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Introduccion

1.1. DOXORUBICINA

1.1.1. Caracteristicas generales

1.1.1.1. Propiedades generales

Doxorubicina (DOX) es un antibidtico antineoplasico del grupo de las
antraciclinas incluido en el arsenal terapéutico oncoldgico desde la década de los
afios 60. Este farmaco, de férmula empirica C,7; Hog NO1; y peso molecular 543,52
g/mol, presenta una estructura tetraciclica unida por un enlace glucosidico al
azucar daunosamina (Figura I-1). La DOX, junto con la daunorubicina (DAU),
representan las antraciclinas de primera generacion y muestran un amplio espectro
de actividad frente a tumores sdlidos y neoplasias hematoldgicas, constituyendo
una pieza clave en gran numero de protocolos clinicos del tratamiento del cancer.

Daunorubicina Doxorubicina

Figura I-1. Estructura quimica de daunorubicina y doxorubicina.

1.1.1.2. Técnicas analiticas

La caracterizacion de los perfiles de concentracion plasmatica de DOX y su
principal metabolito, el doxorubicinol (DOXol), precisa de técnicas analiticas
adecuadas para la determinacién y cuantificaciéon de dichos analitos en los rangos
de concentracidén esperados tras la administracion de dosis terapéuticas.

Las técnicas cromatograficas han evolucionado desde las mas clasicas, que
utilizan equipos de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, High Performance
Liquid Chromatography) hasta las actuales UFLC, UHFLC o UPLC® (Ultra Fast/High
Performance Liquid Chromatography), en las que las columnas emplean particulas
de didmetro interno inferior a 2 ym, mejorando la resolucién e incrementando la
sensibilidad respecto a las convencionales de HPLC (1). Existen descritas en la
literatura numerosas técnicas cromatograficas capaces de cuantificar DOX (2-5), y
en ocasiones también su principal metabolito activo, DOXol (6-12). Maudens y cols.
(13) han publicado una revision exhaustiva de la bibliografia de los diferentes
métodos cromatograficos disponibles desde los afios 90 para la determinacion y
cuantificacion de antraciclinas, principalmente DOX, en fluidos bioldgicos que
incluye un numero superior a 40 técnicas; en ella se presenta informacion
pormenorizada de estas técnicas, de los diferentes tratamientos de muestras
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(desproteinizacion, extraccidn en fase sélida, extraccion liquido-liquido), detectores
(fluorescencia, espectrometria de masas, UV, etc.) y fases moviles utilizados,
tiempos de analisis, etc.

La mayoria de los métodos requieren detectores costosos y dificilmente
asequibles (MS/MS), largos tiempos de analisis o complicados y caros
acondicionamientos de las muestras. Todo ello dificulta su aplicacién en la practica
clinica hospitalaria en la cual puede ser muy Uutil la caracterizacion de estos
farmacos para su control terapéutico.

1.1.2. Propiedades farmacolégicas

1.1.2.1. Mecanismo de accién

La configuracion espacial de DOX favorece la intercalacion entre los pares de
bases del acido desoxirribonucleico (ADN) alterando su estructura y estabilizando el
complejo ADN-topoisomerasa II, originando la fragmentacion del ADN, el bloqueo
de la sintesis de nuevo material genético y su reparacion. Esta inserciéon provoca
alteraciones en los cromosomas que desencadenan efectos mutagénicos vy
teratogénicos. Otros mecanismos de accion implicados son la formacién de
radicales libres hidroxilos, que determinan la fragmentacién del ADN, el efecto
alquilante y la peroxidacion de lipidos celulares (toxicidad cardiaca); asi mismo
también parece responsable de la uniéon a proteinas de la membrana celular
originando sobrerregulacién del receptor del factor epidérmico de crecimiento e
inhibicion de la transferrina (14-16).

1.1.2.2. Aplicaciones terapéuticas

Las indicaciones terapéuticas aprobadas en Espafia para DOX en
combinacién con otros farmacos son: sarcomas de los tejidos blandos vy
osteogénicos, enfermedad de Hodgkin y linfomas no Hodgkin (LNH), leucemia
linfoblastica aguda, leucemia mieloblastica aguda, carcinoma del tiroides, mama,
ovario, vejiga, microcitico de pulmén, tumor de Wilms, sarcoma de Edwing y
neuroblastoma. No obstante, este farmaco también es utilizado en otras
indicaciones que incluyen: cancer de endometrio, pancreas, hepatico, prostata,
tiroides, Utero, sarcoma de Kaposi, leucemia linfocitica crdnica, linfoma del manto o
mieloma multiple (16-19).

1.1.2.3. Dosificacion y vias de administracion

La posologia de DOX depende del tipo de tumor, de la funcién hepatica y de
la quimioterapia asociada. Las dosis recomendadas en monoterapia corresponden a
60-75 mg/m? en inyeccién intravenosa (iv) cada tres semanas, 20 mg/m?
semanalmente o durante tres dias consecutivos cada tres semanas. La eficacia es
equiparable en dichos esquemas aunque la pauta semanal estd asociada con una
menor toxicidad cardiaca. Las pautas posologicas empleadas en combinacién con
otros farmacos (R-CHOP, ABVD, FAC, AC y CAV) oscilan entre los 40 y los 60
mg/m? cada tres o cuatro semanas en perfusién continua de 30 a 60 minutos
(16,19).



Introduccion

La DOX precisa un ajuste posoldgico en grupos o condiciones determinadas:

« Insuficiencia hepatica: reduccion de la dosis a la mitad o a un cuarto en
pacientes con valores de bilirrubina (BLR) entre 12-30 mg o superiores a 30
mg, respectivamente.

* Pacientes con riesgo cardiaco: control permanente de la funcion cardiaca
mediante la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) e infusion
continua de 24 horas en pacientes con riesgo cardiaco.

* Nifios: reduccién de dosis y control de mielosupresion.

La via de administracion mas habitual es la iv tipo bolus y la perfusion
continua o intermitente siendo menos habitual las vias intravesical y peritoneal. Las
vias subcutanea, intramuscular o intratecal no son adecuadas por la necrosis tisular
producida por extravasacion. La administracion oral no se utiliza debido a su baja
biodisponibilidad (5 %) (20).

1.1.2.4. Toxicidad y efectos adversos

La actividad clinica de DOX estd limitada por sus importantes efectos
adversos dosis-dependiente, siendo la mielosupresion y la cardiotoxicidad crénica
los mas graves y relevantes (17). A continuacion se detallan los principales efectos

adversos producidos por este farmaco:

1.1.2.4.a. Toxicidad Hematoldgica

La mielosupresidon producida por DOX es el efecto adverso mas prevalente y
que ha demostrado ser dosis-dependiente. Se caracteriza por leucopenia, anemia y
trombocitopenia pasajeras que alcanzan el nadir a los 10-14 dias del inicio del
tratamiento pudiendo prolongarse hasta los 21-28 dias. La mielosupresién intensa
puede originar hemorragias, sepsis e infecciones lo que constituye un indicador
para reducir o suspender el tratamiento con DOX.

1.1.2.4.b. Toxicidad cardiaca

La DOX es una sustancia cardiotoxica dosis-dependiente que puede
ocasionar taquicardia, alteraciones del electrocardiograma (ECG) o insuficiencia
cardiaca, de forma aguda, subaguda o crdénica que no siempre responde al
tratamiento con digitdlicos. Este efecto adverso es una de las principales
limitaciones del tratamiento con este antineoplasico pudiendo llegar a ser letal
debido al desarrollo de una miocardiopatia congestiva irreversible.

El riesgo de cardiopatia congestiva aumenta con dosis acumulativas totales
de 450-550 mg/m?. Se distinguen entre los factores de riesgo de cardiotoxicidad:

e El tratamiento previo con DOX u otras antraciclinas.

* La velocidad de la infusidn (evitar infusiones rapidas).

¢ La edad del paciente (menor de 15 afios o0 mayor de 70 afos).

* El sexo (mayor sensibilidad en las mujeres).

¢ El tratamiento concomitante con ciclofosfamida, mitomicina C o dacarbazina
y en pacientes que han recibido radioterapia de la zona mediastinica.
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* Factores genéticos (trisomia del par 21).

* Factores étnicos (raza negra).

* Enfermedad cardiovascular previa o congénita.

» Coadministracion con paclitaxel o docetaxel, por incrementar la formacion
de DOXol, el cual parece estar implicado en la cardiotoxicidad crénica (18).

La cardiotoxicidad precisa de la monitorizacion de la funcion cardiaca,
mediante la medicidon de la FEVI, antes, durante y tras la administraciéon de DOX.
Adicionalmente y como se ha expuesto previamente, los pacientes con valores
alterados de BLR requieren el ajuste posoldgico de esta antraciclina (21,22).

Se han desarrollado distintas formulaciones de DOX para minimizar la
cardiotoxicidad observandose que algunas de ellas, ademas incrementan la
potencia antitumoral (23,24). También se han propuesto algunas estrategias para
reducir la toxicidad cardiaca progresiva de inicio precoz originada por DOX. Asi,
para minimizar un efecto lesivo sobre el miocardio, se utilizan formulaciones menos
cardiotoxicas (antraciclinas liposomales, nanoparticulas cargadas con DOX) (25-
27), diferentes esquemas de dosificacion (infusiones de larga duracion,
administracion semanal) (28-32), agentes cardioprotectores (dexrazoxano,
glutation, cisteina, etc.) (18,29,33-35) o el uso de antagonistas del calcio junto con
vitamina D y E (36). En el caso de las formulaciones liposomales, la dosis media
acumulativa es un 40 % superior a las convencionales, las cuales disminuyen los
efectos adversos tradicionales de la DOX. En contraposicién, originan un amuento
de la mucositis y, en las pegiladas, un drastico incremento de la eritrodisestesia
palmo-plantar (sindrome mano-pie) (18).

La adaptacion de la dosis de DOX en cada paciente utilizando criterios
farmacocinéticos (PK, Pharmacokinetic), junto a los clinicos, seria otra estrategia de
gran interés para contribuir a una mayor eficacia del tratamiento disminuyendo el
riesgo de padecer una cardiopatia congestiva.

1.1.2.4.c. Toxicidad gastrointestinal

Las nauseas y los vomitos se producen generalmente en las primeras 24
horas tras la administracion de DOX. Su incidencia disminuye con la administracion
de dosis bajas semanales o infusiones continuas con respecto a la administracion
en bolus intermitente. Estos efectos indeseados suelen responder
satisfactoriamente a la administracion de antieméticos de tipo benzamidico o
antagonistas de los receptores 5-HT5 de la serotonina.

La diarrea y la mucositis (estomatitis y esofagitis) se manifiestan entre los 5
y 10 dias posteriores a la administracion y esta Gltima parece ser mas frecuente en

infusion continua.

1.1.2.4.d. Toxicidad dermatoldgica

La alopecia, al igual que nauseas y vomitos, son menos frecuentes con
infusion continua o dosis bajas semanales y es un efecto adverso frecuente que
aparece a las tres semanas tras el inicio del tratamiento. La ruborizacion,
hiperpigmentacion del lecho ungueal (mds frecuentes en nifios), eritema con
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vesiculas, descamaciéon y dolor en zonas de la piel previamente expuestas a
radiaciones (reacciones de “rellamada” a la radioterapia) son otros efectos
indeseados menos frecuentes.

La DOX es muy irritante y su extravasacion en el lugar de administracion
puede provocar dolor local, irritacion, inflamacién, tromboflebitis o incluso

ulceracion y necrosis graves de la piel.

1.1.2.4.e. Toxicidad renal

La hiperuricemia (durante el periodo de lisis celular) hace recomendable la
ingestion abundante de liquido pudiendo ser necesario la administracion de un
inhibidor de la xantina-oxidasa (alopurinol). La orina puede tener una coloracion
rojiza los dos dias posteriores al tratamiento sin significacion clinica.

1.1.2.5. Interacciones farmacoldgicas

La coadministraciéon de DOX junto con otros farmacos puede originar
interacciones tanto a nivel PK como farmacodinamico (PD, Pharmacodynamic) que
causan alteraciones en la respuesta y seguridad del tratamiento farmacoterapéutico
con esta antraciclina. Asi mismo, DOX puede condicionar los procesos cinéticos vy
dinamicos de otros farmacos cuando la administracion de los mismos no es
espaciada en el tiempo. A continuacion se detallan las principales interacciones que
otros agentes originan sobre la eficacia y toxicidad de DOX (16,19):

*  Verapamilo: la administracion conjunta aumenta, en ocasiones, los niveles
plasmaticos, la semivida de eliminacion de la fase terminal (ti) y el
volumen aparente de distribucion (Vd) de DOX.

* Ciclofosfamida: puede aumentar el riesgo de cistitis hemorragicas y la
toxicidad cardiaca inducidas por el tratamiento previo con este farmaco.

* Metotrexato: conocido farmaco hepatotdxico, que incrementa la toxicidad de
DOX como consecuencia de reducir su metabolismo hepatico, via
predominante en la eliminacion de DOX.

* Ciclosporina: la administracion concomitante de este principio activo en
dosis elevadas incrementa los niveles séricos de ambos farmacos
acentuando la mielotoxicidad y la cardiotoxicidad de DOX. Ademas actua
como modificador de la resistencia a DOX (mieloma mdultiple). Rushing y
cols. (37) sugieren su interaccion con la P-glicoproteina (P-gp) originando
una reduccién del aclaramiento de DOX (CLpox) Y del metabolismo del DOXol
lo que parece estar relacionado con el aumento de la toxicidad cardiaca.

» Inhibidores o inductores del citocromo P-450: farmacos inhibidores como la
cimetidina y la ranitidina, e inductores como la rifampicina y los barbitlricos
pueden alterar el metabolismo de DOX. No obstante la implicacion de este
citocromo en el metabolismo de DOX es minoritaria.

e Paclitaxel: reduce el Clpox cuando se administra previamente a Ia
antraciclina. En algunos estudios en cancer de mama, se observd un
aumento en la incidencia de la mucositis y la neutropenia ante este tipo de
secuencia de administracion (paclitaxel-DOX) (38,39).
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La toxicidad causada por DOX puede verse incrementada, de manera menos
frecuente, por la administracion concomitante de vacunas vivas (inmunosupresion),
estreptomicina (inhibe metabolismo de la DOX), trastuzumab (toxicidad cardiaca),
cisplatino (dolor precordial, disnea, alteraciones ECG), zidovudina (aumento
toxicidad hematoldgica), progesterona (mielotoxicidad) y mercaptopurina (toxicidad
hepatica). Agentes citotdxicos como mitramicina, ifosfamida, dacarbazina,
dactinomicina pueden aumentar la toxicidad cardiaca.

La DOX puede disminuir la absorcién de las quinolonas y la potencia

anticoagulante de la warfarina. En contraposicion, puede potenciar el efecto de los
tratamientos con interferén o tamoxifeno (16).

1.1.3. Propiedades farmacocinéticas

1.1.3.1. Distribucién

En el margen de dosis habitualmente utilizado, este antineoplasico presenta
un comportamiento cinético lineal. Debido a su compleja distribucién, la evolucion
de sus concentraciones plasmaticas se ha descrito en la literatura tanto de acuerdo
a un modelo bicompartimental (40-45) como a un tricompartimental (22,43,46-54)
cuyos parametros PK se recogen en la tabla I-1.

Tabla I-1. Parametros farmacocinéticos de doxorrubicina en poblacion adulta.

CL Q: Qs Vi vz Vs tio, tijap tizy
Estructura modelo  (L/h) (L/h) (L/h) (L) (L) (L) (min) (h) (h)

Bicompartimental 48-62 60-112 NA 12-26 421-1130 NA 10-66 13-30 NA
Tricompartimental ~ 54-62 56-86 22-36 18-22 1830-2360 72-106 5-12 1-3 19-30

CL: alaramiento plasmatico; Q,: aclaramiento intercompartimental del compartimento n; V,: volumen de distribucion del compartimento n;
tl/z,,,- semivida de distribucién/eliminacion de la fase n; NA: no aplica.

Estos modelos son compatibles con una amplia y variable distribucidén a
tejidos periféricos que da lugar a un volumen aparente de distribucién en el estado
de equilibrio (Vss) entre 800 L/m? y 3500 L/m?(47). DOX es capaz de atravesar la
placenta, pero no la barrera hematoencefdlica. El volumen de distribucién en el
compartimento central (V.) es del orden de 20 L con una variabilidad interindividual
del 20 % (54,55). Este antineopldsico se une a proteinas plasmaticas,
fundamentalmente a la albdmina, en un 50 % a 85 % (19,22,43,50,55,56).

El transportador SLC22A16 es el encargado de la internalizacion de DOX en
la célula siendo el sistema de multirresistencia a los farmacos (MDR, Multi Drug
Resistance), entre los que se incluye la P-gp, el responsable del transporte del
farmaco al exterior de la misma (56).

La formulacion de un farmaco en nanoparticulas puede modificar
completamente su distribucidon con respecto a las convencionales. La PK y actuacion
biolégica de estos sistemas depende tanto de sus caracteristicas fisicoquimicas
(forma, tamafio, caracteristicas superficiales, etc.), como de los factores bioldgicos
(bioquimicos, anatdémicos, etc.) (57). Sistemas de liberacién controlada como las
nanoparticulas o micelas poliméricas han sido empleados para la DOX con el
objetivo de dirigir el farmaco selectivamente a los tejidos tumorales (vectorizacion)
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o proteger el orgarnismo de sus efectos lesivos, por lo cual estas tecnologias
terapéuticas estan actualmente en investigacion tanto en fases preclinicas como
clinicas (58,59).

