeres presentaron mayor variabilidad
en parametros de velocidad de ingreso, Cvax y Cmax/AUC. Sin embargo las
diferencias no fueron estadisticamente significativas.
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Figura 3.4. T/R AUCow respecto a T/R Cuax/AUC para el estudio de
bioequivalencia llevado a cabo por el CEBIOBE. Se incluye como
linea de tendencia una funcién potencial.

Los valores absolutos de AUCr y Cmax fueron mayores para mujeres (tabla
3.3), diferencias que desaparecen luego de corregir los parametros por el
peso corporal de los sujetos. La tabla 3.4 muestra los valores medios para
parametros de disposicion, donde no se encontraron diferencias
significativas asociadas al sexo.

ti/2 CL/F Vp/F
(h) (L/h/kg) (L/kg)
Hombres 13,3 0,590 11,3
(N=8) (65,8%) (62,4%) (67,0%)
Mujeres 14,8 0,591 12,6
(N=8) (64,3%) (63,0%) (66,8%)
Total 14,0 0,590 11,9
(N=16) (65,0%) (62,6%) (66,8%)

Tabla 3.4. Medias (CV%) para parametros de disposicion de CyA en
voluntarios sanos.

Se registraron eventos adversos de intensidad leve posiblemente
relacionables a CyA durante el estudio, en ningin caso se traté de un evento
severo. Tres hombres adujeron calor en cara y cuerpo entre 1 y 2 horas
posdosis, dos de ellos tras recibir el producto T. La incidencia del mismo
evento adverso en mujeres fue mayor, 10 eventos, 5 luego de administrado el
producto T y 5 luego de administrado el R. Una de ellas presenté ademas
cefalea y otra adujo malestar estomacal. La mayor exposicion a CyA en
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mujeres debido a una mayor dosis/kg de farmaco es relacionable con el
perfil de eventos adversos registrado luego de una Uinica administracion.

Si bien no se encuentra dentro del alcance de este capitulo, existiéo un efecto
significativo del consumo de tabaco sobre la exposicion de CyA. Los
voluntarios fumadores presentaron menor exposicion (mayor CL/F,
p<0,005), probablemente asociado a una pérdida de biodisponibilidad.

Discusion de resultados

Tanto los resultados de los estudios previos como los obtenidos por el
CEBIOBE demuestran que los productos T y R son bioequivalentes, con
cocientes T/R de los parametros principales cercanos a la unidad tanto para
SO como para CGB, administrados en condiciones de ayuno y bajo
presencia de alimentos. La variabilidad residual es altamente dependiente
de las condiciones de administracion, siendo mayor para dosis poscomidas.

Los diferentes ensayos clinicos llevados a cabo en Canada son muy
interesantes para comprender el proceso de absorcion de CyA en
microemulsion, donde el metabolismo presistémico no es despreciable sino
que es la principal causa de la pérdida de biodisponibilidad. Los graficos de
la figura 3.2 muestran céomo la tendencia T/R AUCw vs. T/R Cmax/AUC es
diferente segun la formulacion y las condiciones de administracion
utilizadas. El principal factor asociado a esta diferencia seria la velocidad
media con la cual la CyA es transferida desde el estomago hacia el duodeno
(Vea). En el estudio SA se observa el mas rapido inicio de la absorcion de
CyA, ya que no existe un proceso de liberacion de la microemulsion ni
aumento en el tiempo de retencion gastrico por presencia de alimentos. Esto
ademas se evidencia en la ausencia de tiempos de latencia: todos los
voluntarios presentaron concentraciones detectables de CyA en la primer
muestra posdosis (20 minutos). El rapido pasaje de CyA al duodeno origina
condiciones de saturacion enzimatica (velocidad de absorcion >> velocidad
de eliminacion presistémica), ya que mientras que el ingreso de farmaco
sigue una cinética de primer orden, el metabolismo presistémico presenta
una cinética enzimatica y con elevadas concentraciones de farmaco alcanza
una velocidad maxima constante (condiciones de saturacion). Esto ocurre al
menos en las primeras porciones del intestino donde hay un rapido ingreso
hacia la circulacion sistémica. Para algunos sujetos, principalmente
mujeres, con mayor variabilidad intraindividual en el vaciado gastrico y
menores Ved, €l metabolismo presistémico aumenta en relacion a la
absorcion a medida que se enlentece el pasaje desde estomago a duodeno.
La leve tendencia observada en la figura 3.2 para este estudio avalaria esta
hipotesis.
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Para el estudio SC, las condiciones son bien diferentes. La menor
biodisponibilidad de CyA obtenida en este ensayo respecto al SA sumado al
significativamente menor valor medio obtenido en Cmax/AUC para el total de
voluntarios (0,1359 y 0,2423 h-! respectivamente, p<0,0001), evidencian
una menor Ved. Para este estudio se registro la menor velocidad de ingreso de
CyA. Es probable que la microemulsion al ser administrada como tal bajo
presencia de alimentos en el estomago se desnaturalice formando una
emulsion. El pasaje hacia el duodeno es muy lento, acompanando a los
alimentos digeridos, y produciendo entonces concentraciones de CyA en
enterocitos muy por debajo del nivel de saturacion enzimatica. El
metabolismo presistémico compite asi con el ingreso de CyA al organismo.
Esto se traduce en una baja biodisponibilidad oral. La veq es limitante de la
cinética de las transferencias de CyA a nivel intestinal, al modificarse afecta
de igual manera las velocidades de los procesos de absorcion y de
eliminacion presistémica. La variabilidad en veq produce el grafico observado
para el estudio SC. Para las formulaciones SO, la exposicion obtenida para
CyA evaluada como AUC*kg fue mayor en hombres que en mujeres (p<0,035),
un 15,1% en SA y un 34,8% en SC. Cuax*kg también fue significativamente
mayor en hombres, un 21,0% y un 60,4% en SA y SC respectivamente
(p<0,0001). Una menor veq en mujeres podria argumentar a favor de una
pérdida de biodisponibilidad respecto al hombre, el cual presenta una
comprobada menor residencia de contenido estomacal. No se considera que
el CL sea la causa de diferentes AUC*kg ya que si bien la mujer expresa mas
CYP3A4 también posee menor expresion de Pgp que el hombre, y por tanto
podria suponerse que ambos fenomenos se compensarian llevando a un
similar CL. La diferencia en ti/2 que se obtuvo entre hombres y mujeres
podria explicarse por un mayor volumen de distribucion de la mujer. A
causa de una mayor proporcion de tejido graso, por el cual la CyA presenta
gran afinidad, el farmaco presenta mayor distribucion extravasal reduciendo
la velocidad de eliminacion.

Al administrar CyA en capsulas se observa que la biodisponibilidad es
independiente del sexo y de la coadministracion con comidas. De alguna
manera, la CGB protege a la microemulsion de la interaccion con alimentos
presentes en el estomago, y de la amplia diseminacion por la luz estomacal
que tendria cuando se la administra en ayunas. En otras palabras, hombres
y mujeres, ayuno y comida, lo que harian es entregar bien rapidamente el
contenido al estomago, o bien fraccionandolo en sucesivas entregas. En
cambio la solucion ampliamente dispersada en el estomago de hombres y
mujeres, sigue diferente curso si se transfiere como un proceso de primer
orden rapido (hombres) o de primer orden lento (mujeres).
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De hecho, el Tmax de CyA luego de administrarse como CGB con comidas es
menor al observado luego de administrada como SO con comidas (medianas
de 1,50 y 2,25 horas respectivamente), y es apenas mayor al observado
luego de administrada como SO en ayunas (1,25 horas). El impacto
principal de la presencia de alimentos sobre la biodisponibilidad en el caso
de CGB es un aumento de la variabilidad en el proceso de transferencia
estomago-duodeno de fracciones con alta concentracion de CyA. La ausencia
de una tendencia para T/R AUCwx respecto a T/R Cmax/AUC en el ensayo
CAC obedece a la baja variabilidad residual de AUC. Para el ensayo CCC, la
erratica biodisponibilidad produce una importante tendencia en el mismo
grafico. Una alta concentracion de CyA (CAC y CCC) genera condiciones de
saturacion del metabolismo presistémico, en tanto que wuna baja
concentracion de cada entrega gastrica hace que la eliminacion presistémica
compita de forma significativa como lo demostro el ensayo SC. Respecto al
sexo, hombres presentaron mayor variabilidad residual tanto en cantidad
absorbida como en velocidad de ingreso de CyA al organismo, mientras que
la variabilidad de mujeres estaria asociada principalmente a la cantidad
biodisponible. Es probable que la interaccion sexo-producto que muestra la
tabla 3.2 esté asociada al impacto de dos mujeres con elevados cocientes
T/R en un grupo pequeno de individuos (ver figura 3.2).

El estudio de bioequivalencia realizado por el CEBIOBE obtuvo similares
resultados que su analogo CAC. La variabilidad fue baja para los parametros
farmacocinéticos, respaldando la administracion en ayunas como
recomendacion a la practica clinica. Hombres discriminaron los productos T
y R en cuanto a Tuax. El mayor tiempo de apertura de capsula observado in
vitro para el producto T al evaluar los lotes utilizados para el estudio in vivo
pudo ser detectado en hombres. Esto no tiene impacto en la cantidad
absorbida, sino en una mayor latencia para el producto T respecto al R, que
en la practica clinica no generaria diferencias farmacodinamicas.

Si bien estuvieron repartidos casi equitativamente entre los sexos, la
presencia de un significativo numero de fumadores puede haber afectado el
analisis de diferencias hombre-mujer. Para los voluntarios no fumadores, si
bien dado su escasa cantidad por sexo no es posible realizar un analisis
estadistico, los promedios para ti/2, CL/F y Vp en hombres y mujeres fueron
13,7 y 16,1 horas, 0,515 y 0,483 L/h/kg, y 10,1 y 11,2 L/kg
respectivamente.

Conclusiones

La biodisponibilidad de CyA en microemulsion es altamente dependiente de
su pasaje desde el estomago al duodeno, y del mantenimiento de su
integridad como microemulsion, tal como se evidencia en la pérdida de
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cantidad absorbida cuando la solucion oral es administrada con comidas.
Formulada como soluciéon oral, tanto la presencia de alimentos en estémago
como el sexo tienen gran impacto en la absorcion de CyA. Como reportan
varios autores, estos resultados confirman que mujeres presentan un
vaciado gastrico mas lento. Contenida en capsulas de gelatina blanda, el
efecto de la comida y del sexo no fue evidenciado por los resultados de estos
ensayos. Es probable que en este caso la microemulsion sea transferida
hacia el duodeno de modo mas uniforme, al menos en condiciones de ayuno.

La coadministracion con comidas aumenta significativamente la variabilidad
en la biodisponibilidad de CyA, tanto para solucion oral como para capsulas
de gelatina blanda. Este efecto puede estar asociado a la mayor variabilidad
en vaciado gastrico provocada por la presencia de alimentos. Dado que la
eficacia del farmaco es altamente dependiente de la exposicion generada en
las primeras horas posdosis, se deberia indicar la administracion en
ayunas.

El uso de las formulaciones de solucion oral de microemulsion de CyA
deberia evitarse, ya que introducen una interaccion con el sexo (hombres
presentando mayor biodisponibilidad) y es mas sensible a la presencia de
alimentos en estomago.

Si bien no son concluyentes, los resultados sugieren una menor
biodisponibilidad de CyA para mujeres y una menor semivida en hombres.
La menor composicion grasa del sexo masculino llevaria a un menor
volumen de distribucion de la droga y con ello se explicaria la menor
retencion corporal. La mayor expresion de Pgp y menor expresion de
CYP3A4 en hombres no impactaria sobre el CL de CyA de manera disimil a
la mujer, ya que ésta por sus inversas expresiones de ambas proteinas
alcanzaria un similar resultado.
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CAPITULO 4. Bioequivalencia de antirretrovirales inhibidores
de la transcriptasa inversa no analogos de nucleésidos

Introduccion

Efavirenz (EFV) y nevirapina (NVP) son farmacos inhibidores de la
transcriptasa inversa del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1)
clasificados como “no analogos de nucledsidos”, sus estructuras quimicas
son ilustradas en la figura 4.1. Son ampliamente utilizados en el
tratamiento de la infeccion por VIH en combinacion con otros farmacos.
Dependiendo del tratamiento se incluye EFV o NVP a la terapia
antirretroviral. Poseen una eficacia similar, pero diferentes perfiles de
toxicidad, NVP presenta mayor incidencia de erupciones cutaneas (rash),
sindrome de Stevens-Johnson y hepatotoxicidad, mientras que EFV se
asocia con toxicidad a nivel del sistema nervioso central (SNC) y con
teratogenicidad, aunque también presenta incidencia de rash cutaneo
[155].

Efavirenz Nevirapina

Figura 4.1. Estructuras quimica de Efavirenz y Nevirapina.

EFV es utilizado en la practica clinica bajo una dosis diaria de 600 mg
debido a su larga ti/2 (entre 40 y 55 horas en estado estacionario). Es
metabolizado principalmente por CYP2B6, con contribuciones menores de
CYP3A4/5 y CYP2A6, dando lugar a metabolitos inactivos hidroxilados que
luego son sometidos a glucuronidacion para ser excretados. EFV también es
sometido a N-glucuronidacion directa mediada por UGT2B7, proceso que se
hace significativo a mediano plazo bajo tratamiento [156-158]. EFV induce
su propio metabolismo, tras una dosis unica la ti;2 se encuentra entre 52 y
76 horas. Circula altamente unido a proteinas plasmaticas (99,5%) y se
distribuye ampliamente. En estado estacionario las concentraciones en SNC
superan a las plasmaticas libres [159]. Esto, sumado a otros estudios,
sugiere que no es sustrato de transportadores de eflujo [160-163]. Al
administrarse en ayunas como comprimidos su biodisponibilidad oral es
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elevada pero incompleta, ya que al ser administrado en presencia de
alimentos de alto contenido graso (1000 kcal, 500-600 correspondientes a
grasas), tanto AUCoo como Cmax aumentan en un 28% y 79%
respectivamente [159]. La principal causa de este efecto es la baja
solubilidad del EFV en solucion acuosa a valores de pH menores que 7,5
(menor a 0,02 mg/mL) [164]. Esto lo ubica como un farmaco de clase II en la
clasificacion biofarmacéutica (baja solubilidad/alta permeabilidad). Debido a
que los efectos adversos de EFV se asocian a elevadas concentraciones
plasmaticas [165, 166], se prefiere administrar las dosis en condiciones de

ayuno.

NVP también es una molécula altamente lipofilica y de bajo peso molecular,
sin embargo al ser una base débil (pKa=2,8 para la base protonada) su baja
solubilidad en medio acuoso a pH>4 (0,1 mg/ml) aumenta
significativamente a pH 1,5 (1,9 mg/mL)[167]. Los comprimidos presentan
una biodisponibilidad oral mayor al 90% luego de una dosis unica
administrada con o sin comidas [168-170]. La posologia recomendada es de
200 mg administrados cada 12 horas, comenzando el tratamiento con 200
mg diarios por 14 dias, ya que la NVP también induce su propio
metabolismo, la ti/2 de 45 horas tras las dosis iniciales se reduce a 20 horas
luego de 2 a 4 semanas [171]. En el organismo, la NVP se distribuye
ampliamente, presentando un volumen de distribucion mayor que el agua
corporal total. Se ha observado una elevada penetracion del farmaco en el
SNC, siendo en estado estacionario la relacion entre concentracion en
liquido cefalorraquideo y concentracion plasmatica aproximadamente igual
a la fraccion de farmaco que circula libre (no unido a proteinas plasmaticas),
la cual representa un 40% [172-174]. Esto va de la mano con estudios in
vitro cuyos resultados indican que NVP no es sustrato de transportadores de
eflujo [162, 163, 175|. La eliminacion de NVP se da por metabolismo
oxidativo mediado por CYP3A4 y CYP2B6, con posterior glucuronidacion de
metabolitos y excrecion [176, 177]. No hay reportes de glucuronidacion
directa para NVP.

EFV y NVP presentan un comportamiento farmacocinético similar. Sus
diferentes perfiles de solubilidad pH dependiente marcan diferencias a nivel
de la absorcion enteral. Este capitulo incluye el analisis realizado sobre
datos resultantes de estudios de bioequivalencia llevados a cabo por el
CEBIOBE, para medicamentos conteniendo EFV y medicamentos
conteniendo NVP.

Estudio de bioequivalencia entre medicamentos conteniendo EFV

14 voluntarios sanos, 6 hombres y 8 mujeres con pesos corporales medios
de 90,7 y 63,9 kg respectivamente, completaron un estudio de
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bioequivalencia promedio entre comprimidos conteniendo 600 mg de EFV.
Se comparoé un producto fabricado por un laboratorio nacional (Te), respecto
al producto original Stocrin® (Re), propiedad del laboratorio Merck Sharp &
Dohme. Una dosis tnica de 600 mg de cada producto fue administrada a
cada voluntario, separadas por un periodo de lavado de 28 dias. Para
disminuir la variabilidad farmacocinética residual y la incidencia de efectos
adversos se administro la dosis por la noche (21:00 horas) con 2 horas de
ayuno. Por la noche el tono simpatico se encuentra disminuido respecto a la
manana, provocando un menor gasto cardiaco y reduciendo la fraccion de
flujo sanguineo destinada a zonas extra esplacnicas y renales. Estos
cambios producirian una mas lenta absorcion de EFV por la noche, y una
menor transferencia del farmaco hacia zonas extravasculares como el SNC
donde provoca los principales efectos adversos [27]. La administracion
nocturna, ademas de perseguir el objetivo de reproducir la indicacion
posologica del fabricante (generalmente utilizada en la practica clinica),
intentdé reducir Cmax y reducir la variabilidad en la absorcion, ya que las
condiciones fisiologicas en la noche son mas estables dado el reposo que
llevan a cabo los voluntarios. El protocolo del ensayo clinico fue estudiado y
aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Quimica (UdelaR). Los
voluntarios participantes cumplieron con los criterios de inclusion y
firmaron un consentimiento informado. Se tomaron muestras de sangre
hasta las 96 horas posdosis. Durante las primeras 24 horas, los voluntarios
permanecieron internados en las instalaciones del CEBIOBE siguiendo un
protocolo de alimentacion estandarizado, para luego proseguir de modo
ambulatorio.
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Figura 4.2. Perfiles medios de EFV obtenidos para los productos Te y Re (600 mg) en 6 hombres y
8 mujeres hasta las 48 horas posdosis.
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Las concentraciones de EFV en plasma fueron analizadas mediante HPLC-
UV seglin una técnica desarrollada y validada por el Area Analitica del
CEBIOBE. Los perfiles farmacocinéticos obtenidos en plasma sanguineo
para hombres y mujeres con ambos productos se muestran en la figura 4.2.

La tabla 4.1 resume los resultados del analisis farmacocinético aplicado
para analizar la bioequivalencia entre los productos Te y Re. Dado que el
AUCT represento en promedio un 57% del AUCoo, ambos parametros fueron
incluidos. Mediante la tabla 4.2 se presentan las estimaciones realizadas
para el resto de los parametros farmacocinéticos.

