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Resumen

El estudio de bioequivalencia constituye el principal control de calidad
biofarmacéutica exigido para autorizar la comercializacion de medicamentos
similares. Su finalidad es comparar la biodisponibilidad relativa frente a un
producto que, conteniendo el mismo principio activo, este definido como
referencia por la autoridad regulatoria. Los medicamentos de referencia suelen
ser los medicamentos llamados originales o innovadores, para los cuales se ha
obtenido la evidencia suficiente para respaldar su eficacia y seguridad durante el
periodo de desarrollo, y con los cuales la sociedad genera experiencia de uso
clinico. La bioequivalencia permite entonces que un producto similar pueda
comercializarse respaldando su seguridad y eficacia en la demostrada para el
producto original, y por lo tanto se disponibilice en el mercado farmacéutico con

precios menores, mejorando el acceso de la sociedad.

Si bien la evaluacion de bioequivalencia es relativamente simple, su
implementacion conlleva desafios importantes al tratarse de un ensayo clinico
realizado principalmente en voluntarios sanos. Por ejemplo, la evaluaciéon de
productos oncoldgicos u otros medicamentos conteniendo principios activos con
importantes efectos adversos conlleva limitaciones éticas relevantes. A su vez,
debido a los fines regulatorios del estudio, el analisis farmacocinético
implementado, denominado analisis no compartimental, requiere de un muestreo
de concentraciones intenso, el cual es muy dificil implementar en casos de
medicamentos complejos como productos oftalmicos. Finalmente, los costos
econdmicos asociados a la evaluacidon de bioequivalencia restringen la
implementacion de este control de calidad, sobre todo en paises como el nuestro,
donde histéricamente se han otorgado registros de comercializacion sin esta
evaluacién llevando a que mas del 90% de los productos comercializados

continlan siendo similares.

La farmacometria es una disciplina centrada en el desarrollo de modelos
computacionales mecanisticos, que se ha consolidado como una herramienta
clave en la investigacion farmacéutica, con aplicaciones relevantes para el
desarrollo eficiente de medicamentos. Aunque los modelos farmacométricos

incorporan cierto grado de subjetividad, ofrecen ventajas que permiten evaluar
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la bioequivalencia al realizar ensayos clinicos con disefios de muestreo limitado,
asi como realizar proyecciones en condiciones no evaluadas
experimentalmente. Este enfoque puede contribuir a reducir los costos éticos y
econdmicos asociados a estos estudios clinicos, y por lo tanto a facilitar la
implementacion de politicas de genéricos que aseguren la disponibilidad de

medicamentos con comprobada calidad biofarmacéutica a la poblacion.

La presente tesis busca implementar el modelizado y la simulacion para abordar
las situaciones en las que el analisis tradicional de bioequivalencia resulta dificil
de aplicar y para guiar la toma de decisiones basadas en modelos en el
desarrollo de medicamentos similares. De esta manera, se pretende contribuir
tanto al ambito académico, como a la industria farmacéutica nacional y regional,
mediante la aplicacion de enfoques farmacométricos al desarrollo eficiente de
medicamentos similares y su evaluacién biofarmacéutica y clinica, superando

asi las limitaciones asociadas a la realizacion de ensayos clinicos.

Los métodos de bioequivalencia basada en modelos permiten analizar datos ya
existentes y predecir resultados en situaciones no evaluadas. Para explorar este
enfoque, se desarrolld6 un modelo no lineal de efectos mixtos que integré los
datos de un estudio de bioequivalencia en dosis Unica entre dos formulaciones
de acido valproico, incorporando ademas la informacion sobre su union saturable
a proteinas plasmaticas. El objetivo de este trabajo fue proyectar el desempefio
relativo de las formulaciones en condiciones de estado estacionario, reduciendo
asi la necesidad de estudios clinicos adicionales con fines regulatorios. Se
exploraron ademas estrategias de disefio 6ptimo de experimentos para proponer
ensayos clinicos con muestreo limitado que permitan arribar a resultados

concluyentes.

Asimismo, se desarrollaron modelos de farmacologia de sistemas para evaluar
la equivalencia terapéutica entre formulaciones. Estos modelos integran
observaciones experimentales y herramientas computacionales para analizar las
interacciones de un farmaco dentro de un sistema biolégico. Para aplicar esta
metodologia, el modelo no lineal de efectos mixtos fue integrado en una
estructura mecanistica que describe la interaccion de los metabolitos del acido
valproico con las vias metabdlicas de carnitina y amonio. Esta estrategia permitio
caracterizar la toxicidad inducida por acido valproico y evaluar los efectos de la
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suplementacion con L-carnitina, tanto en administracion aguda como en
tratamientos cronicos. Ademas, posibilitdé la identificacion de subgrupos de
pacientes potencialmente sensibles a los efectos adversos del farmaco,
avanzando no solo en la comparacion de bioequivalencia, sino también en la

evaluacion de la equivalencia terapéutica entre las formulaciones estudiadas.

Finalmente, se trabajo en estrategias de prediccidn de bioequivalencia para
informar la toma de decisiones en el desarrollo de medicamentos
bioequivalentes, dentro del enfoque denominado “bioequivalencia virtual”. Esta
estrategia utiliza modelos farmacocinéticos de base fisioldgica que permiten
integrar caracteristicas de principios activos, del organismo y de la formulacion
evaluadas in vitro e in silico para predecir la biodisponibilidad relativa de
diferentes formulaciones previo a la realizacion de estudios in vivo, aportando
una base predictiva solida para la toma de decisiones y optimizando el uso de
recursos. Este enfoque se aplicé a un proyecto de investigacion orientado a
respaldar la toma de decisiones en el desarrollo de formulaciones
bioequivalentes de liberacion inmediata y de liberacion prolongada de un
farmaco de clase Il segun el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica. Los
resultados obtenidos destacan la eficacia de integrar modelos mecanisticos,
métodos estadisticos avanzados y ensayos biofarmacéuticos, resaltando su
utilidad para guiar el disefio racional y cientificamente fundamentado de

medicamentos similares.

La presente tesis evidencia el amplio potencial de las herramientas
farmacomeétricas exploradas en distintos ambitos del desarrollo farmacéutico,
promoviendo un disefio racional de medicamentos. Ademas, facilita la
identificacion de problemas de calidad biofarmacéutica y la optimizacién de

estrategias de dosificacidn, favoreciendo terapias mas seguras y efectivas.

Palabras clave: farmacometria, bioequivalencia, medicamentos similares,
modelos no lineales de efectos mixtos, farmacologia de sistemas, calidad

biofarmacéutica.
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Abstract

Bioequivalence studies are the primary biopharmaceutical quality control
required to authorize the marketing of similar drug products. Their purpose is to
compare the relative bioavailability of a product that contains the same active
ingredient as a reference product designated by the regulatory authority.
Reference products are typically the original or innovative pharmaceutical
products for which sufficient evidence of efficacy and safety has been generated
during development, and for which extensive clinical use experience exists.
Bioequivalence assessment enables a similar product to be marketed by allowing
its safety and efficacy to be inferred from those of the original product. This makes

the product available at a lower cost, thereby improving societal access.

Although bioequivalence evaluation is relatively simple, its implementation
involves significant challenges, as it is a clinical trial conducted primarily in
healthy volunteers. For example, the evaluation of oncological products or drug
products containing active ingredients with substantial adverse effects poses
important ethical limitations. Moreover, because the study has a regulatory
purpose, the pharmacokinetic analysis employed, non-compartmental analysis,
requires intensive concentration sampling, which is particularly difficult to
implement in complex drug products such as ophthalmic formulations. Finally, the
economic costs associated with bioequivalence evaluation limit the
implementation of this quality control, especially in countries like ours, where
marketing authorizations have historically been granted without such evaluation,

resulting in more than 90% of marketed products remaining as similar products.

Pharmacometrics is a discipline focused on the development of mechanistic
computational models and has become a key tool in pharmaceutical research,
with important applications for the efficient development of drug products.
Although pharmacometric models incorporate a certain degree of subjectivity,
they offer advantages that enable the evaluation of bioequivalence using clinical
trials with limited sampling designs, as well as the projection of outcomes under
conditions not experimentally assessed. This approach can contribute to
reducing the ethical and economic costs associated with these clinical studies
and, consequently, facilitate the implementation of generic drug policies that



ensure the availability of drug products with proven biopharmaceutical quality for

the population.

The present thesis aims to apply modeling and simulation to address situations
in which traditional bioequivalence analysis is difficult to implement, and to
support model-based decision-making in the development of similar products. In
doing so, it seeks to contribute both to the academic field and to the national and
regional pharmaceutical industry by applying pharmacometric approaches to the
efficient development, biopharmaceutical assessment, and clinical evaluation of
similar products, thereby helping to overcome the limitations associated with

conducting clinical trials.

Model-based bioequivalence methods enable the analysis of existing data and
the prediction of outcomes under conditions not experimentally evaluated. To
explore this approach, a nonlinear mixed-effects model was developed that
integrated data from a single-dose bioequivalence study comparing two valproic
acid formulations, additionally incorporating information on its saturable plasma-
protein binding. The objective of this work was to project the relative performance
of the formulations under steady-state conditions, thereby reducing the need for
additional clinical studies for regulatory purposes. Optimal experimental design
strategies were also evaluated to propose clinical trials with limited sampling

schemes capable of yielding conclusive results.

Additionally, systems pharmacology models were developed to evaluate
therapeutic equivalence between formulations. These models integrate
experimental observations with computational tools to analyze drug interactions
within a biological system. To apply this methodology, the nonlinear mixed-effects
model was incorporated into a mechanistic framework that describes the
interaction of valproic acid metabolites with carnitine and ammonia metabolic
pathways. This strategy enabled the characterization of valproic acid—induced
toxicity and the assessment of the effects of L-carnitine supplementation under
both acute administration and chronic treatment conditions. Moreover, it allowed
the identification of patient subgroups potentially more sensitive to the drug’s
adverse effects, thereby advancing not only the comparison of bioequivalence
but also the evaluation of therapeutic equivalence between the studied
formulations.

Xi



Finally, strategies for predicting bioequivalence were developed to inform
decision-making in the development of bioequivalent products, within the
framework “virtual bioequivalence.” This approach uses physiologically based
pharmacokinetic models that integrate characteristics of active ingredients, the
organism, and in vitro and in silico formulation data to predict the relative
bioavailability of different formulations prior to conducting in vivo studies. In this
way, it provides a robust predictive basis for decision-making and helps optimize
the use of resources. This methodology was applied to a research project aimed
at supporting decision-making in the development of immediate-release and
extended-release bioequivalent formulations of a Biopharmaceutics
Classification System class Il drug. The results demonstrate the effectiveness of
integrating mechanistic models, advanced statistical methods, and
biopharmaceutical assays, highlighting their value in guiding the rational and

scientifically grounded design of similar drug products.

The present thesis demonstrates the broad potential of pharmacometric tools
across multiple areas of pharmaceutical development, supporting the rational
design of drug products. Moreover, these tools enable the identification of
biopharmaceutical quality issues and the optimization of dosing strategies,

ultimately contributing to safer and more effective therapies.

Keywords: pharmacometrics, bioequivalence, generic drugs, nonlinear mixed-

effects models, quantitative systems pharmacology, biopharmaceutical quality.
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1. Marco tedrico introductorio

Introduccion

Bioequivalencia

La gran mayoria de los medicamentos elaborados y utilizados en el Uruguay se
pueden clasificar como medicamentos similares. Asi son denominadas las
especialidades farmacéuticas desarrolladas a partir de una formulacion original,
previamente patentada y registrada por un laboratorio innovador, el cual debio
reunir evidencia suficiente para demostrar su eficacia y seguridad en seres
humanos. Los medicamentos similares suelen ser equivalentes farmacéuticos,
lo que significa que contienen el mismo principio activo, en la misma dosis
nominal y bajo idéntica forma farmacéutica que el medicamento original. En
algunos casos, estos medicamentos pueden ser alternativas farmacéuticas, la
cuales pueden contener una sal o éster diferente del principio activo o

presentarse bajo una forma farmacéutica distinta [1].

Las diferencias en la tecnologia de fabricacion y la formulacién (proporcion y
naturaleza de los excipientes utilizados) entre el medicamento original y el similar
pueden impactar significativamente la biodisponibilidad relativa entre ellos. La
biodisponibilidad, definida como la velocidad y la cantidad de principio activo que
ingresa a circulacion sistémica desde una administracion extraparenteral,
compromete directamente la exposicion del organismo al principio activo. Por
esta razén, un medicamento original y uno similar podrian diferir en los efectos
provocados sobre un paciente, incluso cuando se administra la misma dosis del
principio activo. Dado que el proposito de los medicamentos similares es
favorecer la accesibilidad a los tratamientos, los requisitos regulatorios con los
cuales deben cumplir para obtener el permiso de comercializacion son
significativamente mas abreviados en comparacién con los exigidos para el
medicamento innovador. Los laboratorios que desarrollan estos medicamentos
pueden basarse en la evidencia generada por el laboratorio innovador durante el
desarrollo del medicamento original, y solo demostrar bioequivalencia entre las

distintas formulaciones [2].
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El estudio de bioequivalencia es el ensayo clinico que compara la
biodisponibilidad que logra un medicamento similar “Test” frente a la
disponibilidad de una “Referencia”, generalmente el medicamento original. Esta
biodisponibilidad se determina a partir del analisis de las métricas
farmacocinéticas derivadas del perfil de concentraciones plasmaticas obtenido
in vivo en seres humanos tras la administracion de ambos medicamentos. Por lo
general, el estudio se realiza en una poblacién homogénea de voluntarios sanos,
bajo condiciones controladas, en dosis unica y utilizando un disefio aleatorio,
cruzado y compensado [3]. Este ensayo es el unico control de calidad
biofarmacéutica exigido a un medicamento similar para que sea reconocido
como intercambiable, o genérico. No obstante, en ciertos casos donde la
administracién del farmaco en voluntarios sanos no es ética o viable, la
biodisponibilidad relativa se puede evaluar de manera alternativa en pacientes,
a través de ensayos de vigilancia sanitaria, en las condiciones de uso y con un

disefo en paralelo.

A nivel regional, tanto la Organizacion Mundial de la Salud, la Federacion
Internacional de Farmacéuticos y la Organizacion Panamericana de la Salud han
realizado constantes esfuerzos para armonizar la implementacion de los
estudios de bioequivalencia [4]. Esta exigencia ha sido incorporada
paulatinamente desde inicios de siglo por la Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) de Brasil, el Instituto de Salud Publica de Chile y la
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia (ANMAT) de
Argentina [5]. En Uruguay, esta situacibn no estuvo regulada hasta la
promulgacion del Decreto 12/2007 del Ministerio de Salud Publica, el cual
establecié las recomendaciones técnicas para la realizacion de estudios de
bioequivalencia en seres humanos, con el objetivo de garantizar la disponibilidad

de medicamentos seguros y eficaces [6].

El analisis tradicional de bioequivalencia implica, como primer paso, la
determinacion de las métricas farmacocinéticas de cada voluntario y cada
formulacién, por métodos no compartimentales, es decir no asumiendo un
modelo farmacocinético que describa el perfil de concentraciones plasmaticas
en funcién del tiempo. Bajo este enfoque, la concentracion maxima (Cmax)

corresponde a la maxima concentracion plasmatica observada, el tiempo
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maximo (Tmax) sera el tiempo al cual se obtenga dicha concentracion, y el area
bajo la curva de concentraciones en funcién del tiempo (AUC, por su sigla en
inglés) se determinara por el método de los trapecios. Ademas, se recomienda
transformar logaritmicamente estas métricas previo a realizar el analisis
estadistico. Mediante el Two — One — Side Test (TOST) es posible determinar el
intervalo de confianza 90% (IC90) para el cociente de medias geométricas para
cada métrica de interés. Este enfoque es conocido como bioequivalencia
promedio y establece que dos formulaciones son bioequivalentes si el IC90 se
encuentra dentro del rango aceptado (80,00% - 125,00%) [7]. Finalmente, el
andlisis de varianzas (ANOVA) permite evaluar si existen diferencias
estadisticamente significativas entre el medicamento Test y el Referencia,
considerando efectos como sujetos, tratamiento, periodo y secuencia. Este
analisis es fundamental para identificar posibles fuentes de variabilidad que

puedan influir en la bioequivalencia.

Los medicamentos conteniendo farmacos cuya absorcion en el tracto
gastrointestinal sea rapida y completa pueden ser bioeximidos de realizar
estudios de bioequivalencia [8, 9]. Como se muestra en la Figura 1.1, el Sistema
de Clasificacion Biofarmacéutica agrupa los farmacos en cuatro clases (I, Il, Ill,
V) segun su solubilidad acuosa en diferentes pH y su permeabilidad intestinal
[10]. Para los farmacos de clase |, su alta solubilidad y permeabilidad permiten
una absorcion completa y, a menudo, una adecuada correlacion in vitro — in vivo
(IVIVC). De hecho, esta clase es la candidata ideal para la bioexencién si la
disolucién in vitro de la formulacion es rapida. Los farmacos de clase Il presentan
baja solubilidad y alta permeabilidad intestinal, por lo que la disolucién suele ser
el paso limitante de la absorcién. Si bien es posible establecer IVIVC que
permitan la bioexencion, requieren estudios de bioequivalencia in vivo. En el
caso de los farmacos de clase lll, caracterizados por su alta solubilidad y baja
permeabilidad, se espera que la absorcion no esté limitada por el proceso de
disolucion, salvo que la forma farmacéutica tenga un perfil de liberacion mas
lento que la permeabilidad intestinal. Para estos farmacos, las IVIVC son
posibles, y en ciertos casos se permite la bioexencién. Finalmente, los farmacos
de clase IV poseen baja solubilidad y baja permeabilidad, por lo cual una IVIVC

es poco probable [10]. Los farmacos de riesgo sanitario alto quedan excluidos
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de la posibilidad de realizar bioexencion, independientemente de su clasificaciéon
biofarmacéutica, debiendo realizar el ensayo de bioequivalencia in vivo [6]. En
los casos donde se permita la bioexencion, se requiere la realizacion de ensayos
de disolucién de los medicamentos en medios biorrelevantes, los cuales simulan
in vitro las condiciones fisioldgicas gastrointestinales. Estos ensayos permiten
estimar la velocidad de absorcion que tendra el principio activo in vivo, y de ese
modo, predecir la biodisponibilidad relativa entre diferentes marcas comerciales

luego de ser administrados por via oral [8, 9, 11].

Figura 1.1 Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica. Descripcion y ejemplos de

cada clase.
Clase li Clase |
Baja solubilidad y alta permeabilidad  Alta solubilidad y alta permeabilidad
« Omeprazol « Paracetamol
* |buprofeno » Propanolol
9: * Fenitoina + Acido valproico
a
= Sistema de clasificacion
< g g
u biofarmacéutica
[
i + Furosemida * Metformina
« Carbamacepina * Ranitidina
* Hidroclorotiazida = Gabapentina
Clase IV Clase il

Baja solubilidad y baja permeabilidad  Alta solubilidad y baja permeabilidad

SOLUBILIDAD

Sin embargo, la implementacion de la normativa de bioequivalencia a lo largo de
los afios ha sido muy limitada por razones éticas y econdmicas, alcanzando a un
numero muy reducido de principios activos (principalmente de alto riesgo
sanitario) [3, 12]. Incluso en algunos casos, como fenitoina y acido valproico
(VPA), el decreto no se aplicé como tal, evaluando la biodisponibilidad de manera
alternativa en pacientes en ensayos de vigilancia sanitaria. Como consecuencia,
el mercado farmacéutico uruguayo esta compuesto principalmente por

medicamentos cuya calidad biofarmacéutica no ha sido evaluada.

Si bien el analisis de datos en bioequivalencia con fines regulatorios se realiza
con enfoques no compartimentales [2], los métodos cuantitativos de modelizado
y simulacioén farmacocinética y farmacodinamica estan impulsando un cambio de

paradigma en el desarrollo y autorizacion de medicamentos genéricos. Estos
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métodos proporcionan una alternativa a la evaluacién biofarmacéutica y a la
demostracion de equivalencia terapéutica, permitiendo optimizar la realizacion

de ensayos clinicos y reducir los costos éticos y econdmicos asociados [13].

Farmacometria

A nivel mundial, la farmacometria, también conocida como farmacologia
cuantitativa, se ha consolidado como una disciplina esencial en la investigacion
farmacéutica [14—16]. Esta especialidad se enfoca en el desarrollo de modelos
computacionales mecanicistas que integran caracteristicas del principio activo,
del medicamento y del paciente [14], con el objetivo de describir, interpretar y
predecir procesos bioquimicos, fisiolégicos y patoldgicos involucrados en la
interaccion medicamento — organismo y en la progresion de la enfermedad.
Administrar un medicamento en una dosis que garantice efectividad y seguridad
en cada paciente dentro de una determinada poblacion es un desafio complejo,
ya que diversos factores aportan variabilidad a la relacion dosis — exposicion —
respuesta clinica. En este contexto, los modelos farmacométricos han
demostrado ser herramientas clave para comprender cuantitativamente dicha

relacion, permitiendo realizar predicciones basadas en evidencia.

La industria farmacéutica innovadora emplea la farmacometria para apoyar la
toma de decisiones claves durante el desarrollo de medicamentos, optimizando
la realizacion de ensayos clinicos y explotando al maximo la informacion
disponible, lo que reduce los costos éticos y econdmicos del proceso. En los
ultimos afnos, la mayoria de las solicitudes de registro de nuevos medicamentos
presentadas a las agencias reguladoras de renombre mundial han documentado
el uso de analisis farmacométricos. Ademas, la Food and Drug Administration
(FDA) de los Estados Unidos y la European Medicines Agency (EMA) han
incorporado guias de farmacocinética poblacional para la industria y consideran
el analisis farmacométrico como sustento de varios tipos de ensayos, como las
interacciones entre farmacos y la prediccion de efectos en pacientes pediatricos

a partir de ensayos realizados en adultos [17, 18].

La farmacometria ha sido recientemente incorporada a la practica clinica,
situandose en el centro de la Medicina de Precision mediante el enfoque

“dosificacidon de precision informada con modelos” [19]. Los modelos
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farmacométricos permiten integrar informacion clinica de diversa naturaleza,
permitiendo realizar recomendaciones de dosificacion personalizada que
aumentan la probabilidad de eficacia y seguridad en los tratamientos. Estudios
prospectivos han demostrado que este paradigma mejora los resultados clinicos,
reduciendo la incidencia de eventos adversos, las interacciones farmacoldégicas,

la duracion de los tratamientos y las hospitalizaciones [20, 21].

En el modelizado farmacocinético y farmacodinamico se emplean principalmente
dos enfoques (esquematizados en la Figura 1.2) : "bottom-up" y "top-down" [22,
23]. El enfoque "bottom-up" se basa en la construccién de modelos a partir de
datos preexistentes, como caracteristicas fisicoquimicas y farmacocinéticas del
farmaco, parametros obtenidos de estudios de disolucién in vitro e informacion
fisiologica especifica del sistema, incluido el crecimiento y la ontogenia [23].
Estos modelos, conocidos como modelos farmacocinéticos de base fisioldgica
(PBPK, por su sigla en inglés), permiten predecir la distribucion y el
comportamiento de un farmaco en el organismo antes de disponer de datos
clinicos. Por otro lado, el enfoque "top-down" utiliza datos observados de
concentraciones plasmaticas y efectos clinicos medidos en funcién del tiempo.
Este enfoque, que incluye modelos farmacocinéticos poblacionales (PopPK), se
centra en describir y analizar la farmacocinética y farmacodinamica en
poblaciones especificas, considerando la variabilidad entre individuos. Sin
embargo, la descripcion y el analisis carecen de interpretabilidad mecanicista y
solo pueden ser predictivos para escenarios ya cubiertos por los datos utilizados
[22]. Cabe mencionar que estas estrategias no son mutuamente excluyentes,
sino que pueden combinarse mediante un enfoque “middle-out’, cuya
implementacion es util cuando existe poca informacion de los mecanismos

farmacocinéticos subyacentes [24].
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Figura 1.2 llustracion de la metodologia para desarrollar modelos con los

enfoques “bottom up” y “top down”

] Top down
[ — -— ‘.“
) —

— 0 — -
-Q0- |
- 1
U Bottom up

Bajo el primer enfoque, el sistema se describe a partir de informacion preexistente para
predecir los pefrfiles farmacocinéticos. Bajo el segundo enfoque, los datos
farmacocinéticos observados in vivo son utilizados para describir el sistema. Imagen

hecha en BioRender.
Modelos no lineales de efectos mixtos

La farmacocinética poblacional es el area de la farmacologia clinica dedicada a
la evaluacion cuantitativa de los parametros farmacocinéticos poblacionales y su
variabilidad interindividual, interocasién (intraindividual) y residual que explican
los procesos de absorcion, distribucion y eliminacion de un farmaco. Esta
disciplina permite, bajo un enfoque “top-down”, caracterizar la influencia de
diferentes covariables, como la edad, el peso, la funcién renal o la presencia de
comorbilidades, en los parametros farmacocinéticos, facilitando asi la

optimizacion de la dosificacidon en distintos grupos de pacientes.

El modelizado no lineal de efectos mixtos (NLME, por su sigla en inglés) en
farmacocinética poblacional permite analizar los perfiles de concentraciones de
un farmaco en tejidos o fluidos biolégicos en funcion del tiempo mediante
modelos empiricos. Estos modelos agrupan érganos y fluidos con cinética de

distribucion del farmaco similar en espacios comunes denominados
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compartimentos, asumiendo que las concentraciones del farmaco en estos
organos y tejidos presentan el mismo cambio relativo a lo largo del tiempo,

aunque las concentraciones no sean necesariamente iguales entre ellos [25].

Bajo este enfoque, la distribucion de los farmacos en el cuerpo se describe
generalmente mediante uno, dos o tres compartimentos. En muchos casos, se
puede asumir que el farmaco presenta rapida transferencia entre la sangre y los
sitios extravasculares, lo que permite describir la evolucion temporal de las
concentraciones plasmaticas con un modelo monocompartimental. Este modelo,
aplicado a una administracion intravenosa instantanea, se define con dos
parametros: el aclaramiento y el volumen de distribucion, lo que facilita su
interpretacion y aplicacién. Por otro lado, los modelos multicompartimentales
generalmente consideran el plasma sanguineo y los tejidos con una cinética
similar dentro del compartimento central, donde ocurre la entrada del farmaco.
Los compartimentos periféricos, en contraste, representan los tejidos en los que
la distribucién del farmaco, desde y hacia el plasma sanguineo, es mas lenta
[26].

En el modelizado farmacocinético poblacional mediante modelos NLME, la
cantidad y calidad de los datos disponibles determinan directamente la
complejidad del modelo que puede ajustarse a partir de ellos, asi como la
precision en la estimacion de sus parametros [27]. Estos modelos se describen
a través de tres componentes [23, 27]: un componente estructural, que
representa el valor poblacional; un componente estadistico, que captura la
variabilidad interindividual; y un componente aleatorio, que refleja la discrepancia
entre el valor individual estimado y el observado, y depende, entre otros factores

de los errores asociados a la medicion.

El enfoque “top down” también puede aplicarse al modelizado farmacodinamico
mediante modelos NLME cuando se dispone de datos del efecto terapéutico o
de marcadores clinicos que reflejen la progresién de la enfermedad. Ademas,
estos modelos pueden desarrollarse a partir de esquemas optimizados de
muestreo limitado, lo que facilita su aplicacién en subpoblaciones especiales,
como personas de tercera edad, pacientes criticos y neonatos [28]. A su vez, el
seguimiento farmacoterapeéutico, a través de la evaluacion clinica y la medicion
de concentraciones del farmaco en sangre, permite mejorar continuamente las
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predicciones de exposicion y respuesta, proporcionando informacion esencial

para individualizar la terapia medicamentosa [29, 30].
Modelos farmacocinéticos de base fisiologica

Los modelos PBPK, que adoptan un enfoque “bottom up”, se construyen
integrando parametros conocidos a partir de ensayos in vitro e informacion
disponible, en lugar de utilizar datos farmacocinéticos observados [31]. Esta
herramienta permite simular y predecir perfiles farmacocinéticos, y las
observaciones posteriores sirven para validar estos modelos mediante un
proceso de aprendizaje y confirmacion. Por ejemplo, la absorcion de un principio
activo administrado por via oral puede simularse a nivel poblacional
considerando las caracteristicas del medicamento (como perfil de disolucion en
fluidos gastrointestinales), las propiedades fisicoquimicas y biolégicas del
principio activo y las particularidades del tracto gastrointestinal de la poblacion,
entre otros. Los modelos PBPK son significativos para disefiar formas de
dosificacion complejas, como formulaciones orales de liberacion prolongada. En
estos casos, la informacion sobre la disolucion y la permeabilidad puede predecir
donde se libera y se absorbe de manera éptima el farmaco. Ademas, estos
modelos pueden extenderse para predecir la respuesta farmacodinamica y
evaluar las implicancias clinicas de diversos factores relacionados con la
poblacién y el medicamento, con el fin de sugerir posologias 6ptimas en términos
de eficacia y seguridad [31]. Una ventaja valiosa de esta estrategia es que
permiten extrapolar no solo de animales a humanos, sino también de voluntarios
adultos sanos a poblaciones especiales como los nifios o los obesos, y en
escenarios complejos como las interacciones entre farmacos, el deterioro

organico y la progresion de la enfermedad [32].

La complejidad de los modelos PBPK depende en gran medida de la cantidad y
calidad de los datos disponibles [31]. Cuando la informacién es limitada, es
posible desarrollar modelos simplificados, como el mostrado en la Figura 1.2,
que representa de manera generalizada los principales compartimentos
corporales. Por otro lado, con datos mas detallados, se pueden construir
modelos mas complejos que incluyan compartimentos especificos como huesos,

tejido adiposo y componentes sanguineos, e incluso la variabilidad en la
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expresion enzimatica. Esta flexibilidad permite adaptar el nivel de detalle del

modelo a los objetivos especificos del estudio y a la disponibilidad de datos [24].

La historia de los modelos PBPK comienza en 1937, cuando Torsten Teorell
publica dos articulos pioneros sobre la cinética de distribucion de sustancias
administradas al cuerpo humano [33, 34]. El avance de las capacidades
computacionales en las décadas posteriores permitio abordar la complejidad
inherente a estos modelos, facilitando su aplicacion y desarrollo. En la
actualidad, estas herramientas son fundamentales en el descubrimiento y
desarrollo de farmacos, ya que permiten realizar extrapolaciones mecanicistas a
escenarios no estudiados clinicamente, optimizando asi la toma de decisiones

en el ambito farmacéutico [24].
Modelos de farmacologia de sistemas

Un sistema se define como una entidad que mantiene su existencia a través de
las interacciones entre todas sus partes. Una red, la forma de representar dicho
sistema, se conforma por nodos vy aristas, que representan los componentes del
sistema y la relacién entre ellos, respectivamente [35]. Esta relacion se puede
expresar en términos cualitativos o cuantitativos, segun la informacion disponible

y los objetivos buscados en el analisis.

La farmacologia de sistemas (QSP, por su sigla en inglés) es una disciplina
emergente dentro de la farmacologia que integra observaciones experimentales
y herramientas computacionales para analizar las interacciones de un farmaco
dentro de un sistema bioldgico [36]. El analisis de estas interacciones es
fundamentalmente util para describir mecanismos de accién complejos y la
progresion de enfermedades, en especial cuando los farmacos afectan multiples

componentes de la red biologica.

El desarrollo de este tipo de modelos requiere un esfuerzo significativo para
identificar los componentes y las interacciones clave que deben incluirse para
cumplir con los objetivos del modelizado. La informacion incorporada en el
modelo puede derivarse de literatura cientifica, obtenerse a partir de resultados
experimentales propios, 0 una combinacién de ambas estrategias. Este enfoque
permite modelar de manera precisa y predictiva el impacto cuantitativo del

farmaco en la fisiopatologia humana, mejorando la comprensién mecanistica de
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sus efectos terapéuticos y adversos, a nivel molecular y en el organismo en su
totalidad.

La vision sistémica de esta disciplina no solo facilita la identificacion de efectos
no previstos derivados de la modulacion de un componente dentro de una red
de sefalizacion bioldgica, sino que también permite la prediccidon de como estas
interacciones pueden cambiar en respuesta a diferentes condiciones biologicas
o tratamientos. La farmacologia de sistemas se utiliza cada vez mas para guiar
el desarrollo de nuevos medicamentos, dado su potencial para aumentar la
probabilidad de éxito y reducir los costos asociados a ese proceso [36]. Mas aun,
este tipo de modelos puede ayudar a descubrir biomarcadores de respuesta a
farmacos, disefiar combinaciones terapéuticas, optimizar regimenes de
dosificacion e identificar a los pacientes que responderan mejor al tratamiento
[37-39].

Es fundamental reconocer las dificultades que ha enfrentado el Ministerio de
Salud en la implementacion del Decreto 012/007 [6], emitido en un contexto en
donde, histéricamente, los medicamentos similares se han comercializado sin
evaluacion in vivo. En un mercado pequefio como el uruguayo, los laboratorios
nacionales han sefalado que el costo de los estudios de bioequivalencia
estandar resulta inviable. Ante esta situacion, es crucial buscar estrategias mas
economicas, enfocadas en la formacion de recursos humanos especializados en
modelizado y simulacién, y en la adquisicién de herramientas computacionales
avanzadas para el analisis de datos. En este sentido, el VPA, listado en el Anexo
[Il del Decreto 012/007, es un farmaco ideal para demostrar el potencial de las
herramientas farmacométricas, anteriormente desarrolladas, en la evaluacion de

la calidad biofarmacéutica de los medicamentos comercializados en Uruguay.

Acido valproico

El VPA (acido 2-propil-pentanoico), acido graso ramificado de cadena corta, es
ampliamente recetado para el tratamiento de la epilepsia, trastornos psiquiatricos
y migrafia [40]. Este farmaco fue inicialmente sintetizado en 1882 por Beverly
Burton, pero no se conocia ningun uso clinico hasta que su actividad
anticonvulsiva fue descubierta fortuitamente por Pierre Eymard en 1962 [41]. Dos

afios mas tarde se publicaron los primeros resultados de los ensayos clinicos
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que respaldan los beneficios anticonvulsivos del valproato de sodio en pacientes
epilépticos. Este farmaco salié al mercado 1967 en Francia, bajo el nombre de
“Depakine”, y posteriormente se comenzé a comercializar en mas de 100 paises
[41]. Ensayos posteriores reportaron su eficacia en indicaciones no relacionadas
con la epilepsia, incluyendo episodios maniacos en el trastorno bipolar y la
profilaxis de la migrafa [42]. Actualmente, el VPA se comercializa bajo sal sodica,
sal de magnesio y divalproato de sodio, una combinacion equimolar de VPA 'y
valproato de sodio. El divalproato de sodio, aprobado por la Food and Drug
Administration en 1983, presenta un amplio espectro anticonvulsivo, y es eficaz
en el manejo de episodios depresivos agudos del trastorno bipolar, asi como en

episodios maniacos o mixtos graves [43].

Este farmaco tiene multiples mecanismos de accidén, aunque los mismos no
estan completamente comprendidos. Es capaz de inhibir los canales de sodio
dependientes de voltaje, bloqueando la entrada de iones sodio a las neuronas.
Esto evita la generacién y propagaciéon de impulsos eléctricos andmalos
responsables de desencadenar convulsiones [44]. ElI VPA estimula la accion del
acido gamma-aminobutirico (GABA), neurotransmisor inhibitorio, mediante dos
mecanismos: aumentando su sintesis e inhibiendo su degradacion [44—40].
Como resultado, se potencia la inhibicidn neuronal y se reduce la susceptibilidad
a convulsiones. También puede regular la expresidn génica de proteinas
relacionadas con la plasticidad neuronal, la neurogénesis, la neuroproteccion y
la inflamacion [46]. EI VPA modula la actividad de varios tipos de canales de
calcio que desempefian un papel crucial en la sefalizacién neuronal, |a liberacion
de neurotransmisores, la expresion génica y la supervivencia celular. Este
mecanismo podria explicar los efectos del farmaco en la crisis de ausencia, dolor

neuropatico y migraia [44].

