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ABREVIATURAS

Las abreviaturas utilizadas en esta Memoria han sido en muchos
casos las estandar, pero en otros casos, se han utilizado abreviaturas
especificas y restringidas al ambito de este trabajo.

o: desviacion estandar de la distribucion del parametro de efecto aleatorio
intraindividual residual asociado a cada concentracion plasmatica.

ox: desviacion estandar de la distribucion del parametro de efecto aleatorio
interindividual (eta) asociado al pardmetro farmacocinético X.

BC: modelo bicompartimental clasico

Bid: bis in die. (Cada 12 h)

BIO: biodisponibilidad tras la administracion intraperitoneal.

BLC: bajo el limite de cuantificacion.

Cb: concentracion plasmatica de farmaco unido a una proteina plasmatica
(mg/L o mmol/L).

Cl: aclaramiento (L/h).

Clp: aclaramiento plasmatico a un flujo dado y concentracion de farmaco
cero (L/h).

Cloe: aclaramiento plasmatico intestinal a un flujo dado y concentracion de
farmaco cero (L/h).

Clon: aclaramiento plasmatico hepatico a un flujo dado y concentracion de
farmaco cero (L/h).

Clome: aclaramiento plasmatico intestinal debido a metabolismo, a un flujo
dado y concentracion de farmaco cero (L/h).

Close: aclaramiento plasmatico intestinal debido a secrecion, a un flujo dado
y concentracion de farmaco cero (L/h).

Cla: aclaramiento plasmatico aparente, para una concentracion de farmaco
dada (L/h).

Clan: aclaramiento plasmatico hepatico aparente, para una concentracion de
farmaco dada (L/h).

Clame: aclaramiento plasmatico intestinal aparente debido a un proceso
metabolico, a una concentracion de farmaco dada (L/h).

Clase: aclaramiento plasmatico intestinal aparente debido a un proceso de
secrecion, a una concentracion de farmaco dada (L/h).

Cl;: aclaramiento plasmatico intrinseco (L/h).

Clie: aclaramiento plasmatico intrinseco en enterocito (L/h).

Clin: aclaramiento plasmatico intrinseco en hepatocito (L/h).
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Clime: aclaramiento plasmatico intrinseco en enterocito debido a un proceso
metabolico (L/h).

Clir: aclaramiento plasmatico intrinseco de ritonavir (L/h).

Clis: aclaramiento plasmatico intrinseco de saquinavir (L/h).

Clise: aclaramiento plasmatico intrinseco en enterocito debido a un proceso
de secrecion (L/h).

CMA: Concentracion maxima de farmaco que puede unirse a una proteina
plasmatica (CMA=QMA/Vc¢), (mg/L o mmoles/L).

CMR: concentracion de ritonavir capaz de unirse a proteina plasmatica
(mg/L). Cuando ambos farmacos se unen a la misma proteina plasmatica
(expresion utilizada en los modelos de interaccion).

CMS: concentracion de saquinavir capaz de unirse a proteina plasmatica
(mg/L). Cuando ambos farmacos se unen a la misma proteina plasmatica
(expresion utilizada en los modelos de interaccion).

Cp: concentracion plasmatica de farmaco total (mg/L o mmol/L).

Cpexp: concentracion plasmatica experimental (mg/L o mmol/L).

Cppred: concentracion plasmatica individual predicha (mg/L o mmol/L).
CPpredpobl: concentracion plasmatica predicha poblacional (mg/L o mmol/L).
Cre: concentracion de ritonavir a la que entra el farmaco desde el lumen,
previa al efecto de primer paso ((Ka*A)/Qe).

Cu: concentracion plasmatica de farmaco libre, no unido a proteinas
plasmaticas (mg/L o mmol/L).

Di: duracion (h) de la entrada del farmaco siguiendo una cinética de orden
cero, siendo i el compartimento al que accede el farmaco.

Eg: tasa de extraccion intestinal total.

En: tasa de extraccion hepatica.

Enme: tasa de extraccion intestinal debido a un proceso metabolico.

Ese: tasa de extraccion intestinal debido a un proceso de secrecion.

F: biodisponibilidad.

Fe: fraccion de farmaco que escapa de la extraccion intestinal.

Fn: fraccion de farmaco que escapa de la extraccion hepatica.

Fi: biodisponibilidad oral o IP, siendo i el compartimento al que accede el
farmaco en primer lugar.

FIX: se fija un parametro a un valor.

Fme: fraccion de farmaco que escapa del proceso metabolico intestinal.
FMO: funciéon minima objetivo.

Fraci 6 FRi: fraccion de la dosis de farmaco que precipita tras la
administracion IP, para el grupo i.

Fse: fraccion de farmaco que escapa del proceso de secrecion intestinal.
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Fxai: factor que multiplica de forma empirica el valor de un parametro X,

para un grupo determinado, Gi.

G1: grupo 1, administracion de 48 mg de saquinavir en perfusion
intravenosa.

G10: grupo 10, administracion de 24 mg de saquinavir y 6 mg de ritonavir,

por via oral.

G11: grupo 11, administracion de 3 mg de ritonavir por bolus intravenoso.
G12: grupo 12, administracion de 4,6 mg de ritonavir por via oral.

G2: grupo 2, administracion de 24 mg de saquinavir en bolus intravenoso.
G3: grupo 3, administracion de 12 mg de saquinavir en bolus intravenoso.
G4: grupo 4, administracion de 48 mg de saquinavir via oral.

G5: grupo 5, administracion de 24 mg de saquinavir via oral.

G6: grupo 6, administracién de 12 mg de saquinavir via oral.

G7: grupo 7, administracion de 24 mg de saquinavir via intraperitoneal.
G8: grupo 8, administracion de 12 mg de saquinavir via intraperitoneal.
G9: grupo 9, administracion de 24 mg de saquinavir y 6 mg de ritonavir, en

perfusion intravenosa.

11V: variabilidad interindividual.

IP: inhibidor de proteasa.

K01, Ka: constante de absorcion oral de orden uno (h™).

K10, Kel: constante de eliminacion de primer orden (h™).

!(12: constante de transferencia del compartimento central al periférico (h”
).

K13: constante de transferencia del compartimento central a un segundo

periférico (h™).

!(21: constante de transferencia del compartimento periférico al central (h’
).

K31: constante de transferencia de un segundo compartimento periférico al

central (h™).

Kaip: constante de absorcion IP de orden uno (h™).

Kb: constante cinética de union a proteina plasmatica (M™-h™" o bien

L/mg-h).

KD: constante de disolucion del farmaco (h™).

Km: constante de Michaelis-Menten (mg/L).

Kmap: constante de Michaelis-Menten aparente (mg/L).

Kmeg: constante de Michaelis-Menten de metabolismo en enterocito (mg/L).
Kmrap: constante de Michaelis-Menten aparente para el ritonavir (mg/L).
Kmsap: constante de Michaelis-Menten aparente para el saquinavir (mg/L).
Kmge: constante de Michaelis-Menten de secrecion en enterocito (mg/L).
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Ku: constante cinética de desunion a proteina plasmatica (h™).

MB: mmoles de saquinavir unidos a una proteina plasmatica (expresion
utilizada en los modelos de interaccion).

MM: Michaelis-Menten.

MOF: funcion minima objetivo.

MRB: mmoles de ritonavir unidos a una proteina plasmatica (expresion
utilizada en los modelos de interaccion).

MVOF: minimo valor de la funcion objetivo.

NNRTI: inhibidores de la transcriptasa inversa no nucleosidicos.

NRTI: inhibidores de la transcriptasa inversa nucleosidicos.

PK: farmacocinético.

PMs/r: peso molecular del saquinavir o ritonavir.

P-PK hibrido: modelo fisiologico- farmacocinético hibrido.

Q: flujo (L/h).

Qah: flujo arteriohepatico (L/h).

Qe: flujo mesentérico (L/h).

Qh: flujo hepatico (L/h).

QM: capacidad disponible de unidn a una proteina plasmatica para ambos
farmacos en mmoles (expresion utilizada en los modelos de interaccion).
QMA: Cantidad maxima de farmaco que puede unirse a una proteina
plasmatica (mg o mmoles).

Rb: cociente entre la concentracion de farmaco en sangre y la concentracion
plasmatica.

RES: residuales experimentales.
Restring.: parametro restringido, se fija a un valor.

Ri: velocidad (mg/h) de la entrada del fArmaco siguiendo una cinética de
orden cero, siendo i el compartimento al que accede el farmaco.

RTV: ritonavir

SQV: saquinavir

TARGA (HAART): tratamiento antirretroviral altamente activo.

Tid: ter in die. (Cada 8 h)

USI: término utilizado para referirse a la canulacion del intestino delgado
por Sinko et al. (Sinko et al. 2004).

Vc: volumen de distribucion de un farmaco en el compartimento central (L).
Vcr: volumen de distribucion de ritonavir en el compartimento central (L).
Vcs: volumen de distribucion de saquinavir en el compartimento central (L).
Vdee: Volumen de distribucion en estado estacionario (L).

Vm: velocidad maxima a la que trabaja una enzima (mg/h o mmol/h).

Vmi: velocidad maxima intrinseca a la que trabaja una enzima (mmol/h).
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Vmir: velocidad maxima intrinseca a la que trabaja una enzima para el
ritonavir (mg/h)

Vmis: velocidad maxima intrinseca a la que trabaja una enzima para el
saquinavir (mg/h).

WRES: residuales experimentales ponderados.

NOMENCLATURA DE MODELOS

La nomenclatura utilizada en esta Memoria para describir los
modelos es especifica y esta restringida al ambito de este trabajo.

1V012: Modelo PK intravenoso de saquinavir (Empirico)

Bicompartimental clasico (BC). Considera un aclaramiento y un volumen de distribucion
distinto para cada grupo administrado (grupos 1, 2,3y 9).

IV013: Modelo PK intravenoso de saquinavir (Mecanicista)

Bicompartimental (BC) con cinética de eliminacion de Michaelis-Menten (MM). Estructura
1 (figura 4.9).

IVO17: Modelo PK intravenoso de saquinavir (Mecanicista)

BC con cinética de eliminacion combinada de primer orden y de MM. Estructura 2 (figura
4.9). Lleva un factor empirico multiplicando a la Km del grupo 9.

IVO27: Modelo PK intravenoso de saquinavir (Mecanicista)

Tricompartimental (TC) con cinética de eliminacion de MM. Estructura 5 (figura 4.9).
1V034: Modelo PK intravenoso de saquinavir (Mecanicista)

Uniodn dinamica y saturable a proteinas plasmaticas y cinética de eliminacion de MM desde
el compartimento central. Lleva un factor empirico multiplicando a la Km del grupo 9.
1VV038: Modelo PK intravenoso de saquinavir (Mecanicista)

TC con cinética de eliminacion de MM desde un compartimento periférico (P,). Emulando
un proceso de efflux desde el hepatocito. Estructura 6 (figura 4.9).

1VV040: Modelo PK intravenoso de saquinavir (Mecanicista)

Union dinamica y saturable a proteinas plasmaticas y eliminacion con cinética de primer
orden. Estructura 3 (figura 4.9).

IVO41: Modelo PK intravenoso de saquinavir (Mecanicista)

Unién dinamica y saturable a proteinas plasmaticas y eliminacion con cinética de MM.
Estructura 4 (figura 4.9).

1VV048: Modelo PK intravenoso de saquinavir (Mecanicista)

TC con unién dindmica y saturable a proteinas plasmaticas y cinética de eliminacion de
MM desde el compartimento central. Estructura 7 (figura 4.9).

1VV054: Modelo PK intravenoso de saquinavir (P-PK hibrido)

Union dindmica y saturable a proteinas plasmaticas y cinética de eliminacion de MM desde
un compartimento distinto al periférico, que emula que es el higado. (Proceso de
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retroalimentacion). Estructura 8 (figura 4.9). Lleva un factor empirico multiplicando a la
Km del grupo 9.

IVO60: Modelo PK intravenoso de saquinavir (P-PK hibrido)

Union dinamica y saturable a proteinas plasmaticas y cinética de eliminacion de MM desde
un compartimento que emula el enterocito, siendo la eliminacion desde higado
despreciable. Refleja la circulacion esplénica. (Proceso de retroalimentacion). Estructura
9 (figura 4.9). Lleva un factor empirico multiplicando a la Km del grupo 9.

IP016: Modelo PK intraperitoneal de saquinavir (Mecanicista)

Absorcion con cinética de primer orden. Union dinamica y saturable a proteinas
plasmaticas y cinética de eliminacion de MM desde el compartimento central. Estructura 1
(figura 4.10). Lleva un factor empirico multiplicando a la Km del grupo 9.

IPO17: Modelo PK intraperitoneal de saquinavir (Mecanicista)

Absorcion con cinética de orden cero. Union dinamica y saturable a proteinas plasmaticas y
cinética de eliminacién de MM desde el compartimento central. Estructura 2 (figura 4.10).
Lleva un factor empirico multiplicando a la Km del grupo 9.

IP018: Modelo PK intraperitoneal de saquinavir (Mecanicista)

Disolucion como factor limitativo de la absorcion absorcion. Unidn dinamica y saturable a
proteinas plasmaticas y cinética de eliminacion de MM desde el compartimento central.
Estructura 3 (figura 4.10). Lleva un factor empirico multiplicando a la Km del grupo 9.

IP0O35: : Modelo PK intraperitoneal de saquinavir (Mecanicista)

Disolucién como factor limitativo de la absorcion IP, considerando una fraccion de la dosis
de farmaco que precipita (FR8 para el grupo 8 y FR7 para el grupo 7 (FR7=(FR8+1)/2) y se
disuelve con una velocidad de disolucion regida por una constante cinética distinta para
cada grupo. La biodisponibilidad se considera del 100%. Ademas considera unién dinamica
y saturable a proteinas plasmaticas y cinética de eliminacion de MM desde el
compartimento central (como en el modelo IV034). Lleva un factor empirico multiplicando
a la Km del grupo 9.

IP052: Modelo PK intraperitoneal de saquinavir (P-PK hibrido)

Disolucion como factor limitativo de la absorcion IP, junto con cinética de eliminacién de
MM en higado e intestino (considera el metabolismo de primer paso hepético e intestinal y
refleja la circulacion esplénica) y unién dindmica y saturable a proteinas plasmaticas.
(Proceso de retroalimentacion). Estructura 4 (figura 4.10). Lleva un factor empirico
multiplicando a la Km del grupo 9.

0030: Modelo PK oral de saquinavir (Mecanicista)

Dos compartimentos de transito intestinal con cinética de absorcion de primer orden, junto
con un proceso de secrecion intestinal desde un compartimento que representa un espacio
hepato-portal (hepatocito, enterocito y vena porta), a la vez que un proceso de cinética de
eliminacion de MM desde este mismo compartimento.

Ademas considera disolucion como factor limitativo de la absorcion IP y union dinamica y
saturable a proteinas plasmaticas. Estructura 5 (figura 4.10). Lleva un factor empirico
multiplicando a la Km del grupo 9.

0037: Modelo PK oral de saquinavir (Mecanicista)

Compartimento hepatocito y enterocito, se considera una cinética de eliminacion de MM
desde el hepatocito y un proceso de secrecion intestinal desde el compartimento enterocito
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a uno de los dos compartimentos de transito intestinal, el farmaco se absorbe desde estos
dos compartimentos con cinética de orden uno.

Ademas considera disoluciéon como factor limitativo de la absorcion IP y unidon dinamica y
saturable a proteinas plasmaticas. Estructura 6 (figura 4.10). Lleva un factor empirico
multiplicando a la Km del grupo 9.

0049: Modelo PK oral de saquinavir (P-PK hibrido)

Considera cinéticas de eliminacion de MM desde hepatocito y enterocito, junto con un
proceso de secrecion intestinal desde enterocito a lumen y una cinética de absorcion de
orden uno desde dos compartimentos de transito intestinal. Refleja la circulacion esplénica.
Ademas considera disoluciéon como factor limitativo de la absorcion IP y unidon dinamica y
saturable a proteinas plasmaticas. Estructura 7 (figura 4.10). Lleva un factor empirico
multiplicando a la Km del grupo 9.

0055: Modelo PK oral de saquinavir (P-PK hibrido)

Las mismas consideraciones que en el modelo 0049, pero considera que las constantes de
absorcion son distintas en cada uno de los compartimentos de transito intestinal. Por tanto
su estructura es similar a la 7 (figura 4.10). Lleva un factor empirico multiplicando a la Km
del grupo 9.

0055f: Modelo PK oral de saquinavir (P-PK hibrido)

Las mismas consideraciones que el 0055, poniendo de estimas iniciales los parametros
finales de éste ultimo. Anadiendo los datos experimentales correspondientes al grupo 10,
por lo que ademas del factor empirico que se consideraba afectaba a la Km para el grupo 9,
esta el que afecta a la Km para el grupo 10. Por tanto su estructura es similar a la 7 (figura
4.10). Lleva un factor empirico multiplicando a la Km del grupo 9 y 10.

RO009: Modelo PK oral de ritonavir (Empirico)

Bicompartimental clasico (BC) con absorcion con cinética de orden uno y
biodisponibilidad del 100%. Considera un aclaramiento distinto para el grupo 11y 12, y el
mismo para los grupos 9 y 10.

RO018: Modelo PK oral de ritonavir (Empirico)

Bicompartimental clasico (BC) con absorcion con cinética de orden uno y
biodisponibilidad del 100%. Considera un aclaramiento distinto para el grupo 11y 12,y el
mismo para los grupos 9 y 10. Ademas considera una K12 diferente para cada grupo
administrado (grupos 9, 10, 11 y 12).

RO021: Modelo PK de ritonavir (Mecanicista)

Absorcién con cinética de primer orden, unién dinamica y saturable a proteinas plasmaticas
y eliminacion con cinética de primer orden. Estructura 1 (figura 4.11).

RO024: Modelo PK de ritonavir (Mecanicista)
Absorcion con cinética de primer orden, unién dindmica y saturable a proteinas plasmaticas

y eliminacion con cinética de MM desde el compartimento central. Estructura 2 (figura
4.11).

RO027: Modelo PK de ritonavir (Mecanicista)

Cinética de orden cero que actuia como factor limitativo de la absorcion (se itera la
velocidad a la que entra el farmaco). Cinética de eliminacion de MM desde central y union
dinamica y saturable a proteinas plasmaticas. Estructura 3 (figura 4.11). Lleva un factor
empirico multiplicando a la Km del grupo 9 y 10.

ROO043: Modelo PK de ritonavir (Mecanicista)
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Cinética de orden cero que actiia como factor limitativo de la absorcion, se itera la
duracion (D) de la entrada de farmaco a velocidad constante, siendo distinta para cada
grupo oral. Cinética de eliminacién de MM desde central y unién dinamica y saturable a
proteinas plasmaticas. Estructura 4 (figura 4.11).

ROO068: Modelo PK de ritonavir (P-PK hibrido)

Cinética de orden cero que actiia como factor limitativo de la absorcion, se itera la
duracion (D) de la entrada de farmaco a velocidad constante, siendo distinta para cada
grupo oral. Cinética de eliminaciéon de MM desde central editado con expresiones
fisiolégicas y union dindmica y saturable a proteinas plasmaticas. Estructura 5 (figura
4.11). Lleva un factor empirico multiplicando a la QMA del grupo 9y 10.

ROO076: Modelo PK de ritonavir (P-PK hibrido)

Cinética de orden cero que actia como factor limitativo de la absorcion, se itera la
duracion (D) de la entrada de farmaco a velocidad constante, siendo distinta para cada
grupo oral. Cinética de eliminacion de orden uno desde central editado con expresiones
fisioldgicas y uniéon dindmica y saturable a proteinas plasmaticas. Similar a la estructura 5
(figura 4.11), pero cambia la cinética de eliminacion. Lleva un factor empirico
multiplicando a la QMA del grupo 9 y 10.

ROO080: Modelo PK de ritonavir (P-PK hibrido)

Cinética de eliminacion de MM en hepatocito y enterocito, y una cinética de absorcion de
orden uno, desde un compartimento de transito intestinal, limitada por una cinética de
orden cero (en la que se itera la duracion de la entrada de farmaco, siendo distinta para los
dos grupos orales). Refleja la circulacion esplénica. Ademds considera una unién dindmica
y saturable a proteinas plasmaticas. Estructura 6 (figura 4.11).

RO085: Modelo PK de ritonavir (P-PK hibrido)

Situacion similar al caso anterior (RO080), pero aqui se consideran dos compartimentos de
transito intestinal y se afiade un proceso de secrecion intestinal desde el enterocito a uno de
estos. Estructura 7 (figura 4.11).

SR055: Modelo de interaccion. Estructura 2 (figura 4.12).

Ritonavir:Cinética de orden cero que actia como factor limitativo de la absorcion (donde
se itera la duracion (D) de la entrada de farmaco a velocidad constante, siendo distinta para
cada grupo oral. Cinética de eliminacion de MM desde compartimento hepatocito y
enterocito, editado con expresiones fisioldgicas y unién dinamica y saturable a proteinas
plasmaticas.

Saquinavir:

Cinéticas de eliminacion de MM a nivel hepatico e intestinal, junto con un proceso de
secrecion intestinal desde enterocito a lumen y una cinética de absorcion de orden uno
desde dos compartimentos de transito intestinal.

Disolucion como factor limitativo de la absorcion IP y unidon dindmica y

saturable a proteinas plasmaticas.

Interaccion:

- Desplazamiento por union a proteinas plasmaticas: misma QMA para ambos farmacos.

- Competencia por la enzima encargada del metabolismo:

En primer lugar, en el hepatocito la Km del saquinavir se ve afectada por la Kmr del
ritonavir, asi como por la concentracion de ritonavir en este compartimento (Ci3) y lo
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mismo ocurre en enterocito, siendo la concentracion de ritonavir de este compartimento la
que afecta en este caso (Cyy).
Las mismas consideraciones se tienen en cuenta para el ritonavir.

SR059: Modelo de interaccion. Estructura 1 (figura 4.12).

Ritonavir:

Cinética de orden cero que actua como factor limitativo de la absorcion (donde se itera la
duracion (D) de la entrada de farmaco a velocidad constante, siendo distinta para cada
grupo oral. Cinética de eliminacion de Michaelis-Menten (MM) desde central editado con
expresiones fisioldgicas y union a proteinas plasmaticas.

Saquinavir:

Cinéticas de eliminacion de MM a nivel hepatico e intestinal, junto con un proceso de
secrecion intestinal desde enterocito a lumen y una cinética de absorciéon de orden uno
desde dos compartimentos de transito intestinal.

Disolucion como factor limitativo de la absorcion IP y union dinamica y saturable a dos
proteinas plasmaticas.

Interaccion:

- Desplazamiento por union a proteinas plasmaticas: misma QMA para ambos farmacos en
la unién una de las proteinas plasmaticas.

- Competencia por la enzima encargada del metabolismo:

En primer lugar, la Km del saquinavir esta afectada por la Kmr del ritonavir a nivel
intestinal y hepatico, asi como por la concentracion libre de ritonavir Cur y la concentracion
Cre de ritonavir (definida en el epigrafe anterior).

Mientras que la Kmr del ritonavir puede verse afectada por la Km del saquinavir y la
concentracion de saquinavir en hepatocito (otros modelos han considerado la concentracion
de enterocito).

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA:
Sinko, P. J., J. R. Kunta, et al. (2004). "Differentiation of gut and hepatic first pass metabolism and
secretion of saquinavir in ported rabbits." J Pharmacol Exp Ther 310(1): 359-66.






1 Introduccion

En 1983 el virus de la inmunodeficiencia humana tipo I (VIH-1) se
identific6 como el agente causal del sindrome de la inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) (Barre-Sinoussi et al. 1983; Broder et al. 1984; Gallo et al.
1984), infectando en la actualidad a mas de 40 millones de personas
(UNAIDS 2004). Desde su descubrimiento han transcurrido casi 25 afios, en
los que la infeccion ha pasado de ser una enfermedad mortal a considerarse
una enfermedad cronica. El desarrollo de la terapia antirretroviral ha
contribuido a este cambio, ya que ha supuesto uno de los mayores avances

cientificos en la historia de la medicina.

La introduccion, en 1995, de farmacos inhibidores de la proteasa (IP)
e inhibidores de la transcriptasa inversa no nucleosidicos (NNRTI) en la
farmacoterapia antirretroviral, dio paso al tratamiento antirretroviral
altamente activo (TARGA o HAART) que consiguié disminuir
considerablemente la morbimortalidad de la enfermedad, reduciendo la
incidencia de infecciones oportunistas, tumores y muertes. No obstante, en
estos momentos conseguir la erradicacion total del virus es ain una utopia,
ya que el VIH permanece latente en las células infectadas, que actian como
reservorios incluso después de largos periodos de supresion (Saksena et al.

2003; Strain et al. 2003).

En la actualidad, para el tratamiento de la infeccion por VIH, se
dispone de cuatro clases de agentes antirretrovirales: los analogos de

nucledsidos y nucleotidos (NRTI), los NNRTI, los IP y los inhibidores de
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fusion con el enfuvirtide (T-20) como prototipo, que se introdujo en marzo

de 2003.

Numerosos estudios sobre la eficacia del HAART han puesto de
manifiesto que no existe un esquema terapéutico Unico eficaz, y que éste se
debe adaptar a las necesidades de cada individuo. Por ello, se han
establecido numerosos esquemas HAART, entre ellos la asociacion de dos
analogos de nucledsidos con un IP (a su vez potenciado por otro IP o0 no), un

NNRTTI o un tercer andlogo de nucledsido.

La introduccién del esquema HAART ha supuesto una mejora en la
calidad de vida del paciente asi como en su supervivencia, pero sus
principales inconvenientes se relacionan con la toxicidad, aparicion de
resistencias, falta de adherencia al tratamiento por parte del paciente
(Mannheimer et al. 2002; Turner 2002; Lucas 2005) y el elevado coste de

las terapias antirretrovirales.

El trabajo que se presenta en esta Memoria se centra en el estudio de
dos farmacos que pertenecen al grupo de los IP, el saquinavir y el ritonavir.
Los IP suponen un componente esencial en el HAART, cuya eficacia en la
recuperacion de pacientes con fracaso terapéutico ha sido de sobra
demostrada (Hall et al. 1999; Corbett et al. 2004). Entre los inconvenientes
que plantea su uso destaca la biodisponibilidad oral irregular, que conduce a
una gran variabilidad en la respuesta terapéutica (Guiard-Schmid et al.
2003; Plosker et al. 2003). Ademas, presentan numerosas interacciones con
sustancias de diversa naturaleza, ya que son sustratos de sistemas

metabolicos, como el citocromo P450, y de secrecion intestinal, como la
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glicoproteina-P (gp-P) y el sistema MRP (Hsu et al. 1998; Mouly et al.
2004; Park et al. 2005).

Entre los IP, el ritonavir se caracteriza por ser un potente inhibidor
de la isoenzima 3A4 del citocromo P450, lo que le confiere la cualidad de
mejorar la biodisponibilidad oral de otros IP cuando se coadministran con
¢l. El saquinavir posee una baja biodisponibilidad oral que se incrementa
cuando se administra junto con ritonavir, en los llamados esquemas
potenciados (Plosker et al. 2003). El refuerzo o potenciacion entre los IP
también permite disminuir las resistencias y mejorar la adherencia a los
tratamientos, dado que reduce el numero de tomas diarias. En consecuencia,
el uso de los IP estd sufriendo un renacimiento en la farmacoterapia
antirretroviral, e incluso se estd investigando la posibilidad de usar

regimenes de IP solos.






2 Objetivos del trabajo

Los regimenes de IP potenciados estdn recomendados como una
opcion de primera linea en el tratamiento actual de la infeccion por VIH. La
combinacion de saquinavir/ritonavir es una de las mas interesantes, debido a
la baja y erratica biodisponibilidad de saquinavir. A pesar de que la
interaccion entre estos dos firmacos ya ha sido puesta de manifiesto en
estudios previos, hasta la fecha, los papeles que juegan el higado y el
intestino en el metabolismo de primer paso de estos fArmacos no estan del

todo esclarecidos.

En base a los aspectos descritos, la Memoria de Tesis Doctoral
planteada trata de profundizar en la Farmacocinética del saquinavir y
ritonavir, utilizando un modelo animal en rata. Para ello, los objetivos

fijados han sido:

l. Evaluar la linealidad cinética en los procesos del LADME
del saquinavir, después de la administracion de diferentes
dosis del farmaco por via intravenosa, oral e

intraperitoneal.

2. Calcular la biodisponibilidad oral e intraperitoneal del
saquinavir y describir la importancia y localizacién del
metabolismo de primer paso de saquinavir, tras su

administracion por via intraperitoneal y oral.
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3. Describir en términos farmacocinéticos las posibles
interacciones entre saquinavir y ritonavir, cuando se

administran en combinacion.
Como objetivos secundarios:

1. Desarrollar un modelo farmacocinético estructural para el
saquinavir y ritonavir, evaluando in vivo los procesos
involucrados en su comportamiento farmacocinético,
mediante una aproximacion poblacional, cuando se

administran sélos o en combinacidn por las distintas vias.

2. Estimar los valores tipicos y las variabilidades

interindividuales de los pardmetros farmacocinéticos.



3 Antecedentes

3.1 Agentes causales del sindrome de la inmunodeficiencia
adquirida

Desde 1983 es conocido que los agentes causales del sindrome de la

inmunodeficiencia adquirida (SIDA) son el VIH-1 y el VIH-2, siendo este

primero la principal causa de SIDA en el mundo.

El VIH-1 es un retrovirus de la familia de los lentivirus. Familia que
se caracteriza por largos periodos de latencia clinica, cursos cronicos de
enfermedad, replicacion viral persistente y por involucrar al sistema

nervioso central.

3.1.1 Estructura

Las particulas virales del VIH-1 presentan un diametro de 100nm y
se encuentran rodeadas por una membrana lipoprotéica. La particula viral se
compone de 72 complejos glucoprotéicos, integrados en la membrana
lipidica y cada uno de ellos estd formado por trimeros de una glucoproteina
externa, gpl20 y una proteina transmembrana, gp41. La unidn entre estas
dos proteinas es débil y puede deshacerse en el ambiente de forma
espontanea. La glicoproteina gp120 puede detectarse en suero y en tejido
linfatico de pacientes infectados (Oh et al. 1992; Sunila et al. 1997). Durante
el proceso de liberacion, el virus es capaz de incorporar diferentes proteinas
de la célula huésped, a su membrana lipoproteica, tales como proteinas de
adhesion (ICAM-1) o antigenos leucocitarios humanos (HLA clase I y II);

esto facilita su posterior adhesion a nuevas células diana.
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También encontramos otras proteinas, como: la pl7, proteina de
matriz que se encuentra anclada en la membrana lipoproteica viral y el
antigeno p24 que contiene dos copias de ARN virico dentro de la capside. A
su vez, este ARN forma parte de un complejo proteina-adcido nucléico,
compuesto por la nucleoproteina p7 y la transcriptasa inversa p66 (TR). La
particula viral esta dotada de todo el conjunto enzimatico necesario para la
replicacion: una transcriptasa inversa (TR), una integrasa p32 y una proteasa

pll (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Estructura de una particula viral o virién.
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3.1.2 Genoma viral

Los genes gag, pol y env, son los responsables de la replicacion de
los virus competentes. Gag significa antigeno de grupo, pol se refiere a la
polimerasa y env proviene de envoltura. El esquema clasico de un genoma
retroviral se representa como: 5'LTR-gag-pol-env-LTR 3°. Las regiones
LTR son las siglas en inglés de las “terminaciones largas repetidas”, y

representan dos porciones terminales del genoma viral que se unen al ADN
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de la célula huésped tras la integracion, y no codifican ninguna proteina.
Mientras que los genes gag y env, codifican la nucleocdpside y las
glicoproteinas de membrana; el gen pol codifica la transcriptas inversa y
otras enzimas. Ademads, el VIH-1 contiene, en su RNA seis genes que
contribuyen a su complejidad genética ( vif, vpu, vpr, tat, rev y nef). En un
principio, nef, vif, vpr y vpu, se clasificaron como genes accesorios, ya que
no son estrictamente necesarios para la replicacion in vitro. Sin embargo, en
los ultimos afios, se ha profundizado en la regulacion y funcion de estos
genes y se han caracterizado con mayor detalle sus proteinas, viendo que
también son relevantes en la replicacion viral (Peter 1998; Wei et al. 1998;

Mariani et al. 2003).

3.2 Tratamiento del SIDA

3.2.1 Perspectivas

La terapia antirretroviral ha manifestado una rapida evolucion desde
sus comienzos en los afios 80. Los primeros farmacos que se desarrollaron
fueron los andlogos de nucledsidos, también conocidos como nucledsidos
inhibidores de la transcriptasa inversa (NRTI), utilizados, inicialmente, en
monoterapia (Fischl et al. 1990; Volberding et al. 1990). Ulteriormente, tras
los estudios DELTA y ACGT 175 (1996; Hammer et al. 1996), la terapia
combinada de dos andlogos de nucledsidos tomd mayor relevancia
(Carpenter et al. 1996). Coincidiendo en el tiempo, aparecen los primeros
resultados de los ensayos clinicos realizados con los inhibidores de proteasa
(IP), que ponen de manifiesto su eficacia y dejan una nueva via de estudio.
Mas tarde, surge la terapia triple combinada de dos analogos de nucledsidos

junto con un IP como la mejor opcion para combatir el VIH-1, naciendo asi
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el tratamiento antirretroviral altamente activo o HAART (Gulick et al. 1997;
Hammer et al. 1997; Mocroft et al. 1998; Palella et al. 1998). De la misma
manera, en 1996 surgen los primeros NNRTI, vistos escépticamente en un
principio, por su limitada actividad y un perfil de resistencias problematico.
Estudios realizados posteriormente, han permitido demostrar su actividad
inmunologica y virologica cuando se combinan con los andlogos de
nucledsidos (Staszewski et al. 1999; Mannheimer et al. 2002; Robbins et al.
2003). En la actualidad, han adquirido importancia en los tratamientos
HAART, aunque su efecto clinico no ha sido probado todavia, ya que los
estudios que llevaron a la aprobacion de los NNRTI en el mercado se

basaron en el uso de marcadores secundarios.

Actualmente, no existen estudios randomizados y a largo plazo que
comparen la eficacia clinica de los tratamientos con IP versus los
tratamientos con NNRTI. En pacientes previamente tratados con NRTI, se
han realizado comparaciones indirectas que parecen demostrar que las
combinaciones triples con IP son mejores, en cuanto a eficacia, que las que

utilizan NNRTI (Yazdanpanah et al. 2004).

En el mercado se encuentran disponibles cuatro clases de
antirretrovirales: NRTI, NNRTI, PI y los inhibidores de fusion, cuyo
prototipo es el T-20. Existen 20 productos licenciados, que incluyen agentes
antirretrovirales considerados individualmente o en combinacion. La
investigacion, en los proximos afos, se centrara en el desarrollo de nuevos
farmacos, asi como en las estrategias inmunomoduladoras mediante el

desarrollo de vacunas y citoquinas (interferones, interleuquinas).
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En el cuadro 3.1 se exponen los farmacos antirretrovirales

disponibles, actualmente, en el mercado.

Analogos nucledsidos y nucleétidos de la transcriptasa inversa (NRTI)
Nombre comercial | Abreviatura Agente activo Laboratorio
Combivir® CBV AZT+3TC GSK
Emtriva® FTC Emtricitabina Gilead
Epivir® 3TC Lamivudina GSK
Hivid® ddC Zalcitabina Roche
Kivexa® 3TC+ABC
Retrovir® AZT Zidovudina GSK
Trizivir® TZV AZT+3TC+ABC GSK
Truvada® FTC+TDF Gilead
Videx® ddl Didanosina BMS
Virecad® TDF Tenofovir Gilead
Zerit® D4T EStavudina BMAS
Ziagen® ABC Abacavir GSK
Inhibidores no- nucledsidos de la transcriptasa inversa (NNRTI)
Rescriptor® DLV Delavirdine Pfizer
Sustiva® EFV Efavirenz BMS
Viramune® NVP Nevirapine Boehringer Ingelheim
Inhibidores de proteasas (Ip)
Agenerase® APV Amprenavir GSK
Crixivan® IDV Indinavir MSD
Fortovase® SQV-FTV | Saquinavir caps.blandas Roche
Invitase® SQV-INV Saquinavir caps.duras Roche
Kaletra® LPV/RTV Lopinavir/ Ritonavir Abbot
Lexiva® FPV Fosamprenavir GSK
Norvir® RTV Ritonavir Abbot
Reyataz® ATV Atazanavir BMS
Viracept® NEV Nelfinavir Roche
Inhibidores de fusion
Fuzeon® | T-20 | Enfuvirtide | Roche

Cuadro 3.1. Farmacos disponibles en el mercado en el 2006.

3.2.2 Inhibidores de la proteasa

3.2.2.1 Mecanismo de accion

La actividad de la proteasa del VIH-1 es esencial en la maduracion
de las particulas virales infectantes. Cuando el virus entra en la célula, su
ARN se transforma en ADN gracias a la accidon de la transcriptasa inversa.
A continuacion, el ADN viral se integra en el genoma de la célula

hospedadora y, finalmente, es transcrito y traducido por enzimas celulares,
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produciendo poliproteinas. Estas poliproteinas se ensamblan y empaquetan
en la superficie de la célula, dando lugar a particulas virales inmaduras que
se liberan. Es entonces cuando la proteasa del virus actua, cortando los
enlaces virales de las poliproteinas gag-pol en pequefias subunidades
funcionales, lo que induce a la maduracion de la particula viral. La proteasa
del virus es de naturaleza enzimatica y puede ser inhibida competitivamente
por los inhibidores de proteasa. Estos evitan el corte y, por tanto, la
maduracion de las particulas virales, provocando la liberacion de particulas
virales inmaduras incapaces de infectar nuevas células (Deeks et al. 1997;

Eron 2000).

3.2.2.2 Estructura y propiedades fisico-quimicas

El saquinavir fue el primer inhibidor de la proteasa del VIH que fue
autorizado, y actualmente se encuentran distintas formulaciones
comercializadas como saquinavir (Fortovase®) y saquinavir mesilato
(Invirase®) (La Roche Lab). La formula quimica del saquinavir es N-ter-
butil-decahidro-2-[2(R)-hidroxi-4-fenil-3(S)-[[N-(2-quinolilcarbonil)-L-
asparaginil]amino]butil]-(4aS,8aS)-isoquinolina-3(S)-carboxamida, cuya
formula molecular es C3gHsoNgOs y su peso molecular 670,86. Su estructura

quimica se presenta en la figura 3.2.
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Figura 3.2. Estructura molecular del saquinavir y del saquinavir mesilato.
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El saquinavir es un polvo blanco grisaceo, insoluble en agua a 25 °C,
mientras que el saquinavir mesilato (log P, = 5,2) presenta una
hidrosolubilidad de 2,22 mg/mL a 25 °C, siendo ésta dependiente del pH:
agua purificada a pH 7,4 (36 png/mL), pH 6,5 (73 pg/mL) (Williams et al.
1999).

El ritonavir es un inhibidor peptidomimético de la proteasa del VIH.
Su férmula quimica corresponde al 10-Hidroxi-2-metil-5-[ 1-metiletil)-1-(2-
(1-metiletil)-4-tiazolil]-3,6-dioxo-8,11-bis(fenilmetil)-2,4,7,12-
tetraazatridecan-13-acido oico, 5-tiazolilmetil ester, [5S-

(5R*,8R*,10R*,11R*)]. En la figura 3.3 se muestra su estructura quimica.

Su formula molecular es C37H4sN¢OsS; y presenta un peso molecular

de 720,95.
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Figura 3.3. Estructura del ritonavir.

El ritonavir es un polvo blanco ligeramente amarillento. Posee un
gusto metalico amargo. Es muy soluble en metanol y etanol, soluble en
isopropanol y practicamente insoluble en agua. Es muy lipofilico (log P, =
5,2). Presenta una solubilidad dependiente del pH: agua purificada a pH 7,4
(5,3 pg/mL), pH 4 (6,9 pg/mL) (Williams et al. 1999). Se conocen cinco
formas polimorficas del ritonavir que condicionan su solubilidad

(Morissette et al. 2003).
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En los farmacos que se absorben por transporte pasivo, se suele
observar una mayor permeabilidad aparente a medida que aumenta la
lipofilia del farmaco. Sin embargo en el caso de los IP, en general, la
permeabilidad aparente (P,p,) es menor de las que cabria esperar de su
elevada lipofilia. El saquinavir y ritonavir presentan una P,,, de 1,510 y
3,510 (cm/s), respectivamente, en monocapas de células de carcinoma de
coléon humano (Caco-2), cuando en el compartimento dador se ensayan

concentraciones comprendidas entre 10-200 uM (Williams et al. 1999).

3.2.2.3 Formulaciones comercializadas

El saquinavir se presenta comercializado, desde 1995, en forma de
capsulas duras Invirase® con una dosis de 200 mg de saquinavir mesilato
(La Roche Lab.). En 1997, una segunda formulacion, las capsulas blandas
Fortovase® con una dosis de 200mg de saquinavir (La Roche Lab.), fue
aprobada. Estas tltimas surgieron con objeto de mejorar la baja
biodisponibilidad oral que presentaban las cépsulas duras. Recientemente,
se ha comercializado una nueva formulacion de comprimidos de Invirase®,
que contienen una dosis de 500mg de saquinavir mesilato. Esta se
administra simultdneamente con dosis bajas de ritonavir, de forma que la
biodisponibilidad oral del saquinavir mejora, permitiendo reducir el numero
de tomas diarias a 4 comprimidos b.i.d y mejora la tolerabilidad respecto a
las otras dos formulaciones, de ahi que se haya convertido en la formulacion
de preferencia (Kurowski et al. 2003; Roche Laboratories Inc. Septiembre,
2005). En consecuencia, Laboratorios La Roche ha dejado de fabricar el

Fortovase® en febrero de 2006.
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Las capsulas duras y los comprimidos de Invirase® se deben
mantener a una temperatura de 25°C, herméticamente cerrados en el
embalaje original hasta su dispensacion. Poseen un periodo de validez de

dos afios (Roche Laboratories Inc. Septiembre, 2005)

El ritonavir se presenta comercializado con el nombre de Norvir®
(Abbott Lab.), en forma de capsulas blandas de gelatina, con una dosis de
100mg. También se dispensa como solucion oral, a una concentracion de 80

mg/mL de ritonavir.

Se recomienda almacenar las capsulas blandas de ritonavir en
frigorifico, a una temperatura entre 2 y 8 °C hasta el momento de su
dispensacion. Durante el tratamiento farmacoldgico pueden permanecer
hasta 30 dias a menos de 25 °C. Se deben proteger de la luz y preservar de la
congelacion y de temperaturas elevadas. Presentan un periodo de validez de

dos afos.

La solucién oral se debe almacenar a temperatura ambiente (20-25
°C) y nunca regrigerada. Se debe evitar su exposicion a temperaturas
elevadas y agitar antes de administrar. Su periodo de validez es de seis

meses.

Ambos productos se deben mantener en su frasco original (Abbott

Laboratories 2005; F.D.A. 2005)

3.2.2.4 Propiedades farmacocinéticas

3.2.2.4.1 Absorcion
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El saquinavir se caracteriza por presentar una biodisponibilidad oral
absoluta baja, de aproximadamente un 4% en humanos (Williams et al.
1999; Washington et al. 2000). Aunque la biodisponibilidad oral absoluta
del ritonavir no se ha determinado en humanos, estudios realizados con
animales parecen indicar una biodisponibilidad oral absoluta superior al

70% (Kempf et al. 1995; Flexner 1998; Hsu et al. 1998; Eron 2000).

La cantidad de saquinavir y ritonavir absorbida no es lineal con la
dosis, sino que muestra incrementos mas que proporcionales con ésta. Este
hecho junto a la baja biodisponibilidad del saquinavir y elevada variabilidad
de la biodisponibilidad oral de ambos farmacos, se puede atribuir a la
coexistencia de una extraccion hepatica e intestinal considerables junto a
una absorcién erratica, que al menos en el caso del ritonavir puede verse
influida por procesos de absorcion no lineales (Williams et al. 1999; Mufioz

et al. 2005).

Cuando se administra el saquinavir en presencia de alimentos, su
AUC aumenta alrededor del 670% respecto al AUC calculado en
condiciones de ayuno. Este aumento parece ser debido al aumento de la
solubilidad y absorcidon del farmaco, como consecuencia de la estimulacion
que ejercen los alimentos sobre la motilidad intestinal y la secrecion de sales
biliares. Este efecto persiste durante las dos horas posteriores a la ingesta

(Williams et al. 1999; Roche Laboratories Inc. Septiembre, 2005).

Por el contrario, cuando la solucion oral de ritonavir se administra
en presencia de alimentos, la concentracion plasmatica maxima (Cpax)
disminuye un 23% y el area bajo la curva (AUC) un 7% respecto a los

valores obtenidos cuando se administra en ayunas. La dilucion de la
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solucion oral con 240 mL de leche chocolateada, Advera® o Ensure®, no
modifica la absorcion oral del ritonavir. Cuando se ingiere en forma de
capsulas, el AUC aumenta un 15% en presencia de alimento, mientras que la
Cmax permanece inalterada. En comparacion, la absorcion de otros
inhibidores de proteasa, como nelfinavir y tipranavir, mejora en presencia
de alimentos, mientras que la del indinavir resulta sustancialmente reducida.
Asi pues, de acuerdo con la informacion disponible no se puede generalizar
en el resultado de la influencia de la ingesta sobre la absorcion de los
farmacos IP (Cato III et al. 1996; Hsu et al. 1998; Abbott Laboratories
2005).

3.2.2.4.2 Distribucion y union a proteinas plamaticas

El saquinavir se une a proteinas plasmaticas en un 97%,
principalmente a la o;-glicoproteina acida, tendiendo hacia la saturacion, y
en menor grado a la albimina. En la bibliografia se ha hecho constar que en
situaciones patologicas en las que las concentraciones de o;-glicoproteina
acida se elevan, por ejemplo en individuos con niveles de linfocitos CD4
bajos, aumenta el porcentaje de union del saquinavir a las proteinas
plasmaticas, lo que conduce a una disminucion del aclaramiento sistémico y
del volumen de distribucion. La unién del saquinavir a la o;-glicoproteina
acida podria justificar al menos en parte, la variabilidad de sus pardmetros

farmacocinéticos (Holladay et al. 2001).

Se distribuye ampliamente en el organismo, siendo su volumen de
distribucion aparente (V,;) en humanos de 700 L. La penetracion del
saquinavir en el sistema nervioso central (SNC) es minima, probablemente

por ser sustrato de sistemas de secrecion y resistencia como la glicoproteina
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P o sistemas MRP (Kim et al. 1998; Ronaldson et al. 2004; Roche
Laboratories Inc. Septiembre, 2005).

El ritonavir se une a las proteinas plasmaticas en un 98-99%. Posee
gran afinidad por la albumina, asi como por la a,-glicoproteina acida
(Kempf et al. 1995; Hsu et al. 1997; 2001; Abbott Laboratories 2005). La
unioén a estas proteinas no llega a saturarse en el ambito terapéutico de
concentraciones. Asimismo, la unidon no se modifica en presencia de
concentraciones terapéuticas de otros farmacos (ej. saquinavir)

caracterizados por una amplia union a las proteinas plasmaticas.

El ritonavir puede desplazar ligeramente la union a las proteinas
plasmaticas de otros farmacos. Estudios in vitro han demostrado que el
ritonavir, a una concentracion de Smg/L, no altera la unidon del saquinavir (1
y 5 mg/L) a las proteinas plasmaticas, mientras que el ritonavir 15 mg/L la
disminuye levemente (de un 98,97 a 98,64%) (Hsu et al. 1998).

El volumen de distribucién aparente (V) en humanos es de 20-40 L.

Estudios en ratas han puesto de manifiesto que el valor del area bajo la
curva de niveles plasmaticos (AUC) y la semivida de eliminacion (¢;25) en
tejido linfatico, uno de los principales lugares de replicacion del VIH, se
aproxima o supera al valor de estos parametros en plasma. En este contexto,
en humanos cabe esperar que las concentraciones en ambos tejidos sigan la

misma secuencia (Kempf et al. 1995; Hsu et al. 1997).

La penetracion del ritonavir en el SNC también es minima
(Martindale 2004). Las concentraciones de fiarmaco en el liquido

cerebroespinal suelen ser inferiores a 0,05 mg/L. En pacientes tratados,
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simultineamente, con ritonavir y saquinavir, se han observado
disminuciones de la carga viral en plasma y liquido cerebroespinal que
evolucionan paralelamente, lo que sugiere que la concentracion que alcanza
en ¢éste ultimo es suficiente para ejercer su actividad antiviral (Cameron et
al. 1999; Kravcik 2001). Del mismo modo, en pacientes tratados con
ritonavir, zidovudina y lamivudina, se han observado disminuciones de

carga viral en tejido linfatico y plasma (Cavert et al. 1997).

3.2.2.4.3 Metabolismo

El saquinavir sufre un importante metabolismo de primer paso
intestinal y hepatico, a cargo principalmente del citocromo P450 3A4, que
ejerce su accion sobre un 90% del farmaco. El papel que juega el CYP3AS
en el metabolismo del saquinavir estd siendo investigado (Mouly et al.

2004).

Los principales metabolitos del saquinavir son el M-2 y M-7,
generados por procesos oxidativos. Otras isoenzimas como la CYP2A6,
CYP2C9 y CYP4A1 también parecen estar implicadas en su metabolismo

pero de forma menos significativa (Williams et al. 1999).

Estudios in vitro han demostrado que el metabolismo hepatico del
saquinavir se satura a concentraciones superiores a 2 pg/mL (Roche

Laboratories Inc. Septiembre, 2005).

El ritonavir manifiesta aumentos en su absorcion mas que
proporcionales con la dosis, lo que puede justificarse, en parte, a la
saturacion del metabolismo de primer paso. En su biotransformacion estan

implicadas, principalmente, las isoenzimas CYP3A y el CYP2D6. En
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humanos, se han identificado hasta cinco metabolitos del ritonavir en orina
y heces. Estudios realizados in vivo han puesto de manifiesto que el
ritonavir induce la expresion del CYP3A4 en higado e intestino (Geletko et
al. 2000; Luo et al. 2002). El CYP3A constituye la isoforma predominante
en humanos (Shimada et al. 1994; Hsu et al. 1998; Abbott Laboratories
2005).

En un estudio realizado con microsomas humanos, se ha demostrado
que el ritonavir se metaboliza principalmente a cargo del citocromo P450
(CYP)3A, generando tres metabolitos oxidativos: el producto des-tiazolil
carbamato (M1), el producto de oxidacion isopropiltiazolil (M2) y el
producto des-isopropiltiazolil (M11) (Hsu et al. 1997; Molla et al. 1998). De
éstos, el M2 es el mayoritario, y posee cierta actividad antiviral, similar a la
del ritonavir. Sin embargo, las concentraciones del metabolito en plasma

son bajas (Martindale 2004).

En los microsomas de células linfoblasticas que expresan el
CYP3A4, el proceso de degradacion que conlleva la formacion de M1, M2
y M11, se caracteriza por valores de la constante de Michaelis-Menten (K,)
de 0,06, 0,51 y 0,35 mg/L, respectivamente. Por otra parte, el CYP2D6
también estd implicado en la formacion de M2. En este caso el valor de la

K,, ha sido de 7,2 mg/L. (Molla et al. 1998).

Todos los IP son inhibidores del CYP3A, siendo el ritonavir el

inhibidor mas potente y el saquinavir el mas débil (Eagling et al. 1997; Hsu

et al. 1998; Luo et al. 2002).



Antecedentes- 35

A pesar de la variabilidad que puede implicar el metabolismo de
estos farmacos, no parece ser responsable de la variabilidad que

experimenta su biodisponibilidad oral (Williams et al. 1999).

3.2.2.4.4 Excrecion

Tanto el saquinavir como el ritonavir sufren eliminacion

hepatobiliar.

Tras la administracioén oral de 600 mg de 14C-saquinavir (n=8), se
recupera un 88% de la dosis en heces frente a un 1% en orina (dentro de los
4 dias de dosificacion). Cuando se administra 10,5 mg de 14C-saquinavir
por via IV (n=4), se recupera el 81% y el 3% en heces y orina,
respectivamente (dentro de los 4 dias de dosificacion). Tras la
administracion oral, el 13% de saquinavir circulante en plasma se presenta
como compuesto inalterado y el restante como metabolitos. Tras la
administracion intravenosa, el 66% de saquinavir circulante permanece
inalterado y el restante como metabolitos. Ello sugiere que el saquinavir
sufre un importante metabolismo de primer paso. Presenta un elevado
aclaramiento sistémico, 1,14L/h/Kg, ligeramente superior al flujo
plasmatico hepatico, indicando una extraccion hepatica del 100%. El
aclaramiento sistémico es constante tras ser administrado por via IV a dosis
de 6,36 y 72 mg (Williams et al. 1999; Roche Laboratories Inc. Septiembre,
2005). La semivida estimada en humanos es de aproximadamente 13h

(Williams et al. 1999).

En el caso del ritonavir, hasta el 86% de la dosis se ha recuperado

en heces, de ésta un 34% inalterado, y un 11% en orina, con
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aproximadamente un 3,5% inalterado, tras un periodo de 148 horas. Se han
identificado cuatro metabolitos oxidativos principales, que representan el
48% de una dosis de 600mg. El metabolito activo, M2, se ha cuantificado en
un 6,4+2% vy 24£5,5% de la dosis recogida en orina y heces,
respectivamente. Aunque, las concentraciones plasmaticas de M2, en estado
estacionario, han sido unas 20 veces inferiores a las de ritonavir. La
semivida (#;,) del ritonavir oscila entre 3 y 5 h (Hsu et al. 1997; Hsu et al.

1998).

3.2.2.4.5 Actividad de sistemas secretores: glicoproteina-P y
sistemas MRP
En la actualidad se sabe que uno de los factores que contribuyen a
reducir la biodisponibilidad oral de los IP es la secrecion intestinal de los

mismos.

Se conocen dos grandes subfamilias MDR/TAP y MRP/CFTR,
pertenecientes a la familia de proteinas transportadoras de membrana ATP-
binding cassette (ABC), que actualmente se relacionan con el transporte de

xenobidticos.

El sistema MDR, incluye proteinas de transporte energia-
dependientes y de capacidad saturable, como la glicoproteina P (gp-P). La
gp-P es una proteina de 170 kDa que se encuentra codificada por los genes
MDRI1, MDR2 (Owen et al. 2005). La glicoproteina-P se encuentra en
numerosos tejidos como en rifidén, glandulas suprarrenales, células
endoteliales de vasos cerebrales, pulmon, higado, placenta, estomago e

intestino. Y también se expresa en macrofagos y linfocitos T CD4, que son a
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su vez la principal diana de la infeccion por VIH-1 (Williams et al. 1999;

Owen et al. 2005).

En general, las sustancias hidrofobicas, basicas y cationicas son

sustrato de la gp-P (Williams et al. 1999).