Media Media

Parametro Tea Re® Te/Re* IC90%* CVRges* (%)
AUCr
meh /L) 73,86 74,22 1,00 0,95-1,04 7,18
AUCoo
- - -
2T (mgh/y 134,3 1436 0,94 0,85-1,03 14,0
o % Cwax(ng/mL) 3706 4154 0,89 0,74-1,07 27,6
Tuax (h) 3,0 2,0 0,0 -1,0-1,0 2,0
Cmax/AUC (h'l) 0,02759 0,02912 0,95 0,77-1,16 31,2
AUCr 63,93 68,56 0,93 0,86-1,01 6,79
(mg*h/L)
2 _ AUCe 117,1  123,1 0,95 0,85-1,06 9,03
& O (mgh/L) ’ ’ R ’
ga Cwax (ng/mL) 3087 4141 0,75 0,57-0,98 22,3
iz Tuax (h) 3,5 2,0 0,5 0,0-1,75 1,75
Cmax/AUC (h'l) 0,02637 0,03365 0,78 0,60-1,03 22,6
AUCr
meh /L) 82,47 7846 1,05 1,00-1,11 5,48
(/)]
& AUCoo i
% (mgh/L 150,9  159,7 0,94 0,79-1,13 19,0
32 Cuax(ng/mL) 4434 4156 1,07 0,84-1,36 25,2
= Tumax (h) 2,0 2,5 0,5 -1,0-0,25 1,25

Cmax/AUC (h-1) 0,02945 0,02657 1,11 0,81-1,51 32,8
Tabla 4.1. Resumen de resultados de bioequivalencia entre comprimidos conteniendo EFV
realizado por el CEBIOBE. 2Se informa la media geométrica de todos los parametros excepto
para Tumax, para el cual se informa la mediana.*Para Twmax se informa como Te/Re la
diferencia de medianas Te-Re, como IC90% el rango entre el ler y 3er cuartil, y su amplitud
como CVggs.

Si bien luego de administrados los productos Te y Re la cantidad de EFV
absorbida resulté similar, no fue posible determinar bioequivalencia dado
que el IC90% para Cumax quedo por fuera de la especificacion. Tanto el
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apartamiento del cociente Te/Re respecto a la unidad como la importante
variabilidad residual mostrada por este parametro condujeron a la situacion
de inconclusion. En el mismo sentido fue afectado Cwmax/AUC, demostrando
que la diferencia entre marcas comerciales estuvo en la velocidad de ingreso
del farmaco a la circulacion sistémica.

ti/2 CL/F Vp/F
(h) (L/h/kg) (L/kg)
Hombres 81,7 0,0761 8,97
(N=6) (97,4%) (49,9%) (59,2%)
Mujeres 94,8 0,0585 8,00
(N=8) (51,9%) (44,0%) (24,1%)
Total 88,9 0,0655 8,40
(N=14) (71,1%) (28,9%) (41,3%)

Tabla 4.2. Parametros farmacocinéticos para EFV obtenidos tras
analisis no compartimental de datos en 16 voluntarios sanos luego de
una unica dosis de 600 mg de productos Te y Re.

El analisis por sexo agrega informacion al respecto: la diferencia comentada
se evidencia en voluntarios hombres, para los cuales el Te/Re Cmax fue
significativamente menor a 1, el Te/Re Cmax/AUC fue de 0,78 y el Tmax para
el producto Te fue consistentemente mayor que para el Re. En mujeres las
diferencias medias no se observaron, pero los cocientes Te/Re para Cmax y
Cmax/AUC fueron mayores que 1, al contrario que lo observado en hombres.
Las diferencias son evidentes en los perfiles farmacocinéticos medios
obtenidos para EFV en hombres tras administrar una u otra marca
comercial (figura 4.2). Los perfiles medios para mujeres muestran un
rendimiento similar entre marcas comerciales, con un ingreso apenas mas
rapido para el producto Te. Notese que si el estudio fuera repetido con 16
voluntarias mujeres, es probable que se arribe a la conclusion de
bioequivalencia para estos productos.

Para EFV, la velocidad de ingreso tiene poco impacto en la cantidad
absorbida. La figura 4.3 muestra la relacion entre cocientes Te/Re de
Cmax/AUC y AUC, para la cual no se observa una correlacion. A pesar de ser
un farmaco de baja solubilidad y mostrar un ingreso relativamente lento,
especialmente para hombres al recibir Te, EFV es absorbido en una amplia
region del tracto intestinal. Al no ser sustrato de transportadores de eflujo,
la cantidad de EFV disuelta a lo largo del intestino es suficiente para
alcanzar condiciones de saturacion del metabolismo presistémico (CYP2B6
se expresa tanto en higado como en intestino [178]), aun para una baja
velocidad de disolucion. El aumento de biodisponibilidad al administrar EFV
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con comidas se debe a una mayor disolucion del farmaco gracias a la
presencia de tensoactivos, e indica que probablemente en condiciones de
ayuno una fraccion de la dosis atraviesa el tracto gastrointestinal sin llegar
a absorberse. Esto no se observa como una interrupcion de la absorcion ya
que sucede en zonas muy distales del intestino, a tiempos alejados de Tuax.
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Figura 4.3. Relacion entre cocientes Te/Re AUCr y Cuax/AUC
en 6 hombres y 8 mujeres.

Los diferentes rendimientos entre marcas comerciales se evidenciaron en
voluntarios hombres probablemente debido a una diferente liberacion y
disolucion de EFV en condiciones gastrointestinales. La farmacopea de
Estados Unidos (USP) indica que el ensayo de disolucion de comprimidos de
EFV como control de calidad fisicoquimico debe realizarse en 1 L de
laurilsulfato de sodio (LSS) al 2% con aparato II (paletas) a 50 rpm,
exigiendo un porcentaje de EFV disuelto mayor a 80% de la dosis declarada
en 30 minutos [179]. Panikumar et al. [164] realizaron ensayos de disolucion
de tres marcas comerciales de EFV en distintos medios de disolucion. Bajo
los medios propuestos por farmacopeas encontraron que se lograba una
rapida y completa disolucion de EFV sin discriminacion alguna entre
marcas comerciales, proponiendo entonces como medio biorrelevante LSS al
0,25% en fluido gastrico simulado (FGS), a pesar de que la solubilidad de
EFV no cambiaba utilizando FGS o agua. En el CEBIOBE, se llevé a cabo un
ensayo de disolucion de los productos Te y Re (6 unidades de cada uno) en
900 mL de agua con LSS al 0,25% termostatizado a 37°C, con agitacion por
paletas a 75 rpm. Como muestra la figura 4.4 se observo una mas rapida
disolucion para el producto Te. Se realizd otro ensayo de disolucion
quitando el LSS y ajustando el pH a 8,0 como unicos cambios. En este
medio, si bien los porcentajes de EFV disueltos son bajos debido a su baja
solubilidad, los perfiles acompanan a la absorcion de farmaco observada en
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voluntarios masculinos luego de la administracion oral. La formulacion del
producto Re permite disolver hasta casi 3 veces mas EFV que a la
formulacion de Te en 3 horas bajo una cinética de orden cero. Los perfiles
medios de disolucion incluidos en la figura 4.4 muestran claramente que el
producto Re presenta en su formulacion un excipiente que favorece la
solubilizacion de EFV cuando el medio no presenta tensoactivos. Para el
producto Te, el porcentaje de EFV disuelto permanece constante, igual a la
concentracion de saturacion. Al incluir LSS las diferencias parecerian
anularse (el ensayo en dicho medio se realizo hasta los 80 minutos). Si bien
ambos productos se desintegran rapidamente, se observo para el Te una
ventaja en este sentido bajo todos los medios ensayados, factor que
explicaria la mayor velocidad de disolucion observada en agua con LSS al
0,25%.
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Figura 4.4. Perfiles de disolucion de comprimidos de EFV en 900 mL de diferentes medios,
a 37°C con agitacion por paletas a 75 rpm.

¢Como explican estos resultados el ingreso de EFV in vivo? La rapida
desintegracion que presentan los productos en el estomago permite que la
formulacion sea reducida a pequenos fragmentos capaces de pasar a través
del piloro hacia el duodeno, al tiempo que el farmaco es lentamente disuelto
en los fluidos gastrointestinales. Ya en el intestino, debido a la alta
permeabilidad que presenta EFV a través del epitelio intestinal, la dosis
disuelta es rapidamente absorbida, impidiendo la saturacion del fluido
(condiciones sink) y por tanto la pérdida de biodisponibilidad. El farmaco es
disuelto a lo largo del intestino, aprovechando una amplia ventana de
absorcion. Bajo estas condiciones, como se observo en el ensayo in vitro, el
producto Re logra entregar al farmaco mas rapido. En mujeres, la situacion
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es mas parecida al ensayo en medio LSS 0,25%: el producto Te logra menor
Tmax y mayor Cmax y Cwmax/AUC. Debe considerarse que la dosis fue
administrada 2 horas después de wuna cena. Las condiciones
gastrointestinales de hombres y mujeres en ese momento pueden haber sido
lo suficientemente diferentes como para ofrecer diferentes entornos a la
disolucion de los productos. Mientras hombres presentaron condiciones
parecidas al ayuno, en mujeres la presencia de tensoactivos y un mas lento
vaciado gastrico ofrecieron condiciones similares a una administracion post-
ingesta de comidas que oculto el diferente rendimiento entre productos. A
favor de esta hipotesis, el AUC*kg estimado en mujeres fue un 30% mayor
respecto a hombres, diferencia no significativa debido a la alta variabilidad
interindividual.

Respecto a la disposicion de EFV, no se observaron diferencias significativas
entre hombres y mujeres. La tunica diferencia significativa asociada al sexo
estuvo en una mayor variabilidad para Vp/F/kg estimada en hombres
(p<0,005).

Las diferencias en velocidad de ingreso para EFV halladas en hombres,
evidentes por las menores Cumax resultantes para el producto Te, se reflejaron
en una menor incidencia de efectos adversos. A pesar de que no se
registraron efectos adversos severos, tras la administracion del producto Re
todos los voluntarios presentaron somnolencia en las primeras 4 horas
posdosis (efecto adverso moderado), exceptuando un voluntario de sexo
femenino que presento la mas baja Cmuax registrada en el estudio. Tras la
administracion del producto Te, mientras dicho efecto adverso se presento
en todos los voluntarios del sexo femenino, s6lo aparecié en la mitad de los
sujetos hombres. Estos resultados muestran que un producto que libere
EFV de modo mas lento podria presentar una ventaja en la terapéutica al
disminuir la incidencia de efectos adversos durante las primeras semanas
de tratamiento, determinantes en la adherencia de los pacientes. La
publicacion de nuestro grupo de investigacion [180] incluye un analisis mas
profundo al respecto.

Estudio de bioequivalencia entre medicamentos conteniendo NVP

El CEBIOBE llevé a cabo un estudio de bioequivalencia promedio entre
comprimidos conteniendo 200 mg de NVP. Un producto fabricado por un
laboratorio nacional (Tn) fue comparado con el producto original,
Viramune® (Rn), comercializado por el laboratorio Boehringer Ingelheim.
Participaron 16 voluntarios, 6 hombres y 10 mujeres (pesos corporales
medios: 81,0 y 71,7 kg respectivamente), los cuales recibieron un
comprimido de cada producto separados por 28 dias.
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La administracion se realizo6 15 minutos después de la ingesta de un
desayuno de moderado contenido graso. Luego los voluntarios
permanecieron internados por un periodo de 24 horas en el cual siguieron
un protocolo de alimentacion estandarizado, para finalmente proseguir de
modo ambulatorio hasta las 96 horas posdosis, tiempo en el que fue tomada
la ultima muestra de sangre. Todos los sujetos participantes del estudio
recibieron y firmaron un consentimiento informado, explicativo del protocolo
que fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Quimica (UdelaR).

La figura 4.5 muestra los perfiles medios obtenidos para Tn y Rn en
hombres y mujeres. No se registraron eventos adversos relacionables a NVP
en ningun voluntario.
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Figura 4.5. Perfiles medios de NVP obtenidos para los productos Tn y Rn (200 mg) en 6
hombres y 10 mujeres hasta las 48 horas posdosis.

Los resultados del analisis de bioequivalencia y las estimaciones para
parametros de disposicion de NVP en hombres y mujeres son presentados
en las tablas 4.3 y 4.4 respectivamente. Tanto para Cumax como para los
parametros de AUC, el cociente Tn/Rn es cercano a 1 con IC90%
comprendido dentro de la especificacion de bioequivalencia para el total de
voluntarios sanos. La variabilidad residual para todos los parametros fue
baja. No se observaron diferencias significativas para Tmax entre productos.
Estos resultados fueron verificados en ambos sexos por separado,
comprobando que los productos Tn y Rn son bioequivalentes.

Al igual que para EFV, el cociente Tn/Rn AUC no mostréo correlacion
significativa con el cociente Tn/Rn Cmax/AUC (figura 4.6). NVP tampoco es
sustrato de transportadores de eflujo, por lo tanto la zona de efectiva
absorcion en el tracto intestinal es también muy amplia, no hay
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metabolismo presistémico significativo y por tanto la velocidad de ingreso no
afecta la cantidad total absorbida. La disolucion del farmaco en este caso
estuvo favorecida por la presencia de alimentos en estomago gracias al
enlentecimiento del vaciado gastrico, prolongando el tiempo de residencia de
la dosis en un fluido con pH mas favorable para la solubilizacion de NVP.

Media Media

Parametro s Rue Tn/Rn* IC90%* CVres* (%)
AUCT

(mevh /L) 96,41 9559 1,01 0,98-1,04 5,18
AUCo

Q= 152,8 152,8 1,00 0,94-1,07 10,3

<9 (mgh/L)

o %  Cumax (ng/mL) 1798 1875 0,96 0,91-1,01 8,93
Tuax (h) 4,0 4,0 0,5 -025-125 1,50
Cmax/AUC (h']) 0,01176 0,01211 0,97 0,90-1,04 11,5
AUCT 94,14 9328 1,01 0,94-1,09 5,94

i (mg*h/L)

g _ AUCe 140,7 1357 1,04 0,96-1,12 6,55

%&  (mgh/L)

g Z Cuax (ng/mL) 1812 1904 0,95 0,90-1,00 4,28

T Tuax (h) 3,5 2,0 1,5 -0,5-2,0 25
Cmax/AUC (h']) 0,01292 0,01398 0,92 0,86-1,03 8,66
AUCT

) (mevh /L) 97,80 96,98 1,01 0,97-1,05 5,26

g~ AUCe 160.6 1635 0098 0,89-1,09 12,2

% 2 (mg*h/L) ) ) ) ) ) )

3 %  Cumax (ng/mL) 1789 1858 0,96 0,88-1,06 11,4

= Tuax (h) 4,0 4,0 0,0  0,0-1,0 1,0

Cmax/AUC (h-l) 0,01111 0,01114 1,00 0,89-1,11 13,3
Tabla 4.3. Resumen de resultados de bioequivalencia entre comprimidos conteniendo NVP
realizado por el CEBIOBE. 2Se informa la media geométrica de todos los parametros excepto
para Twmax, para el cual se informa la mediana.*Para Twmax se informa como Tn/Rn la
diferencia de medianas Tn-Rn, como IC90% el rango entre el ler y 3er cuartil, y su amplitud
como CVggs.

La mayor solubilidad de NVP en medio acido y la diferente entrega del
contenido gastrico en hombres y mujeres dan lugar a una distinta velocidad
de absorcion para los sexos: la Cwmax de NVP corregida por peso fue
significativamente mayor para hombres, con una diferencia de 15% (p<0,01);
Cuax/AUC fue 21% mayor en hombres, sin llegar a mostrar significancia
estadistica. Tanto un menor pH como un menor tiempo de residencia en
estomago para hombres pueden ser causantes de esta diferencia. Incluso en
hombres se logran diferenciar los productos (Cmax Rn> Cmax Tn), a pesar del
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bajo numero de sujetos. El producto Rn tendria entonces una mayor
velocidad de disolucion, diferencia que no se evidencia en mujeres. Esta
diferente exposicion maxima a NVP probablemente no tenga consecuencias a
la hora de utilizar uno u otro producto en un tratamiento donde la actividad
enzimatica se encuentre inducida y los perfiles presenten menores Cuax.

ti/2 CL/F Vp/F
(h) (L/h/kg) (L/kg)
Hombres 56,6 0,0181 1,48
(N=6) (30,0%) (20,7%) (11,4%)
Mujeres 70,7 0,0174 1,78
(N=10) (37,2%) (34,8%) (8,50%)
Total 65,1 0,0177 1,66
(N=106) (36,0%) (29,8%) (13,2%)

Tabla 4.4. Parametros farmacocinéticos para NVP obtenidos tras
analisis no compartimental de datos en 16 voluntarios sanos luego de
una Unica dosis de 200 mg de productos Tn y Rn.
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Figura 4.6. Relacion entre cocientes Tn/Rn AUCr y Cuax/AUC
en 6 hombres y 10 mujeres.

Por ultimo, mujeres presentaron mayor variabilidad en la exposicion a NVP,
segun se evidencio para las varianzas de CL/F/kg (p<0,0001).

Conclusiones

Tanto EFV como NVP, al no ser sustratos de transportadores de eflujo,
presentan en su disolucion en fluidos gastrointestinales la tnica limitante
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para la absorcion oral tras una dosis Unica. En estado estacionario el
metabolismo de primer paso podria ser limitante para EFV debido a la
induccion enzimatica y a su baja solubilidad. En este estudio se observo que
la velocidad de disolucion y el pasaje desde el estomago al duodeno regulan
la velocidad de ingreso de ambos farmacos al organismo, sin impacto sobre
la fraccion de dosis finalmente absorbida. La administracion de comidas
previo a la dosis disminuye la variabilidad en la velocidad de absorcion,
como se observo para NVP. Al prolongar el tiempo de residencia de la
formulacion en el estomago y disminuir la velocidad de vaciado gastrico
produce que la absorcion sea mas reproducible tanto entre individuos como
entre ocasiones para un mismo individuo.

La absorcion de EFV a la circulacion sistémica mostré correlacion con
ensayos in vitro realizados en condiciones muy diferentes a las
recomendadas por USP. El ensayo de disolucion sin tensoactivos reflejo las
condiciones gastrointestinales de hombres, mientras que al agregar 0,25%
de LSS los perfiles de disolucion correlacionaron con la absorcion observada
en mujeres dos horas después de ingerir alimentos. Las diferencias
gastrointestinales hombre-mujer se hicieron evidentes en las condiciones del
estudio de bioequivalencia.

El rapido ingreso de EFV a la circulacion sistémica estuvo asociado a la
aparicion de efectos adversos. Para el producto Te, que tuvo menor velocidad
de absorcion en hombres, la incidencia fue menor.