38



Obijetivo general

El objetivo principal de esta investigacion es implementar herramientas
farmacomeétricas integradas a ensayos de disolucion in vitro, datos bibliograficos

y resultados de estudios de bioequivalencia para:

1. Profundizar en los mecanismos que regulan la biodisponibilidad oral de
farmacos.

2. Analizar y predecir los resultados de bioequivalencia promedio de
medicamentos similares administrados por via oral, en diferentes
condiciones y poblaciones.

3. Evaluar el impacto terapéutico de las diferencias observadas en funcion
de la relacion existente entre la farmacocinética y la farmacodinamia.

4. Explorar las metodologias para el disefio 6ptimo de experimentos.

Se pretende aportar conocimiento a la linea proactiva desarrollada por el Centro
de Evaluacion de la Biodisponibilidad y Bioequivalencia de Medicamentos
(CEBIOBE, Universidad de la Republica) en cuanto a detectar potenciales
problemas terapéuticos con la utilizacibn de medicamentos similares

comercializados en Uruguay.
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2. Analisis de bioequivalencia basado en modelos para evaluar y
predecir la biodisponibilidad relativa entre dos formulaciones

conteniendo acido valproico

La investigacion descrita en el presente capitulo dio lugar a la publicacion del

articulo cientifico 2 del Listado de Publicaciones.

Introduccién
La normativa actual para la evaluacion de bioequivalencia en medicamentos

administrados por via oral implica un analisis en dos etapas: en primer lugar, las
métricas farmacocinéticas se estiman mediante un analisis no compartimental
(NCA, por su sigla en inglés); posteriormente, se aplica una prueba estadistica
para evaluar las diferencias relacionadas con el producto [1]. Este analisis no
compartimental ofrece simplicidad, rapidez y objetividad en la obtenciéon de
resultados, lo cual lo convierte en una opcion util desde una perspectiva
regulatoria. No obstante, su aplicacion se limita a estudios clinicos con disefios
de muestreo extenso que aseguren una adecuada caracterizacion del perfil
farmacocinético individual. En situaciones en las cuales un estudio de estas
caracteristicas implica grandes costos éticos y/o econdémicos, son necesarios

enfoques alternativos.

La bioequivalencia basada en modelos (MBBE, por su sigla en inglés) implica el
uso de modelos NLME en el analisis de bioequivalencia, facilitando la estimacion
de métricas farmacocinéticas para evaluar el rendimiento biofarmacéutico
relativo entre dos o mas medicamentos. La implementacion de estos modelos
poblacionales permite la estimacion de valores tipicos y descriptores de
variabilidad para los parametros farmacocinéticos primarios. Posteriormente, se
obtienen los parametros individuales mediante una estimacion empirica
Bayesiana, y se calculan las métricas de exposicién simulando perfiles de

concentracion individual en funcion del tiempo.

Si bien el enfoque MBBE requiere de recursos humanos especializados en
modelizado y simulacion, y conllevan cierto grado de subjetividad en el proceso,
se ha evidenciado el potencial de esta herramienta para evaluar la calidad
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biofarmacéutica en escenarios donde los enfoques de bioequivalencia estandar
no son aplicables [2]. Diversos grupos de investigacion y agencias regulatorias
estan evaluando su aplicacion como alternativa a estudios donde no es posible
realizar muestreos farmacocinéticos densos, y estan desarrollando métodos

especificos para este fin [3—7].

Una ventaja adicional del analisis MBBE es su capacidad para manejar
observaciones por debajo del limite de cuantificacion (BQL, below quantification
limit), lo que permite aprovechar al maximo los datos obtenidos. En enfoques
tradicionales, estas observaciones suelen descartarse o imputarse de manera
arbitraria, o que puede introducir sesgos en el analisis. En cambio, en un
enfoque basado en modelos, es posible incorporarlas en la modelizacién
mediante métodos estadisticos especificos. Por ejemplo, en un modelo NLME,
las observaciones BQL pueden tratarse utilizando métodos como la censura
estadistica, donde se indica al modelo que el valor real de la observacion esta,
con cierta probabilidad, comprendido en un intervalo (en general, entre 0 y el
limite de cuantificacion). Estos métodos permiten que el modelo utilice toda la
informacion disponible sin introducir sesgos ni reducir la precision de las

estimaciones [8].

El VPA, acido graso ramificado de cadena corta, es ampliamente recetado para
el tratamiento de la epilepsia, trastornos psiquiatricos y migrafa [9]. Aunque el
VPA presenta baja solubilidad, su alta permeabilidad y la alta solubilidad de sus
sales justifican su clasificacion como farmaco de clase | en el Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica. Su biodisponibilidad varia entre el 96% y el 100%,
y es favorecida por la ingesta de alimentos, especialmente aquellos ricos en
grasas, los que pueden ademas aumentar el tiempo necesario para alcanzar la
concentracion maxima en plasma [10]. Este farmaco presenta una alta afinidad
por las proteinas plasmaticas, principalmente la albumina, con una tasa de union
aproximada del 90 %. Esta unién es dependiente de la concentracion y
disminuye a medida que aumenta la concentracion plasmatica [11, 12]. El
volumen de distribucién del VPA es relativamente bajo, entre 0,1-0,4 L/kg de
masa corporal, lo que sugiere que el farmaco se distribuye principalmente en el
liquido extracelular. Actualmente, existen disponibles en el mercado uruguayo
diversas formulaciones conteniendo VPA, algunas de las cuales logran una
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liberacion prolongada del farmaco. Esta caracteristica ayuda a evitar los picos
plasmaticos, asociados con la toxicidad inducida por VPA, lo que podria reducir
la incidencia de efectos adversos. En este sentido, el laboratorio innovador Abbot
desarrollé y comercializa Depakote® DR (Valcote® en América Latina), una
formulacién de liberaciéon retardada conteniendo divalproato de sodio, la cual es
considerada la formulacion Referencia en estudios de bioequivalencia. Ademas,
este laboratorio es el responsable del desarrollo de Depakote® ER, una
formulaciéon de liberacion prolongada conteniendo divalproato de sodio que
mostré menor biodisponibilidad que su homdloga de liberacion retardada [13,
14], y fue retirada del mercado uruguayo. La ausencia de una formulacion de
liberacion prolongada conteniendo divalproato de sodio en Uruguay llevo al

desarrollo local de DiDPA®, actualmente producido por el laboratorio Megal abs.

Un estudio de bioequivalencia promedio en dosis unica, realizado en voluntarios
sanos en condiciones de ayunas, confirmé que DiDPA-LP® tiene una cantidad
de farmaco absorbido comparable a la de Valcote®, pero una velocidad de
absorcién significativamente menor. Sin embargo, la autoridad regulatoria de
salud de Uruguay también solicité al patrocinador evaluar el desempefio relativo
de los medicamentos en el estado estacionario, bajo el supuesto que este
estudio de bioequivalencia podria aportar informacién adicional sobre las
propiedades de liberacion prolongada de la formulacion local, mediante la
comparacién de la concentracion minima y la fluctuacion pico-valle (PTF). La
realizacion de un estudio in vivo de estas caracteristicas en voluntarios sanos no
cuenta con el aval de los comités de ética para investigacion en seres humanos
debido a los riesgos que implican administrar este farmaco en individuos sanos.
Un desafio adicional en el disefio experimental de este estudio de
bioequivalencia es la seleccion de los tiempos de muestreo Optimos para
capturar las métricas farmacocinéticas de interés, especialmente considerando
que el mismo compara la biodisponibilidad relativa de formulaciones de
liberacién modificada. En estos casos, la presencia de tiempos de latencia influye
en la variabilidad interindividual de la concentracion maxima. Ademas, debido a
las diferencias en los perfiles de liberacion del farmaco, podria ser necesario un

disefo de muestreo especifico para cada formulacién.
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La alternativa que se propone en este trabajo es utilizar las observaciones
previas disponibles para desarrollar un modelo NLME con el cual implementar
un analisis MBBE para predecir la biodisponibilidad relativa de la formulacion
local de liberacién prolongada conteniendo VPA (DiDPA-LP®) en comparacion
con la formulacién de referencia de liberacion retardada (Valcote®) en estado
estacionario. Si bien la reglamentacion de bioequivalencia indica que el analisis
se realice sobre las métricas derivadas de concentraciones plasmaticas totales,
se puede obtener informacion mas precisa al considerar las concentraciones
plasmaticas libres. En la practica, esto no suele realizarse debido a que
cuantificar las concentraciones libres implica de técnicas analiticas mas
sensibles, y muchas veces mas costosas. El modelo se desarrollara para simular
no solo las concentraciones plasmaticas totales, sino también las
concentraciones plasmaticas libres, aplicando este enfoque a escenarios poco
favorables de realizarse in vivo. Dado que el VPA presenta una union a proteinas
saturable, las concentraciones libres podrian reflejar de manera mas precisa las
diferencias en biodisponibilidad entre los distintos medicamentos, especialmente

en estado estacionario, donde se esperan niveles plasmaticos mas elevados.

Objetivos
El objetivo del trabajo es predecir la biodisponibilidad relativa de DiDPA-LP® en

estado estacionario, utilizando la informacién disponible de un estudio de
bioequivalencia en dosis unica mediante el enfoque MBBE. Dadas las
caracteristicas farmacocinéticas del farmaco, es especialmente interesante
analizar las diferencias en los resultados de bioequivalencia que podrian surgir

al comparar las concentraciones totales y libres de VPA en plasma.

Metodologia
La Figura 2.1 muestra el flujo metodolégico seguido en este trabajo para predecir

la biodisponibilidad relativa entre las marcas comerciales DiDPA-LP® y Valcote®
en dosis unica y estado estacionario, para las concentraciones totales y libres de
VPA. Cada paso se describe en detalle a continuacion.
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Figura 2.1 Flujo de trabajo metodolégico seguido en este trabajo.

Predicciones basadas
en MBBE para

Datos del estudio de Desarrollo del modelo concentraciones
BE de VPA en dosis NLME tota'es de VPA en
Unica l estado estacionario
Concentraciones
totales versus libres Analisis MBBE para
(observaciones concentraciones Predicciones basadas
reportadas) totales de VPA en en MBBE para
dosis Unica concentraciones
libres de VPA en
estado estacionario
Adquisicion de datos Desarrollo del modelo Predicciones del modelo

Rectangulos grises: pasos de adquisicion de datos. Rectangulos naranjas: pasos del
desarrollo del modelo. Rectangulos verdes: pasos de predicciones del modelo. BE:
bioequivalencia. NLME: no lineal de efectos mixtos. MBBE: bioequivalencia basada en

modelos. VPA: acido valproico.

Estudio de bioequivalencia en dosis tnica

En 2009 se llevé a cabo en el CEBIOBE un estudio cruzado, aleatorizado y
compensado de bioequivalencia en dosis Unica, que comparé DiDPA-LP®
(formulacion Test) con Valcote® (formulacién Referencia). El protocolo del
estudio, junto con el consentimiento informado, fueron disefiados conforme a las
pautas éticas para investigaciones en humanos y aprobados por el Comité de
Etica en Investigacién en Seres Humanos de la Facultad de Quimica de la
Universidad de la Republica. Todos los participantes de los estudios recibieron
un folleto con los detalles del protocolo y firmaron el consentimiento informado

antes de su inclusion.

En el estudio fueron enrolados 14 voluntarios sanos (7 mujeres y 7 hombres)
entre 19 y 35 afos, con una media + desviacion estdndar de masa corporal de
59 + 8,3 kg (mujeres) y 79 + 9,7 kg (hombres). Dos de las mujeres participantes
estaban bajo tratamiento anticonceptivo. Siguiendo la normativa local para la
evaluacion de bioequivalencia y las recomendaciones del Comité de Etica, se
administré a cada voluntario una dosis de 500 mg de VPA en ayunas. La ingesta
de alimentos fue estandarizada y programada a las 4, 8, 12 y 24 horas después

de la administracion de la dosis (posdosis).
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Se recogieron 15 muestras por paciente y formulacion alas 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 10, 12, 16, 24, 36 y 48 horas posdosis. Las concentraciones totales de VPA
en plasma fueron cuantificadas mediante una técnica reportada de HPLC/UV,
validada con minimas modificaciones [15]. El limite inferior de cuantificacion de
VPA fue 1,50 mg/L. La exactitud y precision del método fueron evaluadas entre
1,50y 70 mg/L.

Desarrollo del modelo no lineal de efectos mixtos

El modelo farmacocinético poblacional, utilizado para describir las
concentraciones totales de VPA (Crt, vea) y estimar las concentraciones libres (Cp,
vea) tras la administracion de una dosis Unica, fue desarrollado con el software
Monolix® 2024R1 (Lixoft, una empresa de SimulationPlus). Como se menciono
anteriormente, solo se disponia de las concentraciones totales del farmaco, por
lo que se implementé la Ec. 2.1 para predecir las concentraciones libres:

Bmax
Crypa = Crypa X (1 + —) (2.1)

(ka+ CLvpa)

Donde Bmax representa la capacidad maxima de union a proteinas plasmaticas y
kqs es la concentracion libre de VPA a la cual se alcanza la mitad de dicha
capacidad. Ambos parametros fueron estimados utilizando la funcion nir del
paquete “gnlm” en el entorno de R [16, 17], antes de iniciar el desarrollo del
modelo NLME. Las fracciones libres de VPA en funcion de las concentraciones
plasmaticas totales se obtuvieron de observaciones previamente reportadas [12],
y se utilizaron para estimar la relacion entre las concentraciones plasmaticas
libres y totales del farmaco. Los parametros estimados fueron integrados como

valores fijos en el modelo NLME.

Los modelos estructurales probados fueron monocompartimental y
bicompartimental, con ingreso de primer orden y con ingreso de orden cero,
ademas de evaluar el tiempo de latencia. Se probaron tres modelos de error
residual (aditivo, proporcional y combinado) para definir la variabilidad no
explicada por el modelo, agregandolos a la funcién de concentracion segun la

siguiente ecuacion (Ec. 2.2):

DV = Ypred X (1 + prop) + add (Ec. 2.2)
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Siendo DV la variable dependiente, o en otras palabras el valor de la
concentracion observada. La variable Ypred es la prediccion del modelo, prop y
add son los parametros del modelo de error residual proporcional y error residual
aditivo, respectivamente. Se asume distribucién normal para los parametros del

modelo de error residual con media cero y varianza o?.

El impacto de la masa corporal sobre los parametros de disposicion se incorporé
en el modelo base siguiendo la teoria alométrica, aplicando un coeficiente de
0,75 para los aclaramientos de eliminacion y distribucion, y un coeficiente de 1
para los volumenes de distribuciéon [18]. La variabilidad interindividual (11V) y la
variabilidad interocasion (IOV) se evaluaron en todos los parametros
farmacocinéticos utilizando una distribucion logaritmica normal siguiendo la
siguiente ecuacion (Ec. 2.3):

BW;

0,75 n; Vi
70) X el X eV (2.3)

CLi = CLyoy X (

Donde CL; representa el aclaramiento de eliminacion del sujeto i, CLpop €S el
aclaramiento tipico para un adulto de 70 kg, BW, es la masa corporal del sujeto
i. Los exponenciales n;y yi son la variabilidad interindividual e interocasion, y se
asume que siguen una distribucion normal con media cero y varianza w? y 12,

respectivamente.

La construccion del modelo se baso en diversas métricas de diagndstico, como
el criterio de informacion de Akaike (AIC), los graficos de bondad de ajuste y
diagnosticos basados en simulacion, como los graficos de comprobaciéon de
prediccion visual (VPC, por su sigla en inglés). Ademas, se consideré la magnitud
de la incertidumbre en la estimacién de los parametros, que se expresd en
términos de error estandar relativo (RSE, por su sigla en inglés). Esta
herramienta es clave para evaluar la confiabilidad de los parametros estimados
y puede ayudar a decidir si es necesario mejorar el modelo, recolectar mas datos

o simplificar la parametrizacion.

Después de definir el modelo base, se realizé un analisis de covariables para
evaluar el impacto del sexo y las formulaciones en la farmacocinética del VPA.
Se empled el método de inclusion paso a paso y eliminacion hacia atras [19], en

el que las covariables se incorporaron individualmente como efectos fijos,
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afectando un parametro a la vez. Una covariable se considero significativa si
reducia el valor de la funcion de objetivo en al menos 3,84 unidades y si la
estimacién de su coeficiente (Bcc) resultaba significativamente diferente de 0 (p
< 0,05, prueba de Wald). Las covariables significativas se mantuvieron en el
modelo hasta conformar un modelo completo, a partir del cual se inici6 su
eliminaciéon individual, evaluando el incremento en la funcion objetivo. Una
covariable se incluyd en el modelo final si su eliminacion del modelo completo
generaba un aumento superior a 6,63 unidades en la funcidn objetivo. En este
paso también fue dirigido por la implementacion de diagndsticos graficos. La
parametrizacion de las variables continuas y categoricas agregadas al modelo,
asi como la distribucién log-normal utilizada para describir los efectos aleatorios,

se presenta en la siguiente ecuacion (Ec. 2.4):

CLi = CLpoy X (52

0,75
x el x eVi x ePec (2.4)
70 )

Donde B es el efecto estimado de la covariable categdrica en el aclaramiento

tipico.

Evaluaciéon del modelo no lineal de efectos mixtos

La capacidad del modelo para predecir las concentraciones plasmaticas de VPA
tras la administracion de dosis multiples, considerando el modelo de saturacién
de union a proteinas plasmaticas, fue validada mediante la comparacién grafica

de observaciones in vivo previamente reportadas en la bibliografia.

Se realiz6 una comprobacién predictiva posterior (PPC, por su sigla en inglés)
para evaluar el desempefio del modelo NLME en la estimacion de las medianas
de las métricas farmacocinéticas Cmax y AUCu4s (de 0 a 48 horas posdosis) para
cada formulacion, asi como en los intervalos de confianza no paramétricos de

estas.

Analisis de bioequivalencia basada en modelos para concentraciones

plasmaticas totales y libres

El modelo farmacocinético poblacional desarrollado fue utilizado para computar
y predecir las métricas farmacocinéticas de interés tras simular 500 réplicas del
estudio de bioequivalencia en Simulx® 2024R1 (Lixoft, una empresa de

SimulationPlus). En este contexto, una réplica es una nueva muestra simulada
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de datos individuales generada a partir del modelo final, manteniendo la misma
estructura experimental del conjunto de datos original. Para ello, se considero la
incertidumbre en la estimacion de los parametros, lo que permitid generar un
nuevo conjunto de valores de parametros poblacionales en cada réplica
simulada. A partir de estos valores, se simularon perfiles individuales,
asegurando que cada réplica reflejara posibles variaciones dentro del marco del

modelo ajustado.

Para los estudios en dosis unica se derivaron las métricas Cmax y AUCa4s para
cada formulacion y cada sujeto simulado utilizando el entorno de R [17]. EIAUC
extrapolado a infinito no se consideré en el analisis, ya que el area extrapolada
representd menos del 10% del AUC4s segun el NCA. Para los estudios en estado
estacionario se utilizaron las métricas concentracion maxima (Cmax, ss),
concentracion minima (Cmin, ss), AUC12 (en el intervalo interdosis) y la fluctuacion

pico-valle (PTF). El PTF se calculé mediante la Ec. 2.3:

PTF(%) — 100X(Cma)cc:ss_ Cmin,ss) (23)

Donde Csses la concentracion media en estado estacionario, obtenida al dividir

AUC12 sobre el intervalo de dosis.

Se implementd un método previamente desarrollado, descrito en la Figura 2.2,
para evaluar el enfoque MBBE, el cual se basa en la simulacién de réplicas del
estudio de bioequivalencia [7]. En resumen, para cada réplica simulada del
estudio de bioequivalencia, se realizé un NCA para estimar las métricas de
exposicion de interés, y se calculé el cociente de medias geométricas
Test/Referencia (T/R). A partir de estos cocientes (n = 500) se determiné el 1C90
no parametrico tomando los percentiles 5 y 95. Este procedimiento se aplico
tanto para las concentraciones totales simuladas como para las concentraciones

libres simuladas de VPA.
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Figura 2.2 Método implementado para obtener el intervalo de confianza no

paramétrico al 90%

RéplicaBE1|——>] NGA1 |——{ TIRGMR1 |-

Tabla de Modelo —
datos BE NLME Réplica BE 2 |—>| NCA 2 I———>| T/R GMR 2 I ,_

RéplicaBEn——] NCAn |—— TIRGMRn [

Conclusion de BE

Estil ion de para 0S Simulacion con incertidumbre Anzlisis no

Meétodo implementado para obtener el IC90 no paramétrico de las métricas de interés,

a partir de la distribucion de cocientes de medias geométricas T/R (n = 500).

Evaluacion de bioequivalencia basada en modelos

En la evaluacion del enfoque MBBE se compararon los resultados del método
propuesto con los resultados del método tradicional, utilizando el mismo disefio
de muestreo experimental para estimar las métricas de interés. Dado que los
datos experimentales de bioequivalencia eran extensos, el objetivo de esta
evaluacion fue determinar la capacidad del método para replicar los resultados
obtenidos a través del enfoque estandar (NCA-ANOVA).

Prediccion de bioequivalencia basada en modelos

Después de la evaluacion, este enfoque se implementé en su maxima capacidad
para estimar las métricas farmacocinéticas a partir de las curvas de
concentracion en funcién del tiempo simuladas de forma continua (a intervalos
de 0,1 h), tanto para las concentraciones libres como totales de VPA, tras la
administracién de una dosis unica. Este proceso se realizé utilizando el mismo
conjunto de parametros individuales para las 500 réplicas del estudio, con el
objetivo de evaluar como el analisis MBBE podria superar las limitaciones
asociadas con el disefio experimental original. Posteriormente, este enfoque se
utilizé para predecir el resultado de bioequivalencia entre las formulaciones en

estudio en estado estacionario.
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Resultados

Desarrollo del modelo no lineal de efectos mixtos

Un modelo bicompartimental, con absorcion de primer orden y eliminacion lineal
desde el compartimento central, mostro el mejor ajuste a los datos observados.
Los parametros estimados para cada sujeto y cada formulacion fueron:
constante de absorcién aparente, tiempo de latencia, aclaramiento, volumen del
compartimento central, aclaramiento de distribucion y volumen del
compartimento periférico. Se implementé un modelo de error proporcional para
describir la variabilidad residual no explicada. La Figura 2.3 esquematiza el
modelo PopPK desarrollado. El codigo implementado en Monolix para la

estimacion de los parametros se muestra en el Anexo |.

Se detectod una diferencia significativa en la biodisponibilidad conseguida por las
formulaciones conteniendo VPA. De acuerdo con reportes anteriores, la
biodisponibilidad de la formulacion de liberacion retardada se fijo en 1, mientras
que la formulacion de liberacion prolongada mostré una biodisponibilidad relativa
de 87,8%. Ademas, la constante de absorcion estimada para la formulacién de
liberacion prolongada fue de 0,31 h (semivida de 2,2 h), significativamente menor
que 0,94 h (semivida de 0,74 h), valor estimado para la formulacién de liberacién
retardada. El tiempo de latencia se incluyo solo para describir la absorcion de la
formulacién anterior, ya que no se esperaba retraso en la absorcion luego de
administrar la formulacion de liberacion prolongada. El sexo de los sujetos afectd
significativamente el aclaramiento del farmaco: los hombres y las mujeres bajo
tratamiento anticonceptivo presentaron un aclaramiento 64,5% mayor en
comparacion con el aclaramiento de las mujeres sin tratamiento anticonceptivo,

con valores de 9,36 y 5,69 L/h, respectivamente.

55



Figura 2.3 Modelo farmacocinético poblacional de acido valproico.

Unida
Bmax
kd
» Libre Libre
Sitio de tlag Q/Vc

administracion ka —_—
F D —

CL/Vc

Abreviaturas: Sitio de administracion: donde se coloca la dosis a tiempo 0; tlag, tiempo
de latencia; ka, constante de absorcion de primer orden; F, biodisponibilidad; Vc y Vp,
volimenes aparentes de distribucion del compartimiento central y periférico,
respectivamente; CL, aclaramiento aparente; Q, aclaramiento de distribucién;, Bmax,
capacidad maxima de union a proteinas plasmaticas; kd, la concentracion libre de acido

valproico a la cual se alcanza la mitad de Bmax.

Todos los parametros estimados se resumen en la Tabla 2.1, mientras que el

VPC estratificada por formulacion del modelo final se muestra en la Figura 2.4.
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Tabla 2.1 Parametros estimados del modelo farmacocinético poblacional

Parametro Valor tipico (RSE %) 1C95 (%)

tiag () 0,690 (19,0) 0,48 - 0,99
Brorm_tiag -7 (Fijo) Fijo

ka (h) 0,940 (26,1) 0,57 - 1,53
Brorm_ka -1,11 (17,5) -1,49 --0,73
Ve (L) 96,8 (9,25) 80,8 — 116
CL (L/n) 5,69 (8,72) 4,80 - 6,75
Bsex_cL 0,500 (20,4) 0,300 - 0,700
Vo (L) 44.8 (17,8) 31,85 -63,05
Q (L/n) 2,81 (22,8) 1,83 -4,33
Brax (mg/L) * 157 (2,32) Fijo

ks (mg/L) * 13,5 (7,33) Fijo

F 1 (Fijo) Fijo

Brorm_F -0,130 (33,3) -0,220 —-0,045
IV ka (%) 31,2 (26,1) 19,7 - 50,0
IV Ve (%) 25,1 (21,9) 16,1 — 38,2
IV CL (%) 17,8 (20,1) 11,8 — 25,7
Error proporcional (%) 19,0 (3,93) 17,0 -20,0

Abreviaturas: tiag, tiempo de latencia para la formulacion de liberacion retardada; Brorm tiag,
efecto de la formulacion de liberacion prolongada en el tiag; ks, constante de absorcion
de primer orden para la formulacion de liberacion retardada; Brom ka, €fecto de la
formulaciéon de liberacién prolongada en la ki; V. y V,, volimenes aparentes de
distribucién del compartimiento central y periférico, respectivamente; CL, aclaramiento
aparente; Bsex ci, efecto del sexo y el tratamiento anticonceptivo en CL; Q, aclaramiento
de distribucion; Bmax, capacidad maxima de unién a proteinas plasmaticas; kg, la
concentracion libre de acido valproico a la cual se alcanza la mitad de Bmax; F
biodisponibilidad de la formulacién de liberacién retardada; Brm r, €fecto de la
formulacién de liberacion prolongada en F; IV, variabilidad interindividual. 1C95%:
intervalo de confianza 95% para el valor poblacional. * Bmax y Ka fueron estimados
usando la funcién nir del paquete “gnlm” en el entorno de R antes de comenzar el
proceso de construccion del modelo, y luego fueron fijados en posteriores etapas del
desarrollo del modelo. Las concentraciones libres y totales de acido valproico utilizadas

en la estimacion fueron obtenidas de Nasreddine et al. [12].
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Figura 2.4 Comprobacion visual predictiva estratificada por formulacion

Concentraisn plasmdticatotal VPA (mg/L)

[‘i‘;—"l'[Jle'll

Izquierda: liberacion retardada, derecha: liberacion prolongada. Puntos: observaciones
individuales. Lineas continuas y punteadas: percentiles 5%, 50% y 95% observados y
simulados, respectivamente. Areas sombreadas: intervalo de prediccion del 90% de los
percentiles simulados. Circulos y areas rojas: discrepancias entre los datos observados

y las predicciones del modelo. VPA: acido valproico.

Evaluacioén del modelo no lineal de efectos mixtos

Las Figuras 2.5 a 2.7 muestran evaluaciones externas del modelo de saturacion
de unidn a proteinas plasmaticas, incluyendo graficos de concentraciones totales
versus libres de VPA (Figura 2.5), concentraciones totales del farmaco tras
diferentes dosis orales unicas y multiples (Figura 2.6) y concentraciones
posdosis reportadas tras la administracién de una formulacién de liberacion

retardada (Figura 2.7).
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Figura 2.5 Concentraciones plasmaticas totales en funciéon de Ilas

concentraciones plasmaticas libres de acido valproico

200+

Concentracicn total de VPA (mg/L)
o 5

0 20 40 60 80
Concentracién libre de VPA (mg/L)

Linea continua: medianas de las concentraciones simuladas. Puntos: observaciones
individuales de pacientes (gris: Nasreddine et al., 2018, naranja: Cramer et al., 1986,
verde: Cloyd et al., 2003). VPA: acido valproico.
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Figura 2.6 Concentraciones plasmaticas totales en funcién del tiempo tras dosis
unica y en estado estacionario de una administraciéon oral de 900 mg (abajo) y
1000 mg (arriba) de acido valproico cada 12 horas.
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Lineas y areas azules: mediana e intervalo de confianza 90% no parameétrico de las
predicciones. Puntos y barras de error: media + desviacion estandar de las

observaciones (Nitsche et al., 1982). VPA: acido valproico.
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Figura 2.7 Concentraciones plasmaticas totales a pre-dosis en funcién del tiempo

tras un tratamiento oral de 600/300/300 mg de acido valproico al dia.
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Lineas y areas azules: mediana e intervalo de confianza 90% no parameétrico de las
predicciones. Puntos: observaciones individuales (Gugler et al., 1977). VPA: acido

valproico.

La Figura 2.8 presenta los resultados del PPC para AUC4s y Cmax, tanto para la
formulacion Referencia como para la formulacion Test. En la misma se muestra
la distribucion de las métricas simuladas individuales para cada formulacion (n =
7000), junto con los percentiles observados y simulados (5%, 50% y 95%) de
dicha distribucion. Dada la gran similitud entre esos percentiles se puede concluir
que el modelo replica con precision las métricas de exposicion in vivo relevantes
para la evaluacion de bioequivalencia, cuando se emplea el mismo disefio de

muestreo.
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Figura 2.8 Comparacion posterior predictiva de las métricas relevantes de
bioequivalencia para ambas formulaciones, usando el disefio de muestreo

experimental
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Lineas continuas: medianas (negro: observado, azul: simulado). Lineas discontinuas:
percentiles 5% y 95% (negro: observado, azul: simulado). AUC: area bajo la curva
concentracion total de acido valproico en funcion del tiempo desde 0 a 48 horas

postdosis. Cmax: concentracion total maxima de acido valproico

Evaluacion de bioequivalencia basada en modelos

La Tabla 2.2 resume los resultados observados en el estudio de bioequivalencia
en dosis unica, tanto siguiendo el enfoque NCA-ANOVA como mediante el
analisis de MBBE, usando el disefio de muestreo experimental para computar
las métricas farmacocinéticas. El codigo desarrollado en el entorno de R para el

analisis de las simulaciones se resume en el Anexo Il.

De acuerdo con los resultados del analisis de bioequivalencia, el 1C90 del
cociente de medias geométricas de AUC4s se encuentra dentro del rango de
especificacion de bioequivalencia (0,80 — 1,25), indicando que la formulacion
Test alcanza una biodisponibilidad oral comparable con la de la formulacion
Referencia en términos de cantidad de farmaco absorbido. Como era de

esperarse, Test mostré una menor velocidad de absorcidén de VPA, lo cual tendio
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a reducir su Cmax. EI IC90 del cociente de medias geométricas de Cmax fue 0,72
-0,87.

Tabla 2.2 Bioequivalencia de las concentraciones totales en dosis Unica usando

el disefio de muestreo experimental

Test Referencia T/R GMR 1C90% CV (%)
Enfoque estandar de bioequivalencia
AUC4s (mg*h/L) 603 623 0,967 0,908 1,03 9,35
AUCirs (mg*h/L) 662 686 0,965 0,904 1,03 9,72
Cmax (mg/L) 34,6 43,7 0,791 0,720 0,870 14,2
MBBE con el disefio de muestreo experimental
AUC4s (mg*h/L) 608 644 0,945 0,900 0,991 8,82
Cmax (mg/L) 35,1 45,0 0,784 0,723 0,848 12,1

Abreviaturas: Test: media geométrica de la formulacion Test para cada métrica;
Referencia: media geométrica de la formulacion Referencia para cada métrica;, T/R
GMR: cociente de medias geométricas Test/Referencia (para MBBE corresponde a la
mediana de la distribucion de T/R GMR). IC90%: intervalo de confianza al 90% para T/R
GMR (para MBBE corresponde a los percentiles 5% y 95% de T/R GMR). CV (%):
coeficiente de variacién obtenido con el analisis no compartimental y ANOVA (enfoque
estandar de bioequivalencia) y a partir de la distribucién no paramétrica (MBBE); MBBE:
bioequivalencia basada en modelos; AUC4s: area bajo la curva concentraciones totales
en funcion de tiempo desde 0 a 48 horas posdosis; AUCi: area bajo la curva
concentraciones totales en funcion de tiempo desde 0 a infinito. Cmax: concentracion total

maxima.

Prediccion de bioequivalencia basada en modelos

Tras confirmar que el modelo desarrollado reproduce adecuadamente los
resultados obtenidos con el NCA utilizando el disefio de muestreo experimental,
se procedid a realizar predicciones de MBBE. Este procedimiento implica
computar las métricas de exposicion a partir de perfiles farmacocinéticos
simulados de forma continua, aprovechando plenamente las ventajas del
enfoque basado en modelos. La Figura 2.9 presenta la comparacién entre los
resultados de bioequivalencia obtenidos mediante distintos enfoques: el NCA-
ANOVA con los datos observados, el enfoque basado en modelos usando el
disefio de muestreo experimental y el enfoque basado en modelos usando
perfiles farmacocinéticos continuos simulados.
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Si bien se obtuvieron resultados notablemente similares entre los dos primeros
enfoques, el uso del enfoque basado en modelos con perfiles farmacocinéticos
continuos permiti6 una mayor discriminacion entre las formulaciones,
especialmente para Cmax. Estos resultados destacan el potencial de este enfoque
para superar las limitaciones inherentes al disefio experimental, el cual fue el
mismo para ambas formulaciones, a pesar de que éstas presentaban distintos
perfiles de liberacién de farmaco.

Figura 2.9 Comparacion de los intervalos de confianza al 90% para los cocientes
de medias geométricas Test/Referencia (IC90 T/R) para las concentraciones

totales de acido valproico tras dosis unica
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Azul: enfoque estandar de bioequivalencia (analisis no compartimental y ANOVA)
aplicado a los resultados observados in vivo. Verde: enfoque basado en modelos
realizado con el disefio de muestreo experimental. Rojo: enfoque basado en modelos
realizado con simulaciones continuas. BE: bioequivalencia. MBBE: bioequivalencia
basada en modelos. AUC: area bajo la curva concentraciones totales en funcion del

tiempo desde 0 a 48 horas postdosis. Cmax: concentracion total maxima.

La Tabla 2.3 resume las predicciones de MBBE entre las formulaciones Test y
Referencia, tanto para concentraciones totales como para concentraciones
libres, tras dosis unica y en estado estacionario (500 mg cada 12 horas). EI IC90
para el cociente de medias geométricas T/R predicho para el AUC12 en estado
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estacionario es comparable al de AUCu4s tras dosis unica, tanto para la estimacion
puntual como para la variabilidad residual. Estos resultados indican, como era
de esperar, que la cantidad relativa de VPA absorbido entre las formulaciones se

mantiene en estado estacionario.