El transporte mediado por la gp-P limita la absorcion oral de los
farmacos sustrato mediante la secrecion de los mismos desde el enterocito
hacia el lumen intestinal. Este proceso de secrecion contribuye a la baja
biodisponibilidad oral de diversos xenobidticos, como ciclosporina y
tacrolimus, posiblemente mediante interacciones con la gp-P y el CYP3A4
intestinal. De hecho, la coadministracion de estos farmacos con
ketoconazol, inhibidor selectivo de la gp-P y CYP3A4 intestinales, aumenta

la biodisponibilidad oral de los mismos (Hebert 1997).

La utilizacion de modelos in vitro e in vivo, ha permitido demostrar
que saquinavir y ritonavir son sustrato de la gp-P. La gp-P limita el
transporte intestinal y la penetracion en SNC. El nivel de expresion y la
distribucion regional de la gp-P varia de unos individuos a otros, lo que
explica parte de la variabilidad asociada a la absorcion y distribucion de IP.
En la actualidad, se estd examinando el potencial de los farmacos
antirretrovirales como posibles inductores de la expresion de gp-P (Owen et

al. 2005).

3.2.2.4.6 Grupos poblacionales especiales

Las caracteristicas farmacocinéticas del saquinavir y del ritonavir

no varian significativamente con la edad, el sexo y la raza.
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En pacientes con insuficiencia renal no se han determinado los
parametros farmacocinéticos del saquinavir y ritonavir. Cabe esperar que el
fallo renal no afecte al aclaramiento total del fArmaco, puesto que menos del
1% y del 3,5% de la dosis se elimina de forma inalterada por el rifidén, para

el saquinavir y ritonavir, respectivamente.

En pacientes con insuficiencia hepética no se han determinado los
parametros farmacocinéticos del saquinavir, pero si del ritonavir. En este
ultimo caso, los pacientes con insuficiencia hepatica media o moderada,
experimentan una  alteracion moderada de las caracteristicas
farmacocinéticas del farmaco. De manera que la concentracion alcanzada
por el ritonavir en el estado estacionario ha sido de magnitud similar tanto
en los individuos con disfuncion hepatica media como en los voluntarios
sanos, cuando reciben una dosis de 400 mg/12h y 500 mg/12h de Norvir®,
respectivamente. No obstante, se observa que la constante de velocidad de
eliminacion (K, tiende a disminuir a medida que disminuye la funcion
hepatica, aumentando la semivida de 4,6 h, en pacientes con funcion
hepatica normal, a 6,3 h, en pacientes con disfuncion hepatica moderada. La
union a proteinas plasmaticas no se modifica en pacientes con insuficiencia

hepética media o moderada.

Los parametros farmacocinéticos del saquinavir en los pacientes
pediatricos no se han investigado en profundidad. En el caso del ritonavir,
¢éstos presentan gran variabilidad interindividual. Probablemente se deba a la
heterogeneidad en las edades y pesos corporales considerados en el estudio

y, también, en parte, a las diferencias de absorcion entre éstos. En todo caso,



Antecedentes- 39

la dosis en pacientes pediatricos no debe exceder de 1200 mg/dia (Hsu et al.

1998; Abbott Laboratories 2005; Roche Laboratories Inc. Septiembre, 2005)

3.2.2.5 Aplicaciones terapéuticas y posologia

El saquinavir es el unico IP disponible en distintas formulaciones.
Presenta una buena tolerabilidad, excepto algunos problemas
gastrointestinales moderados. No presenta problemas serios a corto plazo y
en la actualidad, se recomienda su uso potenciado con ritonavir en forma de
Invirase®, en dosis 1000mg/100mg (SQV/RTV) b.i.d. (Roche Laboratories
Inc. Septiembre, 2005).

El ritonavir fue el primer IP eficaz aprobado para su uso en
humanos, avalado por ensayos clinicos (Cameron et al. 1998). Debido a su
baja tolerancia, genera, entre otros, trastornos gastrointestinales, de ahi que
su uso como unico IP se encuentra obsoleto. En la actualidad, se suele
administrar en combinacion con otros IP, con objeto de conseguir un
sinergismo. Para ello, la dosis utilizada es la denominada “dosis bebé”
(100mg b.i.d) que es significativamente mejor tolerada. Dado que el
ritonavir se comporta como un inhibidor muy potente del isoenzima
CYP3A4, dosis pequenas del mismo permiten aumentar los niveles
plasmaticos de aquellos IP junto a los que se administra (Kempf et al. 1995;
Zeldin et al. 2004). Con ello se consigue simplificar el esquema posologico,
reduciendo el numero de tomas diarias y mejorar la adherencia al
tratamiento(Garcia de Olalla et al. 2002). Los esquemas que se utilizan con
mayor frecuencia se caracterizan en la mayoria de los casos, por dos
administraciones diarias. No obstante, se estdn probando pautas de una

administracion al dia (Boffito et al. 2002), que a pesar de suponer una
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comodidad para el paciente, se acompafian de una considerable variabilidad

de los niveles plasmaticos (Hugen et al. 2002).

Actualmente, se han probado combinaciones de antirretrovirales
reforzadas con dosis bajas de ritonavir, este es el caso del saquinavir,
indinavir, amprenavir, nelfinavir o lopinavir (Cuadro 3.2). De éstas, una de
las combinaciones mas utilizadas es la de saquinavir/ritonavir (saquinavir/r).
En ella, el ritonavir consigue mejorar significativamente la absorcion del
saquinavir y asimismo, reducir apreciablemente el metabolismo de primer
paso hepatico del mismo, con lo que incrementa sus niveles plasmaticos
hasta 20 veces y, en consecuencia, la actividad antirretroviral (Hsu et al.

1997).

Dosis diaria (mg) Comprimidos x dia Comentarios

Saquinavir/r 1000/100 bid 2x6 Autorizado el tratamiento potenciado

Buena eficacia

Saquinavir/r 400/400 bid 2x6 Efectos secundarios
Indinavir/r 800/100 bid 2x3 Nefrolitiasis
Indinavir/r 400/400 bid 2x5 Farmacocinética adecuada
Lopinavir/r 400/100 bid 2x3 Unica combinacién comercializada
Fosamprenavir/r 700/100 bid 2x2 Autorizado en 2004
Atazanavir/r 300/100 qd 1x3 Menor n° de comprimidos en la terapia con IP
SaqulnaVl_r- 600/750 tid 3x6 Excesivo n° de comprimidos
Nelfinavir
Amprenavir/r 600/100 bid 2% 5 Ya no se aconseja desde la aprobacion de

fosamprenavir

Cuadro 3.2. Esquemas reforzados de IP.

3.2.2.6 Interacciones

Los IP son sustratos del CYP3A4 y de la gp-P por lo que la

magnitud de sus respectivas biodisponibilidades puede verse afectada por la
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presencia de farmacos inductores e inhibidores del metabolismo y por
sustancias con afinidad por la gp-P. Cuantitativamente, la mayoria de las
interacciones que se producen entre los farmacos se deben a la induccion o
inhibicion de los isoenzimas del citocromo P450. La inducciéon de éstos
puede provocar que se alcancen concentraciones plasmaticas
subterapéuticas, lo que implica una pérdida de eficacia y la aparicion de
posibles resistencias al tratamiento. Por otra parte, una inhibicion
significativa del citocromo P450 puede conducir a una toxicidad por

sobredosificacion (Williams et al. 1999).

El saquinavir se metaboliza principalmente por accion del CYP3A4
y es a su vez un inhibidor débil de éste. Asimismo, estudios in vitro e in situ
han puesto de manifiesto que es sustrato e inhibidor de la gp-P. Por tanto,
pueden producirse interacciones con farmacos que utilicen ésta via
metabolica o que modifiquen la actividad de la isoenzima CYP3A4 o la gp-

P.

El ritonavir es un potente inhibidor de los isoenzimas CYP3A4,
CYP2D6, CYP2C9 y CYP2CI10 (Molla et al. 1998). Por este motivo, la
coadministracién del ritonavir con farmacos de estrecho margen terapéutico
y que se metabolizan a través del CYP3A4, y en menor medida del

CYP2D6, se debe evitar. Asimismo, es un potente inhibidor de gp-P.

El ritonavir también puede actuar como inductor del CYP3A4, asi
como de otras enzimas metabdlicas, lo que conduce a la reduccion de los
niveles plasmaticos de otros farmacos cuando se coadministran con €I, como
la teofilina (Williams et al. 1999), el etinilestradiol (Ouellet et al. 1998), la
zidovudina (Cato III et al. 1996) y el sulfametoxazol (Hsu et al. 1998).
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3.2.2.6.1 Interacciones con farmacos no antirretrovirales

La coadministracion del saquinavir, ritonavir o ambos, con los
siguientes farmacos esta contraindicada: amiodarona, bepridil, flecainida,
propafenona, quinidina, terfenadina, cisaprida, astemizol, alprazolam,
triazolam, midazolam, simvastatina, los alcaloides del cornezuelo de

centeno y la hierba de San Juan.

Otros farmacos requieren ajuste de dosis cuando se administran junto

con saquinavir o ritonavir:

- Claritromicina: el AUC del saquinavir y de la claritromicina aumenta
en un 177% y 40%, respectivamente, cuando se administran de forma
concominante (Roche Laboratories Inc. Septiembre, 2005). El ritonavir
aumenta el AUC de la claritromicina un 77% (Ouellet et al. 1998).

- Los niveles de ketoconazol no aumentan cuando se administran junto
con saquinavir, mientras que lo hacen alrededor de 3,5 veces cuando se
administra junto con ritonavir; en este ultimo caso la dosis de ketoconazol

no debe exceder los 200mg/dia (Hsu et al. 1998).

- El AUC de rifabutina aumenta sobre 3,5 veces cuando se administra
junto con ritonavir (Cato et al. 1998); se deben administrar 150mg q.0.d. o
150 mg de 2 a 3 dias/semana con la dosis estandar de ritonavir . Los niveles
plasmaticos de saquinavir se modifican cuando se administran junto con
rifabutina, reduciéndose un 40% (Roche Laboratories Inc. Septiembre,

2005).
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- Los niveles de etinilestradiol disminuyen un 40% cuando se
administra con saquinavir y ritonavir; se debe usar un método alternativo u

adicional para el control de la natalidad.

- También se produce interaccion del ritonavir con fenobarbital,
fenitoina y carbamazepina; se deben monitorizar los niveles de estos
farmacos (Volberding et al. 1990). A su vez estos pueden disminuir los
niveles plasmaticos del saquinavir si éste no se ingiere junto con ritonavir

(Roche Laboratories Inc. Septiembre, 2005).

- El AUC del sildenafil aumenta de 2 a 11 veces en presencia de
ritonavir y 210% en presencia de saquinavir; no usar mas de 25mg/48h si se
administra con saquinavir/r (Volberding et al. 1990; Roche Laboratories

Inc. Septiembre, 2005).

- El AUC de metadona disminuye un 36% cuando se administra

ritonavir (Hsu et al. 1998).

- Los niveles de desipramina aumentan un 145% en presencia de

ritonavir (Cato III et al. 1996).

Debido a la elevada afinidad del ritonavir por el CYP3A4, su
metabolismo apenas se modifica en presencia de inhibidores de esta
isoenzima. Durante la coadministracion, el AUC del ritonavir aumenta
minimamente en presencia de efavirenz (18%), fluconazol(12%),
claritromicina (12%), fluoxetina (18%) y ketoconazol (18%) (Hsu et al.
1998). La rifampicina reduce el AUC del ritonavir un 35%, por induccion

del CYP3A (Holladay et al. 2001).

3.2.2.6.2 Interacciones con farmacos antirretrovirales
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Las interacciones entre IP son muy complejas, ya que son

inhibidores competitivos y, a la vez, inductores de diversas enzimas. Se ha

comprobado que la induccion es dosis y tiempo dependiente (Hsu et al.

1997; Hsu et al. 1998).

En los cuadros 3.3 y 3.4 se presentan algunas de las interacciones

que sufren el saquinavir y ritonavir con otros fAirmacos antirretrovirales.

2 Efecto sobre los niveles o
Farmaco o Pauta posolégica recomendada
plasméaticos
No administrar SQV s6lo como IP
. o junto con EFV: SQV/r 400/400 bid.
EFV SQV: ¥ 62% SQV/r 1200/100 qd.
SQV/r 1000/100 bid.
SQV/r 1000/100 + NFV 1250 bid:
NFV NFV-M8 1 2,7 veces No es necesario realizar ajuste de
dosis
DLV: no se ha establecido
DLV sQ: 1 No hay datos
IDV SQV 1 5-8 veces No hay datos
SQV 1000 + LPV/r 400/100 bid: | Synergistic effect.
LPVI/r Adecuada concentracion
plasmatica de LPV y SQV
TPV/r 500/200 + SQV 1000 BID:
TPVIr SQV: AUC 70%, Cmax 66%, Evitar combinacion
Cmin 81%
Cuadro 3.3. Interaccion del saquinavir con algunos farmacos antirretrovirales

recomendaciones (Hoffman et al. 2005; Roche Laboratories Inc. Septiembre, 2005).

y
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: Efecto sobre los -
Farmaco - 2 Pauta posolégica recomendada
niveles plasmaticos

SQV: 120 veces .

SQV RTV- no se modifica SQV 1000 mg + RTV 100 mg bid
RTV:{ 11% — .

NVP NVP: 1o s modifica Dosis estandar de ambos farmacos

NEV NFV: T 1,5 veces RTV 400 mg bid + NFV 500-750 mg bid. Datos
RTV: no se modifica | limitados
DLV: no se modifica

DLV RTV: 1 70% No hay datos

DV IDV: T 2-5 veces IDV 400 mg bid + RTV 400 mg bid; IDV 800
RTV: no se modifica | mg+ RTV 100 mg bid

EFV EFV: T 21% RTV 600 mg bid (500 mg, si existe
RTV: T 18% intolerancia) + EFV 600 mg qd

APV 600 mg bid + RTV 100 mg bid; APV

APV APV: 12,5 veces 1200 mg qd + RTV 200 mg qd. Si se administra

RTV: no se modifica | EFV/APV/RTV: RTV 200 mg bid + APV 1200
mg bid + EFV 600 mg hs
Cuadro 3.4. Interaccion del ritonavir con algunos farmacos antirretrovirales

recomendaciones (Volberding et al. 1990; Abbott Laboratories 2005).

3.2.2.7 Génesis de resistencias al tratamiento antirretroviral

El desarrollo de resistencias es una de las principales causas de fallo
en la terapia antirretroviral. Si hay resistencias a diversas clases de fArmacos

se limita el nimero de tratamientos alternativos y el éxito viroldgico de las

subsiguientes terapias, los denominados tratamientos de rescate.

El rapido desarrollo de variantes resistentes se debe a la elevada
produccion de VIH, del orden de 10 millones de nuevas particulas virales al
dia (Perelson et al. 1996), y a la elevada tasa de error de la transcriptasa
inversa del VIH. Esto lleva a un gran nimero de mutaciones, asi como
nuevas particulas virales, incluso en ausencia de tratamiento. En presencia

de tratamiento, las variantes resistentes son seleccionadas como especies

dominantes (Drake 1993).
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La resistencia a los IP se desarrolla lentamente, cuando varias
mutaciones de los virus sensibles a estos firmacos se acumulan. Este
fenémeno se conoce como barrera genética. Se debe distinguir entre
mutaciones primarias y secundarias. Las primarias se localizan en el centro
activo de la proteasa del VIH. Estas mutaciones reducen la actividad de la

proteasa, asi como la capacidad del IP para unirse a ella.

Las mutaciones secundarias se localizan fuera del centro activo de la
proteasa y se producen, con frecuencia, tras la apariciéon de mutaciones
primarias, dando como resultado una resistencia fenotipica. Las mutaciones
secundarias buscan compensar la reduccion de la replicacion viral causada

por las mutaciones primarias (Johnson et al. 2004).

El espectro de mutaciones de los IP se encuentra descrito. Aunque
las mutaciones primarias son relativamente especificas para farmacos
individuales, hay un elevado grado de resistencias cruzadas entre saquinavir,

nelfinavir, indinavir y ritonavir.

3.2.2.8 Efectos adversos

La intolerancia gastrointestinal es uno de los efectos adversos mas
frecuentes. Los sintomas tipicos son nduseas, diarrea, vomitos, anorexia,
dolor abdominal y, en ocasiones, pirosis, meteorismo y constipacion. Estos
pueden conducir a deshidratacion y malnutricion con pérdida de peso. En la
mayoria de los casos, los efectos gastrointestinales ocurren al inicio del
tratamiento y pueden ser severos (Bonfanti et al. 2000). Otros efectos

frecuentes son las parestesias peritumorales y periféricas, y la astenia.
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En las terapias que combinan dos IP, los efectos adversos son menos

severos, por administrarse en dosis reducidas.

La hepatotoxicidad, con las transaminasas elevadas, es mas frecuente
y severa con el ritonavir que con otros IP. Existe un riesgo anadido en

aquellos pacientes co-infectados con hepatitis B o C (Bonfanti et al. 2000).

El ritonavir provoca, también, un aumento de los niveles de

triglicéridos, colesterol, creatininfosfoquinasa (CPK) y acido urico.

En general, los IP producen hiperglicemia, causada por la resistencia
a la insulina (Fischl et al. 1990). El ritonavir causa principalmente
hiperlipidemias, sin producir grandes cambios en el metabolismo de la
glucosa (Purnell et al. 2000). De hecho, la hipercolesterolemia y

trigliceridemia es mas frecuente y severa con ritonavir que con otros IP.

Otros efectos como osteopenia y osteoporosis, también se asocian al
tratamiento con los IP. Aunque en éstos influyen otros factores, como la
propia infeccion por VIH, malnutricion, disminucion del tejido adiposo,

tratamiento con esteroides o inmovilizacion.

Uno de los efectos adversos mas caracteristicos y de gran
prevalencia en el tratamiento antirretroviral HAART es la lipodistrofia. Esta
se caracteriza por la pérdida de grasa subcutdanea generalizada o limitada a
zonas especificas del cuerpo. La lipodistrofia asociada al VIH incluye
alteraciones tanto clinicas como metabolicas. Actualmente, se conocen los
principales componentes clinicos: lipoatrofia y adiposidad central. Este

efecto se observa, mas frecuentemente, en pacientes tratados con



48 -Estudio farmacocinético poblacional de antirretrovirales en rata

combinaciones de NRTI e IP, pero todas las combinaciones antirretrovirales

se asocian con la redistribucion de grasa corporal.

En 1999 surgié en Holanda, una de las primeras hipotesis sobre los
mecanismos que conducen a la lipodistrofia; ésta postulaba la toxicidad
mitocondrial atribuida a los NRTIs (Gisolf et al. 2000) como posible causa
de la misma. A pesar de la relacion que existe entre toxicidad mitocondrial y
tejido adiposo, como o6rgano diana potencial, el grado en el que el dafio
mitocondrial contribuye a la distribucion anormal de grasa todavia se
desconoce. Por el contrario, se relaciona el dafio mitocondrial con otros
efectos adversos, como son miopatias, hiperlactemia, esteatosis

microvesicular y esteatohepatitis con acidosis lactica (Nolan et al. 2004).

La mayoria de las alteraciones metabolicas asociadas al sindrome de
lipodistrofia se atribuyen a los IP. Estos producen un incremento de los
niveles totales de triglicéridos, de VLDL, y de LDL (Walli et al. 1998). Sin
embargo, también se atribuyen a los NRTI numerosas alteraciones del

metabolismo de los lipidos, como la lipoatrofia (Kravcik et al. 1999).

A pesar de lo expuesto, no se aconseja prescindir del uso de los
medicamentos antirretrovirales (elevadores de los lipidos), por ser el

balance coste-beneficio favorable al paciente (Hoffman et al. 2005).

3.3 Analisis farmacocinético

Tras la determinacion de la concentracion plasmatica de farmaco que
corresponde a los distintos tiempos de muestreo, se procede al calculo de los

parametros farmacocinéticos que lo caracterizan. El tratamiento de los datos
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puede realizarse atendiendo a dos perspectivas, la teoria compartimental

clasica o la teoria no compartimental.

3.3.1 Modelos farmacocinéticos compartimentales

Las teorias compartimentales describen al organismo como un
conjunto de compartimentos. Cada compartimento representa una fraccion
de material bioldgico en la que el farmaco se supone uniformemente
distribuido y presenta las mismas propiedades cinéticas. Se trata de un
concepto meramente cinético, ya que estos compartimentos no tienen por

qué corresponder con estructuras fisioldgicas, en un sentido estricto.

3.3.1.1 Modelos farmacocinéticos lineales

Un modelo farmacocinético lineal es aquel en el que los procesos
cinéticos que determinan la evolucion temporal del firmaco en el organismo
responden a cinéticas de orden uno y por ello, puede aplicarse el principio
de superposicion. En este caso, los valores de los parametros
farmacocinéticos no varian con la dosis, la concentracion del farmaco a un
tiempo dado es directamente proporcional a la dosis administrada y el AUC

es una funcion lineal de la dosis administrada por via intravenosa.

Clasicamente los modelos mas utilizados en la descripcion del
comportamiento cinético de los farmacos han sido el monocompartimental y

el bicompartimental.

3.3.1.1.1 Modelo farmacocinético bicompartimental

El modelo bicompartimental considera el organismo dividido en dos

compartimentos tedricos, central y periférico, si la administracion es
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intravenosa. Si la administracion es extravasal se consideran tres
compartimentos, uno externo (lugar de absorcion) y dos internos (central y
periférico). El compartimento central estd constituido por el plasma, el
fluido intersticial y el agua intracelular de tejidos con flujo sanguineo
superior a 0,5 ml/g/min. El compartimento periférico estad constituido por
los depdsitos no acuosos y el agua intracelular de los tejidos con flujo
sanguineo inferior a 0,05 ml/g/min (tejido muscular, adiposo,...). El
farmaco se encuentra distribuido de manera uniforme en cada
compartimento, de modo que la concentracion plasmatica, C, se considera
igual a la del compartimento central. Entre ambos compartimentos existe un
equilibrio representado por las constantes de transferencia del central al

periférico, ki, y la de retorno a central, ky;.

3.3.1.1.1.1 Administracion intravenosa rapida

Tras la administracion de una dosis Unica, tipo bolus intravenoso, de
un farmaco con caracteristicas de bicompartimentalidad y velocidad de
eliminacion de orden uno, las ecuaciones diferenciales que describen la

evolucion de las concentraciones en cada uno de los compartimentos son las

siguientes:
‘i;:_klz-C—klo-C+k21 - P Ecuacion 3.1
‘Z’ _k,-C—k, P Ecuacion 3.2

siendo C y P las concentraciones de farmaco en el compartimento central y

periférico, respectivamente. ki» y ki;, la constante de transferencia del
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central al periférico y de retorno a central, respectivamente. Y kjo, la

constante de eliminacion del farmaco.

La distribucion del farmaco en el organismo no es un proceso
instantaneo. Tras su administracion, el farmaco se distribuye
instantaneamente en el compartimento central, desde el cual accede al
compartimento periférico, de acuerdo con una cinética de primer orden,
regido por la constante de velocidad kj,. Desde este compartimento
periférico, retorna al compartimento central, de acuerdo a un proceso de
primer orden, regido por la constante de velocidad kj;. El proceso que
motiva la desaparicion del farmaco del compartimento central, por
eliminacion y por distribucién al compartimento periférico, se denomina
disposicion. Tras la administracion del farmaco, la concentracion del mismo
en el compartimento central disminuye rapidamente hasta obtener el estado
de equilibrio de distribucion. Esta fase se denomina fase rapida de
disposicion y estd determinada por la constante hibrida a. A continuacion,
se inicia una fase de disposicion lenta, en la cual las concentraciones de
farmaco del compartimento central se reducen mas lentamente. La fase de
disposicion lenta se encuentra definida por la constante hibrida . Ambas
constantes hibridas tienen unidades de tiempo reciproco (t).

La ecuacion 3.1 integrada adopta la siguiente expresion:

C=A,-e“ +B,-e"" Ecuacion 3.3

siendo Ay y By los coeficientes de disposicion, oo y B la constante de

disposicion rapida y lenta, respectivamente.
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Los parametros de disposicion se relacionan con las constantes reales
del modelo y con el volumen de distribucion central, V., mediante las

siguientes ecuaciones:

A, = D-{a~ky) Ecuacién 3.4
V. (@-p)

B, = w Ecuacion 3.5
V. (a-p)

o= klz +k21 +klo +\/(k12 +k21 +]‘710)2 _4'k21 k
2

10 .7
Ecuacién 3.6

ﬂ: k12 +kz] +k10 _\/(klz +kzl +k10)2 _4'k21 k
2

10 .7
Ecuacién 3.7

El caracter aparente del volumen de distribucion en el modelo
bicompartimental se acentia al considerar la lenta ocupacion del
compartimento periférico. En este modelo se considera el volumen del
compartimento central, V., y el volumen del compartimento periférico, V,,
cuya suma es el volumen de distribucion corporal, V4. Sin embargo, solo
presenta una verdadera utilidad cinética el V., ya que es el Gnico que puede
calcularse con exactitud y por procedimientos directos. De hecho, para el
calculo de la cantidad de foirmaco en el compartimento central y periférico,
Q. y Q, respectivamente, s6lo se requiere conocer V.. No obstante, V,y Vg4
son ilustrativos de la mayor o menor capacidad de distribucion a tejidos y

estructuras extravasculares.

El volumen de distribucion en estado estacionario, Vgee, €S

representativo de las caracteristicas de distribucion del farmaco vy,
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corresponde al volumen ocupado en el momento en el que se alcanza el
equilibrio de distribucion entre el compartimento central y periférico; es
decir, cuando se alcanza la maxima cantidad de farmaco en compartimento
periférico. Es en ese preciso momento cuando se iguala la velocidad de
distribucion con la velocidad de retorno y el Vg puede utilizarse para la
conversion de concentraciones en cantidades totales de farmaco en

organismo.

k
vd,, =V, | 1+-% Ecuacion 3.8

Debe tenerse en cuenta que: Vc<Vgee<Vgurea) Las cantidades en

organismo a distintos tiempos, se calculan utilizando V ygrea).

El concepto de semivida biologica de un fdrmaco que presenta un
comportamiento de distribucion bicompartimental, cobra sentido cuando la
curva entra en su fase monoexponencial terminal 6 fase lenta de disposicion.
Asi, el término semivida biologica coincide con el término de semivida en
fase beta, t;p, y su valor se calcula mediante la ecuacion 3.9. En este caso,
se comprende facilmente que la semivida biologica es un pardmetro de
disposicion y no de eliminacion, pues depende de la constante hibrida .

In2
Liap :7

Ecuaciéon 3.9

A continuacidn, se muestran las relaciones entre otros parametros

representativos del modelo bicompartimental:

k, =0+ p -k, —k, Ecuacion 3.10
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A,-p+B,-
= p+Bya Ecuacion 3.11
A, + B,
ki, = ap Ecuacion 3.12
k21
C,=4,+B, Ecuacion 3.13
Cl,=V. ky Ecuacion 3.14
4
AUC ="+ =2 Ecuacion 3.15
o
AUC = b Ecuacion 3.16
¢’ klO
C, = Il/) Ecuacion 3.17

3.3.1.1.1.2 Administracion de una perfusion continua

En ocasiones la incorporacion del farmaco al organismo se realiza
mediante una cinética de orden cero, a través de la perfusion intravenosa
continua a velocidad constante, K. En este caso, las curvas concentracion-
tiempo generadas se caracterizan por alcanzar y mantener una concentracion
Unica, y practicamente constante, durante el tiempo en que se mantiene el
tratamiento, de acuerdo a la siguiente expresion diferencial:

dC .,
7=K0—k10'C—k12'C+k21'P Ecuacion 3.18
t
Las curvas de nivel plasmatico tras la administracion intravenosa en

perfusion continua son inconfundibles, ya que si se considera modelo de
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distribucion bicompartimental presentan dos tramos muy bien delimitados
que resultan de la superposicion de los procesos de incorporacion y

eliminacion o disposicion de orden uno.

El tramo inicial es ascendente y convexo, que resulta de la
incorporacidn y desaparicion del farmaco y se denomina, en general, fase de
absorcion. Asi, la ecuacion que representa la concentracion de farmaco a
cualquier tiempo, ¢, desde el inicio de la perfusion intravenosa corresponde

a:

C= K, I_klo-ﬂe—at+k10-ae—ﬂt

= Ecuacion 3.19
V. ki a-f a-f

Si la perfusion intravenosa se mantiene un tiempo suficientemente
grande, la concentracion del farmaco se hace practicamente constante y se
obtiene la denominada meseta, o concentracion en estado estacionario, Ce.
En efecto, para farmacos bicompartimentales, las exponenciales e™'y e se
reducen a cero cuando el tiempo tiende a infinito y la concentracion
asintotica a la siguiente ecuacion:

Ko K,

Co=—""-=
ko'V. Cl,

Ecuacion 3.20

De ello se deduce que, conociendo la constante de eliminacion y el
volumen de distribucién, o el aclaramiento del medicamento en un
determinado paciente, se puede obtener la concentracidon asintdtica que se

desee mediante la adecuada regulacion de la velocidad de perfusion.
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Cuando se interrumpe la perfusion intravenosa aparece el segundo
tramo de la curva que se caracteriza por ser descendente y concavo. Este
tramo se debe solo a los procesos de distribucion del farmaco, y es
independiente de si se ha alcanzado o no el estado estacionario. La
concentracion de un farmaco bicompartimental a un tiempo ¢, posterior al

tiempo de perfusion, 7, queda definida por la siguiente expresion:

C=R-e*"+S§-¢?" Ecuacion 3.21

en la cual, R y S son los coeficientes de cada exponencial. Estos coeficientes
R y S no equivalen a los valores Ay y By intravenosos, ya que, cuando se usa
la inyeccion intravenosa rapida, se parte de un compartimento periférico
vacio, mientras que en la perfusion, éste se encuentra: parcialmente ocupado
si se interrumpe la incorporacion antes de alcanzarse la meseta, y en estado

de equilibrio con el central si ya se habia alcanzado.

Las equivalencias cinéticas de R y S varian segun se haya (perfusion
continua) o no (perfusion corta) alcanzado la meseta. Sus valores son los

siguientes:

— Si se ha alcanzado la meseta (C.):

R=C, kio- B Ecuacién 3.22
a-p

s=c, % ko Ecuacion 3.23
a-p

— Si no se ha alcanzado la meseta (Cy):
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R= kaalo'ﬁ(] -e%") Ecuacién 3.24
s=c, ko o) Ecuacién 3.25
a-p

Conociendo los valores de R, S, a y B se puede proceder al célculo

de las microconstantes k;», ka; y kjo.

Si un farmaco presenta una kjo baja, el tiempo necesario para
alcanzar la meseta terapéutica sera prolongado. Esto puede representar un

inconveniente en algunos casos.

Existen situaciones clinicas en las que se requiere alcanzar con
rapidez una concentracion de fArmaco equivalente al valor de C, terapéutico.
Con este fin se puede recurrir a la administracion de un bolus del farmaco

(dosis de choque) seguida de una perfusion intravenosa a velocidad constante.

En los farmacos bicompartimentales, el tiempo necesario para
alcanzar el estado estacionario es tanto mas prolongado cuanto mas lenta es
la velocidad de eliminacion del farmaco. En farmacos de semivida biologica
larga, el retraso en alcanzar las concentraciones plasmaticas terapéuticas
puede ser considerable y el método de administracion expuesto resulta poco
adecuado para situaciones de urgencia. Para soslayar esta situacion, se han
intentado establecer procedimientos que permitan, desde el inicio del
tratamiento, alcanzar concentraciones de farmaco equivalentes a la
correspondiente al estado estacionario C., de forma analoga a los farmacos

monocompartimentales, sin embargo, el calculo de la dosis en este modelo
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es un problema complejo y existen varias soluciones aunque ninguna de

ellas ideal.

3.3.1.1.1.3 Administracion oral

El hecho de que exista un mayor nimero de fendmenos de
transferencia del farmaco en el organismo, dificulta la correcta
interpretacion de las constantes de velocidad de cada proceso si no se

dispone de datos farmacocinéticos intravenosos.

El modelo extravasal se caracteriza por el hecho de que el valor de
Vay V., que se obtienen por via oral, no coinciden con los obtenidos por via

intravenosa, puesto que llevan implicita la fraccién de dosis absorbida, f.

Las variaciones de concentracion por unidad de tiempo, en cada uno
de los compartimentos considerados, corresponden a las ecuaciones
diferenciales:

c:’;tj =ky-A—ky,-C—k, -C+k, -P  Ecuacion 3.26

‘Zl -k, -4 Ecuacion 3.27

ar =k, -C—ky P Ecuacién 3.28
t

donde A es la concentracion de farmaco en lugar de absorcion y ko, la

constante de absorcion del farmaco.

Mediante el método de las transformadas de Laplace y tras aplicar

varias técnicas algebraicas se llega a la expresion integrada:
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C=4,¢“ +B,-e’" +P e Ecuacién 3.29

Se trata de una ecuacion triexponencial, siendo representativa cada
exponencial de los procesos que sufre el farmaco: absorcion, regida por la

k,; la fase de disposicion rapida y lenta, regidas por o y 3, respectivamente.

Las siguientes expresiones relacionan los parametros de disposicion
con las constantes reales y el volumen central, V., para el cual utilizamos un

valor aparente que llamamos V., 1 y esta falseado por la f.

A4, = D ky-(ky ~) Ecuacion 3.30
Vc.ora[ ’ (a - ﬁ) (Of - k0])

B, = Dk (ks = ) Ecuacion 3.31
Vc.oral (a_ﬂ)(ﬂ_km)

P, =—(4,+B,) Ecuacion 3.32

o= k12 +kzl +k10+\/(k12 +k21 +k10)2 _4'k21 k
2

' Ecuacién 3.33

' Ecuacion 3.34

IB: k12 +k21 +k10 _\/(klz +k21 +k10)2 _4'k21 k
2

A continuacion, se exponen las relaciones entre otros parametros
representativos del modelo bicompartimental extravasal:

k,=a—-p—-k, —k, Ecuacion 3.35

_ Ay-Bky+B,-a-ky+F-ap

” Ecuacion 3.36
Ay (kg —a)+ By - (ko — )
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K, =%F Ecuacién 3.37
k21
k .
V. = o Ecuacion 3.38
Ay - (kg —a)+ B, - (ko — B)
Cl, =V, ky, Ecuacion 3.39
AUC = b Ecuacion 3.40
V. -k,
1128 = In2 Ecuacion 3.41
p
Lokor = 1]1:2 Ecuacion 3.42
01

3.3.1.2 Modelos farmacocinéticos no lineales

Los procesos de absorcion, distribucion y eliminacion de los
farmacos no son siempre lineales, en ocasiones puede tratarse de procesos
saturables. La absorcion puede tener lugar mediante un proceso mediado por
portadores, la distribucion puede verse afectada por la unioén del farmaco a
las proteinas plasmaticas o a depositos titulares y la eliminacién puede
llevarse a cabo mediante mecanismos susceptibles de saturarse, como es el
caso de la secrecion tubular activa y el metabolismo. Se trata de procesos no
lineales y en estos casos, se habla de farmacos con farmacocinética no
lineal. En los modelos no lineales no se cumple el principio de
superposicion 'y no existe una proporcionalidad entre la dosis y

concentraciones plasmaticas, ni entre la dosis y AUC.
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3.3.2 Anadlisis farmacocinético no compartimental

A diferencia del modelado compartimental, el organismo no esta
considerado por compartimentos de naturaleza cinética diferente, en este

caso constituye una sola entidad cinética.

El calculo de los parametros farmacocinéticas se basa en la
estimacion del area bajo la curva de nivel plasmatico frente al tiempo

(AUC), definido por la ecuacion 3.43.

AUC] = J?Cdt Ecuacion 3.43

El area bajo el primer momento de la curva (AUMC) se define por la

ecuacion 3.44.

AUMCy =["t-C-dt Ecuacién 3.44

Para la estimacion de AUC y AUMC se puede escoger el método
trapezoidal o logaritmico trapezoidal. El calculo consiste en sumar las areas
de los trapecios definidos por los valores experimentales de concentracion
plasmatica (en el caso del AUMC) y tiempos de toma de muestra. El area
correspondiente al tramo final de la curva, desde el ultimo punto
experimental hasta el infinito, se determina aplicando la ecuacion 3.45, en el

caso del AUC o la ecuacion 3.46 en el caso del AUMC.

j “Cdt = % Ecuacion 3.45

*

t-C +C—2 Ecuacion 3.46
A

I;t-c-dt=
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En estas expresiones, A es la pendiente de la recta que define la fase
terminal de la curva semilogaritmica, t* el tiempo de muestra del ultimo
punto experimiental y C* el valor tedrico de concentracion plasmatica a ese

tiempo.

A partir de AUC, AUMC vy la dosis administrada D, se pueden
calcular el resto de parametros farmacocinéticos no compartimentales. El
tiempo medio de residencia (MRT) se define como el tiempo promedio que

una molécula de farmaco permanece en el organismo y se calcula por el

cociente entre AUC y AUMC (ecuacion 3.47).

,_ AUMCY _ L t-C-dt
AUC; jwc-dt
0

Ecuacién 3.47

Los parametros no compartimentales restantes se calculan
atendiendo a las ecuaciones que se muestran a continuacion. Asi, se puede
obtener el valor del aclaramiento plasmatico (C/), la semivida efectiva (¢;),

y el volumen de distribucion (Vdyeq).

Cl, = = Ecuacion 3.48
Poqucy
In2 .
Laa =n7 Ecuacion 3.49

D

d .. =———— Ecuacion 3.50
A-AUCY
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3.3.3 Analisis farmacocinético individual

Tras la administracion de un farmaco a un individuo, la
determinacion de sus parametros cinéticos permite conocer la distribucion
del farmaco en el organismo. Este hecho exige la obtencion y el analisis de
las concentraciones del farmaco con la finalidad de -caracterizar el
comportamiento farmacocinético. En condiciones de maxima eficiencia,
exige establecer una estrategia de toma de muestras (o disefio experimental)
que garantice la estimacion Optima de los parametros cinéticos (D'Argenio
1981). A continuacién, se describen las técnicas matematicas empleadas en
el analisis de los datos experimentales. Todas ellas asumen que los modelos

se pueden expresar como funciones explicitas.

3.3.3.1 Estimacion de pardmetros individuales

3.3.3.1.1 Regresion lineal

La regresion lineal describe la relacion existente entre la variable
dependiente (concentracion del farmaco) y las variables independientes
(tiempo) mediante una funcion lineal con el objetivo de predecir los valores
que tomara la variable dependiente en funcion de la variable independiente.
Sin embargo, la mayoria de los modelos cinéticos descritos son modelos no
lineales y la caracterizacion de los parametros de estos modelos mediante
regresion lineal exige previamente la transformacion de la variable
dependiente. Asi, los valores de concentracion de un firmaco con
caracteristicas de monocompartimentalidad obtenidos tras su administracion
intravenosa en bolus deben ser expresados linealmente mediante su

transformacion logaritmica.
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InC=In 2 -k

d

-t Ecuacion 3.51

el

Una vez realizada la transformacién de los datos, la estimacion de
los parametros que definen una funcion lineal, ordenada en el origen y
pendiente, permitird conocer los parametros del modelo una vez se invierta
la transformacion previamente realizada. De este modo, la variable
independiente es el tiempo, ¢ y la variable dependiente es el logaritmo
neperiano de la concentracion del farmaco, /nC. La ordenada en el origen
expresa el valor del logaritmo neperiano del cociente entre la dosis y el
volumen de distribucion, D/V; y la pendiente representa el valor de la

constante de eliminacion cambiada de signo.

3.3.3.1.2 Regresion no lineal

Este método obvia algunos de los problemas que surgen con el
método anterior, aportando una serie de ventajas. Su principal diferencia
con respecto a la regresion lineal es que no requiere la transformacion
previa de la variable respuesta. Sin embargo, continta teniendo el
inconveniente de descartar la informacion de la poblacion general en vez de
enriquecer la del individuo, asi como requerir al menos un dato de

concentracion por cada parametro a estimar (Jelliffe et al. 1991).

Aunque al conocimiento de la variabilidad se le ha prestado menos
atencion que al comportamiento farmacocinético, no por ello es menos
importante. Por ejemplo, una variacion interindividual significativa en el
aclaramiento, condiciona amplias variaciones en las concentraciones

plasmaticas, por lo que esta variabilidad deberia ser conocida, ya que en el
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caso de farmacos de estrecho margen terapéutico se traduciria en una mayor
toxicidad (Sheiner 1985). No obstante, la varianza no siempre se estima
bien, ya que se encuentra afectada por diversos componentes de la
variabilidad aleatoria. El mds importante es el error analitico o de
procesamiento de muestras, aunque no son despreciables los errores debidos

a la seleccion del modelo cinético.

La forma maés usual de estimar los pardmetros del modelo es
mediante el procedimiento de optimizacion. Dicho procedimiento implica el
uso de una funcion de los parametros denominada funcion objetivo. Los
valores de los parametros a estimar se seleccionan de forma que la funcion
objetivo alcance un valor extremo, por ejemplo un maximo o un minimo. La
funcion objetivo generalmente incluye un sumatorio de los cuadrados de las
diferencias entre la variable dependiente y la prediccion segin el modelo, de

forma que el valor extremo es normalmente su minimo (Sheiner et al. 1980).

Mediante la regresion no lineal por minimos cuadrados ordinarios
(OLS), el vector parametro & se estima a través de la seleccion de un vector
0" que minimice la siguiente funcion objetivo:

N
OBJ 5 (0,3)=>(y, - £(6,x))) Ecuacion 3.52
i=1
donde @ es la coleccion de parametros del modelo, y representa todos los
valores de la variable dependiente, mientras que y; es el i-€simo valor
observado de la variable dependiente, N es el nimero de observaciones, x; €s
el vector de las variables independientes que corresponden a la observacion

i-ésima. La minimizacion de esta funcidon permite estimar explicitamente los

parametros del modelo e, implicitamente, la variabilidad residual:
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_ 0bj(9".)

; Ecuacion 3.53
(N-p)

donde p es el nimero de parametros a estimar, con lo que N-p son los

grados de libertad.

Como quiera que la inversa de la matriz de la segunda derivada parcial de
Obj, con respecto a O evaluada a 0", es aproximadamente proporcional a la
matriz de varianza-covarianza de las estimaciones y, ademads, la raiz
cuadrada de los elementos diagonales de esta matriz proporciona una
aproximacion aceptable a los errores estandar de las estimaciones de los
parametros; es posible obtener los intervalos de confianza del 95% de los

parametros.

En realidad, cualquier modelo de varianza de los datos conlleva una
asuncién sobre el esquema de ponderacion. Asi, en esta regresion por
minimos cuadrados ordinarios, se asume un modelo de varianza residual
aditivo, es decir, los errores provienen de una distribucion conocida y tienen

la misma varianza.

Sin embargo, frecuentemente, la concentracion del farmaco alcanza
diferentes ordenes de magnitud, y es dificil que el error debido a la técnica
analitica sea independiente de su magnitud. Por ello es frecuente utilizar la
regresion no lineal por minimos cuadrados ponderados (WLS), donde el
término i es un factor de ponderacién y permite a la funcidon objetivo
(Objwrs) ponderar la calidad de las observaciones obtenidas, dando mayor
relevancia a las mas precisas y penalizando a aquellas que poseen mayor

error (variabilidad).
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N
OBJy,;5(0,y) = Za)l. (yl. - f(6, xl.)) Ecuacion 3.54

i=1

Algunos autores (Sheiner et al. 1980) sugieren que la ponderacion w;
deberia ser elegida como la inversa de la varianza de las concentraciones
plasmaticas. En realidad, debido a que se desconoce la magnitud relativa de

la variabilidad del dato analizado, ésta es una buena aproximacion.

Para sistemas heterocedasticos, un método de estimacion que
presenta buenas propiedades cuando los datos son normalmente distribuidos
y la funcidn de varianza esta correctamente especificada, es la regresion no
lineal por minimos cuadrados expandidos (ELS). Este método estima

. , 2 . L. ., . . .,
simultdneamente 0, € y 6”, mediante la minimizacion de la siguiente funcion

objetivo (Objgrs):

Obj . (8.8,0%)= ;‘, W EFICRS S

Ecuacion 3.55

Este método permite optimizar simultaneamente los parametros del

modelo y su variabilidad interindividual y residual.

La estimacion por minimos cuadrados extendidos es recomendable
para el andlisis de los datos farmacocinéticos individuales, siempre que se
asuma una distribucion normal de los errores (Sheiner et al. 1980; Metzler
1987). Una limitacion que impide la aplicacion de los ELS, en la rutina de
trabajo, es que se requiere un software especializado para minimizar la
funcién objetivo. En este sentido, algunos autores proponen el método de

los minimos cuadrados generalizados (GLS) que realiza la estimacion de 0,
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2 . . .y 4
€, y o~ en dos etapas y permite su implementacion en software estandar de

regresion no lineal, como por ejemplo: ADAPT® (Giltinan et al. 1989).

Muchos de estos métodos de estimacién son sensibles a valores
extremos en la distribucion de los datos, lo que ha llevado al desarrollo de
los denominados métodos “robustos” de ajuste no lineal entre los que
destaca el método de minimos cuadrados iterativamente reponderados
(IRLS), en el que se puede definir la ponderacion como una funcion del

parametro en cada iteracion (Metzler 1987).

Para el ajuste por minimos cuadrados se pueden utilizar diferentes
algoritmos para minimizar la funcién objetivo. Cada uno de estos algoritmos
presenta sus peculiaridades (Caceci et al. 1984). En general los algoritmos
de optimizacion utilizan una aproximacion iterativa (ensayo-error) para lo
que requieren unas estimas iniciales que sirvan de punto de partida para la
busqueda en el espacio paramétrico definido por el modelo. A partir de este
punto, el algoritmo utiliza un procedimiento de busqueda con el fin de
seleccionar las estimaciones de los parametros que minimicen la funcion
objetivo. Este proceso de busqueda cesa cuando se alcanza el valor minimo,
o punto de convergencia. Este punto corresponde con la menor suma de
cuadrados de residuales ponderados de la variable dependiente; en nuestro

caso, la concentracion y;.

Generalmente, en funcion del proceso de busqueda utilizado se
distinguen los algoritmos de gradiente y los algoritmos de busqueda directa.
Estos algoritmos més que alternativos son complementarios, puesto que
cada uno de ellos es idoneo para un tipo de problemas o situaciones. Asi, de

forma general, mientras los algoritmos de gradiente son mas precisos para
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localizar el minimo, los algoritmos de busqueda directa son mas potentes

para localizar la zona del espacio en la cual se encuentra.

El método de Nelder-Mead, conocido también como Downhill
Simplex, es un algoritmo de busqueda directa. Este método genera un
espacio paramétrico de n+/ dimensiones, siendo n el nimero de parametros
a estimar. Inicialmente, se evalua la funcion objetivo a partir de las estimas
iniciales de los parametros del modelo y, posteriormente, de forma arbitraria
(simple) en n vértices cualesquiera del espacio paramétrico, que
habitualmente son cada uno de los vértices de las proyecciones sobre el
espacio paramétrico. De esta forma se consigue evaluar la funcidén objetivo
en n+1 vértices y se descarta el vértice de mayor valor de funcidon objetivo.
Entre el vértice descartado y el resto de vértices se establece un gradiente
geométrico para localizar un nuevo vértice. Asi, se dispone nuevamente n+/
vértices, se completa la primera iteracion y sigue la segunda iteracion
mediante el mismo proceso. En cada iteracion, la busqueda del nuevo
vértice, mediante técnicas geométricas predefinidas, queda restringida a una
region del espacio paramétrico menor. Finalmente, el método converge y se

encuentra una estimacion de los parametros del modelo.

Este método geométrico ha demostrado importantes ventajas como
son la gran potencia para localizar la ubicacion del minimo de la funcién
objetivo en el espacio paramétrico y la imposibilidad de divergencia. Al
tratarse de un algoritmo de busqueda geométrico no es necesaria la
utilizacion del cdlculo infinitesimal con lo que se evitan los errores de
redondeo en el calculo de derivadas o diferenciales y posibilita el manejo de

funciones discontinuas y/o funciones no derivables en algun punto. En
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definitiva, se trata de un algoritmo de minimizacion que resulta fiable y
practico cuando el niimero de pardmetros a estimar no es superior a diez,

pero carece de precision en casos mas complejos (Nelder et al. 1965).

Los algoritmos de busqueda descendente ajustan los valores de los
parametros segun el gradiente de la superficie de respuesta existente entre la
estimacion inicial del parametro y el verdadero valor del mismo. Para ello es
necesario realizar menos iteraciones que los algoritmos geométricos pero,
por el contrario requiere el calculo de las primeras derivadas de las sumas de
los cuadrados. Los algoritmos de busqueda por gradientes escalonados
descendentes ajustan secuencialmente cada uno de los parametros del
modelo. A partir de la estima inicial de un pardmetro, buscan en su entorno
la direccion y el sentido (el gradiente) que permite alcanzar el minimo,
avanzan hacia €I, se detienen y comienzan con otro parametro. Cuando se ha
repetido el proceso con todos los parametros, entonces se ha completado la
primera iteracion y comienza la segunda hasta que los valores de todos los
parametros sean estables. Este método es bastante eficaz y facil de
programar pero es muy lento especialmente cuando hay muchos paradmetros
a estimar. Otro inconveniente es la propension a "rebotar" en los alrededores
de la respuesta verdadera, a veces, sin reconocerla. Ademas, la efectividad
de estos algoritmos esta condicionada por la estimacion inicial del
parametro, de tal forma que si ésta es incorrecta facilmente se puede

encontrar un minimo local o relativo (falso minimo).

El algoritmo de Newton-Raphson es un algoritmo de busqueda
descendente complejo pero relativamente rapido. Este algoritmo varia los

parametros hasta que la derivada parcial de la suma de cuadrados se acerque
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lo suficiente a cero. En cada iteracion calcula el gradiente de cada parametro
mediante el producto de la inversion matricial de las segundas derivadas de
la funcion objetivo respecto cada uno de los pardmetros y las primeras
derivadas. Algunas veces presenta faltas de convergencia en la solucion
debido a errores en el célculo de las derivadas y en la inversion matricial,

sobre todo si no se realizan los célculos con doble precision.

El algoritmo de Marquardt-Levenberg es un algoritmo de gradiente
descendente que evalua la primera y la segunda derivada de la funcion
objetivo con respecto a una solucion propuesta o elegida. Esta informacion
se usa para determinar el gradiente del parametro para alcanzar una mejor
solucion. En sentido matematico, es una mezcla entre los dos métodos

anteriormente citados.

El método Gauss-Newton es algoritmo de gradiente caracterizado
por su rapidez en la resolucion de las derivadas de la funcidon objetivo,
puesto que se aproxima al modelo mediante funcién lineal, primer término
de las series de Taylor. Ahora bien la efectividad del algoritmo esta
condicionada a la linealidad de los parametros, de tal forma que cuanto mas
alejado esté el modelo de la linealidad peor son las estimaciones obtenidas

con este algoritmo y mayor lentitud en alcanzar la convergencia.

La mayoria de algoritmos pueden converger en un minimo local
como una estimacion 6ptima. Esto puede suceder cuando la complejidad del
modelo aumenta, como en el caso de modelos bicompartimentales. En estos
casos es posible que una combinacion inusual de valores de parametros,
condicione un falso buen ajuste. Ademas, no existe la garantia de que la

convergencia sea la mejor estimacion global. Quizd un procedimiento
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practico y simple sea realizar varias busquedas aleatorias en el espacio
paramétrico, es decir, partir de diferentes estimas iniciales y comprobar si
todas ellas confluyen en un mismo minimo global o bien en diferentes

minimos locales.

Hay que tener en cuenta que todo ajuste no lineal parte de unos
parametros iniciales (generalmente de la poblacion) hacia otros que
expliquen con mayor fidelidad los datos experimentales (concentraciones
plasmaticas). En este proceso se desestima la informacion previa de la
poblacioén, y se suple con la informacion individual del paciente. Por tanto,
este método requiere una precisa y abundante informacion, es decir muchas
concentraciones plasmadticas, para proveer una buena estimacion de los
parametros farmacocinéticos. Asi, este procedimiento necesita al menos un
valor de concentracion plasmatica por cada parametro que deba ser ajustado
(por ejemplo, dos concentraciones plasmaticas para determinar volumen de
distribucion y aclaramiento); pero, ademds, la variabilidad de las
observaciones necesita determinaciones adicionales (para determinar el
error de muestreo, o el error analitico, etc.), usualmente tres o cuatro para

una buena precision.

3.3.4 Anadlisis farmacocinético poblacional

El analisis farmacocinético en grupos de poblacion implica un
cambio de referencia del individuo a la poblacién y exige un cambio en la
metodologia utilizada en su estudio. Tanto en su vertiente experimental
como clinica, los analisis farmacocinéticos, clasicamente, han estudiado el
comportamiento de los farmacos en el individuo con el objetivo de

determinar los parametros asociados a un modelo deterministico, capaz de
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describir la evolucion temporal de las concentraciones del farmaco. La
experiencia acumulada en este tipo de estudios evidencia la gran
variabilidad existente en los procesos farmacocinéticos a la cual se habia

prestado escasa atencion hasta hace poco mas de 15 afios.

El andlisis de la variabilidad farmacocinética se limitaba a una
simple descripcion mediante métodos estadisticos estandar de los resultados
obtenidos en series de estudios individuales. Sin embargo, la incorporacion
de la metodologia bayesiana a la farmacocinética clinica para el control
adaptado de la respuesta farmacocinética y, la cada vez mayor necesidad de
individualizacion posologica de los fadrmacos con estrecho &ambito
terapéutico, en distintos grupos de poblacion, justifico la necesidad de
conocer no so6lo la tendencia central de la respuesta farmacocinética en los
individuos de la poblacion, sino también la variabilidad intraindividual e

interindividual (Colburn et al. 1988; Rodriguez 1996).

En este contexto, el andlisis farmacocinético en grupos de
poblaciones tiene como objetivo determinar la tendencia central del
comportamiento cinético de los medicamentos en la poblacién de pacientes
donde se administran, y cuantificar su variabilidad, inter e intraindividual,
en funcién de una serie de parametros de efecto fijo y otros de efecto
aleatorio, que permitan alcanzar la individualizacion posoloégica con un
mayor conocimiento de los factores que explican la variabilidad en la
respuesta. En un sentido mas amplio, la farmacocinética poblacional puede
definirse como el estudio de la variabilidad de las concentraciones
plasmaticas o el efecto farmacologico entre los distintos individuos que

reciben pautas posoldgicas normalizadas (Mandema 1995). El desarrollo del
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analisis farmacocinético en grupos de pacientes tiene una serie de objetivos

que a modo de resumen se exponen a continuacion:

- Determinar el comportamiento farmacocinético medio del farmaco

en el grupo de poblacion considerada.
- Identificar los factores que condicionan su farmacocinética.

- Caracterizar el comportamiento cinético de los individuos de forma

individual.

3.3.4.1 Tipos de variabilidad

Los estudios sobre disposicion de farmacos, en amplios grupos de
poblacién, informan de la variabilidad de los parametros farmacocinéticos
con mayor rigor que los procedentes de las fases II y III de los ensayos
clinicos. Si el grupo de estudio es homogéneo, en cuanto a las caracteristicas
que influyen en la disposicion del farmaco, para cada pardmetro
farmacocinético se obtiene un valor que tipifica al grupo. Este valor
representativo, independientemente del método seguido para su estimacion,

se denomina valor tipico poblacional del pardmetro (media).