La mayor velocidad de absorcion estimada para NVP en hombres refleja
diferencias fisiologicas respecto a las mujeres: tanto el menor pH del
contenido estomacal como el mas rapido vaciamiento gastrico pueden estar
influyendo.

Finalmente, no se encontraron diferencias significativas asociadas al sexo en
la disposicion de EFV y NVP. Contrario a los reportes que indican una mayor
actividad de CYP2B6 y CYP3A4 en mujeres, para ambos farmacos existio
una tendencia hacia una mayor semivida en las voluntarias participantes del
estudio. Quizas el amplio volumen de distribucion y la baja extraccion
hepatica que presentan tanto EFV como NVP sean las razones para que
dichas diferencias no hayan sido observadas.
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CAPITULO 5. Recirculacion de nevirapina: farmacocinética
poblacional mediante modelos no lineales de efectos mixtos

La investigacion presentada en el presente capitulo dio lugar a la
publicacion del articulo cientifico N° IV.

Introduccion: modelos no lineales de efectos mixtos aplicados al
analisis farmacocinético poblacional

Durante la primer parte de la presente tesis se realizd un analisis
farmacocinético poblacional utilizando modelos lineales de efectos mixtos
(ANOVA) y el método en dos etapas (TS), principalmente para evaluar los
parametros farmacocinéticos de cada principio activo.

El método TS consiste en una primera etapa durante la cual se estiman
parametros individuales voluntario a voluntario, ya sea mediante un analisis
no compartimental o asumiendo determinado modelo farmacocinético. En
una segunda etapa, los efectos fijos son estimados combinando los valores
individuales (a través de la media o mediana segun la distribucion
correspondiente) y los efectos aleatorios (variabilidad interindividual)
mediante la estimacion de dispersion de datos (tipicamente mediante la
varianza-covarianza). Este método tiene como grandes ventajas su
simplicidad y su rapida aplicacion, y es probablemente uno de los métodos
mas aplicados para analizar datos. Sin embargo tiene algunas limitaciones
que pueden tener mayor o menor impacto segun los datos disponibles y los
objetivos del analisis.

Supongamos que se pretenden estimar parametros farmacocinéticos para
un principio activo aplicando un modelo farmacocinético determinado por
una cantidad de parametros igual a P, utilizando datos de una poblacion de
sujetos con una cantidad de muestras plasmaticas igual a nj, que puede
diferir entre sujetos. Para cada sujeto por separado se estiman efectos fijos
0, y efectos aleatorios wj. Un conjunto de sujetos pueden presentar un
numero de datos insuficiente: a medida que n; se acerca a P la estimacion de
parametros se hace mas rigida en el sentido de que no sera posible elegir
con qué datos se quiere estimar cada parametro, y cuando n; es menor que
P ya no sera posible aplicar el modelo farmacocinético seleccionado para
obtener los parametros individuales, por lo que se debera descartar dicha
informacion. Adicionalmente, los datos obtenidos en cada sujeto pueden
diferir significativamente en cuanto a calidad informativa de los procesos
farmacocinéticos. Es evidente que el error residual en el ajuste del modelo
(€;1) sera diferente sujeto a sujeto, y que también el error en la estimacion de
cada parametro P puede diferir sujeto a sujeto. Al combinar los parametros
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obtenidos en cada sujeto 6p; para estimar 6p, el error en la estimacion de
cada parametro es descartado. Parametros estimados con cierta imprecision
son tratados en la segunda etapa como si fueran variables medidas de forma
exacta, lo cual puede sesgar la estimacion de 6p,. La variabilidad
interindividual w? determinada en la segunda etapa presentara una
sobreestimacion, ya que a menos que la variabilidad interindividual y la
variabilidad en el error de estimacion del parametro posean correlacion
negativa, % tendra como minimo valor a la suma de varianzas de cada
fuente. Distintos autores han reportado las desventajas del método TS, a la
vez que existen varias modificaciones destinadas a corregir estas
limitaciones [181-185]. Debe considerarse que cuando los datos
farmacocinéticos son obtenidos a partir de un ensayo clinico protocolizado,
en donde las fuentes de variabilidad estan minimizadas, la cantidad de
muestras es igual por voluntario y es obtenida en funcion de los parametros
a estimar, las desventajas del método TS son considerablemente reducidas.
La mayor limitacion se encuentra al analizar datos provenientes de
pacientes ambulatorios, donde la variabilidad farmacocinética es mucho
mayor y la cantidad de datos es limitada.

A principio de la década de 1980, Lewis Sheiner y Stuart Beal introdujeron
la utilizacion de modelos no lineales mixtos (NLME) al analisis
farmacocinético poblacional, creando el software NONMEM (Nonlinear mixed
effects model) [186]. A lo largo de los anos esta metodologia se ha establecido
como estandar a nivel mundial, formando la base de la farmacometria
(farmacologia cuantitativa), aplicada en el desarrollo de farmacos,
farmacocinética clinica, analisis de progresion de enfermedades, disenio de
ensayos clinicos, etc. Si bien no es el objetivo de la presente tesis ahondar
en los fundamentos de esta metodologia, ha sido utilizada como herramienta
en el analisis farmacocinético contenido en los siguientes capitulos por lo
que se resumira brevemente. Para mayor informacion referirse a Bonate
P.[187, 188], Ette et al.[4, 189, 190] y Pillai et al.[191, 192].

El enfoque de los NLME se basa en que la respuesta PK-PD que presenta un
individuo a un farmaco esta determinada por un conjunto de parametros
que presentan una cierta distribucion en la poblacion. Existe una respuesta
PK-PD poblacional determinada por la interaccion medicamento-organismo
y por el efecto de determinadas covariables, la cual podemos explicar en
base a modelos estructurales (determinados por los efectos fijos) y
estocasticos (efectos aleatorios). Tanto la tendencia media como los
diferentes niveles de variabilidad de dicha respuesta son cuantificables
analizando al conjunto de sujetos como una unidad. El analisis se realiza
entonces en una unica etapa, combinando los datos disponibles de todos los
sujetos, estimando efectos fijos y efectos aleatorios de manera simultanea.
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La principal ventaja respecto al método TS es que al combinar los set de
datos de diferentes sujetos, la calidad informativa aumenta
significativamente. Por ejemplo, aquellos sujetos con mayor informacion
respecto a la absorcion tendran mas influencia en la estimacion de los
parametros que expliquen dicho proceso, lo mismo pasara con datos de
sujetos que contengan observaciones de mayor calidad para estimar
parametros de eliminacion. Ningun dato es descartado: sujetos para los
cuales fueron tomadas pocas muestras pueden ser incluidos en el analisis,
que permitira obtener parametros poblacionales con menor sesgo respecto al
TS y estimar parametros individuales aun con pocas observaciones.

Otra ventaja es que al no sobreestimar la variabilidad interindividual, el
meétodo posee mayor potencia en la identificacion de covariables
significativas.

El modelo farmacocinético poblacional se compone de un modelo estructural
y un modelo estocastico de estructura jerarquica (variabilidad
interindividual - variabilidad residual). Basicamente esta dado por las
siguientes ecuaciones:

Vij = f(Oips Xij) + &5 (Ecuacion 1)
Oip = (6, x:) + My (Ecuacion 2)

Donde y;; es la observacion para el sujeto i a tiempo j, f (Hip,xij) es una
funcion que describe el valor esperado de la observacion de acuerdo a
ciertos parametros farmacocinéticos individuales 6;, (CL, Vb, ka, etc.) y
covariables x;; (i: sexo, edad, etc.; j: hora de administracion, dosis), y ¢;; es la
variabilidad residual entre la respuesta observada y la estimacion tal que:

&ij ~ N(0,0%v(6;,x;5,€)) (Ecuacion 3)

Siendo ¢? una constante y v(@ip,xl-j) un modelo que relaciona dicho valor
con parametros farmacocinéticos, covariables y otros factores ¢ que
Unicamente estén presentes en la varianza residual (por ejemplo un factor
relacionado al método analitico, cuando se analiza de modo conjunto datos
provenientes de distintos laboratorios). A su vez, cada 6;, se relaciona con el
valor poblacional 6, y un conjunto de covariables x; (edad, peso, sexo, etc.)
mediante cierto modelo g (Ecuacion 2). El apartamiento entre g(6,,x;) y 6;p
corresponde a la variabilidad interindividual no explicada por el modelo:

Nip ~ N (0, wp) (Ecuacion 4)

El modelo estructural esta representado por f(6i,,x;;) y g(6,, x;), mientras
que g;; y 1;, forman parte del modelo estocastico.
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Los parametros poblacionales (6,,w5,0°) son cuantificados como estimadores
de maxima verosimilitud (MLE), analizando la probabilidad de los datos
condicional al modelo estructural-estocastico establecido. Siendo
L;(Yilx;, 8y, C;) la verosimilitud para un set Y de datos del individuo i dados los
parametros poblacionales 6, del modelo, las covariables x; y la matriz
individual de varianza-covarianza C; para encontrar los estimadores de
maxima verosimilitud en dicho individuo el software minimiza una funcion
objetivo (OFVj) igual a -2log[L;(Y;|x;6,C;)]. La sumatoria de las OFV;
obtenidas en el conjunto de individuos es igual a la funcion objetivo
poblacional (OFV), aproximable a una distribucion chi cuadrado (X?). La
funcion de verosimilitud poblacional puede ser aproximada en NONMEM por
diferentes meétodos de estimacion, separables en paramétricos y no
parameétricos, segin se asuma o no una cierta distribucion para los efectos
aleatorios. Dentro de los métodos paramétricos aplicados a NLME, el mas
utilizado, y aplicado para los analisis contenidos en la presente tesis es la
estimacion condicional de primer orden (FOCE). Las suposiciones asociadas
a la aplicacion de estos métodos fueron mencionadas en el Capitulo 1:
independencia de errores residuales (observacion-prediccion), distribucion
normal de errores residuales con varianza o2, independencia de desvios
interindividuales (n;) y distribucion normal de los mismos con varianza w-?.
Bajo la utilizacion del método FOCE, los residuales ponderados obtenidos
son denominados CWRES (residuales condicionales ponderados).

Los parametros individuales son obtenidos mediante estimacion bayesiana
maxima a posteriori (MAP), se utilizan en la busqueda de covariables
durante el desarrollo del modelo y en la individualizacion de dosis cuando se
aplica un modelo validado.

Ademas de la OFV, se utilizan diferentes herramientas para diagnosticar la
bondad del ajuste y la validez del modelo durante el desarrollo del mismo.
Para los analisis contenidos en este trabajo se aplicaron las siguientes:

e Herramientas graficas:

— CWRES vs. variable independiente (tiempo).

— CWRES vs. predicciones poblacionales del modelo.

— Predicciones individuales vs. observaciones.

— Predicciones poblacionales vs. observaciones.

— Histogramas para CWRES y para n;.

— Predicciones individuales y observaciones vs. tiempo.

— VPC  (visual predictive check). Se simulan  perfiles
farmacocinéticos en base al modelo obtenido y se compara
graficamente la distribucion de predicciones con la distribucion
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de observaciones permitiendo comparar tanto efectos fijos como
aleatorios.
e Herramientas numéricas:

— LRT (likelihood ratio test). Para comparar dos modelos anidados
A y B, donde el modelo B se obtiene anadiendo parametros al
modelo A, la diferencia obtenida en OFV (AOFV=0OFVa-OFVg) se
considera significativa si es mayor al valor critico obtenido para
la distribucion X2 con grados de libertad igual a ps-pa, siendo p
el nimero de parametros presente en cada modelo.

— AIC (Akaike information criteria). Para comparar modelos no
anidados con diferente numero de parametros, AIC=OFV+2*p.
Se elige el modelo con menor valor de AIC. Este criterio penaliza
al modelo por el numero de parametros.

— Precision de parametros: NONMEM calcula el error estandar en
la estimacion de cada parametro al aplicar un cierto modelo a
un conjunto de datos, para obtener un IC95% para el valor
poblacional esperado. Alternativamente se utiliza el Bootstrap
no paramétrico [193], método bajo el cual los N sujetos que
componen la muestra son muestreados repetidamente con
reposicion, creando M muestras de N sujetos. El modelo
obtenido es ajustado a cada muestra por separado, obteniendo
M estimaciones de cada parametro. El IC95% no paramétrico
para cada parametro se obtiene con los cuantiles 0,025 y 0,975
de la distribucion de estimaciones en las M muestras. El
numero de muestras depende de la complejidad del modelo,
como minimo se deben utilizar 100.

— ETABAR: se realiza un test de hipotesis evaluando si el valor
medio de los estimadores individuales bayesianos de un
parametro difiere significativamente de cero. Un resultado
significativo es considerado como indicador de wuna mal
especificacion en el modelo.

— Shrinkage[194]: la estimacion de parametros a posteriori puede
presentar ciertos desvios de acuerdo a la naturaleza de los
datos. Cuando la variabilidad interindividual es mucho mayor a
la variabilidad residual, la estimacion estara fuertemente
influenciada por los datos individuales, aun cuando estos sean
insuficientes o poco informativos. Este fenomeno se conoce
como e-shrinkage. En el caso opuesto, la estimacion estara
condicionada por la distribucion prior, y los parametros
individuales se “pegaran” al valor poblacional, causando n-
shrinkage. Ambos parametros son cuantificados como
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porcentajes y deben ser tenidos en cuenta al interpretar los
resultados de un modelo.

Analisis farmacocinético poblacional de NVP incluyendo descripcion de
multiples picos.

Los perfiles individuales de concentraciones plasmaticas de nevirapina (NVP)
obtenidos tras el estudio de bioequivalencia presentado en el Capitulo 4
mostraron multiples picos de concentracion a tiempos posteriores que Twmax.
La figura 5.1 muestra un grafico de espaguetis con las concentraciones
observadas en los 16 voluntarios tras la administracion de 200 mg de cada
marca comercial.
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Figura 5.1. Grafico de espaguetis mostrando las concentraciones plasmaticas de NVP
observadas en 16 voluntarios (10 mujeres. 6 hombres) tras una dosis tnica de 200
mg, administrada en 2 ocasiones (una por producto) con un periodo de lavado de 28
dias.

El aumento de concentraciones plasmaticas de NVP tras administracion oral
a tiempos posdosis alejados del periodo de absorcion ha sido observado
previamente para NVP por otros investigadores en ensayos clinicos [170,
195, 196]. Lamson et al. observaron incluso aumento en las concentraciones
plasmaticas horas después de la administracion intravenosa bolo de NVP
[169]. Pese a no obtener evidencias concluyentes, la mayoria de los autores
relacionaron el fenémeno a recirculacion enterohepatica del farmaco, es
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decir, excrecion hepatobiliar con acumulacion de NVP en vesicula biliar y
reabsorcion del farmaco posterior al vertido de bilis en la luz del duodeno.

Si bien varios modelos farmacocinéticos poblacionales de NVP han sido
publicados [196-201], ninguno de ellos incluye el mecanismo de reabsorcion
(o recirculacion) dentro del modelo estructural, en muchos casos debido a
que no se contaba con los datos necesarios. La descripcion farmacocinética
de este proceso es importante para entender la disposicion del farmaco. La
recirculacion provoca principalmente un aumento en la semivida de
eliminacion, un modelo que desprecie este mecanismo conducira a una
subestimacion del valor de CL total, de mayor o menor impacto dependiendo
de la fraccion de farmaco biodisponible sometida al proceso. Mejorar la
estimacion de parametros farmacocinéticos puede aumentar la potencia en
la descripcion de covariables significativas. Sin embargo, probablemente no
sea este el impacto de mayor importancia. El frecuente ingreso de un
principio activo a la circulacion sistémica afecta la relacion entre su
concentracion plasmatica y su concentracion en espacios extravasculares
[202, 203]. Si se analizan las concentraciones arteriales (A) y venosas (V) de
un farmaco mediante el cociente A/V, mientras el farmaco ingresa al
organismo se obtiene un A/V>1. Este cociente va disminuyendo a medida
que la cantidad de farmaco en el sitio de absorcion disminuye, tendiendo
asintoticamente a un valor A/V<1 [204]. Frecuentes reingresos de farmaco
afectaran al cociente A/V aumentando la concentracion arterial. Para
moléculas de rapida distribucion desde la sangre a tejidos y fluidos
extravasculares irrigados por sangre arterial, la recirculacion generara picos
de concentracion en dichos espacios, lo cual puede ser relacionado con
determinadas respuestas farmacodinamicas. Por ultimo, entender los
mecanismos de disposicion permite explicar interacciones farmacocinéticas,
como las observadas para farmacos vinculados a recirculacion
enterohepatica.

El objetivo del presente trabajo consistiéo en desarrollar, a partir de los datos
disponibles para NVP, un modelo farmacocinético que permitiera la
descripcion de su reingreso a la circulacion sistémica y la cuantificacion de
parametros vinculados al proceso, de un modo coherente con los
mecanismos fisiologicos que provocan la recirculacion. Ya que los sujetos
presentan distinta informacion farmacocinética respecto a este proceso, el
analisis combinado mediante NLME aumenta la potencia en su descripcion.

Para realizar el analisis se utilizo el software NONMEM® 7.3.0 (ICON
Development Solutions, Hanover, MD, Estados Unidos). El desarrollo del
modelo fue conducido con las herramientas de Pearl-Speaks-NONMEM (PsN)
3.6.2 [205], y Xpose (paquete grafico escrito en lenguaje R) [206], utilizando
la interfaz Pirana 2.7.1 [207].
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Modelo farmacocinético estructural

La construccion del modelo se realiz6 en varias etapas. En cada etapa el
avance del modelo en cuanto a la descripcion de datos fue evaluado por las
técnicas de diagnostico mencionadas anteriormente. Inicialmente, el modelo
basico mamilar fue explorado, asumiendo para todas las transferencias de
farmaco una cinética de primer orden. Luego, se hizo foco en el proceso de
absorcion, el cual al contar con muestras de un estudio de bioequivalencia
pudo ser descripto con mayor detalle que los modelos anteriormente
publicados. Finalmente, la estructura correspondiente a la recirculacion de
NVP fue incorporada. EIl modelo final se muestra en la figura 5.2, es
detallado en NONMEM mediante ecuaciones diferenciales con el balance de
masa de NVP para cada compartimiento. Una extraccion del codigo
NONMEM para el modelo se incluye como anexo al final del capitulo.

Condicion A
T CL

Dosis
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Figura 5.2. Modelo farmacocinético para describir concentraciones de NVP tras dosis tinica
de 200 mg.

Como se observa en la figura, el modelo basico mamilar seleccionado fue
bicompartimental, con un compartimiento central (C) que incorpora al
plasma sanguineo y organos extravasculares de rapido equilibrio en cuanto
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a concentracion de NVP, y un compartimiento periférico (P) en el cual se
incluyen tejidos extravasculares hacia donde NVP es transferida mas
lentamente, conformando un espacio farmacocinético distinguible del
compartimiento C. La transferencia entre ambos es evaluada mediante el
clearance de distribucion (Q), dado Q=kcpVc=kpcVp, donde kcp y kpc son las
constantes de velocidad de primer orden de transferencia de NVP entre los
compartimientos C y P, y V¢, Vp los volumenes de distribucion de cada
compartimiento. La eliminacion de NVP ocurre desde el compartimiento C,
con constante de velocidad kco tal que CL=kcoVe. El modelo
bicompartimental fue mas significativo que el monocompartimental, por
presentar menor valor de AIC: 5019 versus 5127.