Las predicciones en estado estacionario muestran un cambio en la comparacion
de Cmax, Ya que el cociente T/R es superior al estimado para una dosis unica.
Esto podia atribuirse a la acumulacién del farmaco en estado estacionario, dado
que los parametros que afectan la absorcion permanecen constantes. Sin
embargo, las predicciones basadas en modelos indican un PTF
significativamente menor para Test, tanto en concentraciones plasmaticas libres
como totales, lo que resalta las propiedades de la formulacion de liberacién

prolongada.
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Tabla 2.3 Bioequivalencia basada en modelos para las concentraciones totales y

libres, en dosis Unica usando y en estado estacionario

Test Referencia T/R GMR 1IC90% CV (%)
Dosis unica

AUC (mg*h/L) 602 634 0,948 0,916 0,982 6,43
Cmax (Mg/L) 29,5 39,2 0,753 0,717 0,791 7,12
AUC, (mg*h/L) 51,3 55,5 0,926 0,890 0,959 6,97
Chmax,1 (Mg/L) 2,70 3,81 0,708 0,666 0,752 8,33

Estado estacionario
AUC (mg*h/L) 565 592 0,955 0,929 0,982 5,06
Cmax (mg/L) 52,8 61,0 0,864 0,836 0,893 5,52
Cmin (mg/L) 37,8 35,3 1,08 1,02 1,14 9,57
PTF (%) 27,8 47 .4 0,589 0,529 0,651 12,0
AUC, (mg*h/L) 58,4 62,5 0,933 0,899 0,968 6,72
Crmax, 1 (mg/L) 5,61 6,89 0,816 0,780 0,853 7,14
Chin.1(mg/L) 3,70 3,53 1,04 0,989 1,10 10,8
PTF (%) 36,2 59,8 0,606 0,549 0,665 11,4

Abreviaturas: Test: media geométrica de la formulacion Test para cada métrica;
Referencia: media geométrica de la formulacion Referencia para cada métrica;, T/R
GMR: mediana de la distribucién de cocientes de medias geométricas. IC90%: intervalo
de confianza no paramétrico al 90% de la distribucion de cocientes de medias
geomeétricas (percentiles 5% y 95%). CV (%): coeficiente de variacion obtenido a partir
de la distribucién no paramétrica; MBBE: bioequivalencia basada en modelos; AUC y
AUC,: area bajo la curva concentraciones en funcion de tiempo desde 0 a 48 horas
posdosis (dosis unica) y desde 0 a 12 horas posdosis (estado estacionario), para
concentraciones totales y libres, respectivamente; Cmax ¥ Cmax, 1© CONcentracion maxima
total y libre, respectivamente; Cmin ¥ Cmin, 1. Cconcentracion minima total y libre,
respectivamente; PTF y PTF;: fluctuacion pico-valle de concentraciones totales y libres,

respectivamente.

Discusion

La construccion del modelo se baso en la premisa de lograr el modelo estructural
mas simple que ofreciera una buena descripcion del desempefio relativo entre
ambas formulaciones. Se incluyé un parametro que cuantifica la cantidad relativa
de farmaco absorbido, y la formulacién fue evaluada como covariable en los

parametros de absorcién El modelo desarrollado fue evaluado adicionalmente
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con datos extraidos de bibliografia [11, 12, 20] para analizar la prediccion de las
concentraciones plasmaticas totales y libres de VPA. Los parametros
farmacocinéticos y la variabilidad interindividual estimados en este trabajo fueron
comparables a los previamente reportados para VPA en pacientes y voluntarios
sanos [21-23].

El modelo desarrollado se utilizd para simular los perfiles farmacocinéticos
individuales, considerando la incertidumbre en la estimacion de los parametros,
para computar las métricas de interés para cada formulacion, y para estimar el
IC90 del cociente de medias geométricas T/R a través de una distribucién no
parameétrica. Esto se realizé inicialmente para concentraciones plasmaticas
totales en un escenario de dosis unica, comparando los resultados de
bioequivalencia obtenidos frente a los estimados mediante el enfoque estandar.
Si bien los resultados mostraron una notable similitud cuando se utilizé el mismo
esquema de tiempos de muestreo, se logré una mayor discriminaciéon entre las
formulaciones cuando se usaron perfiles farmacocinéticos simulados de forma
continua. Esto resalta el potencial de este enfoque para superar las limitaciones
inherentes al disefio experimental, el cual fue el mismo para ambas
formulaciones, a pesar de sus diferencias en los perfiles de liberacion de
farmaco. En este contexto, el analisis MBBE con perfiles simulados de forma
continua permite capturar parametros clave, como el tiempo de latencia de la
formulacion Referencia y la absorcion mas lenta de la formulacién Test. Por lo
tanto, este enfoque puede superar las limitaciones del disefio experimental al
aprovechar los datos in vivo “escasos” para calcular las métricas de exposicion

con mayor precision.

La biodisponibilidad relativa entre las formulaciones se evalué adicionalmente
con el enfoque basado en modelos para las concentraciones plasmaticas libres
de VPA tras una dosis unica, asi como para las concentraciones plasmaticas
totales y libres en estado estacionario. Los resultados indican que DiDPA-LP®
seguiria mostrando un perfil de liberacién prolongada tras multiples dosis, dado
que se proyecta un IC90 para el PTF por debajo de 0,8, tanto para las
concentraciones totales como para las libres de VPA. Las predicciones también
mostraron que ambas formulaciones serian bioequivalentes en cuanto a la

fraccion de farmaco absorbido, a pesar de estimarse una biodisponibilidad
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reducida para el producto de liberacidn prolongada. Se espera que estos

resultados permitan evitar o disminuir la experimentacion en voluntarios sanos.

En el proximo capitulo se aplican estrategias de muestreo limitado para el disefio
optimo de un estudio de bioequivalencia en pacientes en estado estacionario,
dado que DIDPA-LP® ya esta prescrito en el mercado uruguayo. Una
comparacion a posteriori de los resultados obtenidos en dicho estudio con las
predicciones realizadas en este trabajo podria respaldar el método basado en
modelos como una herramienta valiosa para anticipar los resultados de
bioequivalencia en escenarios clinicos especificos, con menores costos éticos y

econdmicos.

Conclusiones
Este trabajo expone la implementacién del enfoque MBBE como una solucion

para abordar las limitaciones experimentales de los estudios clinicos de
medicamentos. Entre estas limitaciones se destacan el disefio de muestreo poco
adecuado para comparar dos formulaciones con diferentes perfiles de liberacién
de farmaco, asi como las restricciones éticas y econdmicas asociadas a los
estudios de bioequivalencia en dosis multiples en voluntarios sanos. Este
enfoque contribuye a reducir el riesgo de obtener conclusiones incorrectas al
evaluar la biodisponibilidad relativa a partir de concentraciones totales de
farmacos con capacidad limitada de unidn a proteinas plasmaticas. El analisis
MBBE predijo que DiDPA-LP® mostraria caracteristicas de liberacion prolongada
en estado estacionario, respaldando su utilidad clinica. Estos resultados podrian

ser presentados a la autoridad regulatoria local para su consideracion.
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3. Estrategias de muestreo limitado para el diseno Optimo de un
estudio de bioequivalencia en paralelo entre dos formulaciones

conteniendo acido valproico

Introduccién

El analisis poblacional de datos farmacocinéticos y farmacodinamicos constituye
una herramienta fundamental para abordar preguntas complejas en el desarrollo
y la evaluacion de medicamentos, incluyendo, en este caso, los enfoques MBBE.
La estimacion confiable de los parametros que describen estos procesos vy las
métricas de exposicion al farmaco requiere disponer de datos experimentales
adecuados, obtenidos en momentos oportunos tras la administracion del
medicamento, que permitan caracterizar con precision las distintas fases de la
farmacocinética y la farmacodinamica. Si bien un mayor numero de muestras por
paciente proporciona informacion mas robusta para el analisis, este enfoque
implica mayores costos econdémicos y éticos, ademas de dificultades practicas
en poblaciones vulnerables como neonatos o pacientes pediatricos. Para
enfrentar estos desafios, se desarrollaron los métodos de disefio 6ptimo, cuyo
objetivo es identificar los tiempos de muestreo que aportan la mayor cantidad de
informacion para la estimaciéon de los parametros del modelo y de las métricas
derivadas [1]. Dentro de este marco, se encuentran las estrategias de muestreo
limitado (LSS, por su sigla en inglés) que consisten en seleccionar un numero
reducido de tiempos de muestreo que permitan estimar con precision las

métricas farmacocinéticas de exposicién al farmaco [2, 3].

Estas estrategias contribuyen a optimizar la planificacion de los ensayos clinicos,
reduciendo los costos asociados, la carga de los procedimientos invasivos y, en
muchos casos, la permanencia de los voluntarios en los centros hospitalarios.
Ademas, diversos trabajos han documentado su aplicabilidad en el disefio de
estudios farmacocinéticos en poblacion adulta y su extrapolacién a la poblacién
pediatrica [5, 6]. Dichas ventajas resultan especialmente relevantes en los
estudios de bioequivalencia, donde la eficiencia en el diseno de muestreo se
traduce en un mejor aprovechamiento de los recursos disponibles sin

comprometer la potencia estadistica de los resultados [4]. Existen dos métodos
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principales para desarrollar LSS: el analisis de regresion lineal multiple (MRA,
por su sigla en inglés) y los enfoques basados en la utilizacion de modelos NLME

(de ahora en mas, enfoque basado en modelos).

El MRA emplea técnicas de regresion lineal para correlacionar las
concentraciones de farmaco obtenidas en momentos especificos con valores de
métricas farmacocinéticas obtenidos a partir de muestreos extensos [7]. De esta
manera, se puede utilizar la informacion previa obtenida en una poblacién tras
un estudio con muestreo extenso para identificar los tiempos de muestreo mas
informativos, es decir, aquellos momentos que proporcionan mayor precision en
la estimacion de las métricas de interés, optimizando asi el disefio del estudio de

muestreo limitado.

Las LLS basadas en modelos suelen apoyarse en la estimacion maxima a
posteriori (MAP, por su sigla en inglés) de los parametros farmacocinéticos
poblacionales. Este enfoque utiliza observaciones obtenidas con un numero
reducido de muestras por sujeto, junto con parametros poblacionales derivados
de la misma poblacion mediante un esquema de muestreo mas extenso
(conocidos como priors), que sirven como referencia para reestimar la
distribucion de parametros poblacionales. De este modo, se obtienen los
parametros poblacionales para la nueva poblacién, posibilitando la evaluacién
de la precision de estos parametros bajo diferentes esquemas de muestreo

limitado y la optimizacion de la informacion obtenida en estudios clinicos.

La ventaja principal del MRA radica en la simplicidad de las ecuaciones
resultantes, ya que no requieren suposiciones intrinsecas sobre modelos
compartimentales, permitiendo su implementaciéon por investigadores no
familiarizados con la modelizacién y simulacion farmacométrica [4, 7, 8]. Por otro
lado, el enfoque basado en modelos brinda flexibilidad, ya que el modelo PopPK
puede corregir las desviaciones en el momento de toma de las muestras, y
permite integrar las caracteristicas del voluntario como sexo, edad y funcién
renal, conduciendo a una estimacion mas precisa de las métricas de interés [4,
9]. Ademas, posibilita simular respuestas farmacocinéticas y realizar calculos de

dosis de manera sencilla [4].
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Los métodos de muestreo limitado descritos pueden aplicarse de manera
independiente o combinarse de forma secuencial, aprovechando las fortalezas
de cada enfoque y mitigando sus respectivas limitaciones. El enfoque basado en
modelos requiere informacidén adicional sobre la seleccion adecuada de los
tiempos de muestreo, que permitan estimar los parametros farmacocinéticos con
suficiente precision. En este contexto, resulta l6gico proponer un esquema de
muestreo basado en el MRA [6]. No obstante, el uso exclusivo de esta estrategia
no contemplaria posibles desviaciones en la toma de muestras ni las
caracteristicas individuales de los sujetos, limitando asi la precision de las

predicciones del método.

En farmacometria, se suele distinguir entre la variable dependiente (DV), que
representa la observacion de las concentraciones, y la prediccion del modelo
(Ypred) para un tiempo dado. Estas concentraciones estan relacionadas como

indica la siguiente ecuacion (Ec. 3.1):
DV = Ypred + error residual (3.1)

Donde el error residual es la diferencia entre la concentracion observada y la
predicha por el modelo, una vez considerados los efectos fijos y aleatorios. En
otras palabras, es la variabilidad de los datos que no puede ser explicada por el
modelo estructural ni por las diferencias entre los individuos, y que por lo tanto
se atribuye principalmente a errores clinicos o bioanaliticos. Este error puede
modelarse de distintas formas, segun como se comporta la variabilidad en los
datos experimentales. Los modelos mas comunes son el aditivo, el proporcional

y el combinado.

En el MRA, el objetivo es encontrar relaciones estadisticas entre las
concentraciones observadas y las métricas farmacocinéticas de interés. Por esta
razon, en este enfoque se utiliza la DV, ya que corresponde a los datos que
efectivamente se obtendran en el estudio clinico. En cambio, en el enfoque
basado en modelos se emplea la DV como entrada del modelo NLME para
estimar los parametros farmacocinéticos y generar las predicciones de
concentracion. Estas predicciones pueden utilizarse posteriormente para

calcular las métricas farmacocinéticas con mayor precision.
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Objetivos
El objetivo del presente trabajo es evaluar y comparar LSS dentro del marco de

disefo optimo de un estudio de bioequivalencia en paralelo, orientado a
caracterizar el rendimiento relativo de dos formulaciones que contienen VPA en

un contexto clinico estandarizado.

Metodologia
Las concentraciones de VPA (nmuestras = 448) de un estudio de biodisponibilidad

relativa en dosis Unica, que comparo los medicamentos Valcote® (Referencia) y
Di-DPAP® (Test), fueron utilizados para desarrollar un modelo NLME y predecir el
desempenio relativo entre las formulaciones en estado estacionario mediante un
enfoque basado en modelos [10]. Este modelo permiti6 generar perfiles de
concentracion en funcion del tiempo utilizando un intervalo de simulacion de 0,5
horas, a partir de los cuales se calcularon las métricas farmacocinéticas de
referencia. Estas métricas de referencia se emplearon para validar las LSS
evaluadas. De este modo, fue posible optimizar el disefio de muestreo para
garantizar estimaciones confiables de las métricas farmacocinéticas con un

numero reducido de observaciones por sujeto.

Simulaciones basadas en el modelo farmacocinético poblacional

El modelo previamente desarrollado se utilizO para generar los perfiles
farmacocinéticos (nsuietos = 200, 50% para cada formulacién) de la prediccion
(Ypred) y de la variable dependiente (DV) tras la administracién de 500 mg de
VPA cada 12 horas, utilizando Simulix (Monolix Suites® 2024R1, Simulation
Plus) con un intervalo de simulacién de 0,5 horas, excluyendo los periodos
correspondientes al suefio nocturno de los voluntarios. Este conjunto de datos
se utilizé para desarrollar y evaluar los métodos de muestreo limitado

propuestos.

Se calcularon la Cmax, la Cmin y €l AUC, para las primeras 48 h postdosis unica y
para 12 h postdosis en estado estacionario, para cada sujeto y formulacién
simulados, utilizando RStudio [11]. Ademas, se calculé el PTF en el estado

estacionario, usando la Ec. 3.2.

PTF = (Cmax— Cn;in) XT (32)
AUCE
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El t representa el intervalo interdosis y AUC; el area bajo la curva

concentraciones en funcién del tiempo entre los tiempos ceroy 7 .

Posteriormente, se simul6é otro conjunto de perfiles farmacocinéticos (nsujetos =
50, 50% para cada formulacién), en las mismas condiciones de administracion
del farmaco que el conjunto anterior, pero con el disefio 6ptimo de muestreo
limitado determinado, para predecir el resultado de un estudio de bioequivalencia

en estado estacionario.

Analisis de regresion multiple

El primer conjunto de datos simulados (nsuietos = 200), descrito en la seccion
anterior, se dividié en un grupo de entrenamiento (75%) y un grupo de validacién
(25%), para desarrollar y evaluar el MRA en la determinacién de las métricas de
interés para cada formulacion. El flujo de trabajo utilizado para el escenario de
dosis unica se describe en la Figura 3.1. De manera independiente, se aplicd un
flujo de trabajo analogo para el escenario de estado estacionario, incluyendo el

MRA para la concentracion minima.

Se simularon un total de cuarenta concentraciones plasmaticas entre 0 y 48 h
postdosis (con un intervalo de 0,5 h, excluyendo las horas de descanso de los
voluntarios) para estimar el AUC tras una dosis Uunica, y veinticinco
concentraciones plasmaticas entre 0 y 12 h postdosis (con un intervalo de 0,5 h)
para estimar el AUC en estado estacionario. Se establecieron combinaciones de

tres concentraciones, que fueron incorporadas en la siguiente ecuacion (Ec. 3.3):

AUC = AO + A1XC1 + AzXCz + A3XC3 (33)
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Figura 3.1 Flujo de trabajo metodolégico implementado en el analisis de regresion

multiple
Analisis de regresion multiple
Grupode | | MRApara MRA para
Datos entrenamiento AUC Cmax
—| simulados l l
(Nsyjetos=200) Grupo de Validacién Validacion
validacién MRA MRA
Modelo l l
Pop-PK Modelo Modelo
final AUC final Cmax
Datos BE basada BE basada
simulados en MRA en MRA
(Nsyjotos=50) AUC Cmax

BE - modelos de regresion multiple

Area amarilla: simulaciones basadas en modelos farmacocinéticos poblacionales (Pop-
PK). Area verde: anélisis de regresiéon muitiple (MRA) para el érea bajo la curva de
concentracion versus tiempo (AUC) y la concentracién méaxima (Cmax). Area violeta:

evaluacion de bioequivalencia (BE) basada en modelos de regresion multiple.

Para cada ecuacion, se calcularon el error porcentual medio (MPE,) el error
absoluto medio (MAPE) y el error cuadratico medio relativo (rRMSE) de acuerdo

con las siguientes ecuaciones (Ec. 3.4, Ec. 3.5y Ec. 3.6):

MPE— xyn Yot (3.4)
MAPE = 2y yn, 22 (3.5)
FRMSE(%) = |Ezim?) (3.6)

Zis, )2

Las ecuaciones de regresion multiple se clasificaron en funcion de los
indicadores de desempefio del AUC para seleccionar los tiempos de muestreo
optimos para el MRA de Cmax (tanto en dosis unica como en estado estacionario)
y Cmin (en estado estacionario). Para estas métricas, se establecieron
combinaciones de dos concentraciones, que fueron incorporadas en la siguiente

ecuacion (Ec. 3.7):

C = BO + lecl + BZXCZ (37)
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Los modelos finales de regresién multiple fueron seleccionados considerando los
indicadores de desempefio de Cmax ¥ Cmin, asi como aspectos experimentales
relacionados con la conveniencia de los tiempos de muestreo en la practica
clinica. Posteriormente, se utilizaron estos modelos para predecir los resultados

de bioequivalencia de un estudio en paralelo.

Analisis basado en modelos

Se evaluaron cuatro esquemas distintos de reduccién de tiempos de muestreo

para el primer conjunto de datos simulados (Nsujetos = 200):

i) Esquema 1: todos los sujetos comparten los mismos tiempos de muestreo, que

coinciden con los tiempos del MRA.

i) Esquema 2: cada sujeto tiene un disefio de muestreo diferente, establecido de
manera aleatoria, con dos tiempos de muestreos en la fase de absorcion y un

tiempo de muestreo en la fase de disposicion.

iii) Esquema 3: cada sujeto tiene un disefo de muestreo diferente, establecido
de manera aleatoria, con un tiempo de muestreo en la fase de absorcién y dos

tiempos de muestreos en la fase de disposicion.

iv) Esquema 4: cada sujeto tiene un disefio de muestreo diferente, establecido

de manera completamente aleatoria.

Los diferentes conjuntos de datos generados tras la reduccién de tiempos de
muestreo se integraron al modelo poblacional previamente desarrollado. Dicho
modelo partié de los parametros poblacionales estimados a partir de los datos in
vivo. A continuaciéon, mediante la opcidon de estimacion por “maximo a posteriori”
implementada en Monolix®, se reestimaron los parametros poblacionales y se
obtuvieron los parametros individuales para cada sujeto bajo cada esquema de
reduccion de tiempos de muestreo. Posteriormente, estos parametros
individuales fueron utilizados en Simulx® para simular perfiles continuos de
concentracion en funcion del tiempo y calcular las métricas farmacocinéticas de

exposicion de interés, tal como se ilustra en la Figura 3.2.
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Figura 3.2 Flujo de trabajo metodolégico implementado en el enfoque basado en

modelos
Método MAP
Métricas
Paramelros | yardaderas
individuales
Reduccion de liempos
Datos simulados | 78 muestreo Parametros Métricas
(Ngyjetos=200) Distribucion de priors | poblacionales | Parametros | estimadas
individuales
BE basada en VAP
Reduccion de tiempos
Datos simulados | de muestreo Parametros BE basada
(nsuietos=50) Distribucién de priors poblacionales Incertidumbre | en modelos

de parametros

Area amarilla: simulaciones basadas en modelos farmacocinéticos poblacionales. Area
verde: enfoque basado en modelos méximo a posteriori (MAP). Area azul: validacion del
enfoque bayesiano méximo a posteriori. Area violeta: evaluacién de bioequivalencia

(BE) basada en modelos, tras aplicar el enfoque bayesiano maximo a posteriori.

La eleccién del mejor esquema de reduccién de tiempos de muestreo se baso
en la comparacion de los errores de estimacion de los parametros
farmacocinéticos y en el analisis de los indicadores de desempeno (Ec. 3.4, Ec.
3.5 y Ec. 3.6) para las métricas de interés entre los distintos esquemas
evaluados. Finalmente, también se consideraron aspectos practicos

relacionados con el disefio del ensayo de bioequivalencia.

Evaluacion de bioequivalencia

Se empled el paquete PowerTOST de RStudio para estimar el tamano de
muestra necesario para concluir bioequivalencia con una potencia del 80% en
un estudio con disefio en paralelo [12]. Las funciones de este paquete
determinan la variabilidad total esperada en un estudio en paralelo, considerando
la variabilidad inter e intraindividual observadas en el estudio de bioequivalencia
cruzado y compensado. Para este célculo, se asumidé que los pacientes bajo
tratamiento con VPA presentan una variabilidad similar a la de los voluntarios
sanos participantes del estudio de bioequivalencia. Sin embargo, seria esperable
observar una variabilidad mayor en los pacientes debido a la heterogeneidad de
esta poblacién. Se determiné que el tamafio de muestra requerido entre los

grupos de las dos formulaciones es de 50 sujetos, bajo la suposicion de un
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coeficiente de variacion total del 24% en AUC, donde se espera obtener un

cociente de medias geométricas Test/Referencia cercano a 0,95.

De acuerdo con el valor anterior, se simul6 un disefio de estudio en paralelo tras
dosis Unica y en estado estacionario, en pacientes (nsujetos = 50, 50% para cada
formulacion) bajo tratamiento con 500 mg de VPA cada 12 horas, segun se
detallé en el apartado “Simulaciones basadas en el modelo farmacocinético
poblacional”’. Esta simulacion se emple6 para evaluar las LSS previamente
desarrolladas, contrastando su capacidad de reproducir los resultados del
estudio de bioequivalencia en dosis unica. Asimismo, se utilizé esta simulacién

para proyectar la evaluacion de bioequivalencia en estado estacionario.

Los IC90 del cociente de medias geométricas T/R, para evaluar la
biodisponibilidad relativa entre formulaciones, fueron calculados a partir de las
métricas derivadas de las LSS. El analisis de bioequivalencia de las métricas
obtenidas mediante MRA se realizé utilizando las Ec. 3.8 y Ec. 3.9. En cambio,
para las métricas derivadas del enfoque basado en modelos, se aplicé el método

MBBE desarrollado en el Capitulo 2.

T Ta 7B, nr+np-2 nr+ng
1690% = el "7 foro T xS e (3.8)
5, = (nr—DxSp+(nr=1)xSg (3.9)
nr+ngr—2

Donde In (T) y In (R) son las medias geométricas de la formulacion Test y
Referencia, respectivamente; ny y ni representan el numero de sujetos de la
formulacion Test y Referencia, respectivamente; t]7+"*~* es el estadistico de la
distribucion de Student para a=0.10 y n; + ni — 2 grados de libertad; S; y S; son
las desviaciones estandar de la formulacion Test y Referencia, respectivamente.
El IC90 observado in vivo, y obtenido por el enfoque NCA-ANOVA, fue usado
como referencia para evaluar la aplicacion de los métodos de muestreo limitado

en estudios de bioequivalencia.
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Resultados

Analisis de regresion multiple

Los perfiles de la variable dependiente del conjunto de datos de entrenamiento
(nsuietos = 150, 50% para cada formulacién) se utilizaron para identificar los
tiempos de muestreo mas informativos. Se emplearon tres muestras para estimar
el AUC y dos para estimar Cmax (en dosis unica y en estado estacionario) y Cmin
(en estado estacionario). Para el AUC, se generaron 9139 combinaciones (C3,)
para el escenario de dosis Unica y 2300 (C;:) para el estado estacionario, lo que
dio lugar al mismo numero de ecuaciones de regresion lineal multiple para cada
caso. Posteriormente, se calcularon los indicadores de desempefio de cada
ecuacion, utilizando las féormulas descritas en las Ec. 3.4 Ec. 3.5y Ec. 3.6, para

seleccionar las ecuaciones de regresion lineal multiple mas veraces y precisas.

Las ecuaciones candidatas fueron ordenadas de manera creciente segun los
valores de sus indicadores de desempeno, y de forma decreciente segun su valor
del coeficiente de determinacion (r2). Se consideraron aceptables aquellas con
un valor MPE préximo a cero, un valor MAPE menor al 6%, un valor de rRMSE
menor al 8% y un r> mayor a 0,8. A partir de este criterio, las 9139 ecuaciones
iniciales para estimar el AUC en el escenario de dosis unica se redujeron a 6
para Referencia y 10 para Test. De manera analoga, las 2300 ecuaciones

iniciales del estado estacionario se redujeron a 6 para Referencia y 15 para Test.

Las ecuaciones lineales multiples seleccionadas para AUC se emplearon
posteriormente en la determinaciéon de los tiempos de muestreo 6ptimos para
estimar las respectivas ecuaciones para Cmax y Cmin, de manera que los mismos
tres tiempos seleccionados permitieran estimar simultdneamente las tres
métricas. Al aumentar el numero de puntos de muestreo de uno a dos, se
observo un incremento del r? entre un 3% y un 22%, independientemente de la
formulacion y del escenario (dosis Unica o estado estacionario). Estos resultados
sugieren que, para lograr una precision aceptable en la estimacion de Cmax y
Cmin, son necesarios al menos dos tiempos de muestreo. La unica excepcién fue
la formulacién Referencia tras una dosis unica, donde el incremento fue minimo
(Tabla 3.1).
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Tabla 3.1 Indicadores de desempeiio de las ecuaciones de regresion lineal

multiple con 1, 2 y 3 tiempos de muestreo.

Métrica Muestras MPE (%) MAPE (%) rRMSE (%) r?
1 -1,5 9,2 11 0,723
Cmaxg_gp 2 -0,89 9,0 11 0,726
3 -0,50 9,1 11 0,740
1 -0,64 14 16 0,585
Cmaxy_gp 2 -1,2 9,8 11 0,785
3 -1,3 10 12 0,782
1 -5,1 11 12 0,637
Cmaxg_gg 2 -4.1 7,7 11 0,785
3 -3,0 7,2 10 0,821
1 0,06 10 13 0,756
Cmaxy_gg 2 0,80 7,2 8,8 0,879
3 -1,4 7,2 8,2 0,906
1 -1,9 16 19 0,774
Cming_gg 2 -1,5 8,4 10 0,898
3 -1,8 7,9 11 0,904
1 0,97 13 16 0,752
Cmingy_gg 2 -3,3 9,9 13 0,883
3 -2,1 8,1 9,9 0,900

Abreviaturas. Cmax. concentracion maxima, Cmin. concentracion minima; R: formulacion
Referencia; T: formulacién Test; SD: dosis tnica (single dose); SS: estado estacionario
(steady state); MPE: error porcentual medio;, MAPE: error porcentual absoluto medio;

rRMSE: error cuadréatico medio relativo; r’: coeficiente de determinacion.

Para la estimacion de Cmax tras una dosis unica se seleccionaron 6 ecuaciones
de regresiéon multiple para Referencia y 3 para Test. En el estado estacionario se
obtuvieron 10 ecuaciones para cada formulacién, tanto para Cmax cOmo para
Cmin. El criterio final de seleccion busco privilegiar concentraciones obtenidas en
momentos clinicamente convenientes y reducir el intervalo de permanencia de
los voluntarios en el centro clinico. Las ecuaciones finales para cada métrica se
presentan en el Anexo lll. Los resultados de la validacion del MRA se resumen

en la Tabla 3.2, mientras que la Figura 3.3 muestra la correlacion entre las
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métricas derivadas del muestreo intensivo y las obtenidas mediante los modelos

de regresion multiple desarrollados.

Tabla 3.2 Validacidn de las ecuaciones de regresion multiple.

Tiempos de MPE MAPE rRMSE
Métrica r?
muestreo (h) (%) (%) (%)
AUCg_sp 3,0; 9,5; 33 -0,37 53 6,9 0,921
AUCyr_gp 3,0; 10,5; 36 -1,2 5,6 7,3 0,934
Cmaxg_gp 3,0 -1,5 9,2 11 0,723
Cmaxy_gp 3,0; 10,5 -1,2 9,8 12 0,785
AUCg_gs 0; 1,5; 11 -1,8 5,6 7,4 0,918
AUCp_gs 0; 4,0; 8,0 -1,4 5,5 6,9 0,918
CmaxR_SS O, 1,5 ‘4,1 7,7 11 0,785
Cmaxyr_gs 4,0; 8,0 0,80 7,2 8,8 0,879
Cming_gg 0; 11 -1,5 8,4 10 0,898
Cming_gg 0; 8,0 -3,3 9,9 13 0,883

Abreviaturas: AUC: area bajo la curva de concentraciones en funcién del tiempo,; Cmax:
concentracion maxima; Cmin. concentracion minima; R: formulacion Referencia; T:
formulacién Test; SD: dosis tnica (single dose); SS: estado estacionario (steady state).
MPE: error porcentual medio; MAPE: error porcentual absoluto medio; rRMSE: error

cuadratico medio relativo; r? coeficiente de determinacion.
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Figura 3.3 Correlacion entre las métricas obtenidas con muestreo intenso y las
calculadas con ecuaciones de regresiéon multiple para todos los individuos

simulados
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Azul: formulacion Test. Rojo: formulacion Referencia. Circulos abiertos: dosis uUnica.
Circulos cerrados: estado estacionario. Linea continua: identidad. Area gris clara:
intervalo de confianza 80%. Area gris oscura: intervalo de confianza 90%. AUC: érea
bajo la curva concentracion-tiempo. Cmax: concentracion maxima. Cmin: concentracion
minima

Anaélisis basado en modelos no lineales de efectos mixtos

Se redujeron los tiempos de muestreo de los perfiles farmacocinéticos de la
variable dependiente en el primer conjunto de datos simulados (nsujetos = 200),
segun los cuatro esquemas propuestos. Para el esquema 1, los tiempos
seleccionados son los resumidos en la Tabla 3.2, de acuerdo con el escenario y
la formulacién correspondiente. Para los esquemas 2 y 3, se definieron dos
ventanas de muestreo separadas por el tiempo en el que se alcanza la
concentracion maxima (Tmax): a las 4 horas posdosis para la formulacién
Referencia y a las 5 horas posdosis para la formulacion Test. Finalmente, en el
esquema 4 no se aplicé ninguna restriccidn en la seleccion de los tiempos de
muestreo. Las tablas de datos resultantes de la reduccién de los tiempos de
muestreo se integraron al modelo PopPK, utilizando como priors los parametros
poblacionales previamente estimados a partir de los datos observados y
aplicando el método “maximo a posteriori’. Dado que el modelo empleado incluye
un numero considerable de parametros, su estimacion a partir de solo tres

muestras por sujeto no permite obtener valores poblacionales con un grado de
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incertidumbre aceptable, particularmente para el aclaramiento
intercompartimental y el volumen de distribuciéon del compartimento periférico;
por esta razon, estos parametros se fijaron en los valores de sus respectivos
priors. A continuacion, se empleé la moda de los parametros individuales
estimados a posteriori para simular los perfiles farmacocinéticos con un muestreo
extenso, y poder computar las métricas de interés para evaluar la capacidad del
enfoque basado en modelos para el disefio 6ptimo de experimentos, tanto en

dosis Unica como en estado estacionario.

Los resultados de la validacién del enfoque evaluado se presentan en la Tabla
3.3, mientras que en la Figura 3.4 se muestra la relacion entre las métricas
estimadas a partir de los muestreos limitados y aquellas obtenidas a partir de un
muestreo extenso (verdaderas). Se aceptd que una diferencia porcentual menor
al 20% entre ambas estimaciones es adecuada, especialmente considerando
que los calculos se realizaron con esquemas de muestreo reducido. Bajo este
umbral, ningun esquema propuesto presentdé mas del 16% de diferencias que

superaran el 20% en valor absoluto para las métricas evaluadas.

Tabla 3.3 Indicadores de desempeiio del enfoque basado en modelos para los

distintos esquemas de muestreo.

AUC Cmax Cmin
Esq MPE MAPE rRMSE MPE MAP rRMSE MPE MAPE rRMSE
(%) (%) (%) (%)  E(%) (%) (%) (%) (%)

Dosis unica
1 0,08 6,07 7,52 1,34 8,88 11,5 - - -
2 1,46 9,36 12,0 -0,30 7,59 9,73 - - -
3 0,46 8,35 10,9 -1,59 8,08 10,7 - - -
4 -0,09 8,60 10,7 1,05 9,54 12,8 - - -
Estado estacionario
1 -0,50 5,90 7,55 0,23 6,14 8,09 -1,33 8,75 11,1
2 -043 6,82 8,50 -0,15 6,66 8,30 -0,41 10,6 13,8
3 -1,83 6,65 8,36 -1,25 6,62 8,60 -1,88 9,84 12,6
4 -0,47 6,78 8,67 1,27 6,87 8,94 -0,47 1.1 14,5

Abreviaturas: AUC: area bajo la curva concentracion en funcion del tiempo, Cmax:
concentracion maxima; Cmin: concentracion minima; MPE: error porcentual medio;

MARPE: error porcentual absoluto medio; rRMSE: error cuadratico medio relativo.
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Figura 3.4 Correlacidon entre las métricas verdaderas y las estimadas con el

enfoque basado en modelos para todos los individuos
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Rojo (esquema 1), verde (esquema 2), azul (esquema 3), violeta (esquema 4). SD: dosis
unica (single dose). SS: estado estacionario (steady state). Linea continua: identidad.
Area gris clara: intervalo de confianza 80%. Area gris oscura: intervalo de confianza
90%. AUC: area bajo la curva concentracion-tiempo. Cmax: concentracion maxima.

Cmin: concentracién minima

Se compard la variabilidad de los indicadores de desempeiio de las métricas de
interés entre los distintos esquemas de reducciéon de tiempos de muestreo
mediante un ANOVA, con el objetivo de determinar si existian diferencias
significativas en sus desempefios. En el escenario de dosis Unica, los resultados
de la prueba estadistica mostraron evidencia suficiente para rechazar la
hipétesis nula (Hy: no existen diferencias entre los grupos) con un nivel de
significancia de 0,05, tanto para AUC como para la concentracion maxima.
Adicionalmente, se aplico la prueba Post-Hoc de Tukey para comparar los
indicadores de desempeno de AUC de los esquemas de forma pareada. Los
resultados confirman que el esquema de muestreo 1 es estadisticamente
diferente a los demas (p-valor < 0,001), presentando una media y desviacién
estandar menor para los errores de prediccién absolutos y errores cuadraticos

relativos. También se encontré evidencia estadistica suficiente para afirmar que
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el esquema 4 se diferencia del esquema 2 cuando se considera la Cmax. En el
estado estacionario, el analisis ANOVA revel6 diferencias estadisticamente
significativas en la Cmin entre los distintos esquemas propuestos (p-valor < 0,05);
cuando éstos se evaluaron de forma pareada, se verificd que existen diferencias
significativas entre los esquemas 1y 4. En el resto de las comparaciones no se
hallé evidencia suficiente para rechazar la hipotesis nula, dado que los intervalos
de confianza del 95% para las diferencias de la media de los indicadores de
desempefio incluyeron el cero. Si bien el esquema 1 mostré los mejores
indicadores de desempeio, también presenté mayores errores en la estimacion
de parametros (Tabla 3.4). Por este motivo, se seleccion6 el esquema 4 para la

evaluacion y prediccidon de bioequivalencia.