Los liposomas son los sistemas de nanoparticulas mas utilizados en el
arsenal terapéutico, siendo el Doxil® el primer farmaco liposomal aprobado por la
FDA en 1995 (60). Estos sistemas proporcionan una barrera protectora que
favorece una reduccidon del aclaramiento (CL) y del Vd con el consecuente aumento
de la ti, del farmaco (58,61). Ademads, este recubrimiento lipidico favorece la
acumulacién del farmaco en tejidos con la permeabilidad capilar incrementada
como son los tumorales y la reduccién de los mecanismos de resistencia (58,61).
Existen multitud de sistemas liposomales que incorporan DOX en su interior,
aunque solo estdn comercializados Myocet™, Caelix® y Doxil®. A diferencia del
Myocet™, Caelix® y Doxil® son liposomas pegilados, los cuales al tener un menor
tamafio de particula, ocasionan un aumento de la acumulaciéon del farmaco en los
tejidos tumorales. Asi se encuentran concentraciones hasta 20 veces superiores en
las células cancerigenas a las observadas en las no tumorales (58).

Los liposomas, ademas de prolongar el tiempo de semivida en el organismo,
han demostrado favorecer el paso a través de la barrera hematoencefalica siendo
una alternativa en el tratamiento de cancer de mama metastasico intracraneal y en
cancer cerebral (62).

Infusiones prolongadas ocasionan Vd en el estado de equilibrio y captacién
del farmaco por parte de los tejidos, incluyendo los tumorales, superiores sobre las
convencionales (22).

1.1.3.2. Eliminacién

Este antineoplasico se metaboliza fundamentalmente en el higado por una
aldoceto-reductasa dependiente de NADPH, presente en todas las células, pero
particularmente en los gldbulos rojos, hepatocitos y las células del rinéon (20). La
DOX se metaboliza mayoritariamente a sus agliconas liposolubles, su semiquinona
y a su alcohol secundario, DOXol (figura I-2).

Doxorubicinol

Figura I-2. Estructura quimica de doxorubicinol
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El DOXol es el principal metabolito, el cual presenta en torno al 10 % de
actividad respecto a DOX (47) y parece contribuir de forma importante a la
cardiotoxicidad (63-65) mediante alteraciones de la homeostasis del Ca en el
miocardio.

La figura I-3 muestra un esquema del transporte de DOX al interior y
exterior de la célula, asi como sus principales rutas metabdlicas y las enzimas
implicadas (56).
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Figura I-3. Rutas metabdlicas y de transporte de doxorubicina.

AKR: aldoketoreductasa, CAT: catalasa, CBR: carbonil reductasa, DOX: doxorubicina, DOX deoxyaglycone: doxorubicina deoxiaglicona,
DOX hydroxaglycone: doxorubicina hidroxiaglicona, DOXol: doxorubicinol, DOXol hydroxaglycone: doxorubicinol hidroxiaglicona, DOX
semiquinine: doxorubicina semiquinona, GPX1: glutation peroxidasa, NDUFS: enzima NADH deshidrogenada del reticulo sarcoplasmico y
mitocondria, NOQ: enzima NADH deshidrogenada citosélica, NOS: 6xido nitrico sintetasa, ROS: radicales libres, SOD1: peroxido dismutasa,
XDH: xantina oxidasa.

PharmGKB [Base de datos en Internet]. Doxorubicin Pathway, Pharmacokinetics. [citado 11 Nov 2015]. Disponible en:
https://www.pharmgkb.org/pathway/PA165292177. Reproducido (adaptado) con el permiso de PharmGKB. Copyright PharmGKB® vy
Stantford University. (2010).

Lal y cols. (66) demostraron la disminucion del CL y el aumento del grado de
exposicion al farmaco en aquellos pacientes con el genotipo CBR1 D2 diploide en
comparacién con los que presentan el CBR1 D1 diploide. También han sido
evidenciadas alteraciones significativas en el grado de exposicion a la DOX en
funcion del genotipo del ABCB1 y ABCB2 (67), hecho que reafirma las interacciones
PK descritas para farmacos inhibidores de la P-gp (37,47,68,69).

Tras la administracion iv de DOX se observa un perfil de la evolucion del
farmaco en sangre con una fase descendente de rapida disposicion, con una tyq
entre 5 y 10 min, y una fase terminal de eliminacidon caracterizada por una
semivida de eliminacion (ti/2) en torno a las 20-30 horas (43,70).

10
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El ClLpox es del orden de 60 L/h (40,41,43,47,48,71) pudiendo estar
modificado en ancianos, nifios (49,51), embarazo (72), dosis superiores a 50
mg/m? (68), obesos (68), mujeres (68,73), coadministracién de inhibidores de la P-
gp (47,69) o el tipo de cancer (46,73). En cuanto a la eliminacién del DOXol puede
estar condicionada por la edad y la composicidén corporal (51). DOX presenta un
aclaramiento renal bajo (12 % de la dosis total se recoge de forma inalterada en
orina en los seis dias posteriores al tratamiento) y un aclaramiento hepatico alto
gue contribuye mas del 50 % a su eliminacion. En torno al 50 % y el 23 % de la
dosis se elimina por la bilis en forma de DOX y DOXaol, respectivamente y alrededor
del 10-20 % aparece en heces en 24 horas, porcentaje que 7se incrementa al 40-
50 % transcurridas 150 horas (47,50).

1.1.4. Farmacocinética poblacional de doxorubicina

El comportamiento cinético de DOX en diferentes poblaciones ha sido objeto
de estudio por su interés para un adecuado ajuste posoldgico, la potencial
diferenciacion de distintas subpoblaciones, el estudio de interacciones con otros
farmacos, el conocimiento de las causas de la variabilidad en la eficacia y
seguridad, etc. Ademas, el principal metabolito de este farmaco, el DOXol, ha sido
ocasionalmente incluido en los modelos PK poblacionales por su posible implicacion
en la toxicidad cardiaca de este antineoplasico.

Como se ha mencionado previamente, el perfil cinético de DOX en sangre ha
sido descrito siguiendo un modelo compuesto por dos (40-45) o tres (22,43,46-54)
compartimentos dependiendo de la duracion de la infusidon, el nimero y los tiempos
de las muestras extraidas en cada paciente.

La homogeneidad de Ila poblacidon seleccionada en los estudios PK
poblacionales es un punto critico a la hora de extrapolar resultados de utilidad en la
practica clinica. Los pacientes diagnosticados de cancer son un grupo complejo de
estudio debido, entre otras causas, a las numerosas consideraciones éticas que
dificultan la realizacion de un muestreo exhaustivo y a los diferentes protocolos de
tratamiento en los que se incluye este farmaco. En este sentido, muchos son los
estudios que utilizan bases de datos compuestas por pacientes diagnosticados de
diferentes patologias y con tratamientos muy distintos aun siguiendo protocolos
quimioterapéuticos establecidos. De hecho, por el momento solo se ha desarrollado
un modelo PK de DOX en una poblacion integramente diagnosticada de un cancer
hematoldgico (40).

Un reciente trabajo (48) ha utilizado las bases de datos de tres estudios
previamente publicados para desarrollar un modelo PK poblacional de DOX en
adultos y nifios mayores de tres anos, incluyendo el DOXol, siendo validado de
forma externa a través de los datos provenientes de un cuarto estudio.

La tabla I-2 resume los principales estudios de PK poblacional de DOX
publicados hasta diciembre de 2015. En ella se recogen las caracteristicas
principales de cada estudio (pacientes, diagndstico, tratamiento, etc.), los valores
de los parametros PK estimados para DOX y DOXol, si procede, y las relaciones

11
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encontradas entre parametros PK del farmaco o su metabolito asi como las
diferentes covariables (COV) analizadas en cada uno. La tabla incluye aquellos
estudios con un mayor nimero de pacientes, que utilizan una metodologia de
modelos de efectos mixtos no lineales, que consideran el metabolito activo DOXol,
proporcionan informacién de los valores de los parametros PK (estimaciones,
variabilidad y precisidon), analizan correlaciones con COV relevantes, etc. No
obstante se han realizado otros estudios PK de poblaciones de DOX, que no se
adaptan a las premisas anteriormente expuestas (23,43,44,68,70,71,73-75).

12
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Introduccion

1.1.5. Relaciéon entre la farmacocinética y la farmacodinamia

La respuesta clinica a DOX muestra una amplia variabilidad interindividual
por lo que la caracterizacion de su perfil farmacocinético/farmacodinamico (PK/PD,
pharmacokinetic/pharmacodinamic) en los pacientes puede ser interesante en la
practica clinica con el fin tanto de prevenir la aparicién de toxicidad como de
optimizar su efectividad. Para farmacos con un indice terapéutico muy estrecho,
como es el caso de los antineoplasicos, esta estrategia es particularmente
importante cuando el tratamiento tiene como objetivo la curacion del paciente, mas
gue la prevencion. De hecho, el incremento en la eficacia con una minima
incidencia de efectos adversos constituye el objetivo fundamental de la terapia
oncolodgica (22). Desgraciadamente pocos son los antineoplasicos en los que se han
utilizado criterios PK/PD para optimizar sus tratamientos. Asi, a pesar de la dilatada
historia de utilizacion de DOX, apenas se ha sefialado el interés en cuantificar sus
concentraciones y las de su principal metabolito, DOXol, para conocer su probable
relacidon con la eficacia y toxicidad del tratamiento (56,64,65,76,77).

1.1.5.1. Exposicion-toxicidad

La cardiotoxicidad de DOX se ha puesto de manifiesto en numerosos
ensayos clinicos en los que se ha establecido que en torno a uno de cada cuatro
pacientes que reciban una dosis acumulativa superior a 500 mg/m? sufriran
insuficiencia cardiaca congestiva, cerca del 50 % si reciben dosis superiores a 600
mg/m? y la totalidad de los pacientes en el caso de recibir dosis acumulativas
mayores de 800 mg/m? (25). En general, se acepta que la dosis acumulativa
maxima de DOX no debe sobrepasar nunca los 450-550 mg/m? (35,78,79). En este
sentido, seria interesante disponer también de informacion que relacione las
concentraciones de farmaco alcanzadas con las dosis habitualmente administradas
y el riesgo de toxicidad (30,55,79-81). Aunque algunos estudios relacionan el grado
de exposicion al farmaco expresado como el area bajo la curva (ABCpox) de
concentraciones plasmaticas o las correspondientes concentraciones maximas de
DOX (Cmax,pox) con la cardiotoxicidad, no se ha especificado que valor debe ser
considerado limite con esa finalidad (30,55,79,81). Diferentes estudios han
sugerido una relacién entre ABCpox Y €l recuento de leucocitos (LEU) en pacientes
diagnosticados de cancer de pulmdn microcitico (37,43). Posteriormente, Toffoli y
cols. (71) han sugerido que el ABCpox puede ser un buen predictor de su toxicidad
hematoldgica en pacientes diagnosticados con LNH de alto grado tratados con
protocolos R-CHOP (Rituximab, Ciclofosfamida, DOX, Vincristina y Prednisona).
También existen evidencias previas que relacionan el ABCpoxo con la disminucién en
el recuento de neutrdéfilos (NEU) y plaquetas (PLA) (37,69).

1.1.5.2. Exposicion-eficacia

Algunos estudios han relacionado el ABCpox con la eficiencia del tratamiento
en varios tipos de cancer (43,53,82,83), pero hay pocos resultados que establezcan
esta relacion en pacientes con linfoma (40,84). Asi, en un ensayo piloto de
pacientes diagnosticados de linfoma Hodgkin y tratados con un protocolo ABVD
(DOX, Bleomicina, Vinblastina, Dacarbazina), se ha relacionado el ABCpox Y Cmax,00x
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con la eficacia terapéutica (84). Aunque los resultados no fueron estadisticamente
significativos, probablemente debido al escaso numero de pacientes con linfoma
incluidos en el estudio, este trabajo puede ser utilizado como base preliminar para
establecer un valor de referencia de ABCpox (36,4 ng/min/mL) y Cmax,pox (280
ng/mL) asociada a eficacia terapéutica en pacientes diagnosticados de linfoma, que
resulta esencial para la individualizacion posolégica.

1.1.5.3. Monitorizacion de doxorubicina

Existen una gran cantidad de farmacos eficaces empleados en el tratamiento
del cancer cuya toxicidad no ha sido paliada de manera satisfactoria en la dilatada
experiencia con estos tratamientos. El estrecho margen terapéutico de estos
farmacos “clasicos”, entre los que se encuentra la DOX, los hace candidatos a una
individualizacién posoldgica. Esta, debido a la necesidad de adaptarse a los
protocolos de quimioterapia, se reduce al ajuste de dosis. La posibilidad de
establecer una relacion entre la cinética y la dinamia del farmaco estudiado
constituiria una herramienta importante para contribuir a mejorar la efectividad y/o
reducir los efectos adversos provocados tras la administracion de un tratamiento
farmacolodgico de este tipo.

La monitorizacion terapéutica de concentraciones de farmacos en fluidos
biolégicos (TDM, Therapeutic Drug Monitoring), es una estrategia que utiliza los
datos de concentracion de farmacos, habitualmente en plasma, junto con criterios
PK y PD, con el fin de optimizar los tratamientos farmacoldgicos en pacientes
definidos. Briinen y cols. (85) han propuesto una escala, cuyos items se muestran
en la tabla I-3, para evaluar si un farmaco es un potencial candidato a la TDM,
analizando el papel de esta estrategia, sus indicaciones y la justificacion de su
aplicacion en el contexto clinico. Esta escala considera cinco categorias que
incluyen aspectos PK, eficacia, toxicidad, caracteristicas de los pacientes y coste-
efectividad de la monitorizacidn. La evaluacion sistematica de estas variables puede
permitir establecer la conveniencia o no de esta estrategia. Ademas de ello, la
disponibilidad de un método de cuantificaciéon para el farmaco y sus metabolitos
activos en fluidos bioldgicos resulta esencial para abordar la TDM (85).

DOX parece satisfacer algunos de los requisitos exigibles para ser un
potencial candidato a la TDM. El presente estudio plantea la hipotesis de que esta
estrategia podria contribuir significativamente a un incremento de la eficacia y una
reduccion de la toxicidad en pacientes diagnosticados de LNH tratados con este
antineoplasico.
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Tabla I-3. Escala para evaluar la utilidad de la monitorizacion de un farmaco (adaptada de
Briinen y cols. 2011) (85).

Propiedades farmacocinéticas

*  Farmacocinética no lineal.

* Semivida elevada (> 48 h).

. Interacciones farmacolégicas relevantes.

. Posibles interacciones con alimentos y drogas sociales/legales (tabaco, cafeina, alcohol).
Eficacia

*  Estrecho margen terapéutico.
* Ausencia de marcadores subrogados para determinar el resultado del tratamiento.
* Relacién entre eficacia y concentraciones plasmaticas.
* Riesgo de ineficacia o recaida con reduccion de dosis.
Toxicidad

» Informacidén sobre la relacién toxicidad/efectos adversos y concentracién en plasma.
. Informacién sobre intoxicaciones a concentraciones dos veces mas altas que el limite
superior del margen terapéutico.
. Informacién sobre muertes por sobredosis.
Caracteristicas de los pacientes

. Elevada proporcién de pacientes con incumplimiento (> 40 %).
. Elevada variabilidad farmacocinética interindividual.
. Elevada variabilidad farmacocinética intraindividual.
* Informacién sobre polimorfismos genéticos en el metabolismo y transporte del farmaco.
* Alteraciones farmacodindmicas en pacientes de poblaciones especiales.
* Alteraciones en el metabolismo en pacientes de poblaciones especiales.
. Riesgos relacionados con el género.
. Necesidad de ajuste de dosis en pacientes con fallo hepatico, renal, etc.
. Otros riesgos (especificar).
Coste-efectividad

. Datos farmacoecondmicos favorables.

1.2. FARMACOCINETICA POBLACIONAL

1.2.1. Introduccién

La optimizacion de la posologia en los tratamientos farmacoldgicos
constituye una pieza clave para conseguir el éxito terapéutico deseado. Es
ampliamente conocido que la administracion de una dosis estandar de un farmaco
en una poblacion de pacientes no asegura en todos ellos el nivel adecuado para
obtener una respuesta 6ptima. Ello se debe a la elevada variabilidad interindividual
en el comportamiento PK y PD que presentan la mayoria de los farmacos. Asi los
procesos de liberacion, absorcién, metabolismo y excrecion (LADME) que
condicionan el perfil PK varian ampliamente de unos individuos a otros y son
responsables de que los niveles de farmaco en el organismo sean distintos. Si esta
bien definido el margen terapéutico de concentraciones en plasma al cual se
consiguen la maxima eficacia con la minima incidencia de efectos adversos, es
fundamental conseguir en cada paciente niveles de farmaco dentro de ese margen.
Los diferentes factores que condicionan los procesos del LADME son numerosos y el
conocimiento de como los afectan puede ayudar significativamente a conseguir en
cada paciente concentraciones Optimas del farmaco. La variabilidad PD también
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puede ser significativa ya que la sensibilidad de cada individuo a concentraciones
similares en la biofase puede ser diferente. No obstante este tipo de variabilidad
suele ser mas dificil de establecer.