La absorcion fue modelada con compartimientos de transito, modelo
publicado por Savic et al[208]. Mediante el mismo, se incluyen n
compartimientos de transito (TC) antes del compartimiento de absorcion
(AC). La dosis es depositada a tiempo cero en el primer TC, desde el cual la
masa es transferida hasta el compartimiento AC mediante procesos de
primer orden con constante k¢. Luego, el farmaco ingresa al plasma (C)
segun la constante de velocidad de primer orden ka. Mediante el modelo se
estiman como parametros ny MTT, siendo este ultimo el tiempo medio de
residencia en los n compartimientos TC, MTT=(n+1)/k«. Este modelo es
incluido en el sistema de ecuaciones diferenciales y se caracteriza por
describir el ingreso de farmaco de un modo fisiologicamente plausible y por
ser mas flexible computacionalmente para incorporar latencias en el ingreso
de farmaco al compartimiento C. Los parametros n y MTT pueden asociarse
a la fase biofarmacéutica de liberacion y disolucion de los comprimidos,
mientras que ka representaria la transferencia de NVP ya disuelta desde la
zona mas propicia para la absorcion hacia C. La inclusion de estos
compartimientos al modelo redujo el AIC a 4918, es decir, 99 unidades
menor respecto al modelo bicompartimental con ingreso directo de primer
orden desde un compartimiento de absorcion con n=0.

Finalmente, se incorporo la estructura de recirculacion. Se asume que NVP
es secretada como tal mediante un proceso de primer orden con constante
de velocidad kps desde el compartimiento C a un compartimiento GIT (tracto
gastrointestinal) en donde se acumula. Esta transferencia es cuantificada
mediante el clearance de secrecion CLarr, tal que CLair= kpsVe. Transcurrido
un determinado tiempo (MTIME), la cantidad de NVP acumulada en GIT
comienza a reingresar al compartimiento C en una transferencia de primer
orden con constante de velocidad ka. Numéricamente, para no interrumpir
la secrecion de farmaco desde C a GIT y mantener las transferencias en un
Unico sentido, el compartimiento GIT es dividido en dos compartimientos,
GIT: y GIT2, y dos condiciones son establecidas para el modelo: condicion A,
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en la cual NVP es secretada desde C a GIT: y reabsorbida desde GITz; y
condicion B, donde NVP es secretada desde C a GIT2 y reabsorbida desde
GIT:. La alternancia entre condiciones provoca la recirculacion.
Fisiologicamente, este modelo tiene sentido al asumir instantaneo el pasaje
de la masa de NVP acumulada en cierto sector del aparato gastrointestinal
hacia el sitio de absorcion. El intercambio entre el compartimiento C y los
compartimientos GIT debe ser unidireccional para permitir acumulacion de
NVP y reingreso provocando picos secundarios como los observados en la
figura 5.1.

El cambio entre condiciones es modelado en NONMEM mediante la
herramienta MTIME, que permite introducir x modificaciones en las
ecuaciones diferenciales a determinados tiempos MTIMEx, estimados como
efectos fijos dentro del modelo. La cantidad de intercambios entre
condiciones (x) fue evaluada iterativamente con LRT. Finalmente, 4 eventos
fueron incluidos (MTIME:, MTIME;, MTIME3, MTIME4), a lo largo de las 96
horas posdosis. Esto obedece a la informacion contenida en las
observaciones, las cuales fueron realizadas con mayor frecuencia en las
primeras horas posdosis. El AIC fue reducido a 4849 tras el agregado de
esta estructura.

Los parametros de disposicion CL, CLair y Vc fueron escalados respecto al
peso corporal de cada sujeto (kgi) de acuerdo a 6, =6, « (kgi/m)s, a modo de

centrar el valor medio poblacional a un individuo de 70 kg. El factor s
utilizado para los parametros de CL fue de 0,75, mientras que para el V¢ se
utilizo un factor de 1. Esta relacion alométrica es recomendada por Holford
[209], entre otros autores, y fue previamente verificada permitiendo un s
variable.

Modelo estocastico

La presencia de variabilidad interindividual (BSV) e interocasion (BOV) fue
analizada para todos los parametros, al poseer datos de dos ocasiones
(periodo I y periodo II) para cada individuo. El componente de variabilidad
no fue incluido cuando BSV y/o BOV mostraron tendencia a cero para un
parametro dado. Finalmente, la BOV fue significativa para los parametros
ka, MTT, CLarr, Vc y CL, mientras que BSV fue estimable para CL, CLarr, Vc
y Vp. La inclusion de variabilidad en cada parametro se realizo segun:

Oip = Op * exp(n; + k). (Ecuacion 5)
La variabilidad residual fue incluida mediante un modelo dependiente del
tiempo, ya que se registré mayor variabilidad en las observaciones cercanas
a la administracion. Para todos los tiempos posdosis se incluyé un
componente de error proporcional a la concentracion (g15), mientras que un
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componente de error aditivo (e2i) fue anadido a tiempos menores que 3
horas posdosis. La relacion entre el conjunto de observaciones (yi), las
predicciones en base al modelo (Cj) y el error residual fue entonces:

yij = CU * (1 + Elij) + EZij (EcuaCién 6)
Con ¢&ij nulo para todo tiempo mayor a 3 horas. Se estimaron los valores
medios para cada componente.

Covariables

El efecto de factores demograficos y ambientales sobre los parametros
farmacocinéticos fue evaluado mediante el método de inclusion paso a paso
y eliminacion hacia atras: se incluye una covariable como un efecto fijo en el
modelo y se evalua su significancia en la mejora del ajuste de acuerdo al LRT
con a igual a 0,05. Las covariables significativas permanecen en el modelo
hasta llegar a un modelo completo final, a partir del cual se comienza a
eliminar covariables una a una, evaluando su significancia de acuerdo al
LRT con «a igual a 0,01. Graficamente se evalua la correlacion entre
covariables y se seleccionan aquellas a evaluar. La importancia del impacto
farmacocinético de la covariable también es evaluada a la hora de incluirla al
modelo final. Los factores evaluados fueron sexo, peso, indice de masa
corporal, tratamiento anticonceptivo, producto administrado y consumo de
xantinas. Sin embargo, en el modelo final ningun factor fue considerado de
significacion en los parametros farmacocinéticos de NVP.

Resultados

Las figuras 5.3 y 5.4 muestran respectivamente los graficos basicos de
bondad de ajuste y el VPC obtenidos mediante el modelo descripto. En la
tabla 5.1 se resumen los resultados estimados para cada parametro. El
ajuste a los datos mejoré significativamente comparado con un modelo
similar sin la estructura de recirculaciéon. Los graficos de la figura 5.3
muestran el adecuado ajuste mediante la correlacion de observaciones y
predicciones y la distribucion aleatoria de residuales entorno a cero, tanto a
lo largo del tiempo como respecto a las estimaciones de la variable
dependiente. El VPC muestra en base a simulaciones que la distribucion de
datos observados fue contemplada por el modelo farmacocinético. Tanto el e-
shrinkage como el n-shrinkage presentaron valores adecuados, respaldando
la estimacion de parametros a posteriori y los graficos de ajuste individual.
El test ETABAR indic6 para todas las etas una distribucion en torno a cero.
El rendimiento del modelo propuesto fue adecuado computacionalmente,
permitiendo la estimacion de los parametros farmacocinéticos con una
precision aceptable, a excepcion de n que mostré6 mucha dependencia con
los datos (ver bootstrap en tabla 5.1).
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Resultados bootstrap

Parametro f?;::r:l;:;i:;:,

Mediana IC95% CV/(%)P
ka (h1) 0,677 0,677 0,488-0,968 17,2
MTT (h) 0,665 0,665 0,453-0,905 19,1
n 1,67 1,57 0,471-4,72 87,8
Ve (L)a 60,4 61,4 48,2-75,5 11,4
Vp (L) 63,1 64,2 46,4-86,0 15,4
Q (L/h) 19,3 18,9 14,5-25,0 13,9
CL (L/h)a 1,07 1,06 0,848-1,26 11,5
CLarr (L/h) 2 1,14 1,16 0,594-1,90 28,5
MTIME 1 (h) 7,83 7,83 7,65-11,0 12,6
MTIME 2 (h) 18,1 18,2 17,2-20,0 4,09
MTIME 3 (h) 41,5 41,4 39,4-44,1 3,17
MTIME 4 (h) 71,6 71,6 71,4-71,7 0,0923
BSV CL (%) 39,9 40,5 18,3-67,3 50,6
BSV CLarr (%) 34,6 41,1 12,5-74,8 74,0
BSV V¢ (%) 17,5 15,7 5,49-25,0 59,8
BSV Vp (%) 20,5 20,5 11,9-29,3 43,4
BSV n (%) 82,0 66,9 0,700-193 161
BOV CL (%) 8,40 8,5 0,775-15,6 80,5
BOV CLarr (%) 26,0 21,8 0,256-42,8 95,5
BOV V¢ (%) 9,10 8,56 5,61-12,9 41,4
BOV ka (%) 36,6 36,3 24,5-47,2 30,6
BOV MTT (%) 75,3 71,9 47,0-111 36,1
Error residual aditivo 200 203 128-265 16,6
(ng/mL)
Error residual 5,99 5,93 4,90-6,91 8,60

proporcional (%)

Tabla 5.1. Estimaciones de parametros farmacocinéticos para NVP segun el modelo
propuesto. Los valores de clearance y volumenes informados son en realidad aparentes ya
que se desconoce la biodisponibilidad de las formulaciones ensayadas. Se muestra la
estimacion final de NONMEM vy el resultado del bootstrap no paramétrico realizado con
200 muestras. 2CL, CLair y Vc son estimadores tipicos para un individuo con peso
corporal igual a 70 Kg. PEl CV es informado suponiendo distribucién normal de los
parametros.

La estimacion de los parametros de disposicion fue coherente con los
resultados obtenidos tras el analisis no compartimental y con datos
previamente publicados. Como era esperado, al incluir la recirculacion se
obtuvo un clearance total (CL+CLarr) 78% superior al valor estimado en el
capitulo 4 y 47% superior al valor reportado por Lamson et al. para dosis
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unica [169]. Tanto para CL como para CLair se detectéo una considerable
BSV. Probablemente debido al numero de sujetos disponibles no fue posible
hallar covariables significativas para el clearance. En el caso de CLarr, la
razon puede encontrarse en la elevada BOV. Para ambos parametros se
observaron tendencias en cuanto al sexo, con mayor CL para hombres vy
mayor CLgir en mujeres, en ambos casos sin significancia estadistica. Zhou
et al. [196] reportaron una diferencia significativa asociada al sexo en el CL
de NVP en el mismo sentido que la tendencia aqui observada (3,97 L/h vs.
3,02 L/h para hombres y mujeres respectivamente, en estado estacionario).
En cuanto a la absorcion de NVP, se detect6 una elevada variabilidad
intraindividual (BOV) en ka y MTT, no explicada por la administracion de
diferentes productos (test y referencia). La magnitud de esta variabilidad
determiné que la BSV fuera despreciable para estos parametros, sin
embargo lo contrario sucedi6 para n, parametro marcado por una
importante BSV.

Dos eventos de recirculacion fueron incluidos dentro de las primeras 24
horas, mientras que otros dos fueron estimados para las 41,5y 71,6 horas.
Estos valores reflejan tiempos medios para el comienzo de la reabsorcion de
NVP. Debido a la escasez de muestras a partir de las 24 horas posdosis, solo
un reingreso diario de farmaco es incluido para los dias 2 y 3. Estos
procesos comprenderian la reabsorcion media de farmaco necesaria para
explicar las observaciones a las 48, 72 y 96 horas posdosis de acuerdo a los
parametros de disposicion estimados. Los primeros dos eventos, al estar
descriptos por mayor cantidad de datos, tienen mayor impacto en la
estimacion de CLarr.

Considerando todos los voluntarios, el CLgir comprende un 51,6% de la
salida total de NVP desde el compartimiento C (CLair+CL), lo cual significa
que dicha proporcion de farmaco biodisponible es sometida al proceso de
recirculacion. Es muy poco probable que esta magnitud este asociada a un
proceso de recirculacion enterohepatica como plantean varios autores,
principalmente por dos razones: a) la transferencia hepatobiliar para NVP
como tal estaria limitada ya que no es sustrato de transportadores de eflujo
expresados en canaliculos biliares; b) la excrecion hepatobiliar podria ser
significativa para derivados hidroxido de NVP que luego son sometidos a
glucuronidacion. Su desconjugacion a nivel intestinal originaria derivados
hidroxido de NVP y no NVP como tal.

Un mecanismo que podria explicar el fenomeno de recirculacion para NVP
seria la secrecion hacia el estomago y la reabsorcion desde el intestino. Este
proceso ha sido descripto en la disposicion de fenoperidina y fentanilo,
farmacos basicos con pKa de 7,7 y 8,4 respectivamente [210]. En 1957,
Shore et al. [211] utilizando perros mostraron como farmacos con pKa
comprendidos entre 1,4 y 10,3 eran secretados hacia el fluido gastrico luego
de administracion intravenosa, y estimaron la relacion (R) entre
concentracion gastrica y concentracion plasmatica libre de farmaco a partir
de la ecuacion de Henderson-Hasselbach:
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(pKa-pHg)
— % (Ecuacién 7)
Siendo pHg y pHp los valores de pH gastrico y plasmatico, respectivamente.
Para NVP (pKa=2,8), si se considera un pHg igual a 1,2 y un pHp igual a 7,4,
el valor de R obtenido es de 40,8. El pHg utilizado corresponde al pH medio
del fluido secretado hacia la luz estomacal, aproximado de acuerdo al pH del
contenido gastrico en ayunas [212]. Teniendo en cuenta que la
concentracion media de NVP observada para el conjunto de sujetos en el
intervalo de 96 horas fue de 1020 ng/mL, la concentracion libre (40%) puede
ser estimada en 408 ng/mL. La concentracion media de NVP en fluido
gastrico seria entonces aproximadamente 16650 ng/mL. En un dia,
alrededor de 1,5 L son secretados hacia la luz estomacal, por lo cual en 96
horas la cantidad media de NVP secretada es estimable en 100 mg, un 50%
de la dosis administrada. Esta proporcion se aproxima al valor estimado
mediante el modelo farmacocinético poblacional.

El proceso de recirculacion gastrointestinal podria entonces explicar los
multiples picos observados en los perfiles de NVP. El farmaco seria
acumulado en el fluido gastrico, donde posee wuna solubilidad
significativamente mayor respecto a la solubilidad en plasma sanguineo,
para luego llegar al duodeno tras las peridodicas aperturas del piloro. Con la
ingesta de comidas se favorece este proceso debido a la intensa secrecion de
jugo gastrico estimulada, provocando luego un reingreso de farmaco
observado mediante el aumento de la concentracion plasmatica. La elevada
fraccion libre de NVP y el escaso metabolismo presistémico contribuyen a la
magnitud de este proceso. Este mecanismo puede estar presente en la
disposicion de farmacos con similares caracteristicas, principalmente bases
débiles con baja solubilidad en agua.

Clinicamente, la relevancia de este proceso puede estar relacionada con los
efectos adversos observados para NVP en cerebro, piel e higado. La
incidencia no se ha podido correlacionar con concentraciones plasmaticas
[213]. Es posible que peridodicos incrementos en el cociente A/V conduzcan a
una mayor concentracion de NVP en espacios extravasculares. A su vez,
dada la cantidad de farmaco que sufre recirculacion, la interrupcion del
proceso podria ser una herramienta muy util en casos de intoxicacion,
principalmente debido a su elevada ti;2. Administrando por ejemplo carbon
activado o colestiramina por via oral se incrementaria el CL de NVP al doble
ya que la fraccion secretada con el jugo gastrico seria finalmente excretada
con las heces.

Si bien seria esperable para este proceso que hombres presenten mayor
fraccion de NVP recirculante debido a la mayor cantidad de acido clorhidrico
que secretan con el jugo gastrico, la tendencia observada en los datos fue
opuesta. Como hipotesis, se debe considerar que mujeres presentan una
mayor distribucion regional del gasto cardiaco, es decir que una mayor
fraccion de NVP estaria disponible para ser transferida al estomago, factor
que podria tener mayor impacto en la recirculacion de NVP que la diferente
cantidad de acido secretado.
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Conclusiones

Los perfiles farmacocinéticos de NVP obtenidos tras una dosis Unica en
voluntarios sanos fueron analizados mediante un modelo poblacional
incorporando la recirculacion. Con este modelo se mejoro la descripcion de
las observaciones, cuantificando los parametros vinculados a Ila
recirculacion ademas de otros parametros de absorcion y disposicion del
farmaco.

De acuerdo a las estimaciones del modelo NVP es extensamente secretada y
reabsorbida, fenéomeno que provoca multiples picos en las concentraciones
plasmaticas. Es probable que la secrecion ocurra hacia la luz estomacal
debido a la mayor solubilidad que presenta la molécula en medio acido,
mecanismo que podria estar presente en farmacos con similares propiedades
fisicoquimicas.

No se encontraron diferencias significativas asociadas al sexo en la
respuesta farmacocinética de NVP.

El modelo farmacocinético desarrollado a partir de los datos de NVP es
coherente con un proceso fisiologico de recirculacion, pudiendo ser aplicado
al analisis de otros principios activos.

Anexo - Codigo NONMEM del modelo farmacocinético utilizado,
implementacion de recirculacion de farmaco. Extraccion de las partes
esenciales.

Se incluye una extraccion de las partes esenciales del codigo para modelar la
recirculacion. No se incluyen las ecuaciones para modelar los
compartimientos de transito en la absorcion, que se pueden encontrar en el
articulo de Savic et al.[208], ni las ecuaciones para incluir la BOV,
publicadas por Karlsson y Sheiner [214].