Tabla 3.4 Parametros estimados del modelo no lineal de efectos mixtos en estado

estacionario

Valor tipico (RSE)

Priors Esq. 1 Esq. 2 Esq. 3 Esq. 4
tiag (N) 0,69 (19,0) 0,69 (inf) 0,69 (15,8) 0,68 (20,4) 0,69 (23,0)
kg (h) 0,94 (26,1) 0,88 (inf) 0,85 (31,6) 0,85 (34,0) 0,97 (38,6)
Bra_formutacien  -1,11 (17.5) -1,11 (199) -1,14 (22,1)  -1,13 (199) -1,14 (27,5)
Veentrar (L) 96,8 (9,25) 100 (37,7) 99,7 (13,7) 101 (12,7) 98,7 (11,2)
Cl(L/h) 5,69 (8,72) 5,23 (6,48) 5,31 (3,01) 5,38 (2,88) 5,23 (2,90)
Bci sexo 0,50 (20,4) 0,67 (5,49) 0,65 (5,00) 0,65 (4,95) 0,68 (4,82)
Bsp_formutacisn  -0,13 (33,3) -0.13 (113) -0.13(50,3) -0.13(48,8) -0.13 (47,9)
v k, 31,2 (26,1) 31,4 (87,9) 31,4 (84,5) 31,4 (86,8) 31,4 (98,7)
V'V contrat 25,1 (21,9) 24,7 (67,9) 24,7 (57,4) 24,7 (65,1) 24,7 (58,2)
v ct 17,8 (20,1) 17,8 (8,00) 17,8 (8,28) 17,8 (8,23) 17,8 (8,40)

Abreviaturas: Priors: parametros estimados a partir de todos los datos observados
(previa reduccion de los tiempos de muestreo). Abreviaciones: tiag, tiempo de latencia
para la formulacion de liberacion retardada; ka, constante de absorcion de primer orden
para la formulacion de liberacion retardada; Bia_formuiacion, €fecto de la formulacion de
liberacion prolongada en la Ka; Veentra, volumen aparente del compartimento central para
las concentraciones libres; CL, aclaramiento aparente; BcL sexo, €fecto del sexo en CL;
Beo_formuiacien, €fecto de la formulaciéon de liberaciéon prolongada en formulacion; 11V,
variabilidad interindividual. Los demas parametros del modelo (Capitulo 2) no estan

incluidos porque fueron fijados a su valor estimado previamente.
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Evaluacion de bioequivalencia

En funcion de los resultados obtenidos, se generaron dos conjuntos de datos
simulados (nsujetos = 50) aplicando los esquemas de muestreo 1 y 4, para su
analisis mediante MRA y el enfoque basado en modelos, respectivamente. El
potencial de estas LSS para predecir los resultados de un estudio de
bioequivalencia se evalué contrastando las predicciones con los resultados
observados in vivo en el estudio de bioequivalencia en dosis unica, analizados

bajo el enfoque tradicional.

El MRA logré reproducir los cocientes Test/Referencia, aunque los 1C90
resultaron significativamente mas estrechos que los obtenidos in vivo. En
contraste, el enfoque basado en modelos permitié una mejor diferenciacion entre
las formulaciones a nivel de tendencia media, aumentando ligeramente la
amplitud de los IC90. Este comportamiento podria atribuirse a la elevada
incertidumbre en la estimacion de las variabilidades interindividuales de los
parametros del modelo. No obstante, tanto las tendencias medias como los IC90
obtenidos con estas estrategias fueron similares a los observados in vivo, lo que
confrma su capacidad para comparar el desempefo relativo de las
formulaciones en un escenario de dosis Unica. La verificacion de ambos

enfoques se presenta en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5 Resultados del estudio de bioequivalencia en dosis Unica

T/R AUC (1C90) T/R Cmax (IC90)
Analisis BE estandar 0,967 (0,908 — 1,03) 0,791 (0,720 — 0,870)
BE basada en regresiones
0,951 (0,928 — 0,986) 0,794 (0,778 — 0,810)
lineales multiples
BE basada en modelos
0,897 (0,814 — 0,989) 0,763 (0,680 — 0,855)

con muestreo limitado

Las predicciones para el escenario de dosis multiples se presentan en la Tabla
3.6. La similitud entre los resultados obtenidos mediante estas estrategias y los
derivados del método MBBE con un muestreo extenso (Capitulo 2) respalda el
potencial predictivo del disefio optimo de experimentos basado en LSS. No

obstante, debido a errores en las predicciones en el MRA, el 7% de los valores

88



calculados de PTF para la formulacién Test resultaron negativos, pudiendo

afectar la exactitud del IC90 para esa métrica.

Tabla 3.6 Predicciones del estudio de bioequivalencia en estado estacionario

T/RAUC (IC90)  T/R Cmax (IC90)  T/R PTF (IC90)

BE basada en

] ] 0,977 0,877 0,530
regresiones lineales
. (0,840 - 1,14) (0,776 — 0,991) (0,388 — 0,723)
mudltiple
BE basada en
0,927 0,787 0,561
modelos con
(0,844 —1,02) (0,717 - 0,862) (0,403 - 0,755)

muestreo limitado

Discusion

En los ultimos afos, las teorias de disefio Optimo se han desarrollado e
implementado como una estrategia para disminuir los costos éticos y
econdmicos asociados a los estudios de bioequivalencia. Estas teorias permiten
planificar experimentos que maximizan la eficiencia en la recoleccién de datos
necesarios para caracterizar los perfiles farmacocinéticos y farmacodinamicos
del farmaco [13]. Los enfoques pueden orientarse a la optimizacion de los
parametros farmacocinéticos o de las métricas derivadas de ellos. Dentro del
primer enfoque, uno de los criterios mas utilizados es la D-optimalidad, que
selecciona los tiempos de muestreo maximizando el determinante de la matriz
de informacion de Fisher, calculada a partir del modelo NLME. De esta manera,
los parametros pueden ser estimados con la mayor precision posible. Sin
embargo, este criterio se basa en valores previos de los parametros
poblacionales para construir el disefio, por lo que su validez queda restringida a
la exactitud de dichas estimaciones previas. Por ello, se lo denomina disefio
optimo local [14]. Por su parte, el MRA y el disefio éptimo basado en
estimaciones maximo a posteriori para calcular las métricas farmacocinéticas
suelen ser mas intuitivos y faciles de aplicar. Ademas, el disefio 6ptimo basado
en la estimacion maximo a posteriori de los parametros poblacionales permite
incorporar una medida de incertidumbre en sus valores dentro del proceso de

optimizacion, dando lugar a un disefio 6ptimo global. En este trabajo se explord
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la utilizacion de estos enfoques como LSS para el disefio 6ptimo de estudios de

bioequivalencia.

Los enfoques fueron evaluados a partir de sus indicadores de desempefio y, en
el caso del MRA, también se considero el coeficiente de determinacion (r?). Este
coeficiente constituye un indicador clave que refleja el grado de correlacién entre
los valores predichos y los valores observados. Sin embargo, este valor solo
refleja asociacion y no proporciona informacion sobre el error o la precision de la
prediccion [4]. Por su parte, los indicadores de desempefo son utiles para
evaluar la exactitud de las predicciones. Entre ellos, el MPE permite identificar
sesgos sistematicos en las predicciones (valores positivos indican
sobreestimacién y negativos, subestimacion); en contextos de modelado
farmacocinético, valores dentro del rango £20% suelen considerarse indicativos
de un sesgo bajo [15, 16]. El MAPE cuantifica la exactitud promedio de las
predicciones, sin tener en cuenta la direccion de su desviacion. En
farmacocinética, valores inferiores al 15 % suelen considerarse indicativos de
una alta exactitud [17], aunque este indicador puede verse sesgado cuando los
valores reales son cercanos a cero. Por su parte, el rRMSE cuantifica la magnitud
y la dispersion de los errores en términos relativos, facilitando la comparacion
entre diferentes condiciones experimentales. Al elevar los errores al cuadrado
antes de promediarlos, este indicador otorga un mayor peso a los errores de gran
magnitud. Los valores inferiores al 10 % suelen indicar un desempeno excelente
[18] y hasta un 20 % un desempefio aceptable para la mayoria de las

aplicaciones.

Los resultados indican que tres tiempos de muestreo son suficientes para estimar
las métricas farmacocinéticas de interés con una precision adecuada. Las
ecuaciones de regresion lineal multiple con mejores indicadores de desempefio
se aplicaron de manera efectiva para ambas formulaciones, tanto tras una dosis
unica como en estado estacionario. Tras dosis unica, los tiempos de muestreo
Optimos fueron muy similares entre las formulaciones. Sin embargo, en estado
estacionario se requieren muestras una hora antes de la dosis, en predosis y a
las 1,5 horas posdosis para la Referencia. De manera analoga, para la
formulacién Test se identificaron como 6ptimos los tiempos de predosis, 4 horas

y 8 horas posdosis. El mayor tiempo de hospitalizacidon requerido para este grupo
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se alinea con las propiedades de liberacion prolongada de esta formulacion. Los
tiempos de muestreo seleccionados son viables para su aplicacion en un estudio
in vivo; sin embargo, es fundamental que se respeten estrictamente para
garantizar la validez del modelo de regresién multiple desarrollado. Ademas, la
poblacion de pacientes incluida en un eventual estudio in vivo deberia ser
demograficamente comparable a la cohorte original de voluntarios sanos vy

presentar una farmacocinética del VPA no alterada.

Una alternativa al MRA es el enfoque basado en modelos, que utiliza la
informacion poblacional previamente caracterizada (priors) junto con las
concentraciones observadas de cada sujeto para estimar sus parametros
farmacocinéticos individuales. Este procedimiento, conocido como estimacion
maxima a posteriori, combina la distribucion de los parametros poblacionales con
los datos individuales disponibles, obteniendo los valores mas probables de los
parametros individuales incluso a partir de un numero reducido de muestras [4].
Su principal ventaja es su capacidad de integrar concentraciones observada a
cualquier tiempo de muestreo al modelo NLME, considerando ademas las
diferencias demograficas entre los individuos [8]. Estas caracteristicas
convierten a este enfoque en una herramienta especialmente valiosa en
situaciones donde desviaciones en los tiempos de muestreo dificultan la

aplicacion confiable de las ecuaciones de regresion lineal multiple.

Se propusieron cuatro esquemas de muestreo: uno basado en los tiempos
identificados como mas informativos mediante el MRA, dos definidos por
ventanas de muestreo centradas en el Tmax de concentracion de cada
formulacion, y uno completamente aleatorio. Aunque el enfoque basado en
modelos permite estimar tanto parametros poblacionales como individuales, en
el contexto de este trabajo estas estimaciones no se utilizaron como indicadores
del desempeno del método, ya que podrian no ser precisas ni exactas debido a
que se obtuvieron a partir de un muestreo limitado. No obstante, en otras

aplicaciones estas estimaciones si podrian constituir indicadores relevantes.

En contextos de muestreo limitado, los parametros pueden mostrar errores de
estimacién sin que esto afecte significativamente las métricas derivadas. No
obstante, la aplicacion del método MBBE (desarrollado en el Capitulo 2) requiere
que los parametros sean estimados con un nivel aceptable de incertidumbre.
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Una estrategia para mitigar este problema consiste en fijar ciertos parametros
que se sabe presentan elevada incertidumbre en su estimacion [19]. En este
trabajo, se identificd que el volumen del compartimiento periférico y aclaramiento
intercompartimental presentaban los mayores problemas de estimacion. Por ello,
se optd por fijar estos parametros en sus valores priors poblacionales. Esta
decision no afecta la prediccidn de bioequivalencia en estado estacionario, ya

que dichos parametros no dependen de la formulacién evaluada.

Los indicadores de desempeio se calcularon para las métricas farmacocinéticas,
dado que estas constituyen las variables clinicas y regulatorias clave en los
estudios in vivo. El analisis estadistico de estos indicadores muestra que el
esquema 1 difiere significativamente del resto de los esquemas, mientras que
también se observan diferencias significativas entre los esquemas 4 y 2. No se
encontraron diferencias significativas entre los demas esquemas de muestreo.
Considerando estos resultados y la incertidumbre asociada a la estimacion de
los parametros, se selecciond el esquema 4 como el mas adecuado para

predecir la bioequivalencia en estado estacionario.

La idoneidad de ambas estrategias para estimar los resultados de
bioequivalencia tras dosis unica fue verificada comparando las predicciones con
los datos obtenidos en el estudio in vivo. Las métricas derivadas del MRA se
evaluaron mediante el analisis tradicional estandar para estudios de
bioequivalencia en paralelo. Este analisis logré capturar adecuadamente la
tendencia media del cociente de medias geométricas, contribuyendo a una
reduccion en la variabilidad. Por su parte, el enfoque basado en modelos
incorporo la incertidumbre en la estimacion de los parametros poblacionales para
aplicar el método MBBE desarrollado en el Capitulo 2, adaptado al disefio de
estudios en paralelo. Este enfoque permitié una mayor diferenciacion entre las
formulaciones, aunque predijo IC90 ligeramente mas amplios. Estos resultados
sugieren que el método MBBE es particularmente sensible a la elevada
incertidumbre en la estimacién de parametros, lo que se refleja en una mayor
dispersion de los valores simulados. Finalmente, las métricas farmacocinéticas
estimadas en estado estacionario se utilizaron para predecir los resultados de un

estudio de bioequivalencia con disefio paralelo, demostrando que los métodos
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de muestreo limitado reproducen de manera consistente las predicciones del

enfoque MBBE con un muestreo extenso.

Aunque los resultados obtenidos fueron prometedores, no se pueden descuidar
las limitaciones que presenta este trabajo. Para empezar, en la determinacion
del tamafno de la muestra de pacientes se asumié que la variabilidad
interindividual era similar a la observada en voluntarios sanos, lo que
probablemente subestima la variabilidad real en la poblacién clinica, donde
influyen factores como comorbilidades, polimedicacion y diferencias en la
adherencia al tratamiento. Por lo tanto, el tamarfio de la muestra debe
interpretarse como un escenario conservador, sujeto a mayor variabilidad en
condiciones reales. Ademas, los resultados dependen de la simulacion utilizada
para generar los datos iniciales, la cual incluyo el error residual en la prediccion,
pudiendo variar si se vuelve a simular la tabla de datos. Sin embargo, el uso de
un tamafo de muestra suficientemente grande ayuda a minimizar esta
variabilidad y refuerza la solidez de las conclusiones. En este contexto, futuras
investigaciones podrian explorar la influencia de realizar réplicas de simulacion,
es decir, repetir la simulacibn con nuevos sujetos y sus concentraciones
correspondientes, para evaluar como estas variaciones afectan las métricas

farmacocinéticas y la optimizacion de los tiempos de muestreo.

Conclusiones

El disefio optimo de experimentos mediante LSS constituye una alternativa
viable para la evaluacion de bioequivalencia, tanto tras la administracién de una
dosis unica como en escenarios de dosis multiples. Los métodos aplicados en
este trabajo demostraron ser capaces de predecir las métricas farmacocinéticas
con indicadores de desempenfio aceptables. Ademas, estos enfoques permitieron
replicar los resultados de un estudio de bioequivalencia en dosis unica, incluso
cuando el disefio del estudio simulado diferia del realizado in vivo. En este
contexto, las LSS evaluadas muestran un potencial prometedor para estimar la
bioequivalencia en estado estacionario, aunque el desempefo de dichas
estrategias debe interpretarse como una proyeccion condicionada por las
caracteristicas de la simulacion y los supuestos del modelo.
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4. Modelo de Farmacologia de Sistemas para caracterizar la
hiperamonemia inducida por acido valproico y los beneficios de

suplementar con L-carnitina

La investigacion descrita en el presente capitulo dio lugar a la publicacion del

articulo cientifico 1 del Listado de Publicaciones.

Introduccién
El VPA, acido graso ramificado de cadena corta, es ampliamente recetado para

el tratamiento de la epilepsia, trastornos psiquiatricos y migrafia [1]. La
eliminacién de este farmaco se da mayormente por metabolizacién hepatica,
siguiendo tres vias de biotransformacion: glucuronidacion (50%), B-oxidacion
mitocondrial facilitada por carnitina (40%) y w-oxidacién mediada por citocromo
P450 (10%) [2]. El aclaramiento tiene una media poblacional de 6-20 mL/h/Kg,
si bien varia con el sexo y con la edad del paciente [3-5]. Se conocen mas de 50
metabolitos de este farmaco, algunos de los cuales conservan la actividad
anticonvulsivante, mientras que otros son inactivos o toxicos [6]. La Figura 4.1
ilustra la estructura molecular del VPA'y sus principales metabolitos, siendo 2-en
acido valproico (2-en-VPA) el primer metabolito de la via de la B-oxidacion
mitocondrial, valproil-glucurénido (VPA-GLU) el metabolito inactivo de la
glucuronidacién, y 4-en acido valproico (4-en-VPA) uno de los metabolitos de la
w-oxidacion y el mayor responsable de los efectos adversos asociados con el

tratamiento con VPA.

Figura 4.1 Estructura molecular del acido valproico y sus principales metabolitos
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Altas exposiciones al farmaco, ya sea por terapia prolongada con dosis elevadas
o por sobredosis aguda, pueden llevar a una deplecién de carnitina, debido a la

inhibicion mediada por valproil-carnitina (VPA-CAR) del transportador de
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cationes organicos/carnitina 2 (OCTNZ2) [7]. Esta situacion puede llevar a un
aumento en la w-oxidacion y en la consecuente exposicion al metabolito toxico
4-en-VPA, el cual inhibe el primer paso del ciclo de la urea [8]. En conjunto, estos
efectos constituyen la base para el desarrollo de desérdenes lipidicos,
hepatotoxicidad e hiperamonemia, principales efectos adversos reportados con
el uso de VPA [9-11]. La posibilidad de presentar estos efectos adversos hace
que el VPA sea considerado un farmaco de estrecho margen terapéutico, con un
rango de concentraciones totales normales que generalmente varia entre 50 y
100 mg/L. Para garantizar una terapia segura y eficaz, se recomienda monitorizar
regularmente las concentraciones del farmaco y efectuar ajustes de dosis

individualizados [12].

En estudios previos, se identificd una correlacion positiva entre la exposicion a
VPA y 4-en-VPA con los niveles de amonio en pacientes uruguayos bajo
tratamiento con VPA [13, 14]. También se report6 un caso donde la
administraciéon de L-carnitina a un paciente epiléptico tratado con VPA redujo los
niveles plasmaticos de amonio, VPAy 4-en-VPA, ademas de disminuir la relaciéon
metabdlica 4-en-VPA/VPA [14]. En el ambito clinico, se recomienda el uso
empirico de la suplementacion con L-carnitina (SC) para mitigar la
hepatotoxicidad inducida por VPA [15-21]. En general, aunque la L-carnitina es
considerada muy segura, la evidencia que respalda su eficacia para prevenir la
hiperamonemia inducida por VPA y la deplecion de carnitina sigue siendo
limitada. Ademas, no existen estudios previos que hayan evaluado o propuesto
un régimen de dosificacion optimizado especificamente para abordar estas

complicaciones de manera efectiva [22—24].

La QSP es una disciplina emergente de la farmacologia que integra
observaciones experimentales, datos tedricos de multiples fuentes vy
herramientas computacionales para analizar las interacciones de un farmaco
dentro de un sistema biolégico [25]. El analisis de estas interacciones es
fundamentalmente util para describir mecanismos de accion complejos y la
progresion de enfermedades, en especial cuando los farmacos afectan multiples
componentes de la red biologica. Al integrar informacion de varias fuentes, los
modelos QSP contribuyen a mejorar la comprension de los efectos terapéuticos

y adversos de un farmaco a nivel molecular y sistémico. Ademas, permiten
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disefiar estrategias terapéuticas seguras y efectivas, incluyendo la atencién
personalizada, y guian el desarrollo de nuevos medicamentos al identificar
posibles dianas terapéuticas [26]. En ambos casos, la aplicacion de modelos
QSP aumenta la probabilidad de éxito, reduciendo los costos asociados al

proceso [25].

El enfoque QSP es particularmente valioso para su aplicacién en el estudio del
VPA, debido a la complejidad de su mecanismo de eliminacion y su interaccion
con multiples componentes enddgenos y procesos fisiologicos. El VPA presenta
diversas vias metabdlicas de eliminacion, que no solo afectan la farmacocinética
del farmaco, sino que también pueden desencadenar efectos adversos
clinicamente relevantes. Como ya se menciond antes, el metabolismo del VPA
induce la deplecién de carnitina, lo que interfiere con la beta-oxidacion de acidos
grasos y afecta el ciclo de la urea a través de diferentes mecanismos. Este
fendmeno esta directamente relacionado con tres de los principales efectos
adversos reportados para el farmaco: hiperamonemia, dislipemias vy
hepatotoxicidad. Ademas, la acumulacion de amonio puede alterar los niveles de
glutamina en el sistema nervioso central, favoreciendo la aparicion de
encefalopatias graves, que pueden manifestarse con convulsiones, coma e

incluso la muerte [27, 28].

Dado que estos efectos adversos involucran multiples sistemas fisioldgicos
interconectados, el enfoque QSP ofrece una herramienta poderosa para integrar
informacion proveniente de distintas fuentes. Existen numerosos estudios que
han caracterizado individualmente diversas partes de este sistema, desde la
disposicion farmacocinética del farmaco y sus metabolitos, hasta los
mecanismos de toxicidad asociados a su uso. La fortaleza del modelizado QSP
radica en su capacidad para combinar estos conocimientos fragmentados en un
marco cuantitativo coherente, facilitando una comprension mas profunda de la
relacion entre la farmacocinética de VPA, sus interacciones metabdlicas y los
eventos adversos que pueden surgir en distintos grupos de pacientes. El
desarrollo de este tipo de modelos requiere un esfuerzo significativo para
identificar los componentes y las interacciones clave que deben incluirse para
cumplir con los objetivos del modelizado. En esta parte del trabajo el enfoque
estara en caracterizar la hiperamonemia inducida por VPA en poblacién adulta,
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no considerando las diferencias asociadas al sexo en los componentes
endogenos, tanto en tratamientos crénicos como en casos de sobredosis de
VPA.

Objetivos
El objetivo del trabajo es desarrollar un modelo QSP capaz de caracterizar la

hiperamonemia inducida por VPAy evaluar los beneficios de la SC para prevenir
la hiperamonemia, tanto en tratamientos cronicos como en casos de sobredosis

de VPA en poblacion adulta.

Metodologia
La red de componentes del modelo QSP, que se presenta en la Figura 4.2, puede

considerarse como una plataforma compuesta por dos médulos. En primer lugar,
se desarrolla un modelo NLME para describir la farmacocinética poblacional de
VPA, incluyendo su unién saturable a proteinas plasmaticas. Este modelo, que
caracteriza las concentraciones totales y libres de VPA en plasma tras la
administracién intravenosa y oral de diferentes dosis, se integra con una
estructura mecanica QSP que describe la interaccidn de los metabolitos de VPA
con las vias metabdlicas de la carnitina y el amonio. En la Figura 4.3 se presenta

un diagrama de flujo con los pasos seguidos en este trabajo.

Figura 4.2 Red de farmacologia de sistemas

VPA unico
|
4EN VPA iire CARNITINA ACIDOS GRASOS
AMONIO UREA VPA-GLU Q-0X VPA-CAR 2EN
GLUTAMATO ACETIL-COA

Las flechas verdes representan la unién saturable a proteinas plasmaticas. Las flechas
naranjas discontinuas representan procesos de induccién (+) e inhibicion (-). Las flechas

grises muestran la relacion entre los elementos del modelo QSP. VPA: acido valproico.
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4EN: 4-en-VPA. VPA-GLU: valproil-glucurénido. Q-OX: conjunto de metabolitos
formados por w-oxidacién. VPA-CAR: valproil-carnitina. 2EN: 2-en-VPA. Acidos grasos:

conjunto de acidos grasos que sufren B-oxidacion.

Figura 4.3 Diagrama de flujo que describe los pasos seguidos en el desarrollo y

aplicacién del modelo
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BE y MTM corresponden al estudio de bioequivalencia y a los datos de monitoreo
terapéutico de medicamentos utilizados en el desarrollo del modelo, respectivamente.

Pop-PK: farmacocinético poblacional. QSP: Farmacologia de sistemas.

Adquisiciéon de datos

El modelo PopPK de VPA integrado en el modelo QSP es el mismo descrito en
el Capitulo 2 de esta Tesis. El modelo incorpora una descripcién de saturacién
en la union a proteinas plasmaticas, lo que permite caracterizar tanto las
concentraciones libres como las unidas del farmaco, ofreciendo una

representacion detallada y mecanistica de su farmacocinética.

La incidencia de hiperamonemia inducida por VPA fue estudiada en 28 pacientes
(13 mujeres y 15 hombres) con una edad promedio de 46 anos, tratados con
monoterapia del farmaco. Todos los pacientes acudieron al Servicio de Monitoreo
Terapéutico de Medicamentos del Hospital Universitario Dr. Manuel Quintela
(Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay) en la mafana, después de
un periodo nocturno de ayuno. Se determinaron las concentraciones plasmaticas
totales de VA, carnitina y amonio [13]. El protocolo del estudio, junto con el

consentimiento informado, fueron disefiados conforme a las pautas éticas para
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investigaciones en humanos y aprobados por el Comité de Etica en Investigacion
en Seres Humanos de la Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica.
Todos los participantes de los estudios recibieron un folleto con los detalles del

protocolo y firmaron el consentimiento informado antes de su inclusion.

También se utilizaron datos reportados de diferentes fuentes para el desarrollo
del modelo QSP. Cuando fue necesario, se digitalizaron graficos obtenidos de la

bibliografia utilizando la herramienta WebPlotDigitizer version 4.6 [29].

Modelo de farmacologia de sistemas

El modelo QSP, que caracteriza el impacto de las concentraciones plasmaticas
libres de VPA en los niveles plasmaticos de amonio y carnitina, fue desarrollado
utilizando la herramienta de simulacién Simulx del software MonolixSuite®
2021R2. El analisis de datos y la generacion de graficos se realizaron en

RStudio, empleando los paquetes de R dplyr y ggplot2 [30, 31].

La red del modelo QSP refleja los cambios en las concentraciones libres y totales
de VPA, asi como concentraciones totales de los metabolitos clave: VPA-GLU,
4-en-VPA, VPA-CAR y 2-en-VPA. También incluye sustancias endégenas como
carnitina, amonio, acidos grasos, acetil-CoA, glutamato y urea. Todas las
concentraciones se expresaron en micromolar, y los cambios en los niveles de
los distintos componentes fueron descritos mediante un conjunto de ecuaciones

diferenciales ordinarias.

Se asumieron procesos cinéticos de primer orden para la biotransformacion de
un compuesto en otro. Se utilizaron cinéticas de segundo orden para describir
las velocidades de reaccion de biotransformacion que involucran dos reactivos.
La variabilidad interindividual se incluyé en los parametros farmacocinéticos de
disposicion de la carnitina, segun lo reportado por Harper et al. [32], asumiendo
una distribucién log-normal. La masa corporal fue considerada en la estimacion
del volumen de distribucion de carnitina, amonio y urea. En todos los demas
parametros se utilizaron unicamente valores poblacionales tipicos, debido a la

ausencia de suficiente informacion reportada.

La estimulacion mediada por acetil-CoA de la biotransformacion de amonio a
urea y glutamato, asi como la inhibicion mediada por 4-en-VPA de la conversion

de amonio a urea, fueron descritas con cinética de primer orden. Por otro lado,
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el aumento mediado por VPA-CAR en su propia eliminacion y en la eliminacién
de carnitina a través de la inhibicion de la reabsorcion renal se incorporo
mediante la estimulacién de una variable moduladora no medida, denominada
S, con un valor basal arbitrario de 1. El efecto de VPA-CAR sobre S se describid
utilizando un modelo de efecto maximo que estimula la formacién de S, segun la

siguiente ecuacion (Ec. 4.1):

as
dat

EmaxX[VPA—CAR]
Cso+ [VPA—CAR]

= kins X (1 + ) — koue s X [S] (4.1)

Donde [VPA-CAR] representa la cantidad de VPA-CAR, kin y Kout sSOn las
constantes de formacion y pérdida de S, respectivamente. Emax €s la maxima
estimulaciéon posible y Cso es la cantidad de VPA-CAR a la que se alcanza la

mitad del efecto maximo (Emax). Se asumid que kin y Kout SON iguales a 1.

Estimacién de parametros

La primera suposicion realizada fue que las concentraciones plasmaticas libres
de los componentes del sistema eran iguales a sus concentraciones
intracelulares libres. Aunque este supuesto deberia eliminarse de manera
definitiva del paradigma farmacocinético actual [33, 34], se decidié conservarlo,
dado que su influencia en los resultados se limita a modificar la magnitud del
efecto a nivel tisular (considerando que el sistema permanece constante en
cuanto a las cantidades que se distribuyen a los diferentes tejidos). Ademas, la
concentracion plasmatica libre del farmaco tras el aumento de la dosis se estimo
a partir de una relaciéon empirica descrita en la bibliografia [35], que vincula la

concentracion libre con la concentracion total de VPA (Capitulo 2).

La formacion de los principales metabolitos 4-en-VPA, VPA-GLU y VPA-CAR se
establecié segun las fracciones correspondientes del metabolismo de VPA. El
aclaramiento de 4-en-VPA se estim6 mediante el algoritmo de Aproximacién
Estocastica de Maximizacion de Expectativa (SAEM) en Monolix, utilizando
datos reportados de VPA'y sus metabolitos en estado estacionario [36] mediante
un enfoque secuencial (es decir, fijando todos los demas parametros del
modelo). Para ello, se asumid que la fraccion libre de 4-en-VPA era igual a la
fraccion libre del farmaco, y se seleccionaron los valores iniciales suponiendo un

aclaramiento igual al de VPA. La constante de velocidad de formacion de 2-en-
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VPA reportada por Addison et al. no generd buenos resultados, subestimando
considerablemente los niveles plasmaticos reportados. En cambio, se asumio
que esta magnitud era igual a la constante velocidad de formacion de su
metabolito 3-oxo-VPA, ya que se reporta que la eliminacion de 2-en-VPA es mas
rapida que su formacién. Este valor se optimizé de forma iterativa en el modelo
para simular con mayor precision las concentraciones plasmaticas medias
reportadas. La disposicion de los metabolitos se modeld utilizando modelos
monocompartimentales, asumiendo el mismo volumen de distribucion que el
VPA, excepto para el 4-en-VPA, que se representd con un modelo
bicompartimental. Para este metabolito se asumié el mismo volumen para los
compartimentos central y periférico, asi como el aclaramiento de distribucion del
VPA.

Se implementaron los parametros farmacocinéticos de un modelo
bicompartimental reportado tras estudiar la disposicion de carnitina en seis
mujeres tras administraciones intravenosas de 2 y 6 g [32]. Para caracterizar la
absorcion oral de carnitina, se asumié una biodisponibilidad completa y una
constante de absorcion de primer orden de 0,8 h™ para una formulaciéon en
solucion [37]. Ademas, la velocidad de formacion diaria de carnitina endégena
para un sujeto tipico (70 kg) se obtuvo de Hug et al. [38]. Los parametros Emax y
Cso de la Ecuacién 4.1 se derivaron utilizando reportes sobre la deplecién de

carnitina bajo tratamientos con VPA [39, 40].

Se ha documentado una amplia variacién en los niveles plasmaticos de amonio
entre diferentes poblaciones, asi como en los rangos de valores normales, lo
cual se atribuye al uso de diversas metodologias analiticas entre distintos
laboratorios. [41]. En este trabajo, se siguieron las pautas del laboratorio del
Hospital de Clinicas para definir 35 yM (aproximadamente 60 pg/dL) como el
valor promedio basal de amonio en sujetos sanos, coincidiendo con los niveles
medios reportados por otros autores [9]. El volumen de distribucion y la velocidad
de formacion diaria de amonio enddégeno se obtuvieron de Cdérdoba et al. [42].
Los parametros relacionados con la eliminacion de amonio se ajustaron para
reproducir los niveles basales y el aumento mediado por VPA reportado en la
literatura [9]. Se asumiod que la eliminacion de amonio conduce a la formacion de

urea y glutamato, con una modulacion positiva mediada por acetil-CoA. Por otro
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lado, la conversion de amonio a urea es inhibida adicionalmente por el metabolito
4-en-VPA.

El nivel basal de urea se definio utilizando el rango normal reportado en adultos
sanos (1.8-7.1 mmol/L) [43]. Ademas, se estableci6 que el volumen de
distribucion fuese igual al reportado para el amonio y similar al agua corporal
total segun Hosten et al. [43]. En este sentido, se asumio que toda la formacion
de urea proviene de la biotransformacion del amonio. Tras definir los parametros
relacionados con la eliminacion de amonio, se ajusté la constante de eliminacion
de urea de primer orden para obtener simulaciones con valores similares a los

reportados.

Finalmente, se estudiaron los cambios relativos en los acidos grasos, acetil-CoA
y glutamato, asignando a cada uno un valor basal de 1 debido a la falta de
informacion especifica en la literatura y dado que la magnitud absoluta de estos
compuestos no afecta directamente las conclusiones del trabajo. Es importante
destacar que, en la formacion de acetil-CoA, se consideré a la carnitina como el
reactivo limitante, por lo que este proceso resultd -cuantitativamente

independiente de los acidos grasos disponibles.

Analisis de sensibilidad

Se realiz6 un analisis de sensibilidad local en Rstudio (version 3.6.3), utilizando
el paquete “sensitivity” [44] para identificar los parametros del modelo QSP con
mayor influencia en las concentraciones simuladas de VPA, carnitina y amonio.
Se calcularon las métricas Cmax, Cmin y AUC utilizando los valores originales de
los parametros y con variaciones de +20%. La sensibilidad de una métrica a un
parametro se estimé mediante el cociente entre el cambio relativo de la métrica

y la variacion relativa del parametro segun la siguiente ecuacion (Ec. 4.2):

Amétrica arametro
x P (4.2)

Sensibilidad =

Aparametro métrica

Una sensibilidad de 0 implica que la métrica no se ve afectada por cambios en
el valor del parametro. Una sensibilidad de 1 indica una correlacion positiva
perfecta, mientras que una sensibilidad de -1 refleja una correlacién negativa

perfecta. Se considero significativa una sensibilidad absoluta mayor a 0.30.
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Simulaciones y predicciones del modelo

Se realizd una simulacion inicial para evaluar los cambios inducidos por VPA en
los componentes de la red tras un tratamiento de 500 mg cada 12 horas
utilizando la formulacién de liberacion retardada definida en el Capitulo 2 [45].
Para verificar el modelo de saturacién de union a proteinas plasmaticas, se
compararon las concentraciones plasmaticas libres y totales de VPA predichas

con las observadas in vivo [39, 40].

La capacidad predictiva del modelo para describir las concentraciones
plasmaticas totales de VPA después de dosis unicas y multiples se evaluo
utilizando observaciones individuales in vivo tras administraciones de 900 mg y
1000 mg cada 12 horas con una formulacion de liberacion retardada [46].
También se realiz6 una simulacion de tratamiento con VPA de 200 mg cada 12
horas para comparar las concentraciones predichas del farmaco y sus

metabolitos con las observaciones in vivo reportadas por Addison et al. [36].

Segun las pautas utilizadas por el laboratorio clinico del Hospital Universitario,
se definié hiperamonemia como niveles de amonio en plasma superiores a 55
MM (94 pg/dL) en la estimacion de la incidencia de esta toxicidad inducida por
VPA. Dado que la incidencia de la hiperamonemia inducida por VPA depende de
la dosis, los trabajos disponibles muestran una alta dispersién y no reportan la
posologia del farmaco a nivel individual. Por lo tanto, para evaluar la capacidad
predictiva del modelo QSP respecto a esta variable, se utilizaron datos
individuales previamente obtenidos [13] de 28 pacientes uruguayos, agrupados
segun sus dosis diarias totales: <1000 mg (n=13), ~1000 mg (n=3), ~1500 mg
(n=10), >1500 mg (n=2). Se calcul6 una incidencia ponderada de hiperamonemia
para comparar las predicciones basadas en el modelo QSP con la incidencia
reportada en esta poblacion, utilizando la siguiente ecuacion:

Yn xXHA
HAponderada= nN (43)

Donde HAponderada representa la incidencia ponderada de hiperamonemia, n el
numero de pacientes de cada grupo, y HA la incidencia simulada de
hiperamonemia en cada grupo de N pacientes. Luego, la incidencia ponderada

de hiperamonemia se compard con la incidencia observada.
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El beneficio de la SC en tratamientos cronicos con VPA se evalué comparando
los niveles de amonio y VPA libre en estado estacionario para distintas
combinaciones de dosis diarias de VPA (0,5, 1, 2 g) y L-carnitina (0, 1, 2y 4 g).
Por otro lado, se simularon dosis de rescate de L-carnitina administradas 2, 4, 6
y 8 horas después de una intoxicacion aguda por VPA, segun las directrices del
Centro de Informacion y Asesoramiento Toxicologico (CIAT) de Uruguay. En este
caso, se compararon los perfiles de amonio y carnitina para evaluar los

beneficios de cada tratamiento.