La variabilidad PK puede tener su origen en diversos factores (86,87):

» Antropométricos: peso, altura, superficie corporal, etc.

» Fisioldgicos: edad, sexo, embarazo, etc.

* Genéticos, especialmente los que afectan a procesos de biotransformacion y
transporte: isoformas del citocromo P450 y de la P-gp.

» Ambientales: habito de fumar, dieta, etc.

+ Fisiopatolodgicos: insuficiencia renal o hepatica, etc.

» Interacciones con otros farmacos administrados de forma concomitante.

e Otros: naturaleza y horario de las comidas, ritmos circadianos, cumplimiento
del régimen prescrito, etc.

Para obtener concentraciones terapéuticas de farmaco en el organismo es
preciso conocer su comportamiento cinético en el paciente mediante la
determinacion de los parametros PK que relacionan dichas concentraciones con las
dosis administradas y permiten predecir su evolucidon en el tiempo. Los estudios PK,
inicialmente tenian como objetivo fundamental la determinacién de parametros
asociados a un modelo deterministico capaz de describir la evolucion de las
concentraciones de farmaco en diferentes fluidos bioldgicos, habitualmente plasma
u orina, en el individuo. La experiencia acumulada con este tipo de estudios PK ha
permitido apreciar, como se ha comentado previamente, la gran variabilidad que
presentan estos procesos dentro de una poblacion de pacientes determinada. Ello
ha dado lugar a numerosos estudios, cuyo objetivo ha sido cuantificar el efecto de
diferentes factores tales como edad, peso, sexo, patologias asociadas y presencia
de otros farmacos, procesos de disposicién del farmaco, etc. con el fin de minimizar
la extension de esa variabilidad, en principio inexplicable. Sin embargo, algunos
grupos, tales como los pacientes ancianos, enfermos criticos o ciertos grupos
pediatricos resultan dificiles de estudiar debido, sobre todo, a limitaciones de tipo
ético y logistico que impiden llevar a cabo sobre estos pacientes la rigurosidad de
los protocolos experimentales necesarios para su analisis PK. Sheiner y Beal (88),
reconociendo la necesidad de disponer de informacion PK en estos grupos de
pacientes, propusieron una metodologia matematico estadistica que permitia el
tratamiento de los datos generados durante la practica clinica, los cuales suelen ser
escasos y obtenidos de acuerdo con requerimientos de tipo clinico (sparse data),
para caracterizar el comportamiento PK de farmacos en poblaciones de pacientes
gue lo reciben como parte de su tratamiento (89). Aunque esta aproximacion fue
inicialmente desarrollada con objetivo de poder caracterizar el comportamiento
cinético a partir de escasos datos, como por ejemplo los obtenidos en la TDM. Su
utilizacién se ha ampliado a otras areas de la investigacién y desarrollo de nuevos
farmacos como se pone de manifiesto en las actuales exigencias de las agencias
reguladoras, en cuyas publicaciones se incluyen los conceptos fundamentales de PK
poblacional (90-92).

La PK de poblaciones constituye una metodologia que plantea un enfoque

diferente que ha pasado de considerar la estimacion de los pardametros PK
individuales a la caracterizaciéon del comportamiento cinético del farmaco en una
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poblacion determinada. Dicha metodologia se puede definir como el estudio de la
variabilidad inter e intraindividual de las concentraciones que alcanzan los
farmacos, cuando se administran en regimenes de dosificacion estandar a un grupo
amplio de pacientes con caracteristicas fisiopatoldgicas y clinicas definidas (93).

A pesar del tiempo transcurrido desde su inicio, ha llevado mas de 30 afios
la aceptacion general de esta metodologia como un instrumento Util en el desarrollo
de farmacos. La atencion prestada a la PK de poblaciones se ha puesto de
manifiesto en:

* El elevado nUumero de publicaciones que describen aspectos teodricos vy
aplicados a este campo y la emergencia de organizaciones de investigacion
por contrato (CRO, Contract Research Organizations) especializadas en PK
poblacional.

* La publicacién por parte de la Food and Drug Administration (FDA) y la
European Medicines Agency (EMA) de las guias sobre PK poblacional
(91,92).

* El incremento en la realizacién de estudios y analisis poblacionales por parte
de la industria farmacéutica.

* El desarrollo de numerosas herramientas metodoldgicas relacionadas.

Teniendo en cuenta las consideraciones previas, los objetivos fundamentales
de la PK poblacional podrian resumirse en los siguientes (88):

» Obtener informacion PK relevante en pacientes que son representativos de
la poblacion diana que va a ser tratada con el farmaco.

¢ Identificar y evaluar factores responsables de Ila variabilidad PK
(demograficos, fisiopatoldgicos, ambientales, coadministracion con otros
farmacos, etc.).

e Evaluar Ila variabilidad inter e intraindividual que existe en el
comportamiento cinético y que no ha conseguido ser explicada por los
factores demograficos y clinicos. La magnitud de esta variabilidad aleatoria
no explicada es importante ya que la eficacia y seguridad de un farmaco
disminuye cuando esta variabilidad se incrementa.

Los ambitos de aplicaciéon de la PK de poblaciones varian ampliamente vy
pueden extenderse a todas las fases del desarrollo del farmaco, desde su
descubrimiento a los ensayos clinicos en fase IV. Estas técnicas han sido
especificamente empleadas en la blisqueda de compuestos, seleccion de candidatos
a farmacos, andlisis toxocinético, escalado interespecies, estudios de
bioequivalencia, etc.

Entre las principales ventajas de los estudios PK poblacionales sobre los
tradicionales se pueden destacar:

* El analisis se realiza en la poblacion real de interés en lugar de voluntarios
sanos o poblaciones especiales estrechamente controladas.

* La mejor estimacién de los parametros medios y sus varianzas y la
posibilidad de evaluar multiples factores que pueden influir sobre la cinética
de disposicion del farmaco.
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¢ La superioridad desde el punto de vista costo-efectivo.

Una de las primeras aproximaciones poblacionales realizadas fue el método
de datos acumulados (Naive Pooled Data Analysis). Esta metodologia, como su
propio nombre indica, consiste en el ajuste de la totalidad del conjunto de datos de
la poblacién como un Unico individuo. Tiene la ventaja de su simplicidad y puede
ser aplicado cuando la variabilidad interindividual no es muy elevada, pero conlleva
importantes limitaciones en la determinacion de las fuentes de variabilidad, la
estimacion de los parametros, sesgos con datos balanceados (diferencias en el
numero de observaciones por individuo), etc. (94).

Muy utilizados también han sido los métodos estandar en dos etapas
(Standard Two Stage) los cuales estiman los parametros PK en cada individuo, y
sobre ellos realizan un analisis estadistico descriptivo para obtener los valores
medios y varianzas de los parametros individuales. Esta metodologia es aplicable
cuando los datos de concentraciones plasmaticas de farmaco por individuo son
suficientes para realizar una caracterizacion correcta de su perfil PK y el modelo no
incluye dependencia del tiempo o de la dosis. La principal limitacion de esta
estrategia es la sobreestimacién de la variabilidad interindividual (94). Ademas,
este método es de dificil aplicacion en el contexto clinico debido a las limitaciones
éticas y practicas derivadas del elevado numero y frecuencia de extraccion de
muestras necesarias para llevar a cabo este tipo de analisis PK. Consideraciones
pragmaticas, exigen a veces que los datos para estudios PK y PD tengan que ser
recogidos bajo condiciones de disefio menos rigidas y restrictivas (por ejemplo,
diferente nimero de muestras o tiempos de muestreo por individuo).

Sheiner y Beal (95) demostraron la obtencidon de parametros estimados
sesgados mediante los métodos de analisis PK poblacional de datos acumulados vy
en dos etapas proponiendo los modelos de efectos mixtos no lineales como una
alternativa mas adecuada para este tipo de analisis. Ademas, el uso de esta
aproximacion implementada, entre otros, en el programa NONMEM v.7.3. (ICON
Development Solutions, Hanover, EEUU), es capaz de efectuar la totalidad de las
operaciones requeridas para llevar a cabo un andlisis PK poblacional y ha
fomentado en gran medida el uso de esta metodologia sobre las existentes, siendo
la mas empleada en la actualidad en el desarrollo de este tipo de modelos PK (96).

1.2.2. Modelos de efectos mixtos no lineales

Los modelos de efectos mixtos no lineales presentan dos componentes
fundamentales: un modelo estructural, definido por unos parametros de efectos
fijos que relacionan las variables dependientes, que en PK habitualmente son las
concentraciones de farmaco en fluidos bioldgicos, con las variables independientes
(ej. tiempo, dosis...), y un modelo estadistico, también denominado estocastico o
de varianza, constituido por los pardmetros de efectos aleatorios que evaltan la
variabilidad de los parametros de efectos fijos y de las variables dependientes.
Estos modelos establecen que la variabilidad en la respuesta medida
(concentraciones de farmaco) en una muestra de n individuos es debida al error
residual, la cual incluye la variabilidad intraindividual, la variabilidad en la medida
de la concentracion, los errores en el tiempo de obtencidén de las muestras, etc.) y
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a la variabilidad interindividual de los parametros de efectos fijos. La concentracion
observada de farmaco en un fluido bioldgico, habitualmente plasma, en un
individuo dado, de acuerdo con este tipo de modelos, se describe mediante la
ecuacion 1.

vij = fij (Bux;) + & Ecuacion 1

siendo y;; para j=1,..,n, las observaciones experimentales del individuo / a cada uno de los tiempos x;;.
6; es el vector de pardmetros PK del individuo i. f;; es una funcién no lineal que establece la relacion
entre predicciones y parametros PK en cada individuo /i, es decir, corresponde al modelo estructural que
mejor ajusta las observaciones experimentales de cada individuo / a cada tiempo j. ¢ es el error o
diferencia entre el valor de la variable dependiente observado al tiempo j y el predicho a ese mismo
tiempo.

La ecuacion 1 constituye una parte del modelo poblacional y se define para
los n individuos que constituyen la muestra (i=1,...,n). Se asume, en general, que
los valores de ¢; son independientes y presentan una distribucion simétrica de
media cero y varianza o2, y representa la variabilidad residual. Los parametros PK
(8;) son los mismos para todos los individuos de la poblacién, pero sus magnitudes
pueden variar de un individuo a otro, como queda reflejado en la siguiente
ecuacion:

0; =g (0,2;) +n; Ecuacion 2

siendo, g el modelo PK estructural que mejor describe el valor esperado de 9; (vector de pardmetros PK
individuales) como funcién de una serie de COV especificas de cada individuo z;;, tales como peso, edad,
etc. (que pueden variar con el tiempo), y § el vector de parametros PK poblacionales. n; representa la
desviacion aleatoria del vector de parametros PK individuales 6; con respecto a la prediccion de los
poblacionales .

Se asume que los valores de n; son independientes y presentan una
distribucion simétrica de media cero y varianza w?, representativa de la variabilidad
interindividual aleatoria asociada al parametro 8. Los modelos de efectos mixtos no
lineales son modelos jerarquicos que presentan dos niveles de variabilidad: los
efectos aleatorios interindividuales (n;), que pertenecen al primer nivel, y los
efectos aleatorios residuales (¢;), que pertenecen al segundo, estando éstos
ultimos anidados en los primeros.

En resumen, los modelos no lineales de efectos mixtos proporcionan
informacidn sobre:

* Parametros de efectos fijos: valores poblacionales de los parametros PK
(6) del modelo estructural y sus relaciones con las COV analizadas en el
estudio.

* Parametros de efectos aleatorios: representativos de la variabilidad
interindividual y variabilidad residual expresados por las varianzas w? y
o? de las distribuciones de los valores de 7n; y g, respectivamente;
obtenidas, su vez, de los valores de las matrices varianza-covarianza Q y
2.
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1.2.2.1. Modelo estructural

Este modelo define la evolucion en el tiempo (variable independiente) de las
respuestas medidas (concentraciones plasmaticas de farmaco cuando se trata de
un modelo PK) mediante ecuaciones integradas o diferenciales, que establecen su
relacion con los parametros de efectos fijos (CL, Vd, etc.). La estructura del modelo
es habitualmente compartimental y debe contemplar el nimero de compartimentos
necesarios para caracterizar adecuadamente la evolucidn de concentraciones
plasmaticas del farmaco asi como cuantificar la velocidad de transferencia entre los
mismos. Para ello se utilizan una serie de criterios de seleccion de modelos
descritos en el apartado 1.2.3. del presente capitulo que permiten obtener un
modelo base. A partir de este se desarrollard un modelo de COV que incluya
aquellas que puedan tener influencia estadisticamente significativa sobre alguno de
los parametros PK del modelo estructural seleccionado. Los parametros de
regresion de las COV incluidas en el modelo estructural que relacionan dichas COV
con los parametros PK (@) constituyen los denominados parametros de efectos
fijos.

1.2.2.2. Modelo estadistico

Este modelo define la variabilidad interindividual y el error residual,
incluyendo cuando se precisa la variabilidad interocasion a través de los
denominados parametros de efectos aleatorios. Estos permiten estimar con
precision los parametros de efectos fijos asi como la variabilidad de estos en la
poblacion y las estimaciones empiricas individuales bayesianas (EBE, Empirical
Bayes Estimates) de los parametros PK. El analisis de los diferentes factores
prondstico estudiados con las EBE permite identificar tanto subpoblaciones como el
tipo de relacidén (lineal, exponencial, etc.) entre ellas. Para que una COV pueda ser
incluida en el modelo debe observarse una tendencia clara de su influencia sobre
las EBE del parametro PK evaluado y la n, mediante un analisis grafico y
estadistico. Ademas, su inclusién debe ir acompafiada de una reduccién de la
variabilidad inicialmente observada en dicho parametro.

La seleccion del modelo de variabilidad interindividual (asumiendo una
distribucion normal) estd condicionada por el tipo de datos experimentales, siendo
los mas ampliamente utilizados:

* Modelo aditivo:
6;=0+n; n;~N(QO,w?) Ecuacién 3
* Modelo proporcional (coeficiente de variacion constante):
0;=0-(1+n;) n;~N(0,w?) Ecuacion 4

¢ Modelo exponencial:

6;=0-em n;~N(,w?) Ecuacién 5
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La magnitud de la variabilidad interindividual (I1V, interindividual variability)
se denota por su coeficiente de variacion (CV) expresado en porcentaje y se calcula
a partir de las ecuaciones 6 y 7 para los modelos de variabilidad
proporcional/exponencial y aditivo, respectivamente.

CV (%) = 4/ w?2x100 Ecuacion 6
Vo? Ecuacion 7

CV (%) = ——x100

La variacion de algunos parametros PK dentro de un sujeto a lo largo del
tiempo se denomina variabilidad inter-ocasion (IOV, Interoccasion Variability), en
determinadas ocasiones, se presenta de manera aleatoria (97). Se asume al igual
que en los otros modelos de error, que son aleatorios entre ocasiones y presentan
una distribucion simétrica alrededor de cero y con varianza 2.

La seleccion del modelo de variabilidad de error residual esta condicionada
por el disefio del estudio poblacional. A continuaciéon se muestran los modelos de
variabilidad residual mas ampliamente utilizados:

e Modelo de error aditivo: independiente del valor de las concentraciones
predichas individuales.

Yij = f(6:D;, xij) +¢& & ~N(0,0f) Ecuacion 8

* Modelo de error proporcional: proporcional al valor de las concentraciones
predichas individuales.

yij = f(gi' Di’ xij)x(l + S]) Sj ~ N(O, 0'12) ECU&CIén 9
* Modelo mixto o hibrido (aditivo-proporcional):
yij = f(@i, Di,xi]-)x(l + 81]') + 82]' Elj’ ng ~ N(O, 0'12),N(0, 0'22) ECuaCIén 10

donde f(ei,Di,xij) representa la concentracion individual predicha mediante el correspondiente modelo
estructural PK (f), en funcién de los valores individuales de los parametros PK (8), la dosis administrada
(D;) y los tiempos j de determinacion de las concentraciones en el individuo i (x;;).

La magnitud de la variabilidad aleatoria residual suele presentarse como CV

expresado en porcentaje y su calculo depende del tipo de modelo de error,
proporcional/exponencial (ecuaciéon 11) o aditivo (ecuacion 12):

CV (%) =+ 02x100 Ecuacion 11

Vo2 Ecuacidn 12
CV(%) = 7)(100

siendo y el valor promedio de todas las observaciones experimentales.
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En general, el modelo aditivo es adecuado para definir la variabilidad
residual cuando las concentraciones experimentales son del mismo orden de
magnitud. En PK poblacional, es ampliamente admitido que el modelo proporcional
es el modelo de error que mejor suele explicar el error residual asociado a las
observaciones experimentales exceptuando el caso en el que las concentraciones
mas bajas estén proximas al limite de cuantificacion de la técnica analitica
empleada. En esta situacidon concreta, se puede afiadir un componente aditivo al
modelo de error proporcional (ecuacion 13) como factor corrector en las
concentraciones cercanas a dicho limite.

Ademas, es preciso tener en cuenta la posible influencia de las COV sobre la
estructura del modelo de error residual. Otra posibidilad es que esta variabilidad
puede no ser independiente del sujeto en estudio, en cuyo caso la inclusién de
variabilidad interindividual en dicho modelo (ecuacion 14) puede disminuir la
influencia sobre el ajuste de algunos individuos con concentraciones experimentales
que se desvian excesivamente de las predichas en ausencia de estas
consideraciones.