$MODEL
NCOMPARTMENTS=5
COMP = (DEPOT, DEFDOSE)
COMP = (CENTRAL, DEFOBS)
COMP = (PERIPHERAL)
COMP = (GIT,)

COMP = (GIT,)

$PK

CL = THETA(L) *(WT/70)**.75*EXP(ETA(1))
VC = THETA(2) *(WT/70)*EXP(ETA(2))

VP = THETA(3)*EXP(ETA(3))

CLGIT = THETA(4) *(WT/70)**.75*EXP(ETA(4))
Q = THETA(5)

KA = THETA(6)

MTIME(1) = THETA(7)

MTIME(2) = THETA(8)
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MTIME(3) = THETA(9)
MTIME(4) = THETA(10)
KCO = CL/VC

KCP = Q/VC

KPC = Q/VP

KDS = CLGIT/VC

SDES
KMCA=1-MPAST(1)+MPAST(2)-MPAST(3)+MPAST(4) ;Llave para prender/apagar condicién A
KMCB= MPAST(1)-MPAST(2)+MPAST(3)-MPAST(4) ;Llave para prender/apagar condicién B

DADT(1) = -KA*A(1)

DADT(2) = KA*A(1)-(KCO+KDS+KCP)*A(2)+KPC*A(3)+KMCB*KA*A(4)+KMCA*KA*A(5)
DADT(3) = KCP*A(2)-KPC*A(3)

DADT(4) = KMCA*KDS*A(2)-KMCB*KA*A(4)

DADT(5) = KMCB*KDS*A(2)-KMCA*KA*A(5)

SERROR

IPRED=F

ADD=0

IF(TIME<3) ADD=THETA(11)**2
W=SQRT(ADD+THETA(12)**2*F*F)
Y=IPRED+W

MTIME(i), incluido como un parametro farmacocinético, define el inicio de la
i-ésima reabsorcion. MPAST(i) es una variable discreta que toma un valor
nulo hasta que se alcanza MTIME(i), y vale 1 para tiempos posteriores.

KMCA y KMCB son llaves definidas por el codigo para cambiar la condicion
del modelo entre A y B. Cuando KMCA vale 1 (ON), KMCB vale 0 (OFF) y
viceversa.

La siguiente tabla muestra como la condicion del modelo es alternada
mediante las llaves KMCA y KMCB a lo largo del tiempo:

Condicion
Lapso MPAST(1) | MPAST(2) | MPAST(3) | MPAST(4) | KMCA | KMCB del
modelo
0_
MTIME(1) 0 0 0 0 ON OFF A
MTIME(1)-
MTIME(2) 1 0 0 0 OFF ON B
MTIME(2)-
MTIME(3) 1 1 0 0 ON OFF A
MTIME(3)-
MTIME(4) 1 1 1 0 OFF ON B
MTIME(4)-
INFINITO 1 1 1 1 ON OFF A
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CAPITULO 6. Influencia del sexo en la respuesta
farmacocinética del acido valproico

La investigacion presentada en el presente capitulo dio lugar a la
publicacion del articulo cientifico N° II.

Introduccion

El acido valproico (VPA) o acido 2-propilpentanoico (figura 6.1), es un acido
débil (pKa=4,8) estructuralmente similar al GABA (acido y-aminobutirico),
con propiedades anticonvulsivantes a través de varios mecanismos de
accion. Es un farmaco ampliamente utilizado en el tratamiento de diversos
tipos de epilepsia, aunque también es indicado para tratar ciertos trastornos
psiquiatricos y la migrana. Ha sido comercializado bajo diferentes
presentaciones, siendo la mas utilizada el divalproato sodico introducido por
Laboratorios Abbott mediante el producto Valcote® (también Depakote®)
[215, 216]. Con la presentacion mas utilizada, Valcote® comprimidos de
liberacion retardada (con recubrimiento gastrorresistente), se disminuye la
absorcion del principio activo en el estomago y asi la incidencia de efectos
adversos gastrointestinales como nauseas y vomitos [217]. El perfil de
toxicidad de VPA presenta como reacciones mas severas la teratogenia, la
hiperamonemia asociada a un déficit de carnitina que el mismo farmaco
provoca y la hepatotoxicidad, la cual puede ser aguda o cronica, asociada al
impedimento en funciones mitocondriales [218-220].

O

OH

Figura 6.1. Estructura quimica del Acido Valproico.

Tras administracion oral de comprimidos de liberacion retardada de
Valcote® la biodisponibilidad de VPA puede considerarse completa. El
divalproato sodico tiene elevada solubilidad en agua (facilmente soluble)
[221], por lo que en fluidos intestinales se disuelve rapidamente desde los
comprimidos gastrorresistentes. El ingreso hacia la circulacion sistémica se
completa poco tiempo después gracias a la elevada permeabilidad del
farmaco. La presentacion de liberacion prolongada (Valcote-ER®) muestra
una biodisponibilidad incompleta, de aproximadamente 75% respecto a los
comprimidos con recubrimiento entérico [222-224], lo cual ha sido asociado
a una significativa disminucion de la permeabilidad en zonas distales del
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intestino debido a la ionizacion de VPA. Su distribucion se caracteriza por
una elevada y saturable union a proteinas plasmaticas: un incremento en la
fraccion libre de VPA de 7,5% a 22% fue referenciado al pasar de 50 a 150
mg/L en plasma sanguineo [225]. La eliminacion ocurre casi enteramente
por metabolismo hepatico, menos del 3% de la dosis es recolectada en forma
incambiada en orina. Existen 3 rutas principales para la biotransformacion
de VPA: conjugacion con acido glucuronico a través de UGT1A6 (40%), B-
oxidacion mitocondrial (40%) y w-oxidacion extramitocrondrial a través de
complejos CYP450: CYP2C9, CYP2A6 y CYP2B6 (20%)[218]. El metabolito
conjugado de VPA (VPAG) es excretado por via hepatobiliar, proceso que ha
sido asociado a la significativa recirculacion enterohepatica observada en
ratas, debido a la formacion de VPA en intestino catalizada por J-
glucuronidasa bacteriana [226-229]. El VPA es sustrato de transportadores
de eflujo, aunque los datos bibliograficos no son concluyentes respecto al
transportador involucrado [74, 230-234]. Para VPAG también se ha
reportado un significativo transporte de eflujo, probablemente asociado a un
transportador de la familia MRP [235].

En el CEBIOBE se realizé un estudio de bioequivalencia promedio entre una
formulacion de liberacion prolongada de divalproato de sodio producida por
un laboratorio nacional y Valcote® comprimidos gastrorresistentes. 14
voluntarios sanos (7 hombres y 7 mujeres) participaron del estudio luego de
firmar un consentimiento informado con detalles del protocolo aprobado por
la Comisién de Etica de la Facultad de Quimica, UdelaR. Los pesos medios
corporales (IC95%) fueron de 79,0 (9,0) y 59,0 (7,7) kg para hombres y
mujeres respectivamente. Dos voluntarias mujeres se encontraban tomando
anticonceptivos orales compuestos por etinilestradiol y drospirenona (ACO).
Cada voluntario recibié una dosis equivalente a 500 mg de VPA de cada
producto luego de realizar 8 horas de ayuno. Las administraciones fueron
separadas por un periodo de lavado de 7 dias. Se tomaron muestras
sanguineas hasta las 48 horas posdosis. En cada periodo los voluntarios
permanecieron internados por 24 horas sometidos a un protocolo de
alimentacion estandarizado, con ingestas 4, 8, 12 y 24 horas luego de
recibido el medicamento. Las concentraciones fueron analizadas en plasma
sanguineo mediante HPLC-UV, de acuerdo a una técnica validada adaptada
de Amini et al. [236].

Unicamente las observaciones obtenidas tras administracién de Valcote®
fueron tomadas para realizar un analisis farmacocinético poblacional,
aplicando ambos métodos TS y NLME. La razon para utilizar inicamente
estos datos fue el conocido rendimiento de esta formulacion, cuya
biodisponibilidad puede asumirse completa. La figura 6.2 muestra los
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perfiles medios de concentraciones plasmaticas de VPA obtenidos en
hombres y mujeres.
60 ~
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Figura 6.2. Perfiles medios de VPA en plasma sanguineo obtenidos en 7
hombres y 7 mujeres tras administracion de una dosis tnica de Valcote®
comprimidos de liberacion retardada equivalente a 500 mg de VPA.

Varios estudios poblacionales sobre VPA han sido publicados [237-241],
todos ellos utilizando datos de poca densidad obtenidos en pacientes
ambulatorios con concentraciones de VPA en estado estacionario. Respecto
al sexo, unicamente Yukawa et al. encontraron diferencias significativas en
cuanto al CL de VPA, estimandolo mayor en hombres.

Analisis no compartimental poblacional mediante método TS

La tabla 6.1 resume las estimaciones realizadas para tendencias tipicas y de
dispersion de parametros farmacocinéticos determinados mediante analisis
no compartimental. Se incluyen los parametros para hombres y mujeres. La
ti1/2 fue estimada con las muestras obtenidas 12 horas posdosis. El AUCr
correspondi6 en promedio a un 91% del AUCoo.

Como puede observarse en la figura 6.2 y la tabla 6.1, se registré6 un
significativo To producto del recubrimiento gastrorresistente que presenta la
formulacion, sin marcadas diferencias entre voluntarios masculinos y
femeninos. Luego de iniciada la absorcion de VPA, la misma ocurre
rapidamente, reflejando rapida disolucion y permeabilidad del farmaco. Si
bien se observaron diferencias significativas entre hombres y mujeres en
cuanto a exposicion maxima (Cmax) y total (AUCt) a VPA, las mismas
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desaparecen cuando se considera el peso corporal, correspondiéndose con lo
observado para CL/F/kg. La BSV para este ultimo parametro, mayor en
mujeres, no permitio detectar diferencias significativas a pesar de la clara
tendencia en las estimaciones, presentando hombres un valor medio mas del
20% superior al observado en mujeres. Sin embargo, si las mujeres bajo
terapia con ACO son retiradas para la comparacion, el CL/F/kg medio para
mujeres baja mas del 10% y la diferencia respecto a hombres se hace
significativa (p<0,05). La estimacion individual de CL/F/kg para las
voluntarias bajo terapia anticonceptiva se acerco al valor medio observado
para voluntarios hombres (0,0133 L/h/kg). E1 aumento del clearance de VPA
en estado estacionario en mujeres comedicadas con ACO fue previamente
descripto por Galimberti et al. [242], quienes encontraron un aumento del
21,5% respecto a mujeres en monoterapia de VPA y lo relacionaron a un
efecto inductivo del etinilestradiol sobre la glucuronidacion del principio
activo, efecto observado también para la eliminacion de lamotrigina [243,
244].

To Twmax Cmax AUCt ti/2 CL/F Vp/F

(h) (h) (mg/L) (mg*h/L) (h) (L/h/kg) (L/kg)
Hombres 2 2 35,0 492 11,4 0,0120 0,197
(N=7) (1,0) (0,5) (18,5%) (11,7%) (42,3%) (10,0%) (42,7%)
Mujeres 2 2 54,6 789 14,2 0,00962 0,197
(N=7) (1,5) (1,5 (37,2%) (24,9%) (19,5%) (29,7%) (15,7%)
Total 2 2 43,7*%* 623** 12,7 0,0107 0,197
(N=14) (1,0) (1,0) (30,1%) (32,0%) (31,8%) (27,1%) (28,8%)

Tabla 6.1. Parametros farmacocinéticos obtenidos para VPA, expresados como media (CV),
excepto para To y Tmax presentados como mediana (rango intercuartilico). **Diferencias
significativas entre hombres y mujeres (p<0,01).

El perfil medio para mujeres revela un claro pico secundario de VPA
alrededor de las 10 horas posdosis, donde la fase de absorcion puede
asumirse completa. Si bien para hombres no se observo este evento en la
misma grafica, los perfiles individuales también mostraron picos secundarios
a similares tiempos posdosis. El promediado de valores de concentracion
suavizo el perfil medio ocultando la presencia de recirculacion de VPA en
este subgrupo.

Analisis compartimental poblacional mediante NLME

Para ahondar en la descripcion de los datos observados y obtener mas
informacion acerca de las diferencias observadas entre hombres y mujeres
sin terapia anticonceptiva, se desarroll6 un modelo farmacocinético
poblacional para VPA incluyendo la recirculacion enterohepatica. A
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diferencia del modelo aplicado para nevirapina, en este caso se incluyoé un
unico evento de recirculacion ya que los niveles de VPA en plasma sanguineo
y su rapida eliminacion no permitieron observar mas de un pico secundario.

Los datos fueron analizados utilizando NONMEM 6.0, con asistencia de las
herramientas de PsN 3.5.3 y la interfaz grafica Pirana 2.6.1 [205, 207, 245].

La figura 6.3 muestra el modelo estructural desarrollado. El ingreso de VPA
fue modelado de acuerdo a una cinética de primer orden con tiempo de
latencia (To) desde un compartimiento de absorcion (AC). La disposicion fue
caracterizada por un modelo bicompartimental con un compartimiento
central (C) y uno periférico (P), con eliminacion desde C de acuerdo a una
cinética de primer orden. Un compartimiento extra fue agregado para
considerar la presencia de la vesicula biliar (GB) hacia donde el VPA es
secretado desde C. En la condicion A del modelo el VPA es acumulado en
GB. A tiempo Truc, el modelo pasa a la condicion B, y la cantidad de farmaco
acumulada en GB reingresa a C de acuerdo a un proceso de primer orden
caracterizado por la constante de velocidad kemuc.

Condicion A

1‘ (1-F,) * CL
Q

Dosis Kk
A
—=
s ‘ —> | c : P
F, *CL ¢

GB

Condicion B
T CL

Dosii K 0
A
—=
ﬂkEHC

GB

Figura 6.3. Modelo farmacocinético estructural para describir la respuesta farmacocinética
a VPA tras una dosis Gnica. La condiciéon A ocurre para todo tiempo menor a Tguc, mientras
que para tiempos mayores rige la condiciéon B.
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Este modelo presenté el menor valor de AIC respecto a otros modelos
estructurales ensayados: monocompartimental con recirculacion 'y
monocompartimental y bicompartimental sin recirculacion enterohepatica.

Para la implementacion del mismo las siguientes suposiciones fueron
realizadas:

- Todas las transferencias de farmaco siguen un proceso cinético de
primer orden.

- La fraccion de VPA biodisponible que es secretada hacia la bilis,
descargada hacia el duodeno y reabsorbida hacia la circulacion
sistémica es cuantificada como una fraccion del clearance total: FE.
Esta fraccion es responsable del aumento en las concentraciones
plasmaticas de VPA que origina un pico secundario.

- VPA es la entidad recirculante. La fraccion de VPAG secretada con la
bilis hacia el duodeno, convertida en VPA en la luz intestinal y
reabsorbida como tal es considerada dentro de FE.

- La reabsorcion de VPA se cuantifica con una constante de velocidad
(kenc) diferente a la constante de absorcion (ka), ya que se aplican a
distintos procesos. La ka consideran liberacion y disolucion de VPA
desde el medicamento administrado y su permeacion hacia la
circulacion sistémica. Con kguc se cuantifica el reingreso de VPA
disuelto en sales biliares y su posible formacion previa a partir de
VPAG en intestino.

- Existe un uUnico evento de reabsorcion. Al pasar a la condicion B, el
VPA acumulado en GB reingresa al compartimiento C. Sin embargo el
CL total permanece incambiado: la transferencia de farmaco hacia la
bilis sigue siendo considerada dentro de este término.

- La transferencia de VPA y VPAG desde la vesicula biliar hacia el
intestino es considerada inmediata, por lo que no se incluye en el
modelo.

Este mecanismo de recirculacion enterohepatica conserva las caracteristicas
fisiologicas en cuanto a que en ningun momento hay una transferencia
bidireccional entre el plasma y el sitio donde el VPA es acumulado. Los
efectos fijos estimados fueron tiempo de latencia (To), constante de velocidad
de absorcion (ka), Q (clearance de distribucion), volumen de los
compartimientos central y periférico (Vc y Vp respectivamente), clearance
total de salida de VPA desde el plasma sanguineo (CL=kco*Vc), fraccion de
VPA reabsorbida (Fg), tiempo de inicio de reabsorcion (Teuc) y constante de
velocidad de reabsorcion (keuc). La variabilidad residual fue descripta con
un modelo proporcional:

yij = Cij* (1 + &) (Ecuacion 1)
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Donde y;; es la concentracion observada de VPA a tiempo j en el individuo i,
C;j la concentracion estimada mediante el modelo estructural y ¢;; es el error
residual, normalmente distribuido entorno a cero con varianza o2. La
variabilidad interindividual (BSV) fue incluida para todos los efectos fijos de
acuerdo a un modelo exponencial.

Finalmente, se realiz6 una busqueda de covariables sobre los efectos fijos.
Peso corporal, sexo, tratamiento con ACO, altura e IMC fueron evaluados. Se
utilizo el método de inclusion paso a paso y eliminacion hacia atras
explicado en el capitulo 5, acompanado de diagnosticos graficos.

Las figuras 6.4 y 6.5 muestran respectivamente los graficos basicos de
bondad de ajuste y los ajustes individuales obtenidos mediante el modelo
farmacocinético desarrollado. La tabla 6.2 resume los resultados finales
para los efectos fijos y aleatorios con la inclusion de covariables
significativas.
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Figura 6.4. Graficos de bondad de ajuste para el modelo farmacocinético de
recirculacién de VPA: A- CWRES wvs. Predicciones poblacionales; B-CWRES
vs. Tiempo; C-Observaciones vs. Predicciones poblacionales; y D-
Observaciones wvs. Predicciones individuales. Se muestra la linea de
tendencia en rojo y la linea de identidad en gris.
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Figura 6.5. Ajustes individuales a las observaciones de VPA en plasma sanguineo
mediante el modelo farmacocinético poblacional incluyendo recirculacion
enterohepatica.

Las figuras 6.4 y 6.5 muestran la buena descripcion que se obtuvo para las
observaciones de VPA mediante el modelo farmacocinético propuesto. El
comienzo de la recirculacion fue estimado con una media de 8,27 horas,
consistente con la ingesta de comidas realizada 8 horas posdosis (merienda).
La ingesta de comida correspondiente al almuerzo (4 horas posdosis)
coincide con el Tumax, por lo que no es diferenciable de la absorcion de VPA.

Los efectos fijos fueron obtenidos con muy buena precision, mientras que si
bien se registra un mayor CV para la estimacion de efectos aleatorios las
magnitudes se encuentran dentro de lo aceptable, lo que respalda el
rendimiento del modelo aplicado a las observaciones. El error residual
proporcional estimado fue de baja magnitud. Una significativa magnitud de
la BSV para ka fue explicada por el peso corporal (BW), al igual que para Vc.
En este ultimo caso el efecto del BW fue normalizado para un sujeto de 70
kg. No se incluydé un parametro de BW para el CL.
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Estimacion Resultados bootstrap

Parametro final
modelo Mediana IC95% CV(%)2

ka (h-1) = 61- 62*BW 0:=2,91 2,91 2,83-2,99 1,22

0,=0,0184 0,0184 0,0165-0,0203 2,16
keuc (h'1) = 63 03= 1,20 1,15 0,890-1,51 12,8
Ve (L) = 64- 65*(BW/70)  84= 9,60 9,62 9,47-9,73 2,96

05=0,134 0,137 0,0905-0,177 21,6
Vp (L) = 66 86= 4,95 4,88 4,76-5,14 3,28
Q (L/h) = 6 87= 0,559 0,562 0,501-0,617 4,75
CL (L/h) = 8*S + 85*(1-S) Bs= 0,581 0,591 0,485-0,677 5,33

B89= 0,900 0,856 0,854-0,946 3,49
Fg = 010*S + 611*(1-S) 010= 0,462 0,465 0,358-0,566 14,9

011= 0,218 0,196 0,118-0,318 13,6
To (h) = 012*S + 0813*(1-S)  O12= 2,21 2,20 2,08-2,33 7,86

013= 2,00 2,00 1,83-2,17 1,01
Teuc (h) = 014 014= 8,27 8,26 8,01-8,53 1,15
BSV ka (%) 24 .4 24,7 19,1-24,8 13,8
BSV kguc (%) 38,7 36,3 33,7-72,2 55,6
BSV V¢ (%) 21,2 21,4 17,3-22,3 9,41
BSV Vp (%) 23,9 24,3 24,2-35,3 30,9
BSV Q (%) 16,0 16,1 15,6-16,3 5,77
BSV CL (%) 21,2 21,5 16,0-21,5 11,8
BSV Fg (%) 41,1 42,9 39,0-43,2 12,6
BSV To (%) 37,7 39,9 33,1-41,2 10,8
BSV Texc (%) 18,9 18,8 18,5-19,7 10,6
Error residual 0,00524 0,0542  0,0494-0,0554 3,87

proporcional (02)
Tabla 6.2. . Estimaciones de parametros farmacocinéticos para VPA segin el modelo
propuesto. Los valores de clearance y volumenes informados son en realidad aparentes ya
que se desconoce la biodisponibilidad de la formulacién ensayada. Se muestra la
estimacion final de NONMEM vy el resultado del bootstrap no paramétrico realizado con 100
muestras. S es igual a cero para hombres y mujeres bajo terapia ACO (hombres*) e igual a 1
para mujeres sin comedicaciéon. 2El CV es informado suponiendo distribuciéon normal de los
parametros.