De igual manera, es importante conocer la magnitud de la diferencia
entre el pardmetro farmacocinético poblacional individual y el valor tipico
poblacional. Esta medida de dispersion interindividual (desviacion estandar)
cuantifica la variabilidad poblacional de los pardmetros farmacocinéticos

estudiados.

Es obvio que una fuente de variabilidad importante se debe a la

existencia de diferencias interindividuales. Generalmente, se asume que el
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comportamiento farmacocinético puede ser caracterizado mediante un
modelo estructural comtn a todos los individuos de una poblacion. Ahora
bien, el valor del vector de los parametros del modelo puede diferir entre los
distintos individuos de la poblacion. Este hecho puede expresarse
matematicamente de la siguiente forma:

¢, =g(0,x,)+n, Ecuacion 3.56

donde g es una funcion matematica conocida que describe el valor de ¢ en
funcion del vector de parametros de tendencia central de la poblacion &
(valor tipico poblacional) y las covariables especificas del individuo x;
como la edad el peso, o el estado fisiopatologico entre otras; y 7, representa
la vibracion aleatoria del vector de parametros individuales alrededor del
valor tipico poblacional y se asume que es independiente entre los distintos
individuos. Esta medida de dispersion interindividual 77, permite cuantificar
la variabilidad interindividual de los pardmetros estudiados. Para una mayor
simplicidad, durante el desarrollo del modelo farmacoestadistico
poblacional se ha asumido que las covariables especificas de cada individuo
permanecen constantes tanto entre los individuos como en el tiempo dado

que los individuos pertenecen a un grupo de poblacion muy homogéneo.

De la misma importancia que la variabilidad interindividual es el
conocimiento de la variacion intraindividual de un determinado parametro
farmacocinético. Para cuantificar estas variaciones se utiliza la varianza

intraindividual de los pardmetros farmacocinéticos poblacionales.

Seglin lo expuesto, el término de farmacocinética poblacional se podria

aplicar a aquellos estudios que investigan la variabilidad en las



76 -Estudio farmacocinético poblacional de antirretrovirales en rata

concentraciones plasmaticas entre los individuos cuando se administra un

régimen de dosificacion estandar (Aarons 1991).

Resumiendo, la variabilidad total observada en los datos farmacocinéticos

se puede desglosar en dos tipos de variabilidades (Sheiner 1985).

- Variabilidad que se correlaciona con variables independientes o de
efecto fijo. Este tipo de variabilidad se cuantifica mediante coeficiente de
regresion o “parametros de efecto fijo”, y para su estudio se elaboran

modelos estructurales.

- Variabilidad aleatoria residual, que se cuantifica mediante
“parametros de efecto aleatorio”. Y para su estudio se elaboran modelos de

varianza.

De acuerdo con estas consideraciones, la caracterizacion
farmacocinética poblacional exige el concurso de tres tipos de parametros

poblacionales (Grasela et al. 1991).

Parametros de efecto fijo. Cuantifican el comportamiento cinético
medio del medicamento en la poblacion asi como las relaciones existentes
entre los parametros del modelo estructural y las caracteristicas individuales
de los pacientes (modelos de regresion). Estos pardmetros son, por ejemplo,
los valores medios de los volumenes de distribucién en una poblacion
especifica o los valores de los coeficientes de regresion de la relacion
establecida entre el aclaramiento del farmaco y el aclaramiento de
creatinina. Estos parametros se convierten en una herramienta util para la

toma de decisiones clinicas y de investigacion, ya que permiten desarrollar
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una recomendacion a priori de la dosificacion para una poblacion especifica

de pacientes.

Parametros de efecto aleatorio interindividual. Cuantifican la
magnitud tipica de la variabilidad cinética entre los individuos de una
poblacidon, es decir, describen la distribucion de los valores de los
parametros individuales con respecto al valor tipico poblacional. Estos
parametros quedan definidos por las varianzas o desviaciones estandar de
dichas distribuciones. La magnitud de la variabilidad en un parametro
farmacocinético puede ser un indicador util para la seguridad del farmaco.
De hecho, una aproximacion para definir el indice terapéutico de un
medicamento administrado de forma cronica puede ser la relacion entre el
ambito de concentraciones plasmaticas en estado estacionario y el valor de
la variabilidad interindividual del aclaramiento. A partir de esta definicion,
se pueden identificar situaciones en las que sea necesario la monitorizacion
y ajuste de dosis de los pacientes. Asi, en dos poblaciones con los mismos
valores medios de parametros farmacocinéticos, pero con diferentes grados
de variabilidad interindividual, al administrar una misma dosis estandar se
obtendran efectos farmacologicos con mayor variabilidad en la poblacion
con mayor variabilidad cinética en sus parametros. Por esta razon, los
parametros de efecto aleatorio interindividual permiten evaluar la
incertidumbre, cinética o dinamica, asociada a wuna recomendacion
posologica realizada, tanto a priori como a posteriori, en un individuo que
pertenece a la poblacion para la cual se ha caracterizado su comportamiento
cinético. Desde el punto de vista del disefio experimental, estos parametros

son los principales determinantes del tamafio de la muestra de pacientes
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pertenecientes a la poblacion de estudio necesarios par ala correcta

caracterizacion del comportamiento poblacional.

Parametros de efecto aleatorio intraindividual. Cuantifican la
magnitud de la variabilidad residual, incluyendo, entre otras, la variabilidad
cinética intraindividual, el error de la técnica analitica, el error en la
seleccion del modelo, el error en los tiempos de muestreo, etc. Estos
componentes de la varianza residual no se pueden estimar facilmente por
separado, ya que para ello se necesitaria un numero importante de datos
clinicos suficientemente detallados y completos. Su principal utilidad reside

en poder detectar la fuente de error y su magnitud.

3.3.4.2 Modelos farmacoestadisticos

Un modelo farmacoestadistico es un modelo de regresion suma de

un modelo estructural y otro de varianza.

Un modelo estructural debe permitir identificar la variabilidad de la
respuesta cinética atribuible a cambios en una o mdas variables

independientes (efectos fijos); se puede representar como:

e Modelo estructural intraindividual:

v, =f(0,x,)+¢, Ecuacion 3.57

e Modelo estructural interindividual:

0, =g(9,x)+n, Ecuacion 3.58

donde x es el vector de efectos fijos, & es el vector de parametros

farmacocinéticos, i es la pésima respuesta cinética observada en el individuo
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Jj, € ' y n son los efectos aleatorios residuales (intra e interindividuales
respectivamente), que por definicién son independientes, se distribuyen de
forma normal con un valor medio de cero y varianzas 032 y a)gz

respectivamente, y ¢ es el vector de parametros poblacionales.

Por ejemplo, para el modelo estructural intraindividual, el valor
esperado de y; (concentraciones plasmaticas) se obtiene en funcion de un
modelo estructural f (por ejemplo: modelo monocompartimental) que
comprende el vector de las variables independiente x; (el tiempo, la dosis,
etc.) y el vector de los parametros del modelo & (por ejemplo: constante de

eliminacion y volumen de distribucion).

En la mayoria de los modelos farmacocinéticos, la variabilidad y/o
error asociado a un valor de concentracion plasmatica no es igual, por lo que
al ajustar un determinado modelo, se debe tomar en consideracion la posible
falta de homogeneidad de la variabilidad, a fin de evitar estimaciones
sesgadas de los pardmetros farmacocinéticos. Este aspecto es fundamental
ya que tanto la concentraciéon plasmatica del farmaco como el error
implicado en su determinacién pueden pertenecer a ambitos muy amplios de

valores.

Por lo que es fundamental establecer la evolucion del error o la
varianza de los datos paralelamente con su modificacion cuantitativa. En
este sentido, un modelo de varianza, debe cuantificar la variabilidad residual
atribuible a variables aleatorias (efectos aleatorios); se puede representar de

la siguiente forma:

e Modelo de varianza intraindividual;
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var(e,) = o°v(x,,0,&) Ecuacion 3.59

e Modelo de varianza interindividual:

var(n,) = o’ h(x,) Ecuacion 3.60

donde ¢ y @ son parametros de efecto aleatorio, y ¢ el vector con parametros

especificos del modelo de varianza que no intervienen en el estructural.

Por tanto, los modelos de varianza permiten conocer la relacion
existente entre las concentraciones plasmaticas y su varianza para los
distintos valores de x. Son generalmente, empiricos y se refieren como una

funcion potencial:

C, =c’f(0,x,)* Ecuacion 3.61

Si & = 0 la varianza es constante, por lo que todas las observaciones son

conocidas con igual certeza. Se dice que el modelo es homocedastico.

Si & =1 la varianza de las observaciones varia segun la magnitud de las
mismas, la varianza es proporcional a la media. Se dice que el modelo es

heterocedastico.

Si ¢ = 2 las observaciones presentan un coeficiente de variacion constante,

siendo éste un caso particular del anterior.

Por tanto, coexisten un modelo estructural y uno de varianza
intraindividual que serviran para identificar y cuantificar la variabilidad
intraindidvidual y que constituyen el “modelo de regresion individual”. Del

mismo modo, coexisten un modelo estructural junto con otro de varianza
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interindividuales que constituyen el “modelo de regresion poblacional” que

identificara y cuantificara la variabilidad interindividual.

De forma general, para la variabilidad residual (diferencia entre la
concentracion observada en un individuo y la estimada, suponiendo
“verdaderos” los pardmetros farmacocinéticos individuales) se considera
que la relacion entre la Cp observada y la Cp estimada cumple con la

siguiente ecuacion:

Cp, =Cp; +¢, Ecuacion 3.62

siendo Cp;; la concentracion experimental i en el individuo j; Cp; la
concentracion estimada i en el individuo j y ¢; el error residual
(experimental) que afecta a Cpjj, que como ya se ha dicho se asume que

. . .y . . 2
presenta una distribucion normal de media cero y varianza o; [e; = N(0,

o).

El modelo estadistico para la variabilidad residual describe la
naturaleza de la interaccion entre el término error &, y la concentracion

plasmatica experimental.

El modelo de error aditivo, asume el error residual &, independiente
de Cpjj y por tanto de igual magnitud para todas las concentraciones
plasmaticas de ese individuo y para todos los individuos de la poblacion. En

este modelo, la varianza del error residual es igual a una constante.

o’ =a Ecuacion 3.63

&

Para el modelo de error proporcional, de valor de ¢; depende de la

concentracion plasmatica, ya que la varianza del error residual (ecuacion
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3.56) es el producto de la concentracion plasmatica por el factor de

proporcionalidad (a, coeficiente de variacion).

o, =a-Cp, Ecuacion 3.64

En muchos casos ¢; se modela de forma aditiva al logaritmo de las

concentraciones:

In(Cp,;) =In(Cp;) +¢; Ecuacion 3.65

o de otra forma

Cp; =Cp;; -e” Ecuacion 3.66

de este modo, el error entre la concentracion observada y predicha aumenta
en proporcion a la concentracion medida y la desviacion estandar del error
es aproximadamente el coeficiente de variacion de la concentracion (Grasela

et al. 1983).

Asi pues, las ecuaciones que representan las concentraciones

plasmaticas segin el modelo de error residual definido son:

e Modelo aditivo:

Cp; =Cp; +a Ecuacion 3.67

» Modelo proporcional:

Cp; =Cp;(1+a) Ecuacion 3.68

e Modelo potencial:

Cp; =Cp;’ Ecuacion 3.69
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e Modelo exponencial:

Cp; =Cp; -e* Ecuacion 3.70

Paralelamente, al considerar la variabilidad interindividual de los
parametros observados, el valor tipico poblacional del pardmetro
farmacocinético puede no coincidir con el observado en un individuo
determinado. Esta diferencia se puede expresar mediante la ecuacion:

P, =P+n, Ecuacion 3.71

siendo P el valor tipico del parametro, P; el pardmetro en el individuo j y 7;
la desviacion del parametro en el individuo j, que presenta una distribucion

normal de media cero y varianza w,’ [ 77;,= N(O, cu,f)].

La formulacion del modelo estadistico para la variabilidad
interindividual describe asimismo, la naturaleza de la interaccion entre el

término 77y el valor tipico poblacional de los parametros.

Segiin el modelo de error aditivo, 7 se suma al valor tipico

poblacional y su varianza permanece constante:

0 =a Ecuacion 3.72

Segun el modelo de error proporcional, la varianza del parametro
farmacocinético individual aumenta al aumentar el valor del parametro

poblacional:

a)j =a-P Ecuacion 3.73

Al igual que antes, 77, se puede modelar de forma aditiva al logaritmo

de los parametros:
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In(@,) =In(0") +7n, Ecuacion 3.74

de esta forma los parametros individuales son siempre mayores que cero y si
la distribucion de los errrores es simétrica, la grafica de la distribucion de
los pardmetros individuales estd sesgada hacia la derecha (Sheiner et al.

1980).

Si la poblaciéon es homogénea, el modelo de error para la

variabilidad interindividual, es generalmente aditivo(Grasela et al. 1991).

3.3.4.3 Métodos de estimacion de parametros poblacionales.

El analisis de la respuesta farmacocinética en una poblacion requiere
unos métodos de estudio especiales que permitan una estimacion lo mas
exacta y precisa de los pardmetros poblacionales, tanto de efecto fijo como
de efecto aleatorio inter e intraindividual. Desde un punto de vista
estadistico, los métodos de estudio poblacional se pueden clasificar en
funcion de las asunciones realizadas acerca de la distribucion de
probabilidad de los parametros farmacocinéticos. Asi, los métodos
paramétricos asumen una distribucion de probabilidad conocida,
generalmente una distribucion normal o normal-logaritmica, de la cual se
desconocen sus caracteristicas (primer y segundo momento) que podran ser
estimadas por el investigador basiandose en la teoria de maxima
verosimilitud. Los métodos no paramétricos no realizan asuncion alguna
acerca de la distribucion de los datos y el investigador tendra que estimar la
funcién de distribucion de probabilidad conjunta, para a continuacion,
derivar los valores de las variables estadisticas de interés, cuadro3.5. Otra

clasificacion es agrupar los métodos en funcion de la forma en que se realiza
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la estimacion de los pardmetros poblacionales, es decir, métodos en una
etapa y métodos en dos etapas.

METODOS PARAMETRICOS METODOS NO PARAMETRICOS

A.1. Métodos simples de datos B.1. Método no paramétrico de maxima
- Método simple promedio de datos verosimilitud

- Método simple de combinacion de datos | B.2. Método no paramétrico de maxima
A.2. Métodos en dos etapas expectacion

- Método estandar B.3. Método no paramétrico uniforme de
- Método global maéaxima verosimilitud

- Método iterativo

- Método de filtrado no lineal

A.3. Modelo no lineal de efectos mixtos

Cuadro 3.5. Clasificacién de los métodos de estudio poblacional

3.3.4.3.1 Métodos paramétricos

Los métodos paramétricos han sido y siguen siendo, los mas
empleados en los estudios de farmacocinética poblacional. Esto se debe
principalmente a la complejidad y escasa disponibilidad de programas que
implementen los algoritmos no paramétricos, en contraste con la relativa
simplicidad y amplia divulgacion de los métodos paramétricos. Dentro de
ellos, se han utilizado tradicionalmente el método promedio simple de datos
y el método estandar en dos etapas. No obstante, en la actualidad el modelo
no lineal de efectos mixtos propuesto por Sheiner y Beal (Sheiner et al.
1977) es el método de referencia en el analisis farmacocinético en amplios

grupos de poblacion.

El mayor inconveniente de los métodos paramétricos radica en la
asuncion de wuna distribucion de probabilidad de los pardmetros
farmacocinéticos que puede no corresponderse con la verdadera, al no
contemplar posibles desviaciones tales como multimodalidades, asimetrias,

valores extremos, etc. Esta posibilidad justifica la necesidad de realizar una
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exploracion grafica de los datos y verificar la validez de las asunciones
estadisticas mediante técnicas estdndar, como puedan ser las pruebas de

normalidad (Dodge et al. 1991; Rodriguez 1996; Karlsson et al. 1998).

3.3.4.3.1.1 Métodos simples de datos (Naive averaging of data-
NAD/Naive pooled data-NPD)

La base de estos métodos radica en la elaboracion de un individuo
poblacional que representa el comportamiento medio poblacional, mediante
la combinacion de los datos individuales de los pacientes estudiados. El
meétodo simple promedio de datos (NAD) puede aplicarse cuando los datos
individuales se obtienen tras la administracion del mismo esquema de
dosificacion y obtencion de muestras, de manera que para cada valor de
tiempo se obtenga una observacion que sera la media (o la mediana) de las
realizadas a los individuos de la poblacion. El método simple de
combinacion de datos (NPD) puede aplicarse a datos individuales obtenidos
tras la administracion de distintos esquemas de dosificacion y obtencion de
muestras, de forma que el sujeto poblacional se elabora al combinar los

datos disponibles.

Al aplicar cualquiera de estos métodos simples implicitamente se
pierde la informacion acerca de la variabilidad interindividual. Esta queda
englobada en la variabilidad residual, que representa la variabilidad total del
sistema. La omision de la variabilidad interindividual simplifica el problema
de la estimacion de los parametros poblacionales. De esta forma, los
parametros poblacionales a estimar son: explicitamente, los pardmetros de
efecto fijo, e implicitamente, el pardmetro de efecto aleatorio total. La
estimacion de los parametros se realiza mediante regresion no lineal

(generalmente, por minimos cuadrados, ponderados o no) y la funcion
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objetivo se minimiza respecto a los parametros de efecto fijo, al ser estos los
unicos parametros a estimar de forma explicita. La obtencion del parametro
de efecto aleatorio total se puede obtener de forma implicita mediante la
siguiente ecuacion:

FMO,
o2 NPD

R Ecuacion 3.75
Zni —-p
i=1

donde FMOnpp es el valor de la funcidn minima objetiva del método simple
de combinacion de datos, o n+e €s el parametro de efecto aleatorio total, N
es el namero de individuos de la muestra, »; es el nimero de observaciones
realizadas en el individuo j, y p es el nimero de parametros de efecto fijo
del modelo estructural. A partir de este valor y el modelo estructural se
puede obtener una aproximacion del error estandar de estimacion de los
parametros farmacocinéticos de efecto fijo, similar a la empleada en el

analisis individual (Sheiner et al. 1981).

Estos métodos presentan importantes limitaciones a tener en cuenta y
que pueden conducir a resultados sesgados (Mandema 1995). Asi, lo datos
utilizados en estos métodos, generalmente, no cumplen varios de los
postulados estadisticos requeridos para la correcta aplicacion de los métodos
de regresion no lineal en base a la teoria de maxima verosimilitud. Por otro
lado, la existencia de una variabilidad interindividual mediada por alguna
covariable no contemplada en el modelo estructural, el enmascaramiento de
las caracteristicas individuales al promediar los datos, y la presencia de
datos no balanceados en todos los individuos. Ademas, la no linealidad entre
los pardmetros de efecto fijo y los pardmetros de efecto aleatorio

interindividual con respecto a las observaciones, y la interaccion existente
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entre la variabilidad interindividual y la variabilidad residual puede llevar a

una estimacion sesgada de la variabilidad de las predicciones realizadas.

Su mayor aplicacion se encuentra en estudios experimentales
controlados con individuos homogéneos; sin embargo, estas condiciones tan
restrictivas para su aplicacion no implican que los resultados obtenidos
queden exentos del error inherente al método de estimacion (Kataria et al.
1994). Por este motivo, es necesaria la validaciéon de los resultados
obtenidos con el fin de confirmar si las estimaciones de los valores de los

parametros son aceptables.

Por otra parte, la imposibilidad de discernir la variabilidad
interindividual e intraindividual limita su aplicabilidad desde el punto de
vista poblacional porque los parametros de efecto aleatorio son
imprescindibles para conocer el grado de certeza en la prediccion del
comportamiento individual, fundamentalmente, cuando este se utiliza en el
ajuste de regimenes de dosificacion mediante la metodologia bayesiana

(Rodriguez 1996).

La principal ventaja de estos métodos es su simplicidad, tanto desde
el punto de vista tedrico como practico, ya que es posible desarrollar este
método de estimacion de parametros poblacionales en programas de ajuste
de datos por regresion no lineal como son PC-NONLIN o Win-NONLIN
(Metzler et al. 1974), ADAPT, y AbbottPKS. No obstante, los
inconvenientes anteriormente citados cuestionan actualmente su utilidad,
por lo que su empleo es muy limitado. En cualquier caso, estos métodos son

considerados como el punto de partida de un estudio poblacional, en busca
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de estimaciones iniciales de los parametros de efecto fijo para otros métodos

mas complejos.

3.3.4.3.1.2 Meétodos en dos etapas

En el ambito de los estudios poblacionales, los métodos en dos
etapas han sido los métodos mas extensamente empleados y divulgados, y
cuyos resultados han sido mas contrastados entre los investigadores. Este
hecho se debe tanto a su simplicidad tedrica como a su facil implementacion
mediante el empleo de numerosos programas estadisticos ampliamente

distribuidos.

En estos métodos, el analisis de los datos se realiza, como su nombre
indica, en dos etapas. En la primera, se obtienen los parametros
individuales, generalmente mediante técnicas de regresion no lineal. De esta
forma se obtienen N vectores individuales ¢ junto con sus N matrices de
varianza-covarianza individuales M; asociadas, las cuales contienen Ila
informacion acerca de la calidad de las estimaciones individuales obtenidas.
En la segunda etapa, se combinan las estimaciones obtenidas en la primera
etapa para obtener la funcidon de distribucion de estos parametros. En este
método es posible estimar los parametros de efecto fijo de los modelos de
regresion que cuantifican la influencia de posibles covariables como la edad,
el peso, el aclaramiento de creatinina, entre otras, en el comportamiento
farmacocinético. Para ello es posible utilizar desde técnicas tan simples
como la regresion lineal, simple o multiple, hasta los modelos lineales

generalizados, pasando por las técnicas de regresion no paramétrica.

3.3.4.3.1.2.1 Método estandar en dos etapas (Standard two-stage
method-STS)
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Entre los métodos en dos etapas, el método estandar (STS) es una
técnica utilizada frecuentemente en el andlisis de datos experimentales. Asi,
en primer lugar se estiman los parametros individuales del modelo
estructural seleccionado a partir de los datos experimentales obtenidos de
cada individuo. Para ello, generalmente, se utiliza la regresion no lineal por
minimos cuadrados ponderados o no. En la segunda etapa, se caracterizan
los dos primeros momentos de la distribucion de los parametros
poblacionales mediante un andlisis estadistico descriptivo, en el que
habitualmente se utiliza la media de los valores obtenidos para cada
parametro, como estimacion de la tendencia central del parametro
poblacional @grg, y la varianza (Xrs, como medida del grado de dispersion

de los valores individuales alrededor del valor medio poblacional.

D5 = Zbi ; Ecuacion 3.76
=
1 & !
Q. = " (él — CD)- ((/3, — <I)) Ecuacion 3.77

donde ¢srs es una estimacion del vector de los pardmetros poblacionales
medios. Si existen Q parametros, (2 es la matriz de varianza-covarianza de
dimensiones QOx(Q que cuantifica la distribucion de los parametros
individuales alrededor de la media poblacional. N es el total de los
individuos de la muestra, que frecuentemente se reemplaza por N-Q en las
ecuaciones anteriores, especialmente, si la muestra utilizada para

caracterizar el comportamiento poblacional es inferior a 30 individuos.

La correcta aplicacion del método STS exige disponer de datos

experimentales y por tanto, es necesario obtener un importante nimero de
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muestras por individuo, circunstancia que limita su utilizacién en diseios
experimentales que contemplen datos observacionales procedentes de la
practica asistencial. Un nimero de muestras insuficientes o a tiempos
inadecuados, una ponderacion errénea, un inapropiado modelo estructural o
la presencia de individuos cuyo comportamiento se aleje del modelo
estructural general, seran factores que condicionan la calidad de los
resultados. Ademads, al realizar estos estudios en pequefios grupos de
voluntarios sanos o en pacientes seleccionados que con frecuencia no son
suficientemente representativos de la poblacion en la cual se va a utilizar el
farmaco, se limita la capacidad predictiva de las estimaciones poblacionales

en la practica clinica (Sheiner et al. 1981).

Las ventajas mas sobresalientes de este método son su simplicidad
tedrica y practica, y la posibilidad de discernir entre variabilidad inter e
intraindividual. Es un método bien conocido, del que se dispone de
numerosos programas informaticos para el analisis de los datos, y del cual
se ha comprobado que el STS proporciona buenas estimaciones de los
parametros poblacionales cuando se estudia un numero muy amplio de
individuos con exhaustivos muestreos. Por este motivo, este método se
utiliza frecuentemente para establecer comparaciones con otros métodos

superiores.

3.3.4.3.1.2.2 Método global en dos etapas (global two stage method-
GTS)

Este método fue desarrollado por Steimer et al. en 1984 (Steimer et
al. 1984), y considera que los valores de los parametros obtenidos en la

primera etapa son estimaciones imprecisas de los verdaderos pardmetros del



92 -Estudio farmacocinético poblacional de antirretrovirales en rata

individuo. Esta es la principal diferencia respecto al método estandar en dos

etapas.

En este método, el andlisis individual de la primera etapa se realiza
de la misma forma que en el método estandar; sin embargo, como quiera
que la estimacion de un parametro cualquiera, en un individuo, puede
desviarse ampliamente de su valor real, especialmente en condiciones de un
pobre disefio experimental o con un componente alto de variabilidad
residual, la matriz de varianza-covarianza asintética de los parametros del
individuo j-ésimo, M, se considera como una medida cuantitativa de la
imprecision en la estimacion de estos parametros. Esta circunstancia permite
asumir que el parametro estimado se distribuye normalmente alrededor del
verdadero parametro individual con una varianza M;. De esta forma, en la
obtenciéon de los pardmetros poblacionales, la contribuciéon de cada

estimacion individual se encuentra ajustada por su precision.

Por tanto, en la segunda etapa se considera que el valor observado
con mayor frecuencia sera el valor poblacional medio, y la variabilidad
observada en los datos serd la suma de la variabilidad interindividual y la
variabilidad intraindividual. Si la variabilidad interindividual, representada
por la matriz de varianza-covarianza poblacional, se expresa como (2, y la
variabilidad residual, representada por las matrices de varianza-covarianza
de cada sujeto, es M;, la variabilidad de los pardmetros individuales puede

expresarse:

E(ﬁj)= @ Ecuacién 3.78

Var(g/;j): M+ Ecuacion 3.79
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Las N estimaciones individuales de los parametros individuales se
consideran como pseudobservaciones del modelo estadistico, por lo que la
minimizacion de la funcidon objetivo representada en la ecuacion 3.72,
permite estimar los parametros de tendencia central y variabilidad
interindividual de la poblacion.

OBJ 45 = ﬁ[(éj ~@)- (M, +Q)" (3, —®) +Indet(M, +Q)]

j=1
Ecuacion 3.80

Esta funcion objetivo consta de un término, idéntico al empleado en
los minimos cuadrados, que es el sumatorio de las diferencias al cuadrado
entre la estimacion del parametro individual y el valor esperado en la
poblacion. Sin embargo, este sumatorio se encuentra ponderado por la
inversa de la matriz de varianza-covarianza y, de esta forma, se obtienen
unas estimaciones mas refinadas de los parametros poblacionales que con el
método estandar. No obstante, la inclusion de esta ponderacion, obliga a
anadir un nuevo término, el logaritmo neperiano del determinante de la
matriz varianza-covarianza de los datos observados, con el fin de evitar que

¢ésta tienda a infinito.

3.3.4.3.1.2.3 Método iterativo en dos etapas (Iterated two-stage method-
ITS)

Este método fue desarrollado por Racine-Poon en 1985 (Racine-
Poon 1985). Se trata de una aproximacion bayesiana a la estimacién de
parametros farmacocinéticos poblacionales en dos etapas, que trata de
refinar las estimaciones poblacionales obtenidas a partir de los parametros
individuales obtenidos en la primera etapa de la misma forma que en los

casos anterior.
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En la segunda etapa, se obtienen las estimaciones de los parametros
poblacionales mediante el método estandar (iteracion 0), que se utiliza como

informacion a priori para minimizar en cada individuo la funcién objetivo.

El método iterativo constituye una menor aproximacion que el GTS
por lo que sus estimaciones poblacionales son probablemente mas precisas y
robustas (Steimer et al. 1984) aunque estas propiedades, al igual que ocurre
con el GTS estan todavia por demostrar y es necesario la realizacion de
estudios comparativos con otros métodos de estimacion poblacional
(Rodriguez 1996). En cualquier caso, el ITS comparte la mayoria de las

limitaciones vistas para los métodos en dos etapas descritos anteriormente.

3.3.4.3.1.2.4 Método de filtrado no lineal (Nonlinear filtering method-
NFL)

El método de filtrado no lineal (NFL), al igual que el método ITS, es
un método iterativo. En cada iteracion se llevan a cabo las dos etapas
basicas comunes a este tipo de métodos: primero los datos individuales se
analizan sujeto a sujeto y, a continuacion, se obtienen unas estimaciones
poblacionales mas refinadas que en la iteracion anterior de acuerdo a la

siguiente expresion:

"= iZN: (¢;)n Ecuacion 3.81
* ] N *® N %
Q= N Z[(¢j)n - n+] (¢j)n n+1}’ Z(Mj)n

Ecuacion 3.82

Al inicio de cada iteracion, las estimaciones poblacionales obtenidas

en la iteracion anterior se emplean, como estimaciones iniciales o estado
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inicial del filtro. Estas, son modificadas secuencialmente para cada
individuo a medida que se incorpora una observacidn a un tiempo
determinado, de acuerdo con las ecuaciones que constituyen el filtro y de
esta forma se obtienen las N estimaciones individuales de ¢ y M," en cada

iteracion (Rodriguez 1996).

A diferencia del método ITS, el método NFL obtiene las
estimaciones individuales en base a la teoria denominada “Filtering
Theory”. Las estimaciones individuales son el resultado de un filtro éptimo
basado en las observaciones y;, cuyo estado es el vector de pardmetros a
estimar. Si y; es funcion lineal de los parametros, el filtro es conocido con el
nombre de filtro de Kalman, y en este caso, las estimaciones condicionales
obtenidas de ¢j* por el filtrado y las estimaciones bayesianas son
equivalentes. Otra diferencia con respecto a los métodos GTS e ITS es que
los ¢y M, son los estimadores méaximo-verosimiles individuales de ¢,
dado ); y la matriz de covarianza condicional obtenida para yj,
respectivamente. Ademads, el método NFL emplea la media de Ia
distribucion a posteriori, mientras que el ITS utiliza la moda y el GTS una

aproximacion de ésta (Steimer et al. 1984).

La principal desventaja de este método radica en su escasa
validaciébn y son necesarios mas estudios comparativos que permitan
conocer mejor sus propiedades, ventajas y desventajas con respecto a los
otros métodos. Ademas, la implementacion de este método es bastante

restringida (Rodriguez 1996).

3.3.4.3.1.3 Modelo no lineal de efectos mixtos (Nonlinear Mixed Effect
Model-NONMEM)
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Este modelo fue desarrollado para tratar de solventar los
inconvenientes inherentes a los métodos en dos etapas. El termino “modelo
de efectos mixtos” hace referencia a la inclusion de parametros de efecto fijo
y aleatorio, tanto interindividual como intraindividual, en el modelo
farmacoestadistico con el fin de ser estimados en una Unica etapa. En
realidad, este método es la primera aproximacion farmacoestadistica para el
andlisis de datos poblacionales capaz de utilizar los datos obtenidos en la
practica clinica, en especial cuando éstos son de escasa calidad. De hecho
este método permite estimar la variabilidad interindividual sin obviar la gran
cantidad de limitaciones presentes en los datos observacionales (Sheiner et

al. 1977; Steimer et al. 1984).

Este método parte de un modelo farmacoestadistico establecido y de
la asuncion de un determinado tipo de distribucidon estadistica para los
términos aleatorios (Sheiner et al. 1977). Habitualmente la distribucion

elegida es la normal, por dos motivos:

- Proporciona un modelo empirico razonable para muchas situaciones
reales que implican procesos aleatorios. Por otra parte se admite que

muchos procesos bioldgicos tienden a generar una distribucion normal.

- Desde un punto de vista matematico se prefiere esta distribucion
porque con ella se puede asumir que los componentes aleatorios
individuales contribuyen de forma aditiva a los datos observacionales y esto
permite desarrollar con relativa facilidad funciones de probabilidad que son

resueltas mediante procedimiento iterativo.
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La probabilidad de obtener los valores de concentracion observados
como una funcion de los parametros del modelo es lo que se denomina
funcién de probabilidad. Segun el principio de maxima probabilidad, los
parametros farmacocinéticos mas probables par una determinada poblacion

son aquellos que hacen maxima la funcion de probabilidad.

La funcidon objetivo que emplea el método NONMEM es la
siguiente:
s T ~—1
OBJ NoNmEM =—2LL = Z[log(det(ci N+ —E) C (vi - Ep)

i=1
Ecuacion 3.83

Ci = V(Ha éﬂxi)

donde x; es la columna del vector de todas las variables independientes, y; es
la columna del vector de todas las variables dependientes del individuo i, E;
es el vector medio poblacional de y; y C; es la matriz de covarianza

poblacional de y;.

Al sustituir el modelo farmacoestadistico con el fin de estudiar la
influencia de los errores 77y ¢, se tienen que aproximar todos los efectos

nolineales a través del primer término de la linearizacion en serie de Taylor.

De acuerdo con el modelo estructural, el valor esperado para y;; sera:

Yy =f(0,x;)+G,;(0,x,)n, +¢,; Ecuacion 3.84

donde f'es la columna del vector del modelo linealizado para 7=0y ¢; =0y
G es la matriz jacobiana de la primera derivada parcial a 7,=0, como se

observa ¢ entra de forma lineal.
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De esta forma, la matriz que incluye la variabilidad inter e

intraindividual se puede definir de acuerdo con la expresion:

C. =v(0,&,x,) = G(0,x,)QG(4,x,)" +0>I Ecuacién 3.85

donde G es la matriz jacobiana con respecto a los elementos 77;, de la
variabilidad interindividual, Q es la matriz de covarianza (simétrica) de 7, y
I,; es la matriz de identidad de n;-dimensional que incluye la matriz de

varianza de la variabilidad intraindividual y su matriz jacobiana.

Cuando los errores son independientes se define un estimador de
maxima probabilidad, como funcion de los parametros a estimar, que
implica que los errores siguen una distribucion normal multivariante n-
dimensional con media cero y varianza o’. Ello implica que los errores
poseen una matriz de varianza-covarianza cuyos elementos no diagonales
(covarianza) son cero. Pero esta tltima expresion indica que las covarianzas
de las observaciones son cero, sino una funciéon de la variabilidad
interindividual. Las observaciones de cada vector y; estdn interrelacionadas
a través de las diferencias entre los parametros cinéticos del individuo i y los
valores medios poblacionales. De esta forma, las varianzas expresan la
magnitud tipica de la desviacion de cada observacion del valor medio

poblacional y no los del valor medio del individuo i.

La matriz de covarianza Q permite estimar las varianzas y
covarianzas entre los elementos de error interindividual. Los elementos
diagonales de la matriz son las varianzas y los elementos no diagonales, las

covarianzas.
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Se puede relacionar la funcion objetivo (Obj.) ecuacion 3.83 con la
funcién de maxima probabilidad (Lmax) de acuerdo con la expresion:

Obj = -2In(L max) Ecuacion 3.86

En consecuencia, la minimizacion de Obj equivale a la
maximizacion de Lmax. Asi, cambios en la funcidén objetivo pueden servir
como test estadistico para mostrar qué valores de los pardmetros son los mas

probables.

La implementacion de este método con la “aproximacién de primer
orden” o método FO (First Order) se ha realizado en el programa

NONMEM (acréonimo de Non-Linear Mixed Effect Model).

Se trata del método mas utilizado y validado en el andlisis
farmacocinético y farmacodindmico poblacional (Mandema 1995). Los
estudios de simulacion evidencian la superioridad de este método frente al
método estandar en dos etapas y los métodos simples de datos en cuanto a la
exactitud y precision de la estimacion de parametros farmacocinéticos
poblacionales de distintos modelos estructurales, bien con datos
experimentales donde la superioridad se manifiesta en la estimacion de los
parametros de efecto aleatorio (Aarons 1991), bien con datos
observacionales donde la superioridad se manifiesta tanto en los pardmetros
de tendencia central como de variabilidad (Mentre et al. 1995). Es mads, a
medida que la variabilidad residual se incrementa, los métodos en dos
etapas y los métodos simples de datos tienen una mayor pérdida de
exactitud y precision en la estimacion de los parametros poblacionales que

la aproximacion de primer orden del método NONMEM.
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Se han desarrollado otros programas que incorporan el modelo no
lineal de efectos mixtos pero el mas utilizado continia siendo NONMEM.
Asi, la propuesta de Yamaoka et al (Yamaoka et al. 1985) origino el
programa denominado MULTI(ELS) que incorpora cuatro algoritmos:
algoritmo de busqueda por gradiente escalonado descendente, método de
Quasi-Newton con la formula propuesta por Davidon, Fletcher y Powell o
mas conocido como método de Davidon, algoritmo propuesto por Broyden,
Fletcher, Goldfarb y Shanno, y el método Simplex. Ademas de proporcionar
el criterio de informacion de Akaike (AIC) como herramienta para

seleccionar el modelo estadistico 6ptimo de entre varios candidatos.

3.3.4.3.2 Métodos no paramétricos

La aproximacion paramétrica asume que los parametros
farmacocinéticos proceden de una distribucion de probabilidad normal o
log-normal, definida por unos parametros desconocidos como son la media
y su varianza. Mallet describié una aproximacion no paramétrica en la que
no se realizan asunciones sobre la forma de la distribucion de probabilidad
de los parametros poblacionales, sino que la totalidad de la distribucién en
la muestra de estudios se estima a partir de datos poblacionales mediante el

procedimiento de maxima verosimilitud (Mallet 1986).

Estos métodos no paramétricos presentan una serie de
inconvenientes comunes, como son la complejidad tedrica y de
implementacion del software, asi como excesivo tiempo de procesado de
datos; no es posible obtener directamente los intervalos de confianza para
los parametros poblacionales estimados y, por tanto no permiten una

valoracion estadistica de los resultados obtenidos. En general, a efectos
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estadisticos y de aplicacion de los resultados del estudio poblacional, se
prefiere una funcidn de distribucion de probabilidad continua en lugar de la
solucion discreta que estos programas generan como consecuencia de su
mayor aplicabilidad. Por otra parte, en los métodos no paramétricos es
necesario el conocimiento previo del modelo de varianza residual, dato no
siempre disponible ni facil de obtener, por lo que en numerosas ocasiones
requiere asumir el modelo de error derivado de la técnica analitica y asumir

que esta es la mayor fuente variabilidad residual (Mallet 1986).

Estos problemas, unido a la complejidad y escasa disponibilidad de
programas informaticos que implementen los algoritmos no paramétricos,
en contraste con la relativa simplicidad y amplia divulgacion de los métodos
paramétricos, y la mayor eficiencia y poder de los estos ultimos justificaria

su menor utilizacion y aplicacion en el analisis de los datos.

Basicamente, existen tres métodos no paramétricos: método no
paramétrico de maxima verosimilitud (NPML), método no paramétrico de
maxima expectacion (NPEM) y método no paramétrico uniforme de

maxima verosimilitud (SNP).

3.4 Biodisponibilidad

La biodisponibilidad es un parametro biofarmacéutico, desarrollado
en el ambito de la Farmacocinética, cuyo fin es evaluar el aprovechamiento

de los fArmacos en el organismo.

En 1945 Oser y col. introdujeron una aproximacion al concepto
actual de biodisponibilidad: la disponibilidad fisiolégica. Esta define la

cantidad de farmaco absorbido en relacion a una formulacion de referencia,
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mediante métodos basados en la excrecion acumulada de fairmaco en orina
(Oser et al. 1945). Posteriormente, en 1958, Dost y col. demostraron la
existencia de una relacion entre el AUC del farmaco y la fraccion de dosis
absorbida, enunciando asi la ley de proporcionalidad de las areas. Esta ley
dio lugar al uso de la via intravenosa como patréon universal; asi como al
origen de los conceptos de biodisponibilidad absoluta, y biodisponibilidad

relativa.

Se entiende por biodisponibilidad absoluta, la comparacion entre los
resultados obtenidos tras la administracion extravasal de un farmaco,
tomando como referencia la administracion intravenosa de dicho farmaco.
Por definicion, cualquier farmaco formulado para la via intravenosa
presenta una biodisponibilidad del 100%. Esta intenta determinar los
factores que puedan afectar al aprovechamiento del farmaco tras su
administracion extravasal, especialmente aquellos referidos a funciones

fisioldgicas y procesos de absorcion.

Sin embargo, cuando se comparan dos formas de dosificacion
diferentes administradas por la misma via extravasal, o bien por distintas
vias extravasales, se habla de biodisponibilidad relativa. Esta, da
informacion acerca de los efectos de las diferentes formas de dosificacion en
la absorcién del farmaco, incluyendo factores como el pk,, estado fisico,
grado de cristalizacion, propiedades fisico-quimicas del farmaco y otras
dependientes de la forma farmacéutica empleada, como la velocidad de

disolucion y las variables de fabricacion.

El concepto de biodisponibilidad, a su vez, incluye otros dos

conceptos: biodisponibilidad en magnitud, que representa la fraccion de la
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dosis administrada que alcanza de forma inalterada la circulacion sistémica
(Wagner 1993) y la biodisponibilidad en velocidad, la velocidad con la que
se produce dicho proceso (Wagner et al. 1963).

Para el estudio del aprovechamiento del farmaco, la Farmacocinética
no solo tiene en cuenta la cantidad de farmaco que accede inalterado a la
circulacion sistémica, sino también la velocidad con la que accede; ya que
una baja biodisponibilidad en velocidad puede originar niveles
subterapéuticos y por el contrario, si es elevada, puede ocasionar toxicidad.
Como parametro indicador de la biodisponibilidad en velocidad se utiliza la
constante de absorcion, calculada a partir de las curvas de nivel

plasmatico/tiempo.

En 1963 Wagner y Nelson desarrollaron las bases para el calculo de
la constante de absorcion, determinando las cantidades de farmaco
existentes en el organismo y las eliminadas, para cada unidad de tiempo.
Las cantidades remanentes en el lugar de absorcion, halladas por diferencia,
se sometieron a regresion, y asi obtuvieron el valor de la constante de
absorcion de forma independiente a la cinética que presentaba el proceso
(Wagner et al. 1963). Posteriormente, en 1968, Loo y Riegelman adaptaron

este método a los farmacos bicompartimentales.

La biodisponibilidad estd condicionada por diversos factores
relacionados con el principio activo, con la formulacion, incluso con el
individuo. De manera que, una baja biodisponibilidad puede ser debida a
fenémenos de primer paso intestinal y/o hepdtico, y también, a una baja
absorbabilidad. Por tanto, las posibles causas de una absorcién no completa

de la dosis administrada pueden ser una velocidad de disolucion lenta, malas
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propiedades de absorcion o una formulacion inadecuada que impida la

liberacion durante el tiempo de transito util para la absorcion.

3.4.1 Determinacion de la biodisponibilidad

Los estudios de biodisponibilidad se basan en el tratamiento de las
curvas de concentracion plasmatica del farmaco frente al tiempo. En

ocasiones, también se usan las curvas de excrecion urinaria.

Los ensayos consisten en la administracién del fArmaco en estudio al
individuo y posterior extraccidon de muestras sanguineas a los diferentes
tiempos, previamente establecidos. De este modo, se obtienen los distintos
parametros que definen el perfil farmacocinético del farmaco y sirven de

base para los posteriores calculos.

3.4.1.1 Biodisponibilidad en magnitud

En la determinacién de la biodisponibilidad a partir de dosis unicas,
se asume que la cantidad de farmaco que accede al plasma, equivale a la
cantidad de farmaco que se elimina de éste; transcurrido el tiempo suficiente

para su eliminacion completa.

La velocidad de eliminacion, cantidad de farmaco eliminado por

unidad de tiempo, puede expresarse como:

d
c%’ =Cl-C Ecuacion 3.87

siendo C la concentracion plasmatica del farmaco y CI el aclaramiento

plasmatico total.
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Esta ecuacion se puede transformar en:

dQ,=Cl-C-dt Ecuacion 3.88

Tras la administracion intravenosa del farmaco, puede considerarse
que la cantidad total del farmaco eliminado a tiempo infinito, corresponde a
la cantidad administrada, es decir, a la dosis intravenosa D. De este modo, si

se integra la expresion anterior entre tiempo cero e infinito se obtiene:

J'OD,-‘,. do,, = Cl L“’C_ dt Ecuacion 3.89

La integral equivale al area bajo la curva de nivel plasméatico (4UC).
Sustituyendo en la ecuacidn anterior se llega a:

D, =Cl-AUC Ecuacion 3.90

Si el farmaco es administrado por via extravasal, la expresion se
transforma en:

f-D, =Cl-AUC,, Ecuacion 3.91

siendo f'la fraccion de dosis que accede inalterada a la circulacion sistémica,
y D,, la dosis administrada por via extravasal. Se puede establecer que la
cantidad de farmaco que se elimina del plasma es directamente proporcional
al Cl 'y al AUC. De forma que, si se conocen ambos parametros y la dosis
administrada, se puede calcular la biodisponibilidad en magnitud, que puede
expresarse en tanto por uno.
Cl-AUC,,
D

ev

Ecuacion 3.92

f=
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La biodisponibilidad absoluta en magnitud de un farmaco se puede
expresar mediante la siguiente ecuacion:
AUCev : Div
AUC, -D,,

f= Ecuacion 3.93

Se asume que tras la administracion del farmaco por via intravenosa,
el 100% de la dosis administrada alcanza la circulacion sistémica y que el C/
del farmaco es constante dentro del &mbito de dosis administradas e

independiente de la forma farmacéutica, para un mismo individuo.

En el caso de que ambas dosis sean iguales, se puede simplificar la
expresion anterior y se obtiene la siguiente:

AUC,,
AUC,

Ecuacién 3.94

f=

Otro método utilizado en la determinacién de la biodisponibilidad en
magnitud, es el basado en las curvas de excrecién urinaria, aunque para
farmacos que sufren biotransformacion y se excretan parcialmente

inalterados, tiene una utilidad limitada.

Cuando no es factible la administracion del farmaco por via
intravenosa, se suele utilizar un patron de referencia: otra administracion
extravasal del farmaco, lo més biodisponible posible. De manera que se
realiza un estudio de biodisponibilidad comparativo, respecto a un patrén de
referencia, determinandose la biodisponibilidad relativa. Sustituyendo en la
ecuacion 3.93, el valor del AUC;,, por el AUC del patréon de referencia,
AUC,, se obtiene:
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/, AuC,/D,, AUC,-D,,

f;‘el =

= = Ecuacién 3.95
fV AUCV /DQVV AUC}' : Devp

donde el subindice r identifica la formulacion de referencia y p la

formulacion problema.

El céalculo del AUC puede realizarse utilizando métodos modelo-
independientes o modelo-dependientes. Estos ltimos, utilizan expresiones
matematicas en las que intervienen los parametros obtenidos a partir de un
modelo compartimental. En estudios de biodisponibilidad, la utilizacion del
AUC de niveles plasmaticos, calculada mediante métodos modelo-
dependientes, presenta dificultades. En algunos casos, las ecuaciones
matematicas definidas por los modelos farmacocinéticos no pueden

ajustarse correctamente a las curvas obtenidas para cada individuo.

Dentro de los métodos modelo-independientes mas utilizados se

encuentran:

Método trapezoidal. Es el mas utilizado y sencillo. Subestima el area
durante la fase de absorcion y la sobrestima en la fase descendente, de
forma que ambos efectos se compensan y el resultado suele ser bastante

exacto (Gibaldi et al. 1982).

Método logaritmico trapezoidal. Utiliza la transformacion
logaritmica entre cada par de concentraciones. Es el método de eleccion en

la fase monoexponencial terminal de la curva de niveles plasmaticos.
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Método mixto. Utiliza el método trapezoidal hasta la fase
monoexponencial terminal y el método logaritmico trapezoidal durante esta

ultima fase.

3.4.1.2 Biodisponibilidad en velocidad

La constante de velocidad de absorcién (k,) es un parametro
representativo de la velocidad de absorcidon, dependiente de la fraccion de
dosis absorbida, que puede producir un error de estimacion. Por ello y
debido a la dificultad que representa la caracterizacion del proceso de
absorcion, se procede a estimar la biodisponibilidad en velocidad, a partir de

los parametros puntuales tyax ¥ Chax.

En ocasiones, establecer un modelo farmacocinético apropiado, para
interpretar las curvas de nivel plasmatico y su incidencia en la estimacion de
la biodisponibilidad, presenta dificultades. La aplicacion de la teoria de los
momentos estadisticos en Farmacocinética, ha fomentado la utilizacion del
tiempo medio de residencia, MRT, como pardmetro indicativo de la
velocidad de absorcion, cuando el farmaco se administra por via extravasal.
Por tanto, se puede considerar como parametro representativo de la

biodisponibilidad en velocidad.

Esta teoria considera una cuestion de azar, el movimiento de las
moléculas del farmaco en el organismo. Segun la cual, el tiempo que
permanece el farmaco en el organismo, se rige por una funcion de densidad
de probabilidad, que se caracteriza por un valor medio y una varianza

determinada (Yamaoka et al. 1978; Vila Jato et al. 1989).
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4.1 Farmacos ensayados

Los farmacos objeto de estudio, saquinavir y ritonavir, han sido
suministrados gratuitamente por Roche Farma Labs. y Abbot laboratorios,
S.A. La pureza establecida por HPLC es del 99,8 % y 99,4 % (P/P),

respectivamente.

También se ha empleado la formulacion comercial del ritonavir

(Norvir®), en forma de capsulas blandas.

4.1.1 Soluciones administradas

e Saquinavir

En la administracion intravenosa se han utilizado tres dosis
diferentes, para ello se han preparado disoluciones de saquinavir a las
concentraciones de 24mg/mL y 12mg/mL. Las dosis administradas han
sido: 48mg (2mL de disolucion de saquinavir, 24mg/mL) mediante
perfusion intravenosa y 24mg (1mL de la misma disolucion) y 12mg (1mL

de disolucion 12mg/mL) mediante bolus intravenoso.

En la administracion oral se han utilizado, al igual que en el caso
anterior, tres dosis crecientes. Las disoluciones se han preparado a las
concentraciones de 48 mg/mL, 24 mg/mL y 12 mg/mL. Y las dosis
administradas han sido 48mg (1mL), 24mg (1ImL) y 12mg (ImL).
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En la administracion intraperitoneal se han utilizado dos dosis
distintas, que han sido 24 mg (disolucion de 24mg/mL) y 12mg (disolucion
de 12mg/mL).

Las disoluciones se preparan del siguiente modo:

Se pesan 240 mg de saquinavir y se colocan en un matraz aforado de
10mL. A continuacion, se enrasa el matraz con la mezcla de cosolventes
preparada previamente (50 % de etanol, 25 % de propilenglicol y 25% de
suero salino fisioldgico). Por ultimo, el preparado se lleva a ultrasonidos
hasta completa disolucion. La concentracion de 12mg/mL se obtiene

pesando 120mg de saquinavir y la de 48mg/mL, pesando 480mg.
e Ritonavir

En la administracion intravenosa se ha utilizado una disolucién de

ritonavir preparada a la concentracion de 3mg/mL.

La disolucién se ha obtenido siguiendo el protocolo descrito para el

saquinavir.

Para la administracion oral se prepara una dilucion del contenido de
las cépsulas blandas de Norvir®, la microemulsion comercial se diluye,
convenientemente, hasta alcanzar una concentracion aproximada de 3

mg/mL.
En este caso la solucion se prepara del siguiente modo:

Se toma una capsula de Norvir® de 100 mg, se recupera el contenido

mediante perforacion y posterior prensado de ésta, se coloca en un matraz
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aforado de 25 mL y se enrasa, utilizando la misma mezcla de cosolventes
que en el caso anterior. Posteriormente, se trasvasa el contenido del matraz a
un matraz de 50 mL o un vaso de precipitados al que se afiade, mediante una
pipeta, 83 mL de los cosolventes. De modo que se obtiene una

concentracion aproximada de 3 mg/mL.

Debido a la dificultad que entrafia la elaboracion de la preparacion
oral, y por las posibles pérdidas de producto durante el proceso de
extraccion, para determinar la dosis real administrada a cada animal, se han
preparado varios controles a partir de la disolucion administrada cada dia de
ensayo a los animales. La concentracion de los mismos se ha calculado por
interpolacion en una recta de calibracion construida con ritonavir. De este

modo, se ha cuantificado la dosis media administrada en 4,6 + 2,5 mg.
o Administracion conjunta de saquinavir y ritonavir

Se ha administrado una solucidon mixta de saquinavir y ritonavir por
via intravenosa, a partir de una disolucién que contiene saquinavir y
ritonavir a las concentraciones de 24 y 6mg/mL, respectivamente. La dosis
administrada ha sido, por tanto, de 24mg y 6mg (ImL) de saquinavir y

ritonavir, respectivamente, por perfusion intravenosa.

Al igual que en el caso anterior, en la administracion oral se ha
empleado una dosis Unica mixta de saquinavir y ritonavir. La disolucion
preparada, asi como las dosis administradas, han sido las mismas que por

via intravenosa.
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4.2 Animales de experimentacion

Se han utilizado ratas albinas macho de raza Wistar, procedentes de
una colonia seleccionada y criada en el estabulario de la Facultad de
Farmacia, en perfectas condiciones de higiene y climatizacion. En el ensayo
se han seguido las normas de correcto uso y manipulacion de animales de

laboratorio que dicta la normativa europea .

Los animales utilizados tenian una edad comprendida entre dos y

tres meses, y un peso corporal entre 280 y 310 g.

4.3 Técnica quirurgica
4.3.1 Anestesia

Se ha empleado el tiopental soédico (Tiobarbital braun®), a una dosis

de 60 mg/Kg de rata.

Se prepara una solucidon extemporanea del anestésico. Para ello, se
pesa la cantidad necesaria de polvo y se diluye, convenientemente, con
suero fisioldgico, hasta obtener una concentracion de 10mg/mL. Se

administra, posteriormente, 6 mL de esta solucion por kilogramo de animal.

Para inducir la anestesia, se inmoviliza al animal, con la ayuda de un
trapo, de manera que se deja al descubierto su abdomen, y se procede a la
administracion por via intraperitoneal de la solucion anestésica. Por ultimo,
se efectia un pequefio masaje en la zona de inyeccion, con objeto de

acelerar el paso del anestésico a la circulacion sanguinea.