Yij = f(6 Dy xi5) + [f (61, Dy, xi) Xeq; + &) - € Ecuacion 14
1.2.2.3. Métodos de estimacion

En la estimacién de los parametros de efectos fijos 04, 05, ..., 8y, de cualquier
modelo es preciso identificar aquellos que consigan un mejor ajuste de los datos. El
criterio aplicado para su seleccién es la minimizacién del valor de la funcidn
objetivo (OFV, Objective Function Value), que cuantifica las diferencias entre las
respuestas observadas y predichas para un conjunto dado de pardmetros. La
aproximacion general incluye la estimaciéon de las derivadas parciales de la OFV
respecto a cada uno de los pardmetros 6. La minimizacidn o maximizacidén de la
funcién se determina haciendo dichas derivadas parciales igual a cero.

Los términos 6 que cumplan esta condicion se obtienen a través de un
proceso iterativo que resuelve el sistema de derivadas parciales por integracion
numeérica. El método de estimacion habitualmente utilizado en modelos de efectos
mixtos no lineales estd basado en una aproximacion de maxima probabilidad (ML,
Maximum Likelihood). ML es una alternativa a la funcion objetivo de minimos
cuadrados que busca maximizar la funcién de probabilidad o de su logaritmo. En
términos generales, la funcién de probabilidad esta definida por la ecuacién 15.

n
L = F(Y,modelo) = H{p[yi,parémetros del modelo (x;)]} Ecuacion 15

i=1

De acuerdo con esta relacién se predice, con los datos de la muestra
estudiada, la probabilidad (L) de que ocurran los valores de las variables
dependientes (concentraciones plasmaticas del farmaco), para un modelo de
regresion determinado. Asumiendo que todas las observaciones son independientes
unas de otras, para el modelo esta probabilidad es la suma geométrica (I, de i = 1
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a n casos) de las probabilidades para las observaciones de cada individuo, y los
parametros 0 para los valores x. La suma geométrica es la multiplicacion de las
probabilidades individuales a través de los casos. Las estimaciones de parametros
de maxima verosimilitud pueden obtenerse maximizando la ecuacion 15. Como es
habitual cuando esta funcién se expresa como logaritmos naturales, la suma
geomeétrica se convierte en una suma aritmética (X de i = 1 a n casos). Cuanto
mayor sea la probabilidad, L, de un modelo concreto, mayor sera la probabilidad de
que los valores de la variable dependiente se presenten en la muestra y en
consecuencia mejor ajuste de los datos al modelo. Dado que resulta de gran
dificultad resolver de manera exacta dicha ecuacion ya que la mayoria de los
modelos PK presentan una dependencia no lineal entre las observaciones y los
efectos aleatorios, se han desarrollado diferentes aproximaciones con el objetivo de
simplificar el proceso de maximizacion de la probabilidad.

NONMEM v.7.3. es un programa que implementa diferentes algoritmos de
estimacion de parametros poblacionales. EI método de estimacion debe ser
seleccionado en funcién del tipo de datos (continuos, binarios, etc.), del tiempo de
calculo (run time) y del grado de linealidad de los efectos aleatorios en el modelo.

Los métodos de estimacion clasicos estan basados en el principio de maxima
verosimilitud (98) y los mas empleados son el método de primer orden (FO, First
Order Method), método de primer orden con estimacion condicional (FOCE, First
Order Conditional Method) y el laplaciano (LAPLACIAN). Estos métodos de
estimacion se basan en el algoritmo Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno para
maximizar la probabilidad y solo difieren en la forma de realizar la aproximacion
(99).

En el método FO la probabilidad se linealiza con respecto a los efectos
aleatorios usando la aproximacion a los términos de primer orden de la serie de
Taylor, lo que introduce un sesgo que se incrementa cuanto mayor es la magnitud
de los parametros de efectos aleatorios (100). A pesar de ello, su rapidez le sigue
confiriendo importancia en estadios iniciales del desarrollo de modelos complejos
que requieren tiempos de analisis muy elevados (101).

El método FOCE realiza la linealizacion utilizando la serie de Taylor para
n; =7, lo cual permite solventar, en parte, el sesgo en la estimacién de los
parametros poblacionales obtenidos con el método FO que solo considera las de
primer orden. El método FOCE con la opcion INTERACTION, tiene en cuenta la
interaccién entre n-ey es especialmente recomendado en estudios con muestreos
exhaustivos en cada individuo.

En el caso de modelos muy alejados de la linealidad, asi como para el ajuste
de datos categoricos, el método LAPLACIAN que emplea las segundas derivadas
parciales suele ser el mas indicado.

Ademas de los métodos de estimacion clasicos basados en la linealizacién de
la funcibn de probabilidad se han desarrollado algoritmos de esperanza
matematica-maximizacidn en dos etapas (EM, Expectation-Maximization). Estos
métodos utilizan dos etapas secuenciales, la primera, el paso de esperanza
matematica evalla la probabilidad usando las estimaciones de los parametros
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actuales seguido del paso de maximizacion de la probabilidad esperada en la fase
previa. La versiéon 7 de NONMEM implementa varios métodos con esta estrategia
gue difieren en el desarrollo del primer paso, como son el método iterativo en dos
etapas (ITS, Iterative Two Stage), los métodos de muestro intensivo (IMP, Monte
Carlo Importance Sampling e IMPMAP, Importance Sampling Assisted by Mode A
Posteriori) o la aproximacion estocastica de EM (SAEM, Stochastic Approximation
EM). Este Ultimo método de estimacidon, en el que se basa el programa de
modelado PK poblacional MONOLIX (Lixoft, Orasy, France), usa un algoritmo que
utiliza una densidad de muestreo centrada en la posicion previa en lugar de la
media condicional de la densidad individual a posteriori (99,101).

1.2.3. Seleccién de modelos

Para el correcto desarrollo de modelos PK poblacionales es necesario
establecer unos criterios de diagndstico que permitan seleccionar aquellos, que
cumpliendo el principio de parsimonia, describan mejor la evolucion de los niveles
de farmaco y sean facilmente interpretables y clinicamente aceptables (102).

1.2.3.1. Criterios estadisticos

e Minimizacién satisfactoria: la principal causa de una minimizacion no
satisfactoria es la sobreparametrizaciéon del modelo y se puede solucionar
otorgando una mayor libertad a los limites de los parametros de efectos fijos
o aleatorios o simplificando el modelo.

* Prueba de razdén de verosimilitud (LRT, Likelihood Ratio Test): consiste en
seleccionar aquel modelo que presente un valor minimo de OFV, el cual
equivale a menos dos veces el valor del logaritmo de la maxima
verosimilitud. El valor minimo de la OFV para un modelo particular y una
base de datos concreta se asocia con un “mejor ajuste” de los datos,
indicando la reduccion de las diferencias entre los valores predichos vy
observados. No obstante, el valor absoluto de la OFV no garantiza por si solo
el mejor modelo, ya que puede ser un método de estimacidon-dependiente y
asociarse a un error tipo I aumentado (90,103). Se asume que la diferencia
del valor de la OFV de dos modelos jerarquicos o anidados sigue una
distribuciéon X? con grados de libertad igual a la diferencia de parametros
entre los dos modelos. Con estas asunciones, se requiere una disminucion
del valor de la OFV de 3,84 6 6,63, en modelos con un grado de libertad de
diferencia, para garantizar un cambio estadisticamente significativo a niveles
de probabilidad de p<0,05 o p<0,01, respectivamente (104).

e Criterio de Akaike (AIC, Akaike Information Criteria): se utiliza en modelos
no anidados:

AIC = OFV + 2 - n, Ecuacidn 16
donde n, es el nimero de parametros del modelo y OFV el valor de la funcién objetivo.

Se considera la magnitud del valor de AIC inversamente proporcional a la
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bondad del ajuste del modelo, es decir, el modelo que mejor describe las
concentraciones experimentales es el que tiene un menor valor de AIC.

» Criterio de informaciéon bayesiano (BIC, Bayesian Information Criteria) o
criterio de Schwarz (SBC, Schwarz Bayesian Criteria): es aplicable en
modelos no anidados y, a diferencia del AIC, penaliza el valor de OFV por el
nimero de datos disponibles para ajustar el modelo.

BIC = OFV + n,, - Ln(N) Ecuacion 17
donde N es el nimero de observaciones experimentales.

AIC y BIC no proporcionan una interpretacion estadistica en la comparacion
de modelos, pero es ampliamente considerado que una diferencia superior a
dos es suficiente para considerar el ajuste de un modelo superior a otro
(103).

1.2.3.2. Precision en la estimacion de los parametros

La precision de los parametros estimados puede cuantificarse mediante los
errores estandar (SE, Standard Error) o los intervalos de confianza (IC). Los SE
pueden estimarse a partir de la matriz de informacion de Fisher, el perfil del
logaritmo de verosimilitud (log-likelihood profiling) y técnicas de simulacién tipo
bootstrap.

La incertidumbre de los pardmetros estimados, tanto de efectos fijos como
aleatorios, se evalla habitualmente mediante el SE expresado porcentualmente
(RSE, Relative Standard Error) (ecuacion 19).

SE .
RSE (%) = ——— %100 Ecuacion 18
Estimado

siendo el estimado el valor medio del parametro evaluado (parametro de efecto fijo
o aleatorio). Valores de RSE superiores al 25 % y al 50 % para los parametros de
efectos fijos y aleatorios, respectivamente, implican una reducida precision o
elevada incertidumbre en la estimacion del parametro (105).

1.2.3.3. Evaluacion de la contraccion de la varianza (shrinkage)

La escasez de datos por individuo (sparse data) puede originar dificultades
en la estimacion de parametros por un sobreajustado, sesgo hacia el valor tipico
poblacional o contraccion de la varianza en los parametros de efectos aleatorios, el
cudl se puede cuantificar a través de la estimacién del shrinkage correspondiente a
cada tipo de parametro de efectos aleatorios:

€ — shrinkage = 1 — SD(IWRES) Ecuacién 19

SD(EBE) Ecuacion 20

— shrink =1-
N — shrinkage ”

donde SD (IWRES) y SD (EBE) son la desviacion estandar (SD, standard deviation) de los residuales

26



Introduccion

ponderados individuales (IWRES=observaciones-IPRED/s) y las estimaciones empiricas individuales
bayesianas (EBE, Empirical Bayes Estimates), respectivamente; o, es la magnitud del error residual y w
es la desviacidn estandar de la estimacion poblacional de la variabilidad interindividual (n).

Valores elevados de e-shrinkage y n-shrinkage indican la inconveniencia de

utilizar métodos de diagndstico graficos basados en predicciones individuales
(IPRED) o EBE, respectivamente.

1.2.3.4. Identificacion de valores atipicos (outliers)

Los valores atipicos, también denominados outliers, son aquellos que
difieren del resto de los datos sin una clara justificacion para su eliminacién. Estos
valores discrepantes pueden tener una elevada influencia en la estimacion de los
parametros PK poblacionales por lo que resulta de gran relevancia su identificacion
y evaluacion para determinar si deben ser eliminados del conjunto de datos a
analizar. En PK de poblaciones, la diferencia entre la concentraciéon de farmaco
cuantificada y la estimada (residual) por el modelo desarrollado es un parametro
ampliamente utilizado para cuantificar la bondad del ajuste PK del modelo
desarrollado. Los valores absolutos de estos residuales ponderados (|WRES|)
superiores a cuatro son susceptibles de ser considerados como valores que no
siguen la distribuciéon de la poblacion estudiada y precisan de un analisis de
sensibilidad. Este analisis se realiza tanto del dato concreto de concentracion, si se
considera un error independiente del sujeto (tiempo de analisis o extraccion de la
muestra erréneo), como del paciente, si se considera un error dependiente del
sujeto (error en el tratamiento de las muestras, en la anotacién de la dosis o
duracion de la infusién, etc.).

1.2.3.5. Inspeccién de los diagndsticos graficos

Las técnicas de analisis grafico son muy validas para examinar la
distribucion de los parametros de efectos fijos y aleatorios. Las graficas de bondad
de ajuste (GOF, Goodness of Fit Plots) facilitan la evaluaciéon visual de los
resultados obtenidos con el modelo PK propuesto en contraposicién con los datos
experimentales. A continuacién se recogen los graficos mas relevantes e
informativos propuestos para la seleccion de modelos PK poblacionales (92,105-
107):

e Observaciones vs. valores de predicciones poblacionales (PRED) en escala
lineal y logaritmica que incluyan la linea de identidad y la de regresion
lineal.

* Observaciones vs. IPRED en escala lineal y logaritmica que incluyan la linea
de identidad y la de regresion lineal.

¢ Residuales ponderados (WRES) o WRES condicionales (CWRES) vs. PRED.

¢ Valor absoluto individual de WRES (|IWRES]|) vs. IPRED.

* WRES o CWRES vs. tiempo o tiempo tras la administracion (TAD, Time After
Dose).

e Concentraciones observadas (o variable dependiente), IPRED y PRED vs.
tiempo (superpuesto o individualmente).

e Concentraciones observadas, PRED e IPRED vs. tiempo o TAD en cada
individuo.
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» Distribucion de frecuencias de los errores de prediccion normalizados (NPDE,
Normalised Predictions Distribution Errors), NPDE vs. tiempo y NPDE vs.
PRED.

e Histogramas o QQ plot de IWRES y WRES o CWRES.

* Exploracion predictiva Visual (VPC, Visual Predictive Check).

1.2.3.6. Plausibilidad y relevancia de los resultados

Ademas de los criterios estadisticos y diagnosticos graficos expuestos
anteriormente es preciso tener en cuenta los siguientes:

* La obtencion de resultados fisioldgicamente plausibles.

* La disminuciéon de la varianza interindividual o residual al incorporar o
eliminar algun parametro del modelo.

* La relevancia clinica de las COV.

* La constatacion de que no existe una elevada correlacion entre los
parametros.

1.2.4. Simulaciones

La simulacion, es un procedimiento consistente en generar datos a partir de
un modelo, que puede realizarse en diferentes etapas del analisis PK de
poblaciones. Para disefiar un estudio prospectivamente, la simulacion es una
herramienta de gran ayuda para examinar aspectos tales como la seleccion de
esquemas de muestreo y regimenes de dosificacion. El objetivo de las simulaciones
es evaluar el impacto que las dosis y los tiempos de muestreo pueden tener sobre
el contenido de la informacion. También son de gran utilidad para evaluar las
asunciones elaboradas en un estudio determinado.

Las técnicas de simulacion varian dependiendo del grado de aleatoriedad
deseado. Si sélo se desea simular a un individuo tipico, se consigue con una
solucién deterministica del modelo estructural para una entrada (dosis) y tiempos
de muestreo definidos; en este caso los valores de los parametros de efectos fijos y
de regresion son definidos por el valor tipico poblacional. Ademas, no se precisa la
incorporacion de las variabilidades inter e intraindividuales, es decir, los valores de
las varianzas de los efectos aleatorios, tanto interindividuales (w?) como residuales
(6?), son fijados a cero. De forma similar, pueden simularse, con una solucion
deterministica, las situaciones extremas para ciertos parametros, fijando éstos en
sus limites inferior y superior. Otras simulaciones pueden obtenerse especificando
el grado de estocasticidad requerida para responder a las cuestiones deseadas. La
variabilidad en estas simulaciones es realizada a partir de un generador de
numeros aleatorios que produce valores de pardmetros con una distribucion de
media y SD iguales a las de los parametros de efectos aleatorios de un determinado
modelo. La situacion mas frecuente es simular con los datos del modelo completo
desarrollado, lo que permite utilizar todas las variables aleatorias con sus limites de
probabilidad. Esto proporciona una valiosa informacién para conocer la influencia de
diferentes regimenes de dosificacidon o de diferentes COV en la respuesta.
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La simulacion de ensayos clinicos (CTS, Clinical Trial Simulation) es una
metodologia emergente. La informacion de ensayos clinicos previos se puede
utilizar para simular rangos de respuesta en ensayos futuros. Los resultados
obtenidos son de gran utilidad para determinar aspectos clave como primeras dosis
en humanos, disefio de estudios, niumero de sujetos, esquemas de muestro, etc.

Este procedimiento se emplea habitualmente también en la evaluacion de
los modelos PK poblacionales tanto usando una base de datos derivada de la
empleada para el desarrollo del modelo (evaluacion interna) como a partir de una
nueva base de datos (evaluacion externa). En el caso de emplear las simulaciones
para obtener informacion extrapolada se requiere confianza en las asunciones del
modelo subyacente. Una aplicacidon habitual es la simulaciéon de dosis diferentes a
las utilizadas en el estudio, lo cudl requiere un comportamiento PK lineal y un
metabolismo no saturable para que los resultados no sean errdneas. El nUmero de
simulaciones depende del propdsito de las mismas y se asume que deben realizarse
al menos 200 con objeto de obtener valores medios y del orden de 1000 cuando se
pretende obtener ademas intervalos de confianza (90).