Los resultados obtenidos mediante el NLME permitieron, al igual que con el
analisis TS, encontrar diferencias significativas en CL y Fg asociadas al sexo
y al tratamiento con ACO en mujeres, pero sin la necesidad de descartar
resultados. Adicionalmente, pequenas pero significativas diferencias
provocadas por las mismas covariables fueron estimadas en To mediante el
modelo farmacocinético poblacional. Mujeres sin tratamiento ACO

mostraron menor CL, mayor Fg y mayor To respecto a hombres y a mujeres
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recibiendo ACO. El efecto de ACO sobre la farmacocinética de VPA en
mujeres provoco un apartamiento en los parametros mencionados hacia
valores similares a los observados para hombres. Por esto, a fin de
simplificar el modelo de covariables, hombres y mujeres recibiendo ACO
fueron incluidos en un mismo subgrupo (hombres#*, S=0).

Las estimaciones para CL de VPA no difirieron entre métodos NLME y TS. La
principal ventaja del analisis NLME pasé por la estimacion de los
parametros asociados a recirculacion enterohepatica. Una significativa
fraccion de VPA biodisponible sometida a este proceso fue estimada, con
medias de 46,2% y 21,8% para mujeres y hombres*, respectivamente.

Es necesario analizar si la formacion de VPAG puede ser totalmente
responsable de la recirculacion enterohepatica de VPA. La fraccion de
farmaco eliminada por esta ruta, informada por Silva et al. [218] como un
40%, es coherente con los resultados observados para mujeres sin ACO.
Court et al. [246] demostraron que hombres presentan una expresion 50%
mayor en UGT1A6 respecto a mujeres en microsomas hepaticos. Miners et
al. [247] analizando el metabolismo de paracetamol en hombres, mujeres y
mujeres bajo terapia ACO, encontraron diferencias en el CL con iguales
tendencias que las aqui reportadas, asociadas principalmente a la
glucuronidacion, donde UGT1A6 participa significativamente. Sin embargo,
la Fg de VPA no fue mayor en hombres#, al contrario, mujeres sin ACO
presentaron una Fg mas de 2 veces superior. Adicionalmente, el 100% del
VPAG formado deberia ser reabsorbido en mujeres sin ACO para reflejar la
Fe estimada, lo cual es muy poco probable. Debe considerarse que en la
zona del intestino donde ocurre la desconjugacion catalizada por enzimas
bacterianas la absorcion de VPA se encuentra limitada por su importante
ionizacion, como se ha observado en la incompleta biodisponibilidad
resultante con formulaciones de liberacion prolongada. En concreto, al
contrario de lo reportado por la bibliografia, nuestros resultados sugieren
que VPAG no seria la principal entidad vinculada a la recirculacion
enterohepatica de VPA.

Como hipotesis alternativa, la recirculacion de VPA podria estar explicada
por secrecion hepatobiliar del farmaco como tal hacia el intestino, desde
donde seria luego reabsorbido. Watkins y Klaassen [248] cuantificaron en
ratas la concentracion total de VPA en bilis y en plasma, observando una
relacion bilis/plasma de 1,6, lo cual sugiere acumulacion de VPA a nivel
biliar. En linea con esto, los parametros Fg y CL presentaron una
correlacion negativa, es decir que en sujetos donde una mayor fraccion de
VPA fue secretada y reabsorbida, la eliminacion del farmaco por otras vias
ocurrio a menor tasa. Esto tiene sentido ya que la excrecion hepatobiliar
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retira al VPA del hepatocito hacia una zona donde el metabolismo no es
significativo, eludiendo la biotransformacion y conduciendo a un menor CL.

Si bien el transporte de eflujo de VPA no ha sido descripto en cuanto a
identificacion de proteinas responsables, la transferencia hepatobiliar del
farmaco podria explicarse mediante este proceso. Algunos autores
referencian que los transportadores MRP estan vinculados al eflujo de VPA.
Se han observado en ratas diferencias en expresion hepatica de esta familia
de transportadores asociadas al sexo, presentando las hembras mayor
magnitud [91]. Si esta diferencia estuviese presente en humanos, podria
explicar la mayor recirculacion observada en mujeres resultante de una
mayor transferencia hepatobiliar activa.

Alternativamente, podria considerarse la glucuronidacion de VPA como un
proceso enzimatico saturable a concentraciones obtenidas luego de
administrar una dosis de 500 mg. La mayor expresion de UGT1A6 en
hombres y su induccion debido a ACO evitaria la saturacion de este proceso,
aumentando el CL no relacionado con la recirculacion. En mujeres, la
saturacion de la glucuronidacion de VPA en hepatocitos favoreceria su
transferencia hacia la bilis aumentando la Fg y reduciendo el CL de
biotransformacion.

El efecto de los ACO podria estar relacionado a modulacion hormonal,
debido a la influencia de las hormonas en la expresion de enzimas y
transportadores a nivel hepatico [7-9]. Mujeres tomando ACO mostraron
parametros farmacocinéticos para VPA similares a hombres, incluso para el
inicio de la absorcion (To). No se debe descartar de cualquier manera un
efecto directo de los principios activos de ACO: ya sea induciendo UGT1A6 o
inhibiendo competitivamente el eflujo hepatobiliar de VPA, a pesar de que no
hemos encontrado reportes bibliograficos al respecto.

Finalmente, otra hipodtesis puede ser elaborada considerando la
acumulacion de VPA en un fluido de mayor pH respecto al plasma
sanguineo que luego es vertidos al duodeno, como el jugo pancreatico
(pPH~8,4). La secrecion diaria media de este fluido hacia el duodeno es de
aproximadamente 2,5 L [247]. Asumiendo equilibrio de VPA libre (5%, de
acuerdo a la exposicion media observada y la tendencia en UPP observada
por Dutta et al. [225]) entre plasma y jugo pancreatico y estimando la
relacion entre concentraciones totales tal como se realiz6 en el capitulo 5
para nevirapina con pH plasmatico igual a 7,4, se obtiene que un 19% de la
dosis administrada podria estar siendo secretada y reabsorbida en un
circuito pancreas-intestino-circulacion sistémica. Sumando la acumulacion
en bilis de acuerdo a la relacion mencionada anteriormente (VPA bilis/VPA
plasma = 1,6) y considerando una secrecion biliar diaria de 0,8 L [44] se
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obtiene una recirculacion total de 31%, similar a la estimada promediando
hombres* y mujeres. La diferencia entre estos subgrupos estaria dada por la
mayor secrecion de bicarbonato en mujeres, regulada por estrogenos [39]. Si
el pH del jugo pancreatico de mujeres y hombres* fuese de 8,7 y 8,1
respectivamente, la estimacion de VPA recirculante seria entonces de 41 y
26% respectivamente. La diferente distribucion de flujo sanguineo en la
zona esplacnica podria hacer mas significativa esta diferencia.

Las hipotesis aqui planteadas respecto a los mecanismos detras de la
recirculacion de VPA y sus diferencias asociadas al sexo deberan ser
confirmadas en ensayos posteriores, obteniendo mayor informacion respecto
a las transferencias desde plasma hacia jugo pancreatico y bilis del principio
activo. Los procesos propuestos podrian coexistir aportando fracciones a la
magnitud total de farmaco recirculante.

Las diferencias en cuanto a recirculacion enterohepatica de VPA podrian
tener implicancias clinicas. Como fue explicado para nevirapina en el
capitulo anterior, periodicos reingresos de farmaco aumentan la relacion
entre concentracion extravascular y plasmatica. Padowski et al. [202, 250]
analizaron este fenomeno justamente con VPA, concluyendo que la
recirculacion enterohepatica aumenta el ingreso del farmaco al sistema
nervioso central (SNC). El VPA ejerce su accion a nivel del SNC, por lo que
este mecanismo podria tener mucho impacto en la respuesta
farmacodinamica. Ademas, la recirculacion enterohepatica promueve una
mayor exposicion hepatica-intestinal al farmaco, promoviendo quizas la
incidencia de efectos adversos.

Datos de monitoreo terapéutico de medicamentos

Complementando el analisis realizado sobre los datos experimentales
obtenidos en voluntarios sanos, se tomaron datos provenientes de pacientes
bajo terapia con VPA cuyos niveles en plasma sanguineo fueron
determinados a predosis (Cpre) en la Unidad de Monitoreo de Medicamentos
del Hospital de Clinicas “Dr. Manuel Quintela” (UdelaR). Unicamente fueron
incluidos datos experimentales de pacientes con VPA como unico farmaco
anticonvulsivante, de edades comprendidas entre 20 y 60 anos, que
presentaran una posologia dividida en administraciones de una misma dosis
cada 8 horas (posologias de intervalos irregulares y de 12 horas fueron
excluidas). Los datos de 17 mujeres y 8 hombres se muestran en la tabla
6.3.

Hombres y mujeres reciben similares dosis (cociente hombres respecto a
mujeres de 0,92), sin embargo las Cpre muestran un apartamiento mayor
(cociente hombres respecto a mujeres de 0,75).
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Dosis VPA Cpre VPA

(mg/kg) (mg/L)
Hombres 19,65 46,75
(N=8) (10,35) (11,31)
Mujeres 21,40 62,50
(N=17) (4,965) (36,995)

Tabla 6.3 Concentraciéon a predosis (Cpre) para
pacientes bajo terapia con VPA. Datos presentados
como media (desviacién estandar)

Se requeriria un mayor numero de pacientes para determinar
estadisticamente la significacion de esta diferencia, sin embargo la
tendencia observada acompana a las conclusiones obtenidas tras analizar la
farmacocinética del VPA en dosis Unica en voluntarios sanos: hombres
presentarian un mayor CL que mujeres.

Conclusiones

Ambos analisis farmacocinéticos, TS y NLME, aplicados a las observaciones
de VPA en plasma sanguineo de voluntarios sanos coincidieron en la
conclusion de diferencias en CL asociadas al sexo y a la coadministracion de
ACO. Mujeres sin tratamiento ACO presentan significativamente menor CL
para VPA respecto a hombres#. El modelo farmacocinético poblacional
permiti6 determinar la magnitud de VPA sometida a recirculacion
enterohepatica, anadiendo informacion para el analisis de las causas detras
de las diferencias observadas. Se observo en este analisis una fraccion de
VPA sometida a recirculacion mas de 2 veces mayor en mujeres sin ACO, lo
cual estaria relacionado a las diferencias observadas en CL. El sexo y la
terapia con ACO, por lo tanto, tienen un significativo impacto en la
farmacocinética del VPA de acuerdo a los resultados obtenidos. Ambas
covariables deberian ser tenidas en cuenta en la dosificacion, especialmente
en el caso de mujeres bajo terapia con VPA que inicien un tratamiento ACO.
La diferencia hallada mediante la aplicacion del modelo de recirculacion a
voluntarios sanos se muestra como una tendencia en las observaciones
realizadas en pacientes bajo monoterapia anticonvulsivante con VPA.

El modelo farmacocinético presentado en este capitulo para describir la
recirculacion es coherente con el proceso fisiologico de recirculacion
enterohepatica y mostro6 un buen rendimiento en la estimacion de
parametros. Fue desarrollado en una version de NONMEM anterior a la
utilizada para el modelo de nevirapina descripto en el capitulo 5. La
aplicacion del modelo de recirculacion en NONMEM 6 es mas compleja y
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demandante computacionalmente, razéon por la cual no fue detallada en el
presente capitulo.
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CAPITULO 7. Influencia del sexo en la respuesta
farmacocinética de fenitoina

Introduccion

Fenitoina (DFH) es un anticonvulsivante de primera linea utilizado
ampliamente en el tratamiento y profilaxis de crisis convulsivas y distintos
tipos de epilepsia. Se trata de un farmaco ampliamente estudiado en
farmacocinética debido a su cinética no-lineal producida por un CL
concentracion dependiente. Mas de un 95% de la dosis biodisponible es
metabolizada a nivel hepatico. La biotransformacion es mediada
principalmente por CYP2C9, con menor contribucion de CYP2C19 [251].
Ambos complejos se encuentran mayormente expresados en higado [252]. A
su vez, DFH es transportado activamente por Pgp y por proteinas MRP [253,
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Figura 7.1. Estructura quimica de Fenitoina.

La respuesta farmacocinética de DFH ha sido estimada adecuadamente
utilizando la cinética de Michaelis-Menten como modelo matematico para
describir la eliminacion, considerando capacidad enzimatica limitada a
concentraciones terapéuticas [182, 235, 256|. Sin embargo, algunas
inconsistencias con este marco tedrico han sido observadas y reportadas.
Rojanasthien et al. [257] observaron una exposicion lineal al farmaco frente
a administraciones Unicas orales de dosis de entre 100 y 300 mg. Jung et al.
[258] también reportaron linealidad para Cumax DFH tras dosis unicas orales
comprendidas entre 400 y 1600 mg en seis voluntarios sanos. Tanaka et al.
[259] publicaron un modelo poblacional considerando cinética lineal tras
observar proporcionalidad para Cwmax tras dosis Unicas. Finalmente, se ha
referenciado que DFH es inductor de CYP2C9 [260], por lo que la capacidad
de biotransformacion limitada observada en tratamientos prolongados
deberia también observarse tras dosis unicas.

En nuestro grupo de investigacion ha surgido una hipotesis alternativa para
explicar la cinética no-lineal de DFH [67, 261]. La misma se basa en la
disminucion del CL de modo concentracion dependiente secundaria a la
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induccion de la secrecion de farmaco desde la sangre hacia el intestino,
desde donde es posteriormente reabsorbido. Similar a lo que fue postulado
para el Acido Valproico, la excreciéon hepatobiliar de DFH disminuye el CL
sistémico. Esto ocurrira para todo farmaco que presente un clearance
hepatico significativamente mayor al intestinal. En este marco, la induccion
de los transportadores que median dicha secrecion provocara una
disminucion del CL intra-individual. Estudios realizados en ratas han
confirmado la induccion de Pgp y MRP2 mediada por DFH [262]. La
recirculacion de DFH mediante excrecion hacia intestino y reabsorcion,
originando picos secundarios en los perfiles plasmaticos, también ha sido
reportada por varios autores tanto tras dosis orales como intravenosas [263,
264]. La misma podria originarse a nivel del pancreas y del higado, mediada
por los transportadores mencionados durante la formacion de jugo
pancreatico y bilis respectivamente. La induccion de transportadores por
DFH presenta una concentracion umbral: se evidencia cuando se mantienen
niveles superiores y se revierte con niveles inferiores de farmaco. Esta
dependencia con las concentraciones locales de farmaco se mantiene
también para concentraciones inductoras: mayores niveles de farmaco en
un tejido provocan en dicho sitio un mayor grado de inducciéon. Asi, cuando
concentraciones inductoras son mantenidas a nivel hepatico, el CL del
farmaco disminuye, aumentando la magnitud sometida a recirculacion.

El mecanismo propuesto estaria asociado también a la resistencia observada
para tratamientos farmacologicos, fenomeno que se observa en
aproximadamente el 30% de pacientes con epilepsia [265]. Una de las
hipotesis mas aceptadas para explicar este fenémeno se basa en la
induccion de transportadores de eflujo en el sistema nervioso central, tanto
en focos epilépticos como en la barrera hematoencefalica. Esta induccion,
promovida tanto por farmacos como por las propias crisis convulsivas,
disminuye el ingreso de principios activos a su sitio de accion y por lo tanto
a pesar de administrar mayores dosis y observar mayores concentraciones
plasmaticas no se obtiene la respuesta farmacodinamica deseada.

DFH presenta buena biodisponibilidad luego de ser administrada por via
oral como comprimidos o capsulas. Es un farmaco lipofilico (coeficiente de
particion octanol/agua, logP=2,47) y débilmente acido (pKa=8,3), por lo que
su solubilidad en medio acuoso es altamente dependiente del pH. Su
limitada solubilidad en medio acido provoca una dependencia de la
biodisponibilidad con la dosis administrada, lo cual puede ser evitado
fraccionando la dosis [258].

El CEBIOBE realiz6 un ensayo clinico para comparar la disposicion de DFH
en voluntarios sanos en estado estacionario bajo dos tratamientos con igual
velocidad media de ingreso de farmaco pero diferente frecuencia de
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administracion de dosis: A) 600 mg/72 horas por via oral; y B) 100 mg/12
horas por via oral. Este ensayo, titulado: “Ensayo clinico para demostrar la
induccion de transportadores de membrana en la respuesta farmacocinética
no lineal y en el desarrollo de tolerancia a la respuesta antiepiléptica
durante tratamientos cronicos con fenitoina”, se llevo a cabo como un
Proyecto de Iniciacion a la Investigacion, financiado por la Comision
Sectorial de Investigacion Cientifica (CSIC) de la Universidad de la Republica
(responsables: Silvana Alvariza, Manuel Ibarra). Se pretendia comparar la
respuesta farmacocinética de DFH resultante de cada tratamiento. El
tratamiento B, de modo similar que un tratamiento convencional, consiste
en frecuentes administraciones destinadas a reducir la oscilacion de
concentraciones plasmaticas. Bajo la hipotesis planteada, este tratamiento
mantendria concentraciones de DFH inductoras conduciendo a un menor
CL medio. El tratamiento A, a modo alternativo, pretendia conseguir perfiles
plasmaticos altamente oscilantes con el fin de provocar largos lapsos de
concentraciones no inductoras y por lo tanto un CL medio mayor.

Asimismo, implementando ambos tratamientos sobre hombres y mujeres, se
pretendia analizar del impacto del sexo en la farmacocinética de DFH,
particularmente en cuanto a la recirculacion mediada por transportadores.
En este capitulo se presentaran algunos de los resultados obtenidos en el
ensayo clinico, ya que un analisis completo escapa a los objetivos de la
presente tesis.