Alcanzada la anestesia profunda, que se comprueba mediante la

pérdida del reflejo palpebral, se procede a la canulacion de la vena yugular.
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4.3.2 Técnica de canulacion permanente de la vena
yugular
La técnica quirtrgica que se utiliza, consiste en la implantacion de
un catéter de silicona en la vena yugular derecha de la rata de forma
permanente (Giner et al. 1989). Esta técnica permite que la administracion
intravenosa y la toma de muestras plasmaticas, se realicen sin necesidad de

anestesiar al animal, lo que supone un estrés adicional para el animal.

4.3.2.1 Soluciones y material de trabajo

Entre el material utilizado se encuentra:

- La canula. El catéter se prepara a partir de un tubo de silicona
(Silclear™  Tubing®, de 0,025x0,047 pulgadas), de una longitud
aproximada de 15 cm. A 3,4 cm de uno de los extremos del tubo se fija un
hilo de seda, 4/0, con ayuda de un sellador de silicona Orbasil®. Este
montaje cumple dos funciones: limitar la longitud de la cénula que se
introduce en la vena yugular y permitir la fijacion de la canula, una vez

implantada, al musculo digéstrico de la rata.

El extremo que se introduce en la vena yugular, tramo de 3,4 cm, se

debe cortar en forma de pico de flauta para facilitar su implantacion.

- El material quirurgico. Se compone de pinzas en diente de raton,
pinzas “pean”, pinzas de punta fina curva, tijeras de punta roma, tijeras de

punta fina, aguja de exteriorizacion y suturas monofilares de doble cero.
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- Jeringuillas de insulina de ImL con aguja de punta roma. Se
utilizan en la toma de muestras. Se preparan expresamente, en el

laboratorio, con punta roma con el proposito de no danar la canula.
En cuanto a las soluciones de trabajo:

Para la administracion intravenosa, se emplea una solucién de suero
fisioloégico isotonico estéril (S.F.) (Cloruro sdédico simple®. Antibidticos
Farma S.A.), la cual se hepariniza en el laboratorio bajo condiciones
asépticas. Para ello, se ha utilizado la heparina Rovi® al 5%. Al final se
obtiene un suero con una concentracion de heparina de 20 U.I/mL. Asi,
para 500 mL de S.F. se extraen 2 mL del mismo y se anaden 2 mL de
heparina 5 % a los 498 mL restantes. La solucion se conserva en nevera a 4

°C hasta el momento de su utilizacion.

Esta solucion se emplea para lavar la cdnula y evitar la coagulacion
de la sangre en ésta. También para reestablecer la volemia del animal tras

cada toma de muestra.

4.3.2.2 Técnica de implantacioén

Una vez el animal alcanza la anestesia profunda, se procede a su
colocacioén sobre una tabla de madera, en posicion dectbito supino, y se

fijan sus extremidades mediante celo o gomas elasticas.

Tras la localizacion de la vena yugular, por palpacion en el cuello, se
impregna la zona con povidona yodada (Betadine®) y se efectiia, con ayuda
de unas pinzas de diente de raton y unas tijeras de punta roma, una incision

transversal a nivel medio-clavicular. A continuacion, se desbridan las capas



Materiales y métodos- 115

superiores de tejido subcutaneo, mediante unas tijeras de punta fina, hasta
descubrir la vena yugular. Seguidamente, se localiza la zona de la vena
yugular mas préxima a la ramificacién de la vena subclavia, y se diseca la

vena yugular de los tejidos adyacentes, mediante dos pinzas de punta fina.

Posteriormente, se procede a aislar la vena yugular utilizando, para
ello, un hilo de seda por debajo de la misma. Se sujetan los dos cabos del
hilo con unas pinzas “pean” para facilitar la implantacion del catéter, asi

como disminuir la hemorragia en el momento de la incision en la vena.

A continuacion se exterioriza el catéter, se pasa a través del tejido
subcutaneo hasta la zona cervical, con ayuda de una aguja de
exteriorizacion; donde se exterioriza a través de la piel. El extremo del
catéter exteriorizado se conecta a una jeringuilla de insulina cargada de la
solucion de suero fisiologico heparinizado, de este modo, se impide la
entrada de aire al torrente circulatorio cuando se introduzca el catéter en la

vena yugular.

Se realiza una pequefa incision en la pared de la vena yugular, por la
que se introduce el extremo del catéter cargado de suero fisioldgico
heparinizado. La operacion se debe realizar en el menor tiempo posible y
con precauciéon, para evitar pérdidas de sangre. Seguidamente, se
comprueba el funcionamiento de la cénula, aspirando con la jeringa de
insulina conectada. Estd operacion se debe repetir a lo largo del ensayo con

objeto de comprobar que el catéter no esté obturado.
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Después de introducir el catéter en la vena yugular, se fija al
musculo digéastrico con un punto de sutura. El hilo utilizado es el que

previamente se ha fijado a la canula.

Por ultimo, se cosen la capa de tejido subcutaneo y la piel mediante
los puntos de sutura necesarios. Durante toda la operacion se hace uso de
povidona yodada (Betadine®) en la zona intervenida, para mantener las

condiciones de asepsia.

Una vez finalizada la intervencidn, se corta el catéter exteriorizado
dejando que sobresalgan entre 3-4 cm, longitud adecuada para impedir que
la canula sea dafiada por el animal y para la comodidad en la toma de
muestras. El extremo que sobresale al exterior se cierra con un obturador,
preparado con tubo rigido de polietileno, cuyo didmetro coincide con el del
catéter. En la base de la canula exteriorizada se aplica silicona para evitar la

entrada de aire y mejorar la fijacion de la cénula.

El animal se deposita en una jaula con doble fondo, para evitar la
coprofagia. Se deja en recuperacion, con acceso libre al agua de bebida
durante 24 h. Cumplido este tiempo, se procede a la administracion del

farmaco y la posterior toma de muestras.

4.4 Protocolo de ensayo

El ensayo se ha realizado de acuerdo a un disefio paralelo y aleatorio.
Los animales se distribuyen en doce grupos. De modo que cada animal
recibe una dosis Uinica de farmaco, bien por via oral, intraperitoneal o por
via intravenosa. En el cuadro 4.1. se indica la via de administracion, dosis,

numero de animales y periodo de tiempo de toma de muestras.
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o Periodo de
2 Dosis N toma
Grupo Via
(mg) muestras animales de muestras
(h)
Intravenosa (perfusion)

1 (0.5 h?) 48 9 (4-9) 10 0,75a10h

2 Intravenosa (bolus) 24 9(2-9) 14 0,25a9h

=13 Intravenosa (bolus) 12 9(3-9) 10 0,25a8h

2

x| 4 Oral 48 10 (3-11) 10 0,25a12h

>

<

% 5 Oral 24 10 (5-10) 17 025a24h

g

w | 6 Oral 12 10 (6-10) 15 0,25a24h

7 Intraperitoneal 24 9 (7-9) 6 0,25a24h
8 Intraperitoneal 12 9 (3-9) 3 0,25a24h
> Intravenosa (perfusion) 24-SQV

E, 9 (0.5 %) 6-RTV 8 (3-8) 3 0,75a10h

= 24-SQV

(@4 -

S |10 Oral 6-RTV 10 (3-10) 6 0,25a24h
é 11 Intravenosa 3 10 (7-10) 7 0,05a3,5h
<3
i2
=12 Oral (capsulas) 4,6+2.5® | 10 (2-10) 20 025a 23,5h
7

Cuadro 4.1. Condiciones experimentales. (a) Tiempo de perfusiéon. (b) Dosis media,

acomparfiada de su desviacién estandar.

4.4.1 Administracion parenteral
e Bolus intravenoso

Al extremo de la canula, que sobresale del animal, se le acopla un

puente de metal de 1 cm aproximadamente. En el extremo libre del puente,
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se coloca una canula de unos 10 cm de longitud, que contiene suero
fisiologico heparinizado. Como paso previo a la administracion, se toma una
muestra sanguinea que servira de blanco en el andlisis de las muestras. Se
inyecta ImL de la solucion de fAirmaco a administrar, por acoplamiento de
una jeringa que contiene dicha solucidon. Posteriormente, se inyecta la
cantidad suficiente de suero fisioldgico para asegurar que toda la dosis
accede al torrente sanguineo. A continuacion, se pone en marcha el
crondémetro. Por ultimo, se procede al cambio del puente y el tramo de 10
cm de canula para evitar contaminaciones en la toma de muestras, y se
acopla una jeringuilla de insulina, cargada de suero fisiologico heparinizado

para cerrar el circuito.
» Perfusion intravenosa

Se utiliza una bomba volumétrica IVAC® modelo 700. Para ello, se
dispone la solucidén de administracion en el interior de una jeringa de 50 mL
de capacidad, a la que se acopla un sistema de extension constituido por un
tubo de silicona y un disco detector de oclusiones que presenta en sus
extremos dos conos tipo Luer. Se acopla la jeringa a la abrazadera de la
bomba y el disco detector de oclusiones en el lugar correspondiente. Se deja
pasar a lo largo del tubo la solucion de administracion hasta asegurar que
estd completamente lleno de la misma y se ajusta la velocidad de perfusion a
4mL/h, en el caso del grupo 1, y 2mL/h para el grupo 9. Se administra 2 mL

y ImL en 30 minutos, para el grupo 1y 9, respectivamente.

En este caso, se procede del mismo modo que en la administracion
del bolus intravenoso, pero tras tomar la muestra sanguinea que servira de

blanco, se inyecta suero fisioldgico con el fin de dejar el tramo de canula
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interno limpio. A continuacion, se desacopla la canula puente y se acopla en
su lugar la bomba de perfusion, que contiene la solucion de farmaco a
administrar, se comienza a perfundir controlando el tiempo desde el inicio
de la perfusion. Una vez finalizada la perfusion se vuelve a acoplar la canula
puente, conteniendo suero fisioldgico y se inyectan un volumen suficiente
de suero para asegurar que la dosis de farmaco ha accedido al torrente

circulatorio.

4.4.2 Administracion oral

Inicialmente, el puente metdlico y la canula acoplada a una
jeringuilla heparinizada se acopla a la canula implantada, y se toma una

muestra sanguinea, que servira de blanco en el andlisis de las muestras.

A continuacidn, el animal se anestesia ligeramente con éter etilico.
Se utiliza la minima cantidad para evitar posibles influencias del anestésico
sobre la absorcion del farmaco (Torres et al. 1996). Se introduce por la boca
una sonda gastroesofagica para perfusion oral acoplada a una jeringa, y se
administran 1 6 2 mL de la solucion de fArmaco a ensayar, segin protocolo.

Finalmente, se pone en marcha el crondmetro.

4.4.3 Administracion intraperitoneal

El animal se anestesia ligeramente con éter etilico, se coloca en
posicion decubito supino y 1 mL de la disolucién que contiene el farmaco se
inyecta por via intraperitoneal, aproximadamente a dos centimetros por

encima de la zona genital.
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4.4.4 Toma de muestras

Para facilitar la toma de muestras, se conecta un tubo puente a la
canula exteriorizada implantada. De este modo, el animal permanece
consciente y libre de movimiento dentro de la jaula, durante la toma de

muestras.

La toma de muestras se realiza mediante jeringuillas de insulina
heparinizadas. En primer lugar, se conecta una jeringuilla heparinizada, y en
los 15 segundos previos al tiempo de toma de muestra se succiona la sangre,
desplazando el suero de la canula. Esta primera fraccion de muestra se
rechaza, ya que se encuentra diluida por el suero fisiologico de la canula. Se
renueva la jeringuilla por otra previamente heparinizada, y se toman 0,5 mL
de muestra sanguinea. Por tltimo, se vuelve a cambiar la jeringuilla por otra
que contiene 1 mL de suero fisiologico, del que se inyectan 0,5 mL para
reestablecer la volemia del animal. Esta operacion se repite para cada

tiempo de toma de muestra.

En los cuadros 4.2, 4.3 y 4.4 se detallan los tiempos de toma de

muestras establecidos en el protocolo para cada grupo.
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Grupo Via Dosis (mg) Tiempos de toma de muestra (h)
1 | Intravenosa (perfusion) 48 0,75;1;1,5;2;3;4;6;8;9;10
2 Intravenosa (bolus) 24 0,25;0,5;1;1,5;2;3;4:6;8;9
3 Intravenosa (bolus) 12 0,25;0,5;1;1,5;2;3:4:6;8
g 4 Oral 48 0,25;0,5;1;2;3;4;6;8;10;12
é)/ S5A Oral 24 0,25;0,5;1;2;3;4;6;8;10;12
E 5B Oral 24 12;13;14;16;18,5;21;23;24
8 6 Oral 12 0,25;0,5;1;2;3:4;6;8;10;12;24
% TA Intraperitoneal 24 0,25;0,5;1;1,5;2;3;4;6;8
7B Intraperitoneal 24 12;12,5;14;16;18,5;21;23,5;24
8A Intraperitoneal 12 0,25;0,5;1;1,5;2;3;4;6;8;12
8B Intraperitoneal 12 12;12,5;13;14;16;18,5;21;23,5;24

Cuadro 4.2. Periodo de muestreo para los distintos grupos tras la administracién de saquinavir.

Grupo Via I(D;sé;)s Tiempos de toma de muestra (h)
Intravenosa 24-SQV 1 e s
ﬁ 9 (perfusion) 6.RTV 0,75;1;1,5;2;3;4;6,8;10
& 24-5QV 0511 52468 :
é 10A Oral 6.RTV 0,25;0,5;1;1,5;3;4,6;8;10;12
2 24-SQV 1214-16-18 5:2193-
10B Oral 6RTV 12;13;14:16;18,5;21;23;24

Cuadro 4.3 . Periodo de muestreo para los distintos grupos tras la administracion combinada

de saquinavir y ritonavir.

Grupo Via I(Drﬂzl)s Tiempos de toma de muestra (h)
o 11 Intravenosa 3 0,05;0,083;0,17;0,5;0,75;1,5;2,5;3,5
>
:<Zt E 12A Oral (capsulas) 4,6+2,5 0,25;0,5;1;2;3;4;6;8;9;10;23,5
O
&
&~ 12B Oral (capsulas) 4,6+2.5 12;12,5;13,5;14;16;18,5;21

Cuadro 4.4 . Periodo de muestreo para los distintos grupos tras la administracion de ritonavir.
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Una vez extraida la muestra, se deposita en un tubo Eppendorf
heparinizado y se centrifuga inmediatamente a 5000 r.p.m. durante 5 min
(centrifuga Sigma Laborzentrifugen 2K15). Se toman 300 pL del
sobrenadante y se trasvasan a un tubo Eppendorf identificado

adecuadamente. Las muestras se congelan a -30 °C hasta su valoracion.

4.5 Meétodo de valoracion

La valoracion del saquinavir y ritonavir se ha realizado mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) con deteccion
espectrofotométrica a la luz ultravioleta a una longitud de onda de 235 nm.

Se utiliza un sistema cromatografico de fase reversa.

La validez del método analitico se comprob¢ diariamente a través de
una curva de calibracion y de patrones de concentracién conocida,
preparados a partir de una solucion madre de farmaco. En todas las curvas
de calibrado se han mantenido los coeficientes de correlacion lineal,
coeficientes de variacion y errores relativos dentro de las especificaciones

del método, es decir, r> 0.99, CV<15% y Er<15%.

4.5.1 Elementos cromatograficos

El equipo utilizado se compone de :

o Bomba isocratica Waters modelo 1515.
« Inyector automatico Perkin-Elmer series 200.
 Detector espectrofotométrico UV Waters modelo 2487.

e Sistema de adquisicién y procesamiento de datos Breeze® de

Waters.



Materiales y métodos- 123

Como fase estacionaria se ha utilizado una columna analitica Nova-
Pack® C;g Waters, 3,9x150 mm, de acero inoxidable, rellena de un sustrato

siliceo de fase inversa C-18 cuyo tamafio de particula es de 10 um.

El sistema incluye una precolumna Tecknokroma®, con dos filtros
de 2 um de didmetro de poro y un relleno pelicular C-18, cuyo tamafio de
particula es de 40 um. Su funcion es la de retener las particulas de mayor
tamafio que puedan estar presentes en las muestras y, de este modo, alargar

la vida media de la columna.

Como fase mévil se ha empleado una mezcla de acetonitrilo (calidad
HPLC) y una solucidon acuosa de tampon fosfatos, en las proporciones
57:43(V/V), 55:45 (V/V) y 53:47(V/V), para el saquinavir sélo, ritonavir
solo y para la valoracion simultanea de los dos farmacos, respectivamente.
En estas condiciones el saquinavir y ritonavir presentan un tiempo de
retencion de 3,5 minutos cuando se valoran solos, y de 5,6 y 3,8 minutos,

respectivamente, cuando se valoran de forma conjunta.

La disolucion acuosa de tampon fosfatos se prepara por dilucion
1/100 del tampdn fosfatos en agua bidestilada. Este tampdn se prepara a
partir de la mezcla de dos soluciones, segin las proporciones abajo

indicadas, obteniendo un pH de 6,9:
NaH,PO4H,O 1/15SM. i 3,9 mL
Na,HPO4-2H,O 1/15 M. 6,1 mL

La fase movil se filtra a través de filtros “Millipore GVWP” de 0,22

um de didmetro de poro, con ayuda de un dispositivo de filtracion por vacio.
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Asi, se elimina cualquier posible particula soélida suspendida en la

disolucidn, y se desgasifica la mezcla.

El flujo de elucion utilizado ha sido constante durante todo el ensayo
a temperatura ambiente e igual a | mL-min™'. El volumen de inyeccion de la

muestra ha sido de 125 pL.

4.5.2 Manipulacion de las muestras

Las muestras plasmaticas procedentes de los diferentes tiempos de
muestreo y de las diferentes vias de administracion se descongelan a

temperatura ambiente.

El primer paso es la desproteinizacion de las muestras, para alargar
la vida del sistema cromatografico. Para ello, se afiaden 300 pL de
acetonitrilo (mantenido en congelador) a la muestra plasmatica, con lo cual
quedan en una proporcidon 50:50 (V/V). Se someten a agitacion durante 30 s
en el “Vortex Mixer” y, posteriormente, se llevan a centrifugar a 10500 g,
durante 8 minutos, a una temperatura de 10 °C. Se recoge el sobrenadante y
se vuelve a centrifugar en las mismas condiciones. Finalmente se recogen
450 pL del sobrenadante y se depositan en viales adecuados para proceder a

su valoracion por cromatografia liquida de alta resolucion CLAR.

4.6 Validacion del método analitico

Con el fin de obtener la concentracion del compuesto en cada
muestra problema, se construyeron curvas de calibracion. Las curvas de
calibracion indicaban que existia una correlacion lineal entre las areas de los

cromatogramas y las concentraciones del fdrmaco en el ambito de
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concentraciones ensayadas. Se ha construido una curva de calibrado usando
patrones de los farmacos de concentracion conocida, en la determinacion de
cada bateria de muestras. Los patrones preparados mediante diluciones

sucesivas en plasma, se han tratado igual que las muestras.

Para asegurar la calidad de los datos experimentales, es necesario
comprobar la linealidad, la precision y exactitud del método analitico, asi
como el limite de cuantificaciéon, para cada uno de los compuestos

ensayados (Shah et al. 1991).

4.6.1 Ensayos de linealidad

Para comprobar la linealidad del método analitico en las condiciones
del ensayo, se han construido curvas de calibrado, una para cada via de
administracién y firmaco. Estas abarcan el ambito de concentraciones
necesario para valorar las muestras por interpolacion. Los patrones,
preparados mediante diluciones sucesivas en plasma, se han tratado del

mismo modo que las muestras experimentales.

Se procede a realizar una regresion lineal por minimos cuadrados
entre las areas de los picos de los cromatogramas y las concentraciones del
farmaco, seglin la ecuacion:

A=m-C+b Ecuacién 4.1

en la que A4 representa el area del pico del cromatograma y C la

concentracion teorica de los patrones ensayados.

Para comprobar la dependencia lineal entres las areas y las

concentraciones de farmaco se ha utilizado el coeficiente de correlacion (7).
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A continuacion, los cuadros 4.5, 4.6 y 4.7, muestran el ambito de

concentraciones utilizado en las diferentes curvas de calibracion.

Grupo Via Dosis Ambito de concentraciones
. (mg) (ug/mL)
1 Intravenosa 48 0.19.2 30
(perfusion)
i 2 Intravenosa 24
= (bolus) 0,047 2 20
14 3 Intravenosa 1 ’
| (bolus)
<>C 4 Oral 48
% 5 Oral 24 0.047a 1,5
3 6 Oral 12
75!
7 Intraperitoneal 24
0,047 a 15
8 Intraperitoneal 12

Cuadro 4.5. Ambito de concentraciones utilizado en la construccidn de las curvas de

calibracién de saquinavir para la valoracion de las muestras procedentes de los grupos que se indican

en el cuadro.
Grupo Via Dosis Ambito de concentraciones
(mg) (Hg/mL))
. 9 Intravenosa 24-SQV SQV: 0,047 a 20
> Z (perfusion) 6-RTV RTV:0,012a5
% ~ 10 Oral® 24-SQV SQV:0,0472a20y0,047a1,5
6-RTV RTV:0,012a5y0,012 20,375

Cuadro 4.6 Ambito de concentracién utilizado en la construccién de las curvas de calibracion
de saquinavir y ritonavir para la valoracion de las muestras procedentes de los grupos que se indican

en el cuadro.

@ as concentraciones plasmaticas por encima de 1,5y 0,375 pg/mL de saquinavir y ritonavir,
respectivamente, se valoraban con las curvas de un ambito mas amplio de concentraciones, mientras
que las concentraciones por debajo de este valor se valoraban con las rectas de un ambito mas

estrecho.
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. . Ambito de concentraciones
Grupo Via Dosis (mg) (ug/mL)
o
S |11 Intravenosa 3 3,75a30
iz
O &
E 12 Oral 4,6£2,5 05a5

Cuadro 4.7 Ambito de concentracién utilizado en la construccién de las curvas de calibracion

de ritonavir para la valoracién de las muestras provenientes de los grupos que se indican en el cuadro.

4.6.2 Ensayo de precision y exactitud

La determinacioén de la precision y exactitud del método analitico
utilizado en la valoracion de las muestras de plasma, se ha realizado
mediante el uso de patrones de concentracion conocida, que se han
cuantificado por interpolacion en las curvas de calibrado. Cada patron se ha
valorado por triplicado y en algunos casos por quintuplicado. Los patrones
se han procesado como si de muestras problemas se tratase, se han
preparado en los dias de obtencion de las muestras experimentales y se han
conservado del mismo modo hasta su posterior valoracion, donde eran
distribuidos al azar entre las muestras. La concentracion de los patrones
preparados se elegia de forma aleatoria atendiendo siempre al dmbito de

concentraciones de las rectas de calibrado.

La exactitud se expresa como el error absoluto y relativo, calculado

para cada concentracion de patron, segun las siguientes expresiones:

E =\C -C Ecuacion 4.2

absoluto teorico exp erimental

C -C

l . =
relativo
C

teorico

exp erimental

-100 Ecuacion 4.3

teorico
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La precision se estima a partir de la desviacion estandar y el

coeficiente de variacion de la media de los replicados de cada patron.

4.6.3 Limite de cuantificacion

Se calcula a partir de las curvas de calibracion utilizadas en la
valoracion de las muestras, donde las areas se representan en el eje de
ordenadas y las concentraciones en el eje de abcisas. Tomando como
referencia el valor del area que corresponde a la interseccion de la curva que
representa el limite superior del intervalo de confianza del 95% de la recta
con el eje de ordenadas, el limite de cuantificacion es la concentracion de
farmaco que proporciona el mismo valor de area en la curva que define el
limite inferior del intervalo de confianza del 95% de la recta. (Ver figura

5.1).

4.7 Analisis farmacocinético

4.7.1 Andlisis farmacocinético no compartimental

Para cada farmaco, se ha llevado a cabo un analisis no
compartimental individual o poblacional, como promedio simple de datos,
dependiendo del grupo de estudio. Aquellos grupos de los que no se dispone
un muestreo completo para cada individuo, es decir, aquellos grupos que se
han dividido en dos por el extenso periodo de muestreo, se han tratado como
promedio simple de datos. Para ello se ha realizado la media aritmética de
los datos de concentracion plasmatica para un mismo tiempo de muestreo.
En el andlisis individual, aquellos individuos con un perfil incompleto, por

falta de muestras, se han eliminado.
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El programa utilizado ha sido WinNonlin version 2.1. Se requiere la
eleccion de un modelo u otro, dependiendo del tipo de muestras disponibles,
plasma u orina y del método de administracioén seleccionado en el ensayo.
En nuestro caso se ha hecho uso de los tres modelos disponibles cuando los
datos experimentales son concentraciones plasmaticas del farmaco: 200, 201
y 202, refiriéndose a la administracion extravasal, bolus intravenoso y

perfusion intravenosa, respectivamente.

Las férmulas de calculo en estos modelos asumen que se administra

una dosis Unica y que ¢ésta se administra a tiempo cero.

El método de estimacion escogido para el calculo del area bajo la
curva de niveles plasmaticos corresponde al método trapezoidal. Este
consiste en calcular el AUC como la suma de las areas de unos trapecios,
definidos por los valores experimentales concentracion plasmatica - tiempo,
hasta el ultimo punto experimental, y a partir de éste se calcula el area

residual por extrapolacion hasta el infinito.

La extrapolacion al infinito requiere el uso de la integral analitica,
asumiendo que, en la fase terminal, la concentracion se relaciona con el
tiempo a través de una expresion monoexponencial, siendo A la constante
terminal de la curva y C* la concentracién experimental para el ultimo

tiempo ensayado.

AUC = AUC; + AUC?: Ecuacién 4.4

*

o [ C
AUCt* = L C-dt= " Ecuacion 4.5
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En la administracion intravenosa, el céalculo del area del primer
trapecio requiere conocer el valor de Cy, que se obtiene por extrapolacion
hasta el origen, mediante regresion semilogaritmica, de los puntos

experimentales iniciales que definan una recta.

El célculo del AUMC se realiza mediante un proceso similar. Se
calcula el producto de cada par de valores experimentales C - ¢, y el AUC,
definida por C-f hasta el altimo punto experimental, de acuerdo al método
trapezoidal, y por extrapolacion desde el ultimo punto experimental hasta el
infinito. En este caso, el valor de A coincide con el adoptado en el calculo de

AUC.
AUMC = AUMC, + AUMC? Ecuacion 4.6

* *

t -C

*

C

+— Ecuaciéon 4.7
A

AUMC?: =J;Zot-C-dz=

4.7.1.1 Administracidon parenteral

Se ha realizado un anélisis individual de los datos experimentales de
saquinavir de los grupos 1, 2, 3 y 9. Del mismo modo, se ha realizado un
analisis individual de los datos experimentales de ritonavir de los grupos 9 y
11.

Entre los parametros obtenidos se encuentran:

AUC”/D, Cl, 2, t1/22, VdA, Vdee, MRTiv™ , AUC”, Cmax, Cmax/D,
%AUCextr (% AUCextrapolado), %AUCbackextr (%6 AUCextrapolado a

tiempo cero).
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4.7.1.2 Administracion oral

Se ha realizado un anélisis individual de los datos experimentales de
saquinavir de los grupos 4 y 6. Para los grupos 5 y 10, se ha recurrido a un
analisis poblacional de los datos experimentales, mediante la aproximacion

promedio simple de datos.

En el caso de los datos experimentales de ritonavir de los grupos 10
y 12, también se ha recurrido a realizar un tratamiento como promedio

simple de datos.

En el caso del grupo 12 las concentraciones plasmaticas (C,)
obtenidas, se han normalizado para la dosis real administrada a cada rata,

como paso previo al tratamiento por promedio simple de datos.

Entre los parametros obtenidos se encuentran: AUC™/D, CL/F, 2,
t1/22, VAA/F, Cmax, Cmax/D, tmax, MRT”, AUC”, %AUCext.

4.7.1.3 Administracién intraperitoneal

Se ha realizado un anélisis poblacional de los datos experimentales
de saquinavir de los grupos 7 y 8, mediante la aproximacion promedio

simple de datos.

Entre los parametros obtenidos se encuentran: AUC™/D, CL/F, A,
t1/22, VAA/F, Cmax, Cmax/D, tmax, MRT”, AUC”, %AUCext.

4.7.2 Andlisis farmacocinético compartimental

Los pares de valores concentracion plasmatica-tiempo de la

poblacion de estudio se han utilizado para caracterizar el modelo
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farmacoestadistico que describe el comportamiento farmacocinético del
saquinavir y del ritonavir, mediante el modelo no lineal de efectos mixtos a
través de la regresion no lineal por minimos cuadrados extendidos, con
doble precision y estimacion de primer orden (FO), implementada en el
software NONMEM. Este modelo asume que los parametros
farmacocinéticos individuales proceden aleatoriamente de una funcion de
distribucion de probabilidad, cuyos primeros dos momentos estadisticos son
directamente estimados del conjunto de concentraciones plasmaticas
existentes en la muestra de estudio. Adicionalmente, cuando el nimero de
concentraciones plasmaticas por individuo es superior a 1, la regresion por
minimos cuadrados extendidos, implementada en NONMEM, puede estimar
la variabilidad interindividual y la wvariabilidad residual en las
concentraciones plasmaticas del farmaco. Esta variabilidad es debida al
error existente en las dosis administradas, la velocidad de la administracion,
el tiempo de extraccion de las concentraciones plasmadticas, la preparacion
de la muestra, la técnica analitica, e incluso el propio modelo

farmacocinético seleccionado.

Con el objetivo de identificar el modelo que mejor describiera el
comportamiento cinético de los farmacos se ha realizado una busqueda
secuencial y a lo largo de este desarrollo, cuando ha sido necesario realizar
modificaciones a la estructura base del modelo, se ha llevado a cabo un
proceso de retroalimentacion, es decir se ha vuelto a los estadios iniciales

del desarrollo para realizar dichas modificaciones.

En primer lugar, se ha abordado el estudio mediante los modelos

lineales de la farmacocinética clasica, modelados bicompartimental y
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tricompartimental, en los que se consideraban valores iguales o diferentes de
los distintos parametros farmacocinéticos para cada grupo, tratandose por
tanto de un enfoque mdas bien empirico. Mas tarde se ha dotado de
complejidad y se ha modelado atribuyendo procesos no lineales, de manera

que se ha llevado a cabo un andlisis mecanistico.

Del mismo modo, la incorporacion de los datos al modelado se ha
realizado de forma secuencial tal y como se describe a continuacion:
% [Etapa 1: datos de SQV 1V de los grupos (1,2,3,9)
% Etapa 2: datos de SQV IV de los grupos (1,2,3,9) y datos IP de los
grupos (7,8)
+ Etapa 3: datos de SQV IV y datos IP de los grupos (1,2,3,9,7,8) y

L)

datos orales de los grupos (4,5,6)

Etapa 4: datos de SQV 1V e IP , grupos (1,2,3,9,7,8) y datos orales
de los grupos (4,5,6,10)

Etapa 5: datos de RTV 1V de los grupos (9,11) ) y datos orales de

7/
o

K/
L X4

los grupos (10, 12)
Etapa 6: datos de SQV y RTV. Combinacién de modelos.

7/
o

4.7.2.1 Modelo estructural

4.7.2.1.1 Modelado farmacocinético lineal cldsico. Enfoque
empirico.

Se ajustan diferentes modelos farmacocinéticos basados en las
ecuaciones clasicas de los modelos bicompartimental y tricompartimental a
los datos experimentales. Se realiza la busqueda del modelo estructural
partiendo de modelos lineales sencillos a los que se va incorporando libertad

en algunos de sus parametros para algunos grupos, de modo que la diferencia
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en el valor de algin parametro para algiin grupo, da idea de no linealidad. En

esta etapa se han utilizado las subrutinas ADVAN 3, 11y 9 (TOL=5).

En el cuadro 4.8, se muestra la estructura base de los modelos
probados. Esta estructura se conforma de acuerdo a la etapa de

incorporacion de datos para cada farmaco.

Modelo Descripcion Estructura

Igual o distinto valor (' Depot extravasal )

en los parémetros Kol
L. para los distintos v
Bicompartimental grupos: D ) N b
(ADVAN3 09)  CL, K12, K21,Ve v ~/ X —
K01, F 0

Igual o distinto valor
en los parametros

2. para los distintos
Tricompartimental grupos D
(ADVAN 11) CL, K12, K21,Vc, av) ~/ XN\

K13, K31,KO01, F

Cuadro 4.8 Estructura base de los modelos probados en la etapa empirica de construccion del

modelo estructural.

4.7.2.1.2 Modelado farmacocinético lineal y no lineal. Analisis
mecanicista.

Se ajustan las ecuaciones diferenciales de distintos modelos
bicompartimentales y tricompartimentales que incluyen procesos lineales y no
lineales a los datos experimentales. Estos modelos se construyen en base a la
informacion obtenida en el analisis empirico, la etapa anterior y en base a los
grupos incluidos en el analisis. La subrutinas utilizadas en esta etapa han sido

6,8y 9 (TOL=5).
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En primer lugar se ajustan diversos modelos, que combinan distintos
procesos de disposicion, a los datos experimentales obtenidos tras la
administracion intravenosa de saquinavir, este estadio se corresponde con la
etapa 1 de incorporacién de datos. Posteriormente, una vez descritos los
procesos de disposicion, se procede a incluir nuevos datos experimentales
para describir los procesos de incorporaciéon al organismo tras la
administracion extravasal del farmaco, corresponderia a las etapas 2, 3y 4.
A continuacién, se desarrolla un modelo que satisfaga los datos
experimentales de ritonavir, en la etapa 5. Y finalmente, el ultimo paso,
correspondiente a la etapa 6, consiste en la combinacion de ambos modelos

para modelar la interaccion entre los dos farmacos.

A lo largo del desarrollo de los modelos estructurales, cuando se
incorporan los datos de los grupos 9 y 10, se tiene en cuenta la posible
interaccion de los farmacos en el modelo correspondiente, a través de unos
factores empiricos que pueden afectar tanto a las constantes de Michaelis-
Menten de los procesos activos (Km) como a las cantidades méaximas de
farmaco que puede unirse a proteinas plasmaticas (QMA), de modo que se

podria dar un desplazamiento de unién a proteinas plasmaticas.

4.7.2.1.2.1 SAQUINAVIR

En los cuadros 4.9 y 4.10, se muestra la estructura base de algunos
de los modelos probados en el andlisis mecanicista de los procesos del
LADME para el saquinavir. Estos modelos combinan los diferentes
procesos considerados. Asi, en el proceso de eliminacion se ha considerado:
cinética de Michaelis-Menten, cinética de primer orden o ambos, ocurriendo

estos procesos en el compartimento central o en otros compartimentos.
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En la caracterizacion del proceso de distribucion se ha considerado:
unién instantdnea o unién dindmica y saturable a proteinas plasmaticas, asi
como unidn a depdsitos titulares o a elementos formes de la sangre, en este
ultimo caso a través del cociente Rb. Siendo el Rb la relacion entre la
concentracion de farmaco en sangre y la concentracion plasmatica. En los
casos en los que se ha considerado que era distinto de 1, se ha introducido
este parametro en las ecuaciones diferenciales que describian el modelo,
para expresar las concentraciones sanguineas en funcion de las plasmaticas.

Rb = g Ecuacion 4.8

Cp
Por otra parte, cuando se ha tenido en cuenta una union dinamica y
saturable a proteinas plasmaticas, se han aplicado las consideraciones que

se detallan a continuacion.

Se considera que la union del farmaco a las proteinas plasmaticas es

un proceso reversible y se establece el siguiente equilibrio termodinamico:
Ka
M+P<PM
Kd

siendo M, la concentraciéon molar del medicamento, P, la concentracion
molar de proteina disponible para unirse y PM la concentracion molar del
complejo proteina-medicamento. Ka es la constante termodindmica de
afinidad que rige la formacion del complejo (unidades: concentracién molar
' M) y Kd, la constante termodinamica de disociacién del complejo

(unidades: concentracion molar, M).

Por tanto, Ka y Kd pueden definirse:
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a= m Ecuaciéon 4.9
[P]-[M]
! Kd = [P] [M] Ecuacion 4.10

Ka [PM]
Si la unién es instantanea, ese equilibrio se alcanza de forma

infinitesimal, pero si se considera que es dinamica, dependera del tiempo,

tardara un tiempo en alcanzarse el equilibrio, ademas in vivo el equilibrio

estard rompiéndose constantemente, y tratando de reestablecerse, de modo

que el equilibrio se alcanzaria a un tiempo infinito.
Desde un punto de vista cinético, se definen las siguientes constantes:
KB
M+P < PM
KU
En la que K3 es la constante cinética de union cuyas unidades son mM™-h™!
o bien L/mg-h tras pasar las concentraciones molares a mg/L . Y Ky la

., . -1
constante de desunion cuyas unidades son h™.

Por tanto, se puede definir la velocidad de unién y desunién como:

Velunion = [M]-[P]- K, = Cu-(CMA —Cb)-K, Ecuacion 4.11
Veldesunion =[PM]- K, =Cb-K,  Ecuacién 4.12

ambas velocidades estdn expresadas en unidades de concentracion-tiempo
(mg/L-h). En las que CMA es la capacidad maxima de unidon a proteinas
expresada como concentracion, que equivale a todos los lugares de union
disponibles para unirse el farmaco, es decir, los que aun estan libres mas los
unidos, N-([P]+[PM])=(N-:[Ptotal]). Cu es la concentracion de farmaco libre

[M] y Cb, la concentracién de farmaco unido a proteina [PM], ya que se
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considera una estequiometria de unién 1:1. Para incorporar estas
expresiones en las ecuaciones diferenciales del modelo, previamente las
concentraciones molares se transforman en mg/L multiplicando por el peso
molecular (PM) correspondiente del farmaco, ya que estrictamente hablando

el equilibrio termodinamico se refiere a concentraciones molares.

En el equilibrio:

M]-[P]- K, =[PM]-K, Ecuacion 4.13
Ko _ M =Ka Ecuacion 4.14
Ky [M][P]

De este modo, las ecuaciones diferenciales que definirian como
evoluciona la concentracion de farmaco libre y unido a proteinas
plasmaticas en funcion del tiempo para un fdrmaco bicompartimental,
considerando que sdlo se elimina y distribuye lo libre se muestran a
continuacion (ecuaciones que se corresponden a la estructura 3, modelo

IV040, en el cuadro 4.9):

Cp=Cu+Cb Ecuacion 4.15

dCu

F:—K10 Cu-K,,-Cu+K,,-P-K; - (CMA-Cb)-Cu+K,-Cb
Ecuacion 4.16

dCb .,

F:KB -(CMA -Cb)-Cu—-K_ -Cb Ecuacion4.17

c(111::K12 -Cu-K,, -P Ecuacion 4.18

siendo K;; y Kj; son las constantes de transferencia de farmaco del
compartimento central al compartimento periférico y de retorno,

respectivamente. Cp la concentracion plasmatica de farmaco total y P, la
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concentracion de farmaco libre en el compartimento periférico. Cu, Cb y
CMA, la concentracion de farmaco libre, la concentracion de farmaco unido
y la concentracion maxima de firmaco que puede unirse a proteinas,

respectivamente.

Por otra parte, tras incorporar los datos IP y orales, se ha seguido un
procedimiento similar. Asi por ejemplo, en el primer caso se ha considerado
que el proceso de absorcion puede definirse con cinética de orden uno, de
orden cero o que el proceso de disolucion actiia como factor limitativo de la
absorcion. Y en el segundo caso, se ha evaluado la cinética del proceso de
absorcion de orden uno, como proceso unico de incorporacion del farmaco
al organismo o en combinacidon con procesos de secrecion intestinal y
procesos metabolicos intestinales y/o hepaticos saturables. Ademas, en este
ultimo caso, se ha considerado uno o mas compartimentos de transito
intestinal, con procesos de absorcion y secrecion en uno o varios
compartimentos a la vez, asi como una absorcién completa o incompleta del

farmaco.

En este punto, debido a la complejidad de los modelos y con el fin
de obtener una mejor descripcion de los procesos implicados, se
transformaron los modelos mecanicistas en modelos fisiologicos. De este
modo se desarrollan modelos hibridos fisiologicos- farmacocinéticos (P-PK
hibridos), algunos ejemplos se detallan a continuacion en los cuadros 4.9 'y
4.10. Con el fin de observar el efecto de los cambios efectuados a la
estructura base del modelo sobre los procesos ya consensuados, se
desarroll6 un proceso de retroalimentacion, que consistié en retroceder a

estadios anteriores en los que se ajustd estos modelos P-PK hibridos a datos
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intravenosos ¢ intraperitoneales. Algunos ejemplos se muestran en los

cuadros 4.9y 4.10.

Para el desarrollo de los modelos P-PK hibridos se ha recurrido a

las expresiones y relaciones fisiologicas que se detallan a continuacion.

En primer lugar, se definen los flujos sanguineos:

0,=0,+0, Ecuacion 4.19
0,=0,-0l13 Ecuacion 4.20

siendo Qy el flujo hepatico, Qay el flujo arterio-hepatico y Q. el flujo de la
vena porta. Donde se considera que Q. representa el 13% del flujo hepatico
total y Q. el 87%, considerando un flujo hepatico de 1,15 L/h en una rata de

300g (Birnbaum et al. 1994).

Para definir el proceso de eliminacién que ocurre en hepatocito se ha
considerado que en condiciones de un flujo determinado y a concentracion
de farmaco cero, el aclaramiento hepatico Cly, se calcula a partir de la
siguiente expresion:

_ Clih 'Qh

Loy = Ecuacion 4.21
(€l +0,)

siendo Clj, el aclaramiento intrinseco plasmatico del farmaco en

higado a flujo infinito.

En condiciones de un flujo determinado y una concentracion dada de

farmaco la expresion 4.23 define el aclaramiento hepatico aparente Clay:

Vm =Cl,, -Km Ecuacion 4.22
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Cl,, -Km

=" Ecuacion 4.23
(Km+C)

cl,

Finalmente las siguientes expresiones definen la tasa de extraccion

hepética, E;, y la fraccion de farmaco que escapa del higado, Fy:

Cl .
E, =" Ecuacion 4.24
0,
F,=1-E, Ecuacion 4.25

En los casos en los que se han considerado procesos de eliminacion en
el compartimento enterocito, las expresiones que se han definido sufren
alguna modificacién con respecto a las anteriormente expuestas para el
hepatocito. Estas modificaciones se deben a que en algunos modelos se han
considerado dos procesos de extraccidon en enterocito, un primer proceso
debido al metabolismo intestinal y un segundo proceso debido a la secrecion

intestinal.

Por tanto, en condiciones de un flujo determinado y a concentracion
de farmaco cero, se han utilizado las siguientes expresiones para los

procesos de metabolismo y secrecion intestinal, respectivamente:

cl,,. = Cline -0 Ecuacion 4.26
(Clime + Qe + Clise)
Cl = Clise - Q. Ecuacion 4.27

e (Clime + Qe + Clise)

en las que Cline y Clise son el aclaramiento plasmatico intrinseco de
metabolismo y secrecion intestinal del farmaco a flujo infinito,

respectivamente.
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En condiciones de un flujo determinado y una concentracion dada de
farmaco se dispone de las siguientes expresiones que definen el
aclaramiento aparente de los procesos de metabolismo Clane y secrecion

intestinal Clag, respectivamente:

ClOme ’ Kme

ClAme = N
(Km, +C)

Ecuacion 4.28

ClOse ) Kmse

Cl,, = "“~—">2 Ecuacion 4.29
(Km,, +C)

siendo Km, y Kmg, las constantes de Michaelis-Menten de

metabolismo y secrecion en enterocito, respectivamente.

Finalmente las siguientes expresiones definen la tasa de extraccion en
enterocito debido al proceso metabdlico (En.), debido al proceso de
secrecion (Eg) y la fraccion de farmaco que escapa de un proceso y otro,

Fme ¥ Fse, respectivamente:

E, = lane , F,=1-E,, Ecuacion 4.30
Cl _
E, = ﬁ; F,=1-E, Ecuacion 4.31

Por tanto, el proceso de extraccion global en enterocito (Eg) estd

definido por las siguientes expresiones:

Cl,, +Cl

Ame

Q.

E;, = Ecuacion 4.32

F. =1-E, Ecuacion 4.33
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A continuaciéon se muestran a modo de ejemplo las ecuaciones
diferenciales que definen la evolucion temporal de las cantidades de
farmaco en cada compartimento, correspondientes a la estructura 7, modelo
P-PK hibrido 0049, que se muestra en el cuadro 4.10:

dA,
dt
+Q,-C,-F, -Q, -Cu

=K, -Cu(CMA —Cb)-Vc+K, -Cb-Vc+K,, -A, -K,, - A,

Ecuacion 4.34

dA .
dt2 =K, A, -K, A, Ecuacion 4.35
dA .
dt3 =K, -(CMA -Cb)-Cu-Vc—-K_ -Cb- VcEcuacion 4.36
A .
ddt4 =-K, ‘A, -K; A, Ecuacion 4.37
dA .
dts =—K,p As +K, A Ecuacion 4.38
dA .
S =-K,- A, Ecuacion 4.39
dt
dA
dt7 =Q, Cu+Q.-Cy-F, -Q, -C,-F, -Q,-C, -E,, +Kp - A;
Ecuacion 4.40
djtg =K, A, +K;-A,+Q,-C,-E_, Ecuacion 4.4l
dzg =—Q.-Cy - Fy Q. -Co - Eg +Q.-Cu+ Ky -Ay + K - Ag

Ecuacion 4.42
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en las que Aj, Az, Az, A4, As, Ag, A7, As'y Ao, son las cantidades de farmaco
en cada compartimento de los considerados en el modelo. Tal y como se
observa en la figura, el compartimento 1 corresponderia al compartimento
central donde el farmaco se encuentra libre (Cu) y a su vez, se encuentra
unido a proteinas plasmaticas (Cb) mediante un equilibrio dindmico
(corresponderia al compartimento 3). El farmaco se distribuye por una parte
a un compartimento periférico (2) que engloba diversos 6rganos y tejidos y
por otra parte, se distribuye a través de la circulacion esplacnica. De modo
que el farmaco llega al higado (compartimento 7, con una concentracion Cy)
desde el compartimento central por el flujo arterio-hepatico, Qah (13% del
flujo hepatico total) y a través de la vena porta con un flujo Qe (87% del
flujo hepatico total) desde el compartimento enterocito. El farmaco se
distribuye desde el compartimento central al compartimento intestinal
(compartimento 9, con una concentracion Cy) a través de las arterias
mesentéricas con un flujo que se ha considerado igual a Qe. En éste tltimo
caso, ademas el flujo de las arterias mesentéricas recogeria el farmaco
administrado por via oral, en el caso de los grupos 4, 5, 6 y 10,
representando asi el efecto de primer paso. Por ultimo, el farmaco llega al
compartimento central desde el higado a través de las venas hepaticas, con

un flujo Qh.

En el hepatocito sufre un proceso de extraccion debido al
metabolismo hepatico, y en enterocito, un proceso de secrecion intestinal y
de metabolismo intestinal, todos ellos representados por su correspondiente
tasa de extraccion. Se han considerado dos compartimentos de transito
intestinal, en este caso ambos con la misma constante de absorcion de

primer orden, y una absorcion completa del farmaco. Por otra parte, los
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compartimentos 6 y 5 se refieren a la descripcion de la absorcion

intraperitoneal, que considera que parte del farmaco tras la administracion

IP precipita (6) y parte se encuentra disuelto (5), el farmaco en forma

disuelta es el que se absorbe y alcanza en primer lugar el higado.

Modelos saquinavir

, Descripcion Estructura
DISPOSICION
Bicompartimental (BC)
1 con cinética de b 1 o LR,
eliminacion de av) \/\[ Pl ' ]
V013 (ADVAN 9) Michaelis-Menten J K2 |

2
IVO17(ADVAN 9)

3
IV040 (ADVAN 9)

4
V041 (ADVAN 9)

(MM)

BC con cinética de
eliminacién combinada
de primer orden y de
MM.

Unio6n dindmica y
saturable a proteinas
plasmaticas y
eliminacién con
cinética de primer
orden

Unién dindmica y
saturable a proteinas
plasmaticas y
eliminacién con
cinética de MM

Vm,Km l

D 1 C
) \/\[

N

K12

A

K21

p
—p 2 P,]

Vm,Km l
K10
(Cb,CMA) 3

e

ONGAN

Cu

K10

(Cb,CMA) 3
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5
V027 (ADVAN 9)

6
V038 (ADVAN 9)

7
V048 (ADVAN 9)

8
IV054 (ADVAN 9)

Tricompartimental
(TC) con cinética de
eliminacién de MM

TC con cinética de
eliminacién de MM
desde un
compartimento
periférico (P,).
Emulando un proceso
de efflux desde el
hepatocito

TC con unién dindmica
y saturable a proteinas
plasmaticas y cinética
de eliminacion de MM
desde el compartimento
central

(Retroalimentacién)
(P-PK hibrido)
Unioén dindmica y
saturable a proteinas
plasmaticas y cinética
de eliminacion de MM
desde un
compartimento que
emula que es el higado

K12

D 1 c
av) ~ XN\

Vm,Km

A

K21

Vm,Km

K12

A

K21

4 P,

(Cb,CMA) 3
D
av) KU | [kB
—p 2
1
Cu
Vm,Km
7
Higado Qh*CT*Eh
(Km, Vm)
F*Qh*C7 TCu*Qh
b (Cb,CMA) 3

[l Loy

1

Py

P

Py

Py
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9
IV060 (ADVAN 9)

(Retroalimentacion)
(P-PK hibrido)
Unidn dindmica y
saturable a proteinas
plasmaticas y cinética
de eliminacién de MM
desde el enterocito,
siendo la eliminacion
desde higado
despreciable

Qe*C9*Eme
(Km, Vme)

9
Enterocito
Qh*C7*Eh
(Km, Vm=0)
Fe*Qe*C9

Fh*Qh*C7
\4
(Cb,CMA) 3
KU KB
D —p 2 Py
Iv) 1
\/\ Cu

Cuadro 4.9 Algunas de las estructuras base ensayadas en el analisis mecanicista de los

procesos de disposicion, con los datos correspondientes a la etapa 1.

Modelos saquinavir

, Descripcion Estructura
ABSORCION
Depot
(Extravasal)
1 Absorcion con cinética (Cb.CMA)3
IP016 (ADVAN 9) de primer orden KUl IKB 2o, P,
1 <K21
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2
IP017 (ADVAN 9)

3
IPO18 (ADVAN 9)

Absorcion con cinética
de orden cero

Disolucién como factor
limitativo de la
absorcion junto con
cinética de eliminacion
de MM en el
compartimento central
y unién a proteinas
plasmaticas

Frac

Depot
(disuelto)

(Cb,CMA)3

Depot
(Extravasal)

K12

A

TUlTKB

Cu

K21

Dosis
extravasal

(Cb,CMA)3

A

\ 4

K12
KUl KB
K21

I Cu

Py

Py
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4
IP052 (ADVAN 9)

5
0030 (ADVAN 9)

(Retroalimentacion)
(P-PK hibrido)
Disolucion como factor
limitativo de la
absorcion IP junto con
cinética de eliminacion
de MM en higado e
intestino (considera el
metabolismo de primer
paso hepatico e
intestinal) y union a
proteinas plasmaticas

Considera dos
compartimentos de
transito intestinal con
cinética de absorcion
de primer orden junto
con un proceso de
secrecion intestinal
desde un
compartimento que
representa un espacio
hepato-portal (7) a la
vez que un proceso de
cinética de eliminacion

de MM desde este
mismo compartimento.
Ademas considera la
disolucién como factor
limitativo de la
absorcion IP y union a
proteinas plasmaticas

Frac

6 Solido
(Cb,CMA) 3
K12
KU l KB > 2
5 Depot 1 < K21
(disuelto) Cu
J
Qh*C7*Fh
~\
7 Qh*C7*Eh
Hepatocito (Km, Vm)
—>
T Qe*C9*Fe
Qe*C9*Eme
(Km, Vme) 9
<«4——| Enterocito Qe*Cu

Frac

(Cb,CMA)3
K12
KUl KB » 2
d
Efipotlt ) 1 K21
suelto Cu
K17 K71
v
7 Km, Vm
Hepatocito,
enterocito ’
](01A KO1 Kms, Vms
D (oral) 4 KT 8
Lumen(1) Lumen(2)

Py

Py
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6
0037 (ADVAN 9)

Se diferencia el
compartimento
hepatocito y enterocito,
se considera una
cinética de eliminacion
de MM desde el
hepatocito y un proceso
de secrecion intestinal
desde el compartimento
enterocito a uno de los
dos compartimentos de
transito intestinal.

A nivel de absorcion IP
y unidn a proteinas
plasmaticas tiene en
cuenta las mismas
consideraciones que en
casos anteriores

Depot
(disuelto)

D (oral)

Frac

(Cb,CMA)
K12
KU | |kB » 2
<
1 K21
Cu
J
K17 K71
N
7 . Km, Vm
Hepatocito
—>
T K97
9
Enterocito
A
K01 KO1 Kms, Vms
4 KT 8
Lumen(1) Lumen(2)

Py
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51

7
0049 (ADVAN 9)

(P-PK hibrido)
(Tras
retroalimentacion)
Se recurre a
expresiones fisiologicas
para describir este
modelo, que considera
cinéticas de
eliminacion de MM a
nivel hepatico e
intestinal, junto con un
proceso de secrecion
intestinal desde
enterocito a lumen y
una cinética de
absorcion de orden uno
desde dos
compartimentos de
transito intestinal.

A nivel de absorcion IP
y unidn a proteinas
plasmaticas tiene en
cuenta las mismas
consideraciones que en
casos anteriores

5 Depot
(disuelto)

6 Solido

Frac

(Cb,CMA) 3

K12

A 4
o

A

lKUl IKB

Cu

K21

Py

Y,
Qh*C7*Fh

Hepatocito

T Qe*C9*Fg

Qe*C9*Eme
(Km, Vme) 9
<«4——| Enterocito

D (oral)

)

<
7 Qh*C7*Eh
(Km,
—>

Vm)

Qe*Cu

J”

koi® ko1 | QercorEse

4 KT 8

Lumen(1)

Lumen(2)

(Kmse, Vmse)

Cuadro 4.10 Algunas de las estructuras base ensayadas en el andlisis mecanicista de los

procesos de incorporacién al organismo, correspondientes a las etapas 2, 3y 4.

472122 RITONAVIR

En el cuadro 4.11 se muestra la estructura base de algunos de los

modelos probados en el andlisis mecanicista de los procesos del LADME

para el ritonavir. En este caso al analizarse todos los datos experimentales

disponibles de ritonavir a la vez,

se han considerado diferentes

combinaciones de todos los procesos del LADME desde un primer

momento, comenzando con modelos sencillos a los que se les ha ido

otorgando cierto grado de complejidad.
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Como posibles procesos de eliminacion se ha considerado: cinética
de Michaelis-Menten o de primer orden, ocurriendo en el compartimento

central o en otros compartimentos.

En el proceso de distribucion se ha considerado: union instantdnea o
union dindmica y saturable a proteinas plasmaticas, aplicando las mismas
consideraciones que en el caso del saquinavir, epigrafe 4.7.2.1.2.1,

ecuaciones 4.9 a 4.18.