Resultados

Modelo de farmacologia de sistemas

El modelo QSP final incluye un conjunto de 17 ecuaciones diferenciales
ordinarias que describen 12 elementos y 39 interacciones. Los valores de los
parametros se detallan en la Tabla 4.1, y todas las ecuaciones diferenciales se

encuentran en el Anexo IV.

Tras integrar el modelo PopPK en la red QSP, las predicciones de VPA y sus
metabolitos después de dosis unicas y multiples se compararon con datos
reportados, proporcionando una verificacion del modelo farmacocinético del
farmaco y sus metabolitos. La Figura 4.4 muestra la comparacion grafica entre
las observaciones [36] y las simulaciones de VPA y sus metabolitos en estado
estacionario en adultos, tras la administracion de 200 mg de VPA cada 12 horas
de una formulacion de liberacion retardada. Ademas, la Figura 4.5 compara las
concentraciones basales predichas por el modelo con las observadas de
carnitina y amonio en sujetos sin tratamiento con VPA, demostrando una
capacidad aceptable del modelo QSP para describir las concentraciones medias
y la variabilidad interindividual ambos compuestos enddgenos.

Tabla 4.1 Parametros del modelo

Parametro Definicion Valor Referencia

I I , Ison et al.,
VPA den_ COnViel te en 4e| |'VI n

Fraccion de VPA que se
Ghodeke-Puranik et

5ni convierte en valproil- 0,50
fVPA_glucuronuio p al 2013

glucurénido
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f VPA_w_oxidacién

Fraccion de VPA que sufre

w-oxidacion

Qypa _p_oxidacion

Constante de eliminacién de
VPA, dependiente de

carnitina

0,09
Tal que la fraccion
de VPA que sufre B-
0,00016 pmol-’ oxidacion, para

niveles normales de

carnitina, sea 40%

a4en_VPA_elimnacién

Escala la eliminacién de
4en-VPA usando la
constante de eliminacion de
VPA

600 (1,97%)2  Estimado en Monolix

segun Addison et al.,

. 2000
CL Aclaramiento aparente de 26,2 L/h
VPA gl 6mid
-grucuronido valproil-glucurénido (4,91%)
K Constante de formacion de 0.027 h'
2en_VPA 2en-VPA y
Addison et al., 2000
K Constante de eliminacién de 0.14 b
e_2en_VPA 2en-VPA ,
Constante de transferencia
K de carnitina desde el 0,468 h-!
12_carnitina compartimento central al (0,170)
periférico
K Constante de eliminacién de 0,334 h'
10-carnitina carnitina (0,155)
Harper et al., 1988
Constante de transferencia
K de carnitina desde el 0,401 h*'
21-carnitin compartimento periférico al (0,065)
central
Volumen del compartimento
Vc_carnitina . 0,60xWT L
central de carnitina
Constante de absorcion de
ka_carnitina . ) 0,80 h-" Cao et al., 2009
- carnitina exdgena
Tal que se arriben a
Constante de formacion de
RO arnitina N ] 1000 pmol/h niveles basales
carnitina endogena
(Hug et al., 1991)
Constante de eliminacién de Calculado para
ke vpacar . . 0,013 h” .

- valproil-carnitina reproducir la
Maxima estimulacioén de deplecion de
deplecion de carnitina 'y carnitina inducida

Emax 2

valproil-carnitina inducida

por valproil-carnitina

por VPA
(Hug et al., 1991)
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Cantidad de valproil-

Cso carnitina a la cual se arriba a 10000 pmol
la mitad de Emax
Velocidad de formacion de la
kin s . 1 ymol/h
B variable moduladora (S)
E— Se asume
Constante de eliminacién de
kout S . 1 h7
- la variable moduladora
Volumen de distribucién de
Vd_amonio . 0,60xWT L
amonio
Cérdoba et al., 1996
Constante de formacion de
RO monio ] ] 26000 pmol/h
amonio enddgeno
Volumen de distribucion de Se asume igual a
Vd_urea 0,60xWT L _
urea amonio
Constante de eliminacién de
kamonio_glutamato . 0,720 h!
amonio que forma glutamato
Constante de eliminacién de Calculado para
kamonio_urea . 0,432 h-1 _
amonio que forma urea reproducir el
Factor que aumenta la aumento de amonio
Agcetil coA_amonio eliminacién de amonio en 15 inducido por VPA
funcion de acetil-CoA (Maldonado et al.,
Factor que disminuye la 2016)
®4en VPA amonio eliminaciéon de amonio en 0,10
funcion de 4en-VPA
Constante de segundo Se asume igual
L 0,00001 )
k. scidos grasos orden de eliminacién de velocidad que B-
B B (umolxh)*
acidos grasos oxidacién de VPA
Velocidad de formacion de
Roécidos_grasos L. . 0,026 pmol/h
acidos grasos endégenos
K Constante de formacion de 0.00001 h
il . , i .
acetil.cod acetil-CoA Tal que los niveles
Constante de eliminacion de basales sean 1 yM
ke_acetil_coA . 0,026 h-
acetil-CoA
Constante de eliminacion de
ke_glutamato 15878 h!
glutamato
Tal que se arriben a
Constante de eliminacién de
0,045 h-! niveles basales

k e_urea

urea

(Hosten et al., 1990)

@ Error estandar relativo de la estimacion del parametro. ® Variabilidad interindividual

expresada como desviacion estandar. VPA: acido valproico
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Figura 4.4 Concentraciones plasmaticas totales simuladas versus observadas en
estado estacionario de acido valproico y sus metabolitos tras la administracion
oral de 200 mg de acido valproico cada 12 horas

1.01

L
{

0.1

Concentracién plasmatica (mg/L)

0.0 25 5.0 75 10.0 12.5
Tiempo (h)

2-en-VPA =~ 4-en-VPA ~ Valproil-Glucuronido = VPA Total

Lineas: percentil 50% de las concentraciones simuladas para cada compuesto. Areas
sombreadas: percentiles 5% y 95% de las concentraciones simuladas para cada
compuesto. Puntos y barras de error: media + desviacion estandar observada [36]
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Figura 4.5 Concentraciones basales simuladas versus observadas de carnitina y

amonio en sujetos sin tratamiento con acido valproico

Verroti et al. 1999 — Verroti et al. 1999 ——
Schmidt et. al. 1988 — Ratnaike et al. 1986 —
Sahajwalla et. al. 1995 i Ohtani etal. 1982 —r——
Ohtani etal. 19821 ———————7— Navarro-Quezada et al. 1997 —t
Matsuda et al. 1986 et Matsuda et al. 1986 Lt
Laub et al. 1986 Eftlinetal. 1986 —
Hug et al. 1991 Altunbasak et al. 19971 ¥—————1
40 50 60 70 0 20 40
Carnitina (uM) Amonio (uM)

Lineas rojas: percentiles simulados 5%, 50% y 95% (N=1000). Puntos y barras de error:

media * error estandar reportado en cada estudio.

Analisis de sensibilidad

Los resultados del analisis de sensibilidad se resumen en la Tabla 4.2. El modelo
QSP mostro robustez frente a cambios en los valores de los parametros, ya que
las variaciones en las métricas calculadas fueron plausibles y consistentes con
las variaciones introducidas en la red. Las constantes de formacion y eliminacion
de carnitina enddgena influyen significativamente en los niveles de amonio en
estado estacionario, correlacionando negativa y positivamente con las
concentraciones de este, respectivamente. Estos resultados resaltan el impacto
de la carnitina en los niveles de amonio. Ademas, se observo que un aumento
en la velocidad de eliminacion de acetil-CoA produce un incremento en los

niveles de amonio.
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Tabla 4.2 Resultados de analisis de sensibilidad

Parametro Valor de sensibilidad
AUC Cmax
Parametros significativos para carnitina
RO qrnitina 0.88 0.88
k10_carnitina -0.71 -0.71

Parametros significativos para amonio

RO gmonio 1 1
kamonio_gtutamato -0.54 -0.55
kamonio_urea -0.30 -0.30
Rocqrnitine -0.77 0.77
kacetit_con -0.84 -0.84
ke acetit coa 1.04 1.05
k10_carnitina 0.89 0.89
-0.84 -0.84

aacetil_coA_amonio

Parametros significativos para VPA libre

CLVPA -0.81 -0.70
f VPA_glucurénido -0.50 -0.43
F 1.07 106

Parametros significativos para VPA total

Bax 0.86 0.86
CLypy -0.56 -0.45

f VPA_glucurénido -0.34 -0.28
F 0.69 0.65

Abreviaturas: RoO.qritina, V€lOCidad de formaciébn de carnitina enddgena;
K10 carnitinas CONStante de eliminacion desde el compartimiento central de carnitina;
RO gmonio, vVelocidad de formacion de amonio end6geno; Kamonio_giutamato ¥ Kamonio_ureas
constante de eliminacién de amonio que forma glutamato y urea, respectivamente;
kacetit coa Y Ke acetit cons cOnstantes de formacion y eliminacion de acetil-CoA,
respectivamente; agcetii coa amonios factor que aumenta la eliminacion de amonio en
funcion de acetil-CoA; CLypy, aclaramiento plasmatico de acido valproico;
fvpa_glucuréniao, fraccion de VPA que se convierte en valproil-glucuronido, F
biodisponibilidad de acido valproico; B,,.x, maximo VPA unido a proteinas plasmaticas.

VPA: acido valproico.
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Simulaciones y predicciones del modelo

Los cambios inducidos por el VPA en los valores medios de los componentes de
la red se muestran en la Figura 4.6, que ilustra los valores basales hasta 100
horas, momento en el cual se introduce un tratamiento de 500 mg de VPA cada
12 horas usando la formulacién de liberacion retardada. Se observa un aumento
en los niveles de amonio y acidos grasos como resultado de la exposicion al
farmaco, debido a la disminucion de carnitina y acetil-CoA. Por otro lado, se

esperan cambios minimos en los niveles de glutamato y urea.

Figura 4.6 Concentraciones simuladas para un paciente tipico en funcién del
tiempo para todos los componentes de la red del modelo después del inicio del

tratamiento con acido valproico (500 mg cada 12 horas) a las 100 horas

VPA Total 0 VPA Libre 4-en-VPA
400 0.75
200 401 0.501
100 20 0.25+
0 0- 0.00-
Valproil-Glucuronido Valproil-Carnitina 2-en-VPA
= 2000
= 2 1500 | 201
E’ 5 1000: 101
S 500
S 0 0- 0-
© Carnitina Acidos grasos AcetilCoA
T 60 1.4 1.07
L 55 1.3 0.91
& 0 hel 0.81
O 45 1.0 0.7+
Amonio Glutamato Urea
1.06
45,2 1.041 51001
40 1.02- 5000+
35 1.00+ 4900~
0 100 200 300 0 100 200 300 0 100 200 300
Tiempo (h)

Las primeras 100 horas muestran los valores basales para cada variable.

El modelo QSP predice que la incidencia de hiperamonemia en una poblacion
virtual de 1000 sujetos aumenta en funcién del aumento de la dosis diaria de
VPA. Especificamente, la incidencia de hiperamonemia simulada aumenta de
9% (500 mg diarios de VPA) a 89% (2000 mg diarios de VPA). Estos resultados
se resumen en la Tabla 4.3. Ademas, la incidencia de hiperamonemia ponderada
observada y simulada en pacientes uruguayos fue de 29% y 38%,

respectivamente [13].
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Tabla 4.3 Incidencia de hiperamonemia predicha por el modelo (N=1000)

Dosis diaria de acido valproico (mg) Incidencia de hiperamonemia (%)
500 9
1000 36
1500 67
2000 89

Figura 4.7 . Impacto de la suplementaciéon con L-carnitina en las concentraciones
simuladas de amonio durante el tratamiento cronico con acido valproico y en
casos de una ingesta aguda (sobredosis)

Tratamiento crénico Dosis aguda
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0 50 100 150 200 200 250 300 350 400
Tiempo (h) Tiempo (h)
ConSC~ 8insSC ConSC SinSC

Lineas: percentii 50% de las concentraciones simuladas para amonio. Areas
sombreadas: percentiles 5% y 95% de las concentraciones simuladas para amonio. SC:
suplementacién con L-camnitina. Linea gris discontinua: concentracion minima toxica
(CMT) de amonio. Panel izquierdo: Concentraciones de amonio sin SC (violeta) y con
coadministracion de 1 g de L-carnitina cada 12 horas (verde) en pacientes bajo
tratamiento con 500 mg de acido valproico cada 12 horas. Panel derecho:
Concentraciones de amonio en pacientes bajo tratamiento crénico con 500 mg de acido
valproico cada 12 horas que reciben una sobredosis aguda de 5000 mqg a las 240 horas,
sin tratamiento de rescate (violeta) y con tratamiento de rescate con L-carnitina (dosis
de carga de 6 g seguida de 6 dosis de 1 g cada 4 horas) 2 horas después de la

intoxicacion (verde).
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La Figura 4.7 resume la evaluacion de la eficacia de la SC en la hiperamonemia
inducida por VPA en dos escenarios: tratamiento cronico y sobredosis aguda de
VPA. En el primer caso (500 mg cada 12 horas), la coadministracién de 1 g cada
12 horas de L-carnitina previno el aumento de las concentraciones de amonio y
redujo considerablemente la incidencia de hiperamonemia. En el segundo caso
(sobredosis de 5000 mg), la administracion intravenosa de 6 g de L-carnitina a
las 2 horas de la sobredosis, seguida de 6 dosis de 1 g cada 4 horas, tuvo un
impacto positivo en la reduccion de las concentraciones de amonio. Retrasos en
la dosis de rescate de hasta 8 horas en el tratamiento aun logran impactos

positivos la duracién de la hiperamonemia (Figura 4.8).

Figura 4.8 Efecto del tiempo de inicio del rescate con L-carnitina en las
concentraciones de amonio de un paciente tipico, tras una sobredosis aguda de

acido valproico

[2)]
o

4]
[=]

Concentracién de amonio (UM)
N
(=)

200 250 300 350 400
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sC TO T — T2 — T3 T4

Se simula un tratamiento cronico con &cido valproico (500 mg cada 12 horas) y una
ingesta aguda de 5000 mg del farmaco a las 240 horas de iniciado el tratamiento, el cual
se suspende de inmediato. El rescate con L-carnitina consiste en una dosis de carga de
6 g, seguida de 6 dosis de 1 g cada 4 horas. El inicio varia segun el tratamiento: 2 h
(T1),4h (T2), 6 h (T3) y 8 h (T4) después de la sobredosis. TO representa la ausencia

de rescate con L-carnitina.

La Figura 4.9 presenta los diagramas de caja de las concentraciones plasmaticas

simuladas a predosis en estado estacionario de amonio y VPA bajo diferentes
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tratamientos con VPA y L-carnitina. En el panel superior se observa la relacion
entre la dosis diaria de VPA y las concentraciones de amonio, mostrando una
alta incidencia de hiperamonemia en tratamientos de 1 g de VPA cada 12 horas
si no hay SC. Mas aun, se puede apreciar cdmo la administracion de L-carnitina
puede prevenir el aumento de las concentraciones de amonio de manera dosis-
dependiente. El panel inferior muestra que la SC puede reducir las

concentraciones de VPA libre hasta un 30% en promedio.

Figura 4.9 Diagramas de cajas de las concentraciones plasmaticas simuladas a
predosis en estado estacionario de amonio (arriba) y acido valproico libre (abajo)

bajo diferentes tratamientos con acido valproico y L-carnitina
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Linea discontinua gris: concentracion basal de amonio (sin tratamiento con acido
valproico, 35 uM). Linea azul: concentracion minima téxica (55 uM). VPA: acido

valproico.
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Discusion

El modelo QSP desarrollado describe las principales interacciones responsables
de la hiperamonemia inducida por VPA, un efecto adverso frecuente y de gran
relevancia clinica, ya que puede ocasionar episodios graves como convulsiones
y encefalopatias. Ademas, el modelo permite simular las concentraciones de
amonio y carnitina resultantes tras la administracion de diferentes dosis de VPA,
considerando la variabilidad interindividual. También evalua cuantitativamente el
impacto de la SC en el tratamiento crénico y en casos de sobredosis. Este es el
primer enfoque QSP para modelar la hiperamonemia inducida por VPA y su

tratamiento.

Este modelo reproduce las concentraciones plasmaticas totales y libres de VPA,
asi como las de sus principales metabolitos (VPA-GLU, 2-en-VPA y 4-en-VPA),
mostrando una similitud notable con los perfiles observados. Ademas, describe
cuantitativamente los cambios inducidos por VPA en las concentraciones
plasmaticas de amonio bajo diferentes regimenes de dosificacion. Sin embargo,
el modelo actual no incluye las diferencias relacionadas con el sexo en la
disposicion de amonio y carnitina, restringiendo la evaluacion de su relevancia

clinica.

Las predicciones basadas en el modelo QSP indican un efecto positivo al
prevenir el aumento de las concentraciones de amonio en pacientes tratados con
VPA y SC. Segun estas predicciones, una dosis de L-carnitina equivalente al
doble de la dosis de VPA, administrada en el mismo intervalo interdosis,
mantendria los niveles de amonio cercanos al valor basal (35 pyM). Como se
observa en la Figura 4.9, para tratamientos con 250, 500 y 1000 mg de VPA cada
12 horas, la administracion de 500, 1000 y 2000 mg de L-carnitina,
respectivamente, en el mismo intervalo interdosis, es necesaria y suficiente para
que la mayoria de los pacientes simulados presenten valores saludables de
amonio. Ademas, el modelo predice resultados beneficiosos con el tratamiento
de L-carnitina actualmente recomendado para la hiperamonemia tras una
sobredosis de VPA. Estos resultados contribuyen a entender la efectividad de la
SC, y aportan herramientas para la optimizacion de la dosis, algo fundamental
ya que los estudios actuales sobre sus beneficios presentan resultados

contradictorios y no existen recomendaciones de dosificacion basadas en
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evidencia. Dado que la carnitina interactua en las vias metabdlicas del VPA, se
exploré su efecto en la exposicion al farmaco. Aunque se observo una leve
reduccion en los niveles libres de VPA con dosis de hasta 1 g cada 12 horas de
L-carnitina, duplicar esta dosis puede reducir dichos niveles hasta un 30% en
promedio, en comparacion con el grupo sin suplementacion. Por esta razon, se
recomienda realizar monitoreo terapéutico de VPA en pacientes que inician la SC

para evitar exposiciones subterapéuticas.

El modelo QSP también permite estimar el tiempo necesario para que un
paciente con hiperamonemia recupere niveles normales de amonio en plasma
tras iniciar el régimen 6ptimo de SC. Los resultados indican que, para un paciente
tipico, seria necesario un periodo aproximado de 60 horas en caso de no indicar
un rescate con L-carnitina. En relacidon con otros efectos mediados por VPA sobre
compuestos enddgenos, el modelo predice un aumento notable en los acidos
grasos, un efecto asociado con la esteatosis hepatica, aunque sus mecanismos
no estan completamente aclarados [47, 48]. El modelo también anticipa que la
SC puede prevenir este aumento, manteniendo los niveles de acidos grasos en
valores basales. Por otro lado, se predice un cambio minimo en los niveles de
urea y glutamato bajo tratamiento con VPA. Este trabajo no considera la
conversibn mediada por amonio de glutamato a glutamina, ambos
potencialmente implicados en las convulsiones inducidas por VPA [49, 50]. La
glutamina, al tener una vida media mas prolongada que el glutamato, podria

incrementarse significativamente en casos de hiperamonemia.

Este trabajo presenta la limitacion de asumir que las concentraciones libres de
VPA en el plasma son iguales a las del compartimento intracelular, donde ocurren
las distintas reacciones. Esto puede ser incorrecto, ya que el farmaco se
encuentra ionizado a pH fisioldgico, es sustrato de diferentes transportadores de
influjo y eflujo, haciendo que la particion del farmaco entre el espacio
intravascular y extravascular sea mas compleja de lo generalmente asumido
[33]. Por lo tanto, el modelo puede no reflejar con precision las interacciones
complejas que ocurren en el interior de las células. En este sentido, los
parametros estimados en el modelo deben interpretarse como parametros
aparentes que conectan las concentraciones plasmaticas libres del VPA con las
predicciones de los cambios en los niveles de los demas componentes del
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sistema. La incorporacion de informacion especifica que describa el
comportamiento intracelular del farmaco permitiria mejorar la precision de las

predicciones y una representacion mas detallada de estos procesos.

Algunos parametros y niveles basales de varios compuestos fueron asumidos en
ausencia de informacion disponible, como el volumen de distribucion de la urea,
que se asumio igual al volumen de distribucion del amonio. Finalmente, los datos
cuantitativos sobre el amonio en pacientes bajo tratamiento con VPA no fueron
suficientes para evaluar completamente la capacidad del modelo QSP para
predecir la hiperamonemia inducida por el farmaco en diferentes poblaciones.
Investigaciones futuras deberian explorar el impacto del sexo, la edad y la
formulacién en la toxicidad inducida por VPA'y en la eficacia del tratamiento con

L-carnitina.

Conclusiones
Se desarrollé un modelo QSP que caracteriza la hiperamonemia inducida por

VPA, verificando los elementos principales de la red. EI modelo permite describir
y predecir la evolucion temporal de las concentraciones libres y totales de VPA
tras dosis unica y en estado estacionario, considerando la union saturable a
proteinas plasmaticas. Ademas, el modelo predice la eficacia de la SC para
prevenir la hiperamonemia tanto en tratamientos cronicos como en casos de
sobredosis de VPA. Este modelo podria ampliarse para describir otros eventos
adversos relacionados con cambios en los compuestos enddgenos en distintas

poblaciones y bajo distintos tratamientos con VPA.
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5. Modelo de Farmacologia de Sistemas de la toxicidad del acido
valproico en poblaciones pediatricas y adultas: implicancias para

la seleccién de formulaciones y la suplementacion con L-carnitina

Introduccién
La mayoria de los estudios de farmacocinética poblacional se realizan en

adultos, principalmente debido a las implicancias éticas de incluir a nifios en
investigaciones clinicas [1, 2]. Ademas, durante mucho tiempo las mujeres han
estado subrepresentadas en los ensayos clinicos, debido a la evidencia que
indicaba una mayor variabilidad interindividual en esta poblacién. Sin embargo,
esta tendencia ha comenzado a revertirse en los ultimos afios [3-5]. Aun asi, es
fundamental considerar las diferencias relacionadas, no solo con el sexo, sino
también con la edad, en la farmacocinética de los medicamentos, con el objetivo
de disenar terapias individualizadas y adaptadas a las caracteristicas especificas
de cada paciente. No obstante, las poblaciones especiales, como los pacientes
pediatricos, los adultos mayores y las personas con obesidad, siguen estando
insuficientemente representadas en la investigacion farmacoldgica, a pesar de

que, en muchos casos, constituyen los principales usuarios de medicamentos.

Conocer el perfil de seguridad de los farmacos en poblaciones especiales es
fundamental para garantizar una farmacoterapia segura y eficaz. En contextos
donde la investigacion in vivo no resulta viable, el enfoque QSP se presenta
como una herramienta valiosa, ya que permite integrar datos provenientes de
multiples fuentes para analizar las interacciones de un farmaco dentro de una
red biolégica compleja. La incorporacidon de covariables, como el sexo y la edad,
en los parametros de los distintos componentes de dicha red, posibilita la

simulacién y la prediccidon de escenarios no evaluados experimentalmente.

El VPA se elimina por metabolismo hepatico a través de tres vias principales,
generando mas de 50 metabolitos conocidos. La via principal consiste en la
glucuronidaciéon a VPA-GLU (~50% de la dosis biodisponible) mediada por la
enzima UGT2B7, seguida por la p-oxidacién mitocondrial (~40%), que produce
2-en-VPA. La tercera via, la w-oxidacion microsomal (~10%), se lleva a cabo

principalmente a través de la enzima CYP2C9 y da lugar a varios metabolitos,
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entre ellos 4-en-VPA, el cual contribuye considerablemente a los efectos

adversos asociados con el farmaco [6, 7].

Durante el desarrollo del individuo, la maduracién de estas enzimas
metabolizadoras influye en el metabolismo del VPA. Mientras que la enzima
CYP2C9 alcanza su madurez con relativa rapidez [8, 9], la maduracion de
UGT2B7 estda menos definida, y estudios sugieren que su actividad maxima
podria no alcanzarse hasta alrededor de los 20 anos [10, 11]. Esta maduracién
tardia de UGT2B7 podria desviar el metabolismo hacia vias alternativas en
pacientes mas jovenes, lo que explicaria su mayor susceptibilidad a los efectos
adversos [7]. Ademas, el aclaramiento normalizado por masa corporal disminuye
con la edad, lo que sugiere que los nifios tienen una mayor capacidad metabdlica
por kilogramo de masa corporal en comparacion con los adultos [12, 13]. Esto
probablemente se deba al mayor peso hepatico relativo al peso corporal
observado en la poblacién pediatrica [14, 15]. Por otra parte, estudios previos no
han mostrado diferencias significativas entre nifios y adultos en la unidn

saturable del VPA a proteinas plasmaticas [16].

Los efectos adversos del VPA incluyen hiperamonemia, hiperlipidemia y
hepatotoxicidad [17-19]. Aunque esta ultima es poco frecuente, presenta una
mayor prevalencia en nifios menores de dos afios [20]. Un mecanismo comun
subyacente a estos efectos adversos es la deplecion de carnitina inducida por el
VPA, que ocurre tanto por la formacién de VPA-CAR para su transporte
mitocondrial, como por la inhibicion de la reabsorcion renal de carnitina. Esta
deplecién reduce la capacidad de 3-oxidaciéon mitocondrial, lo que compromete
la oxidaciéon de acidos grasos y provoca hiperlipidemia [21]. A su vez, favorece
el desvio del metabolismo hacia la via de w-oxidacion, aumentando la exposicion

a metabolitos toxicos.

Estas alteraciones también pueden afectar el ciclo de la urea, mediante la
inhibicion directa de la enzima Carbamoil Fosfato Sintetasa | y la reduccion en la
sintesis de su activador, el acido N-acetilglutamico, lo que finalmente conduce a
hiperamonemia y sus complicaciones asociadas. Los niveles basales de
carnitina libre presentan variaciones relacionadas con la edad y el sexo, siendo
mas bajos en nifios y en mujeres en edad reproductiva [22, 23]. En contraste, los
niveles basales de amonio no muestran diferencias significativas relacionadas
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con la edad o el sexo en condiciones normales [24, 25]. En esta parte del trabajo,
el enfoque estara en caracterizar el perfil de toxicidad inducida por VPA,
considerando tanto la maduracion de enzimas metabolizadoras como las

diferencias asociadas al sexo y a la edad en los componentes enddgenos.

Obijetivos
El objetivo de este trabajo es expandir el modelo QSP desarrollado en el capitulo

anterior para su aplicabilidad a poblaciones pediatricas, incorporando ademas
las diferencias relativas al sexo en los componentes enddégenos. Ademas, se
busca investigar las diferencias en los perfiles de toxicidad entre la formulacién
test de liberacion prolongada (DiDPA-LP®, Roemmers) y la formulacion original
de liberacién retardada (Depakote® DR, Abbott). Esta comparacion continua el
estudio desarrollado en el capitulo 2 [26], el cual predijo menores PTF con la
formulacién de liberacion prolongada, manteniendo una biodisponibilidad similar
a la de la formulacion de liberacion retardada. Tal reduccion en la fluctuacion de
las concentraciones proporciona una justificacion mecanistica para una
incidencia potencialmente menor de efectos adversos relacionados con la

exposicion al farmaco.

Metodologia

Adquisicion de datos

Este trabajo se basa en el modelo QSP desarrollado en el Capitulo 4, el cual
caracteriza la hiperamonemia inducida por VPA [27]. EI modelo integra dos
componentes principales: i) un modelo NLME de VPA vy ii) una estructura
mecanistica QSP que describe la interaccion de los metabolitos del VPA con las
vias metabdlicas de carnitina y amonio. Los valores tipicos y las variabilidades
asociadas de los parametros del modelo original, incluidos aquellos especificos
de cada formulacién, se mantuvieron; por lo tanto, las simulaciones reflejan la

misma variabilidad interindividual para dichos parametros.

El primer componente es un modelo bicompartimental con unién a proteinas
plasmaticas de capacidad limitada para describir la disposicion del farmaco tras
la administraciéon de formulaciones de liberacion prolongada y retardada. Si bien
el modelo original contempla diferencias relacionadas con el sexo en el

aclaramiento de VPA, no considera los posibles efectos de la edad y el sexo
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sobre otros parametros del sistema. Con el objetivo de ampliar su aplicabilidad
a poblaciones pediatricas e incorporar las diferencias farmacodinamicas
reportadas segun el sexo, se afadieron las covariables de edad y sexo en

algunos parametros del modelo, como se muestra en la Figura 5.1.

Figura 5.1 Red de farmacologia de sistemas adaptada

VPA unido

I

\ 4EN VPA ibre CARNITINA' —— ACIDO GRASO

AMONIO ——UREA VPA-GLU Q-OX’ VPA-CAR l—» 2EN

T |

GLUTAMATO ACETIL-COA

Abreviaturas: VPA: acido valproico. 2EN: acido 2-en valproico. 4EN: 4-en acido
valproico. VPA-CAR: valproil-carnitina. VPA-GLU: valproil-glucurénido. Q-OX': ruta de
omega oxidacion que no lleva a la formacion de acido 4-en valproico. Las flechas verdes
indican interacciones que involucran el sexo y la edad como covariables, mientras que
las flechas naranjas representan interacciones que también incluyen el efecto de la

maduracion enzimatica.[27].

El modelo QSP fue desarrollado usando la herramienta de simulaciéon Simulx de
MonolixSuite® 2023R1(Lixoft, SimulationPlus). El andlisis de los datos y los
graficos fueron hechos en RStudio, usando los paquetes “dplyr’ y “ggplot2” [28,
29]. Se utilizaron datos reportados de diversas fuentes para el desarrollo del
modelo QSP. Para describir la ontogenia de las enzimas involucradas en el
metabolismo de VPA, se utilizaron datos farmacocinéticos de 143 individuos
adultos y pediatricos [7]. Ademas, se incorporaron datos de 402 nifios de entre 0
y 14 anos para refinar las predicciones del aclaramiento y volumen de
distribucion en la poblacion pediatrica [12, 13, 30, 31]. Finalmente, los niveles de
carnitina en mujeres adultas y en nifios, en relacion con los niveles en hombres,
se obtuvieron a partir del conjunto de datos reportado por Takiyama y Matsumoto

(n = 554, 46% mujeres, rango etario 0—65 afos) [23]. Cuando fue necesario, los
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graficos extraidos de la literatura fueron digitalizados utilizando el
WebPlotDigitizer 4.6 [32].

Integracion del efecto del sexo y la edad en los parametros del modelo

Se generaron cuatro poblaciones virtuales (n=2000 cada una) con la plataforma
para modelizado PBPK PKSIim® (Open System Pharmacology Suite) [33]: i)
infantes (0 — 2 anos), masa corporal 9,3 £ 3,3 kg, edad 1,0 £ 0,6 afios ; ii) nifos
(2 — 14 afnos), masa corporal 29,3 + 11,2 kg, edad 8,1 £ 3,4 anos; iii) mujeres (14
— 40 anos), masa corporal 60,2 £ 11,2 kg, edad 26,9 £ 7,5 afos; iv) hombres (14
— 40 afios), masa corporal 69,6 + 11,7 kg, edad 27,3 + 7,4 afios. Dado que las
diferencias relacionadas con el sexo suelen surgir con la pubertad, los infantes y
los nifios fueron simulados como varones. Los datos anatdomicos utilizados por
PK-Sim para generar individuos virtuales se derivan de valores de referencia
publicados para la poblaciéon europea [34]. En consecuencia, la variabilidad
observada en los sujetos simulados refleja la variabilidad esperada en la
poblacién de referencia correspondiente. La edad y el peso corporal de estos
individuos virtuales se extrajeron e incorporaron como covariables en el modelo
QSP, con el objetivo de simular sujetos alineados con la variabilidad demografica

observada en las poblaciones clinicas.

Se aplicé el escalado alométrico a los parametros de aclaramiento y volumen de
VPA y 4-en-VPA en el modelo PopPK previo, siguiendo la teoria alométrica

estandar [35] de acuerdo con la siguiente ecuacion (Ec. 5.1):

WTi)B

0; = Bpop X (oot (Ec. 5.1)

Donde 0; representa el valor individual del parametro, 6,,,, el valor tipico para un

adulto de 70 kg, WTila masa corporal del individuo, y B es el factor de escalado

alométrico (1 para volumenes y 0,75 para los aclaramientos).

La maduracion de la enzima CYP2C9 no fue considerada, dado que alcanza su
actividad maxima dentro del primer afio de vida [8, 9] y, ademas, su contribucion
al aclaramiento de VPA es poco significativa. En contraste, la enzima UGT2B7
representa aproximadamente el 50% del metabolismo del farmaco en adultos, y
la evidencia disponible en la literatura indica que su actividad aumenta

progresivamente desde la infancia hasta la adolescencia, alcanzando su
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maduracién completa en la edad adulta [11, 36, 37]. Para la poblacion pediatrica,
se implementd una funcién que describe la maduracion enzimatica de UGT2B7

mediante la siguiente ecuacién (Ec. 5.2):
FAygragy = 0.113 + 0.0425 x EDAD; (Ec.5.2)

Donde FAucT2s7 €s la fraccion de actividad de la enzima metabolizadora y EDAD,;
refiere a la edad (en afios) del individuo. La ecuacién predice un aumento lineal
de la actividad enzimatica desde el nacimiento hasta los 20 afilos, momento en
el cual la fraccion de actividad se aproxima a uno [7]. Esta funcion de maduracién
modula la glucuronidacién del VPA al multiplicar la fraccion del aclaramiento total
atribuido a la formacién de VPA-GLU por un factor de actividad dependiente de
la edad. Como resultado, la contribucion de las vias de eliminacion alternativas
aumenta proporcionalmente segun sus respectivas fracciones de aclaramiento.
El impacto cuantitativo del FAucT287 sobre cada via de eliminacion del VPA se
describe en las ecuaciones diferenciales de balance de masa que se encuentran

en el Anexo VI.

Finalmente, también se consideraron las diferencias relacionadas con el sexo y
la edad en la velocidad de produccién y eliminacién de componentes enddégenos.
Se ha reportado que las concentraciones de carnitina son mas bajas en mujeres
y en poblacion pediatrica en comparacion con los hombres [23]. Por otro lado,
no se observaron diferencias en los niveles basales de amonio en sangre segun
la edad o el sexo [24, 25]. Segun el modelo QSP propuesto, una reduccion en
los niveles de carnitina provoca una disminucion en la conversidn de acidos
grasos a acetil-CoA, lo que a su vez lleva a una reduccidon en la tasa de
eliminacién de amonio. Por lo tanto, bajo la suposicién de este modelo, la tasa
de eliminacion de acetil-CoA en mujeres y sujetos pediatricos deberia ser menor
en comparacion con los hombres. Este efecto se incluyd en la estructura del

modelo mediante el efecto de la covariable y, como se muestra en las siguientes

ecuaciones:

Rocarnitina,i = Rocarnitina,hombre X ey (EC- 5-3)
Roécidos grasos,i = Roécidos grasos,hombre x eV (EC- 5-4)
keacetil—coA,i = keacetil—coA,hombre x e’ (EC- 55)
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Donde Rocamitinay ROacidos grasos representan la velocidad de entrada de carnitina
y acidos grasos al sistema, respectivamente, y keaceti-coa denota la constante de
eliminacién de acetil-CoA del sistema. Los parametros ROcamitina,hombre, ROzcidos
grasos,hombre Y K€aceti-coA hombre SON 10S valores para la poblacidon adulta masculina 'y

y es el fator de escalado dependiente del sexo y la edad.