Disefio y realizacion del ensayo clinico

El ensayo clinico fue disenniado con 2 periodos (i y ii) donde los tratamientos
A y B fueron administrados de acuerdo a una secuencia aleatoriamente
asignada, cruzada y compensada. Cada periodo consistio en 10 dias de
administracion de DFH de acuerdo a cada tratamiento, y estuvieron
separados por 5 dias de lavado. Las dosis fueron administradas en todos los
casos con un vaso de agua, 100 mL por cada 100 mg de DFH. Para el
tratamiento A, la dosis de 600 mg fue fraccionada en tres administraciones
de 200 mg separadas por 2 horas, de manera de evitar una limitacion en la
biodisponibilidad. La primera administracion de 200 mg se fijo6 a la hora
8:00, 30 minutos después de que los voluntarios recibieran el desayuno.
Este esquema de dosificacion fue repetido los dias 1, 3, 7 y 10. Para el
tratamiento B, las administraciones fueron a las 8 y a las 20 horas de cada
dia (1 al 10), 30 minutos después de ingerir desayuno y cena
respectivamente.

Los voluntarios participantes del ensayo fueron internados por 24 horas los
dias 1 y 10 de cada periodo, en donde fueron extraidas muestras de sangre
y saliva. El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de
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Quimica (UdelaR), y los voluntarios participantes firmaron un
consentimiento informado antes de participar del mismo. Las
concentraciones plasmaticas y salivales para DFH y uno de los principales
metabolitos, p-hidroxifenilhidantoina (p-HPPH), fueron determinadas
mediante HPLC-UV de acuerdo a una técnica desarrollada y validada en el
CEBIOBE.

El estudio fue llevado a cabo en dos fases (I y II), cada una con 6 voluntarios
sanos (3 hombres y 3 mujeres). En la fase I se utilizo el producto Epanutin®
(EP, Laboratorio Pfizer), capsulas conteniendo DFH soddica equivalente a 100
mg de DFH. Para la fase II, debido a que el producto fue retirado del
mercado local, se utiliz6 Comitoina® (CT, Laboratorios Roemmers)
comprimidos conteniendo DFH soédica equivalente a 100 mg de DFH.

Resultados

Durante la fase I del ensayo clinico, 4 voluntarios sanos (3 mujeres y 1
hombre) presentaron fiebre y rash cutaneo asociados a la administracion de
DFH en el periodo i. Esto obligo la exclusion de dichos voluntarios para el
periodo ii. Unicamente dos voluntarios de sexo masculino completaron esta
fase (tratamientos A y B). El hombre excluido completé el tratamiento A. Las
3 mujeres participantes completaron tinicamente el tratamiento B.
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Figura 7.2. Perfiles farmacocinéticos de DFH en plasma sanguineo obtenidos tras 10
dias de mantenimiento del tratamiento A (600 mg cada 72 horas), para seis
voluntarios masculinos y dos femeninos.
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Durante la fase II, se registro el mismo evento adverso obligando a excluir a
dos voluntarias mujeres, una de las cuales completo el tratamiento A,
mientras que la otra no completé ningun tratamiento.

Las figuras 7.2 y 7.3 muestran los perfiles de concentraciones medios
obtenidos a partir del dia 10 para el tratamiento A y el tratamiento B
respectivamente, identificando el sexo de cada voluntario.
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Figura 7.3. Perfiles farmacocinéticos de DFH en plasma sanguineo obtenidos tras 10
dias de mantenimiento del tratamiento B (100 mg cada 12 horas), para cinco
voluntarios masculinos y cuatro femeninos. La tltima dosis de DFH es administrada
a las 12 horas.

En las tablas 7.1 y 7.2 se resumen los principales parametros
farmacocinéticos determinados mediante analisis no compartimental de
concentraciones plasmaticas para cada voluntario participante del
tratamiento A y B respectivamente.

La cinética no-lineal para DFH fue observada en tanto que el CL/F medio
para el tratamiento A fue menor al obtenido mediante el tratamiento B:
0,035 L/h/kg vs. 0,054 L/h/kg respectivamente. Si se toman Unicamente
aquellos voluntarios que completaron ambos tratamientos, las diferencias
fueron significativas obteniéndose una mayor Css plasmatica para DFH
(p<0,01) y p-HPPH (p<0,05) tras el tratamiento A. Este resultado en CL,
contrario a lo esperado, se explicaria dentro de la hipotesis planteada debido
a una mayor induccion de transportadores de eflujo a nivel hepatobiliar
para el tratamiento A provocada por mayores concentraciones esplacnicas
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de DFH fruto de la mayor dosis administrada. Multiples picos en los perfiles
plasmaticos fueron evidentes para ambos tratamientos. Si bien la absorcion
de DFH puede prolongarse significativamente en el tiempo luego de una
administracion oral, aumentos en la concentracion plasmatica para tiempos
superiores a 24 horas posdosis indican la alta probabilidad de que un
proceso de recirculacion este teniendo lugar.

Epanutin (Fase I) Comitoina (Fase II)

Voluntario 1 EP 2 EP 3 EP 1CT 2CT 3CT §5CT 6CT
Sexo M M M M M M F F
Css (mg/L) 10,6 2,90 2,52 2,53 3,34 2,50 4,11 2,31
Cwmax (mg/L) 13,8 8,42 7,16 7,86 7,65 9,12 6,55 6,28
CL/F (L/h/kg) 0,0105 0,0358 0,0381 0,0392 0,0390 0,0387 0,0349 0,0414
ti/2 (h) 44,0 11,0 25,0 12,4 13,0 12,0 29,4 10,0
((;sl;/pL:-IPPH 0,0630 0,130 0,125 0,0661 0,0480 0,0720 0,0796 0,0686
CM (%) 0,597 4,48 4,96 2,61 1,44 2,88 1,94 2,97

Tabla 7.1. Parametros farmacocinéticos de estado estacionario obtenidos para voluntarios sanos
mediante tratamiento A con DFH (600 mg cada 72 horas). Todos los parametros corresponden a
DFH excepto la concentracion media para p-HPPH. Css: concentracion media de estado
estacionario (AUC72/72). CM: cociente metabdlico (100*Css p-HPPH/Css DFH).

Epanutin (Fase I) Comitoina (Fase II)

Voluntario 1EP 3EP 4EP S5EP 6EP 1CT 2CT 3CT 6CT
Sexo M M R R F M M M R
Css (mg/L) 75 1,600 4,600 1,700 1,000 1,840 3,340 1480 19
Cuax (mg/L) 105 273 756 306 407 241 342 232 25
CL/F (L/h/kg) 0,0147 0,0649 0,0209 0,0810 0,0817 0,0539 0,03898 0,0655 0,0642
t12 (h) 354 170 12,0 100 90 260 160 11,0 120
((;;;}’I:;{PPH 0,0640 0070 0,138 0,088 0,1180 0,0415 0,0505 0,0615 0,0543
CM (%) 0,853 438 3,00 518 621 226 151 416 284

Tabla 7.2. Parametros farmacocinéticos de estado estacionario obtenidos para voluntarios sanos mediante
tratamiento B con DFH (100 mg cada 12 horas). Todos los parametros corresponden a DFH excepto la
concentracion media para p-HPPH. Css: concentracion media de estado estacionario (AUC24/24). CM:
cociente metabolico (100*Css p-HPPH/Css DFH). Cuax corresponde a la concentracion maxima para DFH
registrada durante las primeras 12 horas posdosis.

Debido al reducido numero final de voluntarios y a que el tratamiento afecto
la disposicion de DFH, el impacto del sexo no puede ser evaluado
estadisticamente con los datos disponibles. Los valores individuales indican
que no habria diferencias en el CL/F de DFH ni en el cociente metabdlico
(CM) entre hombres y mujeres.

Si bien el numero de voluntarios es muy reducido, la aparicion de rash
cutaneo se dio principalmente en mujeres (5 de 6). Esta observacion estaria
en concordancia con lo planteado por Alvestad et. al. [266], mujeres en edad
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fértil estan mas predispuestas que hombres y mujeres posmenopausicas a
sufrir  reacciones de  hipersensibilidad secundarias a  varios
anticonvulsivantes. La mayor predisposicion esta dada por una contribucion
directa de estrogenos a formar las entidades reactivas y porque los mismos a
su vez estimulan la respuesta inmune [267]. Otros factores estarian también
vinculados al desarrollo de este efecto adverso pero su discusion escapa al
alcance de este capitulo. Para un analisis mas extenso tanto de este aspecto
como de la respuesta farmacocinética a DFH referirse a la Tesis de
Doctorado en Quimica de Silvana Alvariza [261].

Estimacion de la magnitud de DFH vinculada a recirculacion

A modo de estimar la magnitud del proceso de recirculacion de DFH, los
perfiles plasmaticos obtenidos para el tratamiento A (figura 7.2) fueron
analizados mediante un modelo no lineal de efectos mixtos similar al
planteado en el capitulo 5 para nevirapina. Se tomaron Unicamente estas
observaciones (8 voluntarios) ya que permitian incluir un evento de
recirculacion alrededor de las 24 horas posdosis, separando el proceso de
reingreso de farmaco de una posible absorcion retardada de fragmentos de
forma farmacéutica retenidos en el estéomago. Para el tratamiento B, los
perfiles de estado estacionario (figura 7.3) presentan administracion a horas
O y 12, y si bien se observan incrementos en las concentraciones
plasmaticas alrededor de las 24 horas, podrian explicarse por ingresos de
farmaco relacionados a la segunda administracion.

El modelo farmacocinético utilizado se ilustra en la figura 7.4. En este caso,
al igual que ha sido planteado por otros autores, se utilizd un modelo
monocompartimental para describir la distribucion de DFH en el organismo,
con un compartimiento central (C) desde el cual la eliminacion fue asumida
de primer orden. Esta suposicion fue realizada luego de verificar que la
inclusion de una eliminacion concentracion dependiente de acuerdo a
Michaelis-Menten no provocaba un superior ajuste a los datos. El ingreso de
farmaco fue modelado de acuerdo a compartimientos de transito (TC), con
transferencias de primer orden segun la constante krr desde el primer TC
hasta el compartimiento de absorcion. Desde alli, el ingreso de primer orden
a C esta dado por la constante de absorcion ka Los parametros
farmacocinéticos de absorcion estimados son el niumero de compartimientos
de transito (n), el tiempo medio de residencia en todos los TC (MTT) y ka. Los
compartimientos GIT: y GIT2 son utilizados para incluir la recirculacion de
DFH, su participacion como sitios de acumulacion (bilis/jugo pancreatico) y
sitios de entrega de farmaco (luz intestinal) es alternada de acuerdo a las
condiciones A y B. La secrecion de farmaco hacia el sitio de acumulacion es
modelada como una transferencia de primer orden con clearance CLagir.
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Finalmente, el reingreso de farmaco desde GIT es considerado con una
constante de primer orden Kgre.

Condicion A (tiempos < Truc) T
CL

Dosis

T k’TR T k’TR k’I‘R k’TR kA
\ =>| . |=>oe0e—> -=>| AC |=—> C

l, CLarr

GIT
Dosis

T cL
k’I‘R k’I‘R k’I‘R k’l‘R kA
\ > 000> ->»| AC |—> C

CLg1r / \kRE

GIT

Condicion B (tiempos > Teuc)

GIT

2 1

Figura 7.4. Modelo farmacocinético para DFH aplicado al tratamiento A (600 mg cada 72
horas).

Variabilidad interindividual (BSV) fue incluida para CL, CLarr, Vc, kay MTT,
mientras que el error residual fue incorporado mediante un modelo
proporcional.

Este modelo presenté en general un adecuado ajuste a las observaciones,
como se muestra en las figuras 7.5 y 7.6. Para los voluntarios 1 y 3 no se
logré una buena descripcion de los perfiles plasmaticos. En ambos casos se
observa una prolongada absorcion de DFH. El voluntario 3 presenta un
ingreso lento de farmaco hasta las 10 horas donde un abrupto incremento
en las concentraciones plasmaticas produce un Tmax de 14 horas posdosis.
Esto puede deberse a fragmentos de formulacion que permanecen en
estomago o primeras porciones del intestino y se disuelven con la ingesta de
la cena, sumado a la posible recirculacion que para ese momento no es
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considerada por el modelo. Para el voluntario 1, el ingreso de farmaco
parece ser mas rapido ya que se observan rapidos aumentos en las
concentraciones luego de cada administracion de 200 mg (las tres fracciones
de la dosis total). A partir de las 15 horas posdosis se registra un aumento
abrupto que produce el Tmax a las 24 horas. Considerando que este
voluntario presenté el menor CL/F, es posible que el modelo este
subestimando su CLair, y que la magnitud recirculante sea lo
suficientemente grande como para explicar el sostenimiento de
concentraciones entre las 24 y 48 horas y la lenta eliminacion sistémica. La
tabla 7.3 muestra los resultados para la muestra de 8 voluntarios.
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Figura 7.5. Graficos de bondad de ajuste del modelo de recirculacion de DFH a las observaciones
del tratamiento A. Se muestran los residuales (CWRES) respecto al tiempo y las observaciones

respecto a las predicciones individuales.

El modelo de absorcion con compartimientos de transito permitié describir
el ingreso de los 600 mg en tres fracciones de 200 mg. El numero de
compartimientos de transito fue fijado en 200 luego de evaluar
iterativamente distintos valores.

Los parametros farmacocinéticos mostraron una elevada variabilidad
interindividual. E1 CL estimado es similar al obtenido por Tanaka et al. [259]
quienes modelaron la eliminacion de DFH de acuerdo a una cinética de
primer orden en voluntarios sanos arribando a un valor de 1,61 L/h para un
voluntario tipico de 60 kg. El CLair para el total de voluntarios represento
un 43,6% del clearance total (CL+CLait), por lo que una importante
magnitud de la dosis biodisponible sufre recirculacion de acuerdo al modelo
propuesto. El evento incluido, estimado para 21,5 horas posdosis,
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representaria varios procesos de reingreso que se dan a tiempos posteriores
y que explican el mantenimiento (0o aumento) de las concentraciones de
DFH.
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Figura 7.6. Predicciones individuales para los perfiles plasmaticos de DFH obtenidos en
estado estacionario de 600 mg cada 72 horas. La ultima administracién se registra a las 4
horas (Gltima fraccién de 400 mg). Las voluntarias mujeres corresponden a los nimeros 10
y 11.

El AIC obtenido para este modelo fue de 7,97. El modelo analogo pero sin
recirculacion de DFH obtiene para los mismos datos un AIC de 37,2,
reflejando la significativa mejora en la descripcion de datos que se obtiene al
incluir este proceso. Finalmente, el modelo analogo, sin recirculacion y
modelando la eliminacion de acuerdo a una cinética de Michaelis-Menten
obtiene un AIC de 12,6, también con peor resultado. Para este modelo los
valores de Vmaxy Km estimados fueron de 18,2 mg/h 5,09 mg/L.

Los resultados presentados en este analisis demuestran que el mecanismo
de recirculacion de DFH puede explicar los perfiles plasmaticos obtenidos de
similar o mejor manera que la teoria de capacidad enzimatica limitada. La
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auto-induccion de la recirculacion, como hipétesis alternativa a la
saturacion del metabolismo, explicaria la cinética no-lineal de DFH
observada en la practica, resolviendo las inconsistencias reportadas en la
literatura cientifica.

Parametro Tendencia
media BSV (%)

ka (h) 0,775 176
MTT (h) 1,90 91,2
n 200 _
Ve (L) 61,1 16,6
CL (L/h) 1,22 128
CLarr (L/h) 2 0,942 104
kre (h-1) 0,261 ]
Tenc (h) 21,5 i
Error residual 15,5 )

proporcional (%)

Tabla 7.3. Estimaciones de parametros farmacocinéticos para
DFH segun el modelo propuesto. Los valores de clearance y
volimenes informados son en realidad aparentes ya que se
desconoce la biodisponibilidad de las formulaciones ensayadas.
aCL, CLgir y Ve son estimadores tipicos para un individuo con
peso corporal igual a 70 Kg.

Respecto al sexo, las dos mujeres analizadas con este modelo (voluntarios
10 y 11) presentaron valores de CLair superiores a la media (1,8 y 2,2 L/h
respectivamente).

Conclusiones

La farmacocinética no-lineal que presenta DFH, atribuida a una capacidad
de metabolizacion limitada a concentraciones terapéuticas, podria estar
relacionada al proceso de recirculacion mediado por transportadores de
eflujo que son inducidos por el farmaco de modo concentracion-local
dependiente. Una significativa fraccion de DFH, 43,6%, fue estimada como
participante del proceso de recirculacion en estado estacionario de un
tratamiento de 600 mg administrados cada 72 horas.

No fue posible realizar un analisis estadistico del impacto del sexo sobre la
absorcion y disposicion de DFH debido a que varios voluntarios debieron ser
excluidos del ensayo clinico. Se registr6 una elevada incidencia de rash
cutaneo, evento adverso asociado a DFH, especialmente para mujeres (5 en
6 respecto a 1 en 6 para hombres). Esto podria estar relacionado a la
estimulacion del sistema inmune mediada por estréogenos y a una
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contribucion directa de estradiol en la formacion de la entidad reactiva que
desencadena la reaccion dérmica.
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CAPITULO 8. Influencia del sexo en la respuesta
farmacocinética de los medicamentos: conclusiones
generales.

La investigacion realizada en la presente tesis agrega evidencias respecto al
impacto del sexo en la absorcion y disposicion de principios activos. Dentro
del sistema en el cual se produce la respuesta farmacocinética, formado por
la interaccion organismo-medicamento, el sexo introduce una dualidad para
el primer componente que debe ser considerada a la hora de analizar e
interpretar resultados.

Debido a sus diferencias fisiologicas, hombres y mujeres presentan distinto
entorno para el desempeno biofarmacéutico de un medicamento
administrado por via oral. De acuerdo a las caracteristicas del producto, del
principio activo y de las condiciones de administracion, la influencia de
dichas diferencias en la biodisponibilidad puede hacerse evidente. Esta
tematica fue abordada en los capitulos 2 a 4 haciendo énfasis sobre su
impacto en la bioequivalencia promedio.

La disposicion de principios activos también puede verse afectada por el
sexo. En este sentido se analizaron observaciones para nevirapina (capitulo
5) y acido valproico (capitulo 6) mediante modelos no lineales de efectos
mixtos introduciendo un proceso de disposicion muchas veces desestimado,
la recirculacion. Los datos permitieron desarrollar un modelo
farmacocinético fisiologicamente coherente que puede ser aplicado al
analisis de este fenémeno en la respuesta de otros principios activos.

Este capitulo agrupa las conclusiones obtenidas para las dos principales
areas abordadas, incluyendo consideraciones generales que pueden ser
extrapoladas para otros principios activos de acuerdo a caracteristicas
fisicoquimicas.