Para evaluar la cinética de incorporacion del farmaco al organismo
se ha considerado: un proceso de absorcion de orden uno, asi como una
cinética de orden cero que actiia como factor limitativo de la absorcion.
Como en el caso del saquinavir, en algunos modelos se han considerado
procesos de secrecion intestinal y procesos metabolicos intestinales y/o
hepaticos saturables. Y se han tenido en cuenta uno o mas compartimentos
de transito intestinal, con procesos de absorcidon y secrecidon en uno o varios
compartimentos a la vez, asi como una absorcién completa o incompleta del

farmaco.

Del mismo modo que en el caso del saquinavir, los modelos
mecanicistas se han transformado en P-PK hibridos, en este caso el objetivo
es, ademas de obtener una explicacion fisiologica del LADME, obtener un
modelo compatible con el del saquinavir, para modelar satisfactoriamente la

interaccion entre ambos farmacos.

Al construir el modelo estructural del ritonavir, se ha llegado a
probar modelos tan complejos como en el caso del saquinavir, del tipo 0049

que se muestra en el cuadro 4.10, que consideraba compartimentos como el
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hepatocito y enterocito. Pero finalmente se ha optado por simplificar al
maximo el modelo dado que de este farmaco se disponia de menor
informacion en cuanto a datos experimentales, para poder discernir bien
entre unos procesos y otros en los distintos compartimentos. Asi, se han
construido modelos P-PK hibridos mas sencillos que no consideran los
compartimentos hepatocito y enterocito. Al igual que antes se hace uso de
expresiones fisiologicas, de aclaramientos, flujos y volumenes, como las

que se especifican a continuacion.

En primer lugar, se definen los flujos sanguineos de igual modo que
para el saquinavir:

Qh = Qah + Qe ECuaClén 4.43
0.,=0,-0l13 Ecuacion 4.44

En los modelos que deslindan el compartimento enterocito y
hepatocito se consideran las mismas expresiones fisioldgicas ya descritas en
el epigrafe anterior para el saquinavir. Mientras que en los modelos que no
consideran estos dos compartimentos, sino que consideran un
compartimento central y periférico, ddndose el proceso de eliminacion en el
compartimento central, se define un aclaramiento Cl; para un flujo
determinado y una concentracion de farmaco cero, que se calcula a partir de

la siguiente expresion:

Cli 'Qh

Cl, = Ecuacion 4.45
(Cl; +Q,)

en la que Cl; es el aclaramiento intrinseco plasmatico del farmaco a flujo

infinito y Qy, el flujo hepatico.



154 -Estudio farmacocinético poblacional de antirretrovirales en rata

En este caso como ya se ha advertido anteriromente, no se deslindan
los compartimentos enterocito ni hepatocito del central, a pesar de ello se
puede reflejar el efecto de primer paso que afectaria al farmaco antes de
alcanzar el compartimento central, de modo que el farmaco entra desde el
lumen a una velocidad de absorcion corregida por la fraccion de farmaco
que escapa del proceso de eliminacion (F). A continuacion, se muestra una

representacion grafica de este supuesto:

LUMEN (4) KA >\ , Periférico (2)
KI2

Cu (1)

A 4

»
Ll
«—
K21

Eliminacion: Cu*E*Qh

Antes de alcanzar el compartimento central habra sufrido un
proceso de eliminacion previo por el enterocito y hepatocito, es
decir un proceso de primer paso. Aunque no se han considerado
dichos compartimentos, se intenta reflejar a través de las
concentraciones.

La F implica el efecto de primer paso. De modo que lo que se
absorbe y llega al compartimento central es:

VABA41*F= KA*A4*F

Figura 4.1. Representacion grafica de un modelo bicompartimental con absorcién de orden uno
desde el lumen y procesos de unién a proteinas plasmaticas y de eliminacién desde el compartimento
central (1). Donde Cb es la concentracién de farmaco unida a proteinas plasmaticas (en compartimento
3) y Cu la concentracion de farmaco libre. VAB41, la velocidad de absorcion, Ka la constante de
absorcién de orden uno, E, la tasa de extraccion y F la fraccion de farmaco que escapa del proceso de

eliminacién.

Previamente se define una concentracion Cre, a la que entra el
farmaco desde el lumen hacia el compartimento central antes de sufrir el

efecto de primer paso.
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Ka*A,
Qe

Cre = Ecuacion 4.46

siendo Ka la constante de velocidad de absorcion, A4 la cantidad de farmaco
en lumen y Q., el flujo de las arterias mesentéricas que recoge el farmaco

que se absorbe.

En condiciones de un flujo determinado y una concentracion dada de
farmaco la siguiente expresion define el aclaramiento aparente:

Vm =Cl; -Km Ecuacion 4.47

Cl, -Km

= Ecuacion 4.48
(Km+ Cu + Cre)

cl,

Finalmente las siguientes expresiones definen la tasa de extraccion, E,

y la fraccion de farmaco que escapa del proceso de eliminacion, F:

E = Cly Ecuacion 4.49
Q,
F=1-E Ecuacion 4.50

A continuaciéon se muestran a modo de ejemplo las ecuaciones
diferenciales correspondientes a la estructura 5 de ritonavir, modelo P-PK
hibrido RO068, que se muestra en el cuadro 4.11:

dA,
dt
+K, A, -F-Q, -Cu-E

=K, -Cu(CMA —Cb)-Vc+K, -Cb-Vc+K,, -A, -K,, - A,

Ecuacion 4.51

dA,

i K, A -K, A, Ecuacion 4.52
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dA
3 =K, - (CMA -Cb)-Cu-Vc-K, -Cb- V¢ Ecuacion 4.53
A
ddt4 =-K, A, Ecuacion 4.54

en las que Aj, Ay, As; y A4 son las cantidades de farmaco en cada
compartimento de los considerados por el modelo. Tal y como se observa en
la figura, el compartimento 1 corresponderia al compartimento central
donde el farmaco se encuentra libre (Cu) y a su vez unido (Cb) a proteinas
plasmaticas mediante un equilibrio dinamico (corresponderia al
compartimento 3). El farmaco se distribuye a un compartimento periférico
(2) y sufre un proceso de extraccion desde el compartimento central,
representado por la tasa de extraccion (definida por las ecuaciones 4.46-

4.49).

A continuaciéon, en el cuadro 4.11 se muestra algunas de las
estructuras desarrolladas para dar explicacién a los procesos del LADME

del ritonavir.

Modelos ritonavir

RO021 (ADVAN 9)

Descripcion Estructura
LADME
Depot
(Extravasal)
Absorcion con cinética
de primer orden, unioén
1 dinamica a proteinas (Cb.CMA)

plasmaticas y
eliminacion con
cinética de primer
orden.

A\ 4
¥

K12
KU | |kB P,
d

1 K21

Cu
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2
RO024 (ADVAN 9)

3
RO027 (ADVAN 9)

4
RO043 (ADVAN 9)

Absorcidn con cinética
de primer orden, unién
dinamica a proteinas
plasmaticas y
eliminacion con
cinética de MM.

Cinética de orden cero
que actua como factor
limitativo de la
absorcion (donde se
itera la velocidad a la
que entra el fAirmaco).
Cinética de eliminacion
de MM desde central y
union a proteinas
plasmaticas

Cinética de orden cero
que actia como factor
limitativo de la
absorcion (donde se
itera la duracion (D) de
la entrada de farmaco a
velocidad constante,
siendo distinta para
cada grupo oral.
Cinética de eliminacion
de MM desde central y
unidn a proteinas
plasmaticas

extravasal

Lumen

extravasal

Dai2

Lumen

Depot
(Extravasal)

(Cb,CMA)3

KUl IKB

1

K12

A 4
¥

A

K21
Cu

(Cb,CMA)3

KUl TKB

K12

A

K21

(Cb,CMA)3

KUl TKB

K12
»

A

K21

\ 4
¥

Py

Py

Py
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5
RO068 (ADVAN 9)

6
RO080 (ADVAN 9)

(P-PK hibrido)
Cinética de orden cero
que actua como factor

limitativo de la

absorcion (donde se
itera la duracion (D) de
la entrada de farmaco a
velocidad constante,
siendo distinta para
cada grupo oral.
Cinética de eliminacion
de MM desde central
editado con
expresiones fisiologicas
y unidn a proteinas
plasmaticas

(P-PK hibrido)
Considera cinéticas de
eliminacion de MM a

nivel hepatico e

intestinal y una cinética
de absorcion de orden
uno, desde un
compartimento de
transito intestinal,
limitada por una
cinética de orden cero
(en la que se itera la
duracion de la entrada
de farmaco, siendo
distinta para los dos
grupos orales).
Ademas considera una
unién dinamica y
saturable a proteinas
plasmaticas.

Dosis
extravasal

DGIZ

(Cb,CMA) 3

K12
KUl IKB
K21

1

A

Lumen (4)

Cu

Qh*Cur*E
(Vmr, Kmr)

(Cb,CMA) 3

“|I"

Cu

K12

A

K21

A 4
™

A 4
&}

J
Qh*C7*Fh

Qah*Cu

[ | Qh*C7*Eh
Hepatocito (Km, Vm)
—>

T Qe*C9*Fy

Qe*C9*Eme
(Km, Vme) 9

4—

Qe*Cu

~————

Dosis
extravasal

Py
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(Cb,CMA) 3
K12
2 P, |€— KUl IKB
»
K21 |
Cu
(P-PK hibrido) L )
Situacion similar al
. ; h*C h*C7*Fh
caso anterior, pero aqui Qah*Cu Q
se afiade un proceso de 5 \oh*C7+ER
secrecion intestinal Hepatocito |(Km, Vm)
7 desde el enterocito a »
ROO085 (ADVAN 9) uno de los dos
. 3k, *
compartimentos de Qe*Co*Fy
transito intestinal Qe*C9*Eme
id d (Km, Vme) 9
considerados. <«——| Enterocito Qe*Cu
K01 KO1 QC*C9*ESC
(Kmse, Vmse)
P
4 KT 8
Dosis >
extravasal » Lumen(l) Lumen(2)

Cuadro 4.11 Algunas de las estructuras base ensayadas en el andlisis mecanicista de los

procesos del LADME, correspondientes a la etapa 5.

4.7.2.1.2.3 INTERACCION SAQUINAVIR-RITONAVIR

La etapa 6 consiste en el andlisis conjunto de todos los datos
disponibles de saquinavir y ritonavir, modelando la interaccidén entre ambos
farmacos. En la construccion del modelo de interaccion se parte de la
informacion obtenida en todas las etapas previas, partiendo por tanto de los

modelos alcanzados para los farmacos anteriores.

Estudiando los modelos desarrollados hasta el momento, se observa
que estos farmacos pueden interaccionar a través de varios procesos. En
primer lugar podria darse un desplazamiento en la uniéon a proteinas

plasmaticas, por otra parte podria esperase competencia por los enzimas
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metabolicos e incluso por los transportadores de secrecion intestinal. Por
ello se desarrollan diversos modelos de interaccion basados en los modelos

de eleccion para cada farmaco.
« Unidn a proteinas plasmaticas:

En primer lugar se ha considerado que ambos farmacos se unen a las
misma proteina plasmatica, tal y como indica la bibliografia, ya que ambos
se unen a la albumina y a la a;-glicoproteina acida, siendo mayor su
afinidad por esta ultima. En el modelo se ha reflejado esta posible
interaccion, de modo que la maxima cantidad de fArmaco que puede unirse a
proteinas plasmaticas (QMA) en mmoles, es la misma para los dos
farmacos. De este modo puede producirse un desplazamiento de la union

entre los farmacos.

En este caso se define e itera QMA, siendo la misma para ambos
farmacos. Para cada farmaco se define en el modelo una cantidad unida a
proteina en mmoles (MB para el saquinavir y MRB para el ritonavir). A
continuacion, se define una capacidad disponible de unidon a proteina en
mmoles, que es la misma para ambos fAirmacos:

QM = QMA - MB - MRB Ecuacion 4.55

Posteriormente para cada farmaco se expresa esta QM en
concentracion, CMS y CMR, para saquinavir y ritonavir, respectivamente.
Concentraciones que se obtienen multiplicando por el peso molecular y
dividiendo por el correspondiente volumen (se ha considerado el volumen

central de cada farmaco).
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Por tanto, podemos definir la velocidad de unién y desunion para el

saquinavir y ritonavir expresado en mg/h como:

Veluniong,, =Cu-CMS-K; - Ves Ecuacion 4.56

Veldesuniong,, =Cb-K - Vcs Ecuacion 4.57

Velunion,,, =Cu, -CMR -K, - Ver  Ecuacion 4.58

Veldesunion ., =Cb_ K - Ver Ecuacion 4.59

en las que Ky, Kg y Kyr, Kgr son las constantes de desunién y unién a
proteinas plasmatica para el saquinavir y ritonavir, respectivamente. Cb, Cu
y Cb,, Cu,, la concentracion plasmatica unida a proteina y libre, para el
saquinavir y ritonavir, respectivamente. Vcs y Ver, los volimenes de
distribucion en el compartimento central para el saquinavir y ritonavir,

respectivamente.

En algunos modelos se ha considerado que ademas de la union de
ambos farmacos a la misma proteina plasmatica, el saquinavir se une a una
segunda proteina plasmatica. La unién a esa segunda proteina plasmatica
esta definida por parametros distintos de Ky, K, y QMA,, y se expresa de
igual forma que cuando se modela cada farmaco por separado, tal y como se

muestra en el epigrafe 4.7.2.1.2.1.

o Competencia por enzimas metabolicos o transportadores de

secrecion intestinal:

En la construccion de los modelos para saquinavir y ritonavir, como
se ha especificado en epigrafes anteriores, se ha tenido en cuenta la posible

interaccion de los farmacos a nivel enzimatico, cuando se incorporaban los
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datos correspondientes a los grupos 9 y 10, esa interaccion se refleja a través
de unos factores empiricos que pueden afectar a las Km del farmaco, es
decir pueden hacer variar la afinidad del farmaco por dicho enzima. El uso
de dichos factores implica que la Km del fArmaco se encuentra modificada
de manera constante por ese factor, cuando realmente si se produce una
competencia por la union al enzima, la Km esta modificada en funcion de la
concentracion del segundo fdrmaco. Esta es la consideracion que se ha
realizado cuando se ha modelado la interaccion de los farmacos a nivel

enzimatico.

Tal y como se ha definido anteriormente, en condiciones de un flujo
determinado y a concentracion de fdrmaco cero, el aclaramiento Cly, bien
sea hepatico o intestinal, por metabolismo o secrecion, se calcula a partir de
la siguiente expresion:

Cli -Q

Cly=——— Ecuacion 4.60
(€ +Q)

en la que CI; es el aclaramiento intrinseco plasmatico del farmaco en a flujo

infinito y Q, el flujo correspondiente para el proceso que proceda.

En condiciones de un flujo determinado y una concentracion dada de
farmaco la siguiente expresion define el aclaramiento aparente:

Vm =Cl; -Km Ecuacion 4.61

Cl, -Km

Cl,=—"——
(Kmap +C)

Ecuacion 4.62
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Es en esta expresion donde se refleja la interaccion de ambos
farmacos, ya que Kmap, es la constante de Michaelis-Menten aparente del

farmaco que se define como:

F2

Kmap = Km- [1 - CFZ] Ecuacion 4.63

en la que Cp; es la concentracion del segundo farmaco en el compartimento
donde tiene lugar el proceso de Michaelis-Menten, y Kmg,, la constante de

Michaelis-Menten de éste segundo farmaco.

Finalmente las siguientes expresiones definen la tasa de extraccion

hepatica, E, y la fraccion de farmaco que escapa del proceso de extraccion,

E = Ecuacion 4.64

F =1-E Ecuacion 4.65

En algunos modelos de interaccion se ha considerado, ademas, que
la velocidad méaxima a la que la enzima metaboliza a los dos farmacos es la
misma, para incorporarlo en el modelo se ha considerado que Vmi es la
velocidad maxima intrinseca a la que trabaja la enzima metabodlica
(mmoles/h):

Vmis = Vmi - PMs Ecuacion 4.66

Vmir = Vmi - PMr Ecuacion 4.67
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Vmis y Vmir son la velocidad maxima expresada en mg/h de cada farmaco,

siendo PMs y PMr el peso molecular de saquinavir y ritonavir,

respectivamente.
Cl, = Vmis/Km Ecuacion 4.68
Cl, = Vmir/Km Ecuacion 4.69
Cl., .-
Cl, =— & Q Ecuacion 4.70

(Cli(s/r) + Q )

Cli y Clis, son el aclaramiento plasmatico intrinseco para ritonavir y

saquinavir, respectivamente. A partir de la ecuacion 4.70, se utilizan las

mismas expresiones descritas anteriormente hasta llegar a la descripcion de

la tasa de extraccion y la fraccion de farmaco que escapa del proceso de

extraccion, ecuaciones 4.61-4.65.

En el cuadro 4.12 se muestra la estructura de dos de los modelos de

interaccion considerados.

Modelos interaccion

LADME

Descripcion y Estructura

1
SR059 (ADVAN 9)

(P-PK hibrido)
Ritonavir:
Cinética de orden cero que actua como factor limitativo de la absorcion (donde
se itera la duracion (D) de la entrada de farmaco a velocidad constante, siendo
distinta para cada grupo oral). Cinética de eliminacion de Michaelis-Menten
(MM) desde el compartimento central, editado con expresiones fisiologicas y
union a proteinas plasmaticas.
Saquinavir:
Cinéticas de eliminacion de MM a nivel hepatico e intestinal, junto con un
proceso de secrecion intestinal desde enterocito a lumen y una cinética de
absorcion de orden uno desde dos compartimentos de transito intestinal.
Disolucion como factor limitativo de la absorcion IP y union dindmica y
saturable a dos proteinas plasmaticas.
Interaccion:
- Desplazamiento por unién a proteinas plasmaticas: misma QMA para ambos
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farmacos en la union una de las proteinas plasmaticas.

- Competencia por la enzima encargada del metabolismo:

En primer lugar, la Km del saquinavir esta afectada por la Kmr del ritonavir a
nivel intestinal y hepatico, asi como por la concentracion libre de ritonavir Cur
y la concentracion Cre de ritonavir (definida en el epigrafe anterior).

Mientras que la Kmr del ritonavir puede verse afectada por la Km del
saquinavir y la concentracion de saquinavir en hepatocito (otros modelos han
considerado la concentracion de enterocito).

Dosis SQV (IP)

1-Frac

(Co.QMA) )
a 1k K12

2 P
KUN\KB KU 2
K21

J

6 Sélido
KD

5 Depot
(disuelto)

Ritonavir

Dosis RTV
extravasal

Qe*Cu

Enterocito

......... Qe*C9*Ese
P (Kmse, Vmse)
KT 8
Lumen(1) Lumen(2)
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2
SR055 (ADVAN 9)

(P-PK hibrido)
Ritonavir:
Cinética de orden cero que actia como factor limitativo de la absorcion (donde
se itera la duracién (D) de la entrada de farmaco a velocidad constante, siendo
distinta para cada grupo oral). Cinética de eliminacion de MM desde
compartimento hepatocito y enterocito, editado con expresiones fisioldgicas y
union dinamica y saturable a proteinas plasmaticas.
Saquinavir:
Cinéticas de eliminacion de MM a nivel hepatico e intestinal, junto con un
proceso de secrecion intestinal desde enterocito a lumen y una cinética de
absorcion de orden uno desde dos compartimentos de transito intestinal.
Disolucion como factor limitativo de la absorcion IP y union dindmica y

saturable a proteinas plasmaticas.

Interaccion:

- Desplazamiento por unién a proteinas plasmaticas: misma QMA para ambos
farmacos.

- Competencia por la enzima encargada del metabolismo:

En primer lugar, en el hepatocito la Km del saquinavir se ve afectada por la
Kmr del ritonavir, asi como por la concentracion de ritonavir en este
compartimento (C;3) y lo mismo ocurre en enterocito, siendo la concentracion
de ritonavir de este compartimento la que afecta en este caso (Cy4).

Las mismas consideraciones se tienen en cuenta para el ritonavir.
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Ritonavir

*C14*Eme
(e

Dosis RTV
extravasal

(Cbr, QMA) 12

K10-11
KUR KBR » 11 Py
<+
10 KI11-10
Cur

6 Solido

5 Depot
(disuelto)

Frac

Dosis SQV (IP)

1-Frac

(Cb,QMA)
3

K12
< Py
KU | |KB

K21

A

Qe*C9*Ese
(Kmse, Vmse)

8

Lumen(2)

Cuadro 4.12 Algunos de los modelos de interaccion ensayados en el analisis mecanicista de

los procesos del LADME, correspondientes a la etapa 6.

A continuacion se muestran, a modo de ejemplo, las ecuaciones

diferenciales correspondientes a la estructura 1, modelo P-PK hibrido

SR059, que se muestra en el cuadro 4.12.
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Saquinavir:

dA,
dt
+Q,:C,-F, -Q, -Cu-K,, -Cu-(CMA, -Cb,,,) 670,86 - Vcs
+K,, -Cb, - Vcs

=—K;-Cu-CMS-Ves+K, -Cb-Ves+K,, A, =K, - A,

Ecuacion 4.72

dA,

el K, A -K, A, Ecuacion 4.73
dA )
dt3 =K; -CMS-Cu-Ves—-K_ -Cb-Ves Ecuacion 4.74
A )
ddt4 =-K, A, -K,-A, Ecuacién 4.75
dA .,
dtS =—K,p A +K, A, Ecuacion 4.76
dA )
6 _ K, A, Ecuacion 4.77
dt
dA
dt7 =Qah 'Cu+Qe 'C9 'FE _Qh 'C7 'Fh _Qh 'C7 'Eh +KA1P 'As
Ecuaciéon 4.78
dig =K, A, +K,-A,+Q,-C,-E_, Ecuacién4.79
ddAtg :_Qe 'C9 'FE _Qe 'C9 'EE +Qe 'Cu+K01 'A4 +K01 'Ax
Ecuacion 4.80
dA,,

. K;, - (CMA, -Cb,,,)-Cu-670,86-Ves—K , -Cb, - Vcs
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(PMs=670,86; CMA, y Cby, en mmol/L) Ecuacion 4.81

en las que Ai, Az, A3,A4, As, Ag, A7, As. A9 y Ajs, son las cantidades de
farmaco en cada compartimento de los considerados en el modelo. Tal y
como se observa en la figura del cuadro 4.12, el compartimento 1
corresponderia al compartimento central donde el farmaco se encuentra libre
(Cu) y a su vez unido a proteinas plasmaticas (Cb y Cb,) mediante dos

equilibrios dindmicos (corresponderia a los compartimentos 3 y 14).

Los procesos de distribucion a través de los flujos asi como los
procesos de extraccion son los mismos que se han descrito para el
saquinavir en el epigrafe 4.7.2.1.2.1 cuando se describian las ecuaciones
diferenciales del modelo 0049.

Ritonavir:
dAy,

dt
+K, ‘A, F, —Q, -Cur-E,

ar

=-Kgp -Cur-CMR - Ver + K -Cbr-Ver+ K, oA, =Ko Ay

Ecuacion 4.82

dA

e Ko Ay =Ko Ay Ecuacion 4.83

dA .

—2 =K *CMR - Cur- Ver — K, - Cbr - Ver Ecuacion 4.84
dt

dA

—B=—K, A, Ecuacion 4.85
dt

en las que Ajo, Ai1, A2 y A3, son las cantidades de farmaco en cada
compartimento de los considerados por el modelo. Tal y como se observa en

la figura del cuadro 4.12, el compartimento 10 corresponderia al
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compartimento central donde el farmaco se encuentra libre (Cur) y a su vez
unido a proteinas plasmaticas (Cbr) mediante un equilibrio dindmico
(corresponderia al compartimento 12). El farmaco se distribuye a un
compartimento periférico (11) y sufre un proceso de extraccion desde el

compartimento central, representado por la tasa de extraccion (Eg).

En cuanto a la interaccion, el modelo considera que ambos farmacos
interaccionan a nivel enzimatico en los procesos metabdlicos hepatico e
intestinal, mientras que el proceso de secrecion de saquinavir no se ve
afectado por la presencia de ritonavir. Por otra parte, considera un posible
desplazamiento de la unidn a una de las proteinas plasmaticas tal y como se

ha expresado previamente en este mismo epigrafe.

Kar*A,

Siendo que la concentracion de ritonavir Cre es: Cre = 9
e

Para el saquinavir se definen los siguientes aclaramientos aparentes:

- (Cur + Cre)j
Kmr

Kmsap = Km [ Ecuacion 4.86

Cl,, -Km

h=—————————— Ecuacion 4.87
(Kmsap+C,)

Cl,

Cl,,. - Km

A = ————— Ecuacion 4.88
(Kmsap +C,)

Cl

Cl,,. - Kmse

Cl,,=—/7"7"—— Ecuacion 4.89
- (Kmse+C,)
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Mientras que para el ritonavir se ha definido el siguiente

aclaramiento aparente:

Kmrap = Kmr - (1 + C7j Ecuacion 4.90
Km
1, -Km
cl cl, - Kmr Ecuacion 4.91

AT (Kmrap + Cur + Cre)

4.7.2.2 Modelo de variabilidad inter-individual

La variabilidad inter-individual se ha modelado mediante modelos

exponenciales.
Pi = Ppop exp(nl.) Ecuacion 4.92

siendo 77 un efecto aleatorio que pone de manifiesto la diferencia entre el
parametro individual, Pi, y el valor tipico de la poblacion, Ppop. La matriz
de varianza-covarianza interindividual se ha modelado como diagonal,
asumiendo que no existe covarianza entre los efectos aleatorios 7.
También, se ha tenido en cuenta la posibilidad de una correlacion entre estos

efectos aleatorios, por lo que se ha implementado en algunos casos.

4.7.2.3 Modelo de variabilidad residual

La variabilidad residual inicialmente se ha modelado siguiendo un
modelo de error exponencial tal y como describe la ecuacion 4.24. Pero
finalmente se ha utilizado un modelo de error exponencial-aditivo, ecuacion

4.25.
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Cp; =Cp; expeg; Ecuacion 4.93

Cp; =Cp; expe; + &y Ecuacion 4.94

. .y . . . .« . . *
siendo Cp; la concentracion experimental i en el individuo j; Cp; la
concentracion estimada i en el individuo j y &; el error residual aleatorio
intraindividual que afecta a Cpjj, que se asume presenta una distribucion

normal de media cero y varianza o,’ [ei7= N(O, o).

4.7.3 Determinacion de la biodisponibilidad

El calculo de la biodisponibilidad oral absoluta, de saquinavir y
ritonavir, se ha realizado en primer lugar a partir del AUC no

compartimental.

Se calcula el cociente entre el valor del AUC, corregido para la dosis,
obtenido por el método de suma de trapecios de la administracion por via
oral, AUC, compior), y €l valor del AUC, corregido para la dosis, obtenido,
para la administracion intravenosa, por el método de suma de trapecios,
AUCyo compar)- En ambos casos se tomara el valor promedio de los
parametros individuales o el poblacional, cuando corresponda. Este valor se

expresa en porcentaje.

f — le]](C::nocomp(OR) . 100

Ecuacion 4.95
no comp(IV')

La biodisponibilidad IP absoluta, se ha determinado con el fin de
discernir la importancia del efecto de primer paso hepatico en las pérdidas

presistémicas del saquinavir y del ritonavir. Y se ha calculado a partir del
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cociente entre el valor del AUC, corregido para la dosis, obtenido mediante
el analisis no compartimental, de la administracion intraperitoneal, AUC,,
compap), ¥ €l valor del AUC, corregido para la dosis, obtenido en la
administracion intravenosa, AUC, compa)-

AUCno comp(IP) 1 4
f= W -100 Ecuacion 4.96

no comp(1V')

La biodisponibilidad relativa se ha determinado para discernir entre el
efecto de primer paso intestinal y hepatico, se calcula aplicando la siguiente
expresion que considera, el cociente entre el valor de AUC,, compor),
corregido para la dosis y el valor de AUC, compap), corregido para la dosis,
obtenidos mediante analisis no compartimental.

AUC

no comp(OR) . 100
AUC

Ecuacion 4.97
no comp(IP)

4.8 Métodos estadisticos

4.8.1 Correlaciones lineales

En el ensayo de linealidad del método analitico se ha utilizado el
coeficiente de correlacion (), como criterio estadistico para medir la bondad

del ajustado.

Este criterio también se utiliza como criterio de seleccion de modelo.

4.8.2 Comparacion de medias

La utilizacion de métodos paramétricos para la comparacion de
medias requiere dos condiciones previas. La primera es que las medias

presenten distribucion normal o de Gauss y que las varianzas sean
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homogéneas. Por tal razon, previo a la aplicacion de las pruebas estadisticas,
se ha de contrastar la distribucion de la variable mediante la prueba Z de
Kolmogorov-Smirnov. Esta prueba compara la distribucién acumulada de la
muestra con la que se obtendria en el supuesto de que ésta siguiese la ley

Normal.

Este procedimiento se utiliza para contrastar la hipdtesis nula de que
una muestra procede de una poblacion en la que la variable se distribuye
segun la ley Normal. Asi, cuando la p del estadistico de Kolmogorov-
Smirnov es superior a 0.05, se cumple la hipotesis nula (H,), es decir, la
distribucion de la variable no difiere de la normalidad. Por el contrario, si se
cumple la hipdtesis alternativa (H;), p es inferior a 0.05, la distribucion de la
variable difiere de la distribucion normal y no se pueden utilizar pruebas

paramétricas (Alvarez-Caceres 1995).

El segundo requisito para la aplicacion de pruebas paramétricas
consiste en que las varianzas de las variables a comparar sean homogéneas
para cualquier valor que tome la variable (homocedasticidad). Si existen
diferencias en las varianzas de las variables a estudio, se dice que las
varianzas son heterocedasticas y no se pueden utilizar pruebas paramétricas.
Existen varias pruebas para contrastar la distribucion de las varianzas entre
ellas la de Levene (Abraira Santos et al. 1996). Cuando esta prueba arroja
un valor de p superior a 0.05, se cumple la hipdtesis nula (H,) y las
desviaciones tipicas o las varianzas son homogéneas, mientras que si p es
inferior a 0.05, se cumple la hipotesis alternativa (H;) y se considera que las

varianzas no son homogéneas.
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Ademas, las observaciones son independientes, es decir, el valor de
una observacion en un grupo no propociona informacion sobre el valor de la

observacion en otro grupo (Curry et al. 1983).

4.8.2.1 Pruebas paramétricas y no parameétricas

Como ya se ha dicho anteriormente, en la comparacion de dos
medias se exige que la variable siga una distribucion normal y que las
poblaciones presenten varianzas homogéneas. Pero ocurre muy
frecuentemente que en la investigacion las muestras son pequeias y estos
dos requisitos no se cumplen. En estos casos, se recurre a las pruebas no
paramétricas en las que no se especifican las condiciones de normalidad en
la distribucion y homogeneidad de la poblacion de donde se extrajo la
muestra y nos permiten comparar grupos en los que las variables son
sometidas a una escala ordinal. Estas pruebas son, en general, menos

potentes que las pruebas paramétricas.

e Pruebas paramétricas

Cuando se confirma la distribuciéon normal y homogeneidad de las
varianzas de la variable a estudio, se aplica la prueba ¢ de Student bilateral
que contrasta la presencia de diferencias entre dos medias. Y cuando se
comparan mas de dos medias se utiliza el analisis de varianza (ANOVA). El
analisis de la varianza de un factor contrasta la hipotesis nula de que las K
medias de una variable dependiente cuantitativa son iguales en K grupos
independientes de casos definidos por una sola variable de agrupacion
(Neter et al. 1996). El andlisis de la varianza pretende determinar si

realmente existe una variacion sistematica debida a la variable de
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agrupacion (variaciébn entre grupos), superior a la variacion residual

(variacion asociada a cada observacion individual o variacion intragrupos).

No obstante, la vulneracion del supuesto de normalidad no afecta
excesivamente al valor de p del grado de significacién obtenida porque la
prueba es muy robusta, es decir, no se afecta en gran medida por la
presencia de valores extremos o atipicos. Asimismo, la falta de
homogeneidad de varianzas s6lo afecta de forma importante al valor de p
del grado de significacion cuando los grupos tienen diferente tamafio. Por
esta razon, se ha aplicado este analisis paramétrico en todos los casos, al
margen de la aplicacioén de una prueba no paramétrica.

e Pruebas no paramétricas

La prueba de U de Mann-Whitney es la alternativa no paramétrica a
la prueba t de Student para dos muestras independientes. Esta prueba
contrasta si dos grupos independientes han sido tomados de una misma
poblacion. La hipotesis nula (H,), consistird en que las dos muestras
proceden de una misma poblacién, mientras que la confirmacion de la
hipdtesis alternativa (H;), significara que no proceden de la misma
poblacion. El procedimiento que emplea consiste en ordenar de menor a
mayor los casos de ambas muestras como si se tratase de una sola muestra,
asignando un rango a cada caso, con la norma de que si hay dos o mas
valores de la variable iguales, se asigna como rango el valor de la media de
los rangos que tendrian si fueran diferentes. El estadistico de contraste U es
la suma de los rangos de cada grupo. Para contrastar la H, se toma el de
menor valor y se compara con los valores de U tabulados. Si el valor
estimado es menor que el valor tabulado, se concluye que existen

diferencias entre ambas medias (Altman et al. 1995; Neter et al. 1996).
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En el caso de mas de dos muestras se puede recurrir al andlisis de
varianza no paramétrico o prueba de Kruskal-Wallis. Esta prueba es el
equivalente al ANOVA paramétrico cuando las variables a comparar no se

ajustan a la normalidad.

El estadistico H de Kruskal-Wallis contrasta si la distribucion de la
variable dependiente es la misma en los K grupos. Los casos de los grupos
se ordenan en series simples, sustituyendo cada observacion por su rango, y

se calcula la suma de los rangos para cada grupo (Alvarez-Caceres 1995).

4.8.3 Criterios de calidad de los ajustados

Mediante el programa de ajuste de datos se obtienen los valores de
los parametros que definen las ecuaciones representativas de los distintos
modelos establecidos. Para la eleccion del modelo mas idoneo, en cada

caso, se utilizan los criterios que se definen a continuacion.

4.8.3.1 Analisis grafico de la bondad de ajuste

La bondad del ajuste se ha evaluado en primer lugar mediante un
analisis gréfico, utilizando S-Plus®, V.7.0. Se han estudiado los valores
predichos individuales y poblacionales por el modelo. De este modo, se

representa:
- PRED/DV vs TIME
- PRED vs DV (con linea identidad)
- RES y WRES vs PRED (linea en cero superpuesta)

- RES y WRES vs TIME (linea en cero superpuesta)



178 -Estudio farmacocinético poblacional de antirretrovirales en rata

4.8.3.2 Coeficiente de variacion de parametros

El coeficiente de variaciéon (CV) de un parametro es la desviacion
estandar (DE) expresada como porcentaje respecto al valor del parametro
promedio estudiado (X):

CV = lif -100 Ecuacién 4.98

Proporciona informacion sobre la certeza con la que se ha estimado
un parametro. El ajustado es tanto mas fiable cuanto menor es el valor del

coeficiente de variacion (Shah et al. 1991).

4.8.3.3 Funcién minima objetivo (FMO)

Este criterio se ha utilizado en la eleccion del modelo
farmacoestadistico poblacional, obtenido mediante el modelo no lineal de

efectos mixtos a través del programa NONMEM.

Se basa en la relacion existente entre la funcion objetivo (Obj) y la
funcion de maxima probabilidad (Lmax) optimizada en los métodos de
minimos cuadrados extendidos, de acuerdo a la ecuacion:

Obj = -2 1n(L max) Ecuacion 4.99

Seglin esta ecuacion, la funciéon minima objetivo es proporcional a
menos dos veces el logaritmo de la probabilidad de los datos. En
consecuencia, la minimizacion de Obj (FMO) equivale a la maximizacion
de Lmax. El cambio que se produce en la funcion cuando se introducen uno
o mas parametros en el modelo, puede utilizarse para evaluar su
significacion estadistica, ya que la diferencia entre los valores de la funcién

minima objetivo obtenidos en los modelos, se encuentra asintdticamente
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distribuida como y” con tantos grados de libertad como diferencia en el

numero de parametros entre los modelos (Sheiner et al. 1977; Beal et al.

1989).

Para analizar si la mejora del modelo es significativa, se compara la
diferencia entre las funciones minimas objetivo con el valor % tabulado,
para los grados de libertad correspondientes a la diferencia entre el nimero
de parametros de los modelos y el nivel de significacion (p) elegido. Para la
construccion de los modelos farmacoestadisticos se ha requerido un cambio
en la funciéon minima objetivo (FMO) mayor a un valor de p menor de 0.005
(p<5%) que implica una mejora de FMO diferente en funcidon del nimero de

variables introducidas:
- Una variable, mejora de FMO de 7.879 (%, 0=0.005, gl=1)
- Dos variables, mejora de FMO de 10.596 (y7, 0. =0.005, gl=2)

- Tres variables, mejora de FMO de 12.838 (3°, a =0.005, gl=3)






5 Resultados

5.1 Validacién del método analitico

5.1.1 Ensayo de linealidad

En los cuadros 5.1, 5.2 y 5.3, se muestran los valores de la

pendiente, ordenada en el origen y el coeficiente de correlaciéon con sus

respectivos errores estandar, de algunas de las curvas de calibracion

utilizadas en la valoracion de las muestras de plasma obtenidas tras la

administracion por via intravenosa, oral e intraperitoneal de los dos

farmacos ensayados.

Grupo Via I(Dnc;s(:;)s Pendiente (EE) Ordenada (EE) r
Intravenosa 179575,363 50464,621
! (perfusion) 48 (38077,858) (2236,468) 0,9997
2 | Intravenosa (bolus) 24 183472,205 -19364,307
(1011,955) (8301,730) 0,9999
S | 3| Intravenosa (bolus) 12 289638,206 -25447,298 0,9999
14 (1474,680) (13525,601)
& |4 Oral 48 154793,743 -4483,504
= ra (2059,007) (1455,760) 0.9996
<ZC 140091,615 8659,701 0’9993
515 Oral 24 (2537,567) (1794,098) 0’9990
g 188620,155 4149,159 ’
I Oral 12 (4173,575) (2950,803)
7 Intraperitoneal 24 453713,618 -28819,370 0.9999
8 Intraperitoneal 12 (2356,368) (12977.,847) ’

Cuadro 5.1 Valores de la pendiente y ordenada en el origen, y sus respectivos errores

estandar correspondientes a algunas de las rectas utilizadas en la valoracion de saquinavir en las

muestras obtenidas tras la administracion de saquinavir en los grupos que se presentan en el cuadro.

Asimismo, se muestra el coeficiente de correlacion.
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Dosis Pendiente Ordenada
(mg) (EE) (EE)

36157,484 7953,015
Intravenosa 24-SQV (628,718) (5157,783) 0,9988

Grupo Via

> ? (perfusién) | 6-RTV | 26276,179 1122,691 0,9954
» (1269,398) | (3359,142)
2 21583350 | 10454,922
2 | 10 Oral 24-SQV | (655,656) (507,062) | 0,9986

6-RTV 121491,655 36052,507 0,9965
(5844.,447) (567,014)

Cuadro 5.2 Valores de la pendiente y ordenada en el origen, y sus respectivos errores
estandar, correspondientes a algunas de las rectas utilizadas en la valoracion de saquinavir (negro) y
ritonavir (gris), en las muestras obtenidas tras la administracion conjunta de ambos farmacos en los

grupos que se presentan en el cuadro. Asimismo, se muestra el coeficiente de correlacion.

. Dosis Pendiente
Grupo Via Ordenada (EE r
P (mg) (EE) (EE)
& 39528,042 -21842,087
<>c o 11 | Intravenosa 3 (156,989) 2713811) 0,9998
Z =
o
= 48078,46 1215,02
> 12 Oral 4,642,5 (239.41) (778.10) 0,9999

Cuadro 5.3 Valores de la pendiente y ordenada en el origen, y sus respectivos errores
estandar correspondientes a algunas de las rectas utilizadas en la valoracién de ritonavir en las
muestras obtenidas tras la administracion de ritonavir en los grupos que se presentan en el cuadro.

Asimismo, se muestra el coeficiente de correlacién.

5.1.2 Ensayo de precision y exactitud

Para realizar el ensayo de precision y exactitud del método analitico
se han preparado patrones de concentracion conocida, cuyas areas de pico
cromatografico se han interpolado en las rectas de calibracion junto con las
muestras problema de plasma de forma aleatoria, para cada dia de analisis

de muestras.
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Se han calculado los valores del error relativo para los patrones
valorados en un mismo dia, lo que indica la exactitud del método intradia.
Por otra parte, se ha calculado el coeficiente de variacion intradia, que
indica la precision del mismo. Tanto en la exactitud como precision intradia
se presenta el peor de los casos obtenido, es decir el maximo valor de error
relativo y coeficiente de variacion obtenido. Los patrones se valoron por
triplicado en un mismo dia, excepto en el caso de los patrones

correspondientes a los grupos (4, 5 y 6) que se han valorado 5 veces.

Ambito de . :
. Creferencia | E relativo%o CV %
Grupo | concentraciones de (ug/mL) (intradia) (intradia)
las rectas (ug/mL)
24 +4,117 1,606
: 0.19a30 15 9,457 0.446
~ |2
2 15 410,69 0,394
2 |3 0,047 220 6 +6,103 1,147
® |, 0,047a 15 1,5 -6,462 0,681
% 0,187 +12,03 3,023
Z |8
=)
g |4 1,5 +9,800 1,700
% 0,375 -6,986 8,491
> 0,047a 1,5 0.187 113,35 7.400
6 0,047 +14,46 2,886

Cuadro 5.4 Concentracion de referencia, valores del error relativo y coeficiente de variacion

maximos, obtenidos para cada uno de los patrones de saquinavir ensayados en un mismo dia

(patrones de los grupos 1, 2, 3, 7, 8 por triplicado y restantes por quintuplicado).

Ambito de . - .
Grupo | concentraciones de Crefe/rer_ma E _"e|at'd",° % | CV Of)
las rectas (ug/mL) (hg/mL) (intradia) (intradia)
15 -7,613 5,521
> 3,75 -5,947 9,904
= |9 SQV: 0,047 a 20 6 -4,616 1,962
> RTV:0,012a5 LS -12,67 NA’
2 o ‘ L5 +13,23 4873
s 0,375 -11,16 1191
10 0,375 +4,133 1.992
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0,094 +4,647 11,22
0,1875 +14,76 4,262
0,047(ND) NA NA

Cuadro 5.5 Concentracién de referencia, concentracion media estimada, valores del error
relativo y coeficiente de variacion obtenidos para cada uno de los patrones ensayados en un mismo dia

por triplicado. Los valores en gris corresponden a patrones del ritonavir mientras que en negro a los de

saquinavir.

(NA) no aplicable
(ND) valorado pero no detectable
(*) De las tres valoraciones solo se detectd en una de ellas, por tanto no se puede estimar el

CV%.

Ambito de . .
- Creferencia | E relativo% CV %
Grupo concentraciones de (ug/mL) (intradia) (intradia)
las rectas (ug/mL)

a2 15 +7,523 3,888
= 11 3,75a30 ’ ’
> o > -
%S 3,75 6,007 1,701
52

= 2 -7,483 3,487
=~ ) b
5 |12 0525 0.25 211,66 6.711

Cuadro 5.6 Concentracion de referencia, valores del error relativo y coeficiente de variacion

obtenidos para cada uno de los patrones ensayados de ritonavir en un mismo dia por quintuplicado.

5.1.3 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion se ha determinado siguiendo el método
descrito en el epigrafe 4.6.3, en el cuadro se muestran los resultados. La

figura 5.1 muestra un ejemplo.
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Experimental data Cerived walues
s i Slope, m m FRRERRERE SLOPED 0
Intercept b h -28819.370 INTERCERT(y 1)
16.000 &7E7305.50 Chservations, n n Q.000 COUMNTE
6.000 274968100 Std errorin estimate, 5, S J2674.656 STEY Ry
3.000 1230837 .50 Awerage ¥ LA 2,995 AVERAGER
1.500 63133950 55X 55X 192.281 DEVSQ
0.780 29931450 e, df 1 2,365 TINW(0.05 n-2)
0.375 131959.50
0188 S9457.00 F000000
0.084 3350200
0.047 15515.00

E000000
v = 453714 - 28818

=PEYRTSERT i+ (A1 BAVGIM IS S R2= 09998
=(m*A18+h)+B18 5000000 4
Regragsion line donfidence intarval
" \ Cl \ y+Cl y-Cl 4000000 4
0 3068773 186836 -59507 .10
0.047 3054872 2296145 -3813229) | Loooon s,
0.084 3040685 4412313 -16690.57 it | ™ V4
01&s 3013241 86384.34 26119.53 + - Va4
0.3748 2860355 17092678 111719.69 2000000 4 S /’I
0.750  28631.01 34009685 28283483 ’/.’// .
1.500 27067 EY 678831875 HB24683.37 — l_,’f .
3.000 2575444 1358075493 1306567.04 v
6.000 3071938 2724181.72 266274296 '
15.000 7167882 BB848563.72 BT05206.08 04 o)
013439  30287.08 G3442.53 186836 0 =1

LT
Tay
"
_a,
",
.y,

Ty

Figura 5.1. Ejemplo de hoja de calculo del limite de cuantificacion.

p Dosis LC
Grupo Via
i (mg) (ug/mL)
| Intravep9sa 48 1,140
(perfusion)

|2 Intravenosa 24
S (bolus) 0.207
4 Intravenosa ’
213 bol 12
& (bolus)
<>: 4 Oral 48
s Oral 24 0,051
3 6 Oral 12
nn

7 | Intraperitoneal | 24

0,134
8 | Intraperitoneal 12

Cuadro 5.7. Valores del limite de cuantificacion obtenido para cada grupo de ensayo, tras la

administracion de saquinavir.
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Dosis LC

Crupo Vi (mg) __ (ug/ml)

9 Intravenosa 24-SQV 0,643
o> (perfusién) 6-RTV
F
A% 1 Oral 24sqv | 010
6-RTV

Cuadro 5.8. Valores del limite de cuantificacién obtenido para cada grupo de ensayo. En

negro y gris se presenta el limite de cuantificacion del saquinavir y ritonavir, respectivamente.

. Dosis LC
.Grupo Via (mg) (ug/mL)
~
SN 11 | Intravenosa 3 0,583
15
&
E 12 Oral 4,6£2,5 0,137

Cuadro 5.9. Valores del limite de cuantificacion obtenido para cada grupo de ensayo

cuando se administra ritonavir.

5.2 Concentraciones plasmaticas experimentales

En las figuras 5.2, 5.3, 5.4 y 5.5 se presentan las concentraciones
plasmaticas de saquinavir y ritonavir, expresadas en pg/mL, para los
tiempos de muestreo preestablecidos en el protocolo, tras la administracion

por las distintas vias establecidas en el disefio experimental.

En los grupos 9 y 10, dos y cuatro animales, respectivamente,
mostraron valores de concentracion plasmadtica de ritonavir muy por debajo
del limite de cuantificacion, por lo que no se han tenido en cuenta en las

representaciones ni en los posteriores analisis.
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Figura 5.2 Representacion grafica de las concentraciones plasmaticas de saquinavir tras su
administracion intravenosa, donde grup 1, 2, 3 y 9 corresponden a los grupos 1 (48mg sqv; perfusion
IV), 2 (24mg sqv; bolus), 3 (12mg sqv; bolus) y 9 (24mg sqv+6 mg rtv; perfusion 1V), respectivamente.
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Figura 5.3 Representacion grafica de las concentraciones plasmaticas de saquinavir tras su
administracién oral, dénde grup 4, 5, 6 y 10 corresponden a los grupos 4 (48mg sqv), 5 (24mg sqv), 6
(12mg sqv) y 10 (24mg sqv+6mg rtv), respectivamente.



188 -Estudio farmacocinético poblacional de antirretrovirales en rata

GRUP. 7.0
5
1
3
2
o
o o DDﬂ]
DEEEE 53 0o % 8 ® F 10?0
- : w7
3
s
3
o 2
1.0
GRUP. 800 10
250 .
23 LI
2 2
S B s o
10°8 1 :
7 o
o
3 ot g
3 o "
2
oot
0 5 10 15 20 25
TIEMPO(horas)

Figura 5.4 Representacion grafica de las concentraciones plasmaticas de saquinavir tras su

administracion IP, dénde grup 7 y 8 corresponden a los grupos 7 (24mg sqv) y 8 (12mg sqv),

respectivamente.
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Figura 5.5 Representacion grafica de las concentraciones plasmaticas de ritonavir tras su
administracion intravenosa y oral, donde grup 9, 11, 10 y 12 corresponden a los grupos 9 (24mg sqv+6
mg rtv; perfusion), 11 (3mg rtv; bolus), 10 (24mg sqv+6mg rtv; oral) y 12 (4.6£2.5 mg rtv; oral),

respectivamente.
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5.3 Analisis farmacocinético
5.3.1 Anadlisis no compartimental.

5.3.1.1 SAQUINAVIR

Los valores experimentales de concentracién plasmatica frente a
tiempo para los distintos grupos ensayados han permitido realizar el calculo
de los parametros farmacocinéticos individuales o poblacionales, segun el
grupo mediante el analisis no compartimental tal y como se detalla en el

epigrafe 4.7.1.

A continuacion, en los cuadros 5.10-19, se muestra para cada grupo,
bien los valores promedios obtenidos para los distintos pardmetros
farmacocinéticos tras realizar el analisis individual de los datos
experimentales de saquinavir, en aquellos grupos que lo permitian, o en su
caso, los valores de los pardmetros obtenidos para aquellos grupos en los
que se ha realizado un analisis poblacional como promedio simple de datos.
En el caso de indicar el valor promedio de los valores individuales, se
proporciona ademas, el coeficiente de variacion (CV%), el error estandar

(EE), la mediana, asi como los intervalos de confianza del 95 % inferior (LI)

y superior (LS).
GRUPO 1: Perfusién 1V 48 mg SQV | N= 8; Nmiss= 2
Variable Media CV% EE Mediana  95%L1I 95%LS
Tmax (h) 0,768 3,592 0,010 0,756 0,745 0,791
Cmax (mg/L) 46,77 47,96 7,930 40,51 28,01 65,53
Cmax/D (L) 0,974 47,96 0,165 0,844 0,584 1,365
Lambda (1) (h™) 0,249 36,80 0,032 0,259 0,172 0,326
t1/2 1 (h) 3,268 50,41 0,582 2,680 1,890 4,645
MRT (h) 4,459 48,86 0,770 3,565 2,637 6,280
AUC” (mg h/L) 1266 32,98 14,77 1218 91,72 161,6
AUC”/D (h/L) 2,639 32,98 0,308 2,538 1,911 3,366
AUC%extrap 14,85 71,80 3,769 11,52 5,933 23,76
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Vdextrp (L) 1,781 28,70 0,181 1,706 1,354 2,209
Vdee (L) 1,703 29,43 0,177 1,741 1,284 2,123
ClI (L/h) 0,421 36,59 0,055 0,394 0,292 0,550

Cuadro 5.10 Parametros farmacocinéticos medios de saquinavir tras el analisis no
compartimental individual de los datos experimentales del grupo 1. N es el numero de individuos
analizados y Nmiss los que por no describir bien la fase terminal de la curva por no disponer de un

numero suficiente de muestras, se han excluido del analisis.

GRUPO 2: Bolus IV 24 mg SQV | N= 12; Nmiss= 2
Variable Media CV% EE Mediana 95%LI1 95%LS
Cmax (mg/L) 49,23 87,12 12,38 38,21 21,97 76,49
Cmax/D (L) 2,051 87,12 0,516 1,591 0,915 3,187
Lambda (1) (h™) 0,414 20,29 0,024 0,433 0,361 0,468
t1/2 A (h) 1,753 25,80 0,131 1,608 1,466 2,041
MRT" (h) 1,884 2496 0,136 1,745 1,585 2,183
AUC” (mg h/L) 38,30 26,74 2,957 37,63 31,79 44,81
AUC™/D (h/L) 1,596 26,74 0,123 1,568 1,325 1,867
AUC%BackExt 23,75 40,18 2,755 22,17 17,69 29,82
AUCY%extrap 3,017 72,82 0,634 1,987 1,620 4,413
Vdextrap (L) 1,650 27,04 0,129 1,586 1,366 1,933
Vdee (L) 1,253 31,19 0,113 1,313 1,005 1,502
Cl (L/h) 0,672 28,86 0,056 0,639 0,549 0,795

Cuadro 5.11 Parametros farmacocinéticos medios de saquinavir tras el analisis no
compartimental individual de los datos experimentales del grupo 2. N es el numero de individuos
analizados y Nmiss los que por no describir bien la fase terminal de la curva por no disponer de un

numero suficiente de muestras, se han excluido del analisis.

GRUPO 3: Bolus IV12 mg SQV | N= 8; Nmiss= 2
Variable Media CV% EE Mediana 95%LI1 95%LS
Cmax (mg/L) 29,59 93,14 9,744 16,03 6,544 52,64
Cmax/D (L) 2,466 93,14 0,812 1,336 0,545 4,386
Lambda (1) (h™) 0,262 26,19 0,024 0,255 0,205 0,320
t1/2 A (h) 2,811 26,29 0,261 2,796 2,193 3,429
MRT” (h) 2,333 2464 0,203 2,275 1,852 2,813
AUC” (mg /L) 17,40 35,66 2,194 14,37 12,22 22,59
AUC™/D (h/L) 1,450 35,66 0,183 1,198 1,018 1,883
AUC%BackExt 27,73 37,52 3,679 24,28 19,03 36,44
AUC%extrap 7,114 43,70 1,099 7,539 4,514 9,715
Vdextrap (L) 3,050 36,54 0,394 2,995 2,118 3,982
Vdee (L) 1,813 38,73 0,248 2,041 1,226 2,400
Cl1 (L/h) 0,753 27,14 0,072 0,835 0,582 0,923
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Cuadro 5.12 Parametros farmacocinéticos medios de saquinavir tras el analisis no
compartimental individual de los datos experimentales del grupo 3. N es el numero de individuos
analizados y Nmiss los que por no describir bien la fase terminal de la curva por no disponer de un

numero suficiente de muestras, se han excluido del analisis.