1.2.5. Analisis de covariables

Las COV pueden considerarse factores prondstico que explican parte de la
variabilidad de parametros especificos definidos dentro del contexto de un modelo
PK de poblacion. La identificaciéon de las COV es un objetivo primordial en Ia
evaluacion de este tipo de modelos y permite explicar de manera mas fidedigna la
variabilidad PK asi como aumentar la capacidad predictiva del modelo y favorecer la
individualizacion de los tratamientos farmacoterapéuticos. La inclusién de factores
pronostico en el modelo deberia aportar alguna de las siguientes ventajas:

* Favorecer la interpretacién mecanicista del modelo.

* Favorecer la generacion de hipotesis.

e Disminuir la variabilidad interindividual.

e Identificar subpoblaciones.

* Aumentar la capacidad predictiva del modelo.

e Mejorar ajustes posoldgicos en poblaciones determinadas basadas en
diferencias PK.

e Permitir explorar el posible impacto de COV en el modelo.

El primer paso en el modelado de COV es aplicar los conocimientos
recogidos en estudios previos asi como tener en cuenta la utilidad clinica de la
inclusion de las mismas. Ademas, es importante analizar si los datos y el disefio
disponibles son adecuados para detectar el efecto de las COV.

Los datos incluidos en la base de datos de COV de los pacientes estudiados
pueden tener limitaciones que deben ser evaluadas de manera especifica entre las
que destacan:

* El cambio en el valor de las COV a lo largo del tiempo del estudio, fenédmeno

conocido como “time-varying”.
e Los errores en la medida.

29



Introduccion

e La ausencia de algunos valores de las COV analizadas en el estudio (missing
data) (108,109).

* La elevada amplitud de los rangos de valores (Ej. parametros bioquimicos) y
la distribucion alejada de la normal, en cuyo caso se recomienda una
transformacion logaritmica.

1.2.5.1. Tipos de covariables

Existen diferentes clasificaciones de los posibles factores prondstico a
evaluar. En funcion de la informacion que aportan las COV se pueden agrupar en:

* Antropométricas: peso (WGT, weight), altura (HGT, height), indice de masa
corporal (BMI, body mass index), etc.

» Fisioldgicas: edad (AGE, age), sexo (SEX, sex), embarazo, etc.

* Parametros bioquimicos: creatinina sérica (CREA), BLR, albimina sérica
(ABS), etc.

* Variables fisiopatoldgicas: didlisis, neutropenia, etc.

* Variables del estudio: centro, técnica analitica, disefio, respondedores, etc.

* Grado de exposicion: farmaco, metabolito, dosis, area bajo la curva (ABC),
concentracion maxima (Cmax), €tc.

* Parametros de la enfermedad: duracion de la enfermedad, respuesta, etc.

» Caracteristicas del tratamiento: comedicacién, tratamientos previos, etc.

» Habitos o factores conductuales: tabaco, alcohol, dieta, ejercicio, etc.

e Tiempo: hora del dia, tiempo tras la ingesta de comida, comienzo de
tratamiento, etc.

En funcion del tipo de COV analizada se pueden clasificar en:
¢ Continuas: WGT, HGT, BMI, AGE, ABS, BIL, CREA, etc.

» Categoricas o Discretas:

- Dicotémicas: SEX, medicacion concomitante, patologia, genotipo,
dialisis,etc.

- Categoricas ordenadas: estado funcional segun la escala del Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG), fndice Prondstico Internacional
(IPI), tratamiento, consumo de alcohol, consumo de tabaco, etc.

- Categodricas no ordenadas: raza, centro de estudio, diagndstico,
periodo de tiempo, etc.

Los factores prondstico pueden ser introducidas en el modelo PK poblacional
siguiendo diferentes expresiones matematicas en funcién del tipo de COV
analizada.
1.2.5.2. Covariables continuas

La relacion entre un parametro PK poblacional (P) y una COV continua puede
expresarse mediante correlaciones de tipo lineal, las cuales pueden expresarse de

diferentes formas:

P=0,+0cy - COV Ecuacion 21
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P=0,-(1+ Ocop-COV) Ecuacién 22
P =06, + 00y - (COV — Med(COV)) Ecuacién 23
cov Ecuacién 24
P=0,+0 - (—)
1 ¥ Beov Med(COV)

donde Med es el valor de la mediana de la COV estudiada, la cual también se expresa con frecuencia
como media aritmética.

Especial atencion reciben las relaciones alométricas frecuentemente
utilizadas, las cuales permiten diferenciar subgrupos de poblacién. Las ecuaciones
25 y 26 se usan para establecer la relacion del peso corporal con el CL y el Vd,
respectivamente.

P =6, -CoVo7s Ecuacion 25
p—g '(C0V> Ecuacién 26
t \cov

La relacion entre P y COV puede alejarse de la linealidad, especialmente
cuando las COV tienen un rango amplio de valores. Algunas de las expresiones no
lineales mas habituales se muestran a continuacion:

P =6, e fcov Ecuacién 27
P =6, -Ccovbcov Ecuacion 28
P=0,-(1+0;c0 COV)siCOV < X Ecuacion 29
P =0, (1+ 6,0 -COV) si COV = X
P =06, + (COV < 40) - 0,00y + (COV > 40) - O,c0y Ecuacién 30

1.2.5.3. Covariables categdricas

En el caso de variables dicotomicas, como el SEX, que dividen la poblacion
en dos grupos se incluye un parametro 6.,, que toma valores de 0 y 1. De esta
forma la influencia de la COV solo se manifiesta para uno de los dos grupos,
quedando el otro como referencia:

P =0, - ePcovcov Ecuacién 33

Cuando las COV tienen mas de dos categorias pueden introducirse en el
modelo segun las ecuaciones 34 y 35.
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P=0,siCOV =1
P=6,siCOV =2 Ecuacion 34
P=6,siCOV =3

P=6,siCOV =1
P=6,+86,si COV =2 Ecuacién 35
P=6,+6,+6,si COV =3

1.2.5.4. Seleccion de covariables: analisis grafico e inclusion a priori

Uno de los mayores problemas en la construccion de modelos de COV es la
sobreparametrizacion. Esta situacion origina dificultades de convergencia y fracasos
en la estimacion correcta de la covarianza ($COV). Cuando dos o mas COV estan
altamente correlacionadas (o hay desequilibrio entre COV discretas), habra que
seleccionar aquella o aquellas que tengan mayor influencia en la bondad del ajuste,
con el fin de reducir la colinealidad entre las continuas y el desequilibrio entre las
discretas (107). No es pertinente, por ejemplo, la inclusion del WGT vy la superficie
corporal (BSA, Body Surface Area) de manera simultanea ya que el segundo
parametro es derivado del primero y estaran por consiguiente altamente
correlacionados. Asi se puede simplificar en gran medida el complejo proceso de
construccién del modelo de COV.

En la construccion del modelo de COV, es imperativo realizar un analisis
previo de los factores prondstico incluidos en el estudio. También es necesario
investigar las evidencias fisioldgicas previamente descritas sobre su influencia en
los pardametros PK del farmaco estudiado. En este sentido, es evidente que la
inclusion de diferentes isoenzimas del citocromo P-450 para explicar la PK de un
farmaco que no se metaboliza por esta via o analizar la variable SEX en un estudio
realizado en cancer de prostata no tiene sentido.

Este analisis inicial deberia incluir la representacion grafica de las EBE de los
parametros PK individuales frente a los parametros de efectos fijos y aleatorios,
ayudando a identificar tanto las relaciones como la expresion matematica que
pueda caracterizarla mas adecuadamente (lineal, exponencial, etc.) (110).

1.2.5.5, Construccion del modelo de covariables

El proceso de identificacién y cuantificacion de la influencia potencial de COV
ha sido ampliamente estudiado debido a su importancia y complejidad
metodoldgica. Todos los procedimientos o metodologias sistematicas de
construcciéon del modelo de COV tienen limitaciones. A pesar de que permiten
obtener modelos con una bondad de ajuste satisfactoria, no existen garantias de
encontrar el modelo idoneo.

A continuaciéon se revisan las metodologias mas actuales y frecuentemente
utilizadas en la identificacion y cuantificacion de COV asi como las mas novedosas:

Los modelos aditivos generalizados (GAM, Generalized Additive Modeling)
son modelos de regresion lineal multiple que evallan relaciones lineales y no

32



Introduccion

lineales entre las COV y los pardmetros PK del modelo expresadas de acuerdo con
la siguiente ecuacion:

EBE = a+ f(COV;) + g(COV,) + - + h(COVy) Ecuacién 36
donde a es la interseccion y f,g...h son funciones de tipo lineal y no lineal (111).

Este procedimiento sigue un proceso de inclusion-exclusion utilizando el AIC
como criterio estadistico de bondad de ajuste en la seleccion del modelo. EIl GAM
permite la seleccion, en etapas iniciales de la construccién del modelo de COV, de
posibles factores prondstico asi como el tipo de relacion observada (112).
Adicionalmente, permiten explorar la presencia de sujetos influyentes en las
estimaciones de los parametros, mediante el valor de Cook, y en la precisidon de la
estimacion de los mismos, mediante el criterio leverage/cov-ratio. El bootstrap GAM
es una extension de la metodologia anterior que consiste en realizar el
procedimiento GAM a N bases de datos generadas por muestreo con
reemplazamiento a partir de la base de datos original (bootstraping). Este
procedimiento permite estimar el nimero de veces que se incluyé una COV en el
modelo, asi como determinar el tamafio mas comudn del modelo de COV en las N
bases de datos evaluadas, entro otros resultados (112).

El analisis de COV en dos etapas o gradual (SCM, Step-wise Covariate
Modeling) es otro procedimiento de inclusidn-exclusién que permite discriminar los
efectos prondstico mas relevantes de entre un amplio conjunto de candidatos asi
como establecer posibles relaciones de una manera sistematica y automatizada.
Esta metodologia, a diferencia del GAM, permite cualquier tipo de parametrizacion
de las COV ademas de evaluar la bondad del ajuste de cada modelo mediante la
magnitud de la disminucién de la OFV (LRT) y se puede implementar en el
programa PsN (Pearl/-Speaks for NONMEM). Incluye un primer paso de inclusion de
COV para un nivel de significacion estadistica definido, habitualmente p<0,05,
hasta llegar a un modelo que no acepte ninguna COV adicional, denominado
modelo completo de COV. A continuacién realiza un proceso de eliminacién de las
COV de una en una acorde a un criterio estadistico mas restrictivo, habitualmente
p<0,01 o p<0,001, hasta llegar al modelo final. Sus principales limitaciones son su
sensibilidad a los efectos de colinealidad cuando ésta se presenta entre dos o mas
COV y que no garantiza la seleccidon del mejor modelo posible ya que es posible que
alguna combinacion con elevada influencia no llegue a ser evaluada (104,107,113).

Existen variantes como el cross-validation SCM o el bootstrap SCM en las
que se realiza el procedimiento SCM sobre subdivisiones de la base de datos
original o nuevas bases de datos generadas a partir de la original, respectivamente.
Estas metodologias permiten determinar tanto la frecuencia de inclusién de las COV
analizadas como la del tamafio del modelo final y corrigen algunas de las
limitaciones del procedimiento SCM. Ademas, el bootstrap SCM permite investigar
la influencia de los individuos en el modelo de COV, asi como el error tipo I
cometido por la inclusion de COV e identificar correlaciones entre las factores
prondsticos introducidos en el modelo. Estos procedimientos pueden ser muy
costosos desde el punto de vista computacional (tiempos de analisis superiores a
una semana) por lo que Khandelwal y cols. (114) propusieron una aproximacion
lineal de la influencia de las COV basado en un método de estimacién de primer
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orden condicional propuesta capaz de disminuir los tiempos de analisis hasta 4000
veces.

Un procedimiento de construccion de modelos de COV alternativo consiste
en el empleo de algoritmos de busqueda como la aproximacion de Wald (WAM,
Wald’s Approximation Method) y el LASSO (Least Absolute Shrinkage and Selection
Operator) que parten del modelo final y evallan los posibles modelos restringidos
derivados del mismo. En el caso del WAM, el criterio de seleccién del mejor ajuste
es el BIC junto con la aproximaciéon de Wald lo que implica tener definida
previamente la matriz de covarianza de las COV. En el caso del LASSO, fue
introducido en la PK de poblaciones por Ribbing y cols. (115) y es mas adecuado
para bases de datos pequefias. Este proceso tiene una mejor capacidad predictiva
ademas de no necesitar la especificacion de un p-valor para la seleccién de COV. Su
principal limitacion radica en la incapacidad de ser aplicado a todo tipo de
parametrizacién como es el caso por ejemplo de las relaciones tipo potencial (104).

El método de estimacion completo de efectos fijos (FFME, full fixed effects
model estimation) es una aproximacion que se basa en la medida de la precision de
los parametros estimados y en la relevancia clinica que tiene el potencial efecto de
la COV. El proceso se ejecuta en una Unica etapa (NONMEM) con las COV
previamente predefinidas y los resultados son faciles de interpretar, lo que
constituyen las principales ventajas del mismo. Sin embargo, el FFME es muy
sensible a las COV correlacionadas, no incluye las relaciones entre los parametros y
las COV, lo que puede sesgar las estimaciones de las relaciones incluidas. Asi
mismo, la estabilidad del modelo puede ser un problema cuando se establecen un
numero elevado de relaciones entre parametros y COV. El método de estimacion
completo de efectos aleatorios (FRME, full random effects model estimation), a
diferencia del FFME, no necesita omitir las correlaciones entre las COV, hecho que
mitiga algunas de las limitaciones de la aproximaciéon FFME (116,117) aunque la
experiencia con esté método es todavia muy reducida.

Otros algoritmos de busqueda de COV que no han sido estudiados en
profundidad por sus limitaciones y escaso uso son, en terminologia anglosajona, los

denominados Tree, Random Forest y OSCAR.

La tabla I-4 recoge los procedimientos de construccion de modelos de COV
mas comunmente utilizados junto con sus principales ventajas y desventajas.
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1.2.5.6. Covariables perdidas (missing covariates)

La pérdida o ausencia de informacion de algunas COV en la base de datos
(MD, Missing Data) son un problema frecuente en los estudios clinicos. Es habitual
la pérdida de datos identificadores del paciente o detalles de la administracién del
farmaco. Siempre que sea posible, deben definirse procedimientos para su mejor
manejo de forma prospectiva. Se diferencian tres categorias de datos perdidos:
perdidos completamente aleatorios (MCAR, WMissing Completely at Random),
perdidos aleatoriamente (MAR, Missing At Random) y perdidos no aleatoriamente
(MNAR, Missing Not At Random) (108).

El método elegido para el manejo de los MD de COV es un proceso clave con
gran repercusion en la capacidad predictiva del modelo desarrollado. Las soluciones
habituales a este problema incluyen la eliminacion del caso/sujeto y la imputacion
del valor mediante las siguientes estrategias:

e Asignar el valor de la media o la mediana de la muestra.

* Estimar el valor mediante regresion lineal cuando se conoce su relacion con
otra COV y ha sido bien establecida en la poblacion estudiada.

* Asignar el valor mediante un procedimiento de maximizaciéon de la
esperanza.

Cada una de estas aproximaciones presenta requerimientos metodoldgicos y
limitaciones potenciales definidas por el prototipo de los MD. Las limitaciones
analiticas, junto con los errores en la recogida de muestras también se consideran
dentro de las observaciones perdidas.

El manejo de datos que estan por debajo del limite de cuantificacion (BLQ,
Bellow Limit of Quantification) de la técnica analitica ha sido objeto de amplias
discusiones. Estos pueden eliminarse si no son relevantes desde el punto de vista
farmacologico o si su contribucion al ajuste del modelo es minima. Si éste no es el
caso, el proceso es mas complejo ya que el verdadero valor de ese dato sera
inferior al limite de cuantificacion de la técnica analitica (LLOQ, lower limit of
qguantification), pero superior a cero. En estos casos, Beal propone conservar la
informacién que pueden proporcionar estos datos, sin modificar la probabilidad
(119).

1.2.6. Evaluaciéon del modelo

La evaluacidn de un modelo es un proceso imprescindible en los analisis PK
poblacionales debido a las asunciones cometidas por los diferentes métodos de
estimacion poblacionales que condicionan la precision y exactitud de los resultados
obtenidos. Aun siendo un procedimiento recomendado por las agencias reguladoras
no hay un consenso sobre su realizacion y corresponde al experto en
farmacocinética seleccionar justificadamente la metodologia mas adecuada (91,92).

Este proceso se define basicamente como la evaluacién de la capacidad de

prediccion de un modelo (91) y debe demostrar que el modelo final es un buen
descriptor de los datos para el objetivo deseado (92). Bajo la asuncién de Box de
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que “todos los modelos son erréoneos, pero algunos son utiles” (120), la evaluacién
de un modelo PK puede tener un enfoque descriptivo, si su “utilidad” u objetivo es
resumir los datos estudiados, o predictivo si se pretende aplicar en la prediccién de
resultados clinicos como la realizacion de simulaciones de regimenes de dosificacion
(106,121).

La evaluacidon de un modelo PK poblacional puede realizarse de forma
interna o externa, en funcion de la base de datos utilizada. La evaluacion interna
utiliza un subconjunto de los datos totales que se van a analizar, dejando la mayor
parte de los datos para la construccidn y refinamiento del modelo, mientras que la
evaluacion externa precisa el uso de una fuente externa de datos, es decir, datos
procedentes de un nuevo estudio experimental que no han sido utilizados en el
desarrollo del modelo.