Sexo y bioequivalencia promedio

La principal desventaja de la bioequivalencia promedio reside en que las
inferencias son realizadas en base a parametros medios de la muestra de
sujetos. Aun siendo representativa de la poblacion en estudio, el promediado
de datos puede esconder significativas diferencias entre subgrupos
conduciendo a resultados de menor valor predictivo. Por esto, se debe tener
especial cuidado con aquellas covariables que, fraccionando a la poblacion,
produzcan efectos opuestos sobre el cociente T/R. El sexo de los sujetos
determina caracteristicas gastrointestinales con alta probabilidad de tener
significancia en la biodisponibilidad oral, por lo que es una covariable
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altamente relevante en estudios de bioequivalencia. El analisis de la
respuesta farmacocinética en hombres y mujeres por separado aumenta el
valor informativo de las observaciones al considerar las diferencias
fisiologicas que pueden provocar cada respuesta.
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Figura 8.1. Modelo farmacocinético ilustrando la absorcién oral de principios activos.
Las flechas verdes corresponden a eliminacion de farmaco, las naranjas a transporte
activo de eflujo con cinética saturable, las blancas a transferencias pasivas con
cinética de primer orden y las azules a transferencias de la forma farmacéutica a lo
largo del tracto gastrointestinal. El mismo es dividido en un compartimiento gastrico
(G), ¥y 4 micro-modelos bicompartimentales incluyendo lumen intestinal (I) y
enterocitos+hepatocitos (E). El plasma y los 6rganos interiores son comprendidos en el
compartimiento C, desde donde ocurre la eliminacion sistémica con clearance CLgL.

El modelo de la figura 8.1 pretende hacer énfasis en distintos procesos
vinculados a la absorcion oral: 1) clearance de ingreso de farmaco (disuelto)
a la primer porcion del intestino (CLqgi), considerando ingreso de farmaco ya
disuelto desde el estomago y disolucion en intestino desde fragmentos de
medicamento que puedan atravesar el piloro; 2) ingreso a las células que se
interponen entre el medio externo y medio interno que podemos llamar
influjo (CLi), aun cuando no necesariamente esté mediado por



120

transportador de membrana; 3) expresion diferencial del transporte de eflujo
a lo largo del intestino, dividiendo el mismo en 4 zonas (micro-modelos
bicompartimentales) en donde la actividad, marcada por el clearance CLgr,
aumenta de la zona 1 a la 4; 4) eliminacion presistémica, con clearance CLgp,
representando el conjunto de procesos de biotransformacion que tienen
lugar antes de que el farmaco arribe a la circulaciéon sistémica (eliminacion
en enterocito y hepatocito es incluida en CLgp a fin de simplificar el modelo);
5) clearance de transito a lo largo de la luz intestinal (CLtR) ;y 6) ingreso de
farmaco a la circulacion sistémica con velocidad proporcional a la
concentracion del mismo en el compartimiento E (Cg), dado el clearance
(CLa) constante que supone esta cinética.

En este modelo, la fraccion de dosis biodisponible (F) esta dada por:
F = Fy* Fgp

Siendo Fa=(1-Ea), donde Ea corresponde a la fraccion de farmaco no disuelta
mas la fraccion de farmaco disuelta pero excretada con las heces y Frp=(1-
Erp), donde Egp corresponde a la fraccion biotransformada a nivel
presistémico (enterocito e higado).

Debido a la naturaleza saturable de los procesos enzimaticos, las
concentraciones provocadas post-administracion en los compartimientos [ y
E son determinantes en la magnitud de Egp para farmacos sustratos de
enzimas y transportadores de eflujo a nivel hepatico e intestinal. Siendo
Kmegp la concentracion de farmaco en E (Cg) a la cual la velocidad de
eliminacion presistémica es la mitad de la velocidad maxima del proceso, se
diferencian dos situaciones:

- Cg>>Kmep: la velocidad de eliminacion presistémica sigue una cinética
de orden cero, compitiendo con la velocidad de absorcion de primer
orden (CLa constante) de un modo que podria despreciarse, en virtud
del descenso hiperbdlico que experimenta el CLgp, y por tanto Fep~1.

-  Cg~ Kmgp: la velocidad de eliminacion presistémica sigue una cinética
de primer orden, compitiendo con la absorciéon de un modo apreciable
y por tanto Fgp<1.

Es evidente la importancia de Cg en el destino de la dosis administrada. Esta
concentracion es funcion de los siguientes factores: transporte de eflujo, CLar
y Fa.

La division del tracto gastrointestinal en fragmentos bicompartimentales es
realizada para dimensionar el efecto del aumento en la expresion y actividad
de Pgp hacia zonas distales. Se toma este transportador como referencia ya
que su expresion se encuentra bien documentada y es concordante con los
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resultados obtenidos. Los transportadores de eflujo trabajan de modo
cooperativo con los complejos enzimaticos presentes en enterocitos al
disminuir Cg y prolongar el tiempo de residencia del farmaco sustrato en la
luz intestinal mediante multiples ciclos de ingreso-eflujo. Una mayor
velocidad de eflujo disminuye progresivamente entonces la absorcion de
sustratos a lo largo del intestino, pudiéndose asociar a menores magnitudes
de F. A la vez, una mayor velocidad de transito a lo largo del intestino
(proceso expresado mediante CLtr) conduce a una mas rapida progresion de
la dosis hacia zonas de mayor CLgr, y consecuentemente a una menor Fa.

Por supuesto que la actividad del transportador es también susceptible de
saturacion, y probablemente por esto no tengan un alto impacto en la
biodisponibilidad aquellos transportadores expresados mayormente en zonas
proximales al piloro, como MRP2. Sin embargo la presencia de eflujo a lo
largo del intestino tiene finalmente un gran impacto sobre la velocidad de
absorcion aparente al aumentar significativamente la capacidad de
eliminacion presistémica y enlentecer tanto los procesos de eliminacion
como de ingreso de farmaco. Principios activos que no son sustratos de
transportadores de eflujo generalmente poseen F~1. Esto fue observado para
efavirenz (EFV) y nevirapina (NVP).

Los resultados de los diferentes ensayos realizados en esta tesis, sumados a
reportes bibliograficos, permiten concluir las siguientes diferencias hombre-
mujer en cuanto a fisiologia gastrointestinal:

A. pH gastrico: Hombres<Mujeres. Observado con:

i. Ritonavir (RTV): las leves diferencias observadas in vitro a pH
4,5 se reflejaron in vivo para mujeres, tanto en ayunas como
bajo presencia de alimentos. En condiciones de ayuno, esta
diferencia tuvo impacto en la biodisponibilidad de Lopinavir
(LPV). No fue asi bajo presencia de alimentos ya que la
solubilidad de ambos activos estaria significativamente
aumentada. Los parametros farmacocinéticos obtenidos para
RTV en mujeres bajo condiciones de ayuno son coherentes con
un ingreso lento al torrente -circulatorio, limitado por la
solubilidad del activo en fluidos gastrointestinales. En hombres,
la interrupcion de la absorcion en perfiles plasmaticos mas
agudos, dada la mayor velocidad de disolucion de RTV, se reflejo
en una Cyax mas variable.

ii. NVP: la mayor Cmax para hombres fue reflejo de una mayor
velocidad de disolucion en estomago para este farmaco
débilmente basico.
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B. CLgi: Hombres>Mujeres. Hombres presentan menor tiempo de
vaciado gastrico respecto a mujeres. Caracteristica acentuada en
condiciones de ayuno. Observado con:

i. Ciclosporina A (CyA): en la mayor cantidad biodisponible
registrada en hombres luego de recibir CyA bajo solucion oral, y
en los diferentes Tmax observados para capsulas de gelatina
blanda Test y Referencia en el estudio del CEBIOBE,
correlacionados con los tiempos de apertura de cada producto.

ii. Acido Valproico (VPA): en el menor tiempo de latencia obtenido
para la formulacion Referencia de liberacion retardada.

C. CLrr: Hombres>Mujeres. Observado con:

i. EFV: las diferentes condiciones poscomida generaron una
diferente absorcion de EFV desde los productos Test y
Referencia en hombres, pero no en mujeres. Luego de una
ingesta de alimentos, los hombres vuelven mas rapidamente a
condiciones de ayuno gracias a un mayor peristaltismo
intestinal.

ii. LPV/r: el mas rapido transito intestinal en hombres pudo ser la
causa de la mayor variabilidad registrada en el estudio
CEBIOBE para los parametros farmacocinéticos de LPV y RTV, y
para la mayor variabilidad observada en el estudio en ayunas
para RTV en Cmax, donde hombres llevarian la dosis mas
rapidamente hacia zonas de limitada absorcion, ya sea por el
mayor pH (que disminuira CLir) como por el aumento de CLEgF.

Generalmente, dar la dosis tras una ingesta de alimentos reducira las
diferencias hombre-mujer para el pH gastrico y para el tiempo de residencia
en estomago, emparejando y reduciendo el CLgi. Ademas, para farmacos de
baja solubilidad en medio acuoso (clase BCS II y IV), aumentara
significativamente la Fa, debido a la secrecion biliar, promoviendo un
aumento de disolucion y eventualmente la saturacion de transportadores y
enzimas.

Bajo el modelo de la figura 8.1, podrian describirse algunas situaciones para
las cuales sea esperable una diferente biodisponibilidad entre sexos.
Farmacos sustratos de Pgp con un significativo metabolismo presistémico
presentaran una mayor dependencia de F con CLgi, CLtr y con la velocidad
de disolucion. Cuando la disolucion es elevada, el impacto de CLa1 y CL1r
sera menor ya que Cg>>Kmegp. En este caso las diferencias hombre-mujer
podrian obtenerse en velocidad de ingreso, impactando en Cmax ¥
Cmax/AUC. Con reducida disolucion, la biodisponibilidad estara favorecida
con menor CLrr. Diferentes velocidades de disolucion en hombres y mujeres
se originarian por los valores de pH gastrico y volumen de fluidos (mayor en
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hombres). Para bioequivalencia, los productos que difieran en su perfil de
disolucion de acuerdo al pH del medio podran presentar diferentes
biodisponibilidades en hombres y mujeres. Los farmacos de clase II y IV en
BCS son probablemente los mas sensibles a estas diferencias.

Farmacos que no son sustratos de Pgp presentaran biodisponibilidad menos
dependientes de la velocidad de disolucion, del CLar y del CLrr. Diferencias
entre hombres y mujeres solo serian en base a la velocidad de absorcion, y
no a cantidad absorbida. Estos farmacos generalmente son de clase I y III
BCS. Bases débiles probablemente se disuelvan mas rapidamente en
hombres, como NVP, donde se observo un Cmax significativamente mayor
para este subgrupo. Acidos débiles serian afectados por CLrr si la absorcion
se prolonga en el intestino, ya que el CL ira disminuyendo debido a la
ionizacion por el aumento en el pH. Esto deberia considerarse para
formulaciones de liberacion prolongada, donde el mayor CLrr de hombres
podria disminuir la cantidad biodisponible.

Para los ensayos de bioequivalencia, los perfiles de disolucion in vitro
obtenidos en medios biorrelevantes son fundamentales para predecir el
posible resultado global y por sexo. Aun para farmacos de baja solubilidad,
realizar el ensayo de disolucion previo al ensayo in vivo aportara informacion
muy relevante, por lo que es recomendable su implementacion.

Las diferencias hombre-mujer pueden introducir una interaccion en la
discriminacion de productos farmacéuticos en ensayos de bioequivalencia.
En esta tesis fue observado para LPV en ayunas y RTV bajo presencia de
alimentos administrados como LPV/r, para CyA tras administracion de
capsulas de gelatina blanda bajo presencia de alimentos y para EFV
administrado 2 horas luego de una cena. Este efecto debe ser analizado en
todos los estudios de bioequivalencia promedio para aumentar la potencia
del ensayo: la bioequivalencia deberia ser comprobada tanto en hombres
como en mujeres. Para esto, en el diseno del ensayo clinico deben
introducirse las siguientes consideraciones:

i. La muestra de voluntarios debe ser representativa de la
poblacion. Hombres y mujeres deben ser reclutados en
cantidades aproximadamente iguales, y preferentemente en
numero par para realizar el ANOVA compensado intra-sexo y
obtener estimadores de tendencia media y variabilidad en cada
sexo y para cada producto.

ii. Las secuencias de administracion deben estar compensadas
intra-sexo. Para el ensayo de CyA soluciones orales, el analisis
de bioequivalencia por sexo estuvo imposibilitado por la
descompensacion estadistica. Puede haber un efecto del periodo
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en el estudio de bioequivalencia especificamente para mujeres,
debido al ciclo hormonal y su efecto sobre la fisiologia. La
compensacion de secuencias intra-sexo aumentara la
probabilidad de que ambos productos sean afectados de modo
similar.

La realizacion del ensayo en condiciones de ayuno o bajo
presencia de alimentos debe mantenerse en la indicacion de
prescripcion, ya que puede acentuar u ocultar diferencias entre
hombres y mujeres.

Finalmente, son muchos los ejemplos donde el sexo femenino no es incluido
en estudios de bioequivalencia bajo la hipotesis de que conlleva a una mayor
variabilidad residual en los parametros farmacocinéticos globales. Si se
realiza un analisis de la variabilidad residual por parametros en 9 estudios
de bioequivalencia presentados, las siguientes diferencias significativas y
tendencias fueron observadas:

e AUC

e Cuax

LPV y RTV poscomida: tendencia para una mayor variabilidad
residual en hombres.

CyA poscomida (capsulas de gelatina blanda): mayor
variabilidad residual en hombres.

EFV en ayunas: tendencia para una mayor variabilidad residual
en mujeres.

NVP poscomida: mayor variabilidad residual en mujeres.

RTV en ayunas: mayor variabilidad en hombres.

CyA en ayunas (estudio CEBIOBE): tendencia para una mayor
variabilidad residual en mujeres.

CyA poscomida: mayor variabilidad residual en hombres.

NVP poscomida: mayor variabilidad residual en mujeres.

e Cmax/AUC

RTV poscomida: mayor variabilidad en hombres.

CyA capsulas de gelatina blanda: mayor variabilidad en
hombres, tanto en ayunas como poscomida. Estudios realizados
en Canada.

NVP poscomida: mayor variabilidad en mujeres.

De esto se desprende que no necesariamente se debe esperar mayor
variabilidad de la respuesta farmacocinética en mujeres. Para farmacos
sustratos CYP3A4 y Pgp, en general una mayor variabilidad fue encontrada
para el sexo masculino, tanto en velocidad de ingreso como en exposicion

total.
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Sexo y disposicion de farmacos
Las siguientes diferencias fueron encontradas:

- CyA: mayor semivida de eliminacion en mujeres. Probablemente
debido a un mayor volumen de distribucion. Esta diferencia podria
estar presente en farmacos altamente lipofilicos.

- VPA: menor CL en mujeres y mayor recirculacion enterohepatica.
Mujeres bajo terapia oral anticonceptiva (etinilestradiol y
drospirenona) muestran un aumento en CL y disminucion de la
cantidad recirculante, acercando estos parametros a los observados
en hombres.

El efecto de una mayor distribucion de flujo sanguineo hacia la region
esplacnica en mujeres puede haber estado presente en la disposicion de
VPA, provocando mayor recirculacion, y de NVP, emparejando las
diferencias que habria en la cantidad secretada dada la mayor secrecion de
acido clorhidrico en hombres.

Para farmacos sustratos de CYP3A4 y Pgp, las diferencias en la expresion de
cada proteina (hombres menor expresion CYP3A4 y mayor Pgp)
compensarian los efectos individuales sobre la disposicion, ya que no se
observaron diferencias significativas para CyA ni LPV/r en este sentido.

Recirculacion de farmacos

Durante la presente tesis se analizo el proceso de recirculacion de farmacos
como fenomeno de disposicion significativo dentro de la respuesta
farmacocinética. Determinadas caracteristicas de un principio activo pueden
provocar que sea secretado desde el plasma hacia un sitio de acumulacion,
para ser posteriormente transferido al intestino, desde donde sera
reabsorbido hacia la circulacion sistémica. Es muy probable que la
secrecion hacia el intestino por diversas rutas se encuentre en una gran
cantidad de farmacos, pero que para muchos la reabsorcion no sea
significativa debido a wun alto metabolismo intestinal, que a bajas
concentraciones no estaria saturado pudiendo contribuir a la eliminacion
sistémica. Las posibles rutas son: secrecion hepatobiliar (recirculacion
enterohepatica), secrecion hacia el fluido gastrico (importante para farmacos
basicos) y secrecion hacia el jugo pancreatico (farmacos acidos). En el
primer y tercer caso, la secrecion estaria favorecida por transportadores de
eflujo (para sustratos), pudiendo aparecer diferencias entre hombres y
mujeres en la magnitud de farmaco biodisponible sometida al proceso de
acuerdo a la expresion de dichas proteinas.
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Durante la presente tesis, se desarrolldo un modelo farmacocinético para
describir el proceso de recirculacion con un mecanismo coherente con la
fisiologia. El desarrollo y la aplicacion del mismo se realizaron mediante
modelos no lineales de efectos mixtos permitiendo cuantificar parametros
vinculados a la recirculacion, asi como una mas precisa cuantificacion de
los parametros farmacocinéticos vinculados a la disposicion.

El impacto de los procesos de recirculacion sobre la respuesta
farmacocinética y farmacodinamica puede llegar a ser muy significativo.
Para VPA, se mostro como la secrecion hepatobiliar incrementada en
mujeres puede disminuir el clearance hepatico. Para DFH, se demostro que
una autoinduccion de este proceso podria explicar matematicamente la
cinética no-lineal. Para NVP, se describieron adecuadamente las
observaciones incluyendo este proceso, el cual nunca habia sido
considerado dentro de su respuesta farmacocinética. Los ciclos de reingreso
pueden aumentar las concentraciones esplacnicas y, al provocar aumentos
periodicos en la concentracion arterial, aumentar también la transferencia
de farmaco hacia sitios periféricos. Estas caracteristicas podrian explicar
ciertas respuestas farmacodinamicas.

Hombres, mujeres y medicamentos, conclusiones finales

El sexo como covariable afectara la respuesta farmacocinética en una gran
cantidad de farmacos. Sin embargo para muchos de ellos el resultado de
distintos efectos puede compensarse haciendo que no se observen
diferencias o bien las mismas podrian no ser tan drasticas como para
provocar consecuencias farmacodinamicas. El impacto del sexo es bastante
complejo como para realizar una simplificacion de factores que, presentes en
un medicamento, contribuyan a su significancia farmacocinética. Es por lo
tanto recomendable que el analisis sea realizado caso por caso, tanto para el
efecto en bioequivalencia como para la farmacocinética clinica. De cualquier
manera, los diferentes analisis realizados en esta tesis pueden agregar
informacion para entender o predecir el impacto del sexo al analizar la
farmacocinética y/o farmacodinamia de otros medicamentos, y contar con
informacion para la dosificacion de medicamentos aqui incluidos a fin de
llegar a tratamientos seguros y eficaces para la poblacion.
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