GRUPO 4: Oral 48 mg SQV | N=9; Nmiss=1
Variable Media CV% EE Mediana 95%LI1 95%LI
Tmax (h) 0,779 70,84 0,184 0,500 0,350 1,203
Cmax (mg/L) 1,161 56,96 0,220 0,895 0,650 1,670
Cmax/D (L) 0,017 64,63 0,004 0,012 0,009 0,026
Lambda (1) (h™) 0,134 64,51 0,029 0,143 0,068 0,201
t1/2 » (h) 9,407 89,02 2,792 4,832 2,968 15,85
MRT" (h) 13,456 89,941 4,034 6,846 4,151 22,761
AUC™ (mg h/L) 6,766 41,49 0,936 6,787 4,608 8,924
AUC™/D (/L) 0,141 41,49 0,019 0,141 0,096 0,186
AUCY%extrap 31,83 82,01 8,702 18,95 11,76 51,90
Vd/F (L) 85,81 53,26 15,23 78,25 50,67 120,9
CI/F (L/h) 8,297 42,59 1,178 7,073 5,580 11,01

Cuadro 5.13 Parametros farmacocinéticos medios de saquinavir tras el analisis no
compartimental individual de los datos experimentales del grupo 4. N es el nimero de individuos
analizados y Nmiss los que por no describir bien la fase terminal de la curva por no disponer de un

numero suficiente de muestras, se han excluido del analisis.

| GRUPO 6: Oral 12 mg SQV | N= 13; Nmiss= 2
Variable Media CV% EE Mediana CV% 95%L1 95%LS
Tmax (h) 2,247 110,1 0,686 1,017 110,1 0,751 3,742
Cmax (mg/L) 1,016 71,30 0201 0611 71,30 0,578 1,454
Cmax/D (L) 0,081 73,01 0016 0049 73,01 0047 0,116
Lambda (%) (h") 0,263 76,51 0056 0171 7651 0,141 0,385
t1/2 x (h) 6,706 156,8 2,917 4,051 156,8 0,349 13,06
MRT" (h) 10,49 138,1 4,020 7,193 138,1 1,730 19,25
AUC” (mg h/L) 4,707 50,98 0,666 3,891 50,98 3,256 6,157
AUC”/D (b/L) 0,392 50,98 0,055 0,324 50,98 0,271 0,513
AUCY%extrap 19,55 96,39 5227 17,58 96,39 8,160 30,94
Vd/F (L) 24,00 107,8 7,177 17,68  107,8 8357 39,64
CUF (L/h) 3,070 3923 0,334 3084 3923 2342 3,798

Cuadro 5.14 Parametros farmacocinéticos medios de saquinavir tras el analisis no
compartimental individual de los datos experimentales del grupo 6. N es el numero de individuos
analizados y Nmiss los que por no describir bien la fase terminal de la curva por no disponer de un
numero suficiente de muestras, se han excluido del analisis.
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GRUPO 9: Perf.1V 24 mg SQV y 6mg GRUPO 5: Oral 24 mg SQV
RTV Variable N=15
Variable N=1; Nmiss= 2 Tmax (h) 0,520
Cmax (mg/L) 44 57 Cmax (mg/L) 1,807
Cmax/D (L) 1,857 Cmax/D (L™) 0,075
Lambda (1) (h™) 0,163 Lambda (*) (h™) 0,114
t1/2 A (h) 4,259 t1/2 A (h) 6,076
MRT" (h) 6,461 MRT" (h) 8,802
AUC” (mg h/L) 263,6 AUC” (mg h/L) 9,991
AUC”/D (W/L) 10,98 AUC™/D (W/L) 0,416
AUC%extrap 21,38 AUCY%extrap 5,216
Vdextrap (L) 0,559 Vd/F (L) 21,056
Vdee (L) 0,588 CI/F (L/h) 2,402
Cl (L/h) 0,091
Cuadro 5.16 Parametros
Cuadro 5.15 Parametros  farmacocinéticos de saquinavir tras el analisis

farmacocinéticos medios de saquinavir tras el g compartimental poblacional de los datos del
analisis no compartimental individual de los datos grupo 5, como promedio simple de datos. N es
experimentales del grupo 9 N es el nimero de g| hamero de individuos analizados.

individuos analizados y Nmiss los que por no

describir bien la fase terminal de la curva por no

disponer de un numero suficiente de muestras, se

han excluido del analisis.

GRUPO 7: IP 24 mg SQV GRUPO 8: IP 12 mg SQV
Variable N=6 Variable N=3
Tmax (h) 12,06 Tmax (h) 2,000
Cmax (mg/L) 1,667 Cmax (mg/L) 4,550
Cmax/D (L™) 0,069 Cmax/D (L) 0,379
Lambda (1) (h") 0,068 Lambda (%) (h") 0,144
t1/2 & (h) 10,23 t1/2 A (h) 4,799
MRT" (h) 20,31 MRT" (h) 6,904
AUC™ (mg /L) 31,59 AUC” (mg h/L) 29,72
AUC”/D (h/L) 1,316 AUC”/D (h/L) 2,476
AUCY%extrap 29,78 AUC%extrap 3,263
VJ/F (L) 11,21 Vd/F (L) 2,796
CI/F (L/h) 0,760 CU/F (L/h) 0,404
Cuadro 5.17 Parametros farmacocinéticos de Cuadro 5.18 Parametros

saquinavir tras el andlisis no compartimental farmacocinéticos de saquinavir tras el analisis no
poblacional de los datos del grupo 7, como compartimental poblacional de los datos del
promedio simple de datos. N es el nimero de grupo 8, como promedio simple de datos. Dénde

individuos analizados. N es el nimero de individuos analizados.
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GRUPO 10: Oral 24 mg SQV y 6mg
RTV
Variable N=6
Tmax (h) 3,000
Cmax (mg/L) 14,62
Cmax/D (L) 0,609
Lambda (1) (h) 0,149
t1/2 & (h) 4,648
MRT" (h) 8,373
AUC” (mg h/L) 158,5
AUC™/D (/L) 6,603
AUC%extrap 2,278
Vd/F (L) 1,016
CI/F (L/h) 0,151
Cuadro 5.19 Parametros

farmacocinéticos de saquinavir tras el analisis
no compartimental poblacional de los datos del
grupo 10, como promedio simple de datos. N es

el numero de individuos analizados.

5.3.1.1.1 Analisis estadistico de los parametros farmacocinéticos

Los valores de los parametros farmacocinéticos obtenidos en el
ajustado no compartimental mediante el programa WinNonlin, se han
comparado estadisticamente entre los distintos grupos con el fin de detectar
diferencias estadisticamente significativas entre los mismos, lo que indicaria
pérdida de linealidad en alguno de los procesos del LADME. Para ello se ha
aplicado el andlisis de varianza parametrico (ANOVA) a todos los grupos,
cumpliesen o no los requisitos de normalidad y homogeneidad de varianzas.
Para aquellos pardmetros que no cumplian estos requisitos se ha aplicado

ademads un test no paramétrico.
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A continuacién, los cuadros 5.20-21 muestran los resultados
obtenidos tras aplicar la prueba de Kolgomorov-Smirnov, a los grupos de
saquinavir con un tamafio muestral de mas de un animal. En los cuadros
5.22-57 se presentan los resultados obtenidos para el saquinavir tras aplicar
la prueba de Levene a los grupos con varianza calculable que se desea
comparar, asi como los resultados del ANOVA y en su caso, del test no
paramétrico de Mann-Whitney para muestras independientes. Por ultimo, se
ha representado graficamente, en las figuras 5.6-18, los valores medios de
los parametros de saquinavir y su desviacion estandar (s6lo en los grupos en
los que se ha realizado anélisis individual), con el fin de observar las

tendencias en caso de que existan.

Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov
Parametro SQV 24 mg SQV SQV
N As?r:ggfica gn. Asisr:?c’;]fica gn.| N As?r:ggfica Sign.

Cmax/D (L) 8 0,764 NS |12 0,152 NS 8 0,412 NS
Lambda (1) (h") | 8 0,992 NS |12 0,593 NS 8 0,645 NS
t1/2 A (h) 8 0,537 NS |12 0,623 NS 8 0,762 NS
MRT" (h) 8 0,594 NS |12 0,798 NS 8 0,511 NS
AUC"D (ML) |8 0,982 NS [12 0,981 NS | 8 0,443 NS
AUC%back extrap 12 0,486 NS 8 0,654 NS
AUCY%extrap 8 0,843 NS |12 0,319 NS 8 0,979 NS
Vdextrap (L) 8 0,952 NS |12 0,928 NS 8 0,998 NS
Vdee (L) 8 0,979 NS |12 0,963 NS 8 0,402 NS
Cl1 (L/h) 8 0,537 NS |12 0,880 NS 8 0,606 NS

Cuadro 5.20 Prueba de Kolgomorov-Smirnov aplicada a los parametros farmacocinéticos de

saquinavir tras el analisis no compartimental de los datos del grupo 1, 2y 3.
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Prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov.
GG Orglljrglr:n(; gbv o.rg?gfn?; ng
ign. . ign. .
Asisn?ética Sign. Asisn?ética Sign.

Tmax (h) 10 0,401 NS | 14 0,511 NS
Cmax/D (L") |10 0,567 NS | 14 0,271 NS
Lambda (1) (h™") | 9 0,955 NS | 13 0,587 NS
t1/2 & (h) 9 0,561 NS | 13 0,090 NS
MRT" (h) 9 0,562 NS | 13 0,069 NS
AUC'/D(ML) |9 0,938 NS | 13 0,202 NS
AUCY%extrap 9 0,654 NS | 13 0,373 NS
Vd/F (L) 9 0,924 NS | 13 0,449 NS
CI/F (L/h) 9 0,898 NS | 13 0,970 NS

Cuadro 5.21 Prueba de Kolgomorov-Smirnov aplicada a los parametros farmacocinéticos de

saquinavir tras el analisis no compartimental de los datos del grupo 4 y 6.

% GRUPOS1, 2,3.SQV IV.

GRUPO 1: GRUPO 2: GRUPO 3:
Parametro Perfusion 1V 48 Bolus IV 24 | Bolus 1V 12 mg
mg SQV mg SQV SQV
Media EE | Media EE | Media EE
Cmax (mg/L) 46,77 7,930 | 49,23 12,38 | 29,59 9,744
Cmax/D (L) 0,974 0,165 | 2,051 0,516 | 2,466 0,812
Lambda () (h™) 0,249 0,032 | 0,414 0,024 | 0,262 0,024
T1/2 & (h) 3,268 0,582 | 1,753 0,131 | 2,811 0,261
MRT" (h) 4,459 0,770 | 1,884 0,136 | 2,333 0,203
AUC” (mg h/L) 126,6 14,77 | 38,30 2,957 | 17,40 2,194
AUC”/D (h/L) 2,639 0,308 | 1,596 0,123 | 1,450 0,183
AUC%extrap 14,85 3,769 | 3,017 0,634 | 7,114 1,099
Vdextrap (L) 1,781 0,181 | 1,650 0,129 | 3,050 0,394
Vdee (L) 1,703 0,177 | 1,253 0,113 | 1,813 0,248
CL(L/h) 0,421 0,055 | 0,672 0,056 | 0,753 0,072

Cuadro 5.22 Parametros farmacocinéticos medios y EE de saquinavir tras el tratamiento

no compartimental.
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Figura 5. 6 Parametros farmacocinéticos medios y DE de saquinavir tras el tratamiento
no compartimental de los grupos 1,2y 3.
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Grupos1ly 2 Estadistico de Levene GL1 GL2 P Sig.

Cmax/D (L™ 1,888 1 18 01186 NS
Lambda (1) (h™") 0,026 1 18 0873 NS
t1/2 1 (h) 6,891 1 18 0017 S
MRT" (h) 8,933 1 18 0008 S
AUC™/D (h/L) 3,401 1 18 0,082 NS
AUC%extrap 9,370 1 18 0007 S
Vdextrap (L) 0,248 1 18 0625 NS
Vdee (L) 0,505 1 18 0486 NS
Cl (L/h) 0,269 1 18 0611 NS

Cuadro 5.23 Prueba de Levene de los parametros farmacocinéticos de saquinavir tras

el tratamiento no compartimental de los grupos 1y 2.

Grupos 1y 2. ANOVA test

Fuente de variacion SS GL Med,'a.‘ F Probab Sig
cuadritica

Cmax/D (L) 559 1 5569 2734 0116 NS
36,66 18 2,037

0,131 1 0,131 17,33 0,001 S

L bd A ’ ! ) I}

ARG 0,137 18 0,008

11,00 1 11,00 9,324 0,007 S

t1/2 A (h ’ ' ' s

22(h) 21,24 18 1,180

MRT" (h) 31,82 1 31,82 16,06 0,001 S
35,65 18 1,981

AUC”/D (h/L) 5,219 1 5,219 12,86 0,002 S
7,305 18 0,406

AUC%extrap 5,219 1 5,219 12,86 0,002 S
7,305 18 0,406

Vdextrap (L) 0,083 1 0,083 0,372 0,550 NS
4,018 18 0,223

Vdee (L) 0,972 1 0,972 5,086 0,037 S
3,440 18 0,191

Cl (L/h) 0,301 1 0,301 9,349 0,007 S

0,580 18 0,032

Cuadro 5.24 Analisis de varianza de los parametros farmacocinéticos de saquinavir tras

el tratamiento no compartimental de los grupos 1y 2.



198 -Estudio farmacocinético poblacional de antirretrovirales en rata

Grupos 1y 2. U Mann-Whitney test
a Rango Mann- . Sign. .
Parametro N medio Whitney U Wilcoxon W VA Asintotica Sig
t1/2 2 (h) 8 15,38 9 87 -3,009 0,003 S
12 7,25
16,13 3 81 -3,472 0,001 S
0, ’ ’ ’
AUC%extrap 12 6.75
o 8 16,50 0 78 -3,703 0,000 S
MRT" (h) 12 6,50

Cuadro 5.25 Test de Mann-Whitney aplicado a los parametros farmacocinéticos de

saquinavir de los grupos 1y 2, para los que la prueba de Levene indicaba diferencias

significativas.

Grupos 2y 3

Cmax/D (L™
Lambda (1) (h™)
t1/2 A (h)
MRT" (h)
AUC™/D (h/L)
AUC%back extrap
AUC%extrap
Vdextrap (L)
Vdee (L)

Cl (L/h)

Estadistico de Levene GL1 GL2 P Sig.
1,012 1 18 0,328 NS
0,264 1 18 0,614 NS
7,528 1 18 0,013 S
0,006 1 18 0,939 NS
0,496 1 18 0,490 NS
0,021 1 18 0,885 NS
0,577 1 18 0,457 NS
5,304 1 18 0,033 S
2,832 1 18 0,110 NS
0,153 1 18 0,700 NS

Cuadro 5.26 Prueba de Levene de los parametros farmacocinéticos de saquinavir tras

el tratamiento no compartimental de los grupos 2 y 3.

Grupos 2y 3 ANOVA test
Fuente de variacion SS GL et F Probab Si

cuadratica 9
Cmax/D (L'1) 0,825 1 0,825 0,206 0,655 NS

72,06 18 4,003
0,111 1 0,111 18,09 0,000 S

Lambda (2) 0111 18 0,006
5,370 1 5,370 15,91 0,001 S

t1/2. (h) 6,074 18 0,337
- 0,967 1 0,967 3,667 0,072 NS

MRT" (h) 4,745 18 0,264
- 0,102 1 0,102 0,473 0,500 NS

AUC /D (hL) 3,876 18 0,215
AUC%back extrap 76,11 1 76,11 0,778 0,389 NS
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17598 18 97,77
AUC%extrap ?gg’:g 118 2?7,22 1201 0003 S
Vdextrap (L) ?égg 118 21282 15,57 0,001 S
Vdee (L) ;?25 118 ; ggg 5268 0,034 S
0031 1 0031 0798 0384 NS
cl Ln) 0706 18 0039 ’ '

Cuadro 5.27 Analisis de varianza de los parametros farmacocinéticos de saquinavir tras

el tratamiento no compartimental de los grupos 2 y 3.

Grupos 2y 3. U Mann-Whitney test
a Rango Mann-Whitney Wilcoxon Sign. .
Elcla medio U W Z Asintdtica Sig
T2 (h) 12 6,92 5 83 -3,318 0,001 S
15,88
12 7,58 13 91 -2,700 0,007 S
va (L) 8 14,88

Cuadro 5.28 Test de Mann-Whitney aplicado a los parametros farmacocinéticos de

saquinavir de los grupos 2 y 3, para los que la prueba de Levene indicaba diferencias

significativas.

% GRUPOS 4,5, 6. SQV PO.

GRUPO 4: Oral 48 gglfgf n‘:’g GRUPO 6: Oral
Parametro mg SQV SQV 12 mg SQV

Media EE Media Media EE

Tmax (h) 0,779 0,184 0,520 2,247 0,686
Cmax (mg/L) 1,161 0,220 1,807 1,016 0,201
Cmax/D (L) 0,017 0,004 0,075 0,081 0,016
Lambda (1) (h™) 0,134 0,029 0,114 0,263 0,056
£1/2 & (h) 9,407 2,792 6,076 6,706 2,917
MRT” (h) 13,46 4,034 8,802 10,49 4,020
AUC” (mgh/L) 6,766 0,936 9,991 4,707 0,666
AUC™/D (W/L) 0,141 0,019 0,416 0,392 0,055
AUC%extrap 31,83 8,702 5,216 19,55 5,227
VJ/F (L) 85,81 15,23 21,06 2400 7,177
CUF (L/h) 8,297 1,178 2,402 3,070 0,334
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Cuadro 5.29 Parametros farmacocinéticos medios de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental.

Cl/E Cmax
12,0
10,0 | 1,5
8,0
6.0 107
4,0 051
2,0 1
0,0 0,0
AUC AUC/D
10,0 | 0,6 |
8,0 057
0,4
6,0 1
0,3
4,0
0,2
2,0 1 04 1
0,0 0,0 -
4 5 6 4 5 6
MRT Tmax
25,0 5,0 |
20,0 4,0
15,0 3,07
10,0 | 2,0
5,0 1,0
0,0 7 0,0 1
Cmax/D Lambda
1,5 04
10 03 7]
02 1
05
01 1
0,0~ 00 —
4 5 6 4 5 6
Vd/F t1/2lambda
120,0 |
0.0 15,01
80,07 10,01
40,0 1 I 5,01
0,0 - 0,0
4 5 6 4 5 6

_Figura 5. 7 Representacion grafica de los parametros farmacocinéticos medios y en su caso

DE de saquinavir tras el analisis no compartimental de los grupos 4, 5y 6.
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Grupos 4y 5. ANOVA test

Fuente de variacion SS GL Med,|e_1 F Probab Sig
cuadratica

Tmax (h) 0,048 1 0,048 0,174 0,686 NS
2,505 9 0,278

Cmax/D (L‘1) 0,002 1 0,002 14,15 0,004 S
0,002 9 0,000

0,000 1 0,000 0,049 0,830 NS
Lambda (1) 0060 8 0,008

9,992 1 9,992 0,142 0,716 NS
t1/22 () 561,1 8 70,14

MRT“’ (h) 19,49 1 19,49 0,133 0,725 NS
1171,8 8 146,5

AUC™/D (h/L) 0,068 1 0,068 19,95 0,002 S
0,027 8 0,003

AUC%extrap 637,6 1 637,6 0,936 0,362 NS
5451,8 8 681,5

Vd/IF (L) 3774,2 1 37742 1,807 0,216 NS
16711,7 8 2088,9

CIF (L/h) 31,274 1 31,274 2,504 0,152 NS
99,923 8 12,490

Cuadro 5.30 Analisis de varianza de los parametros farmacocinéticos de saquinavir tras

el tratamiento no compartimental de los grupos 4 y 5.

Grupos 5y 6. ANOVA test

Fuente de variacion SS GL Med,'a.‘ F Probab Sig
cuadritica

3,715 1 3,715 0,558 0,468 NS

Tmax (h)
8655 13 6,658
§ 0000 1 0000 0010 0924 NS
Cmax/D (L) 0,046 13 0,004
0021 1 0,021 0509 0489 NS
Lambda (3) 0486 12 0,041
0369 1 0369 0003 0955 NS
t12 (h) 13273 12 1106
MRT® (h) 2649 1 2649 0013 0912 NS

2521,0 12 210,1
0,001 1 0,001 0,013 0,910 NS
0,480 12 0,040
190,8 1 190,8 0,537 0,478 NS
4262,6 12 355,2
Vd/F (L) 8,037 1 8,037 0,012 0,915 NS

AUC"/D (h/L)

AUC%extrap
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8035,7 12 669,6
0,414 1 0,414 0,285 0,603 NS

CIF (L/h) 17,405 12 1,450

Cuadro 5.31 Analisis de varianza de los parametros farmacocinéticos de saquinavir tras

el tratamiento no compartimental de los grupos 5y 6.

Grupos 4y 6 Estadistico de Levene GL1 GL2 P Sig.

Tmax (h) 10,36 1 22 0,004 S
Cmax/D (L) 15,48 1 22 0,001 S
Lambda (%) (h™) 6,554 1 20 0019 S
t1/2 A (h) 0,100 1 20 0,755 NS
MRT” (h) 0,223 1 20 0,642 NS
AUC”/D (hiL) 6,222 1 20 0,021 S
AUC%extrap 3,101 1 20 0,094 NS
Vd/F (L) 7,825 1 20 0011 S
CI/F (L/h) 9,239 1 20 0,006 S

Cuadro 5.32 Prueba de Levene de los parametros farmacocinéticos de saquinavir tras

el tratamiento no compartimental de los grupos 4 y 6.

Grupos 4y 6. ANOVA test

Fuente de variacion SS GL Mec{|a} F Probab Sig
cuadratica
— 18,16 1 18,16 4486 0,046 S
80,06 22 4,048
§ 0,019 1 0,019 9,024 0,007 S
Cmax/D (L) 0047 22 0002
0,088 1 0,088 3227 0088 NS
Lambda () 0546 20 0,027
38803 1 38,80 0411 0529 NS
t1/2:2. (h) 18884 20 9442
) 46,74 1 46,74 0253 0620 NS
MRT" (h) 36927 20 1846
. 0,336 1 0,336 13243 0,002 S
AUC/D (L) 0507 20 0,025
802,0 1 802,0 1651 0213 NS
, , , , ,
GUSEOSET) 97145 20 4857
203217 1 203217 1642 1
—_— 0321, 0321, 6, 0,00 S

247474 20 1237,4
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145,3 1 145,3 24,77 0,000 S

CI/F (Lih) 117,3 20 5,866

Cuadro 5.33 Analisis de varianza de los parametros farmacocinéticos de saquinavir tras

el tratamiento no compartimental de los grupos 4 y 6.

Grupos 4y 6. U Mann-Whitney test
, Rango Mann-  Wilcoxon Sign. .
PEIEIEI0 ) medio  Whitney U W Z Asintdtica Sig
10 9,40 39 94 -1,822 0,068 NS
Tmax (h)
14 14,71
A 10 7,10 16 71 -3,162 0,002 S
CmaxD (LD 4, 1636
9 9,33 39 84 -1,302 0,193 NS
Lambda (1) 13 13,00
© 5,67 6 51 -3,506 0,000 S
AUC™/D (h/L) 13 15,54
9 17,33 6 97 -3,506 0,000 S
Vd/F (L) 13 7,46
9 17,33 6 97 -3,506 0,000 S
CI/F (L/h) 13 7,46

Cuadro 5.34 Test de Mann-Whitney aplicado a los parametros farmacocinéticos de
saquinavir de los grupos 4 y 6, para los que la prueba de Levene indicaba diferencias

significativas.

% GRUPOS 7, 8. SQV IP.

GRUPO 7: IP 24 | GRUPO 8: IP 12 mg

Parametro mg SQV SQV
Media Media

Tmax (h) 12,07 2,000
Cmax (mg/L) 1,667 4,550
Cmax/D (L") 0,069 0,379
Lambda (1) (h™) 0,068 0,144
t1/2 & (h) 10,23 4,799
MRT" (h) 20,31 6,904
AUC” (mg h/L) 31,59 29,72
AUC™/D (h/L) 1,316 2,476
AUC%extrap 29,78 3,263
Vd/F (L) 11,21 2,796
CUF (L/h) 0,760 0,404
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Cuadro 5.35 Parametros farmacocinéticos medios de saquinavir tras el analisis no

compartimental de los grupos 7 y 8.

Cl/F Cmax/D
0,8 0,4
0,6 0,3 7
04 02 A
0,2 0,1 1
007 AUC 00 7 AUC/D
30,0 | 257

2,0 1
20,0 154

10,0
0,5

0,0 - 0,0 -

=
=

MRTlast Tmax
12,0 |

12,0
8,0 8,0

40 40

-
-

0,0 0,0

Lambda ' MRT
20,0

0,1
15,0

017 10,0

0,0 5,0

0,0~ 0,0~

=
-

Vd/E t1/2lambda
10,0

10,0
8,0
8,0

6,0 6.0

407 407

2,01 2,0

-
-

0,0 — 0,0 —

Figura 5.8 Representacion grafica de los parametros farmacocinéticos medios de saquinavir

tras el tratamiento no compartimental de los grupos 7 y 8.
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*
°e

GRUPOS 1, 4. Dosis 48 mg SQV ( IV y PO)

GRUPO 1. GRUPO 4:
Variable Perfusion 1V 48 Oral 48 mg
mg SQV SQV

Media EE |Media EE
Cmax (mg/L) 46,77 7,930 | 1,161 0,220
Cmax/D (L) 0,974 0,165 | 0,017 0,004
Lambda (1) (h™) 0,249 0,032 | 0,134 0,029
t1/2 A (h) 3,268 0,582 | 9,407 2,792
MRT" (h) 4,459 0,770 | 13,46 4,034
AUC” (mg h/L) 126,66 14,77 | 6,766 0,936
AUC™/D (/L) 2,639 0,308 | 0,141 0,019
AUCY%extrap 14,85 3,769 | 31,83 8,702
Vdextrap y VA/F (L) 1,781 0,181 | 85,81 15,23

Vdee (L) 1,703 0,177

Cly CI/F(L/h) 0,421 0,055 | 8,297 1,178

Cuadro 5.36 Parametros farmacocinéticos medios de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 1y 4.

Cmax/D Lambda

0,6

0,1

00 AUC AUC/D

160,0
3,0

80,0

0,0 - 0,0°
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100,0

50,0

0,0 7

Vd & VdIF Cl & CIF
10,01
5,01

MRT 001 t1/2lambda

20,0

10,0

0,0 -

16,0

8,0

0,0 -

Figura 5.9 Representacion grafica de los parametros farmacocinéticos medios y DE de

saquinavir tras el tratamiento no compartimental de los grupos 1y 4.

Grupos 1y 4
Cmax/D (L)

Lambda (1) (h

t1/2 A (h)
MRT" (h)
AUC"/D (h/L)
AUC%extrap

)

Estadistico de Levene GL1 GL2 P Sig.
8,230 1 16 0,011 S
0,171 1 15 0,685 NS
12,07 1 15 0,003 S
13,23 1 15 0,002 S
12,09 1 15 0,003 S
11,17 1 15 0,004 S

Cuadro 5.37 Prueba de Levene de los parametros farmacocinéticos de saquinavir tras

el tratamiento no compartimental de los grupos 1y 4.

Grupos 1y 4. ANOVA test
L Media :
Fuente de variacion SS GL P F Probab Sig
cuadratica
4,017 1 4,017 42,01 0,000 S
C x/D L-1 ’ ’ s 3
max/D (L) 153 16 0,096
0,056 1 0,056 7,024 0,018 S
Lambda () 0119 15 0,008
159,6 1 159,6 4,128 0,060 NS
t1/2 (h) 580,1 15 38,67
- 342,8 1 342,8 4,268 0,057 NS
MRT" (h) 1205,0 15 80,33
- 26,42 1 26,42 74,38 0,000 S
AUC/D (L) 5,329 15 0,355
12217 1 12217 2,933 0,107 NS
o ) ) ) ;
AUCextrap 62475 15 4165
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Cuadro 5.38 Analisis de varianza de los parametros farmacocinéticos de saquinavir tras

el tratamiento no compartimental de los grupos 1y 4.

Grupos 1y 4. U Mann-Whitney test
Parmetro N U\ itney U W 2 cintdtica S
; 8 14,50 0 55 -3,554 0,000 S
Cmax/D (L) R,
8 5,88 11 47 -2,406 0,016 S
t1/2 A (h) 9 11,,78 ’ ’
= , 11 47 2,4 ,01
MRT® (h) S 151 ,8788 06 0,016 S
- 8 13,50 0 45 -3,464 0,001 S
AUC™/D (h/L) 9 5,00
AUC%extrap : 17(;‘?;84 23 59 -1,251 0,211 NS

Cuadro 5.39 Test de Mann-Whitney aplicado a los parametros farmacocinéticos de
saquinavir de los grupos 1y 4, para los que la prueba de Levene indicaba diferencias

significativas.

% GRUPOS 2, 5. Dosis 24 mg SQV (IV y PO).

GRUPO 2: Bolus IV | GRUPO 5: Oral
Variable 24 mg SQV 24 mg SQV
Media EE Media
Cmax (mg/L) 49,23 12,38 1,807
Cmax/D (L) 2,051 0,516 0,075
Lambda (1) (h) 0,414 0,024 0,114
t1/2 A (h) 1,753 0,131 6,076
MRT" (h) 1,884 0,136 8,802
AUC™ (mg /L) 38,30 2,957 9,991
AUC™/D (h/L) 1,596 0,123 0,416
AUC%extrap 3,017 0,634 5,216
Vdy Vd/F (L) 1,650 0,129 21,06
Vdee (L) 1,253 0,113
Cly CI/F(L/h) 0,672 0,056 2,402

Cuadro 5.40 Parametros farmacocinéticos de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 2 y 5.
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Cmax/D Lambda
40 05
30 047
0,3
2,0
0,2
1,0 04
AUC AUC/D

50,0 2,0 1
40,0 1
30,0
20,0

10,0 057

N
S}
o u
I I
N
3}

0,0~ 0,0~

Cl & Cl/F Vd & Vd/F
2,5 20,0
2,0
15,0 1
1,57
10,0 1
1,0 7
05 50

0,0 0,0

t1/2lambda

6,0 7
8,0

6.0 7 4,0
4,0
2,0 4
2,0

Lh
5

0,0~ 0,0~

Figura 5.10 Representacion grafica de los parametros farmacocinéticos medios de

saquinavir tras el tratamiento no compartimental de los grupos 2 y 5.

Grupos 2y 5. ANOVA test

Fuente de variacion SS GL cu';/(ljer(iéligca F Probab Sig
] 3605 1 3,605 1129 0,311 NS

CmaxiD (L") 3513 11 3,194
0,083 1 0,083 11,78 0,006 S

Lambda (2) 0,078 11 0,007

1724 1 17,24 4.27

t1/2. (h) 2251 11 0205 * PO °
MRT® () 4418 1 44,18 199,8 0,000 S

2,433 11 0,221
AUC”/D (h/L) 1,285 1 1,285 7,052 0,022 S
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2,004 11 0,182
4,465 1 4,465 0,925 0,357 NS

AUC%exirap 5300 11 4,827

Cuadro 5.42 Analisis de varianza de los parametros farmacocinéticos de saquinavir tras
el tratamiento no compartimental de los grupos 2 y 5.

% GRUPOS 3, 6. Dosis 12 mg SQV (IV y PO)

GRUPO 3: Bolus | GRUPO 6: Oral
Variable 1V 12 mg SQV 12 mg SQV
Media EE Media EE
Cmax (mg/L) 29,59 9,744 1,016 0,201
Cmax/D (L") 2466 0,812 | 0,081 0,016
Lambda (1) (h™) 0,262 0,024 0,263 0,056
t1/2 A (h) 2,811 0,261 6,706 2,917
MRT" (h) 2,333 0,203 10,49 4,020
AUC” (mg h/L) 17,40 2,194 | 4,707 0,666
AUC”/D (/L) 1450 0,183 | 0,392 0,055
AUCY%extrap 7,114 1,099 19,55 5,227
Vdy Vd/F (L) 3,050 0,394 2399 7177
Vdee (L) 1,813 0,248
Cly CI/F(L/h) 0,753 0,072 3,070 0,334

Cuadro 5.43 Parametros farmacocinéticos de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 3y 6.
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Cmax/D Lambda
5,0 1
4,0 047
30 037
2,0 027
101 011
007 AUC 007 AUC/D
25,0 2,0
20,0 15
15,0
1,0 1
10,0
50 057
0,0 — 0,0 —
3 6 3 6
Vd & VdIF Cl & CIIF
4,0
40,0 1
2,0
20,0
0071 MRT 0] t1/2lambda
16,0
20,0
8,0
10,0
0,0 ~ 0,0 ~
3 6 3 6

GRUPO

Figura 5. 11 Parametros farmacocinéticos medios de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 3y 6.

Grupos 3y 6 Estadistico de Levene GL1 GL2 P Sig.

Cmax/D (L™ 18,88 1 20 0000 S
Lambda (1) (™) 8,072 1 19 0010 S
t1/2 2 (h) 2,682 1 19 01118 NS
MRT" (h) 2,883 1 19 0,06 NS
AUC™/D (h/L) 9,099 1 19 0007 S
AUC%extrap 5,725 1 19 0027 S

Cuadro 5.44 Prueba de Levene de los parametros farmacocinéticos de saquinavir tras

el tratamiento no compartimental de los grupos 3 y 6.
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Grupos 3y 6. ANOVA test

Media

Fuente de variacion SS GL L F Probab Sig
cuadratica

Cmax/D (L'1) 28,95 1 28,95 15,66 0,001 S
36,97 20 1,849

0,000 1 0,000 0,000 0,990 NS

L , , ) )

ambda () 0519 19 0,027

75,14 1 75,14 1,073 0,313 NS
t1/2 (h) 1331,1 19 70,06

- 329,6 1 329,6 2,482 0,132 NS
MRT" (h) 2523,3 19 132,8

© 5,544 1 5,544 44,78 0,000 S
AUC/D (L) 2,352 19 0,124

766,2 1 766,2 3,362 0,082 NS

AUC%extrap 43303 19 2279

Cuadro 5.45 Anova de parametros farmacocinéticos de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 3y 6.

Grupos 3y 6 U Mann-Whitney test
paramary NSl | Mo WO e S
1 1 -3,822
Cmax/D (L) 2 78’,5500 0 05 3,8 0,000 S
8 12,50 40 131 -0,869 0,385 NS
Lambda (1) 13 10:08 ’ ’
= 8 17,50 0 91 -3,766 0,000 S
AUCTID (ML) 700
AUC%extrap 183 182,53;136 33 69 -1,376 0,169 NS

Cuadro 5.46 Test de Mann-Whitney aplicado a los parametros farmacocinéticos de
saquinavir de los grupos 3 y 6, para los que la prueba de Levene indicaba diferencias

significativas.

% GRUPOS 2, 7. Dosis 24 mg SQV (IV y IP)
GRUPO 2: Bolus IV 24 mg GRUPO 7: IP

Variable SQV 24 mg SQV
Media EE Media
Cmax (mg/L) 49,23 12,38 1,667

Cmax/D (L) 2,051 0,516 0,069
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Lambda () (h™) 0,414 0,024 0,068
t1/2 & (h) 1,753 0,131 10,23
MRT" (h) 1,884 0,136 20,31

AUC” (mg h/L) 38,30 2,957 31,59

AUC”/D (h/L) 1,596 0,123 1,316

AUCY%extrap 3,017 0,634 29,78

Vdy Vd/F (L) 1,650 0,129 11,21
Vdee (L) 1,253 0,113

Cly CUF(L/h) 0,672 0,056 0,760

Cuadro 5.47 Parametros farmacocinéticos de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 2y 7.

Cmax/D Lambda
4,0
0,4 7
2,0
0,2 7
00 AUC 00 AUC/D
2,01
40,0 1
1,01
20,0
0,0 — 0,0~
2 7 2 7
vdy VdiF Cly CIF
10,0 0,81
5,0 0,47
0] MRT 9] t1/2lambda
20,0 1 10,01
10,0 1 I 5,0
0,0 — 0,0~
2 7 2 7

Figura 5.12 Representacion grafica de los parametros farmacocinéticos medios de

saquinavir y en su caso DE tras el tratamiento no compartimental de los grupos 2y 7.
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Grupos 2y 7. ANOVA test

Media

Fuente de variacion SS GL - F Probab Sig
cuadratica
3,626 1 3,626 1,135 0,309 NS
D L-1 ) ) 3 ’
Cmax/D (L) 3513 11 3,19
0,111 1 0,111 15,70 0,002 S
L ) , ) ,
ambda (1) 0078 11 0,007
66,35 1 66,35 324,3 0,000 S
t172.2. (h) 2,251 11 0,205
- 313,3 1 313,3 1416,5 0,000 S
MRT" (h) 2,433 11 0,221
- 0,072 1 0,072 0,396 0,542 NS
AUC /D (L) 2,004 11 0,182
661,3 1 661,3 137,0 0,000 S

AUC%exirap 53,00 11 4827

Cuadro 5.48 Anova de los parametros farmacocinéticos de saquinavir tras el

tratamiento no compartimental de los grupos 2y 7.

X/

¥ GRUPOS 3, 8. Dosis 12 mg SQV (IV y IP)

_ GRUPO 3: Bolus ﬁELiE%gS
Variable IV 12 mg SQV sQV
Media DE Media
Cmax (mg/L) 29,59 9,744 4,550
Cmax/D (L) 2,466 0,812 0,379
Lambda () (h™) 0,262 0,024 0,144
t1/2 A (h) 2,811 0,261 4,799
MRT" (h) 2,333 0,203 6,904
AUC” (mg h/L) 17,40 2,194 29,72
AUC™/D (WL) 1,450 0,183 2,476
AUC%extrap 7,114 1,099 3,263
Vdy Vd/F (L) 3,050 0,394 2,796
Vdee (L) 1,813 0,248

Cly CI/F(L/h) 0,753 0,072 0,404

Cuadro 5.49 Parametros farmacocinéticos de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 3y 8.
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Cmax/D Lambda
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007 AUC 007 AUC/D
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Figura 5.13 Representacion grafica de los parametros farmacocinéticos medios de

saquinavir tras el tratamiento no compartimental de los grupos 3y 8.

Grupos 3y 8. ANOVA test
. Media -
Fuente de variacion SS GL P F Probab Sig
cuadrdtica

Cmax/D (L) 3,871 1 3,871 0,734 0,420 NS
36,92 7 5,275

0,012 1 0,012 2,616 0,150 NS
Lambda (1) 0033 7 0,005

3,513 1 3,513 6,433 0,039 S

122 (h , , , ,

t12 (h 3,823 7 0,546

" 18,57 1 18,57 56,23 0,000 S
MRT" (h) 2,312 7 0,330
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w 0,936 1 0,936 3,499 0,104 NS
AUC /D (hlL) 1,872 7 0,267
13,18 1 13,18 1,364 0,281 NS
o , , , )
AUC%extrap 67.67 7 9.668

Cuadro 5.50 Anova de los parametros farmacocinéticos de saquinavir tras el

tratamiento no compartimental de los grupos 3 y 8.

% GRUPOS 7, 5. Dosis 24 mg SQV (IP y PO)

GRUPO 7: IP ggfgfn?é

Parametro 24 mg SQV sQV
Media Media

Tmax (h) 0,520 12,07
Cmax (mg/L) 1,667 1,807
Cmax/D (L) 0,069 0,075
Lambda (&) (h™) 0,068 0,114
t1/2 & (h) 10,23 6,076
MRT" (h) 20,31 8,802
AUC” (mg h/L) 31,59 9,991
AUC”/D (h/L) 1,316 0,416
AUCY%extrap 29,78 5,216
Vd/F (L) 11,21 21,06
CI/F(L/h) 0,760 2,402

Cuadro 5.51 Parametros farmacocinéticos de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 7 y 5.

Cl/F Cmax
2,5
2,0 1,5
1,5 1 10
1,0 1
05 7
0,5
0,0 0,0
AUC AUC/D
30,0 12
20,0 0,8
10,0 0,4
0,0 - 0,0 —
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MRT Tmax
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00
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Figura 5.14 Representacion grafica de los parametros farmacocinéticos medios de

saquinavir tras el tratamiento no compartimental de los grupos 7 y 5.

% GRUPOS 8, 6. Dosis 12 mg SQV (IP y PO)

| GRUPO 6: PO Gﬂg‘ig?ngz

Variable 12 mg SQV SQV
Media DE Media

Tmax (mg/L) 2,247 0,686 2,000
Cmax (mg/L) 1,016 0,201 4,550
Cmax/D (L) 0,081 0,016 0,379
Lambda (1) (h) 0,263 0,056 0,144
T1/2 % (h) 6,706 2,917 4,799
MRT" (h) 10,49 4,020 6,904
AUC” (mg /L) 4,707 0,666 29,72
AUC™/D (/L) 0,392 0,055 2,476
AUC%extrap 19,55 5,227 3,263
Vd/F (L) 24,00 7,177 2,796
CI/F(L/h) 3,070 0,334 0,404
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Cuadro 5.52 Parametros farmacocinéticos de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 6 y 8.

CI/F Cmax
407 40
3,0 30 1
207 20
1,0 10 A
0,0 1 00
AUC AUC/D
30,0 2,5
25,0 201
20,0
1,5
15,0
1,0
10,0 |
5,0 057
0,0 0,0 -
6 7 8 6 7 8
MRT Tmax
25,0 5,0 |
20,0 4,0
15,0 | 3,0
10,0 | 2,0
50 1,0
0,0 7 0,0
Cmax/D Lambda
1,5 04 -
10 03 7]
02 1
05
01
0,0 - 00 -
6 7 8 6 7 8
Vd/F t1/2lambda
50,0
15,0 |
40,0
30,0 | 10,0
20,0
5,0 ]
10,0 |
0,0 - 0,0 -
6 7 8 6 7 8

Figura 5. 15 Representacion grafica de los parametros farmacocinéticos medios de

saquinavir tras el tratamiento no compartimental de los grupos 6 y 8.
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Grupos 6y 8. ANOVA test

Media

Fuente de variacion SS GL L F Probab Sig
cuadratica
0,248 1 0,248 0037 0,850 NS
Tmax (h)
86,55 13 6,658
0,083 1 0,083 2352 0,000 S
D L—1 ] ] ’ ]
Cmax/D (L) 0,046 13 0,004
0,013 1 0,013 0323 0,580 NS
Lambda () 0486 12 0,041
3,377 1 3,377 0031 0,864 NS
t22 () 13273 12 1106
. 11,95 1 11,95 0057 0,816 NS
MRT" (h) 25210 12 21041
. 4,033 1 4,033 100,87 0,000 S
AUC™/D (h/L
Uc /b (hiL) 0,480 12 0,040
246.4 1 246,4 0694 0,421 NS
. , , , ,
NUGROTED 42626 12 3552
417431 1 4174 0623 0,445 NS
Va/F (L) 80357 12 669,6
6,601 1 6,601 4551 0,054 NS
CI/F (L/h) ’ ’

17,40 12 1,450

Cuadro 5.53 Parametros farmacocinéticos de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 6 y 8.

% GRUPOS 2, 9. Dosis 24 mg SQV IV (s6lo y en

combinacion)

GRUPO 9:
GRUPO 2: Bolus IV 24 mg Perf.1V 24 mg
Variable SQV SQVy 6mg
RTV
Media EE Media
Cmax (mg/L) 49,23 12,38 44,57
Cmax/D (L) 2,051 0,516 1,857
Lambda (1) (h™) 0,414 0,024 0,163
t1/2 & (h) 1,753 0,131 4,259
MRT" (h) 1,884 0,136 6,461
AUC” (mg h/L) 38,30 2,957 263,6
AUC”/D (W/L) 1,596 0,123 10,98
AUC%extrap 3,017 0,634 21,39
Vdextrap (L) 1,650 0,129 0,559



Resultados- 219

Vdee (L) 1,253 0,113 0,588
Cl (L/h) 0,672 0,056 0,091

Cuadro 5.54 Parametros farmacocinéticos de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 2 y 9.

Cl Cmax/D
0 4,0 7
06 - 3,0
04 2,0 1
0,2 1,0 1
007 AUC %07 AUC/D
250,0 1
200,0 1
150,0
100,0
50,0
0,0 —
2 9

vd Vdee

= = b
o =}
I I I
o° o

I I

051 0,5
0,0 1 0,0
Lambda MRT
0,5
6,0
0,4
0,3 1 4,0 7
0,2
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0,1
0,0 - 0,0 -
2 9 2 9

t1/2lambda
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3,0

2,0
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I
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©
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Figura 5.16 Representacion grafica de los parametros farmacocinéticos medios de

saquinavir y en su caso DE tras el tratamiento no compartimental de los grupos 2 y 9.
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Grupos 2y 9. ANOVA test

Fuente de variacion SS GL cu';/:jerczj'ait&ilca F Probab Sig
] , 1 , 011 91 N
omad (L) G L e o0 MR
0,059 1 0,059 8,277 0,015 S
Lambda (1) 0078 11 0007
5795 1 5795 28,32 0,000 S
tii2x (h) 2951 1 0205 ' |
. 19,34 1 19,34 87,45 0,000 S
MRT" (h) 2433 11 0221
3 81, 1 81, 446, ,
AUCD (hlL) 2,032 11 0,122 o oo °
1, 1 1, 4,54 ,
AUC%exirap 23,02 11 2,82? o oo °
1,097 1 1,097 5,514 0,039 S
Vdextrap (L) 2189 11 04199
0,408 1 0,408 2,671 0130 NS
Vdee (L) 1.681 11 0453 , ‘
ol Ly 0,311 1 0,311 8,281 0,015 S

0,414 11 0,038

Cuadro 5.55 Anova de parametros farmacocinéticos de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 2 y 9.

R

» GRUPOS 5, 10. Dosis 24 mg SQV PO (s6lo y en

combinacion)

| GRUPO 5: Oral ;%’gngl\ﬁ’ v %::é

Variable 24 mg SQV RTV
Media Media

Tmax (h) 0,520 3,000
Cmax (mg/L) 1,807 14,62
Cmax/D (L) 0,075 0,609
Lambda (1) (h™) 0,114 0,149
£1/2 & (h) 6,076 4,648
MRT" (h) 8,802 8,373
AUC” (mg /L) 9,991 158,5
AUC™/D (W/L) 0,416 6,603
AUC%extrap 5,216 2,278
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Vd/F (L) 21,06 1,016
CV/F (L/h) 2,402 0,151

Cuadro 5.56 Parametros farmacocinéticos de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 5y 10.

Cl/E Cmax

o o = ~0N
o (3] o [$,] o
| L L L L
o & @ N
o o o o
| L L L

AUC ' AUC/D

150,0 1 64

100,0 7 44

50,0 7 24

e
=}

i
o

5 10 5 10
MRT Tmax
3,0 1
8,0 7
2,5
6,0 2,0 7
4,0 157
1,0 1
20 | 051
07 Cmax/D 007 Lambda
0,6 0,2 1
0,17
04
0,17
0.2
0,0 1
00 - 00 -
5 10 5 10
Vd/F t1/2lambda

20,0

15,0 7

10,0

5,0 7

o N > o
2 .2 % |9

0,0~

Figura 5.17 Representacion grafica de los parametros farmacocinéticos medios de

saquinavir tras el tratamiento no compartimental de los grupos 5y 10.
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% GRUPO 9, 10. Dosis 24 mg SQV en combinacion (IV y

PO)
GRUPO 9: GRUPO 10: Oral
. Perf.1V 24 m 24 mg SQV'y 6m
Variable SQVy 6mg RTV ’ RQI'V Yo
Media Media
Cmax (mg/L) 44,57 14,62
Cmax/D (L) 1,857 0,609
Lambda () (h™) 0,163 0,149
t1/2 A (h) 4,259 4,648
MRT" (h) 6,461 8,373
AUC” (mg /L) 263,6 158,5
AUC”/D (h/L) 10,98 6,603
AUC%extrap 21,39 2,278
Vdextrap y Vd/F (L) 0,559 1,016
Cly CI/F(L/h) 0,091 0,151

Cuadro 5.57 Parametros farmacocinéticos de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 9y 10.

Cmax/D Lambda

01
0,11
05 0.07

007 AUC 007 AUC/D

250,0
200,0
150,0 1
100,0 1

50,0

0,0 —
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Vd & Vd/F CI & CIF
1,0 0,1
0,8 1
0,1
0,6 7
047 0,01
0,2 7
0 MRT 007 t1/2lambda
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4,0
6,0 7
3,0
4,0 2,0
2,0 1,0 1
0,0 — 0,0 —
9 10 9 10

Figura 5. 18 Parametros farmacocinéticos medios de saquinavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 9y 10.

5.3.1.2 RITONAVIR

En los cuadros 5.58-61, se muestra para cada grupo de ritonavir,
bien los valores promedios obtenidos para los distintos pardmetros
farmacocinéticos tras realizar el andlisis individual de los datos
experimentales, en aquellos grupos que lo permitian, o en su caso, los
valores de los parametros obtenidos para aquellos grupos en los que se ha
realizado un andlisis poblacional como promedio simple de datos. En el
caso de proporcionar el valor promedio de los valores individuales, se indica
ademas, el coeficiente de variacion (CV%), el error estandar (EE), la

mediana, asi como los intervalos de confianza del 95 % inferior y superior.
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GRUPO 11: Bolus IV3mg RTV | N=7; Nmiss=0
Variable Media CV% EE Mediana 95%L1 95%LS
Cmax (mg/L) 61,26 77,92 18,04 36,56 17,10 105,4
Cmax/D (L) 20,42 77,92 6,014 12,19 5,702 35,14
Lambda (1) (h™) 0,472 28,12 0,050 0,459 0,349 0,595
t1/2 x (h) 1,575 28,44 0,169 1,510 1,161 1,990
MRT" (h) 1,951 35,13 0,259 1,503 1,317 2,585
AUC” (mg h/L) 18,28 32,34 2,234 20,27 12,811 23,75
AUC”/D (h/L) 6,093 32,34 0,745 6,755 4,270 7,916
AUC%back extrap 15,24 63,61 3,665 15,55 6,272 24,21
AUC%extrap 18,52 48,78 3,414 12,33 10,16 26,87
Vdextrap (L) 0,388 22,69 0,033 0,392 0,307 0,469
Vdee (L) 0,337 31,23 0,040 0,346 0,240 0,435
Cl1 (L/h) 0,183 39,22 0,027 0,148 0,117 0,250

Cuadro 5.58 Parametros farmacocinéticos medios de ritonavir tras el analisis no
compartimental individual de los datos experimentales del grupo 12. Dénde N es el numero de
individuos tenidos en cuenta y Nmiss los que por no describir bien la fase terminal de la curva por un

numero insuficiente de muestras, se han excluido del analisis.

GRUPO 9: Perfusion IV 6mg RTV .
24 mg SQV 9 y N=2; Nmiss=1

Variable Media CV% EE Mediana  95%LI 959%LS
Tmax (h) 0,750 0,000 0,000 0,750 0,750 0,750
Cmax (mg/L) 7,185 37,54 1907 7,185 -17,05 31,42
Cmax/D (L) 1,198 37,54 0,318 1,198 -2,841 5,236
Lambda (1) (h™) 0,654 47,81 0,221 0,654 -2,154 3,461
t1/2 1 (h) 1,197 47,81 0,405 1,197 -3,945 6,340
MRT" (h) 2,173 52,33 0,804 2,173 -8,043 12,39
AUC” (mg h/L) 19,72 8546 11,92 19,72 -131,7 171,1
AUC”/D (W/L) 3,286 85,46 1,986 3,286 -21,95 28,52
AUC%extrap 4,707 15,07 0,502 4,707 -1,668 11,08
Vdextrap (L) 0,659 47,32 0,220 0,659 -2,142 3,459
Vdee (L) 0,809 42,67 0,244 0,809 -2,291 3,908
CI (L/h) 0,479 85,46 0,290 0,479 -3,201 4,160

Cuadro 5.59 Parametros farmacocinéticos medios de ritonavir tras el andlisis no
compartimental individual de los datos experimentales del grupo 9. Dénde N es el numero de individuos
tenidos en cuenta y Nmiss los que por no describir bien la fase terminal de la curva por un ndmero

insuficiente de muestras, se han excluido del andlisis.
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GRUPO 12: oral 4.6+2.5 mg RTV GRUPO 10: OraSIQEi;ng RTV'y 24mg
Variable N=20 Variable N=6
Tmax (h) 10,02 Tmax (h) 3,000
Cmax (mg/%) 1,136 Cmax (mg/L) 1,664
Cmax/D (L )_1 1,136 Cmax/D (L) 0,277
Lambda (1) (h") 0,116 Lambda (1) (") 0,250
172 (h) 5,959 1172 () 2,767
MET (h) 9,479 MRT" (h) 9,845
AUC uo(mg h/L) 5,170 AUC” (mg h/L) 18,946
AUC”/D (h/L) 5,170 AUC™/D (/L) 3.158
AUCY%extrap 6,855 AUC%extrap 4,754
Vd/F (L) 1,663 VdF (L) 1,264
CIF (L/h) 0,193 CUF (L/h) 0,317
Cuadro 5.60 Parametros Cuadro 561 Parametros

farmacocinéticos de ritonavir tras el andlisis L . ) L
farmacocinéticos de ritonavir tras el analisis no

no compartimental poblacional de los datos ) .
compartimental poblacional de los datos del grupo

del 12, dio simple d o .
 grupo como promedio simpie de 10, como promedio simple de datos. Dénde N es el

datos. Dénde N es el nimero de individuos o )
numero de individuos tenidos en cuenta en el

tenidos en cuenta en el andlisis. L
analisis.

5.3.1.2.1 Andlisis estadistico de los parametros farmacocinéticos

El cuadro 5.62 muestra los resultados obtenidos tras aplicar la
prueba de Kolgomorov-Smirnov, a los grupos de ritonavir con un tamafio
muestral de mas de un animal. En los cuadros 5.63-71 se presentan los
resultados obtenidos para el ritonavir tras aplicar la prueba de Levene a los
grupos con varianza calculable que se desea comparar, asi como los
resultados del ANOVA y en su caso, del test no paramétrico de Mann-
Whitney para muestras independientes. Por ultimo, se ha representado
graficamente, en las figuras 5.19-22, los valores medios de los parametros

de ritonavir y su desviacion estandar (s6lo en los grupos en los que se ha



226 -Estudio farmacocinético poblacional de antirretrovirales en rata

realizado andlisis individual), con el fin de observar las tendencias en caso

de que existan.

Prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov
, GRUPO 11: IV 3 | GRUPO 9: Perf.1V 6
Parametro mg RTV mg RTV
) As?r:%gfica Sl | Y As?r:?(?t'ica S,
CmaxD (L") |7 0,691 NS | 2 0,999 NS
Lambda () (h") | 7 0,762 NS | 2 0,999 NS
t1/2 & (h) 7 0776 NS | 2 0,999 NS
MRT" (h) 7 0,491 NS | 2 0,999 NS
AUC'D (ML) |7 0,935 NS | 2 0,999 NS
AUC%back extrap | 7 0,950 NS
AUCY%extrap 7 0,452 NS 2 0,999 NS
Vdextrap (L) |7 0,999 NS | 2 0,999 NS
Vdee (L) 7 0,999 NS | 2 0,999 NS
Cl1 (L/h) 7 0,732 NS | 2 0,999 NS

Cuadro 5.62 Prueba de Kolgomorov-Smirnov aplicada a los parametros farmacocinéticos de

ritonavir tras el andlisis no compartimental de los datos de los grupos 11y 9.

s GRUPOS 11, 12. Dosis 3mgy 4,6 mg RTV (IVy PO)

GRUPO

GRUPO 11: IV | 12: PO

Variable 3mg RTV 4,6 mg
RTV

Media EE Media
Cmax (mg/L) 61,26 18,04 1,136
Cmax/D (L) 20,42 6,014 | 1,136
Lambda (1) (h™) 0,472 0,050 | 0,116
t1/2 A (h) 1,575 0,169 | 5,959
MRT" (h) 1,951 0,259 | 9,479
AUC” (mg h/L) 18,28 27234 | 5,170
AUC™/D (h/L) 6,093 0,745 | 5,170
AUCY%extrap 18,52 3414 6,855
Vdy Vd/F (L) 0,388 0,033 | 1,663
Cly CI/F(L/h) 0,183 0,027 | 0,193
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Cuadro 5.63 Parametros farmacocinéticos de

compartimental de los grupos 11y 12.