El valor del parametro y, que representa el factor dependiente de la edad y el
sexo en la entrada de carnitina y acidos grasos, asi como en la eliminacion de
acetil-CoA, se establecio en —0,60 para infantes, —0,40 para nifios y —0,22 para
mujeres. Estos valores fueron necesarios para simular concentraciones basales
de carnitina iguales a 32 pM, 40 yM y 60 pM, respectivamente, los cuales
concuerdan con las diferencias fisiolégicas reportadas en estas poblaciones [23,
27]. La covariable se incluy6 en los parametros de ingreso de acidos grasos y
eliminacion de acetil-CoA con el objetivo de mantener un valor basal igual a 1
para toda la poblacion. La Figura S1 del Anexo VI muestra los perfiles medios de

los componentes de la red para cada grupo.

Evaluacion del modelo

Se simul6 una posologia de 35 mg/kg/dia de VPA en infantes y 28 mg/kg/dia en
nifos, basado en el rango terapéutico recomendado en la poblacion pediatrica
(20-40 mg/kg/dia) [38]. Esta simulacion se hizo con el objetivo de comparar las
concentraciones totales predichas a predosis por el modelo con las
observaciones para la misma poblacion. Ademas, el aclaramiento de las
concentraciones totales y el volumen plasmatico total se contrastaron con los
valores reportados en poblacion pediatrica. El aclaramiento aparente individual
de VPA se determiné a partir del AUC de las concentraciones totales del farmaco

en estado estacionario, utilizando la siguiente ecuacion (Ec. 5.6):

a- 2 (Ec. 5.6)

F~ AUuc

Donde F representa la biodisponibilidad relativa entre las formulaciones, D es la
dosis normalizada por masa corporal simulada, t el intervalo interdosis y AUC;

es el AUC para las concentraciones totales dentro del intervalo de dosificacion.

También se determiné el volumen plasmatico aparente total a partir del volumen

plasmatico libre y de la fraccion libre, definida como el cociente entre AUC, de
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las concentraciones libres y AUC, de las concentraciones totales de acido
valproico. Finalmente, se evaluaron las diferencias en los porcentajes de las
distintas vias de eliminacién del farmaco en funcién de la edad mediante la

simulacion de una poblacion entre 0 y 40 afios.

Aplicaciones del modelo

Se simulé un régimen de tratamiento con VPA administrado dos veces al dia, con
dosis de 35 mg/kg/dia para infantes, 25 mg/kg/dia para nifios, y 15 mg/kg/dia
para adultos. Las simulaciones incluyeron un total de 2000 sujetos en cada grupo
etario, de los cuales 1000 recibieron la formulacion de liberacion retardada y
1000 la formulacién de liberacidén prolongada. A partir de la cohorte simulada de
individuos, se generaron multiples réplicas de ensayos clinicos virtuales, cada
una compuesta por 200 sujetos seleccionados de manera aleatoria, preservando
las proporciones demograficas (edad y sexo) asi como las relativas a la
formulacién presentes en la poblacion total. En cada réplica se estimé la
incidencia de toxicidad, y posteriormente se construyd un 1IC90 no paramétrico a
partir de los percentiles 5, 50 y 95 de la distribucion resultante. Este enfoque
permitié proporcionar una estimacion robusta de la incidencia de las distintas

toxicidades inducidas por VPA.

La incidencia de hiperamonemia se estimé como el porcentaje de individuos
cuyas concentraciones de amonio superaron los 55 uM (94 ug/dL) [25]. La
incidencia de desodrdenes hepaticos se definid como el porcentaje de individuos
cuyas concentraciones de 4-en-VPA excedieron los 3,5 uM [39]. Por ultimo, la
incidencia de hiperlipidemia se establecié como el porcentaje de individuos que
presentaron un aumento relativo del 33% en los niveles de acidos grasos
respecto a las condiciones basales, conforme a los criterios de la Sociedad

Europea de Cardiologia [40].

Se calcularon las razones de probabilidades de la incidencia de hiperamonemia
e hiperlipidemia para comparar la formulacion de liberacion prolongada (Test)
con la formulacién de liberacion retardada (Referencia) dentro de cada grupo
etario, con el objetivo de evaluar el impacto relativo de cada formulacion sobre
riesgo de presentar estos efectos adversos. Se aplico la siguiente ecuacion (Ec.
5.7):
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EARX(I—EAT)
EATX(I— EAR)

OR = (Ec. 5.7)

Donde EAr y EAT son las medianas de las incidencias del efecto adverso en la
formulacion Referencia y Test, respectivamente, y OR la razén de probabilidad.
Un valor de OR igual a 1 indica que no hay diferencia en la incidencia del efecto
adverso entre las formulaciones. Un valor de OR mayor a 1 indica que existe
mayor riesgo con la formulacion Referencia. En cambio, un valor de OR menor
a 1 indica que existe mayor probabilidad de presentar el efecto adverso con la
formulacion Test. La significancia estadistica de las razones de probabilidades

se evalud mediante la prueba de Wald (a = 0.05).

El efecto de la SC durante el tratamiento cronico con VPA fue evaluado mediante
la simulacion de multiples combinaciones de dosis en la poblacion virtual: VPA
(15, 25 y 35 mg/kg/dia, divididos en dos tomas) y L-carnitina (0, 30, 50 y 70
mg/kg/dia, también en dos tomas). La evaluacion se baso en los niveles en

estado estacionario de amonio, VPA libre, 4-en-VPA y acidos grasos.

Resultados

Evaluacién del modelo

Las diferencias relacionadas con la edad en la contribucion de las distintas vias
de eliminacion de VPA tras una dosis unica se resumen en la Figura 5.2, que
muestra el porcentaje de contribucion de cada via en relacion con el aclaramiento
total en funcién de la edad. En las primeras etapas de la vida, la limitada
maduracion de la enzima UGT2B7 da lugar a una contribucion relativa
significativamente menor de la glucuronidaciéon al aclaramiento total. En
consecuencia, las otras vias de eliminacion (B-oxidacion y metabolismo mediado
por el citocromo P450) presentan una contribucién proporcionalmente mayor.
Con el aumento de la edad, la actividad de la UGT2B7 se incrementa
progresivamente, aumentando la fraccidn de glucuronidacion y reduciendo asi la
contribucion relativa de las vias alternativas. Esta evaluacion permite visualizar
la interaccion dinamica entre las vias de eliminacion a lo largo de la edad, segun

lo determinado por la funcidén de maduracién incorporada en el modelo.
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Figura 5.2 Contribucion individual de cada via de eliminacion de acido valproico

al aclaramiento total en funcién de la edad, tras una dosis Unica
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La Figura 5.3 presenta los valores simulados individuales del aclaramiento
plasmatico total aparente de VPA normalizados por masa corporal, en funcién de
la edad, en comparaciéon con valores previamente publicados del mismo
parametro [12, 13, 30, 31], los cuales fueron digitalizados cuando fue necesario.
Como puede observarse, el aclaramiento plasmatico total aparente de acido VPA
normalizado por masa corporal disminuye con el aumento de la edad, lo que
sugiere una mayor capacidad metabdlica y, en consecuencia, mayores
requerimientos de dosis en infantes. El volumen aparente total de distribucion de
VPA normalizado por masa corporal no difiere del rango reportado previamente
(0,1 —-0,4 L/kg) [41].
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Figura 5.3 Aclaramiento plasmatico total de acido valproico normalizado por masa

corporal en funcién de la edad
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Linea gris: percentil 50% de los aclaramientos simulados en cada grupo de edad,
suavizada con la funcién LOESS de R. Area gris: percentiles 5% y 95% de los
aclaramientos simulados en cada grupo de edad, suavizados con la funcién LOESS de
R. Linea amarilla: mediana de los aclaramientos observados, suavizada con la funcion
LOESS de R. Area amarilla: intervalo de confianza 95% del suavizado LOESS. Puntos:
aclaramientos reportados (negros: Cloyd et. al., 1993 [30], verdes: Chiba et al., 1985
[13], sélidos: monoterapia, huecos: politerapia; azul: Sanchez Alcaraz y Vergara, 1998
[31]; rojo: Blanco Serrano et al., 1999 [12]).

Las métricas de exposicion al VPA simuladas (Cmax y Cmin) resultantes de la
administracién de 35 mg/kg/dia en infantes y 28 mg/kg/dia en nifios, se resumen
en la Tabla 5.1, junto con las observaciones reportadas para su comparacion [12,
13, 30, 31].
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Tabla 5.1 Concentraciones de acido valproico simuladas y reportadas para

poblacion pediatrica en estado estacionario

Grupo de Dosis Métrica de Simulada Reportada Numero
edad (mg/kg/dia)  exposicion (mg/L) (mg/L) de sujetos
Cmin 351+11,2 - -
Infantes 35
Cmax 82,1 +8,37 - -
60,0 £ 22,5 "2 255
Cmin 420+11,4 68,8+21,81"I 21
Ninos 28 60,7 + 23,2 B9 21
120 + 18,2 3] 21
Cmax 80,0 + 8,38
102 + 29,0 B% 21

Las concentraciones simuladas (n = 1000 para cada grupo etario) corresponden a la formulacion
de liberacién retardada. Las concentraciones observadas se extrajeron de los estudios
publicados indicados. Las estadisticas descriptivas tanto de los datos simulados como de los
observados se presentan como media t desviacion estandar. Nimero de sujetos: pacientes

pediatricos enrolados en cada estudio citado.

Aplicaciones del modelo

La mediana de la incidencia global de hiperamonemia en la poblacion virtual en
estado basal fue 4% (IC90 no paramétrico 3% - 6%). Bajo tratamiento con VPA,
esta mediana fue 28% (IC90 no paramétrico 26% - 30%), alineado con los
resultados reportados en poblacion adulta (27%) [42]. La Figura 5.4 muestra que
la incidencia simulada de hiperamonemia aumenta con la edad y es ligeramente
menor en mujeres adultas que en hombres. Este patrén podria explicarse por la
reduccion en los niveles de carnitina inducida por el VPA, la cual parece ser mas
pronunciada en hombres, quienes presentan concentraciones basales mas

elevadas.

La Tabla 5.2 resume los percentiles para las razones de probabilidades de la
incidencia de hiperamonemia en cada grupo etario, comparando las
formulaciones Test y Referencia. La formulacién Test mostré consistentemente
una tendencia hacia una mayor seguridad en todos los grupos etarios, con un
porcentaje de réplicas con razones de probabilidad mayores a 1 entre 60% y
74%. Sin embargo, estas diferencias alcanzaron la significancia estadistica (p-
valor < 0,05) en un 4% - 9% de las réplicas. Al considerar a la poblacion completa

en su conjunto, la mediana de la razén de probabilidad global fue 1,18 (IC90 no
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paramétrico 0,62 — 2.29, con significancia estadistica en el 6% de las réplicas).
Esto indica una ligera ventaja en seguridad a favor de la formulacién Test,
respaldando asi uno de los objetivos previstos para este producto de liberacion
prolongada. Sin embargo, en la gran mayoria de las réplicas la diferencia no fue

estadisticamente significativa, lo que limita la solidez de esta conclusion.

Figura 5.4 Incidencia de hiperamonemia en cada grupo etario luego de la
administracion de 35 mg/kg/dia (infantes), 25 mg/kg/dia (nifios) y 15 mg/kg/dia
(adultos) de acido valproico

I~
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Incidencia de hiperamonemia (%)
N
o

o

Infantes Nifios Mujeres Hombres

Referencia | Test

Referencia (verde) y Test (violeta). Altura de la columna: mediana de las incidencias

entre las réplicas. Barra de error: percentil 95 de las incidencias entre las réplicas.
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Tabla 5.2 Resumen de las razones de probabilidades de la incidencia de

hiperamonemia entre Test y Referencia, dentro de cada grupo etario

p-valor < 0,05
Odds ratio 1C90% OR> 1 (%)
(%)
Infantes 1,13 0,47 - 3,30 60 6
Nifios 1,21 0,69-1,75 70 5
Mujeres 1,10 0,71-1,78 64 4
Hombres 1,22 0,70 — 2,07 74 9

Abreviaturas: Odds ratio (razén de probabilidad): la mediana de las razones de
probabilidad de las réplicas simuladas (n = 100); 1C90%: percentiles 5 y 95 de las
razones de probabilidad de las réplicas simuladas; OR > 1 (%): porcentaje de réplicas
con razones de probabilidad mayores a 1; p-valor < 0,05 (%): porcentaje de réplicas con

significancia estadistica (prueba de Wald).

Las predicciones del modelo, las cuales coinciden con la disminucion observada
de los desordenes hepaticos a medida que aumenta la edad [20], indicaron que
la mediana del riesgo de hepatotoxicidad en infantes es 9% (IC90 no paramétrico
6% - 12%), de los cuales entre el 88% y el 92% pertenecia al grupo tratado con
la formulacion Referencia. En nifos, este riesgo fue 0,5%, presentandose
unicamente con el tratamiento de la formulacién Referencia. Estos resultados
refuerzan el perfil de seguridad superior de la formulacién de liberacién
prolongada en comparacion con la de liberacién retardada, especialmente en la
poblacion pediatrica. La mediana de la incidencia global simulada en toda la

poblacion fue del 2%.

Las estimaciones basadas en el modelo sugieren una mediana en la incidencia
global de hiperlipidemia del 54% (IC90 no paramétrico 51% - 56%), con un 6%
(IC90 no paramétrico 5% - 7%) de los pacientes presentando niveles elevados
de acidos grasos en estado basal. El patréon de incidencia de hiperlipidemia,
resumido en la Figura 5.5, es comparable al observado para la hiperamonemia
y se explica por el mismo mecanismo subyacente: la mayor reduccion de los
niveles de carnitina inducida por el VPA, que potencia la aparicion de ambas
toxicidades. La Tabla 5.3 resume los percentiles para las razones de
probabilidades de la incidencia de hiperlipidemia en cada grupo etario,

comparando las formulaciones Test y Referencia. Nuevamente, la formulacion
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Test mostro consistentemente una tendencia hacia una mayor seguridad, con un
porcentaje de réplicas con razones de probabilidad mayores a 1 entre 61% y
74%. Sin embargo, estas diferencias alcanzaron la significancia estadistica (p-
valor < 0,05) en un 6% a 12% de las réplicas. Al considerar a la poblacion
completa en su conjunto, la mediana de la razén de probabilidad global fue 1,09
(IC90 no paramétrico 0,64 — 1,89, con significancia estadistica en el 8% de las
réplicas). Esto refuerza la ligera ventaja en seguridad a favor de la formulacion
Test, aunque la misma no es estadisticamente significativa en la mayoria de las

réplicas.

Figura 5.5 Incidencia de hiperlipidemia en cada grupo etario luego de la
administracion de 35 mg/kg/dia (infantes), 25 mg/kg/dia (nifios) y 15 mg/kg/dia
(adultos) de acido valproico

[o+]
o

(@]
o

Incidencia de hiperlipidemia (%)
[} i
o o

o

Infantes Nifios Mujeres Hombres

Referencial = Test

Referencia (verde) y Test (violeta). Altura de la columna: mediana de las incidencias

entre las réplicas. Barra de error: percentil 95 de las incidencias entre las réplicas.

Para cada réplica, se simularon doce combinaciones de dosis de VPA y L-
carnitina en todos los grupos etarios con el objetivo de evaluar la dosis de L-
carnitina necesaria para mantener concentraciones saludables de amonio en
relacion con la dosis de VPA. Para esta evaluacion, se utilizaron las
concentraciones a predosis en estado estacionario de cada componente de la
red. Al igual que en adultos, se infiere que duplicar la dosis (en mg) de L-carnitina
con respecto a la de VPA es una estrategia tanto necesaria como suficiente para

prevenir el aumento de las concentraciones de amonio, sin afectar
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significativamente las concentraciones de farmaco libre, las cuales son
responsables del efecto terapéutico. Ademas, esta suplementacién permite
mantener las concentraciones de 4-en-VPA por debajo del umbral maximo
tolerable y conservar los niveles de acidos grasos en valores basales en la
mayoria de los pacientes simulados. En consecuencia, se observa una reduccion
en la incidencia de toxicidades inducidas por VPA como se ilustra en la Figura
5.6 para la hiperamonemia, y en la Figura 5.7 para la hiperlipidemia. Por ejemplo,
en el grupo pediatrico bajo una terapia con 25 mg/kg/dia de VPA, la incidencia
de hiperamonemia es del 60% en ausencia de SC, mientras que una
suplementacién de 50 mg/kg/dia reduce esta incidencia al 5%. Estas
conclusiones estan en concordancia con la practica clinica en el Hospital Pereira
Rossell, donde se administra preventivamente una dosis de 50 mg/kg/dia de L-
carnitina a pacientes pediatricos tratados con VPA. Los diagramas de caja que
muestran los niveles de los distintos componentes segun la dosis de L-carnitina

se presentan en las Figuras S2, S3, S4 y S5 del Anexo VI.

Tabla 5.3 Resumen de las razones de probabilidades de la incidencia de

hiperlipidemia entre Test y Referencia, dentro de cada grupo etario

p-valor < 0,05
Odds ratio 1C90% OR > 1 (%)
(%)
Infantes 1,10 0,63-1,77 61 6
Nifios 1,06 0,70-1,76 63 7
Mujeres 1,08 0,75-1,76 74 7
Hombres 1,16 0,66 —2,17 64 12

Abreviaturas: Odds ratio (razén de probabilidad): la mediana de las razones de
probabilidad de las réplicas simuladas (n = 100); 1C90%: percentiles 5 y 95 de las
razones de probabilidad de las réplicas simuladas; OR > 1 (%): porcentaje de réplicas
con razones de probabilidad mayores a 1; p-valor < 0,05 (%): porcentaje de réplicas con

significancia estadistica (prueba de Wald).
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Figura 5.6 Grafico de barras para la mediana de la incidencia de hiperamonemia

bajo diferentes posologias de acido valproico y L-carnitina en estado estacionario

Infantes Nifios

v Lk

i I E [T
Mujeres Hombres
| I T [ E [ ITﬁ—r ETT EI
15mg/kg 25mg/kg 35mg/kg 15mg/kg  25mg/kg  35mg/kg

Dosis diaria VPA
Dosis diaria LC™ 0mg/kg B 30mgrkg M 50mg/kg ™ 70mg/kg

(%)
2

—
<

—

—
o

—_

Incidencia de hiperamonemia
=
o

Barras: mediana de las medianas de las incidencias de hiperamonemia entre las
distintas réplicas. Barra de error: percentil 95% de las medianas de las incidencias de

hiperamonemia entre las distintas réplicas. LC: L-carnitina.

Figura 5.7 Grafico de barras para la mediana de la incidencia de hiperlipidemia

bajo diferentes posologias de acido valproico y L-carnitina en estado estacionario
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Discusion

El modelo QSP extendido describe los principales mecanismos involucrados en
las toxicidades mas frecuentes inducidas por el VPA, las cuales pueden derivar
en consecuencias graves como enfermedades hepaticas, convulsiones y
encefalopatia. Mas aun, este modelo permite simular la exposicion a distintos
componentes del sistema bajo diversos esquemas de dosificacion de VPA, tanto
en poblaciones adultas como pediatricas, diferenciando segun la formulacién
administrada. Ademas, se evalud cuantitativamente el impacto de la SC en la
prevencion de la hiperamonemia y los trastornos hepaticos durante el
tratamiento cronico con VPA en cuatro grupos etarios. Este trabajo representa la
segunda parte del esfuerzo por caracterizar la toxicidad inducida por VPA y los
efectos terapéuticos de la L-carnitina mediante un enfoque QSP, con especial

énfasis en factores relacionados con la edad, el sexo y la formulacion.

El modelo QSP previamente desarrollado [27] evalué las diferencias
relacionadas con el sexo en el aclaramiento de eliminacion de VPA en poblacion
adulta, pero no considero estas diferencias en otros componentes de la red. El
modelo presentado en este capitulo incorpora las diferencias relacionadas con
el sexo y la edad en los niveles basales de carnitina y en la eliminacion de VPA.
La evidencia indica que los niveles de carnitina aumentan con la edad. Ademas,
las mujeres presentan concentraciones menores que los hombres de la misma
edad adulta; sin embargo, las diferencias relacionadas desaparecen después de
los 40 anos [23]. Este patrén sugiere que las diferencias surgen tras la pubertad
y probablemente estan determinadas por factores hormonales asociados con el
ciclo reproductivo femenino. Con respecto a la eliminaciéon de VPA, la literatura
indica que el aclaramiento del farmaco normalizado por la masa corporal
disminuye con el aumento de la edad [12]. Ademas, la ontogenia de las enzimas
metabolizadoras implica que algunas vias de eliminacion se desarrollan de
manera progresiva y solo alcanzan su actividad completa con los afios [7]. En
conjunto, estos factores modifican la contribucion relativa de cada via de
eliminacion a lo largo de la vida. Las diferencias relacionadas con la edad y el
sexo en componentes especificos del sistema, como el aclaramiento de VPA 'y

los niveles de carnitina, pueden influir en el comportamiento de otros
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componentes interconectados. Esto resalta la importancia de tener en cuenta de

manera explicita estas fuentes de variabilidad en una red de QSP.

Se ha reportado que la union saturable de VPA a proteinas plasmaticas en
poblacion pediatrica es similar a la observada en adultos [16], por lo tanto, se

utilizaron los mismos parametros del modelo para ambos grupos.

Las simulaciones indicaron que la incidencia de efectos adversos aumenta con
la edad, y entre los adultos, estos son mayores en hombres que en mujeres. Sin
embargo, los infantes presentan la mayor incidencia de hepatotoxicidad. A pesar
de estas diferencias, los beneficios de la SC y las recomendaciones de

dosificacion se mantuvieron consistentes en la poblacion pediatrica.

Previamente, se investigaron las diferencias relacionadas con el sexo en la
farmacocinética de VPA [43], las cuales persisten incluso después de normalizar
por masa corporal. Estas diferencias se han atribuido a mecanismos como la
alteracion del transporte hepatobiliar y la regulacion hormonal de las enzimas
hepaticas. Esta hipdtesis se ve respaldada por la observacion de que las mujeres
bajo terapia anticonceptiva presentan un aclaramiento del farmaco comparable
al de los hombres. No obstante, la terapia anticonceptiva no se incluyé como

covariable ni en el modelo QSP previo ni en el presente.

Aunque las diferencias relacionadas con el sexo en la disposicion de VPA fueron
incorporadas para los adultos, las poblaciones pediatricas se simularon
unicamente como masculinas. Esta suposicion se baso6 en dos consideraciones.
Primero, segun la literatura disponible, no se han reportado diferencias
relacionadas con el sexo en la farmacocinética del farmaco en nifios o infantes,
lo que dificulta validar simulaciones adicionales estratificadas por sexo frente a
datos clinicos. Segundo, PK-Sim® no implementa diferencias fisiolégicas entre
sexos, sino unicamente variaciones demograficas. En consecuencia, simular
sujetos femeninos en estos grupos etarios solo generaria individuos virtuales

mas pequenos debido a diferencias en el tamafno corporal.

Las predicciones basadas en el modelo QSP para la SC en pacientes bajo
tratamiento con VPA contindan indicando un impacto positivo en la prevencion
del aumento de los niveles de amonio, tanto en poblacién adulta como pediatrica.

Este efecto puede atribuirse, desde un punto de vista mecanistico, a la
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restauracion de la B-oxidacion de acidos grasos tras la SC, lo que repone los
niveles de acetil-CoA y, en consecuencia, mantiene la actividad del ciclo de la
urea necesaria para una depuracion eficaz del amonio. Segun estas
simulaciones, la administracion de una dosis de L-carnitina equivalente al doble
de la dosis de VPA (en mg), manteniendo el mismo intervalo de dosificacion,
seria eficaz para conservar los niveles de amonio en valores basales (35 uM) en
toda la poblacion. Tal como se muestra en la Figura 5.6, para dosis diarias de
VPA de 15, 25 y 35 mg/kg, se requieren dosis diarias de L-carnitina de 30, 50 y
70 mg/kg, respectivamente, siendo estas suficientes para reducir notablemente
la incidencia de hiperamonemia. Ademas, el modelo QSP predice un beneficio
adicional de la SC en la prevencion de la hiperlipidemia, ya que su
coadministracion en tratamientos crénicos con VPA permitiria mantener los
niveles de acidos grasos en sus valores basales (Figura 5.7). Estos resultados
coinciden con las practicas clinicas preventivas empleadas en el Hospital

Pediatrico Pereira Rossell de Uruguay.

Finalmente, también se evalu6 el impacto de las distintas formulaciones
conteniendo VPA sobre la incidencia de hiperamonemia, prediciéndose un ligero
beneficio para la formulacion de liberacion prolongada. Las incidencias globales
simuladas de hiperamonemia fueron del 29% (IC90 no paramétrico: 25% - 33%)
y 26% (IC90 no paramétrico: 23% - 30%) para las formulaciones de liberacion
retardada y liberacion prolongada, respectivamente. La razén de probabilidades
global en la poblacion fue 1,18 (IC90 no paramétrico 0,62 — 2,29,). Para la
hiperlipidemia, las incidencias globales simuladas fueron 54% (C90 no
paramétrico: 51% - 58%) para la formulacién de liberacion retardada, y 52%
(IC90 no paramétrico: 49% - 56%) para la formulacion de liberacion prolongada.
En este caso, la razén de probabilidades global en la poblacion fue 1,09 (IC90
no paramétrico 0,64 — 1,89). Ademas, las simulaciones del modelo predijeron
riesgo de hepatotoxicidad principalmente en infantes tratados con la formulacién
Referencia. Estos resultados concuerdan con observaciones previas que
reportan una menor incidencia de efectos adversos con formulaciones de

liberacién prolongada conteniendo VPA [44].

La disfuncidn hepatica y la hiperlipidemia son efectos adversos bien
documentados de la terapia con VPAy pueden presentarse de forma simultanea.
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Mas que compartir una relacion causal directa, su aparicion concurrente
probablemente se deba a la alteracion de la funcion mitocondrial hepatica
inducida por el farmaco. Un estudio reportd que los pacientes con dafio hepatico
inducido por VPA presentaron un aumento del 50% en los niveles de triglicéridos
en comparacién con aquellos sin daio hepatico, con una incidencia de alteracién
de la funcién hepatica que alcanzé el 56% en una poblacion pediatrica [19]. Otro
estudio encontré que el 34% de una cohorte de 157 nifios tratados con VPA
presentaba niveles anormales de ftriglicéridos [45]. Ademas, otras
investigaciones han reportado incidencias globales de hiperlipidemia que oscilan
entre el 25% y el 40% [46, 47].

A pesar del desempefio predictivo razonable del modelo QSP expandido, deben
reconocerse varias limitaciones. En primer lugar, algunas concentraciones
simuladas de VPA difieren de los valores reportados en poblaciones pediatricas
(Tabla 5.2), posiblemente debido a la alta variabilidad interindividual inherente a
la farmacocinética de VPA y al uso in vivo de formulaciones diferentes a las
asumidas en el modelo. Las discrepancias entre los aclaramientos simulados y
reportados, particularmente en nifos de 10 a 14 afos, podrian contribuir al
desajuste en las concentraciones de VPA; sin embargo, en nifios de 0 a 10 afos
estas diferencias son menores. Mas aun, las simulaciones que comparan las
métricas de exposicion incluyeron nifios de 2 a 14 afos, lo que ayuda a reducir
el efecto de estas desviaciones. Este desajuste no deberia afectar de manera
sustancial las conclusiones del trabajo, dado que se trata de un analisis
comparativo y las discrepancias impactan por igual en ambas formulaciones. No
obstante, debe considerarse que estas diferencias podrian conducir a una
subestimacion de la incidencia de eventos de toxicidad en la poblacién
pediatrica, lo que representa una limitacion para tener en cuenta en la

interpretacion de los resultados.

En segundo lugar, aunque se incorporaron parametros dependientes de la edad
y el sexo, la funcion de maduracion para UGT2B7 se implementé como una
relacion lineal basada en datos limitados disponibles, lo que podria no
representar completamente la complejidad biolégica de la ontogenia enzimatica.
Ademas, las predicciones del modelo para componentes como amonio y acidos
grasos se basan en promedios poblacionales publicados, que podrian no reflejar
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toda la variabilidad observada en la practica clinica. Por ultimo, si bien el modelo
se validé a multiples escenarios clinicos, los datos de la cuantificacién simultanea
de VPA, sus metabolitos, amonio y carnitina en poblaciones pediatricas son
escasos, lo que limita la capacidad para validar de forma integral todos los

aspectos del modelo.

Otro aspecto interesante para evaluar con el enfoque QSP es el efecto de la
hipoalbuminemia sobre la fraccién libre de VPA, con el objetivo de comprender
su impacto en la incidencia de toxicidades inducidas por el farmaco. Si bien se
espera un aumento en la fraccion libre del VPA en pacientes hipoalbuminémicos,
no necesariamente se observarian cambios en las concentraciones libres del
farmaco. Sin embargo, esta afirmacion ha sido puesta en duda a lo largo de los
afos, sin darse una explicacion consistente de por qué la concentracion libre
aumentaria si lo que se elimina es precisamente el farmaco libre, y salvo su
distribucion hacia la albumina, no habria motivos para que su depuracion se viera

modificada.

No obstante, parece no haber dudas de que la albumina es sustancial para que
los acidos grasos puedan penetrar a los tejidos. Por un lado, facilita su disolucion
en el agua plasmatica, por otro lado, acerca sus moléculas a la membrana del
endotelio capilar (en capilares continuos, como los del musculo esquelético) y a
la membrana de las células del tejido (en el caso de capilares discontinuos, como
los del higado) [48, 49]. Por consiguiente, los solutos con alta tasa de unién a la
albumina, como el caso de los acidos grasos y VPA, entre otros farmacos, la
modificacion de la tasa de unién a la albumina si modificaria el aclaramiento del
farmaco libre. Se han reportado casos de pacientes hipoalbuminémicos con
concentraciones libres anormalmente elevadas de VPA, lo cual podria estar
relacionado con eventos de neurotoxicidad [50, 51]. Las concentraciones
reducidas de albumina ademas podrian contribuir a una menor eliminacién de
triglicéridos, favoreciendo un aumento en los niveles lipidicos y, por tanto, una
mayor incidencia de dislipidemia [45]. También se ha demostrado que los acidos
grasos libres en plasma pueden desplazar al VPA de su unién a la albumina y
modificar su depuracion [52]. Mas aun, la hepatotoxicidad inducida por VPA

puede derivar en hipoalbuminemia, exacerbando estos efectos.
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Finalmente, la incorporacion de la conversion de glutamato a glutamina en el
modelo podria permitir la prediccion de convulsiones inducidas por VPA, dado

que ambos compuestos desempefian un papel clave en dichos eventos [53, 54].

Conclusiones
Este trabajo representa la segunda fase en el desarrollo de un modelo QSP

orientado a caracterizar la hiperamonemia inducida por VPA y los efectos de la
SC. Mediante la incorporacion de una funciéon de ontogenia y covariables de
edad y sexo al modelo previamente desarrollado, el presente modelo permite
describir de manera efectiva no solo la hiperamonemia inducida por VPA, sino
también los trastornos hepaticos asociados, tanto en poblaciones pediatricas
como adultas. Las diferencias entre formulaciones conteniendo VPA en la
exposicion al farmaco influyen en la apariciéon de efectos adversos durante
tratamientos cronicos. Los resultados obtenidos indican que la formulacion de
liberacion prolongada presenta una menor incidencia de efectos adversos en
comparacioén con la formulacion de liberacion retardada, si bien la significancia
estadistica es escasa. Ademas, el modelo actual permite realizar
recomendaciones sobre la SC en la poblacion pediatrica, las cuales coinciden

con las establecidas para la poblacién adulta.
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6. Modelizado y simulacion para orientar el desarrollo de

medicamentos de liberacion inmediata y liberacion prolongada

Introduccion

Las IVIVC son estrategias ampliamente utilizadas para guiar el desarrollo de
formulaciones ya que permiten establecer relaciones cuantitativas entre el
desempefio in vitro de una o varias formulaciones y su comportamiento in vivo
[1]. Una vez establecida, esta relacidén puede utilizarse con fines predictivos para
optimizar formulaciones, establecer limites de disolucion dentro de los cuales se
cumpla determinada especificacion, reducir el numero de estudios clinicos

durante el desarrollo del producto y facilitar ciertas decisiones regulatorias [2, 3].

Existen tres niveles de IVIVC, que se diferencian segun el tipo de datos
comparados y la forma en que se establece la relacién entre ellos. El nivel A se
considera el mas informativo, ya que permite una correlacién directa entre los
perfiles in vitro e in vivo a lo largo del tiempo, siendo el unico nivel con potencial
validado para fines predictivos y regulatorios [4, 5]. Para formulaciones orales, el
enfoque tradicional basado en deconvolucion/convolucion es la metodologia mas
utilizada para establecer IVIVC de nivel A. En este marco de modelado, el
analisis de deconvolucion se utiliza para estimar el perfil temporal de ingreso del
farmaco al organismo cuando se conocen sus propiedades de disposicion y el
perfil farmacocinético observado tras la administracion oral en el mismo sujeto
[2, 3]. Por otro lado, la convolucion permite predecir el perfil farmacocinético
cuando se dispone de las propiedades de disposicion del farmaco y de los datos
de velocidad de liberacion del farmaco in vivo, el cual puede ser simulado a partir

de IVIVC [3]. El objetivo de estos enfoques se representa en la Figura 6.1.
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Figura 6.1 Objetivos e informacidon necesaria para los enfoques de convoluciéon
(arriba) y deconvolucién (abajo)

Convolucioén
Perfil PK tras Perfil absorcion Perfil PK tras
administracion 1V in vivo administracion oral
g 2; t <=
S < )
£ 8 8
5 + 2 = 2
= o g
S 2 5
< o
0 4 12 0 2 4 6 12 0 2 4 6
Tiempo (h) Tiempo (hin) Tiempo (h
Deconvolucion
Perfil PK tras Perfil PK tras Perfil absorcion
administracion oral administracién IV in vivo
c —_
s S 9
3 ] 2
@ b= —
£ - & = E
] I g
= o Q
S o <
0 2 4 6 0 4 12 0 2 4 6 12
Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (in)

Nota: la escala de los ejes es a modo ilustrativo y no necesariamente se va a observar

esa relacion entre los tiempos de los distintos perfiles.

Considerando que la liberacién/disolucion puede medirse mediante pruebas in
vitro, es esperable obtener IVIVC exitosas principalmente para los farmacos de
clase | y Il del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica, ya que para estas
clases la permeabilidad del farmaco no es el factor determinante [6]. Los
métodos de absorcion mecanicistas, desarrollados en los ultimos afios, logran
abordar esta limitante. Estos modelos son utilizados para evaluar distintos
escenarios de la absorcion de farmacos, incluyendo aquellos en los que la
permeabilidad desempena un papel determinante. Este enfoque, denominado
modelado biofarmacéutico de base fisiologica (PBBM, por su sigla en inglés),
permite simular y predecir perfiles farmacocinéticos, aun en ausencia de datos
in vivo previos. Ademas, posibilita la integracion de manera independiente de los
procesos de disolucion, permeabilidad intestinal, transito luminal, metabolismo
en la mucosa y metabolismo de primer paso, entre otros [2, 7]. Las
observaciones posteriores sirven para validar estas predicciones mediante un

proceso de aprendizaje y confirmacion. Su principal fortaleza radica en la
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optimizacion de atributos criticos de calidad de los productos farmacéuticos,
proporcionando un marco integrador para establecer correlaciones in vitro — in

silico — in vivo [T7].