1.2.6.1. Pardmetros utilizados en la evaluacion del modelo

Estos parametros cuantifican la magnitud de las diferencias entre las
observaciones y las predicciones (errores de prediccion) asi como la exactitud y
precision de las mismas (122).

Entre los parametros mas utilizados destacan la media del error de
prediccion (MPE, Median Prediction Error) para determinar el sesgo de prediccion
del modelo y la media del error de prediccion absoluto (MAPE, Median Absolute
Prediction Error) o la media de la raiz cuadrada del error (RMSE, Root Mean
Squared Prediction Error) si lo que se pretende es la evaluacidn de la precisidon. Las
siguientes ecuaciones definen el MPE, MAPE y RMSE:

N
1 red; — obs;
MPE = —Zuxloo Ecuacidn 37
N . ObS]'
|(pred; — obs))| >
MAPE = Z x100 Ecuacion 38
obs]
RMSE = —Z J(pred — obs;)"x100 Ecuacién 39

donde, pred;, representa el j-ésimo valor de concentracion predicha; obs; el j-ésimo valor de
concentracidn observada; y N corresponde al numero de concentraciones incluidas en el estudio.

Se consideran modelos precisos y exactos aquellos con un valor de MPE y
MAPE o RMSE iguales o inferiores al 10 % y 25 %, respectivamente (121,123,124).

Los errores de prediccion estandarizados se han utilizado tradicionalmente
como un criterio mejorado de evaluacion del modelo ya que tienen en cuenta la
variabilidad en las predicciones y la correlacion entre los errores de prediccion en
un mismo individuo (125). El programa NONMEM calcula estos parametros bajo la
denominacion de WRES y CWRES para los algoritmos de estimacion FO y FOCE,
respectivamente (124). Estos parametros son obtenidos usando la linearizacién de
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primer orden de la funcién del modelo lo que presenta ciertos problemas como el
aumento del error tipo I cuando se comparan modelos o se evalla la influencia de
COV (126).

Mentré y Escolano (126). propusieron una estandarizacién de los errores de
prediccion denominado discrepancias de prediccion (pd, prediction discrepancies).
Los pd para cada observacion se definen como el percentil que ocupa en la
completa distribucion de los mismos asumiendo la hipdtesis nula que el modelo es
adecuado. Si el modelo es valido, estos deben seguir una distribucion uniforme [0,
1], asuncién que puede ser evaluada mediante el test de Kolmogorov-Smirnov.
Ademads, también pueden ser representados frente a diferentes variables
independiente (tiempo, PRED) para detectar tendencias en las predicciones. Este
parametro no tiene en cuenta la correlacién de las observaciones en un mismo
individuo por lo que Brendel y cols. (127) propusieron la decorrelacién de los pd a
través de los NPDE. Estos autores establecen que para que un modelo sea “valido”,
los NPDE deben seguir una distribuciéon N(0,1) que puede evaluarse mediante las
siguientes pruebas estadisticas:

e Wilcoxon de los rangos con signo: determina si la media es
significativamente diferente de 0.

* Fisher de varianza: prueba si la varianza difiere significativamente de 1.

* Shapiro-Wilk: evalla si la distribucidon es significativamente diferente a la
normal.

*+ Test global: se rechaza la hipdtesis nula si una de las tres pruebas
previamente comentados (media, varianza y normalidad) es significativo con
una correccion de Bonferroni (P = 0,05/3) (debe ser cercano a la unidad)
(128).

Comets y cols. (129) desarrollaron un paquete estadistico en R que estima
los NPDE y realiza los test previamente descritos. Adicionalmente, a partir de la
version 7.1.2. de NONMEM, este parametro es obtenido en la ejecucion de los
modelos y puede ser listado en el archivo de salida como NPDE (124,129). Se
recomienda el uso de los NPDE para la evaluacién tanto interna como externa de
modelos PK poblacionales sobre el resto de parametros disponibles para evaluar los
errores de prediccion (128).

1.2.6.2. Evaluacion interna

La evaluacidon interna consiste en determinar si el modelo desarrollado es
adecuado, empleando los mismos datos utilizados en el desarrollo del modelo. Esta
metodologia es de gran utilidad cuando es complicado o requiere mucho tiempo la
obtencién de nuevos datos para la evaluacion del modelo como, por ejemplo, el
caso de los pacientes pediatricos. La evaluacion de modelos no sigue una norma
estricta y algunos de los métodos sugeridos incluyen criterios estandar de selecciéon
de modelos (GOF, shrinkage, RSE, etc.) asi como aproximaciones mas sofisticadas
como la division de los datos (data spliting), ténicas de remuestreo (bootstrap,
validacion cruzada, jacknife) o las validaciones predictivas posteriores
(91,103,106,121,123,124,127,130,131).
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1.2.6.2.a. Evaluacidén interna basica basada en las observaciones

Consiste en aplicar los criterios expuestos en el apartado 1.2.3. (Seleccion
de modelos) del presente trabajo de tesis. Asi pues, es preciso evaluar la
incertidumbre en la estimacion de los parametros, la contraccion de la varianza de
los efectos aleatorios (shrinkage), los diagndsticos graficos, analisis de sensibilidad
(outliers), los GOF, etc.

1.2.6.2.b. Division de datos o data splitting

Esta técnica realiza la particion aleatorizada de los datos disponibles para el
anadlisis de poblacion en subconjuntos de datos para construir el modelo
(habitualmente 2/3 de la base de datos original) y para validarlo (habitualmente
1/3 de la base de datos original), denominados grupo de estudio y grupo de
evaluacion, respectivamente. Su principal limitacién radica en que la precision
predictiva se basa en el tamafio de la muestra generado en la divisién de los datos
(132).

1.2.6.2.c. Técnicas de remuestreo

El bootstrapping y la validacién cruzada son métodos para estimar errores
generalizados basandose en técnicas de remuestreo (resampling) con la ventaja,
frente al método de particidon, de utilizar todo el conjunto de datos para desarrollar
el modelo (133). Las estimaciones resultantes de los errores generalizados se usan
con frecuencia para escoger entre varios modelos asi como para evaluar la
generalizacion de las predicciones del modelo.

1.2.6.2.c.1. Bootstrap

El término bootstrapping se deriva de la idea de generar repetidamente
bases de datos con una distribucion similar a la original. Bootstrap es una técnica
general para estimar distribuciones de muestreos. Se han descrito numerosas
aproximaciones para establecer la distribucién de las muestras generadas a partir
de la original (134) siendo el muestreo con reemplazamiento de los individuos que
componen la base de datos original, bootstrap no paramétrico, la mas frecuente en
PK de poblaciones al ser habitual el desconocimiento de la verdadera distribucion
(106).

Los parametros de efectos fijos y aleatorios se estiman en cada una de las
bases de datos generados por bootstraping. Efron y Tibshirani (135) sugieren, de
manera general, un numero minimo de 200 conjuntos de datos para estimar el SE
de los parametros estimados y de 1000 para determinar el IC de los mismos.
Posteriormente se calcula el valor medio de cada parametro estimado en las bases
de datos bootstrap, asi como su IC al 95 %. Se considera un modelo adecuado y
estable cuando el valor tipico del parametro poblacional, estimado con la base de
datos original, esta dentro de los IC 95 % de los parametros obtenidos en las bases
de datos bootstrap.

Los bootstrap pueden ser utilizados para la seleccion de modelos, la
evaluacion de su estabilidad y la determinacion de la confianza en la estimacion de
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los parametros, por lo que es considerado uno de los procedimientos de eleccion en
la evaluacion de modelos PK poblacionales (136). Ademas, esta metodologia puede
ser utilizada para identificar la regién en el espacio paramétrico mas consistente
con los datos experimentales (137).

1.2.6.2.c.2. Validacién cruzada o cross validation

La validacion cruzada es una técnica de evaluacién basada en el uso de
replicados de subconjuntos de datos procedentes de Ila muestra total.
Esencialmente, es una particion repetida de los datos (data splitting), pero
utilizando la totalidad de los mismos. Se extraen k subconjuntos de tamafio similar
(habitualmente N-1, siendo N el nimero de individuos) de la base de datos original.
Se construyen k modelos eliminando cada vez uno de los k subconjuntos de datos.
Los k modelos se evallian y comparan para definir el modelo final basandose en la
totalidad de los datos (138).

1.2.6.2.d. Evaluacion mediante simulaciones de Monte Carlo

1.2.6.2.d.1. Validacion predictiva posterior (PPC, Posterior Predictive Check)

Los PPC fueron descritos por Yano y cols. (139) y es una metodologia
basada en simulaciones de Monte Carlo que evalla si un descriptor o parametro de
interés PK (Emax, ECso, Cmax, ABC) es calculado adecuadamente con los datos
observados y su distribucion posterior de prediccion generada de acuerdo con el
modelo basado en las simulaciones. En estas simulaciones, la distribucion del
parametro seleccionado para la comparacion y el correspondiente p-valor son
derivados de replicados de simulacion (124,127). Una vez identificado los
parametros de interés, se estiman sus distribuciones en los replicados generados y
se comparan con los de los datos originales.

Los PPC precisan simulaciones de las distribuciones posteriores de los
parametros estimados por el modelo, las cuales no estan disponibles a menos que
se haya utilizado un modelo bayesiano completo. Girard y cols. (140) sugieren
utilizar un bootstrap paramétrico para solventar dicha limitacion y simular las
distribuciones posteriores de los parametros del siguiente modo (106,121):

- Simular un nuevo conjunto de observaciones con un disefio idéntico al
original utilizando el modelo final.

- Ajustar el modelo final al nuevo conjunto de observaciones y obtener
nuevas estimaciones de los parametros de efectos fijos y aleatorios.

- Simular un nuevo conjunto de observaciones a partir de los parametros
estimados con la base de datos simulada.

- Ajustar el modelo final al nuevo conjunto de observaciones y obtener
nuevas estimaciones de todos los parametros.

- Repetir estos pasos al menos 200 veces.
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1.2.6.2.d.2. Exploracién Predictiva Visual (VPC) y Numérica (NPC, Numerical
Predictive Check)

El VPC y los NPC son procedimientos basados en simulaciones de Monte
Carlo a partir del modelo desarrollado y cuyos datos deben seguir una distribucién
y caracteristicas similares a los datos originales con los que fue desarrollado el
modelo siempre y cuando este caracterice los datos de manera adecuada (141).

Esta metodologia evalla graficamente si el modelo poblacional reproduce la
tendencia central y la variabilidad de los datos observados mediante simulaciones
(141-143). El VPC describe las observaciones que se esperarian para un conjunto
de individuos que utilizan la misma estructura del conjunto de entrada (registros de
dosificacion, tiempo, COV) de los datos reales del modelo siendo asi un método
descriptivo, pero no proporciona una distribucion predictiva. Los graficos obtenidos
mediante el VPC permiten mostrar si un modelo es adecuado cuando la mayoria de
los datos experimentales se encuentran distribuidos aleatoriamente a lo largo del
tiempo entre los intervalos de prediccion definidos.

Estos andlisis graficos son frecuentemente utilizados tanto en las etapas de
desarrollo como en la evaluacion del modelo. El nUmero de ensayos de simulacién
depende del propdsito del VPC aunque se asume que 1000 simulaciones pueden ser
suficientes (124). Los percentiles y las agrupaciones de los datos (bins) dependen
de la riqueza de los mismos. Los datos deben ser agrupados buscando la
homogeneidad de los mismos en cada division manteniendo un equilibrio entre el
nimero de agrupaciones y el niumero de datos en cada una de ellas para poder
describir adecuadamente la distribucion de los mismos (142,144). Los percentiles
90 6 95, tanto de los datos simulados como los originales, son los cominmente
estimados para cada divisidon con el objetivo de comparar la distribucion de los
mismos pudiendo disminuirse al percentil 80 cuando no se dispone de un numero
elevado de datos por agrupacién (inferior a 100) (107). Los VPC estratificados por
COV relevantes (grupos de edad o peso), dosis o rutas de administracion son
habitualmente empleados para demostrar el rendimiento del modelo en estos
grupos de poblacion (103).

Post y cols. (145) han desarrollado extensiones del VPC, tales como el VPC
cuantificado (QVPC, Quantified VPC) y el bootstrap VPC (BVPC), para poder
solventar las limitaciones de los anadlisis que incluyen datos no especificados
(perdidos o no observados). Los VPC corregidos por predicciones (pcVPC,
prediction-corrected VPC) mitigan la pérdida de sensibilidad del VPC tipico (146).
Por ultimo, la metodologia de los VPC estandarizados (SVPC, Standarized VPC) es
una alternativa para identificar la mala especificacion del modelo estructural o la
estimacion inadecuada de efectos aleatorios (147).

Los NPC comparan, al igual que los VPC, los datos simulados con el modelo
desarrollado a partir de los datos originales. En contraposicion, al analisis grafico
previamente descrito se establece la comparacion estadistica de las expectativas de
los datos simulados con las basados en los datos observados (124,148).
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1.2.6.3. Evaluacion externa

La evaluacidon externa es un procedimiento que se realiza utilizando datos
procedentes de un estudio diferente al utilizado para construir el modelo (base de
datos de evaluacion). En este tipo de evaluacidon se comparan los datos predichos
por el modelo final (desarrollado con la base de datos original) con las
observaciones de la base de datos de evaluacion. De hecho, la capacidad del
modelo final desarrollado sobre un conjunto determinado de datos cuando se
proyecta sobre otros datos diferentes constituye la forma mas fiable y segura de
establecer la verosimilitud de un modelo desarrollado para su posterior
recomendacion y utilizaciéon en clinica. El procedimiento de comparaciéon es similar
al que se realiza en la evaluacion interna utilizando, entre otras metodologias,
técnicas de remuestreo, simulaciones de Monte Carlo, evaluacion de la
incertidumbre en la estimacion de los parametros, shrinkage, etc. (121,123).

1.2.7. Software

1.2.7.1. Software de analisis

El software utilizado en el analisis PK de poblaciones ha sido revisado de
manera pormenorizada por diferentes autores debido a la gran relevancia que tiene
en este tipo de analisis computacionales (90,123,149-152). Todos los métodos y
alternativas de software estan basados en una aproximacion jerarquica del modelo
de efectos mixtos no lineal y se diferencian en la forma en la que estiman los
parametros del mismo. La mayoria de los programas incluyen librerias de modelos
estructurales y de error, que estdn predefinidos, aunque, en ocasiones, puede ser
preciso definir modelos mdas complejo.

La seleccién del software utilizado en el andlisis poblacional exige Ia
consideracion de factores como la facilidad de manejo (interfaz intuitiva, plataforma
nativa, clusters, coste, etc.), el contenido (algoritmos de estimacion
implementados) y el soporte (clinico y técnico) (151). A continuacién se muestran
los programas mas ampliamente utilizados en el analisis poblacional basados en
una aproximacion jerarquica del modelo de efectos mixtos no lineal.

e NONMEM (Non-Linear Mixed Effects Modeling)

NONMEM v.7.3. (ICON Development Solutions, Hanover, EEUU) es el
programa mas utilizado en la actualidad, tanto en el ambito académico como en la
industria farmacéutica, para el desarrollo de analisis PK/PD. Este programa fue
desarrollado por Beal y Sheiner en la Universidad de California San Francisco en la
década de los 70. A pesar de carecer de una interfaz “amigable” o intuitiva y la
necesidad de codificar las subrutinas en FORTRAN 77, su disefio le confiere gran
versatilidad en el modelado y elevada potencia de célculo lo que le convierten en el
software de referencia en el analisis PK poblacional.

Existen programas complementarios como PsN, Wings for NONMEM, Census
2, Pirafia, NONMEMory, PMx, etc. que facilitan el desarrollo de modelos
poblacionales basados en el uso del programa NONMEM (153-157). Estos
programas satisfacen desde los requerimientos mas simples, como la obtencién y
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visualizacidon de resultados de un modelo PK, hasta los métodos de evaluacion de
modelos como el VPC, los métodos de simulacién/estimacion con reemplazamiento
(bootstrap), el SCM, etc.

*  MONOLIX (MOdéles NOn LInéaires a effets miXtes)

MONOLIX v.4.3.2. (Lixoft, Orasy, France) es un programa que permite
estimar los parametros y seleccionar el mejor modelo, obtener los GOF y realizar
simulaciones. Las principales ventajas de este software son la intuitiva interfaz, que
ademas implementa la representacion grafica de los resultados, la caracteristica del
codigo libre y su gratuidad. Por otro lado, el entorno del programa es en si mismo
una limitacion en la versatilidad del modelado junto con la restriccion del método
de estimacién al previemante descrito SAEM (158).

*  Phoenix NLME™
Phoenix NLME™ v.1.1. (Certara, Princeton, USA) permite el tratamiento de
los datos, la creacidén y seleccion de modelos PK/PD, asi como la generaciéon de
tablas y graficos de los resultados.

Existen otros programas utilizados en el desarrollo de modelos de
poblaciones como  NLINMIX, MIXLIN, SAAMII, WinNonMix, Kinetica™,
Winbugs/PKBUGs, etc. Ademas de los programas basados en modelos de efectos
mixtos no lineales cobran especial relevancia el uso de lenguajes de calculo técnico
como MATLAB. También estan disponibles otros programas que no asumen
distribucion definida de los paramétros entre los que destaca el Pmetrics el cual es
una actualizacion del clasico MM-USCPACK (159).