Cmax

Cmax/D
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11 12 1 12
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1,0 1 0,1
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0,0 1
0] MRTINF 007 t1/2 Lambda
10,0 7 6,01
8,0 1 5.0]
6.0 4,07
] 3,07
40 2,0
207 1,01
0,0 — 0,0~
1 12 1 12
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0,0 —

0,6 1
04
0,27

GRUPO
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tratamiento no

Figura 5.19 Parametros farmacocinéticos medios de ritonavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 11y 12.
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Grupos 11y 12. ANOVA test

Media

Fuente de variacion SS GL L F Probab Sig
cuadratica
Cmax/D (L'1) 325,459 1 325,459 1,285 0,300 NS
1519,211 6 253,202
0,111 1 0,111 6,283 0,046 S
. : : : :
ambda (1) 0106 6 0,018
16,812 1 16,812 83,752 0,000 S
G () 1,204 6 0,201
o 49,584 1 49,584 105,508 0,000 S
MRT" (h) 2,820 6 0,470
o 0,746 1 0,746 0,192 0,676 NS
AU (L) 23,300 6 3,883
119,036 1 119,036 1,459 0,273 NS
S : : : :
UC%extrap 480649 6 81,608

Cuadro 5.64 Analisis de varianza de los parametros farmacocinéticos de ritonavir tras el

tratamiento no compartimental de los grupos 11y 12.

« GRUPOS 9, 10. Dosis 6 mg RTV en combinacion (IV y

PO)
GRUPO 9: Perf.IV6 | GRUPO 10: PO 6
. m m
Variable RTVy 24gmg sQvV_ |RTVy 24grlng SQV
Media EE Media
Cmax (mg/L) 7,185 1,907 1,664
Cmax/D (L) 1,198 0,318 0,277
Lambda (1) (h™) 0,654 0,221 0,250
t1/2 & (h) 1,197 0,405 2,767
MRT" (h) 2,173 0,804 9,845
AUC” (mg h/L) 19,72 11,92 18,95
AUC™/D (h/L) 3,286 1,986 3,158
AUCY%extrap 4,707 0,502 4,754
Vdy Vd/F (L) 0,659 0,220 1,264
Cly CI/F(L/h) 0,479 0,290 0,317

Cuadro 5.65 Parametros farmacocinéticos de ritonavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 9 y 10.



Resultados- 229

Cmax Cmax/D

0,51

T R R

o o o o o

L L L L L
2 . 9

0,07

AUCINF ' AUCINF/D
6,07
30,0 7
4,0
20,0 7
10,0 1 201
0,0 — 0,0
9 10 9 10
t1/2 Lambda Vdy Vd/F

2,5 127
2,0 1
0,8 |
1,5
1,0 4 04
0,5
0,0 1 0,0
Lambdaz MRTINF
1,0 4 10,0 |
08 8,0
0,6 6,0 |
0,4 4,0
0,2 2,0
0,0 - 0,0 -
9 10 9 10
Cly Cl/F
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0~
9 10

Figura 5.20 Representacion grafica de los parametros farmacocinéticos medios de

ritonavir tras el tratamiento no compartimental de los grupos 9 y 10.
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Grupos 9y 10. ANOVA test

Fuente de variacion SS GL cul.':l/(ljerdéii:ilca F Probab Sig
: , 1 , 2,794 ,34 N
S CTC IO O
0,108 1 0,108 1,110 0,483 NS
Lambda (1) 0,098 1 0,098
1,643 1 1,643 5,016 0,267 NS
12 () 0:328 1 0:328 ‘ ’
= 39,242 1 39,242 30,355 0,114 NS
MRT" (h) 1,293 1 1,293
- 0,011 1 0,011 0,001 0,976 NS
AUC /D (hL) 7,888 1 7,888
,001 1 ,001 , , N
auctewap 00110001 000 0% NS

Cuadro 5.66 Analisis de varianza de los parametros farmacocinéticos de ritonavir tras el

tratamiento no compartimental de los grupos 9y 10.

s GRUPOS 11, 9. Dosis 3y 6 mg SQV IV

combinacion)

(sélo y en

GRUPO 11: IV | GRUPO 9: Perf.IV 6
Variable 3mg RTV mg RTV y 24mg SQV
Media EE Media DE

Cmax (mg/L) 61,26 18,04 7,185 1,907
Cmax/D (L") 20,42 6,014 1,198 0,318
Lambda () (h™) 0,472 0,050 0,654 0,221
t1/2 . (h) 1575 0,169 1,197 0,405
MRT" (h) 1,951 0,259 2,173 0,804
AUC” (mg h/L) 18,28 2,234 19,72 11,92
AUC™/D (h/L) 6,093 0,745 3,286 1,986
AUC%extrap 18,52 3,414 4,707 0,502
Vd (L) 0,388 0,033 0,659 0,220
Vdee (L) 0,337 0,040 0,809 0,244
Cl (L/h) 0,183 0,027 0,479 0,290

Cuadro 5.67 Parametros farmacocinéticos de ritonavir tras el

compartimental de los grupos 9y 11.

tratamiento no
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Figura 5.21 Representacion grafica de los parametros farmacocinéticos medios de

ritonavir tras el tratamiento no compartimental de los grupos 9y 11.
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Grupos9y 11 Estadistico de Levene GL1 GL2 P Sig.

Cmax/D (L'1) 1,768 1 7 0,225 NS
Lambda (1) (h'1) 9,409 1 7 0,018 S
t1/2 & (h) 0,019 1 7 0,895 NS
MRT” (h) 2,843 1 7 0,136 NS
AUC”/D (h/L) 0,294 1 7 0,605 NS
AUC%extrap 30,06 1 7 0,001 S
Vdextrap (L) 14,59 1 7 0,007 S
Vdee (L) 12,80 1 7 0,009 S

Cl (L/h) 65,67 1 7 0,000 S

Cuadro 5.68 Prueba de Levene de los parametros farmacocinéticos de ritonavir tras el

tratamiento no compartimental de los grupos 9y 11.

Grupos 11y 9. ANOVA test

Fuente de variacion SS GL Med@ F Probab Sig
cuadratica
Cmax/D (L'1) 574,9 1 574,9 2,649 0,148 NS
1519,4 7 2171
0,051 1 0,051 1,764 0,226 NS
Lambda (4) 0,203 7 0,029
0,222 1 0,222 1,016 0,347 NS
t1/2 (h) 1,532 7 0,219
- 0,076 1 0,076 0,130 0,729 NS
MRT" (h) 4113 7 0,588
- 12,25 1 12,25 2,751 0,141 NS
AUC/D (L) 31,19 7 4,455
296,7 1 296,7 4,238 0,079 NS
o ) ) ) )
AUC%extrap 490 1 7 70,02
0,114 1 0,114 5,560 0,050 NS
Vdextrop (L) 0,144 7 0,021
0,346 1 0,346 13,04 0,009 S
Vdee (L) 0,186 7 0,027
0,136 1 0,136 4,798 0,065 NS
Cl(L/h) 0,199 7 0,028

Cuadro 5.69 Anova de parametros farmacocinéticos de ritonavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 11y 9.
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Grupos 9y 11. U Mann-Whitney test

Parametro N 0% \himeyu W % acntstioa 59
2 6,50 4,000 32,00 -0,878 0,380 NS

Lambda (1) 7 4:57 ’ ’ ’
AUC%extrap 5 ;gg 0,000 3,000 -2,049 0,040 S
Vdextrop (L) 3 :gg 2,000 30,00 -1,464 0,143 NS
2 7,00 3,000 31,00 -1,171 0,242 NS

Cl (L/h) 7 443

2 8,50 0,000 28,00 -2,049 0,040 S

Vdee (L) . 4:00 ’ ’ ’

Cuadro 5.70 Test de Mann-Whitney aplicado a los parametros farmacocinéticos de
ritonavir de los grupos 11 y 9, para los que la prueba de Levene indicaba diferencias

significativas.

% GRUPOS 12, 10. Dosis 4,6 y 6 mg SQV PO (sélo y en

combinacion)

GRUPO 12: PO GRUPO 10: PO 6

Variable 4,6 mg RTV Mg R'Ié\é\); 24mg
Media Media
Tmax (mg/L) 10,017 3,000
Cmax (mg/L) 1,136 1,664
Cmax/D (L) 1,136 0,277
Lambda (1) (h™) 0,116 0,250
t1/2 % (h) 5,959 2,767
MRT" (h) 9,479 9,845
AUC” (mg h/L) 5,170 18,946
AUC™/D (W/L) 5,170 3,158
AUC%extrap 6,855 4,754
Vd/F (L) 1,663 1,264
CI/F(L/h) 0,193 0,317

Cuadro 5.71 Parametros farmacocinéticos de ritonavir tras el tratamiento no

compartimental de los grupos 12y 10.



234 -Estudio farmacocinético poblacional de antirretrovirales en rata
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Figura 5.22 Representacion grafica de los parametros farmacocinéticos medios de

ritonavir tras el tratamiento no compartimental de los grupos 10y 12.
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5.3.1.3 Determinacion de la biodisponibilidad

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en el calculo
de la biodisponibilidad en magnitud absoluta y relativa para los dos
farmacos tras el andlisis farmacocinético no compartimental, siguiendo el

método descrito en el epigrafe 4.7.3.

En el cuadro 5.72 se exponen los valores de AUC medios obtenidos
para las distintas dosis administradas de saquinavir, s6lo y en combinacion,
por via oral e intravenosa mediante el andlisis no compartimental de suma
de trapecios y los valores de biodisponibilidad oral absoluta, calculada para
cada una de las dosis administradas tomando como referencia cada vez una

de las dosis administrada por via intravenosa.

En el cuadro 5.73 se muestran los valores de AUC medios
obtenidos para las distintas dosis administradas de saquinavir por via
intraperitoneal e intravenosa mediante el analisis no compartimental de
suma de trapecios y los valores de biodisponibilidad intraperitoneal
absoluta, calculada para cada una de las dosis administradas tomando como

referencia cada vez una de las dosis administrada por via intravenosa.

El cuadro 5.74, muestra los valores de AUC medios obtenidos para
las distintas dosis administradas de saquinavir por via oral e intraperitoneal
mediante el analisis no compartimental y los valores de biodisponibilidad

relativa de la adminitracion oral respecto a la intraperitoneal.
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BIODISPONIBILIDAD ORAL ABSOLUTA (F%)
e o o Colmgs
GRUPO IV perfusién) (24mg bolus) (12mg bolus) perfusion)

GRUPO ORAL ALig’iEpno 2,639+0,870 1,596+0,427 1,450+0,517 10,984

G4 (48mg) |0,141+0,058 5,342 8,832 9,719

G5 (24 mg) 0,416 15,78 26,08 28,70

G6 (12 mg) |0,392+0,200 14,86 24,58 27,04

G10 (24mg

SQV +RTV) 6,603 250,2 413,7 455,3 60,11

Cuadro 5.72 Biodisponibilidad absoluta en magnitud por via oral de saquinavir,

calculada a partir de los valores medios de AUC no compartimental corregidos para la

dosis de los grupos IV y PO.
BIODISPONIBILIDAD IP (F%)

Gl
GRUPO IV (48mg (24mgG Eolus) 12 mssl;olus)
perfusion)
GRUPO IP AUC/ID no comp  2,639+0,870  1,596+0,427  1,450+0,517
G7 (24mg) 1,316 49,88 82,48 90,76
G8 (12 mg) 2,476 93,85 155,2 170,7

Cuadro 5.73 Biodisponibilidad absoluta en magnitud por via intraperitoneal de
saquinavir, calculada a partir de los valores medios de AUC no compartimental

corregidos para la dosis de los grupos IV e IP.

BIODISPONIBILIDAD RELATIVA (F%)
GRUPO ORAL G4 (48mg) G5 (24mg) G6 (12mg)
GRUPO IP AUC/D no comp 0,141£0,058 0,416 0,392+0,200
G7 (24mg) 1,316 10,71 31,62 29,80
G8 (12 mg) 2,476 5,692 16,81 15,84

Cuadro 5.74 Biodisponibilidad relativa en magnitud de saquinavir, calculada a partir de

los valores medios de AUC no compartimental corregidos para la dosis de los grupos

POelP.

En el cuadro 5.75 se exponen los valores de AUC medios obtenidos

para la dosis administrada por via oral e intravenosa de ritonavir, sélo y en
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combinacion, mediante el analisis no compartimental de suma de trapecios y

los valores de biodisponibilidad oral absoluta correspondientes.

BIODISPONIBILIDAD ORAL (F%)
G11 G9 (6 mg RTV+SQV;
GRUPO IV (3 mg bolus) perfusion)
GRUPO PO AUC/D no comp  6,093+1,971 3,286+2,809
G12 (4.6 mg) 5,170 84,84
G10 (6mg RTV+
SQV) 3,158 51,82 96,08

Cuadro 5.75 Biodisponibilidad oral absoluta en magnitud de ritonavir, calculada a partir
de los valores medios de AUC no compartimental corregidos para la dosis de los grupos
PO e IV.

5.3.2 Analisis compartimental. Modelo no lineal de
efectos mixtos

5.3.2.1 Modelo estructural. SAQUINAVIR

El modelado farmacocinético se ha abordado de manera secuencial,
implementando mayor grado de complejidad en el modelo escogido y

obsevando si se mejora el ajustado obtenido.

En primer lugar se desarrollaron modelos empiricos basados en los
modelos farmacocinéticos lineales clasicos bi y tricompartimental, que
consideraban los mismos o distintos valores para los distintos parametros
farmacocinéticos, para ajustar sélo los datos intravenosos de los grupos 1, 2,
3y 9 (Etapa 1). En el cuadro 5.76 se muestra algunos de los modelos
desarrollados, indicando el numero de parametros estimados, asi como si se
consideraban los mismos parametros para todos los grupos, la subrutina
utilizada, el nimero de omegas estimadas en la matriz de covarianza y la
funciéon minima objetivo. Cuando se ha considerado diferentes valores de un

mismo parametro para los distintos grupos, en general se ha parametrizado
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mediante un factor empirico que multiplica al valor del pardmetro para cada
grupo. Este factor se ha denominado “F” seguido del pardmetro y el grupo

al cual se refiere.

Modelo Parametros (N total) IR/ MVOEFE
(AIIDV\(;,(A)\?\B) Cl, k12, k21, Vc. (4) 3 620,169
(AII;/\?EZS) Cl (4), k12, k21, Vc. (7) 3 492, 139
(AII;/\?EE:IS) Cl, k12, k21, Vc (4). (7) 3 590,954
(AII;/\?,S\ZS) Cl (4), k12, k21, Vc (FVcao). (8) 3 492,107
(Ag/\?;im) Cl (4), k12, k21, Vc (4). (10) 3 487,607
(Ag/\?iﬁm) Cl(4), k12 (4), k21, Vc. (10) 3 492,438
(AII;/\?::\IS) CI(FClas), k12, k21, Vc (4). (8) 3 538,146
(AI;\\//?AOI\?M) Cl, k12, k21, k13, k31,Vc. (6) 3 604,358
(AI;\\//(,)AZI\?M) CI(FClag), k12, k21, k13, k31,Vc. (7) 3 548,491

Cuadro 5.76 Modelos lineales probados en el ajustado de datos de SQV IV, parametros

estimados y funcién objetivo obtenida.
En el cuadro 5.77 se muestra los parametros obtenidos para el
modelo 1V012 y la figura 5.23 muestra la bondad de ajuste del modelo a los

datos experimentales.

Modelo: 1012 (ADVAN3) FMO: 487,607
Parametro EE% | IV (o) EE %
Cl gy, (L/h) 0,373 1090 | g 0,296 33,80
FCI ©2) 1,860 12,30 | k12 0 0
FCl o) 1,500 21,90 | wk2q 0,381 67,00
FCI 6o) 0277 1830 | oyc 0404 40,10
K12 (h™) 2,050 18,30
K21 (h™) 0,779 9,600 | 5 exp EE %
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Ve (G1) (L) 0,316 31,20 c 0,198 20,40
FVC gy 1,200 29,00
FVC as) 1,370 29,40
FVec ) 1,140 33,20

Cuadro 5.77 Valores de los parametros farmacdcineticos poblacionales obtenidos tras
el ajustado del modelo IV012 a los datos intravenosos de saquinavir de los grupos 1,2,3
y 9. Asimismo, se muestran los valores de las ® y o implementadas en el modelo, que

indican la variabilidad interindividual de los parametros farmacocinéticos y la variabilidad
residual, respectivamente.

GROUP: 1.00 GROUP: 2.00
1029 3

A

d o
h o B
€D MW 1O N GO NW O

CPexp (MY/L)
3

Cppred
>
S

@D NW G100 NW OB NW U1 O

=
|

o
=)

N
S

TIEMPO (h)

Figura 5.23 Representacion grafica de las concentraciones experimentales (Cpexp) Vs
tiempo y las concentraciones individuales predichas (Cppreq) por el modelo 1V012 tras
ajustarlo a los datos intravenosos de saquinavir de los grupos 1,2,3 y 9.

A continuacién, teniendo en cuenta la informacion adquirida
previamente, que indicaba pérdida de linealidad al menos en la eliminacion,
se procedi6 a evaluar los posibles mecanismos implicados en el proceso de
disposicion del farmaco. Para ello se desarrollaron modelos mecanicistas.
En el cuadro 5.78 se muestra algunos de los modelos testados a tal efecto.
En aquellos modelos en los que para el grupo 9 se debia tener en cuenta una

posible interaccion, se ha parametrizado mediante un factor empirico, al
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igual que se hacia en pasos anteriores. En el cuadro 5.79 y figura 5.24 se

muestra los valores de los pardmetros obtenidos tras ajustar el modelo

IV034 y la bondad de ajuste a los datos experimentales, respectivamente.

. . N N
Modelo Parametros y comentarios , MVOF
parametros | IV
vo13 |Vm, Km, k12, k21, Vc 5 3 604,875
(ADVANG)
Ivo15 VM, Km, FkmGg , k12, k21, Ve 6 3 543,512
Ivo17  Cl Vm, Km, FkmGg , k12, k21, Ve 7 3 538,665
(ADVANG) (eliminaciéon combinada)
(ADVANG)
vo2s8 Vm, Km, Fkmao. k12, k21, k13,k31, Ve 8 4 514,891
Vo34 Vm, Km, Fkmao . k12, k21, Vc, Kb, Ku, QMA 9 6 |483,533
(ADVANO) (union dinamica a proteinas pl. + MM eliminacion)
vo3g |Vm, Km, Fkmago.k12, k21, k13,k31, Vc 8 5 |542,145
(ADVANO) (MM metabolismo y efflux . Modelo hepatocito)
1V044 Vm, Km, k12, k21, VC, Kb, FKng , KU, QMA 9 5 493,255
(ADVANO) (unién dinamica a proteinas pl.+libertad KbG9)
V049 Vm, Km, FKmGg ,k12, k21, k13,k31, VC, Kb, KU, QMA 11 5 519
(ADVANO) (unién dinamica a proteinas pl.+ metabolismo
saturable desde el compartimento central)
V054 CLi, Km, FKmGg ,k12, k21, k14,k41, VC, Kb, KU, QMA 9 6 516
(ADVANO) (unién dinamica a proteinas pl.+ metabolismo
saturable desde el compartimento central)
Cuadro 5.78 Modelos no lineales probados en el ajustado de datos de SQV IV,

parametros estimados y funcién objetivo obtenida.




la

Resultados- 241
Modelo: 1034 (ADVAN9) FMO: 483,533
Parametro IV (w)
Vm (mg/h) 45,2 oyym 6,56E-06
Km (mg/L) 39 Okm 0
FKm(Gg) 5,09 0K12 0
K12 (h™) 277 | wkpq 0407
K21 (h™) 1,15 oVe 0,611
Ve (L) 0,267 Okb 0,034
Kb (Limg:h)  9,18E-06 | ay 0,668
Ku (h-1) 0,169 |ogma 0616
QMA (mg) 3710 o exp
c 0,143

Cuadro 5.79 Valores de los parametros farmacdcineticos poblacionales obtenidos tras
el ajustado del modelo 1V034 a los datos intravenosos de saquinavir de los grupos 1,2,3
y 9. Asimismo, se muestran los valores de las ® y o implementadas en el modelo, que
indican la variabilidad interindividual de los parametros farmacocinéticos y la variabilidad

residual, respectivamente.

GROUP: 1.00 GROUP: 2.00

1029 3

CPeyp (ML)

TIEMPO (h)
Figura 5.24 Representacion grafica de las concentraciones experimentales (Cpexp) Vs

tiempo y las concentraciones individuales predichas (Cppreq) por el modelo 1V034 tras

ajustarlo a los datos intravenosos de saquinavir de los grupos 1,2,3 y 9.

Posteriormente, se incorporan los datos de saquinavir obtenidos tras

administracion intraperitoneal, grupos 7 y 8 (etapa 2). Partiendo del
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modelo desarrollado para describir los procesos de disposicion (IV034) se

exploran diversas posibilidades para los procesos de absorcion tras la

administracion intraperitoneal. En un primer momento se mantienen fijos

los parametros de disposicion a los valores obtenidos con los datos

intravenosos. Algunas de las posibilidades consideradas de una forma

empirica, se muestran en el cuadro 5.80. Y en el cuadro 5.81, se muestran

las posibilidades desarrolladas para modelar la absorcion intraperitoneal

desde un punto de vista mecanistico, teniendo en cuenta la informacion del

analisis empirico que indicaba pérdida de linealidad.

Modelo Parametros y comentarios parérl:etros l:\\l/ MVOF
IPO05
CI(F k12, k21, Vc , KalP, F5
(ADVANO) (Fcigo), k12, k21, Ve, KalP, 7 5 | 523,7
IPO08
I(F F k12, k21, Vc , KalP, F
(ADVANO) Cl(Fcig1, Feico). k12, k21, Ve, KalP, F5 8 5 | 4745
KalP, F5
IPO10 ’
(ADVANS) (basado en 1V034) 11 7 | 4691
IP019 KalP(2), F5(2, G8 FIX=1)
(ADVAN9) | (basado en 1V034) 12 6 | 3579

Cuadro 5.80 Modelos semiempiricos probados en el ajustado de datos de SQV IV e IP,

parametros estimados y funcién objetivo obtenida.

Modelo

IP025
(ADVANO)

IP029
(ADVAN9)

IP035
(ADVAN9)

Parametros y comentarios

KalP, F5(2, G8 FIX=1), 2R5;
Absorcién de orden cero
(basado en 1V034)

KalP, BIO(fix), KD, Frac(2);
Disolucién como factor limitativo de la
absorcion

(basado en 1V034)

KalP, BIO(fix), KD (2), Frac;
Disolucién como factor limitativo de la
absorcion

(basado en 1V034)

N N
parametros| IV

13 Restring.

13 Restring.

14 Restring.

MVOF
351,0

361,4

334,8
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Cuadro 5.81 Modelos no lineales probados en el ajustado de datos de SQV IV e IP,

parametros estimados y funcién objetivo obtenida.

En el cuadro 5.82 y figura 5.25 se muestra los valores de los
parametros obtenidos tras ajustar el modelo 1P035 y la bondad de ajuste a

los datos experimentales, respectivamente.

Modelo: IP035 (ADVAN9)  FMO: 334,773
Parametro IV (@)
Vm (mg/h) 56,7 oym  1,8E-04
Km (mg/L) 57,7 Okm 0
FKm(Gg) 4,88 0k12 0
K12 (h™) 2,77 ok21 0,391
K21 (h™) 1,12 oVe 0,708
Ve (L) 0,244 Okb 0,352
Kb (L/mgh)  2,71E-06 | 0,940
Ku (h-1) 0,137 |eqQma 0557
QMA (mg) 9720 c exp
KalP (h-1) 1,05 o1
BIO 1 cvy 134
FR8 0,951 ;
(o)
KDG7 00436 | (sp) 0,031
KDG8 0,596 | (mg/L)

Cuadro 5.82 Valores de los parametros farmacdcineticos poblacionales obtenidos tras
el ajustado del modelo IP035 a los datos intravenosos e intraperitoneales de saquinavir
de los grupos 1,2,3,7,8 y 9. Asimismo, se muestran los valores de las ® y o
implementadas en el modelo, que indican la variabilidad interindividual de los

parametros farmacocinéticos y la variabilidad residual, respectivamente.
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GROUP: 1.00 GROUP: 2.00

Cpexp (Mg/L)

CPpred
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GROUP: 3.00 GROUP: 7.00

GROUP: 8.00 GROUP: 9.00

TIEMPO (h)

Figura 5.25 Representacion grafica de las concentraciones experimentales (Cpexp) VS

tiempo y las concentraciones individuales predichas (Cppreq) por el modelo IP035 tras

ajustarlo a los datos intravenosos e intraperitoneales de saquinavir de los grupos

1,2,37.8y09.

A continuacion, se incorporan los datos de saquinavir obtenidos tras

la administracion oral, grupos 4, 5 y 6 (etapa 3). Partiendo del modelo

desarrollado, IP035, se exploran los procesos de absorcion tras la

administracion oral. En un primer momento se mantienen fijos los

parametros de disposicion y de incorporacion intraperitoneal a los valores

obtenidos en la etapa 2. Algunas de las posibilidades consideradas de una

forma empirica, se muestran en el cuadro 5.83. Los resultados obtenidos

indican que el modelo que mejor ajusta a los datos debe considerar no

linealidad en la absorcion oral.

Modelo

0021
(ADVAND9)
0023
(ADVAND9)
0024
(ADVANO9)
0029
(ADVAN9)

Ka, F4:
Ka(Fkag4). F4(FFaGa)
Ka(Fkag4 FKaGs), F4(1);

Ka(3), F4(3);

Parametros y comentarios

N

parédmetros
2

4

4

N
1V
Restring.

Restring.

Restring.

Restring.

MVOF
192,502

43,369

164,971

38,003
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Cuadro 5.83 Modelos semiempiricos probados en el ajustado de datos de SQV IV, IP y

oral, parametros estimados y funcién objetivo obtenida.

Para llevar a cabo el estudio desde un punto de vista mecanistico, se
desarrollan nuevos modelos en los que se consideran nuevos
compartimentos de transito intestinal y se comienza a diferenciar del
compartimento central posibles compartimentos implicados en procesos de
efecto de primer paso. De este modo, en primer lugar se diferencia un
compartimento que engloba el espacio portal, enterocito y hepatocito, pero
que desde un punto de vista fisiolégico no es del todo real, ya que la
administracion intraperitoneal deberia alcanzar directamente el hepatocito y
no el compartimento central, ni el enterocito. A modo de ejemplo, en el
cuadro 5.84 se muestra alguno de los modelos probados en los que se
incluye el compartimento “espacio portal”, cuya estructura base corresponde
a la 5, que puede observarse en el epigrafe 4.7.2.1.2, en el cuadro 4.10,

modelo 0030.

Modelo Parametros y comentarios N N MVOF
parametros v
0031 Ka, Kt, Kms, Vms, K17, K71 (basado en |P035) 6 Restring.| 211,2
(ADVAND9)
0035 Ka, Kt, Kms, Vms, K17, K71, F4 (basado en 7 Restring.| 177,5
(ADVAN9) (P035)
0036 Ka1, Ka2, Kt, Kms, Vms, K17, K71 (basado en 7 Restring.| 163,2
(ADVAN9) [P035)

Cuadro 5.84 Modelos probados en el ajustado de datos de SQV IV, IP y oral,

parametros estimados y funcién objetivo obtenida.
Por ello, se han desarrollado modelos que distinguen, entre otros,
estos tres compartimentos: central, hepatocito y enterocito; llegando la

administracion IP al compartimento hepatocito. Estos modelos son

fisiolégicamente mas reales pero no ajustan bien los datos. La estructura
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base corresponde a la 6, que puede observarse en el epigrafe 4.7.2.1.2, en el

cuadro 4.10, modelo 0037.

Llegados a este punto, debido a la complejidad que empiezan a
adquirir los modelos, se editan en términos mas bien fisiologicos,
sirviéndonos de expresiones de aclaramientos, flujos y volimenes para los
distintos compartimentos. Y se desarrollan nuevos modelos considerando

que los procesos metabolicos también ocurren en enterocito.

Debido a los cambios realizados a nivel de disposiciéon con la
incorporacion de estos nuevos compartimentos, se realiza un proceso de
retroalimentacién, en el que se vuelve a las etapas anteriores y se ajustan los
nuevos modelos a los datos intravenosos e intraperitoneales, con los
cambios incorporados. En primer lugar, con el fin de evaluar como afectan
estos cambios a la bondad del ajuste de estos datos experimentales y por
otra parte, para obtener valores de los parametros de disposicion y de
absorcion intraperitoneal, que pueden fijarse para facilitar la exploracion de
los procesos de absorcion oral. La estructura base de estos modelos puede
observarse en el epigrafe 4.7.2.1.2, en el cuadro 4.9 y 4.10, estructuras 9

(modelo IV060) y estructura 4 (modelo IP052), respectivamente.

A continuacién, en el cuadro 5.85, se muestra las posibilidades
desarrolladas para modelar la absorcion oral desde un punto de vista
mecanicista, teniendo en cuenta la informacién adquirida en las etapas
previas de retroalimentacién y la informacién del andlisis empirico que
indicaba pérdida de linealidad. La estructura base de los modelos
desarrollados corresponderia a la 7, que puede observarse en el epigrafe

4.7.2.1.2, en el cuadro 4.10, en concreto se muestra la del modelo 0049.
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N
Modelo Parametros y comentarios Mensaje(*’ IR/ MVOF
parametros
o049 [Ka1, Kt, Cli, Km, Fkmao. Clie, Clise, Kmse
(ADVAND9) S-U 8 Restring. | 229,62
(basado en 1P052)
0055 Ka1, Ka2, Kt, Cli, Km, Fkmag. Clie, Clise, Kmse
(ADVAN9) S-A 9 Restring. | 174,389
(basado en 1P052)
0058 [Ka1, Kt, Cli, Km, Fxkmao. Clie, Clise, Kmse
(ADVAND9) S-A 8 Restring. [229,671
(basado en 1P052)
0059 [Ka1, Ka2, Kt, Cli, Km, Fxmgo. Clie, Clise, Kmse
(ADVAN9) S-OK 9 Restring. | 174,39
(basado en 1P052)
0061 Ka1, Ka2, Kt, Cli, Km, Fkmgag. Clie, Clise, Kmse
(ADVAND9) S-OK 9 Restring. | 214,057
(basado en 1P052)
0073 Ka1, Kt, Cli, Km, Fkmao. Clie, Clise, Kmse
(ADVAND9) S-A 8 Restring. | 229,63
(basado en 1P052)
o0ss Ka1, Ka2, Ka3, Kt, Cli, Km, Fkmao. Clie, Clise,
(ADVAND) M58 S-A 10 Restring. | 193,062
(basado en 1P052)

Cuadro 5.85 Modelos no lineales probados en el ajustado de datos de SQV IV, IP y PO,

paradmetros estimados y funcién objetivo obtenida. (IP052: ver abreviaturas). ©

Mensaje del Nonmem (la 12 letra se refiere a la convergencia del proceso de iteraciéon

de los parametros; la 22 letra se refiere al calculo de la matriz de covarianza): S

(successful, converge exitosamente), T (Termina con errores de redondeo), A (célculo

de la covarianza abortado), N (no estimable), U (no se obtiene la matriz de covarianza),

OK (célcula la matriz de covarianza).

En el cuadro 5.86 y figura 5.26 se muestra los valores de los

parametros obtenidos tras ajustar el modelo 0055 a los datos experimentales

y la bondad de ajuste, respectivamente.
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Modelo: 0055 (ADVAN9) FMO: 174,389
Parametro IV (o)
Cli (L/h) 0,41 oCli 0,00
Km = Kme (mg/L) 72,9 Okm 0,00
FKM, o, 5,15 OK12 0,00
K12 (h™) 2,80 OK21 0,375
K21 (h™) 1,14 oVe 0,73
Ve (L) 0,24 ®Kb 0,404
Kb (L/mg-h) 2,00 E-06 | oKy 0,784
Ku (h-1) 0,153 | ogma 0,508
QMA (mg) 12900 | oggp 1658
KalP (h™) 1,090 OKD 0,00
B|O|p 1 o exp
FR8 0,972
KDG7 (h™) 0,0398 |o1(CV) 0,122
KDG8 0,482
Ka (h™) 0,285 |o1(SD) 0,294
Kt (h™) 1,390 | (mg/L)
Qh (L/h) 1,15
Vh (L) 0,01
Ve (L) 0,006
Clie (L/h) 4,370
Clise (L/h) 0,875
Kmse (mg/L) 2,59E-08
Ka2 (h™) 0,096

Cuadro 5.86 Valores de los parametros farmacdcineticos poblacionales obtenidos tras
el ajustado del modelo 0055 a los datos IV, IP y PO de saquinavir de los grupos 1,2,3, 4,
5,6, 7, 8 y 9. Asimismo, se muestran los valores de las ® y o implementadas en el

modelo, que indican la variabilidad interindividual de los parametros farmacocinéticos y

la variabilidad residual, respectivamente.
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GRUPO: 1.00 GRUPO: 2.00 GRUPO: 3.00

GRUPO: 4.00 GRUPO: 5.00

CPexp (mglL)

TIEMPO (h)

Figura 5.26 Representacion grafica de las concentraciones experimentales (Cpexp) Vs
tiempo y las concentraciones individuales predichas (Cppred) por el modelo 0055 tras
ajustarlo a los datos IV, IP y PO de saquinavir de los grupos 1,2,3,4,5,6,7,8y 9.

Por ultimo, a se incorporan al andlisis los datos experimentales del
grupo 10 (etapa 4) y basdndose en el modelo 0055 se desarrollan modelos
que consideran una posible interaccion entre los firmacos en los procesos de
metabolismo hepatico e intestinal y/o secrecion intestinal. Esta interaccion
se implementa en los modelos mediante un factor empirico “F” que
multiplica a la constante de Michaelis-Menten, Km, del proceso
correpondiente, para el grupo 10, al igual que se hacia hasta ahora para el

grupo 9.

Finalmente, en el cuadro 5.87, se muestran los resultados obtenidos
tras efectuar el ajuste de las concentraciones plasmaticas experimentales a
los diferentes tiempos de toma de muestras de las 94 ratas de los 10 grupos
ensayados para saquinavir, mediante el método no lineal de efectos mixtos

utilizando como modelo de ajuste el 0055f. Se presentan las thetas o



250 -Estudio farmacocinético poblacional de antirretrovirales en rata

parametros farmacocinéticos calculados, asi como las desviaciones estandar
de los pardmetros de efecto aleatorio interindividual para aquellos
parametros para los que se ha obtenido. Por otra parte se muestran las

desviaciones estandar de epsilon, que se refieren al error residual.

Modelo: 0055f (ADVAN9)  FMO: 195,353
Parametro IV (o)
Cli (L/h) 0,31 ocli 0,909
Km = Kme (mg/L) 72,0 Okm 0,00
FKmM 5o, 5,16 ®k12 0,00
K12 (h™) 2,80 K21 0,375
K21 (h™) 1,14 Ve 0,73
Ve (L) 0,241 ®Kb 0,404
Kb (L/mg-h) 1,12 E-06 | oKy 0,784
Ku (b~ 020 | ooma 0,508
QMA (mg) 21700 | okgp 1,658
KalP (h™) 1,090 oKD 0,00
BIOp 1 ©OKa1 0,556
FR8 0972 | wka2 0,593
KDG7 (h™) 0,0398 | oKT 6,099
KDG8 0,482 ©Qh 0,065
Ka (h™) 0245 | oclie 0,917
Kt (h™) 0,583 | wclise 0,069
Qh (L/h) 1,15
Vh (L) 0,01 G exp
Ve (L) 0,006 o1 0,146
Clie (L/h) 4,35 (cv)
Clise (L/h) 2,83 E-06
Kmse (mg/L) 0,017 ol
Ka2 (h™) 0,166 (SD) 0,235
FKM 1) 10,2 (mglL)

Cuadro 5.87 Valores de los parametros farmacdcineticos poblacionales obtenidos tras
el ajustado del modelo 0055f a los datos intravenosos, intraperitoneales y orales de
saquinavir de los grupos 1-10. Asimismo, se muestran los valores de las © y o
implementadas en el modelo.

A continuacién, las figuras 5.27-5.30 muestran de qué modo las
fracciones de dosis de farmaco que escapan de los procesos implicados en
higado y enterocito, son concentracion dependiente, de acuerdo al modelo

de eleccion.
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Las fracciones Fgy Fy, fraccion que escapa de enterocito y hepatocito,
respectivamente, se han calculado de acuerdo a las expresiones detalladas en
el epigrafe 4.7.2.1.2, ecuaciones 4.25 y 4.33. Para ello se ha hecho uso de
las concentraciones alcanzadas en el compartimento hepatocito (C;) y
enterocito (Cy) predichas por el modelo. En el caso de los grupos 9 y 10, se
tiene en cuenta en las expresiones empleadas para definir los procesos
metabolicos la interaccidon con ritonavir, de modo que se considera en las
expresiones de Clap, y Clame (ecuaciones 4.23 y 4.28) que la Km del
denominador es una constante aparente afectada por las concentraciones de
ritonavir, y dado que no estamos modelando aun la interaccion, de momento
se implementa a través de los factores empiricos que multiplican a dicha

Km (FKm g y FKm g o).
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Figura 5.27 Relacién entre la fraccion que escapa del higado con la concentracién en dicho

compartimento.
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Figura 5.28 Relacion entre la fraccion que escapa del enterocito con la concentracién en dicho

compartimento.
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Figura 5.29 Evolucién de la fraccion que escapa del hepatocito en funcién del tiempo.



Resultados- 253

0 5 10 15 20

GRUP: 3.00

GRUP: 1.00 GRUP: 2.00

GRUP: 5.00 GRUP: 6.00

@00 o oco o

too

w 1'2 GRUP: 7.00 GRUP: 8.00 GRUP: 9.00
08 @woo O 0 O
04

@mD® 0 0 0 @PIO0 0 00 AOO O O O

TIEMPO(h)

Figura 5.30 Evolucion de la fraccion que escapa del enterocito en funcién del tiempo.
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La figura 5.31 muestra el archivo control del modelo de eleccion.

$PROB SQV IVIPO. 0055F
$INPUT VIA ID GRUP SGRU SSGR SSSG TIME AMT DV CMT MDV MDV2 RATE
DRUG DOSI

$DATA ..\sqvivipo.5.csv

$SUBROUTINES ADVANSY TOL=5

$MODEL COMP=(CP,DEFOBS)
COMP=(PERI)
COMP=(PROT)
COMP=(OR1)
COMP=(IP) ;DISUELTO IP
COMP=(PRECIP) ;SOLIDO IP
COMP=(HEP) ;HEPATOCITO(PORTA)
COMP=(OR2) ;TRAMO LUMEN
COMP=(ENTER) ;ENTEROCITO

$PK

" FIRST

" COMMON/PRCOMG/IDUM1,IDUM2,IMAX,IDM4,IDUM5
" INTEGER IDUM1,IDUM2,IMAX,IDM4,IDUM5

" IMAX=700000000

GR1=0
GR2=0
GR3=0
GR9=0
GR7=0
GR8=0
GR4=0
GR5=0
GR6=0
GR10=0

IF(GRUP.EQ.1) GR1=1
IF(GRUP.EQ.2) GR2=1
IF(GRUP.EQ.3) GR3=1
IF(GRUP.EQ.9) GR9=1
IF(GRUP.EQ.7) GR7=1
IF(GRUP.EQ.8) GR8=1
IF(GRUP.EQ.4) GR4=1
IF(GRUP.EQ.5) GR5=1
IF(GRUP.EQ.6) GR6=1
IF(GRUP.EQ.10) GR10=1

; **DISPOSICION**

TVCLI=THETA(1)
CLI=TVCLIEXP(ETA(1))

TVKM=THETA(5)

KM=TVKM*EXP(ETA(5))
KMA=KM*THETA(6)**GRO*THETA(24)**GR10
TVK12=THETA(2)

K12=TVK12*EXP(ETA(2))

TVK21=THETA(3)

K21=TVK21*EXP(ETA(3))

TVVC=THETA(4)

VC=TVVC*EXP(ETA(4))

; "FROIEINAG™

TVKB=THETA(7)
KB=TVKB*EXP(ETA(6))
TVKU=THETA(8)
KU=TVKU*EXP(ETA(7))
TVQMA=THETA(9)
QMA=TVQMA*EXP(ETA(8))
CMA=QMAN
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$ERROR

IPRE=(A(1)+A(3))/VC
Y=IPRE*EXP(EPS(1))+EPS(2)
IRES=DV-Y
PES=Y+0.000001
IWRE=IRES/PES

A1=A(1)

A3=A(3)

Ad=A(4)

A5=A(5)

AB=A(6)

CC7=A(7)/VH
CC9=A(9)/VE

$SIGMA .04 GV
01 ;SD

$EST MAXEVAL=9000 PRINT=10 POSTHOC NOABORT MSFO=0055f2.msf
$cov

Figura 5.31 Archivo control del modelo 0055f que responde a la mejor FMO (195,5).

A continuacion las figuras 5.32 y 5.33, muestran la representacion
grafica de las concentraciones plasmaticas en funcion del tiempo para los
distintos grupos ensayados (Cpexp, VS tiempo) y las concentraciones
poblacionales e individuales predichas para cada tiempo (Cppred.pobl ¥ CPpred

vs tiempo), respectivamente.
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Figura 5.32 Concentraciones plasmaticas experimentales vs tiempo y concentraciones

plasmaticas poblacionales predichas por el modelo de eleccién 0055f.
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Figura 5.33 Concentraciones plasmaticas experimentales vs tiempo y concentraciones plasmaticas

individuales predichas por el modelo de eleccién.
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Las figuras 5.34 y 5.35, muestran las concentraciones plasmaticas
experimentales (DV) frente a las concentraciones predichas poblacionales y
las individuales predichas respectivamente. En ambas representaciones se

muestra la linea identidad, ausencia de sesgo y pendiente 1.

Se puede observar como las diferentes concentraciones
experimentales obtenidas se ajustan a la concentracion predicha poblacional,
en general se observa concordancia para todos los casos, excepto para
concentraciones por debajo de 1 mg/L para las que se observa en algunos

casos una prediccion por exceso.

102§

N owao N

N W AO N©O

N W AO N

N W AO N

10200 2 3 456 10°1:00 2 3 4 567100,00 2 3 4 567101.00 2 3 4567

Cppredpobl

Figura 5.34 Concentraciones plasmaticas experimentales vs concentraciones plasmaticas
poblacionales predichas por el modelo de eleccion.
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Figura 5.35 Concentraciones plasmaticas experimentales vs concentraciones

plasmaticas individuales predichas por el modelo de eleccion.
Las figuras 5.36 y 5.37, muestran la representacion grafica de los

residuales en funcion del tiempo para los distintos grupos del ensayo y

cuando se agrupan todos los residuales de los grupos en bloque.
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Figura 5.36 Representacion grafica de los residuales para los distintos tiempos de toma de

para cada grupo de ensayo.
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Figura 5.37 Representacion grafica de los residuales para los distintos tiempos de toma de
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Las figuras 5.38 y 5.39, muestran la representacion grafica de los
residuales ponderados en funcion del tiempo para los distintos grupos del

ensayo y cuando se agrupan todos los residuales de los grupos en bloque.
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Figura 5.38 Representacion grafica de los residuales ponderados para los distintos tiempos

de toma de muestra para cada grupo de ensayo.
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Figura 5.39 Representacion grafica de los residuales ponderados para los distintos tiempos de toma de

muestra.
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A continuacion, se representan los residuales obtenidos frente a la
concentracion plasmatica poblacional predicha para cada grupo, figura 5.40,
mientras que en la figura 5.41, se representan los valores para todos los

grupos conjuntamente.
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Figura 5.40 Representacion grafica de los residuales frente a las concentraciones

plasmaticas poblacionales predichas para cada grupo de ensayo.
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Figura 5.41 Representacion grafica de los residuales frente a las concentraciones

plasmaticas poblacionales predichas.

A continuacion, se representan los residuales ponderados obtenidos
frente a la concentracion plasmatica poblacional predicha para cada grupo,
figura 5.42, mientras que en la figura 5.43, se representan los valores para

todos los grupos conjuntamente.
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Figura 5.43

concentraciones poblacionales predichas.
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5.3.2.2 Modelo estructural. RITONAVIR

El modelado farmacocinético se ha abordado de manera secuencial,
implementando mayor grado de complejidad en el modelo escogido y

obsevando si se mejora el ajustado obtenido.

En primer lugar se desarrollaron modelos empiricos basados en los
modelos farmacocinéticos lineales clasicos bicompartimentales, que
consideraban los mismos o distintos valores para los distintos pardmetros
farmacocinéticos, para ajustar los datos intravenosos y orales de los grupos
11,12, 9 y 10 (Etapa 5). En el cuadro 5.88 se muestra algunos de los
modelos desarrollados, indicando el niimero de pardmetros estimados, asi
como si se consideraban los mismos parametros para todos los grupos, la
subrutina utilizada, el nimero de omegas estimadas en la matriz de
covarianza y la funcion minima objetivo. Cuando se ha considerado
diferentes valores de un mismo parametro para los distintos grupos, se ha
parametrizado mediante un factor empirico que multiplica al valor del
parametro para cada grupo. Este factor se ha denominado “F” seguido del

parametro y el grupo al ctal se refiere.

Modelo Parametros (N total) | MVOF
(ARD(\)/OAO,\} g [ChK12 K21, Ve Ka, F. (6) 4 | 207,814
(ARD(\)/OAOJQ) Cl, k12, k21, Ve (FVees, FVeano), Ka, F. (8) 4 | 204,542
(ARD(\)/(,)AOI\?Q) E;,k;?(’gl;m' Ve (FVeas, FVeato, FVCain), 4| 186,772
e e
(AIE?/TBTQ) Cl (4), k12, k21, Ve, Ka, (F=1). (8) 4| 181,577

ROO10 (Gl (FClor, FVeera), k12, k21, Ve (FVesiz FVeato), | , | 101 500

(ADVAN9)  [Ka, (F=1). (9)
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RO017

(ADVANg) O K12 (4). K21, Vo, Ka, F. (9) 4| 187,913
ROOT8 o) (FClarr, FClasa), K12 (4), k21, VG, Ka, (F=1). (10) | 4 | 173,673

(ADVANO) G11, G12,), ) , VC, Ka, . )

Cuadro 5.88 Modelos lineales probados en el ajustado de los datos de RTV, parametros
estimados y funcién objetivo obtenida.

En el cuadro 5.89 se muestra los parametros obtenidos para el

modelo RO009 y la figura 5.44 muestra la bondad de ajuste del modelo a

los datos experimentales.

Modelo: RO009 (ADVAN 9) FMO: 184,126
Parametro IV (o)
Cl g1y (L/D) 0,227 | ac| 0,422
FCI (G12) 0,619 | wk12 7,6E-05
FCI o-10) 1,25 | ok21 0
K12 (h™) 116 | oyec 0,508
K21 (h™) 227 | oka 0,739
Ve (L) 0,064 G exp
Ka 0,143 CcV 0,242
F 1 c 0,304

Cuadro 5.89 Valores de los parametros farmacocineticos poblacionales obtenidos tras el
ajustado del modelo RO009 a los datos intravenosos y orales de ritonavir de los grupos 11,12, 9 y 10.

Asimismo, se muestran los valores de las ® y o implementadas en el modelo, que indican la

variabilidad interindividual de los parametros farmacocinéticos y la variabilidad residual,

respectivamente.
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Figura 5.44 Representacion grafica de las concentraciones experimentales (Cpexp) VS
tiempo y las concentraciones individuales predichas (Cppres) por €l modelo RO009 tras

ajustarlo a los datos intravenosos y orales de ritonavir de los grupos 11,12, 10y 9.

En el cuadro 5.90 se muestra los parametros obtenidos para el

modelo ROO018.

Modelo: RO018 (ADVAN 9) FMO: 173,673

Parametro EE % IV (o) EE %

cl (G11) (L/h) 0,188 15 oC| 0,426 67,6

FCly, 0716 186 | oki2 0509 66,8
FCI (6-G10) 1,71 205 | wk21 0 -

K126 (07) 261 113 | oy 0,271 210,3

K21 (h™) 165 344 | oka 0804 315

Ve (L) 0,012 679 | gexp EE %

Ka (h™) 0,157 254 cVv 0,193 87,1

F 1 - c 0,352  151,6
FK12 g, 227 149
FK12 549 8,97 49,7
FK12 ©12) 1,83 69,4

Cuadro 5.90 Valores de los parametros farmacodcineticos poblacionales obtenidos tras el
ajustado del modelo RO018 a los datos intravenosos y orales de ritonavir de los grupos 11,12, 9 y 10.
Asimismo, se muestran los valores de las ® y o implementadas en el modelo, que indican la
variabilidad interindividual de los parametros farmacocinéticos y la variabilidad residual,

respectivamente.

El andlisis empirico indica que considerar que los diferentes grupos
presentan diferentes aclaramientos mejora la FMO respecto a considerar el
mismo aclaramiento para todos los grupos, tal y como muestra el modelo
RO009. Ademads, considerar diferentes K12 para los distintos grupos,
aparentemente también la mejora, aunque en este caso la diferencia no es

estadisticamente significativa, tal y como muestra el modelo RO018.
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Si se observa los valores que toman los parametros, ambos modelos
indican que el grupo oral (G12) presenta un menor aclaramiento; por otra
parte el saquinavir aumenta el aclaramiento del ritonavir. Esto Gltimo, junto
con las diferencias en K12, suscitan el pensar en una no linealidad en la
distribucion, causado por ejemplo por un posible desplazamiento de la union

a proteinas plasmaticas.

A continuacion, teniendo en cuenta la informacion adquirida
previamente, que indicaba pérdida de linealidad al menos en la eliminacion,
se procedid a evaluar los posibles mecanismos implicados en los procesos
del LADME del farmaco. Para ello se desarrollaron modelos mecanicistas.
En el cuadro 5.91 se muestra algunos de los modelos probados, enfocados
desde un punto de vista mecanicista. La interaccion de los farmacos se ha
tenido en cuenta para los grupos 9 y 10 a través de los modelos y se ha

parametrizado mediante un factor empirico, tal y como se hacia para el

saquinavir.
Modgl_o Parametros y comentarios Mensaje(*) , N N MVOF
mecanicistal parametros | IV
RO019 |Vm, Km, k12, k21, Vc, Ka, F3
(ADVAN) S-A 7 4 1208,154
RO020 [Vm, Km, FKmGQ, FkmaG10, k12, k21, V¢,
(ADVANO) [Ka, F3 S-A 9 4 1189,919
RO024 |Vm, Km, Kb, Ku, QMA , k12, k21, V¢, Ka,
F3
(ADVAND9) S-A 10 7 157,730
R0O022 [VM, Km, FkmGo, FKmG10, Kb, Ku, QMA,
RO026 Vm, Km, R3G12’ R3G10, Kb, KU, QMA,
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RO029 |Cl. R3, Kb, Ku, QMA, k12, k21, Vc, Ka, F3 N
(ADVAN9) - 10 146,304
RO031 E2|,1 F\;?G‘I}é), R|?:)§1% Kb, Ku, QMA, k12,
, Ve, Ka, (F3=
(ADVAN9) (F3=1) S-A 10 147,245
RO032 %33, Kb, Ku, QMA, k12, k21, Vc, Ka,
(ADVAND9) (F3=1) T-N 9 143,153
RO033 [Cl, D3, Kb, Ku, QMA, k12, k21, Vc, Ka, F3 A
(ADVANO) - 10 118,624
RO034 \(;I, IZ})<G1(I)__,3DG12, Kb, Ku, QMA, k12, k21,
c, Ka,
(ADVAN9) S-A 11 114,022
RO042 \}ém,Frém, D3, Kb, Ku, QMA, k12, k21, Vc,
(ADVAN9) [ TN 11 109,772
RO043 \k/zrq I\(/m,KDG1F0é DG12, Kb, Ku, QMA, k12,
, Ve, Ka,
(ADVAN9) S-A 12 113,968
RO038 gg) i?’zKlEé 1Ku\,/Ql\£A (FF:?MAGm, FQMA
, k12, k21, Ve, Ka,
(ADVANS) T-N 12 105,729
RO03 e Gy K12, k21, Ve, e F3
, k12, k21, V¢, Ka,
(ADVANS) T-N 13 109,458
o P
, k12, k21, Ve, Ka,
(ADVANS) T-N 13 103,151
RO045 Vm, Km, DG10, DG12, Kb, Ku, QMA
(ADVANS) g;QMAGm, FQMA G9), k12, k21, Vc, Ka,
S-A 14 102,546

Cuadro 5.91 Modelos no lineales (mecanicistas) probados en el ajustado de datos de RTV,

parametros estimados y funcién objetivo obtenida. 0 Mensaje del Nonmem (la 12 letra se refiere a la

convergencia del proceso de iteracion de los parametros; la 22 letra se refiere al calculo de la matriz de
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covarianza): S (successful, converge exitosamente), T (Termina con errores de redondeo), A (calculo

de la covarianza abortado), N (no estimable)

De los modelos mecanicistas que se muestran se observa, en primer
lugar, si se comparan los modelos RO033 y RO042 que la FMO mejoraria
significativamente si se considera una cinética de eliminacion de MM,
mientras que si se comparan los modelos RO034 y RO043, que ademas
consideran diferentes duraciones de la entrada del farmaco al organismo
para cada grupo oral, no muetra diferencias estadisticamente significativas
entre considerar una cinética de eliminacion de MM y una cinética de

eliminacion de orden uno.

Si se compara el RO026 y el RO043, se observa que se produce una
significativa mejora en la FMO si se itera la duracion de la absorcion de

orden cero (D3) frente a iterar la velocidad de dicho proceso (R3).