Existen guias especificas que orientan la implementacién de este enfoque
durante el desarrollo de medicamentos, con el fin de reducir el numero de
ensayos clinicos requeridos para la aprobacion de su comercializacién [8]. Entre
sus aplicaciones se incluyen la prediccion del impacto de cambios post-
aprobacion en el proceso de fabricacion, la proyeccion de resultados de estudios
de bioequivalencia y la evaluacion del efecto de los alimentos, en particular sobre
la disoluciéon y absorcion de los medicamentos [9]. Su objetivo principal es
optimizar el desarrollo de medicamentos con un enfoque centrado en el paciente,
disminuyendo la necesidad de pruebas clinicas mediante simulaciones

fisiol6gicamente fundamentadas [7].

En el marco de un convenio entre la Fundacion para el Progreso de la Quimica
(FUNDAQUIM) y un laboratorio farmacéutico privado, se realizd un proyecto de
investigacion con el objetivo de respaldar la toma de decisiones en el desarrollo
de formulaciones bioequivalentes de liberacion inmediata y de liberacién
prolongada conteniendo un farmaco de clase Il en el Sistema de Clasificaciéon
Biofarmacéutica, mediante modelizado y simulacion farmacométrica,
deconvolucion de los perfiles farmacocinéticos y correlaciones in vitro - in silico -
in vivo. Se partié de dos estudios de bioequivalencia no concluyentes, uno entre
formulaciones de liberacion inmediata y otro entre formulaciones de liberacién
prolongada. El resultado del estudio entre las formulaciones de liberacion
inmediata no fue concluyente debido a la elevada variabilidad residual obtenida.
Por otro lado, el estudio de bioequivalencia para las formulaciones de liberacién
prolongada evidencio diferencias significativas en la velocidad de absorcion
entre los productos. Sin embargo, los perfiles de disolucién in vitro,
proporcionadas por el patrocinador, fueron similares bajo distintas condiciones
de ensayo. Estos resultados motivaron la busqueda de las condiciones
biorrelevantes de un ensayo de disolucién in vitro que permitan predecir el

desempefio in vivo de nuevas formulaciones de liberacion prolongada.

Por motivos de confidencialidad de datos pertenecientes al laboratorio
farmacéutico, no se incluye en este capitulo el nombre del principio activo ni de
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la empresa involucrada, asi como ninguna cita que pueda revelar informacion
respecto al farmaco. En el marco de la presente tesis doctoral, este capitulo
busca ilustrar mediante una prueba de concepto, como los métodos in silico
pueden ser aplicados para la prediccion de la bioequivalencia y para la
generacion de insumos para la toma de decision en el desarrollo de productos
bioequivalentes. Dado que el desarrollo apunta a la formulacion, se entiende que
este objetivo especifico es alcanzado manteniendo la confidencialidad sobre el

principio activo.

Objetivos

Orientar el desarrollo de dos formulaciones farmacéuticas, una de liberacién
inmediata y otra de liberacion prolongada, que resulten bioequivalentes con sus
respectivas formulaciones de referencia, mediante la integracion de modelos
farmacocinéticos, metodologias de deconvolucion y correlaciones in vitro — in
silico — in vivo que permitan optimizar las condiciones del ensayo de disolucidn

in vitro y el disefio de estudios de bioequivalencia in vivo.

Metodologia

El flujo de trabajo utilizado en esta investigacion para cumplir con los objetivos
se muestra en la Figura 6.2. Los datos observados in vivo en los estudios de
bioequivalencia suministrados por el patrocinador fueron analizados mediante
NCA, con especial atencién a la deteccion de posibles diferencias relacionadas
con el sexo de los voluntarios. Posteriormente, se utilizaron las observaciones
para desarrollar un modelo NLME para la formulacién de liberacion inmediata,
con el fin de analizar las razones que llevaron a que el estudio fuera no
concluyente. Este modelo se utilizé como base para el desarrollo de un modelo
PopPK para la formulaciéon de liberacién prolongada, que permitié obtener el
perfil de disolucion in vivo mediante técnicas de deconvolucién. Paralelamente,
se desarroll6 un modelo PBBM para las formulaciones, con el cual se
compararon las cinéticas de disolucién in vitro en distintos medios biorrelevantes
con las obtenidas por deconvolucién. El objetivo fue identificar las condiciones
de ensayo de disolucion in vitro que mejor predijeran el comportamiento de
disolucién in vivo. Finalmente, se hicieron predicciones de bioequivalencia y se
determiné el disefio de muestreo y el numero de voluntarios necesarios para
poder concluir sobre la biodisponibilidad relativa para las nuevas formulaciones.
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Figura 6.2 Flujo de trabajo realizado para guiar el desarrollo de formulaciones de

liberacion inmediata y liberacién prolongada
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Verde: datos proporcionados por el patrocinador. Gris: analisis no compartimental.

Celeste: procesos de modelizado. Naranja: anélisis basado en modelos.

Datos aportados por el patrocinador

Se contd con los datos de dos estudios de bioequivalencia. El estudio de
bioequivalencia de la formulacion de liberacion inmediata enrol6 a 24 voluntarios
sanos (13 mujeres y 11 hombres), con una media de 36 anos y 66,0 kg. El
farmaco se muestre6 alas 0, 0,5, 1, 1,5, 1,75, 2, 3,4, 5, 7,9, 12, 24 y 48 horas

tras la administracion.

El estudio de bioequivalencia de la formulacién de liberacion prolongada enrold
también a 24 voluntarios sanos (13 mujeres y 11 hombres), con una media de 36
afios y 67,9 kg. El farmaco se muestre6 alas 0, 1, 2, 3, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 7, 10,

12, 24, 48 y 72 horas tras la administracion.

El laboratorio solicitante también proporcioné los perfiles de disolucion
comparativos para los productos evaluados obtenidos con Aparato 2 USP a 75
rpm en cada uno de los siguientes medios (900 mL, 37°C +/- 0,5 °C): agua,
KCI/HCI pH 1,2, solucién amortiguadora acetato pH 4,5, solucion amortiguadora

fosfato pH 6,8 y en condiciones biorrelevantes.

Analisis no compartimental de los datos de bioequivalencia

Los datos de los estudios de bioequivalencia cruzados, aleatorios y
compensados brindados por el patrocinador fueron incorporados a un libro de
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Microsoft Excel® disefiado y validado que permite el NCA de los mismos. Para
cada estudio, se computaron las métricas farmacocinéticas de interés, ajustando
las funciones para obtener constantes de disposicion lenta similares a las
reportadas en bibliografia. Se obtuvieron los perfiles individuales, el perfil medio
para cada formulacion y el grafico de espaguetis para las métricas analizadas.
También se hicieron el analisis ANOVA y las pruebas de Wilcoxon, tanto para la

muestra entera de voluntarios como estratificado por sexos.

Modelo no lineal de efectos mixtos para las formulaciones de liberacion

inmediata

Los datos del estudio de bioequivalencia entre las formulaciones de liberacion
inmediata se analizaron mediante modelos NLME utilizando los softwares
MonolixSuite 2020R2 (Lixoft, Francia) y NONMEM (ICON Development
Solutions) [10]. El desarrollo del modelo fue guiado por distintos diagnésticos
métricos y graficos de bondad de ajuste. Entre los primeros se incluyeron el
criterio de informacién bayesiano (BIC), como medida global de ajuste
penalizada por la complejidad del modelo, la incertidumbre en la estimaciéon de
los parametros poblacionales expresada como RSE, y la plausibilidad de los
parametros estimados en funcion de reportes bibliograficos previos. Los
diagnosticos graficos abarcaron la comparacion de observaciones versus
predicciones, los graficos de ajuste individual (concentracién observada y
predicha en funcién del tiempo), el analisis de residuos en funcion del tiempo y

en funcién de la concentracion, y el VPC.

Los datos correspondientes a muestras no cuantificables y no detectables se
incorporaron al analisis NLME mediante la aplicacion del método M4 propuesto
por Beal [11]. Para ello, se establecié un limite de cuantificacion de 1 ng/mL y un
limite de deteccién de 0,2 ng/mL.

Deconvolucion de perfiles de disolucion in vivo de las formulaciones de liberacion

prolongada

Con el objetivo de orientar la toma de decisiones en el proceso de seleccion de
una nueva formulacion Test, se planted encontrar condiciones de disolucién in
vitro biorrelevantes capaces de discriminar las diferencias entre formulaciones

de manera consistente con lo observado in vivo.
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La deconvolucion se realizé mediante modelos NLME, de acuerdo a lo descrito
por Gomeni et al., fijando los parametros de disposicién estimados con las
formulaciones de liberacion inmediata para estimar los parametros de los
distintos modelos de absorcidén evaluados para las formulaciones de liberacion
prolongada (Weibull, doble Weibull y no paramétrico) [3, 12]. Este analisis se
realizd para obtener el perfil de ingreso del farmaco en funcion del tiempo a partir
de los perfiles farmacocinéticos observados tras la administracion oral de las
formulaciones de interés. Dicho perfil integra la informaciéon vinculada a los
procesos de liberacion, disolucién y absorcion. Dado que se trata de un principio
activo de baja solubilidad y alta permeabilidad, incorporado en formulaciones de
liberacion prolongada, el perfil de ingreso estara condicionado principalmente por
la velocidad de liberacién/disolucion del farmaco en los fluidos del tracto

gastrointestinal.

Modelo biofarmacéutico de base fisioldgica para las formulaciones

Se desarrollé un modelo PBBM en PK-Sim® (Open Systems Pharmacology) [13,
14], integrando las propiedades farmacocinéticas y fisicoquimicas del farmaco
recopiladas de la bibliografia. Los perfiles de disolucién in vitro, comparados con
los obtenidos por deconvolucién para las formulaciones de liberacion
prolongada, se integraron a este modelo para reproducir los resultados
observados en el estudio de bioequivalencia, estableciendo correlaciones in vitro
—in silico — in vivo. De esta manera, se identificaron las condiciones de disolucion

in vitro que mejor reflejan el comportamiento observado in vivo.

Bioequivalencia basada en modelos

Luego de obtener el modelo NLME final, se realizé un analisis MBBE [15] para
explorar el impacto del disefio experimental sobre los resultados obtenidos. El
procedimiento incluyd: i) la simulacién de 2400 (100 réplicas, 24 sujetos por
réplica) perfiles de concentraciéon en funciéon del tiempo para ambas
formulaciones, empleando tanto el esquema de muestreo original como un
esquema extendido con intervalos de 0,1 horas, y ii) la realizaciéon de un analisis
de bioequivalencia promedio sobre los perfiles simulados, obteniendo IC90 para

el cociente de medias geométricas Test/Referencia.
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Adicionalmente, se efectudé un analisis estratificado por sexo con el objetivo de
indagar si las diferencias de biodisponibilidad observadas entre los productos

Test y Referencia podian estar relacionadas con esta variable.
Resultados

Analisis no compartimental de los datos de bioequivalencia

Los perfiles farmacocinéticos obtenidos en el estudio de bioequivalencia entre
las formulaciones de liberacién inmediata se presentan en la Figura 6.3. Para
estos datos se realizdé un analisis ANOVA, cuyos resultados se resumen en la
Tabla 6.1. Si bien el analisis indica una exposicidon similar del farmaco en el
organismo, la variabilidad residual observada en la Cmax no permite concluir
bioequivalencia, dado que el IC90 para el cociente de medias geométricas fue
0,905 — 1,35. Se evaluaron las fuentes de variabilidad sujetos, secuencia,
tratamientos y periodo, identificandose unicamente a los sujetos como fuente
significativa en la variabilidad total. El analisis estratificado por sexos no permite
explicar la variabilidad total observada (Figura 6.4). Segun los resultados de la
prueba de Wilcoxon, no existen diferencias estadisticas significativas en 10S Tmax

de las formulaciones en estudio.

Figura 6.3 Perfiles farmacocinéticos poblacionales, estratificados por

formulacién, para las formulaciones de liberaciéon inmediata
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Tabla 6.1 Resultados del analisis ANOVA para las formulaciones de liberaciéon

inmediata
Métrica Test Referencia T/R IC 90% CV (%)
AUCt 327 301 1,09 0,960 1,23 25,5
AUCis 328 301 1,09 0,963 1,23 25,5
Cmax 76,6 69,4 1,10 0,905 1,35 41,8

Abreviaturas: T/R: cociente de medias geométricas Test/Referencia. IC 90%: intervalo
de confianza para el cociente de medias geométricas Test/Referencia. CV (%):

coeficiente de variacion.

Figura 6.4 Intervalos de confianza 90% para el cociente de medias geométricas,
estratificado por sexo y para la muestra total de voluntarios, para las

formulaciones de liberaciéon inmediata
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Por su parte, la Figura 6.5 presenta los perfiles farmacocinéticos obtenidos en el
estudio de bioequivalencia entre las formulaciones de liberacién prolongada, y la
Tabla 6.2 resume los respectivos resultados del analisis ANOVA. Los voluntarios
8 y 18 fueron excluidos del estudio de bioequivalencia, de manera que sus
concentraciones no fueron cuantificadas. En este caso, el analisis indica una
exposicion similar del farmaco en el organismo, pero una marcada diferencia en
la velocidad de ingreso, dado que el cociente de medias geométricas
Test/Referencia para la Cmax (T/R = 1,42) se encuentra por fuera del rango
permitido. En este caso, el IC90 para el cociente de medias geométricas de esta
métrica fue 1,11 — 1,81. La fuente de variabilidad sujetos resulté significativa en
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la variabilidad total del AUC, y la fuente de variabilidad tratamientos resulto
significativa en la variabilidad total de la Cmax. Como puede verse en la Figura
6.6, en este estudio tampoco se evidenciaron diferencias en las observaciones
relativas al sexo de los voluntarios. Sin embargo, uno de los voluntarios de sexo
masculino presentd una Cmax mayor al resto, provocando una gran variabilidad
interindividual de la métrica. Segun los resultados de la prueba de Wilcoxon, no
existen diferencias estadisticas significativas en los Tmax de las formulaciones en

estudio.

Figura 6.5 Perfiles farmacocinéticos poblacionales, estratificados por

formulacién, para las formulaciones de liberaciéon prolongada
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Tabla 6.2 Resultados del analisis ANOVA para las formulaciones de liberaciéon

prolongada
Métrica Test Referencia T/R IC 90% CV (%)
AUCt 925 896 1,03 0,912 1,17 24,0
AUCins 930 905 1,03 0,909 1,16 23,7
Cmax 93,1 65,8 1,42 1,11 1,81 50,1

Abreviaturas: T/R: cociente de medias geométricas Test/Referencia. IC 90%: intervalo
de confianza para el cociente de medias geométricas Test/Referencia. CV (%):

coeficiente de variacion.
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Figura 6.6 Intervalos de confianza 90% para el cociente de medias geométricas,
estratificado por sexo y para la muestra total de voluntarios, para las

formulaciones de liberacion prolongada
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Anaélisis basados en modelos para las formulaciones de liberacion inmediata

Para el desarrollo del modelo NLME, se analizaron ambas formulaciones de
liberacién inmediata en conjunto. Se evaluaron modelos de 1, 2 y 3
compartimentos para la disposicion y distintos modelos de absorcién. Dado que
cada individuo aportaba dos perfiles farmacocinéticos, el analisis se realizd en
dos etapas. Inicialmente, se asignaron identificadores independientes por sujeto
y periodo, permitiendo modelar unicamente la variabilidad interindividual y
simplificar asi la estructura estadistica. Se evaluaron modelos de error residual
aditivo, proporcional y combinado. Tras definir el modelo estructural, se amplié
la estructura estadistica para reflejar que cada individuo fue medido en dos
ocasiones, incorporando asi la variabilidad interocasion. Esta componente
abarca tanto la variabilidad intraindividual como efectos asociados a diferencias
entre periodos. Los efectos aleatorios (variabilidad interindividual y variabilidad
interocasion) en los parametros farmacocinéticos fueron introducidos mediante

una distribucion log-normal, estimando la correspondiente desviacion estandar.

Una vez arribado al modelo base, se realizé un analisis de covariables para
evaluar el impacto de la formulacién sobre parametros de biodisponibilidad, asi
como el impacto del sexo, edad y masa corporal en los demas parametros
farmacocinéticos. Finalmente se analizaron las dos formulaciones por separado
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para comparar la variabilidad interindividual vinculada a los distintos parametros

farmacocinéticos.

El modelo de mejor ajuste fue bicompartimental, con absorcion de primer orden
y tiempo de latencia. La biodisponibilidad se fij6 en 1 para la formulacién
Referencia y se estimé la biodisponibilidad relativa para la formulacién Test. Los
valores estimados para los distintos parametros del modelo se resumen en la
Tabla 6.3.

Tabla 6.3 Valores estimados de los parametros del modelo no lineal de efectos

mixtos
SN Valor tipico IV (%) IOV (%)
(RSE%) (RSE%) (RSE%)
ko (h) 6,68 (36,7) 153 (30,3) 135 (22,9)
tiag (M) 0,50 (7,53) 27,5 (33,6) 28,6 (18,0)
Fr/p 1,14 (67,8) = 31,8 (16,8)
Cl(h) 82,3 (12,0) 52,1 (14,2) -
V(L) 298 (13,0) 49,7 (16,7) -
Q 76,2 (22,6) - -
Vp (L) 145 (10,7) - -
Corr Cl - V¢ 0,92 (3,00) - -
Error residual
24,0 (4,10) - -

proporcional (%)

Abreviaturas: K,, la constante de absorcion de primer orden, ti.g, €l tiempo de latencia,
Frrel cociente de fraccion de dosis absorbida entre Test y Referencia, Cl el aclaramiento
de eliminacion, V. el volumen de distribucion del compartimiento central, V, el volumen
de distribuciéon del compartimiento periférico, Q el clearance intercompartimental, Corr
CI-V. la correlacion entre efectos aleatorios de Cly V., IIV la variabilidad interindividual,

IOV la variabilidad interocasion y RSE el error estandar relativo.

La Figura 6.7 muestra el VPC estratificado por formulacion. Los resultados de
este ajuste prueban que el modelo reproduce adecuadamente los datos
observados, tanto en tendencia media con en variabilidad interindividual e
interocasioén. El modelo final incorporé la formulacion como covariable sobre la
cantidad de farmaco absorbida, obteniendo un cociente Test/Referencia de 1,14,

pero estimado con un alto error residual (IC90: 0,415 — 3,14). Aunque este efecto
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no resulta estadisticamente significativo, la covariable se mantuvo en el modelo
para permitir una estimacion directa del efecto de la formulacion y facilitar la
comparacion entre productos. No se identific6 un efecto significativo de la
formulacién sobre otros parametros de absorcion, como la constante de
absorcion o el tiempo de latencia. Estas estimaciones son consistentes con el
NCA de bioequivalencia. Ademas, los valores tipicos y la variabilidad
interindividual estimadas resultaron comparables con los reportados en la
literatura. En conjunto, los hallazgos sugieren que la cinética de absorcion es
similar entre productos y que la diferencia observada en el estimador puntual
podria atribuirse a la elevada variabilidad interindividual y residual observadas.
Dichas fuentes de variabilidad, a su vez, podrian reflejar un disefio de estudio no

optimizado.
Figura 6.7 Comprobacion visual predictiva para el modelo final
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Las lineas azules muestran la distribucion de las observaciones (mediana y percentiles
5to y 95avo), mientras que las lineas negras muestran la distribucién de las simulaciones
obtenidas a partir del modelo (mismos percentiles). Las sombras muestran los intervalos
de prediccion para cada percentil. Los puntos rojos muestran las observaciones atipicas

respecto del modelo.
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Posteriormente, se desarroll6 un modelo PBBM a partir de los parametros de un
modelo previamente publicado para el farmaco en el software Simcyp® [16].
Dicho modelo fue adaptado a la plataforma libre PK-Sim® [13, 14] y validado
frente a los datos farmacocinéticos disponibles para el producto de referencia de
liberacion inmediata. Para eso, se incorporaron perfiles de disolucién in vitro
obtenidos en el Aparato || USP (75 rpm, 36 °C) para la formulacion, evaluados

en los siguientes medios:

e Agua
e Medio 1: HCI/KCI pH 1,2
e Medio 2: Solucion amortiguadora Acetato pH 4,5

e Medio 3: Solucion amortiguadora Fosfato pH 6,8

Los perfiles de porcentaje disuelto en funcion del tiempo resultaron similares en
todos los medios evaluados, evidenciando la rapida liberacion del farmaco desde
la formulacion y su posterior disolucion en el medio (Figura 6.8). Finalmente, se
seleccionaron los perfiles obtenidos en el Medio 1, dado que sus condiciones
son mas representativas del entorno gastrico, donde ocurre la mayor proporcion

de disolucion in vivo.

Figura 6.8 Perfiles de disolucion in vitro de las formulaciones de liberacion

inmediata, aportados por el laboratorio patrocinador
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La Figura 6.9 muestra el ajuste del modelo a los datos farmacocinéticos de la

formulacién Referencia de liberacién inmediata. Las discrepancias entre las
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predicciones del modelo adaptado y las observaciones pueden atribuirse a
distintas razones: distintas plataformas utilizadas, diferencias en los datos
empleados para desarrollar el modelo original y los del estudio de
bioequivalencia, asi como la variabilidad interindividual, las condiciones
experimentales y las caracteristicas de las formulaciones. Estas diferencias
hicieron necesario refinar el modelo a fin de asegurar extrapolaciones confiables

hacia los productos en evaluacion.

Figura 6.9 Ajuste del modelo publicado (adaptado a PK-Sim®) a los datos

farmacocinéticos disponibles para el producto Referencia de liberacion inmediata
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Linea continua roja: perfil simulado para la Referencia. Puntos: observaciones in vivo.

La herramienta de optimizacién de PK-Sim® permite estimar parametros dentro
de un rango definido, ajustando sus valores para minimizar las diferencias entre
las observaciones y las predicciones del modelo. En este trabajo se optimizaron
Log P, la fraccion libre y el aclaramiento hepatico (Tabla 6.4). El valor de Log P
es particularmente relevante, ya que afecta directamente las estimaciones de
distribucion y permeabilidad, ademas de que distintos softwares lo integran de
manera diferente en sus algoritmos de calculo. Por su parte, la fraccién libre y el
aclaramiento hepatico pueden variar entre los voluntarios sanos incluidos en el
estudio de bioequivalencia y la poblacion empleada para desarrollar el modelo

original.
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Tabla 6.4 Propiedades del principio activo incluidas en el modelo final

Propiedad/Parametro Valor inicial Valor optimizado
Peso molecular 383,5 g/mol 383,5 g/mol
Log P 2,86 2,10
pKa 3,46y 6,93 3,6y6,93
Fraccion libre 0,17 0,10
Solubilidad en agua
0,43 mg/mL 0,43 mg/mL
(pH 7, 25°C)
Aclaramiento renal 0,002 L/n*kg 0,010 L/h*kg
Aclaramiento hepéatico 1,39 L/h*kg 1,10 L/h*kg

El modelo PBBM optimizado se aplicé a la formulacion Test de liberacion
inmediata, no observandose diferencias en los perfiles farmacocinéticos
simulados entre ambas formulaciones. Estos resultados probablemente se
deban a la similitud de sus perfiles de disolucion, pero también permiten
reproducir adecuadamente su compartimiento in vivo. No obstante, el modelo no
replico la elevada variabilidad interindividual observada, no pudiendo capturar la
diferencia relativa observada in vivo. Estos resultados motivaron la busqueda
bibliografica y basada en modelos de un nuevo disefio de muestreo optimizado

que lograse capturar los rendimientos relativos con mayor precision.

El analisis MBBE, realizado para las formulaciones de liberacion inmediata
mediante el modelo NLME descrito anteriormente, mostré una menor variabilidad
residual en comparacion con la observada in vivo. No obstante, se alcanzé la
misma conclusion independientemente del disefio experimental empleado en el
estudio. Los resultados se presentan en la Tabla 6.5. De acuerdo con estos, se
sugirié realizar un estudio de bioequivalencia entre la formulacién Test y la
Referencia, con un disefio de muestreo optimizado, obtenido de estudios

previamente publicados para el farmaco.
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Tabla 6.5 Prediccion de bioequivalencia basada en modelos para la formulaciéon
Test

Métrica T/R IC 90% CV (%)
AUC 1,11 1,01 - 1,21 17 (13 - 20)
Cmax 1,11 0,97 - 1,27 27 (20 - 35)

Abreviaturas: T/R: cociente de medias geométricas Test /Referencia. IC90%: intervalo
de confianza 90% para el cociente de medias geométricas. CV (%): coeficiente de

variacion.

El nuevo estudio de bioequivalencia enrol6 20 voluntarios sanos,
desconociéndose otros datos biomédicos. El disefio del estudio fue replicado,
cruzado y compensado. En cada periodo participaron 10 voluntarios, quienes
recibieron ambas formulaciones por replicado. El farmaco se muestre6 a las 0,
0,5,0,75,1,1,5,2,25, 3,4, 5,6, 8,10, 12, 24 y 48 horas tras la administracion.
Los resultados de este estudio de bioequivalencia in vivo para las formulaciones
de liberacion inmediata, el cual resulté concluyente y demostrd bioequivalencia,
se resumen en la Tabla 6.6. Las AUC fueron marcadamente menores a las
esperadas segun el primer estudio de bioequivalencia, probablemente debido a
diferencias entre las distintas poblaciones enroladas. Sin embargo, ambos

estudios conservan aproximadamente el mismo porcentaje de AUC extrapolada.

Tabla 6.6 Resultados del segundo estudio de bioequivalencia in vivo para las

formulaciones de liberaciéon inmediata

Métrica/Parametro Test Referencia T/R (IC90%)
Cmax (ng/mL) 66,4 68,9 0,98 (0,87 — 1,09)
AUCt (ng*h/mL) 230 236 0,98 (0,90 — 1,06)
AUCi (ng*h/mL) 248 258 0,97 (0,90 — 1,04)

Medias geométricas para Test y Referencia. T/R (IC90%): cociente de medias
geométricas Test/Referencia y el intervalo de confianza 90%. Aclaracion: las medias
geométricas fueron obtenidas con el total de sujetos para cada formulacion (ntest = 20,
Nrererencia = 19), Sin embargo, para el cociente T/R se excluyo del anélisis estadistico al

individuo ausente en los datos de la formulacion Test.
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Deconvolucion de perfiles de disolucion in vivo de las formulaciones de liberacion

prolongada

Los parametros de disposicion del modelo NLME desarrollado a partir de los
datos de las formulaciones de liberacion inmediata se mantuvieron fijos para
ajustar los perfiles obtenidos con las formulaciones de liberacion prolongada, y
se evaluaron distintos modelos de absorcion. Sin embargo, ninguno de estos
modelos logré describir adecuadamente los datos, lo que permitié concluir que
existian diferencias en el aclaramiento entre las poblaciones incluidas en los
distintos estudios. Se identificé que los voluntarios sanos de este ultimo estudio
presentaron una tasa de eliminacién de farmaco significativamente menor en
comparacion con los participantes del estudio de bioequivalencia entre las
formulaciones de liberacién inmediata. En consecuencia, los parametros
farmacocinéticos de disposicién fueron reestimados a partir de los datos in vivo
de la formulacién Referencia de liberacion prolongada. Posteriormente, estos
parametros se fijaron para la estimacion de los perfiles de ingreso

correspondientes a la formulacién Test de liberacion prolongada.

El modelo final de mejor ajuste para la fase de absorcion fue un doble Weibull,
donde la velocidad de ingreso (r(t)) se describe mediante la siguiente ecuacién
(Ec. 6.1):

t

r()=1- (FF X e‘((ﬁ)ss) + (1-FF) x e‘((ﬁ)m)) Ec.6.1

Donde FF es la fraccion de dosis que se disuelve en el primer proceso, TD y TD1
el tiempo en el que se libera el 63,2% de la dosis y, SS y SS1 el factor sigmoideo,
del primer y segundo proceso, respectivamente [3]. La Tabla 6.7 resume los
parametros de dicho modelo estimados para cada formulacion. La Figura 6.10
muestra los perfiles de absorcion in vivo estimados a partir del analisis de
deconvolucion de los perfiles farmacocinéticos de ambas formulaciones. Para
representar dichos perfiles, se asumié que la permeabilidad intestinal del
farmaco es muy alta y, por lo tanto, el paso limitante del ingreso a la circulacion
sistémica es la disolucion del principio activo en el lumen del tracto
gastrointestinal. Los resultados muestran que los perfiles empiezan a
diferenciarse a partir de las 5 horas post-dosis, probablemente debido a la
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administracién de alimentos que modificaron las condiciones del medio de

disolucion.

Tabla 6.7 Resultados del analisis de deconvolucién de los perfiles
farmacocinéticos obtenidos tras la administracion de las formulaciones de

liberacion prolongada

Referencia Test
Valor tipico Valor tipico
IV (RSE%) IV (RSE%)
(RSE%) (RSE%)
TD (h) 9,64 (12,6) 0,070 (80,2) 8,15 (10,0) 0,030 (130)
SS 1,47 (4,50) - 1,32 (6,10) -
TD1 (h) 6,15 (26,0) 1,20 (59,0) 3,46 (24,2) 0,910 (29,2)
SS1 1,84 (17,6) - 2,34 (19,1) -
FF 0,789 (13,0) - 0,641 (9,1) -
Veentral (L) 86,0 (21,5) 0,550 (62,5) 86,0 0,550
Vperitérico (L) 145 (34,2) - 145 -
Cl (L/n) 54,5 (9,18) 0,160 (31,4) 54,5 0,160
Q (L/h) 58,8 (69,5) - 58,8 -

Abreviaturas: TD y TD1, tiempo en el que se libera el 63,2% de la dosis del primer y
segundo proceso, respectivamente; SS y SS1, el factor sigmoideo del primer y sequndo
proceso, respectivamente; FF, la fraccion de dosis que se disuelve en el primer proceso;
Veentral, €1 volumen del compartimiento central; Vperitsico, €1 volumen del compartimiento

periférico; Cl, aclaramiento plasmatico; Q, aclaramiento intercompartimental.

Con el objetivo de evaluar los perfiles de disolucién in vivo obtenidos por
deconvolucion, estos se integraron al modelo PBBM para describir los resultados
observados en el estudio de bioequivalencia. Para mejorar el ajuste a los datos
in vivo de las formulaciones de liberacidon prolongada, se optimizé el valor del
aclaramiento plasmatico, en concordancia con el estimado en el modelo NLME
desarrollado a partir de la Referencia de liberacion prolongada. También se
optimizo el tiempo de transito y la permeabilidad en el intestino delgado, dado
que las matrices de liberacién prolongada pueden retardar la liberacion y alterar
la residencia local en segmentos intestinales. Las propiedades del principio

activo incluidas en el modelo final se resumen en la Tabla 6.8.
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Figura 6.10 Perfiles de disolucion in vivo estimados con el analisis de
deconvolucioén de los perfiles farmacocinéticos obtenidos tras la administracion

de las formulaciones de liberacién prolongada
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En violeta se muestra el perfil medio para el producto Referencia, mientras que en

mostaza el perfil medio para el producto Test.

Tabla 6.8 Propiedades del principio activo y del individuo incluidas en el modelo

final para las formulaciones de liberacién prolongada

_ . Valor para formulaciones  Valor para formulaciones
Propiedad/Parametro

de liberacién inmediata de liberacién prolongada
Peso molecular 383,5 g/mol 383,5 g/mol
Log P 2,10 2,10
pKa 3,46y 6,93 3,46 y 6,93
Fraccion libre 0,10 0,10
Solubilidad en agua
0,43 mg/mL 0,43 mg/mL
(pH 7, 25°C)
Aclaramiento renal 0,01 L/h*kg 0,01 L/h*kg
Aclaramiento hepatico 1,10 L/h*kg 0,74 L/h*kg
Tiempo de transito
210 h 4,00 h
intestinal
Permeabilidad intestinal 4,74 x 10 cm/min 8,09 x 10°° cm/min

Se simularon perfiles farmacocinéticos para una dosis unica de 50 mg
administrada a sujetos caucasicos en condiciones de ayuno. La cohorte virtual
estuvo compuesta por 100 individuos con las siguientes caracteristicas (media +
desviacion estandar): 60 mujeres, con masa corporal de 64 + 10 kg y una altura

de 162 + 9 cm, y 40 hombres, con masa corporal de 72 + 9 kg y una altura de
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174 + 9 cm. Para el total de la muestra, la edad fue de 35 + 10 afos, con un
rango de 18-55 afos. Los resultados de las simulaciones para las formulaciones
Referencia y Test de liberacion prolongada se presentan en las Figuras 6.11 y

Figura 6.12, respectivamente.

Figura 6.11 Concentracion en funcion del tiempo de la formulacion Referencia de
liberacion prolongada
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Linea roja continua: media geométrica. Lineas rojas punteadas: desviacion estandar

geométrica. Puntos negros: datos in vivo.
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Figura 6.12 Concentracion en funcién del tiempo de la formulacion Test de

liberacion prolongada
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Linea roja continua: media geométrica. Lineas rojas punteadas: desviacion estandar

geomeétrica. Puntos negros: datos in vivo.

A partir de los resultados de las simulaciones anteriores, se busco establecer las
condiciones de un ensayo de disolucién orientado a reproducir las diferencias
observadas in vivo entre las formulaciones. Para incorporar los porcentajes de
disolucién al modelo PBBM, se simularon perfiles empleando el modelo de
Weibull en dos etapas. El procedimiento siguié un enfoque iterativo en el que se
evaluaron distintas cinéticas de disolucion, contrastando las simulaciones
resultantes con las observaciones in vivo, hasta identificar las condiciones que
mejor reprodujeron los resultados experimentales. Los parametros del primer
proceso de Weibull se ajustaron con base en los resultados obtenidos en medio
acido, en el cual las formulaciones no mostraron diferencias. En cambio, los
parametros del segundo proceso se derivaron de los ensayos biorrelevantes
proporcionados por el patrocinador. Se evaluaron distintos tiempos de inicio para
el segundo proceso seleccionandose finalmente 1,5 horas por ofrecer el mejor

ajuste a los datos.

El laboratorio desarroll6 una nueva formulacién (Test 2) con el objetivo de
demostrar bioequivalencia con la formulacion Referencia. Esta formulacién

candidata se evalu6 en las mismas condiciones biorrelevantes en dos etapas
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que las formulaciones anteriores, mostrando un perfil de disolucion similar a la

formulacion Referencia (Figura 6.13).

Figura 6.13 Perfiles de disolucion en dos etapas ingresados en el modelo
biofarmacéutico basado en fisiologia para las formulaciones de liberacién

prolongada
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Los resultados de la simulacion a partir del modelo PBBM para predecir la
bioequivalencia de la formulacién Test 2 respecto a la Referencia se resumen en
la Tabla 6.9. En base a estos, se recomendd avanzar con la formulacion

candidata para realizar un estudio de bioequivalencia in vivo.

Tabla 6.9 Resultados de la prediccion de bioequivalencia in silico para la

formulacion Test 2

Métrica/Parametro Test2 @ Test 2/Ref (exp) ®  Test 2/Ref (pred) ©
Cmax (ng/mL) 56 (31-92) 0,84 0,96 (0,96-0,98)
AUCis (ng*h/mL) 944 (639-1571) 1,0 1,0 (0,99-1,1)
Tmax (h) 7,0 (6,0-12) - -
T % (h) 11 (9,0-14) ; ;

(a) Media geométrica (intervalo de confianza 90%) (b) Cociente de medias geométricas
(c) Cociente de medias geométricas (intervalo de confianza 90%). Ref (exp): valor
obtenido in vivo para las métricas. Ref (pred): valor predicho por el modelo para las

métricas.
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El estudio de bioequivalencia in vivo de la formulacion Test 2 de liberacion
prolongada enrolé 24 voluntarios sanos, desconociéndose otros datos
biométricos. El disefio del ensayo fue replicado, cruzado y compensado. En cada
periodo participaron 12 voluntarios, quienes recibieron ambas formulaciones por
replicado. El farmaco se muestre6 alas 0, 1, 2, 3, 4, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 8, 10, 12,
24, 48, y 72 horas tras la administracion. Los resultados, brindados por el
patrocinador, se resumen en la Tabla 6.10. Puede observarse que la formulacion
Test 2 mostro bioequivalencia respecto a la Referencia. Las areas bajo la curva
fueron marcadamente menores a las esperadas segun el primer estudio de
bioequivalencia, probablemente debido a diferencias entre las distintas
poblaciones enroladas. Sin embargo, ambos estudios conservan
aproximadamente el mismo porcentaje de area bajo la curva extrapolada. Mas

aun, el cociente T/R predicho fue consistente con el observado.