Finalmente, mencionar los programas que desarrollan también modelos PK
con base fisioldgica (PBPK, phisiologically based pharmacokinetics), simulaciones,
etc. entre los que destaca SimCyp, programa capaz de simular los procesos ADME
de los farmacos en distintos grupos poblacionales, de acuerdo con modelos
mecanicistas y correlaciones in vitro-in vivo. El programa consta de una libreria de
sustratos (farmacos) y otra de grupos poblacionales, asi como de los algoritmos,
subrutinas y otras herramientas matematico-estadisticas que definen los
correspondientes modelos cinéticos y que permiten la simulacion en diferentes
condiciones. Es una herramienta de gran utilidad para la los estudios preclinicos y
para la prediccion e interpretacion de los cambios en los perfiles cinéticos que se
producen en diversas circunstancias: fisioldgicas, patoldgicas, interacciones, etc.

1.2.7.2. Software de exploracion grafica

La complejidad de los datos y resultados analizados en el desarrollo de
modelos poblacionales requiere el uso de programas capaces de generar graficos
de diagnostico esenciales en este tipo de estudios. Los programas mas utilizados
son: S-PLUS, lenguaje R, Xpose y RFN (paquete y scritps, respectivamente,
implementados en R que utilizan los archivos generados por NONMEM) (112,160),
SAS, etc. Algunas de las herramientas mencionadas anteriormente incluyen la
representacién de los graficos mas habitualmente empleados en el diagnostico de
los modelos poblacionales como MONOLIX, Phoenix NLME, NLINMIX, MIXLIN,
WinNonMix, Kinetica™, SAAM II, MATLAB o SimCyp.
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1.2.7.3. Software de simulacion

Existen numerosos programas que permiten realizar simulaciones como
pueden ser los previamente citados NONMEM, MONOLIX, Phoenix NLME™, S-PLUS,
SAS, MATLAB, R-Language, SAAM II, PK-Sim®, etc. Entre las alternativas al
software mas enfocado al modelado poblacional estdn Simulo, GoldSim o
GastroPlus™, siendo este ultimo un programa con base mecanicista de modelado y
simulaciones PK, PK/PD y PBPK utilizado tanto en fases preclinicas y clinicas. Una
alternativa todavia en fase precomercial en la simulacién PBPK es PhysPK® que
aporta potentes herramientas de simulacion en un entorno de programacion
orientado a iconos.
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Objetivos

Poner a punto una técnica analitica de cromatografia liquida ultrarrapida
para cuantificar concentraciones en plasma de doxorubicina y su principal
metabolito activo, doxorubicinol, que permita su utilizacidon en la practica
clinica.

Desarrollar un modelo farmacocinético poblacional en pacientes
diagnosticados de linfoma no Hodgkin para doxorubicina y doxorubicinol.

Evaluar la capacidad descriptiva y predictiva del modelo poblacional
desarrollado mediante técnicas de evaluacion interna basadas en
simulaciones de Monte Carlo (Visual Predictive Check y Normalized
Prediction Distribution Error) y de bootstrap.

Realizar un analisis farmacocinético/farmacodindmico entre parametros

cinéticos que reflejen el grado de exposicidon del paciente al farmaco y
metabolito y parametros de toxicidad hematoldgica.
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Materiales y métodos

3.1. TECNICA ANALITICA

Se describe a continuacién de manera resumida los aspectos mas relevantes
de la técnica analitica puesta a punto para la cuantificacion de DOX y DOXol en
plasma humano (anexo I).

3.1.1. Reactivos

e DOX (Evewe Pharma, Unterach, Austria).

» DOXol (Toronto Research Chemicals Inc., Ontario, Canada).

¢ DAU, daunoblastina, (Pfizer GEP S.L. Madrid, Espafia).

e Metanol y acetronitrilo grado HPLC (Merck, Darmstadt, Alemania).

+ Agua ultra pura obtenida por un sistema MiliQ Milipore®.

« Acido ortofosforico, sulfato de zinc y trietilamina (TEA) (Panreac, Barcelona,
Espafa).

* Filtros de nylon de 0,2 um (Cronus Filter, Reino Unido).

3.1.2. Equipo

Se utilizd un equipo Shimadzu de UHPLC constituido por los siguientes
componentes:

* Inyector automatico modelo SIL-20A XR y nimero de serie L20444670007.

* Dos bombas de gradiente binario modelo LC-20AD XR, numeros de series
L20434770094 US y L20434770096 US.

*  Horno modelo CTO-10AS VP y niumero de serie C21044636319 CS.

» Desgasificador de membrana modelo DGU-20A5 y numero de serie SEG-5-
0224.

* Detector de fluorescencia modelo RF-10A XL y nUmero de serie
C20953501406 S1.

* Programa LCSolution v.1.24. SP1 como sistema de adquisicion y tratamiento
de datos cromatograficos (Shimadzu Corporation, Tokio, Japdn).

La figura MM-1 muestra el equipo utilizado junto con las condiciones
cromatograficas empleadas.
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Figura MM-1. Equipo y condiciones cromatogréficas de la técnica de UHPLC utilizada para la
determinacion y cuantificacién de doxorubicina y doxorubicinol en muestras de plasma humano.

TEA, trietilamina.

3.1.3. Procedimiento

Los patrones de calibracion fueron elaborados en plasma humano en los
rangos de 8-3000 ng/mL y de 3-150 ng/mL para el farmaco y metabolito,
respectivamente. Las soluciones stock y los patrones de calibrado fueron
almacenaron a -80° C.

Como agente precipitante se utilizé una mezcla metanol/agua (50:50, v/v)
al 20 % de sulfato de zinc para la desproteinizaciéon de las muestras de plasma
sanguineo. A dicha mezcla se incorpor6 DAU a una concentracion de 150 ng/mL
como control de calidad siendo motivo de la repeticiéon del analisis (error en la
inyeccion, en el tratamiento de muestra, etc.) una desviacion del valor de la altura
del pico cromatografico superior al 20 % con respecto al valor medio obtenido de
los analisis de la recta de calibrado.

El tratamiento de muestras problema y patrones consistié en la adicion de
100 pL del agente precipitante previamente especificado a 100 pL de plasma
sanguineo, seguido agitacion de la mezcla en el vortex durante 30 segundos y
posterior centrifugacion a 14000 rpm durante 5 min. La figura MM-2 muestra un
esquema de la elaboracion del agente precipitante junto con el tratamiento de
muestras empleado.
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Figura MM-2. Esquema del tratamiento de muestra para el andlisis cromatografico.

DAU: daunorrubicina; MeOH: metanol.

La separacion de los analitos a estudio se llevd a cabo mediante la inyeccion
de 10 uL del sobrenadante resultante de la muestra acondicionada en una columna
Kinetex® Cig (50 mm x 2,10 mm, tamafio de particula 1,70 ym, Phenomenex®)
para su elucion con una fase movil compuesta por agua (conteniendo 0,4 % de
trietilamina y de acido ortofosférico) / acetonitrilo (77:23, v/v) a 0,5 mL/min vy
50° C.

Las concentraciones de los analitos se cuantificaron utilizando la medida de
las alturas de los picos detectados por fluorescencia (Aexcitacion = 470 nM, Aemision =
548 nm; amplificacion = x 1024). El andlisis de las muestras se realizd por
duplicado en los casos en los que la altura de la respuesta de la DAU fue superior al
20 % de la media obtenida con los patrones de calibrado, como se describio
previamente.

3.1.4. Validacién

La técnica analitica desarrollada fue evaluada de acuerdo con las directrices
de las guias de validacion para métodos bioanaliticos de la EMA (161) y la FDA
(162). Los resultados tuvieron que cumplir los criterios de linealidad, selectividad,
exactitud y precisiéon tanto intra- como interdia. Ademas, se realizaron ensayos
para conocer la estabilidad de las muestras, el fendmeno de carry-over y el LLOQ
de la técnica para las condiciones de analisis. Los resultados obtenidos fueron
analizados con el programa estadistico SPSS v.21.0 (IBM Corporation, EEUU).
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3.2. PACIENTES Y TRATAMIENTO FARMACOTERAPEUTICO

El estudio fue realizado en el periodo comprendido entre el 1 de abril de
2009 y el 31 de julio de 2015 en pacientes diagnosticados de LNH, tratados con
diferentes protocolos antineopldsicos que incluyen DOX. Los pacientes eran
procedentes de los siguientes servicios de hematologia del territorio nacional:

e Hospital Universitario de Salamanca.

e Hospital Universitario 12 de Octubre.

* Hospital Germans Trias i Pujol.

e Hospital del Mar.

* Hospital General Universitario Gregorio Marafidn.

Los pacientes recibieron DOX dentro del protocolo R-CHOP administrado de
forma ambulatoria en ciclos de 21 dias hasta un total de seis ciclos o retirada
prematura. Dicha pauta consistido en la administracion de rituximab por via iv a una
dosis de 375 mg/m® en el dia 1 del ciclo y de quimioterapia tipo CHOP
(ciclofosfamida 750 mg/m? iv en el dia 1 del ciclo + DOX convencional 50 mg/m? iv
en el dia 1 del ciclo + vincristina 1,4 mg/m? iv en el dia 1 del ciclo + prednisona 60
mg/m? por via oral en los dias 1-5 del ciclo). Antes de la infusidén de rituximab se
administré paracetamol (1000 mg por via iv), polaramine (5 mg por via iv) y
prednisona el dia 1 del ciclo. La dosis de DOX pasé de 50 a 65 mg/m? cuando se
recurre al protocolo R-MegaCHOP. En ambos protocolos se administré en perfusion
iv de 30 a 60 minutos de duracion.

Se recomendd profilaxis primaria de la neutropenia febril con factor

estimulante de colonias de granulocitos (GCSF, Granulocyte-Colony Stimulating
Factor) segun la practica habitual de cada centro.

3.2.1. Criterios de inclusién

¢ Edad: superior a 18 afos.

* Estado funcional ECOG: inferior a 3.

* Funcién hematoldgica adecuada: neutréfilos > 1,5 x 10°/L y plaquetas > 75
x 10°/L; se aceptaran valores inferiores si son debidos a infiltracién en
médula 6sea por el linfoma.

» Funcidn hepatica adecuada: ALT y AST < 2,5 x limite superior normal.

* Funcion renal normal: CREA < 2,5 x limite superior normal y BLR inferior a
1,2 mg/dL salvo que las alteraciones sean secundarias al linfoma.

e FEVI: en reposo = 55 %, sin antecedentes documentados de ICC, arritmias
graves o infarto agudo de miocardio.

¢ Consentimiento informado otorgado voluntariamente por el paciente.

3.2.2. Criterios de exclusion

» Afectacidon conocida del sistema nervioso central por el linfoma.
* Enfermedad cardiovascular secundaria clinicamente significativa:
- Hipertension arterial no controlada (presién arterial sistélica >160 mmHg
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o presién arterial diastélica > 100 mmHg).

- Arritmias cardiacas ventriculares o supraventriculares no controladas
(fibrilacién auricular con frecuencia ventricular media >100 Ipm en
reposo).

- Angina de pecho sintomatica (clase II o superior segun los criterios de
Canadian Cardiovascular Society; es decir, con limitacion para
actividades habituales de la vida diaria).

- ICC previa o actual.

- FEVI < 55 %.

- Hipertrofia ventricular izquierda moderada o severa.

- Alteraciones valvulares significativas (estenosis o regurgitaciones
valvulares moderadas o severas).

* Pacientes con mala ventana ecocardiografica que no permita una
cuantificacion fiable de la FEVI por ecocardiografia.

» Indicios de cualquier infeccion grave, aguda o crdnica y activa.

* Antecedentes de reaccion alérgica a las antraciclinas o antecedentes de una
reaccion inusual a otros componentes de la pauta terapéutica en
investigacion o a tratamientos similares.

3.2.3. Criterios de retirada del tratamiento

* Necesidad de interrupcién del tratamiento o retraso en su administracion
durante un periodo superior a dos semanas por motivos de toxicidad.

e Retirada del consentimiento del paciente (por requerimiento del paciente,
negacion a recibir el tratamiento o por cualquier otro motivo).

* Enfermedad concomitante que haga necesaria la retirada del paciente.

* Desarrollo de alguna reaccion adversa grave (compromete la vida del
paciente).

* Violaciones mayores al protocolo (errores en el procedimiento de envio o
extraccion de muestras, tratamiento inadecuado de las mismas, falta de
informacién en el muestreo, pérdida de seguimiento del paciente, etc.).

3.2.4. Recogida de datos y toma de muestra

Se obtuvo informacion sobre la enfermedad (diagnostico, centro de
tratamiento estado funcional ECOG, IPI, y ciclo de tratamiento), el tratamiento
(fecha de administracion, dosis, duracion infusién y tiempos de muestreo) y el
estado del paciente. Ademads, se revisaron las historias clinicas con objeto de
extraer los factores que pudieran afectar a la evolucidn clinica del paciente como
tratamientos concomitantes, factores de riesgo cardiovasculares, etc. Entre las
variables recogidas se encuentran los siguientes parametros:

* Demograficos: AGE (afios) y SEX (hombre/mujer).

+ Antropométricos: WGT (kg), HGT (cm). Se estimaron la BSA (m?), el BMI
(kg/m?) y el peso libre de grasa (LBW, lean body weight, kg) a partir de los
parametros demograficos y antropométricos.

* Bioquimicos: aspartato aminotransferasa (AST, Ul/L), alanina
aminotransferasa (ALT, UI/L), BLR (mg/dL) y CREA (mg/dL). Se estimo el
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aclaramiento de cratinina (CLe:) (mL/min) por la ecuacion de
Cockcroft-Gault.

+ Hematoldgicos: hemoglobina (HB, g/dL), LEU (x 10°/L), NEU (x 10°/L),
recuento de linfocitos (LIN, x 10°/L) y PLA (x 10°/L).

* Cardiacos: FEVI (%) (método Simpson biplanar desde la proyeccion apical, y
la FEVI resultante serd la media de 3 determinaciones).

Para los parametros bioquimicos o hematoldgicos, en algunos pacientes,
solo se recogié el valor numérico cuando este estaba fuera del rango de
normalidad. En estos casos, se codifico como el valor medio del rango de valores
habituales.

Para estimar los tiempos 6ptimos para la mejor caracterizacion de la PK de
DOX y DOXol adaptandolos en lo posible a las condiciones del tratamiento
ambulatorio y el contexto clinico del paciente se analizaron las graficas de las
derivadas parciales de cada parametro con respecto al tiempo generadas por el
programa Phoenix WinNonlin v.5.3. Ademas, se tuvieron en cuenta los tiempos de
muestreo utilizados en el desarrollo de modelos poblacionales de DOX previamente
publicados (40,46-48,50). En base a estas consideraciones Ilos tiempos
seleccionados fueron: 0, 30, 90 y 180 minutos después del final de la perfusion de
DOX. En los casos que no fuera posible recoger la totalidad de las muestras, se
obtuvieron como minimo la correspondiente al momento final de la infusidon (Cnax) Y
al mayor periodo de tiempo posible antes de que el paciente abandonara el centro
hospitalario. Las muestras de sangre se obtuvieron a partir de una via no utilizada
para la administracion del farmaco. Se extrajeron 4 mL de sangre en tubos con
EDTA, se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos a 4° C y el plasma se
congeld a -80° C. Las muestras, adecuadamente identificadas, se enviaron en hielo
seco en un periodo inferior a cinco meses, junto con el informe de monitorizaciéon
(anexo II), al laboratorio de analisis para la determinacién de las concentraciones
de DOX y DOXaol.

Este estudio se llevo a cabo en cumplimiento con los principios derivados de
la Declaracién de Helsinki (Seul, octubre de 2008). Todos los pacientes fueron
informados de los posibles riesgos y beneficios de la participacion en el estudio asi
como de los objetivos del mismo. En todos los casos se obtuvo el consentimiento
informado por parte del paciente.

La tabla MM-1 recoge las caracteristicas de los pacientes y tratamiento con
DOX finalmente incluidos en el estudio, 15 de los cuales fueron incluidos en el
ensayo clinico GEL-R-COMP (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02012088).
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Tabla MM-1. Caracteristicas de los pacientes y del tratamiento con doxorubicina.

Covariables (n=45) Unidades  Media (DE) Rango nofﬂigﬂgad anar'd"irdeoss
Edad afios 66 (15) 26 - 84 - -
Peso kg 71 (12) 43 - 110 - -
Altura cm 164 (11) 143 - 192 - -
Superficie Corporal m? 1,8 (0,2) 1,3-2,3 - -
Indice de Masa Corporal kg/m? 26,5 (3,9) 19,9 - 37,6 - -
Peso libre de grasa kg 47,9 (10,0) 28,7 - 69,5 - -
Caracteristicas de tratamiento

Dosis/superficie corporal mg/m? 51 (7) 25-71 - -
Dosis mg 89 (14) 53 -130 - -
Duracién de la infusion h 0,5 (0,2) 0,2-1,3 - -
Velocidad de la infusiéon mg/h 210 (119) 68 - 666 -

Parametros bioquimicos

Aclaramiento de creatinina mL/min 91 (40) 40 - 201 90 - 140 2
Bilirrubina mg/dL 0,44 (0,19) 0,10 - 0,70 0,1-1,2 4
ALT IU/L 23 (18) 7 -88 1-37 3
AST IU/L 25 (13) 12 - 64 1-41 3
Parametros hematoldgicos

Hemoglobina g/dl 11,6 (1,6) 8,5-15,2 13-18 2
Leucocitos x 10°/L 6,3 (2,7) 2,5-15,5 4,5-10,8 2
Neutrdfilos x 10°/L 4,1 (2,4) 1,0 - 14,1 1,4-6,5 3
Linfocitos x 10°/L 1,4 (0,8) 0,3-4,0 1,2-3,5 2
Plaquetas x 10°/L 280 (118) 52 - 648 7,2-11,1 2

DE: desviacion estandar; AST: aspartato amino transferasa; ALT: alanino amino transferasa.