Tabla 6.10 Resultados del estudio de bioequivalencia in vivo para la formulacién
Test 2

Métrica/Parametro Test 2 Referencia T/R (1IC90%)
Cmax (ng/mL) 47,8 49,4 0,97 (0,86 — 1,08)
AUCt (ng*h/mL) 644 670 0,96 (0,88 — 1,05)
AUCi (ng*h/mL) 682 707 0,96 (0,89 — 1,05)

Medias geométricas para Test 2 y Referencia. T/R (IC90%): cociente de medias

geomeétricas Test 2/Referencia y el intervalo de confianza 90%.

Discusion

El NCA de los datos observados in vivo indico que la formulacion Test de
liberacion inmediata presentdé una biodisponibilidad relativa solo un 10 %
superior a la de la formulacién Referencia de liberacién inmediata. Sin embargo,

la elevada variabilidad observada en las métricas impidié concluir la

bioequivalencia entre ambas.

El modelo NLME permitié evaluar los parametros farmacocinéticos tanto de
manera global como estratificada por formulacion. Si bien se observé una
elevada variabilidad interindividual e interocasion en los parametros de absorcién
(Tabla 6.3), no se identificaron diferencias significativas en la cinética de

absorcion entre las formulaciones. El analisis MBBE replicé el cociente de
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medias geométricas obtenido in vivo y logré una reduccion de la amplitud del
IC90. Sin embargo, dicha reduccion no fue suficiente para cumplir con los

criterios de bioequivalencia.

Estos resultados respaldan la hipotesis de que el disefio experimental no fue
optimo y favorecié la elevada variabilidad interindividual observada. En
consecuencia, el estudio de bioequivalencia fue no concluyente, aun cuando no
se detectaron diferencias relevantes in vitro ni in vivo entre las formulaciones. En
tales situaciones, suelen aplicarse estrategias que permiten ampliar los limites
de aceptacion de bioequivalencia, como el escalado de los intervalos en funcién
de la variabilidad intraindividual [17]. Este enfoque requiere disefios replicados,
en los que cada sujeto recibe al menos dos veces la formulacion de referencia,
lo que posibilita estimar su variabilidad intraindividual. Si dicha variabilidad
supera un umbral predefinido (> 30 %), los limites de aceptacion se amplian de
acuerdo con una férmula estadistica basada en la variabilidad observada para la

formulacién referencia [18].

En los ensayos in vitro, ambas formulaciones de liberacién inmediata mostraron
perfiles de rapida disoluciéon en los medios evaluados. Para un farmaco de alta
permeabilidad y rapida disolucién administrado en ayunas, el vaciado gastrico
constituye el factor limitante de la absorcion. En consecuencia, se recomendd
evaluar el desempeno relativo de ambos productos mediante un ensayo de
desintegracion en condiciones acidas. También se sugirio revisar los resultados
de dosificacion comparativa de los lotes empleados en el estudio de
bioequivalencia, ya que en el analisis basado en modelos no se identificd una
causa clara que justifique la mayor biodisponibilidad observada para la
formulacion Test. Finalmente, se propuso un disefio de muestreo 6ptimo, que
permitiera reducir esa variabilidad en un nuevo estudio de bioequivalencia. Los
resultados del nuevo estudio de bioequivalencia permitieron concluir similar
desempefio entre las formulaciones de liberacion inmediata, y una menor

variabilidad residual.

Las formulaciones iniciales de liberacion prolongada mostraron un desempefo
bioequivalente en cuanto a cantidad de farmaco absorbido; sin embargo, los
resultados obtenidos en este estudio no permitieron concluir bioequivalencia
entre ellas. Al igual que en el andlisis realizado para las formulaciones de
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liberacion inmediata, se observo una elevada variabilidad, especialmente para la
Cmax. El coeficiente de variacion residual para esta métrica superé el 30%, y el
IC90 para el cociente de medias geométricas Test/Referencia indicé una
diferencia significativa en la velocidad de absorcién del principio activo entre

ambas formulaciones.

Ante estos resultados, se busco definir condiciones de un ensayo de disolucién
in vitro que permitieran establecer una correlacién in vitro—in silico—in vivo, con
el objetivo de orientar el desarrollo de una nueva formulacion Test de liberacidn
prolongada. Una de las metodologias mas empleadas para este propésito es la
deconvolucion, la cual permite estimar el perfil de absorciéon in vivo de una
formulacion oral, a partir de sus parametros de disposicion y de los perfiles
farmacocinéticos in vivo de ésta. Al comparar este perfil con los perfiles de

disolucidn in vitro, es posible construir la correlacion buscada.

Si bien lo ideal seria contar con los parametros de disposicion tras una
administraciéon intravenosa, el farmaco presenta alta permeabilidad y rapida
disolucion desde las formulaciones de liberacion inmediata. Este escenario
permite asumir que los parametros de disposicion estimados son independientes
de los procesos de absorcién de dichas formulaciones, por lo que resultan
adecuados para estimar los parametros de absorcién de las formulaciones de
liberacidn prolongada. Uno de los requisitos fundamentales de la deconvolucién
es que tanto los parametros de disposicion como los perfiles farmacocinéticos
sean obtenidos en la misma poblacion. De no cumplirse esta condicion, los
parametros de disposicion podrian no ajustarse adecuadamente a los datos
observados. En este caso, las diferencias observadas entre los sujetos de los
distintos estudios motivaron la reestimacion de los parametros de disposicion.
Para ello, se reestimaron dichos parametros junto con los de absorcién utilizando
la formulacion de Referencia, y luego se mantuvieron fijos para estimar los
parametros de absorcion de la formulacion Test. De este modo, se logro aislar el
efecto de la absorcién de cada formulacién, evitando que las diferencias en la
disposicion influyeran en la comparacién y permitiendo una mejor diferenciacién

entre ambas.

Una vez estimados mediante deconvolucion, los perfiles de absorcion se
integraron al modelo PBBM desarrollado. Esto facilité la identificacién de las
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condiciones de disolucion in vitro que mejor reflejan los datos observados,
orientando asi el desarrollo de formulaciones bioequivalentes o con ventajas

farmacoterapéuticas.

Las condiciones seleccionadas como biorrelevantes para las formulaciones de
liberacion prolongada correspondieron a un ensayo de disolucion en dos etapas.
La primera etapa en medio acido resultd consistente tanto con las condiciones
utilizadas para la formulacién de liberacién inmediata como con el hecho de que

la disolucion ocurre principalmente en el estbmago.

La nueva formulacién de liberacion prolongada mostré un rendimiento in vitro
similar al de la formulacion Referencia bajo condiciones biorrelevantes. Ademas,
el analisis de bioequivalencia in silico predijo un cociente de medias geométricas
dentro de los limites de aceptacion establecidos para demostrar bioequivalencia.
Sin embargo, es importante sefialar que la herramienta de modelado PK-Sim®
no permite aplicar el enfoque MBBE utilizado en modelos NLME, ya que no
contempla la incorporacion de incertidumbre en la estimacion de los parametros.
El ensayo de bioequivalencia in vivo entre estas formulaciones resultd
concluyente, demostrando similar desempefio. Estos resultados fueron incluso
mas prometedores que las predicciones, debido a que el nuevo disefio de estudio

permitié reducir la variabilidad residual.

Conclusiones

El presente trabajo permitié orientar el desarrollo racional de dos formulaciones,
una de liberacion inmediata y otra de liberacion prolongada, de un farmaco
perteneciente a la clase |l del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica. Para
ello, se exploraron distintas metodologias de deconvolucién para obtener los
perfiles de absorcion a partir de datos farmacocinéticos in vivo, lo que permitié
integrar de forma efectiva los resultados experimentales en modelos predictivos.
A partir de esta informacion, se establecieron condiciones de disolucion in vitro
biorrelevantes y se lograron valiosas correlaciones in vitro — in silico — in vivo,

fundamentales para orientar el disefio y optimizacién de las formulaciones.

También, se aplicaron diversas herramientas analiticas y de modelado

orientadas a la evaluacion y prediccion de la bioequivalencia, entre las que se
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destacan el NCA, la bioequivalencia in silico mediante modelos PBBM vy la

bioequivalencia basada en modelos no lineales de efectos mixtos.

En conjunto, este enfoque integral permitid no solo interpretar de forma mas
profunda los resultados obtenidos en estudios de bioequivalencia, sino también
anticipar su comportamiento in vivo, optimizando recursos experimentales y
reduciendo la incertidumbre en la toma de decisiones durante el desarrollo
farmacéutico. Estos resultados demuestran la eficacia del uso combinado de
modelos mecanisticos, métodos estadisticos avanzados y ensayos
biofarmacéuticos para el disefio eficiente y fundamentado de medicamentos

similares.
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7. Discusion y conclusiones generales

El estudio de bioequivalencia constituye el principal control de calidad
biofarmacéutica exigido para autorizar la comercializacion de medicamentos
similares. Su finalidad es comparar la biodisponibilidad relativa frente a un
producto que, conteniendo el mismo principio activo, este definido como
referencia por la autoridad sanitaria. En el mercado farmacéutico uruguayo
predomina la comercializacion de medicamentos cuya calidad biofarmacéutica
no ha sido evaluada mediante estudios de bioequivalencia in vivo. Esta situacion
probablemente responde a multiples factores, entre ellos los altos costos
economicos asociados a estos estudios y el reducido tamafno del mercado local.
En este sentido, la industria farmacéutica nacional ha sostenido que los
medicamentos similares disponibles son seguros y eficaces, aunque dicha
afirmacion se fundamenta principalmente en la experiencia de su uso clinico, sin

que exista una evaluacion sistematica que respalde esta aseveracion.

Para garantizar la disponibilidad de medicamentos y el acceso universal a los
tratamientos, la autoridad sanitaria nacional ha optado por flexibilizar la
implementacion de la reglamentacidon de bioequivalencia, restringiéndola solo a
un numero limitado de farmacos de alto riesgo sanitario. Incluso en dos casos
particulares de ese listado, la fenitoina y el acido valproico, la biodisponibilidad
relativa entre formulaciones se ha determinado mediante ensayos de
farmacovigilancia activa en pacientes, en lugar de recurrir al estudio de
bioequivalencia estandar. Este panorama refuerza la necesidad de contar con
metodologias cientificamente sdlidas y a la vez costo-efectivas, que permitan
garantizar la seguridad y eficacia de los medicamentos sin comprometer su

accesibilidad.

A nivel mundial, la farmacometria, también conocida como farmacologia
cuantitativa, se ha consolidado como una disciplina esencial en la investigacion
farmacéutica. Sus modelos permiten comprender cuantitativamente la relacion
dosis — exposicion — respuesta clinica y realizar predicciones fundamentadas en
evidencia. Una de sus aplicaciones es la evaluacién y la prediccion de estudios
de bioequivalencia, lo que contribuye a reducir los costos éticos y econdmicos
asociados a los ensayos clinicos tradicionales. De esta forma, la farmacometria
tiene el potencial para facilitar la implementaciéon de politicas regulatorias

183



orientadas a medicamentos genéricos, entendidos como aquellos que han
demostrado bioequivalencia respecto al producto de referencia. Esto contribuiria
a garantizar la disponibilidad de medicamentos con calidad biofarmacéutica

comprobada.

Esta tesis integrd distintas herramientas farmacomeétricas con ensayos de
disolucién in vitro, datos bibliograficos y estudios de bioequivalencia, con el
objetivo de identificar posibles problemas terapéuticos asociados al uso de los
medicamentos similares comercializados en Uruguay. Se generd conocimiento
sobre los mecanismos que regulan la biodisponibilidad oral de los farmacos y se
analizaron, mediante modelizado y simulacién, los resultados de bioequivalencia
promedio de medicamentos similares administrados por via oral en diferentes
condiciones y poblaciones. Ademas, se evalud el impacto terapéutico de las
diferencias observadas, considerando la relacion entre farmacocinética y
farmacodinamia, y se exploraron metodologias para el disefio 6ptimo de
experimentos para proponer ensayos clinicos con muestreo limitado que

permitan arribar a resultados concluyentes.

Los métodos MBBE constituyen una alternativa robusta al enfoque NCA, al
permitir superar las limitaciones inherentes al disefio experimental. De este
modo, es posible caracterizar con mayor exactitud las distintas formulaciones,
logrando mayor sensibilidad para detectar diferencias entre ellas. En esta tesis,
el modelado PopPK permiti6 comparar la biodisponibilidad de una formulacién
de liberacién prolongada con la de la formulacion de referencia de liberacién
retardada, a partir de los datos de un estudio clinico. Ademas, el modelo NLME
desarrollado fue utilizado para extrapolar con fundamento el desempefio relativo
de las formulaciones en condiciones de estado estacionario, reduciendo asi la

necesidad de estudios clinicos adicionales.

Se aplicaron LSS para el disefio 6ptimo de un estudio de bioequivalencia en
pacientes en estado estacionario, asegurando la precision en la estimacion de
las métricas derivadas y la viabilidad clinica. Estos métodos, basados en la
determinacion de tiempos de muestreo 6ptimos para el calculo de las métricas
farmacocinéticas, pueden aplicarse de manera independiente o combinarse
secuencialmente, aprovechando las fortalezas de cada uno y mitigando sus
limitaciones. Los resultados obtenidos en esta tesis indican que es posible
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reducir sustancialmente el numero de muestras necesarias sin comprometer la
exactitud de las estimaciones de las métricas farmacocinéticas de interés. Mas
alla del caso particular analizado, estas estrategias resultan aplicables a otros
contextos clinicos y poblaciones, contribuyendo a mejorar la generacion de
conocimiento en estudios de bioequivalencia. En este marco, la optimizacion del
disefio experimental se consolida como un elemento clave, permitiendo
maximizar la informacién obtenida y fortalecer la solidez de las conclusiones sin

incrementar la carga experimental.

La QSP es una disciplina emergente dentro de la farmacologia, que integra
observaciones experimentales y herramientas computacionales para estudiar
como un farmaco se relaciona dentro de un sistema biolodgico. Esta disciplina
resulta especialmente valiosa para el estudio de farmacos con mecanismos de
eliminacién complejos, o que interactuan con multiples componentes enddgenos
en diversos procesos fisioldgicos. La aplicacion de modelos bajo este enfoque
permite evaluar no solo la bioequivalencia entre las formulaciones, sino también
su equivalencia terapéutica. Asimismo, la integraciéon de modelos mecanisticos
que describan la farmacocinética del farmaco y su interaccién con componentes
endoégenos facilita la exploracion de estrategias de intervencion y la identificacion
de poblaciones mas susceptibles a la aparicion de efectos adversos. En la
presente tesis, este enfoque respaldo los beneficios de la SC para prevenir los
efectos adversos inducidos por VPA, y facilité una caracterizacion mas completa
y predictiva del comportamiento de los medicamentos, con especial énfasis en

factores relacionados con la edad y el sexo.

Los modelos PBBM se han consolidado como herramientas clave para predecir
la absorcion oral de medicamentos. Ademas, permiten simular y predecir perfiles
farmacocinéticos, aun en ausencia de datos in vivo previos. Estas herramientas
se aplicaron para orientar el desarrollo de nuevas formulaciones, mostrando su
potencial para anticipar el desempefio de los medicamentos en condiciones
clinicas especificas. Este enfoque puede extenderse a la evaluacion de
medicamentos similares ya comercializados, donde la proyeccién obtenida
mediante modelado podria validarse con un estudio clinico y, posteriormente,
emplearse para analizar de manera comparativa diferentes marcas disponibles

en el mercado. Mas aun, puede aplicarse para apoyar y respaldar los cambios
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de fabricacién post-aprobacion de medicamentos comercializados. De este
modo, los modelos PBBM se posicionan como un recurso estratégico para
complementar y, en ciertos contextos, sustituir estudios de bioequivalencia

tradicionales.

La industria farmacéutica innovadora utiliza la farmacometria como herramienta
de apoyo en la toma de decisiones clave durante el desarrollo de medicamentos,
optimizando el disefio de ensayos clinicos y aprovechando al maximo la
informacion disponible. Este enfoque contribuye a reducir tanto los costos
econdmicos como las implicaciones éticas del proceso. Sin embargo, para que
su aplicacidon tenga un verdadero impacto en la region, resulta imprescindible
que las autoridades sanitarias acompafien este avance e integren
progresivamente la farmacometria en la evaluacion regulatoria. Un ejemplo
concreto de este avance lo constituye Brasil, donde ANVISA publicé
recientemente la Guia 80/2025 para la utilizacion de modelos PBBM con fines
biofarmacéuticos. Este documento, actualmente en fase de consulta publica,
establece directrices para el desarrollo, validacion y presentacion de estudios
basados en modelos en los procedimientos de registro y post-aprobacién. La
guia evidencia la adopcién formal de estos enfoques en los marcos regulatorios
regionales, lo que refuerza la posibilidad de que la farmacometria, empleada
como herramienta de proyeccion de bioequivalencia, consolide su relevancia

institucional en América Latina.

El trabajo realizado a lo largo de esta tesis demuestra que las herramientas
farmacomeétricas constituyen alternativas valiosas para impulsar el desarrollo
farmaceéutico nacional y regional. Su aplicacién contribuye a obtener tratamientos
con calidad biofarmacéutica comprobada, especialmente en mercados
farmacéuticos pequenos como el uruguayo, donde la realizaciéon de estudios de
bioequivalencia tradicionales no resulta viable. De esta manera, Ila
farmacometria se convierte en una herramienta clave para disponer de
alternativas terapéuticas seguras, efectivas y econdémicas, que garanticen la

accesibilidad a los distintos tratamientos.

Ademas, esta tesis busca impulsar la aplicacion de la farmacometria para el
analisis de los medicamentos similares actualmente comercializados, con el fin
de detectar posibles diferencias biofarmacéuticas que puedan traducirse en
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problemas de intercambiabilidad en el entorno clinico. En los casos en que los
ensayos clinicos sean un requisito indispensable, las herramientas
farmacométricas permiten disefiar estudios experimentales 6ptimos,
maximizando la informacién obtenida. El trabajo realizado en esta tesis aporta
evidencia del potencial de la farmacometria para disefiar estudios en pacientes

y poblaciones especiales, como pediatricos, oncoldgicos e inmunodeprimidos.

Las metodologias farmacométricas, si bien constituyen herramientas de gran
potencial para complementar o incluso reemplazar estudios clinicos
tradicionales, presentan también limitaciones que deben considerarse al
interpretar los resultados. La seleccion del modelo conlleva inevitablemente
cierto grado de subijetividad, por lo que resulta fundamental aplicar criterios
sistematicos y transparentes para su justificacién. De igual forma, la solidez de
los hallazgos depende en gran medida de la calidad y disponibilidad de los datos
de partida; en este sentido, el uso de multiples fuentes de informacion y la
incorporacion progresiva de nuevos datos permiten reforzar la robustez de los

modelos.

Cuando es necesario introducir supuestos, por ejemplo, ajustes en parametros
fisiolégicos o en la caracterizacion de formulaciones especificas, estos pueden
gestionarse mediante analisis de sensibilidad y validacion cruzada, lo que ayuda
a reducir la incertidumbre asociada. Asimismo, las diferencias entre poblaciones
en sus aspectos fisiolégicos, dietarios o epidemioldgicos resaltan la importancia
de validar los modelos en el contexto especifico de aplicacion, lo cual incrementa

su credibilidad y utilidad regulatoria.

Finalmente, un desafio transversal es la consolidacién de capacidades locales
en modelizado y simulacion, ya que la implementacién adecuada de modelos y
la interpretacion de sus resultados requiere investigadores con formacion

especifica y experiencia en la aplicacion de estas metodologias.

Un desafio clave hacia adelante sera continuar con la consolidacion de la
farmacometria en la regién, no solo como soporte a la toma de decisiones
regulatorias, sino también como alternativa costo-efectiva a los estudios de

bioequivalencia tradicionales, especialmente para medicamentos ya
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comercializados, con el fin de asegurar un mercado farmacéutico con calidad

biofarmacéutica comprobada.

Otro campo de aplicacion relevante sera su utilizacion como herramienta
estratégica en farmacovigilancia y en escenarios clinicos como la dosificacion de
precision informada por modelos. De igual manera, sera fundamental fomentar
estudios comparativos y validaciones en distintas poblaciones, con el fin de
fortalecer la confianza en estas metodologias y facilitar su adopcién en marcos

regulatorios.

La formacion de profesionales especializados en modelizado y simulacién sera
decisiva para garantizar una implementacion sostenida de la farmacometria, y
su extension a escenarios emergentes como formulaciones complejas y terapias

personalizadas.

La farmacometria se consolida como una disciplina innovadora y estratégica
para el desarrollo de medicamentos, capaz de garantizar terapias seguras y
efectivas, optimizando recursos y aumentando la probabilidad de éxito en
investigacion y desarrollo farmacéutico. Esta tesis demuestra que los enfoques
farmacométricos no solo complementan, sino que en determinados contextos
pueden sustituir los estudios de bioequivalencia tradicionales, proporcionando
un marco cientificamente robusto, econémicamente sostenible y socialmente
relevante. En consecuencia, la farmacometria se perfila como una herramienta
esencial para avanzar en la ciencia, mejorar la eficiencia de los procesos
regulatorios y promover la disponibilidad de medicamentos de calidad

comprobada para la sociedad.
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8. Anexos

Anexo |: Codigo del modelo no lineal de efectos mixtos desarrollado en Monolix®

[LONGITUDINAL]
input = {Tlag, ka, V1, Cl, Q, V2, Bmax, kd, F}

PK:
depot(adm=1, target = VPAd, Tlag, p=F)

EQUATION:

ddt_VPAd = -ka*VPAd

ddt_VPAc = ka*VPAd + (Q/V2)*VPAp - (Q/V1 + CI/V1)*VPAC
ddt_VPAp = (Q/V1)*VPAc - (Q/V2)*VPAp

Cc= VPAC/V1 + (VPACV1)*Bmax/(VPAC/V1 + kd)

OUTPUT:
output = {Cc}

clxxxix



Anexo Il: Cédigo del entorno de R para el analisis de bioequivalencia basada en modelos

#### librerias #H##
library(dplyr)
library(tidyverse)
library(ggplot2)

#### CC simulacion continua en dosis multiple (dm) ####

# dm = tabla de perfiles Cc vs tiempo en estado estacionario
## Cc = concentraciones

## time = tiempos

## id = sujetos simulados

## id_total = numero total de perfiles PK (id*2)

## rep = repeticiones simuladas (n = 500)

## FORM: 0 (Referencia), 1 (Test)

## AUC y PTF

AUC = function(TIME, DV) {
len = length(DV)
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sm = DV][1:(len-1)] + DV[2:len]

ht = TIME[2:len] - TIME[1:(len-1)]
auc = sum(0.5*sm*ht)

auc

}

auc = rep(0, id_total)
for (i in 1:id_total)
{
test.i = subset(dm, id_total==i)
aucli] = AUC(DV=test.i$Cc, TIME=test.i$time)
}
dm = dm %>% group_by(id_total) %>% mutate(Cmax =max(Cc), Cmin=min(Cc))
nca_data = dm %>% filter(time ==228)
nca_data$AUC = auc
nca_data$PTF = 100*(nca_data$Cmax-nca_data$Cmin)*12/nca_data$AUC

#HH# analisis

nca_T = nca_data %>% filter(FORM == 1) %>% summarise(ID =ID, rep = rep, logCmax_1 = log(Cmax), logAUC_1= log(AUC),
logPTF_1 =1log(PTF)) %>% select(-id_total)
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nca_R = nca_data %>% filter(FORM == 0) %>% summarise(ID =ID, rep = rep, logCmax_0 = log(Cmax), logAUC_0= log(AUC),
logPTF_0 = log(PTF)) %>% select(-id_total)

nca_TR = full_join(nca_R, nca_T)

#H## ic 90

nca_TR _promedio = nca_TR %>% group_by(rep) %>% summarise(mAUC_TR = exp(mean(logAUC_1))/exp(mean(logAUC_0)),
mPTF_TR = exp(mean(logPTF_1))exp(mean(logPTF_0)), mCmax TR = exp(mean(logCmax_1))exp(mean(logCmax_0)),

mCmax_T = exp(mean(logCmax_1)), mCmax_R = exp(mean(logCmax_0)), mAUC_T = exp(mean(logAUC 1)), mAUC _
exp(mean(logAUC_0)), mPTF_T = exp(mean(logPTF_1)), mPTF_R = exp(mean(logPTF_0)))

mbbe = nca_TR_promedio %>% summarise(AUC50_TR = quantile(mAUC_TR, p=0.50), Cmax50_TR = quantile(mCmax_TR,
p=0.50), PTF50_TR = quantile(mPTF_TR, p=0.50), AUC05_TR = quantile(mAUC_TR, p=0.05), Cmax05_TR = quantile(mCmax_TR,
p=0.05), PTFO5_TR = quantile(mPTF_TR, p=0.05), AUC95_ TR = quantile(mAUC_TR, p=0.95), Cmax95_ TR = quantile(mCmax_TR,
p=0.95), PTF95_ TR = quantile(mPTF_TR, p=0.95))

t 14=1.771

s_AUC95 = ((mbbe$SAUC95_TR-mbbe$AUCS50_TR)*(mbbe$AUCI5_TR-mbbe$SAUC50_TR))*(id/2)/t_14
cv_AUC95 = 100*sqrt(exp(s_AUC95)-1)

s_AUCO05 = ((mbbe$AUCO05_TR-mbbe$AUC50_TR)*(mbbe$AUCO5_TR-mbbe$SAUCS50_TR))*(id/2)/t_14
cv_AUCO05 = 100*sqrt(exp(s_AUC05)-1)

cv_AUC = mean(cv_AUCO05, cv_AUC95)
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s_PTF95 = ((mbbe$PTF95_TR-mbbe$PTF50_TR)*(mbbe$PTF95_TR-mbbe$PTF50_TR))*(id/2)/t_14
cv_PTF95 = 100*sqgrt(exp(s_PTF95)-1)
s_PTF05 = ((mbbe$PTF05_TR-mbbe$PTF50_TR)*(mbbe$PTF05_TR-mbbe$SPTF50_TR))*(id/2)/t_14
cv_PTFO05 = 100*sqgrt(exp(s_PTF05)-1)
cv_PTF = mean(cv_PTF05, cv_PTF95)

s_Cmax95 = ((mbbe$Cmax95 TR-mbbe$Cmax50 TR)*(mbbe$Cmax95 TR-mbbe$Cmax50 TR))*(id/2)/t_14
cv_Cmax95 = 100*sqrt(exp(s_Cmax95)-1)
s_Cmax05 = ((mbbe$Cmax05_TR-mbbe$Cmax50_TR)*(mbbe$Cmax05 TR-mbbe$Cmax50_ TR))*(id/2)/t_14
cv_Cmax05 = 100*sqrt(exp(s_Cmax05)-1)

cv_Cmax = mean(cv_Cmax05, cv_Cmax95)

mbbe = nca_TR_promedio %>% summarise(AUC50_TR = quantile(mAUC_TR, p=0.50), Cmax50_TR = quantile(mCmax_TR,
p=0.50), PTF50_TR = quantile(mPTF_TR, p=0.50), AUC05_TR = quantile(mAUC_TR, p=0.05), Cmax05_TR = quantile(mCmax_TR,
p=0.05), PTFO5_TR = quantile(mPTF_TR, p=0.05), AUC95_ TR = quantile(mAUC_TR, p=0.95), Cmax95_ TR = quantile(mCmax_TR,
p=0.95), PTF95_TR = quantile(mPTF_TR, p=0.95), AUC_R = median(mAUC_R), AUC_T = median(mAUC_T), CV_AUC = cv_AUC,
PTF_R = median(mPTF_R), PTF_T = median(mPTF_T), CV_PTF = cv_PTF, Cmax R = median(mCmax_R), Cmax_ T =
median(mCmax_T), CV_Cmax = cv_Cmax)
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Anexo |ll: Ecuaciones finales de las regresiones lineales multiples

Métrica Ecuacién

1 Referencia AUCs, (%xh) AUCgp = 102 4 3.96xC5 + 6.88xCo5 + 32.6xC53,
2 Test AUCsp (%xh) AUCgp = 105 + 4.12xC5 + 8.92xC1o5 + 31.1xC56,
3 Referencia Cmaxsp (=7) Cmaxgp = 18.1 + 0.759xC,

4 Test Cmaxsy (%2) Cmaxsp = 5.24 + 0.626xC; o + 0.642xCy

5 Referencia AUCss (%xh) AUCgs = 129 + 4.37xCo o + 2.68xCy 5 + 3.90xCy1 o
6 Test AUCgs (mfixh) AUCgs = 73.2 + 3.51xCo + 2.98xC, + 4.40xCg
7 Referencia Cmaxgs (“2) Cmaxss = 22.6 + 0.400xC, o + 0.412xC; 5

8 Test Cmaxgs (%) Cmaxgg = 10.5 + 0.396xC, o + 0.458xCg

9 Referencia Cmings () Cmings = 1.17 + 0.470xCo o + 0.465xCy1 ¢

10 Cmingg = 1.15 + 0.472xCy + 0.435xCq

Test Cmings (=7)

Abreviaciones: AUC: area bajo la curva de concentraciones en funcién del tiempo; Cmax:
concentracion maxima, Cmin: concentracion minima; SD: dosis tnica (single dose); SS:

estado estacionario (steady state).
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Anexo IV: Ecuaciones diferenciales ordinarias del modelo QSP

1. W = —k, * [VPAdepot]

2. % = —Kq_carnitine * [CAR gepot

3. W a * [VPAgepor| + ( ) * [VPAperipn] — ( Ve (f VPAsen T JVPAGucuroniae T TVPAwpygqion T FVPAR,asion *
[CAR cencranl) * VC) VPAcentral

4 dVPApgnph ( l?c) « [VP A oneral] — (V%) * [VPAperipn)

5. M (f VPA den * ) * [VPAcentrall — (a4_e"_VPA9’imi"““”" v " Vp) AEN censrat] + (V%) " (46N e

6. d4EN,,m,,h ( ) [4EN copirar] — (v_,,) % [4EN periph]

7. % = Kagrmitine * [CARdepot] + RO arnitine — (klzcarnitine + K10 grnieime * [S1+ @yp AB pridation WPAcentrall * CI;) "
[CARcentratl + K1 qpniuine * [CARperipn] + zen * [VPACAR]

8. —dCAI;T”'”h = K12, grmieine * [CARcentrall = K21qrmieine * [CARperipn)

9. dVP:tCAR = Qvpag o K [VPAcentrail * [CAR centrat] * % - (kZ—en—VPA t Keypacar * [S]) * [VPACAR]
dZEN = Ky_en_vpa * [VPACAR] — kez—en—VPA *[2EN]

11.% = ki * (14 %) Kout, * [S]

12, dAm;r;onla = ROgmmonia = | Kammoniagpuamate * @Acetyl—CoAgmmonia * [ACELYICOA] + Kammoniay,, * (aAcetyl—COAammonia *

[AcetleoA] - a4—en—VPAamm,m,-a * [4ENcentral]) ) * [Ammonia]

dFattyAcids 1
13— = ROFsttyAcids - kel-‘attyAcids * [FattyAcids]  [CAR cenerail

da dtzc A
cet 0.
14, 2Acetyieor

15.

= kAcetleoA * [CAR centrall — keAcetyl(;oA * [AcetylCoA]

dt
dVPAGLU __ CL
- fVPA_glucuronide * V_c * [VPAcentral] - kegolucur,mide * [VPAGLU]
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dGlutamate
16.——

dt
dUrea

dt

= kammonia_glutamate * aAcetyl—CoAammoma * [ACEtleOA] * [Ammonia] — k * [Glutamate]

€glutamate

17. = kammonia_urea * (aAcetyl—CoAammonia * [AcetleOA] — Q4—en-VPAummonia ¥ [4'ENcentral]) * [Ammonia] - keurea * [Urea]

Initial conditions
CARcentral_to = 2500 pmol
CARperiph_to = 3650 pmol
Ammoniat = 1470 pmol
Ureat = 210000 pmol
Glutamatet = 1 ymol
AcetylCoAtw = 1 pmol
FattyAcidsto = 1 pmol
Sto =1 pmol

VPAcentral_to = 0 umol
VPAperiph to = 0 ymol
4ENcentral to = 0 ymol
4ENperiph_to = 0 pmol
2ENt = 0 pmol
VPAGLUtw0 = 0 ymol
VPA-CARo = 0 pmol
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Anexo V: Ecuaciones de las distintas vias de eliminacion de acido valproico

Ecuaciones de las distintas vias de eliminacion de acido valproico resultantes de la incorporacion de la Ec. 5.2.

fl/ PA
X sen v [C it ]> X CL
’V A + ’V + ay arnitina
PAsen PAwridacion PAﬁoxidg_gi(,n central

CLVPA4en = <fVPA4en + (1 - FAUGTZB7) X fVPAglucuro’nido

CLVPAglucurénido = FAUGTZB7 x fVPAglucurénido X CL

avpa
Boxidacién
+ +
JvPAsen fVPAwoxidacién

x[Carnitinacentrail
— X CL
x[Carnitinacentrail

CLypa grniting = <aVPAﬁoxi dacion [Carnitinacentrai]l + (1 — FAygragr) X frpagneureniao % avrag
oxiaacion

f VPA

Woxidacion

CL = +(1—- FA X X X CL
VPAwoxidacién fVPAwoxidacién ( UGT2B7) fVPAglucuronLdo fVPA4en + fVPA X [Carnitinacentml]

+ a
@oxidacién VPAB, vidacion

Abreviaciones: CLyp,,. . aclaramiento de acido valproico que lleva a la formacion de acido 4-en valproico; FAygrog7- fraccion de
actividad de la enzima UGT2B7; fi,p,, .. fraccion de acido valproico que se convierte en acido 4-en valproico; fyp4 . fraccion
en glucuroéonido

de acido valproico que se convierte en valproil-glucurénido; fVPA“’oxidacién: fraccidn de acido valproico que se somete a w-oxidacion;
AVPA By rigacion- (TACCION de &cido valproico que se somete a B-oxidacion dependiente de los valores de carnitina; [Carnitinacensrail:
cantidad de carnitina en el compartimento central; CL: aclaramiento de acido valproico; CLVPAglucurénido: aclaramiento de acido
valproico que lleva a la formacion de valproil-glucuronido; CLyp,, .. ... : aclaramiento de acido valproico que lleva a la formacion de
valproil-carnitina; CLyp,4 : aclaramiento de acido valproico que lleva a w-oxidacion; VPA: acido valproico.

Woxidaciéon
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Anexo VI

Perfiles farmacocinéticos y diagramas

de caja para

las

concentraciones de los componentes de la red

60
50
40
30

Concentration (uM)

50
45
40

VPA total VPA libre
Valproil-Glucuronido Valproil-Carnitina 2-ene-VPA
2000 601
1500 404
1000 j
500 20
0 0
Carnitina Acidos Grasos AcetilCoA
1.4
\\\'M 1.3 0.91
x___ 12 0.8
11
0.7-
Amonio Glutamato Urea
51501
1.05 51001
1.04 gggg
1.03 2950
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Time (h)
— Infantes — Nifios — Mujeres — Hombres

Figura S1. Perfiles farmacocinéticos para los distintos componentes de la red, bajo
tratamiento créonico con 15 mg/kg de acido valproico diarios, para los cuatro grupos

evaluados.
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Figura S2. Grafico de cajas para las concentraciones a predosis de amonio para
diferentes combinaciones de dosis de acido valproico y L-carnitina
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Figura S3. Grafico de cajas para las concentraciones a predosis de acido valproico libre
para diferentes combinaciones de dosis de acido valproico y L-carnitina
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Figura S4. Grafico de cajas para el cambio relativo en los niveles de acidos grasos a
predosis para diferentes combinaciones de dosis de acido valproico y L-carnitina
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Figura S5. Grafico de cajas para las concentraciones a predosis de acido 4-en valproico
libre para diferentes combinaciones de dosis de acido valproico y L-carnitina
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