3.3. ANALISIS FARMACOCINETICO POBLACIONAL

El contenido de este apartado ha sido eliminado por confictos de intereses.

3.4. ANALISIS PK/PD

El contenido de este apartado ha sido eliminado por confictos de intereses.
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4.1. TECNICA ANALITICA

Se ha puesto a punto una técnica analitica para la determinacion y
cuantificacion de DOX y DOXol en plasma humano, la cual ha sido validada de
acuerdo con las recomendaciones de la FDA y la EMA (161,162). Este trabajo ha
sido publicado en el Journal of Chromatography B y el articulo completo se recoge
en el anexo I (163).

4.1.1. Validacién de la técnica analitica

4.1.1.1. Linealidad y limite de cuantificacion

Se demostré la linealidad de la técnica analitica para el farmaco y el
metabolito en los rangos de 8-3000 ng/mL y 3-150 ng/mL, respectivamente, siendo
los coeficientes de correlacidn lineal superiores a 0,99 para las rectas de calibrado
de ambos analitos. Los errores de los valores de concentracion recalculada fueron
en todos los casos inferiores al 15 % (20 % para el LLOQ). Los LLOQ de la técnica
para el DOX y DOXol fueron de 8 ng/mL (CV=10,9 %) y 3 ng/mL (CV=8,5 %),
respectivamente. Los datos fueron ponderados por el factor 1/x*> debido al amplio
rango de concentraciones evaluado.

4.1.1.2. Selectividad

La selectividad de la técnica obtenida para DOX, DOXol y DAU se puso de
manifiesto en los picos del cromatograma mostrado en la figura R-1. El tiempo total
de analisis de la técnica cromatografica fue de 3,5 minutos y los tiempos de
retencion de los analitos problema fueron de 0,8 y 1,3 minutos para DOXol y DOX,
respectivamente.

DAU
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Figura R-1. Cromatograma correspondiente a un muestra de plasma con 150 ng/mL de daunorubicina
(DAU), blanco, superpuesto con una muestra patrén de 200 ng/mL de doxorubicina (DOX), 20 ng/mL de
doxorubicinol (DOXol) y 150 ng/mL de DAU.

Reproducido (adaptado) con el permiso de Pérez-Blanco JS y cols. (163). Copyright Elsevier B.V. (2014).
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4.1.1.3. Precision y Exactitud

La totalidad de los CV estimados para la precision intra- e interdia fueron
inferiores al 15 % tanto para el farmaco como para el metabolito. Los porcentajes
de recuperacion, expresados como media + SD, fueron del 100,30 £+ 8,10 % para
la DOX y de 99,49 + 6,42 % para el DOXol. Estos datos, junto con los resultados
favorables de la prueba t de student para muestras apareadas (asumiendo
varianzas desiguales), pusieron de manifiesto la adecuada precision y exactitud de
la técnica analitica desarrollada en el rango de concentraciones estudiado.
4.1.1.4. Carry-over

La transferencia entre dos muestras analizadas de manera consecutiva,
fendomeno denominado carry-over, fue inferior al 20 % del limite de cuantificacion
de la técnica analitica.

4.1.1.4. Estabilidad

La degradacion los analitos estudiados fue inferior al 15 % en todos los
estudios realizados, con lo que se demostrod la estabilidad:

* Corto plazo: 6 horas en las condiciones de trabajo.
e Post-preparativa: 12 horas posteriores al tratamiento de muestra.
* Congelacion-descongelacion: 3 ciclos en 72 horas.

Todos los estudios fueron realizados en las muestras analizadas. El analisis
de los ciclos de congelacidon-descongelacion adicionalmente se evalué en las
soluciones stock.

4.2. PACIENTES Y TRATAMIENTO FARMACOTERAPEUTICO

El contenido de este apartado ha sido eliminado por confictos de intereses.

4.3. ANALISIS FARMACOCINETICO POBLACIONAL

El contenido de este apartado ha sido eliminado por confictos de intereses.

4.4. ANALISIS PK/PD

El contenido de este apartado ha sido eliminado por confictos de intereses.
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Discusion

En oncologia, la TDM es una estrategia de optimizacién posoldgica, cuya
utilizacion debe estar justificada para su aplicacion en la practica clinica. La
disponibilidad de una técnica analitica adecuada es un requisito esencial para
abordarla y en ocasiones constituye una importante limitacion (165). Las técnicas
cromatograficas precisan de tiempo y personal altamente cualificado, recursos no
siempre disponibles en la practica asistencial. Sin embargo, debido a sus adecuadas
caracteristicas de especificidad y sensibilidad, asi como la ausencia de alternativas
analiticas, un gran nimero de farmacos empleados en el tratamiento del cancer son
habitualmente cuantificados por esta metodologia. Este hecho justifica la necesidad
de desarrollar y optimizar métodos cromatograficos rapidos y sencillos para su
aplicacion en el contexto clinico.

En comparacion con las técnicas previamente desarrolladas de HPLC, las de
UHPLC, como la optimizada en este trabajo para la determinacidén y cuantificacion
de DOX y DOXol en plasma, permiten reducir los tiempos, solventes y volimenes
de muestra requeridos en la cuantificacion de los analitos asi como mejorar la
resolucion y sensibilidad del analisis (166).

El tratamiento de muestra es un proceso clave en la cuantificacion de los
analitos y condiciona los resultados en numerosos aspectos. En esta técnica se
emplea la desproteinizacion, procedimiento que presenta numerosas ventajas en
comparaciéon con otros métodos alternativos que utilizan la extraccion liquido-
liquido o en fase sdlida. Entre las ventajas que presenta esta metodologia podemos
destacar las siguientes:

* Precisa cantidades considerablemente inferiores de disolventes.

* No necesita la utilizacion de cartuchos de extraccion (fase solida).

* Requiere un tiempo de preparacion de la muestra notablemente inferior.
e Es mucho mas sencilla de realizar.

* Tiene un menor coste.

Sin embargo, este acondicionamiento de muestra presenta algunos
inconvenientes derivados de la dilucién de la muestra, con la consecuente pérdida
de sensibilidad, y la posible inestabilidad de los analitos en presencia de los agentes
precipitantes. Estas potenciales limitaciones, implicitas en este tipo de tratamiento
de muestra, no plantearon problemas importantes ya que se ha conseguido un
LLOQ adecuado para cuantificar DOX y DOXol a los tiempos de muestreo disefiados
en el estudio PK y la técnica ha mostrado resultados satisfactorios de estabilidad
postpreparativa de las muestras durante seis horas.

El reducido volumen de inyeccién (10 pL), requisito de la metodologia
UHPLC, disminuye el volumen de extraccion de sangre necesaria y hacen de esta
técnica una buena alternativa para modelos animales en los que el volumen de
sangre extraido puede ser una limitacion en el disefio experimental.

El tiempo de analisis es de 3,5 minutos y los tiempos de retencion se
establecieron en 0,8, 1,2 y 2,5 minutos para DOXol, DOX y DAU, respectivamente.
En la actualidad se han desarrollado numerosos métodos con una buena precision y
exactitud para la cuantificaciéon de antraciclinas en fluidos bioldgicos (4,12,13,167-
173) de las que solo cinco consiguen tiempos de analisis inferiores a cinco minutos
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utilizdndose en todas ellas detectores de masas (MS/MS) aspecto que incrementa
considerablemente no solo el coste del andlisis sino la infraestructura necesaria
para su realizacion. De hecho, la mayoria de los métodos descritos en la literatura
cientifica han sido desarrollados con objeto de ser aplicados en investigacion,
mientras que el método puesto a punto en este trabajo resulta mucho mas facil de
implementar en el analisis rutinario de muestras de pacientes oncoldgicos.

La técnica ha sido validada en los rangos de concentraciéon de 3-150 ng/mL
y 8-3000 ng/mL para DOXol y DOX, respectivamente, siguiendo las guias de las
agencias reguladoras las cuales recomiendan la evaluacién de la linealidad,
sensibilidad, precision (inter- e intradia), exactitud y estabilidad de acuerdo con
criterios especificos. Adicionalmente se ha estudiado el fendmeno de cesion o carry-
over siendo inferior al 20 % como recomiendan las guias previamente
mencionadas.

En el desarrollo de una técnica analitica resulta esencial que el LLOQ se
adapte a las necesidades de cuantificacion esperadas en el estudio que se pretende
realizar teniendo en cuenta el margen de concentraciones que alcanza
habitualmente el fadrmaco y su metabolito cuando se administran en dosis
terapéuticas. Los minimos valores que permite cuantificar con fiabilidad la técnica
desarrollada han resultado ser de 8 ng/mL y 3 ng/mL para farmaco y metabolito,
respectivamente. Estos resultados son del mismo orden de magnitud que los que
presentan la mayoria de técnicas previamente publicadas (2,5,7,9,170-172,174).
No obstante, es preciso considerar que aquellos métodos, que emplean detectores
de masas o acondicionamientos mas complejos, presentaron limites de
cuantificacion entre cinco y diez veces inferiores a los determinados con esta
técnica (8,11,12,167,173,175). Teniendo en cuenta las concentraciones que
previsiblemente pueden obtenerse de farmaco y metabolito con las dosis
administradas en los pacientes oncoldgicos incluidos en nuestro estudio, los LLOQ
conseguidos con este método son suficientes para afrontar su adecuada
cuantificacion en los margenes de tiempo post-administracion disefiados.

El contenido de este apartado ha sido eliminado por confictos de intereses.
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Conclusiones

Se ha puesto a punto una técnica analitica de cromatografia liquida
ultrarrdpida (UHFLC) acoplada a un detector de fluorescencia para
cuantificar concentraciones en plasma humano de doxorubicina y su
principal metabolito activo, doxorubicinol. Su simplicidad, rapidez, bajo
coste y volumen de muestra requerido, asi como su adecuado limite de
cuantificacion la convierten en un método analitico adecuado para la
monitorizacidn en la practica clinica de dichas entidades farmacoldgicamente
activas.

Se ha desarrollado un modelo farmacocinético poblacional en pacientes
diagnosticados de linfoma no Hodgkin para doxorubicina y doxorubicinol. El
modelo estructural incluye tres compartimentos para el farmaco y dos para
el metabolito, con distribucién y eliminacion de primer orden.

Ninguna de las covariables analizadas (peso, altura, superficie corporal, peso
libre de grasa, aclaramiento de creatinina, bilirrubina, sexo y aspartato
amino transferasa) ha mostrado influencia significativa sobre el aclaramiento
plasmatico del farmaco.

Los parametros farmacocinéticos del modelo final propuesto presentan
valores del mismo orden de magnitud que los previamente publicados en
poblaciones diferentes.

La evaluacién interna del modelo utilizando técnicas basadas en
simulaciones de Monte Carlo (Visual Predictive Check y Normalized
Prediction Distribution Error) y de bootstrap ha sido satisfactoria,
garantizando la adecuada capacidad descriptiva y predictiva del mismo. En
consecuencia, el modelo puede ser utilizado en la optimizacién posoldgica de
doxorubicina en este tipo de pacientes utilizando algoritmos bayesianos.

No se encontraron relaciones con significacion estadistica entre los
parametros farmacocinéticos que reflejan el grado de exposicion del
paciente al farmaco y metabolito (area bajo la curva y concentracion
maxima de doxorubicina y doxorubicinol asi como area bajo la curva total de
farmaco mas metabolito) y los parametros de toxicidad hematoldgica,
neutropenia y leucopenia.
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ABREVIATURAS






Abreviaturas

ABC Area Bajo la Curva

ABCpox Area Bajo la Curva de Doxorubicina

ABCpoxol Area Bajo la Curva de Doxorubicinol

ABS Albimina Sérica

ADN Acido Desoxirribonucleico

AGE Edad

AIC Criterio de Akaike

ALT Alanino Amino Transferasa

AST Aspartato Amino Transferasa

BIC Criterio de Informacion Bayesiana o de Schwarz
BLQ Valores por debajo del limite de cuantificacion
BLR Bilirrubina

BMI fndice de Masa Corporal

BSA Superficie Corporal

BVPC Exploracion Predictiva Visual Bootstrap

CL Aclaramiento Plasmatico

CLcr Aclaramiento de Creatinina

CLpox Aclaramiento de Doxorubicina

CLpoxol Aclaramiento de Doxorubicinol

CLM Aclaramiento de Metabolito (Doxorubicinol)
Chax Concentracion Maxima

Crmax,DoxX Concentracién Maxima de Doxorubicina
Crmax,Doxol Concentracién Maxima de Doxorubicinol

cov Covariable

CREA Creatinina Sérica

CRO Organizaciones de Investigacion por Contrato
CTS Simulacion de Ensayos Clinicos

Ccv Coeficiente de Variacion

CWRES Residuales Ponderados Condicionales

DAU Daunorubicina

DOX Doxorubicina

DOXaol Doxorubicinol

EBE Estimaciones Empiricas Individuales Bayesianas
ECG Electrocardiograma

ECOG Eastern Cooperative Oncology Group

ECso Concentracion que origina la mitad del efecto maximo
EM Expectacion-Maximizacién

EMA European Medicines Agency

Emax Efecto Maximo

FDA Food and Drug Administration

FEVI Fraccion de Eyeccion del Ventriculo Izquierdo
FFME Método de Estimacién Completo de Efectos Fijos
FM Fraccion de Conversion a Metabolito (Doxorubicinol)

FO Método de Primer Orden



Abreviaturas

FOCE
FOCEI

FRME
GAM
GCSF
GOF
HB
HGT
HOSP
HPLC
IC

I1v
IMP
IMPMAP
Iov
IPI
IPRED
ITS

iv
IWRES
LADME
LBW
LBW]
LEU
LIN
LLOQ
LNH
LRT
MAPE
MAR
MCAR
MD
MDR
MNAR
MPE
MS/MS
NEU
NPC
NPDE
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Método de Primer Orden con Estimacion Condicional

Método de Primer Orden con Estimacion Condicional con
Interaccion

Método de Estimacién Completo de Efectos Aleatorios
Modelo Aditivo Generalizados

Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos
Graficos de Bondad de Ajuste

Hemoglobina

Altura

Hospital

High Performance Liquid Chromatography

Intervalo de Confianza

Variabilidad Inter-Individual

Monte Carlo Importance Sampling

Importance Sampling Assisted by Mode A Posteriori
Variabilidad Inter-Ocasion

indice Prondstico Internacional

Predicciones Individuales

Iterative Two Stage

Via Intravenosa

Residuales Individuales Ponderados

Liberacidon, Absorcidn, Distribucidn, Metabolismo, Eliminacidn

Peso Libre de Grasa (equivale a LBWJ)

Peso Libre de Grasa (ecuaciion de Janmahasatian) (164)
Recuento de Leucocitos

Recuento de Linfocitos

Limite de Cuantificacion

Linfoma No Hodgkin

Prueba de Razdn de Verosimilitud

Media del Error de Prediccion Absoluto

Datos Perdidos Aleatoriamente

Datos Perdidos Completamente Aleatorios

Datos Perdidos

Multi Drug Resistance

Datos Perdidos No Aleatoriamente

Media del Error de Prediccion

Masas/Masas

Recuento de Neutrofilos

Exploracion Predictiva Numérica

Distribucion de los Errores de Prediccion Normalizados
Valor de la Funcion Objetivo

P-Glicoproteina

Modelos Farmacocinéticos con Base Fisioldgica
Exploracion Predictiva Visual Corregida por la Prediccion
Farmacodinamia



Abreviaturas

pd

PK
PK/PD
PLA
PRED
PsN

Qn
QVPC

RMSE
RSE
SAEM
SCM
SD

SE
SEX
SVPC
ti/2
TAD
TDM
UHFLC, UPLC, UFLC
Ve

Vvd

Vi
VPC
Vss
WGT
WRES

Discrepancias de Prediccion

Farmacocinética

Farmacocinética/Farmacodinamia

Recuento de Plaquetas

Predicciones Poblacionales

Pearl-Speaks For NONMEM

Aclaramiento Intercompartimental del Compartimento n
Exploracion Predictiva Visual Cuantificada

Coeficiente de Correlacidon Lineal de Pearson

Media de la Raiz Cuadrada del Error

Error Relativo de Estimacion

Stochastic Approximation Expectation-Maximization
Modelo De Covariables en Dos Etapas

Desviacion Estandar

Error Estandar

Sexo

Exploracion Predictiva Visual Estandarizada

Semivida de Eliminacion

Tiempo Tras la Administraciéon

Monitorizacion de Farmacos

Ultra Fast/High Performance Liquid Chromatography
Volumen de distribucion en el compartimento Central
Volumen aparente de Distribucion

Volumen de distribucion del compartimento N
Exploracion Predictiva Visual

Volumen aparente de distribucidn en el Estado de Equilibrio
Peso

Residuales Ponderados

95






ANEXOS






El contenido de este apartado ha sido eliminado por confictos de intereses.