Por ultimo destacar que si se compara el modelo RO043 y RO045,
el RO042 y RO044, o el RO034 y RO039, que se diferencian en que los que
aparecen en segundo lugar, tienen en cuenta un posible desplazamiento de la
unién a proteinas plasmaticas cuando se coadministra ritonavir (grupos 9 y

10), parece observarse una mejora de la FMO aunque no es estadisticamente

significativa.
Modelo N N
P-PK Parametros y comentarios Mensaje”’| | MVOF
hibrido parametros | IV
RO062 [Cli, Km, Kb, Ku, QMA, k12, k21, Vc, Ka, D4
(ADVAN9)
S-A 10 8 (127,097
RO068_|Cli, Km, Kb, Ku, QMA (FQMAG10, FQMA
G9), k12, k21, Vc, Ka, D4G10, D4G12 S-A 13 8 (110,975

(ADVANO)
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RO073 E1Iié Kkb2,1KL</, QI\K/IA g:fMAGm, FQMA G9),
(ADVANQ)[ 52,1 V& Ba:

S-A 11 8 128,441
RO076 E1Iié Kkb2,1KL</, QI\K/IA g:fMAGD1 2, FQMA G9),
(ADVANO) , , VC, Ka, G10, G12

T-N 12 8 106,383
RO083 \C/Ii, §m1(|:(}fm0?'9-1(03)l" Kb,KKu, QMA, k12, k21,
(ADVAN9) C, Kafl, , e, 1ISe, Kmse

S-A 8 6 (218,783
RO082 g:. K(r;r:_, Kb,KKu, QEI;/IGA, k12, k21, Vc, Ka1,
(ADVAN9) e, 1ISe, Kmse,

T-N 13 9 142,794

Cuadro 5.92 Modelos no lineales (mecanicistas) probados en el ajustado de datos de RTV,
parametros estimados y funcién objetivo obtenida. 0 Mensaje del Nonmem (la 12 letra se refiere a la
convergencia del proceso de iteracién de los parametros; la 22 letra se refiere al calculo de la matriz de
covarianza): S (successful, converge exitosamente), T (Termina con errores de redondeo), A (calculo

de la covarianza abortado), N (no estimable)

En el cuadro 5.92, se muestra algunos de los modelos probados, ya
transformados en modelos P-PK hibridos. Asi por ejemplo, el RO062
corresponderia con el RO042 mecanicista, el RO068 con el RO045 o el
RO076 con el ROO039, pero estos ultimos editados con expresiones

semifisioldgicas. También se ensayan modelos mas complejos como RO083
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o el RO082, que diferencian los compartimentos enterocito y hepatocito, y
que no parecen satisfacer los datos de los que se dispone de ritonavir, ya que
posiblemente resultan insuficientes para diferenciar ciertos procesos, como
los de eliminacion. En los modelos que no diferencian entre enterocito y
hepatocito, se observa que no es posible diferenciar estadisticamente una
cinética de eliminacion de MM de una de orden uno, aunque cabria esperar
una eliminacion de MM dado que se espera una interaccion con saquinavir

en los procesos metabolicos.

Por tanto, los datos disponibles parecen ser insuficientes, en primer
lugar para poder observar si existe o no linealidad cinética, y por otra parte

para detallar y diferenciar los procesos metabodlicos en intestino e higado.

Finalmente, en el cuadro 5.93 se muestran los resultados obtenidos
tras efectuar el ajuste de las concentraciones plasmaticas experimentales a
los diferentes tiempos de toma de muestras de las 36 ratas de los 4 grupos
ensayados para ritonavir, mediante el método no lineal de efectos mixtos
utilizando como modelo de ajuste el RO076. Se representan las thetas o
parametros farmacocinéticos calculados, asi como las desviaciones estandar
de eta (parametro de efecto aleatorio interindividual) para aquellos
pardmetros para los que se ha obtenido. Por otra parte se muestran las

desviaciones estandar de epsilon, que se refieren al error residual.

Modelo: RO076 (ADVAN9)  FMO: 106,383
Parametro IV (o)

Cli (L/h) 0,496 oCli 0,289
K12 (h™") 17,30 ®Kkm 0,00
K21 (h™) 0,641 K12 1,555

Ve (L) 0,011 K21 0,00

Kb (L/mg-h) 0,512 oVe 0,115
Ku (h-T) 2,190 ®Kb 0,195
QMA (mg) 0,076 oKy 0,798




274 -Estudio farmacocinético poblacional de antirretrovirales en rata

Ka (h™")
Qh (L/h)
D4,
FDA/r:m\
FQMA .,

FQMA .,

G12)

1,780
1,150
9,960
0,926
0,892
3,63E-05

OQMA
®OKa1
®Qh
®p4
G exp

o1 (CV)

c2 (SD)

(mg/L)

0,007
1,3
0,065
0,065

0,119
0,333

Cuadro 5.93 Valores de los parametros farmacdécineticos poblacionales obtenidos tras el
ajustado del modelo RO076 a los datos intravenosos y orales de saquinavir de los grupos 9, 10, 11y

12. Asimismo, se muestran los valores de las ® y o implementadas en el modelo.

A continuacion, la figura 5.45 muestra el archivo control del modelo

de eleccion.

$PROB RTV IVO RO076

$INPUT VIA ID GRUP SGRU SSGR SSSG TIME AMT DV CMT MDV MDV2 RATE

DRUG DOSI
$DATA ..\rtvsolo8.csv
$SUBROUTINES ADVAN9 TOL=5
$MODEL COMP=(CP,DEFOBS)
COMP=(PERI)
COMP=(PROT)
COMP=(OR1)
$PK
" FIRST
" COMMON/PRCOMG/IDUM1,IDUM2,IMAX,IDM4,IDUM5
" INTEGER IDUM1,IDUM2,IMAX,|IDM4,IDUM5
" IMAX=700000000
GR9=0
GR10=0
GR11=0
GR12=0
IF(GRUP.EQ.9) GR9=1
IF(GRUP.EQ.10) GR10=1
IF(GRUP.EQ.11) GR11=1
IF(GRUP.EQ.12) GR12=1

; “*DISPOSICION**

TVCLI=THETA(1)
CLI=TVCLIEXP(ETA(1))
TVK12=THETA(2)
K12=TVK12*EXP(ETA(2))
TVK21=THETA(3)
K21=TVK21*EXP(ETA(3))
TVVC=THETA(4)
VC=TVVC*EXP(ETA(4))

; **PROTEINAS**

TVKB=THETA(5)

KB=TVKB*EXP(ETA(5))

TVKU=THETA(6)

KU=TVKU*EXP(ETA(6))
TVQMA=THETA(7)*THETA(11)**GR9*THETA(12)**GR10
QMA=TVQMA*EXP(ETA(7))

CMA=QMANC

: *ORAL**
TVKA1=THETA(8)
KA1=TVKA1*EXP(ETA(8))
TVD4=THETA(10)*THETA(13)**GR10
D4=TVD4*EXP(ETA(10))

. **DISTRIBUCION**
TVQH=THETA(9)
QH=TVQH*EXP(ETA(9))
QE=QH*0.87

; "PARAMETROS DERIVADOS**
S1=VC
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Figura 5.45 Archivo control del modelo RO076 que responde a la mejor FMO (106,083).

A continuacion, las figuras 5.46 y 5.47 muestran la representacion
grafica de las concentraciones plasmaticas en funcion del tiempo para los
distintos grupos ensayados (Cpex, Vs tiempo) y las concentraciones
poblacionales e individuales predichas para cada tiempo (Cppred.pobl ¥ CPpred

vs tiempo), respectivamente.

GRUP: 9.00 GRUP: 10.00

~
Ll 1
.

GRUP: 11.00 GRUP: 12.00

. Cpexp
———— Cppredpobl

IS
RRATTT AR AT R AT AR AT A

0 0 2 TiEMPS ()

Figura 5.46 Concentraciones plasmaticas experimentales vs tiempo y concentraciones

plasmaticas poblacionales predichas por el modelo de eleccion.



Resultados- 277

GRUP: 9.00 GRUP: 10.00

Ll
s
.

o
B N osO®E N ws OED N W
il
/
b
.
®

GRUP: 11.00 GRUP: 12.00

o
>
N
=}

o
S
LS
o

TIEMPO (h)

Figura 5.47 Concentraciones plasmaticas experimentales vs tiempo y concentraciones

plasmaticas individuales predichas por el modelo de eleccion.

Las figuras 5.48 y 5.49, muestran las concentraciones plasmaticas
experimentales (Cpexp) frente a las concentraciones predichas poblacionales
y las individuales predichas respectivamente. En ambas representaciones se

muestra la linea identidad y pendiente 1.

Se puede observar como las diferentes concentraciones
experimentales obtenidas se ajustan a la concentracion predicha poblacional,

en general para todos los casos.
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Cppredpobl

Figura 5.48 Concentraciones plasmaticas experimentales vs concentraciones plasmaticas
poblacionales predichas por el modelo de eleccion.
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Figura 5.49 Concentraciones plasmaticas experimentales vs concentraciones

plasmaticas individuales predichas por el modelo de eleccién.
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Las figuras 5.50 y 5.51 muestran la representacion grafica de los
residuales en funcidon del tiempo para los distintos grupos del ensayo y

cuando se agrupan todos los residuales de los grupos en bloque.

0 10 20
GRUP: 9.00 GRUP: 10.00
- 10
“.. ® = Y Y
g
- -20
i
12 GRUP: 11.00 GRUP: 12.00
1 L]
10
e A S
4
{1 o
L]
201 ¢
T T T T
0 10 20
TIEMPO (h)

Figura 5.50 Representacion grafica de los residuales para los distintos tiempos de toma de

muestra para cada grupo de ensayo.
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Figura 5.51 Representacion grafica de los residuales para los distintos tiempos de toma de

muestra.

Las figuras 5.52 y 5.53, muestran la representacion grafica de los
residuales ponderados en funcion del tiempo para los distintos grupos del

ensayo y cuando se agrupan todos los residuales de los grupos en bloque.
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Figura 5.52 Representacion grafica de los residuales ponderados para los distintos tiempos

de toma de muestra para cada grupo de ensayo.
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Figura 5.53 Representacion grafica de los residuales ponderados para los distintos tiempos de toma de

muestra.

A continuacion, se representan los residuales obtenidos frente a la
concentracion plasmatica poblacional predicha para cada grupo, figura 5.54,
mientras que en la figura 5.55, se representan los valores para todos los

grupos conjuntamente.
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Figura 5.54 Representacién grafica de los residuales frente a las concentraciones

plasmaticas poblacionales predichas para cada grupo de ensayo.
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Figura 5.55 Representacion grafica de los residuales frente a las concentraciones

plasmaticas poblacionales predichas.

A continuacidn, se representan los residuales ponderados obtenidos

frente a la concentracion plasmatica poblacional predicha para cada grupo,
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figura 5.56, mientras que en la figura 5.57, se representan los valores para

todos los grupos conjuntamente.
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Figura 5.56 Representacion grafica de
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Figura 5.57 Representacion grafica
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5.3.2.3 Interaccién SAQUINAVIR-RITONAVIR. Modelado

Como modelos de interaccion se han probado diferentes
posibilidades basandose en los modelos de eleccion, en el modelo 0055f del
saquinavir y el RO068 del ritonavir. Este ultimo, es el que se ha
considerado en lugar del RO076 a la hora de modelar la interaccion, ya que
considera una eliminacién de Michaelis-Menten, necesaria para explicar las
observaciones del saquinavir de los grupos 9 y 10; a pesar de ello, cuando se
ha estudiado Unicamente el ritonavir, se hacia dificil la eleccion entre un
modelo u otro en base a la FMO, de modo que se podria considerar como

valida una eliminacion de orden uno.

Llegados a este punto, debido a la complejidad de los modelos, no ha
sido posible hasta la fecha obtener una convergencia de ninguno de los
modelos probados. Algunos modelos se han abortado con mensajes debidos
a errores de integracién y en otros casos los procesadores se encuentran
todavia resolviendo los modelos, por lo que se puede concluir que estos
modelos por el momento no son factibles para describir la interaccion entre

los farmacos y se necesitarian herramientas mas potentes para resolverlos.

En el cuadro 5.94 se muestra alguno de los modelos de interaccion

ensayados.
Modelo N N
P-PK Parametros y comentarios Estado® parametros v

hibrido

SRo55 [SQV: Cli, Km, Kb, Ku, k12, k21,
\Vcs, Ka1, Ka2, Kt, Clie, Clise,
Kmse, KDG7, KDG8, Kaip, FRS,

BIO 33 24
Comunes: QMA (mmol), Qh, Ve, procesando (4 9
\Vh restricciones)|restricciones)

RTV: Clir, Kmr, Kbr, Kur, k12r,
k21r, Vcr, Ka1r, Clier, Cliser,
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Kmser.
(estructura cuadro 4.12)
SR056 [SQV: Km, Kb, Ku, k12, k21, Vcs,
Ka1, Ka2, Kt, Kmse, KDG7,
KDGS8, Kaip, FR8, BIO 30 21
Comunes: Vmi, Vmie, Vmise d
(mmol/h), QMA (mmol), Qh, Ve, [Procesando 4 (10
\Vh restricciones)restricciones)
RTV: Kmr, Kbr, Kur, k12r, k21r,
\Ver, Kalr, Kmser.
SR058 [SQV: Km, Kb, Ku, k12, k21, Vcs,
Ka1, Ka2, Kmse, KDG7, KDGS8,
Kaip, FR8, BIO 32 19
Comunes: Kt, Vmi, Vmie, Vmise d
(mmol/h), QMA (mmol), Qh, Ve, [Procesando 4 7
\Vh restricciones)restricciones)
RTV: Kmr, Kbr, Kur, k12r, k21r,
\Ver, Kalr, Ka2r, Kmser.
SRo59 [SQV: Cli, Km, Kb, Ku, Kbz, Kuz,
QMA; (mmol), k12, k21, Vcs, Ka1,
Ka2, Kt, Clie, Clise, Kmse, KDG7,
KDGS8, Kaip, FR8, BIO 35 23
Comunes: QMA (mmol) procesando 4 (10
\R/’TV:KKr1nr,|L<br, KUB 1"31 2Fer123 r, restricciones)|restricciones)
cr, Kalr, Kmser, , G10,
Clir.
(estructura cuadro 4.12)

Cuadro 5.94 Modelos de interaccién P-PK hibridos probados en el analisis de los datos
experimentales de saquinavir y ritonavir. Se indica los parametros que se iteran para cada farmaco y

los comunes para ambos, asi como el estado actual en el que se encuentra el modelo. ) Estos

modelos se encuentran aun procesandose.

Finalmente, en la figura 5.58 se muestran el archivo control que
incluye las estimas iniciales de los parametros que describen el modelo
SR059, posible modelo de interaccion del cual se muestra una simulacion de

las concentraciones plasmaticas en funcion del tiempo en base a los valores

iniciales de los parametros, figura 5.59.
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; **DISPOSICION**
KI12R=THETA(23)
TVK2IR=THETA(24)
K21R=TVK21R*EXP(ETA(I3))
TVVCR=THETA(25)
VCR=TVVCR*EXP(ETA(14))

; **PROTEINAS**
TVKBR=THETA(26)
KBR=TVKBR*EXP(ETA(15))
TVKUR=THETA(27)
KUR=TVKUR*EXP(ETA(16))

; #XORAL**
TVKAIR=THETA(28)
KAIR=TVKAIR*EXP(ETA(17))
TVDI3=THETA(30)*THETA(31)**GR10
D13=TVDI3*EXP(ETA(23))

; **PARAMETROS DERIVADOS**
S10=VCR

; **ESPECIALES METABOLISMO Y SECRECION**

TVCLI=THETA(1)
CLI=TVCLI*EXP(ETA(1))

TVCLIE=THETA(19); CLI DEL ENTEROCITO(METABOLISMO)
CLIE=TVCLIE*EXP(ETA(18))
TVCLIS=THETA(20); CLI DEL ENTEROCITO(SECRECION)

CLISE=TVCLIS*EXP(ETA(19))

TVCLIR=THETA(29)
CLIR=TVCLIR*EXP(ETA(22))
KMR=THETA(35)

sk Rk COMUNES * %% %kt

TVQMA=THETA(8) ;en mmoles
QMA=TVQMA*EXP(ETA(8))

; **DISTRIBUCION**

TVQH=THETA(16)
QH=TVQH*EXP(ETA(21))
QAH=QH*0.13
QE=QH*0.87
VH=THETA(17)
VE=THETA(I8)
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$DES
; **DEFINICIONES**
; saquinavir

CU=A(1)/VCS
CB=A(3)/VCS
MB=A(3)/670.86 ; cantidad unida a protl en mmoles
CB2=A(14)/VCS
CBM2=CB2/670.86
C7=A(7)/VH
C9=A(9)/VE
; ritonavir

CUR=A(10)/VCR
CBR=A(12)/VCR
MRB=A(12)/720.95 ; cantidad unida a protl en mmoles

; **DISTRIBUCION**

; saquinavir
QM=QMA-MB-MRB ; capacidad disponible de union a protl en mmoles, es la misma para ambos farmacos
CMS=(QM*670.86) ; capacidad disponible de union a protl en mg/L, ya pasado a concentracion de SQV
BOUND=KB*CU*CMS ; en la expresion anterior divido por VCS para sacar concentracion, y en ésta multiplico

por VCS para pasar a mg
UNBOU=KU*CB*VCS
BOUND2=KB2*CU*(CMA2-CBM2)*670.86*VCS
UNBOU2=KU2*CB2*VCS
PERI=-KI12*A(1)+K21*A(2)

; ritonavir
CMR=(QM*720.95) ; capacidad disponible de union a protl en mg/L, ya pasado a concentracion de RTV
BOUNR=KBR*CUR*CMR
UNBOR=KUR*CBR*VCR
PERIR=-K12R*A(10}+K21R*A(11)

; #**ABSORCION [P**
VABIP=KAIP*A(5)
VDISOL=KD*A(6)

; *ABSORCION ORAL**
; saquinavir
VAB49=KAI1*A(4)
VABS9I=KA2*A(8)
VTRAN=KT*A(4)
; ritonavir
VABI13=KAIR*A(13)

; **PRIMER PASO HEPAT Y ELIMINACION**
; saquinavir

CRE=VABI3/QE

CLO=CLI/(CLI+QH) :CLO=CLI*QH/(CLI+QH)
KMA=KM*(1+(CUR+CRE)/KMR)
E=CLO*KM/(KMA+C7) ;E=CLA/QH

FH=1-E

PASOHE=-QH*CU+QH*C7*FH
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; ritonavir

CLOR=CLIR/(CLIR+QH) ;CLOR=CLIR*QH/(CLIR+QH)
KMAR=KMR*(1+(C9/KME))
ER=CLOR*KMR/(KMAR+CUR+CRE) :ER=CLAR/QH
FR=1-ER

**PRIMER PASO INTESTINAL Y SECRECION**
saquinavir

DENOM=CLIE+QE+CLISE
CLOE=CLIE/DENOM : CLO DEL METABOLISMO EN ENTEROCITO
KMEA=KME*(1+(CUR+CRE)/KMR)

CLAME=CLOE*KME/(C9+KMEA)

CLOSE=CLISE/DENOM ; CLO DE SECRECION EN ENTEROCITO
CLASE=CLOSE*KMSE/(C9+KMSE) ; EES=CI ASE-> VSECR-QE*C9*EES
VSECR=QE*C9*CLASE
EE=CLAME+CLASE ; TASA DE EXTRACCION TOTAL DEL ENTEROCITO(METAB Y
SECRECION)
FE=1-EE
; saquinavir

DADT(1)=-BOUND+UNBOU+PERI+PASOHE-BOUND2+UNBOU2
DADTQ)= -PERI

DADT(3)= BOUND-UNBOU

DADT(4)= -VIRAN  -VAB49

DADT(5)= VDISOL -VABIP

DADT(6)= -VDISOL

DADT(7)=QAH*CU+QE*C9*FE-QH*C7 +VABIP
DADT(8)= VTRAN -VABS89 +VSECR
DADT(9)=-QE*C9+QE*CU  +VABS89 +VAB49

; ritonavir

DADT(10)=-BOUNR+UNBOR+PERIR+VABI13*FR-QH*ER*CUR

DADT(11)= -PERIR
DADT(12)= BOUNR-UNBOR
DADT(13)=  -VABI3

DADT(14)= BOUND2-UNBOU2

$THETA
: SAQUINAVIR

(0.000001,0.309,1000) :CLI

(0.0,2.8,100)  FIX K12

(0.0,1.14,100)  FIX K21

(0.001,0.241,100) FIX :VCS

(0.0,72.2,10000) KM

(0.000001,0.000002,1000) ;KB

(0.0,0.2,1000) KU

(0.000001,0.0001,1000) :OQMA  ; COMUN RTV-SQV

(0.0,1.09,1000)  FIX :KAIP

(0.0,1,1) FIX :BIO

(0.0,0972,1)  FIX :FR8

(0.0,0.0398,100) FIX ;KDG7
(0.0,0.482,100) FIX ; KDG8
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99,1000)
1000)
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$ERROR

IPRE=(A(1)+AG)+A(14))/VCS

IF(DRUG.EQ.1) IPRE=(A(10)+A(12))/VCR
Y=(IPRE*EXP(EPS(1))+EPS(2))*(1-DRUG+(IPRE*EXP(EPS(3))+EPS(4))*(DRUG)
IRES=DV-Y
PES=Y+0.000001
IWRE=IRES/PES

$SIGMA

.04 0y

.01 ;SD

.04 ;CVR

.01 ;SDR
$EST MAXEVAL=9000 PRINT=10 POSTHOC NOABORT MSFO=sr059.msf
$cov

Figura 5.58 Archivo control del modelo de interaccion P-PK hibrido SR059, se indican las

estimas iniciales que han sido utilizadas en la simulacion que se muestra en la figura 5.59.
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Figura 5.59 Representacion grafica de las concentraciones plasmaticas en funciéon del tiempo
simuladas con el modelo que se muestra en la figura 5.58. En azul y en rojo, se muestra el valor de Cp
simulado para saquinavir y ritonavir, respectivamente. Mientras que los triangulos marrones y amarillos,

muestran las Cp experimentales del saquinavir y ritonavir, respectivamente.




6 Discusion

6.1 Farmacos ensayados

El saquinavir y ritonavir son dos inhibidores de la proteasa (IP) del
VIH-1, que se encuentran indicados en el tratamiento de la enfermedad del
SIDA como primera linea. La familia de los IP se caracteriza por presentar
variabilidad en la biodisponibilidad oral, que se traduce en variabilidad en la
respuesta terapéutica. Es por ello, que el comportamiento farmacocinético
de esta familia es de gran interés, asi como la identificacion de aquellos
factores que pueden determinar dicha variabilidad. Con el mejor
conocimiento de estos firmacos se ha comenzado a abrir un campo de
nuevas posibilidades, como la terapia combinada de dos IP, con el fin de

obtener perfiles de efectividad de tratamiento potenciados.

En concreto la combinacidon saquinavir-ritonavir resulta de las mas
interesantes dado la baja y variable biodisponibilidad oral del saquinavir,
estimada en aproximadamente un 4 %, que resulta potenciada cuando se

administra simultdneamente con el ritonavir gracias a sus propiedades.

La variabilidad en la biodisponibilidad del saquinavir se ha atribuido
en parte a un amplio metabolismo mediado por el CYP3A4 (Fitzsimmons et
al. 1997) y secreciéon mediada por gp-P como se ha puesto de manifiesto en
cultivos celulares de caco-2, MDRI-transfected LLC-PK1 y MDCKII/P
(Kim et al. 1998; Williams et al. 2003).

Sin embargo, la pérdida de la dosis administrada debida a procesos de

secrecion mediados por la gp-P y/o metabolismo de primer paso mediado
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por la enzima CYP3A4 solo puede ser evaluada in vivo, dado que los
estudios in vitro no tienen en cuenta muchos de los factores fisiologicos

criticos que afectan a la circulacion intestinal o entero-hepatica.

Hasta la fecha no ha sido totalmente esclarecido el papel que juega el
higado y el intestino en la absorcién oral y eliminacion del saquinavir. El
presente estudio fue disefiado, en parte, para diferenciar la influencia de
estos oOrganos en los procesos de disposicion del farmaco, mediante la
administracion IV, IP y PO, asi como para poner de manifiesto y evaluar si
existe pérdida de linealidad cinética tras la administracion de distintas dosis
y estudiar la influencia del ritonavir en todos estos procesos cuando se

coadministra junto con saquinavir.

6.2 Modelo animal y disefio experimental

6.2.1 Fisiologia y técnica quiruargica
La especie animal utilizada en este estudio ha sido la rata albina de la
raza Wistar, macho y de peso comprendido entre 280 y 310 g. Esta presenta
similitud anatomofisioldogica con el hombre en cuanto al proceso de
absorcion intestinal se refiere. Asimismo, resulta facil de manipular y

presenta elevada capacidad prolifica.

La canulacion de la vena yugular de forma permanente permite la
toma de muestras de forma sencilla y sin causar ningun trauma al animal,
que permanece consciente y en libertad dentro de su jaula durante la
realizacion de la experiencia. El animal, transcurridas 24h desde la
operacion, se recupera plenamente. Presenta algunos inconvenientes, como:
el escaso volumen sanguineo, ritmos bioldgicos muy rapidos, ausencia de

vesicula biliar y habitos nocturnos.
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6.2.2 Toma de muestras

Los estudios farmacocinéticos requieren, sobre todo en las primeras
fases del ensayo, un amplio muestreo, para definir la fase rapida de
disposicion (fase o) en el caso de la administracion intravenosa y la fase de
absorcion en el caso de la administracion oral. Esto puede producir
alteraciones en los animales. Por este motivo, se han tomado un maximo de
10-11 muestras con objeto de producir las menores alteraciones posibles al
animal y el volumen extraido en cada muestra plasmatica ha sido de 0,5 mL
que se ha repuesto con suero fisioldgico heparinizado, con el fin de no

alterar la volemia del animal.

En los estudios farmacocinéticos es importante establecer
adecuadamente el periodo de toma de muestras. En nuestras condiciones
experimentales, tras la administracion intravenosa de saquinavir se han
recogido muestras durante 8-10h y para el ritonavir administrado sdlo,
durante 3,5h, tiempo suficiente para obtener una adecuada descripcion de la
fase terminal (fase 3), dado que estudios previos realizados por otros autores
en ratas estimaban la t;, en 1,6 h (5mg/Kg rata dosis IV en rata) y 0,66 h
(5mg/Kg dosis IV en rata), para el saquinavir y ritonavir, respectivamente
(Kempf et al. 1995; Shibata et al. 2003). En los ensayos realizados tras la
administracion oral e intraperitoneal de ambos farmacos, hubo necesidad de
ampliar el periodo de tiempo de muestreo hasta 24h, con objeto de describir
eficientemente la fase terminal de la curva concentracion plasmatica-tiempo,
ya que inicialmente se obtuvieron muestras durante un periodo de tiempo
inferior, lo que result6 inadecuado. Por ello y ante la imposibilidad de un
muestreo continuo durante 24h, estos grupos se han dividido en dos

subgrupos, de modo que se han tomado muestras durante las primeras 12h



296 -Estudio farmacocinético poblacional de antirretrovirales en rata

tras la administracion a un primer grupo y, en el otro grupo, las muestras se

han tomado entre las 12h y 24h posteriores a la administracion.

6.2.3 Seleccion de dosis

En el caso del saquinavir se han ensayado diferentes dosis dentro de
un amplio ambito de dosis para poner en evidencia, en caso de existir, la
pérdida de linealidad. Entre éstas, se ha seleccionado la dosis intermedia de
24 mg en rata, con el fin de aproximar el estudio a la dosis de fArmaco que
se utiliza habitualmente en terapéutica, ya que corresponde a la dosis de
1000 mg de saquinavir en humanos, que ha sido recientemente aprobada en
combinacion con 100 mg de ritonavir (b.i.d) (FDA 2002). Por otra parte, la
dosis de ritonavir seleccionada para la administracion intravenosa ha sido
de 3 mg (equivalentes a 10mg/Kg de rata), equivalente a 100 mg en
humanos. Sin embargo, en este caso, la necesidad de conseguir niveles
plasmaticos cuantificables ha obligado a administrar por via oral una dosis
mas elevada de la administrada por via intravenosa. Por este mismo motivo
y con el fin de observar la interaccion, en caso de existir, entre los farmacos,
se ha administrado 6 mg de ritonavir en lugar de 3 mg en la perfusion
intravenosa y por via oral en combinacion con 24 mg de saquinavir.

Ademas, cabe decir que la dosis de ritonavir administrada por via oral
cuando se administra solo, se ha preparado como una dilucién del contenido
de capsulas blandas de ritonavir (Norvir®), siendo la dosis media
administrada de 4,6+2,5 mg. No obstante, en cada ensayo, la dosis oral real
administrada se ha cuantificado mediante patrones de concentracion
conocida. Por ello, se han normalizado los datos para una misma dosis en el

posterior andlisis farmacocinético.
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6.2.4 Vias de administracion

Respecto a las formas de administracion de los farmacos, se han
seleccionado la via intravenosa, intraperitoneal y oral, con el fin de elucidar
los procesos intestinales y hepaticos que condicionan el aprovechamiento
del farmaco por parte del organismo. Se ha realizado una administracion
intravenosa en forma de bolus, de las dosis de 24 y 12 mg de saquinavir, asi
como de la dosis de 3 mg de ritonavir solo. Mientras que para la
administracion de la mayor dosis de saquinavir, asi como la dosis de 24 mg
de saquinavir potenciada con ritonavir, se ha seleccionado una perfusion
intravenosa a velocidad constante durante 30 min. Esta forma de
administracion se selecciond con el fin de evitar episodios de toxicidad
ocasionada por las concentraciones plasmadticas elevadas después de la
administracion del farmaco en bolus intravenoso. Ademas, in vitro se
observo una precipitacion del farmaco a través del microscopio Optico tras
mezclar una alicuota del firmaco disuelto en los cosolventes a una
concentracion de 48 mg/mL con una alicuota de plasma, en proporciones

aproximadas a cuando se administra un bolus I'V de dicha dosis en la rata.
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6.3 Técnica analitica
La cromatografia liquida de alta resolucidon resulta ser una técnica
adecuada para la correcta cuantificacion y separacion de los picos de
saquinavir y ritonavir en las muestras plasmaticas. El método de valoracion

propuesto, se encuentra descrito en el epigrafe 4.5.

6.3.1 Linealidad
Se han construido curvas de calibracion que abarcan el &mbito de
concentracion necesario para valorar las muestras por interpolacion. En los
cuadros 4.5, 4.6 y 4.7 se muestran los ambitos de concentraciones utilizados
en cada caso. Y los cuadros 5.1, 5.2, 5.3 se muestra la pendiente y ordenada
en el origen de algunas de las rectas utilizadas en la valoracion de las
muestras, asi como sus respectivos coeficientes de correlacion que

confirman la linealidad del método analitico.

6.3.2 Precision, exactitud y limite de cuantificacion
El ensayo de precision y exactitud se ha realizado para un ambito de
concentraciones entre 0,047 a 24 pg/mL de saquinavir y 0,047 a 15 pg/mL
de ritonavir. Los patrones se escogian al azar, dependiendo del ambito de
concentraciones de la recta utilizada, y se valoraban intercalados entre las

muestras problema.

En la literatura, se indica que la precision de la medida, representada
por el coeficiente de variacion, y la exactitud, representada por el error
relativo, no deben ser superiores al 15% para que el método analitico se
considere fiable (Oh et al. 1992). En la técnica descrita, los coeficientes de
variacion nunca han superado el 8,49%, 5,52%, 6,71% y 11,22% cuando se

valoraban patrones de saquinavir, saquinavir combinado, ritonavir y
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ritonavir combinado, respectivamente. Y los errores relativos el +14,46,
+14,76, -11,66% y el 12,67% cuando se valoraban patrones de saquinavir,
saquinavir combinado, ritonavir y ritonavir combinado, respectivamente, tal
y como se observa en los cuadros 5.4, 5.5y 5.6, que corresponden al peor
de los resultados obtenidos; por ello, se puede considerar el método

analitico utilizado como satisfactorio.

Se ha determinado el limite de cuantificacion del método analitico
empleado siguiendo la técnica descrita en el epigrafe 4.6.3, ya que en
ocasiones se han valorado muestras de concentracion muy baja. En los
cuadros 5.8, 5.9 'y 5.10, se muestran los limites obtenidos para cada ambito
de concentraciones estudiado, al igual que antes los cuadros muestran el
peor de los resultados obtenido. Para el andlisis farmacocinético se han
tenido en cuenta las concentraciones que se observaban por debajo del
limite de cuantificacion (BLC), teniéndose identificadas en la base de datos.
De manera que estas concentraciones deben ser interpretadas con cierta
precaucion. Finalmente, de 915 concentraciones plasmaticas de saquinavir,
23 se encuentran BLC, mientras que de ritonavir se dispone de 350
concentraciones plasmaticas, 5 de las cuales estan BLC. En total se dispone

de 1265 muestras.

6.4 Analisis farmacocinético

6.4.1 Analisis no compartimental

Como primera aproximacion a los datos se ha llevado a cabo un
analisis no compartimental de los mismos, con el fin de obtener informacion
sobre la posible existencia de no linealidad en algunos de los procesos del

LADME, asi como para determinar la biodisponibilidad del farmaco. Este
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analisis se ha realizado de forma individual en aquellos grupos de los que se
disponia un perfil completo de concentracion plasmatica-tiempo para cada
animal. Mientras que en aquellos grupos, que dado su largo periodo de toma
de muestras habian sido divididos en dos subgrupos de 12h, se ha llevado a
cabo el analisis mediante el método promedio simple de datos, de manera
que se realiza el promedio de las concentraciones plasmaticas para un
mismo tiempo, obteniéndose datos de concentracion plasmatica-tiempo

como un animal Unico.

6.4.1.1 Linealidad cinética

Con objeto de estudiar la linealidad cinética en cada uno de los
procesos del LADME, se han administrado dosis crecientes del farmaco

dentro de una misma via de administracion.

6.4.1.1.1 SAQUINAVIR
% Administracion del saquinavir por via IV.

En primer lugar, con el fin de estudiar la linealidad cinética en la fase
de disposicion, se han comparado los pardmetros farmacocinéticos
obtenidos para las dosis de 12 (grupo 3), 24 (grupo 2) y 48 (grupo 1) mg de
saquinavir administrado por via intravenosa. Pardmetros que se muestran en

los cuadros 5.22-28 y figura 5.6.

El andlisis de varianza no encuentra diferencias significativas ni en el
AUC”/D, ni en el Cl, para las dosis menores, sin embargo, si que las
encuentra entre el grupo de mayor dosis y los de menor dosis, siendo los
valores de los parametros de: 2,639, 1,596 y 1,450 mgh/L el AUC™/D de los
grupos 1, 2 y 3 respectivamente; 0,421, 0,672 y 0,753 L/h, el CI, de los
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grupos 1, 2 y 3, respectivamente. Este mayor valor de AUC™/D en la dosis

mayor, puede estar relacionado con su menor CI.

Por otra parte, se encuentran diferencias significativas en el volimen
de distribucion, entre las distintas dosis para el Vdee (1,703-G.1, 1,253-G.2
y 1,813-G.3 L), y entre las dosis menores para el Vd (1,650-G.2 y 3,050-G.3
L). El Vdee es uno de los pardmetros mds interesantes y representativos de
la fase de distribucion, ya que da idea del volumen de agua al que accede el

farmaco asi como los falseamientos, en caso de existir.

También se encuentran diferencias significativas en la semivida de

eliminacion, ¢;,.

Los parametros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion del
farmaco por via intravenosa indican que cabe esperar que tanto el proceso

de distribucion como el de eliminacion del farmaco sean no lineales.

R

% Administracion del saquinavir por via oral.

Para detectar no linealidad cinética en la fase de absorcion del
farmaco, se han comparado los parametros farmacocinéticos obtenidos tras
la administracion de las tres dosis crecientes del farmaco por la via oral, 12
(grupo 6), 24 (grupo 5) y 48 mg (grupo 4). Estos parametros pueden
observarse en los cuadros 5.29-34 y figura 5.7. El andlisis de varianza
encuentra diferencias significativas en el AUC”/D obtenido para la dosis
mayor respecto al valor obtenido para las dosis menores, siendo el de estas
ultimas, tres veces el valor de la mayor dosis (0,141, 0,416 y 0,392 mgh/L,
para los grupos 4, 5 y 6, respectivamente). La tendencia contraria se observa
cuando se analiza el aclaramiento aparente, C//F, aunque en este caso solo

se obtienen diferencias significativas entre los grupos 4 y 6, (8,297, 2,402 y
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3,070 L/h, para los grupos 4, 5 y 6, respectivamente). Estos resultados
aunque pueden estar falseados por la biodisponibilidad (F), indican no

linealidad en la eliminacién.

En este caso, el andlisis de varianza y el test no parametrico de
Mann-Whitney encuentran diferencias significativas en el Vd/F, entre los
grupos de mayor y menor dosis. El volumen de distribucion ademas se

puede encontrar falseado por la fraccion de dosis absorbida.

+« Administracion del saquinavir por via IP.

El objeto primordial de la administracion del farmaco por via IP es
deslindar el metabolismo de primer paso hepatico del intestinal; sin
embargo, la administracion de distintas dosis por via IP permite observar,
ademas, si existe o no linealidad cinética en los procesos del LADME, es
decir en la absorcion IP del farmaco y en la disposicion del mismo. La
figura 5.8 muestra la tendencia de los distintos parametros farmacocinéticos

cuando se administran las dosis de 24 y 12 mg por via intraperitoneal.

En este caso no era aplicable ninguna de las pruebas estadisticas, ya
que se realiza un analisis no compartimental utilizando el método promedio

simple de datos, en ambos grupos.

En primer lugar se observa que el AUC”/D es el doble para la dosis
12 respecto a la de 24 mg. Esto significa que ambas dosis muestran un
mismo valor de AUC”, lo que podria indicar una no linealidad en la
disposicion, sin embargo, tras la administracion de estas dosis (12 y 24 mg)
por via IV no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los pardmetros farmacocinéticos obtenidos en cada grupo. Ademas, tras la

administracion del farmaco por via IP el valor de tmax es seis veces mayor
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para la dosis de 24 mg, y Cmax/D en la dosis de 12 mg es cuatro veces el

valor obtenido para la dosis de 24 mg, lo que es bastante paraddjico.

También Vd/F es mayor para la dosis de 24 mg, aunque puede estar

falseado por F, y t;,2, sigue esta misma tendencia.

6.4.1.2 Andlisis de la biodisponibilidad y caracterizacion del
efecto de 1% paso hepatico ¢ intestinal

Con el fin de determinar la biodisponibilidad oral absoluta del
farmaco se ha administrado una misma dosis por via PO e IV, tomando el
AUC de esta tltima como referencia. Por otra parte, se ha seleccionado la
via IP, ya que obvia los procesos implicados a nivel intestinal, permitiendo
establecer la participacion relativa del higado e intestino en las pérdidas
presistémicas del farmaco. De este modo se ha determinado la
biodisponibilidad IP absoluta, tomando como referencia el AUC de la via
IV, y la biodisponibilidad relativa, comparando este mismo parametro IP

con el oral.

6.4.1.2.1 SAQUINAVIR

En el cuadro5.72 se muestran los valores de biodisponibilidad oral
absoluta de saquinavir, debido a que el AUC no s6lo depende de la
biodisponibilidad sistémica sino que también depende del aclaramiento, y
¢éste ultimo no ha permanecido constante entre los distintos grupos, los
valores de biodisponibilidad que se muestran deben ser interpretados con
precaucion. Como puede observarse dependiendo de qué grupos se escojan

como referencia, se obtiene un valor de biodisponibilidad u otro.

7

% Administracion de dosis 48 mg de SQV por via IV y PO.
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Cuando se comparan los parametros farmacocinéticos obtenidos tras
administrar la dosis de 48 mg por via IV (grupo 1) y PO (grupo4), cuadros
5.36-39 'y figura 5.9, el andlisis de varianza encuentra diferencias
significativas en el AUC”/D siendo mayor el de la via intravenosa respecto a
la oral, lo que indica pérdidas presistémicas, no pudiendo diferenciar entre

las intestinales y las hepaticas.

Asimismo, el test no paramétrico de Mann-Whitney encuentra

diferencias significativas en ¢,,,; siendo mayor para la via oral.

En los pardmetros Vd y Cl se puede observar un mayor valor cuando
el farmaco se admnistra por via oral, aunque en este caso ambos pardmetros

son aparentes y pueden estar falseados por la F.

En general, se observa el comportamiento esperado y comun. Y la
biodisponibilidad oral absoluta calculada entre estos dos grupos resulta de
5,34 % valor que esté en linea con el descrito en la bibliografia (Shibata et

al. 2002), que la estiman en un 4%.

+« Administracion de dosis 24 mg de SQV por via IV, IP y
PO.

Para analizar la biodisponibilidad y deslindar el metabolismo
intestinal y hepatico, se comparan los pardmetros farmacocinéticos
obtenidos tras administrar una misma dosis de 24 mg por via IV (grupo 2),
IP (grupo 7) y PO (grupo 5), que pueden observarse en los cuadros 5.40-42,
5.47-48 y 551, y figuras 5.10, 5.12 'y 5.14. El andlisis de varianza
encuentra diferencias significativas en el AUC™/D entre la via IV e PO, pero

no entre la IV e IP, no siendo aplicable entre la IP y PO.
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Se observa un AUC”/D de 1,596, 0,416 y 1,316 mgh/L, por via IV, PO
e IP, respectivamente. Es decir, una pequena diferencia no significativa
entre la administracion IV e IP, siendo la diferencia de ambas vias con la
oral bastante importante, lo que significa que pueden existir importantes
pérdidas presistémicas a nivel intestinal. Se observa una biodisponibilidad
oral caculada del 26,08% mientras que la IP es del 82,47%, cuadros 5.72 'y
5.73. En el cuadro 5.74 se muestra la biodisponibilidad relativa, que
diferencia entre el componente hepatico e intestinal. Se observa en este caso
que so6lo un 31,62 % del firmaco escapa al metabolismo de primer paso
intestinal, lo que indica que la pérdida de fdrmaco a nivel intestinal es

elevada.

Por otra parte, se encuentran diferencias estadisticamente
significativas en el parametro ¢, cuando se administra el farmaco por las
distintas vias. Siendo el valor obtenido tras la administracion del farmaco
por via IP el mayor (10,232 h), seguido del obtenido cuando se administra
por via oral (6,076 h) y por via IV (1,753 h), este resultado puede reflejar un
fendmeno de flip-flop, en el que en la fase terminal de la curva se solapan
procesos de eliminaciéon junto con procesos de absorcion, siendo este

fenémeno aparentemente mas importante en la via IP.

Ademas, el tmax resulta ser 22 veces superior cuando se administra
saquinavir por via oral que cuando se administra por via IP, y aparentemente

no se observan diferencias en Cmax/D.

% Administracion de dosis de 12 mg de SQV por via IV, IP
y PO.
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Para analizar la biodisponibilidad y deslindar el metabolismo
intestinal y hepatico, se comparan los pardmetros farmacocinéticos
obtenidos tras administrar una misma dosis de 12 mg por via IV (grupo 3),
IP (grupo 8) y PO (grupo 6), cuadros 5.43-46, 5.49-50'y 5.52-53, y figuras
5.11, 5.13 y 5.15. El andlisis de varianza encuentra diferencias significativas
en el AUC™/D obtenido tras la administracion del farmaco por via IV e PO,
siendo el valor de €sta tltima menor, lo cual implica pérdidas presistémicas
de la dosis de farmaco administrada. Ahora bien, cuando se ha tratado de
elucidar el primer paso hepatico con la administracion IP, encontramos un
valor de  AUC”/D superior al obtenido tras administrar el farmaco por via
IV, 2,476 frente a 1,450 mgh/L. En este caso, el andlisis de varianza no
encuentra diferencias significativas entre este par de valores, pero si se hace
caso a la tendencia de estos parametros solo cabria una explicacion. Dado
que una biodisponibilidad mayor que la alcanzada por via IV no es posible,
este mayor AUC™/D podria deberse a un menor aclaramiento en la via IP.
Por tanto no es posible saber qué fraccion de la dosis de fArmaco escapa del
higado hacia el torrente circulatorio, aunque parece ser una fraccion
importante. Si se analiza el valor de Vd tras la administracion IV e IP,
aparentemente no existen diferencias, lo que indicaria una F de
practicamente uno, que corroboraria por tanto la disminucion que se da en el

Cl aparente en la via IP.

En este caso se observa una biodisponibilidad oral absoluta de un 27%
que indica importantes pérdidas presistémicas, pero la biodisponibilidad del
farmaco cuando se administra por via IP resulta de 170,75%, lo que indica

un falseamiento debido al aclaramiento y parece ser que una parte
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importante del farmaco escapa al metabolismo de primer paso hepatico.

Mientras que solo el 15,8% escapa de las pérdidas intestinales.

Por ultimo, las diferencias en el pardmetro #;,,, no son tan evidentes
como en la administracion de la dosis media, aunque el analisis de varianza
encuentra diferencias significativas en el valor de dicho parametro cuando el

farmaco se administra por via IV e IP.

6.4.1.2.2 RITONAVIR

% Administracion de 3mgy 4,6 mg de RTV porvialV y
PO.

En los cuadros 5.63-64 y figura 5.19, se compara los parametros
farmacocinéticos del ritonavir tras la administracion de 3 y 4,6 mg
administrado so6lo, por via IV y PO. El andlisis de varianza no muestra
diferencias significativas en el 4UC*/D, aunque es menor el valor que se
obtiene cuando el fArmaco se administra por via oral, lo que puede indicar,
en caso de que el C/ del farmaco permanezca constante para las distintas
vias y dosis administradas, una biodisponibilidad elevada, que resulta ser de
un 84%, valor similar al determinado por otros autores que la estimaban en

un 70% (Kempf et al. 1995; Eron 2000).

El Vd aparente es mayor cuando el farmaco se administra por via oral,

aunque puede estar falseado por la biodisponibilidad.

Por ultimo, el anélisis de varianza detecta diferencias significativas en
el parametro ¢;,;, siendo mayor el que se estima cuando el firmaco se

administra por via oral, lo que quizas refleje un fenoémeno de flip-flop.



308 -Estudio farmacocinético poblacional de antirretrovirales en rata

En este caso, como paso previo al andlisis no compartimental, se han
normalizado sus concentraciones plasmaticas respecto a la dosis real
administrada con el fin de poder aplicar el método promedio simple de

datos.

6.4.1.3 Estudio de la interaccion

6.4.1.3.1 SAQUINAVIR

o,

% Administracion de 24 mg de SQV s6lo y en combinacion
con RTV por via IV y PO.

En los cuadros 5.54-5.56 y figuras 5.16-17, se comparan los

parametros farmacocinéticos cuando se administra el saquinavir s6lo a la

dosis de 24 mg y en combinacién con 6 mg de ritonavir tanto por via

intravenosa como por via oral.

El andlisis de varianza encuentra diferencias significativas en todos
los parametros farmacocinéticos excepto en el Vdee y Cmax/D, cuando se
administra el saquinavir por via intravenosa. En concreto, el AUC*/D del
saquinavir resulta ser de 1,596 cuando se administra sélo, y de 10,984 h/L
cuando se coadministra con ritonavir. En consecuencia, como por definicion
la biodisponibilidad en la via intravenosa es uno, este resultado indica que al
administrar simultineamente ambos farmacos el ritonavir provoca una
disminucién en el aclaramiento del saquinavir, que puede observarse en los
resultados obtenidos, siendo el C/ de 0,672 L/h cuando se administra solo y
de 0,091 L/h cuando se administra en combinacion, es decir el ritonavir

disminuye el Cl del saquinavir unas seis veces.
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En cuanto a la via oral, se observa un aumento en el AUC*/D del
saquinavir cuando se administra en combinacién con ritonavir (6,603 h/L)
de 15 veces respecto a cuando se administra sélo (0,416 h/L). Por lo que en
este caso, la posible interaccion también se produce sobre el proceso de
incorporacion del farmaco al organismo, produciendo por una parte un
aumento de biodisponibilidad y por otra una disminucion del aclaramiento.
Su biodisponibilidad se ve duplicada, de modo que si se toma como
referencia la dosis de 24 mg de saquinavir s6lo y en combinacion, pasa de
26,083 a 60, 112 %.

Por ultimo, si se compara los pardmetros farmacocinéticos obtenidos
tras administrar el farmaco por via IV y PO, cuando se administra la dosis
de 24 mg de saquinavir en combinacidn con ritonavir, cuadro 5.57 'y figura
5.18, se observa diferencias en AUC™/D, es decir que siguen existiendo

pérdidas presistémicas, aunque a priori se ven disminuidas.

6.4.1.3.2 RITONAVIR

% Administracion de 3y 6 mg de RTV porvialVy 4,6y 6
mg por via oral (sélo y en combinacion)

En los cuadros 5.67-71 y figuras 5.21-22, se compara el efecto que
pueda tener el saquinavir sobre los parametros farmacocinéticos del
ritonavir cuando ambos farmacos se administran conjuntamente. De este
modo, si comparamos los parametros farmacocinéticos obtenidos cuando el
farmaco se administra por via intravenosa, el analisis de varianza encuentra
diferencias significativas solamente en el Vdee, siendo mayor cuando se
coadministra el ritonavir junto con saquinavir. Este resultado podria deberse
a un desplazamiento de la unidon del farmaco a las proteinas plasmaticas

cuando se coadministra con saquinavir. A su vez podria explicar la
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tendencia del AUC”/D, que disminuye cuando se combina con saquinavir,
aunque no es estadisticamente significativa. El ritonavir ha sido descrito no
so6lo como inhibidor del metabolismo de otros farmacos, sino que también
como autoinductor de su propio metabolismo (Hsu et al. 1997; Hsu et al.
1998), en este caso la autoinduccidon no es probable, dado que se estd
administrando en dosis Unica, la posible explicacion por tanto de estas
tendencias, seria el desplazamiento de la unidén a proteinas, de modo que
habria mas farmaco libre para eliminarse y el C/ aparentemente estaria

aumentado.

En el caso de la administracion oral de ritonavir sélo y en
combinacién, se observa que es 1,6 veces el valor de AUC”/D obtenido
cuando se administra en combinacion. Es decir, se obtiene la misma
tendencia que cuando el farmaco se administra por via intravenosa, siendo
la relacion de los valores similar. Por lo que en este caso no es tan evidente
si la interaccion de los farmacos se da también a nivel de la incorporacion
de farmaco al organismo, o s6lo en la disposicion, como ocurria en el caso
del saquinavir. El CI/F sigue la misma tendencia cuando el farmaco se
administra por via intravenosa, pero ademds, cuando el fadrmaco se

administra por via oral este parametro puede estar falseado por la F.

Se observa un aumento de la biodisponibilidad cuando se

coadministra con saquinavir, alcanzando un 96 %.

En los cuadros 5.65-66 y figura 5.20, se compara los parametros
farmacocinéticos del ritonavir obtenidos tras la administracion del farmaco
porla via IV y por via oral cuando se administra la dosis de 6 mg en

combinacion con saquinavir.
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El anélisis de varianza indica que no existen diferencias significativas
entre los pardmetros farmacocinéticos analizados. Aunque si se observan los
valores de #,2;, se aprecia que siguen una tendencia similar a la del caso
anterior. Por otra parte, los valores de AUC™/D son similares, lo que
implicaria una biodisponibilidad cercana al 100% siempre que el C/ sea

constante.

El Vd aparente parece ser mayor para la via oral, aunque puede estar

falseado por la F.
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En definitiva, el analisis no compartimental no ha sido suficiente
para alcanzar los objetivos planteados, dado que los resultados son de

dificil interpretacion tanto para el saquinavir como para el ritonavir.

Para éste primero, la no linealidad en la eliminacion, que se ha
puesto de manifiesto cuando se han administrado las distintas dosis por
via intravenosa, e incluso aparentemente entre las distintas vias, dificulta
el calculo de la biodisponibilidad, y por tanto no es factible dilucidar el
papel del higado y del intestino. El tratamiento no compartimental ha
permitido establecer la falta de linealidad cinética en la fase de
disposicion y muy probablemente en la fase de la incorporacion del
farmaco al organismo, esto ultimo sobre todo se ha puesto de manifiesto
en la interaccion del saquinavir con el ritonavir, pero no permite
establecer el mecanismo responsable de la misma. También ha permitido
poner de manifiesto la interaccion entre los dos farmacos, interaccion que
parece que tiene lugar en la fase de la eliminacion y de la incorporacion

del saquinavir al organismo.

En el caso del ritonavir, los resultados obtenidos tras el analisis no
compartimental también son de dificil interpretacion. Si bien, se puede
intuir que existe no linealidad cinética en el proceso de distribucion,
posiblemente por unidn a proteinas plasmaticas, seria necesario ampliar
el disefio experimental para poner de manifiesto realmente los procesos

no lineales.
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6.4.2 Andlisis compartimental. Modelo no lineal de
efectos mixtos

Los pares de valores de concentracion plasmatica-tiempo de las
poblaciones de estudio se utilizan para caracterizar los modelos
faramacoestadisticos que describen el comportamiento farmacocinético del
saquinavir y ritonavir, mediante el modelo no lineal de efectos mixtos a
través de la regresion no lineal por minimos cuadrados extendidos, con
doble precision y estimacion de primer orden (FO), implementeada en el
software NONMEM.

Para ambos farmacos el andlisis mediante el modelo no lineal de
efectos mixtos se ha llevado a cabo en dos fases. En primer lugar se abordo
la eleccion del modelo farmacocinético, para mas tarde centrarse en la
optimizacion del modelo escogido y obtencion de los pardmetros

farmacocinéticos estudiados.

6.4.2.1 SAQUINAVIR

El modelado farmacocinético se ha abordado de manera secuencial,
implementando mayor grado de complejidad en el modelo escogido y
observando si se mejora el ajustado obtenido.

En una primera fase, se desarrollan modelos empiricos basados en los
modelos farmacocinéticos clasicos bi y tricompartimental que consideran
los mismos o distintos valores para los distintos pardmetros

farmacocinéticos.

En el cuadro 5.76 se muestra algunos de los modelos desarrollados

para el modelado farmacocinético lineal de los datos intravenosos (etapa 1),
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se indica el numero de pardmetros implementados y la funcion minima

objetivo obtenida (FMO).

Se comenz6 implementando un modelo bicompartimental tradicional
(IV003) utilizando la subrutina ADVAN3. Se establecieron valores
comunes a todos los grupos (etapa 1) para los parametros considerados,
volumenes de distribucion (Vc), constante de eliminacion (Kjg), de

distribucion (K;,) y de retorno (K»;), obteniéndose una FMO de 620,169.

A continuacion, se realizaron diferentes modificaciones al modelo de
partida, otorgando libertad a un mismo parametro para tomar valores
distintos dependiendo del grupo. De este modo se evaluaba si existia no
linealidad en algin proceso. Se lanzaron, entre otros, los modelos que se
muestran en el cuadro 5.76. Se observo una mejora en FMO, llegando a

487,6 para el IV012. En todos ellos se obtuvo la matriz de covarianza.

En el cuadro 5.77 se muestra los valores poblacionales obtenidos para
los distintos pardmetros farmacocinéticos y los factores empiricos que
modifican el pardmetro para cada grupo, tras ajustar el modelo IV0O12 a los
datos. De este modo se observa que el proceso de eliminacion es no lineal,
pero se encuentra una tendencia del C/ que no responde a un
comportamiento 16gico, deberia de disminuir al aumentar la dosis por
saturacion del mecanismo eliminador, pero en este caso se observa que para
la menor dosis de 12 mg (G3) el aclaramiento es mayor que el obtenido
cuando se administra la dosis mayor, de 48 mg (G1); pero menor que
cuando se administra la dosis media de 24 mg (G2), de manera que sigue la
siguiente tendencia: Clgy<Clg;<Clg;<Clg,. El hecho de que el grupo
administrado con 24 mg de saquinavir y coadministrado con ritonavir (G9),

presente aparentemente menor aclaramiento, podria explicarse por una
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disminucién de la eliminacion del saquinavir por producirse una inhibicion
del metabolismo del saquinavir por parte del ritonavir. Por otra parte, cabria
esperar un menor aclaramiento en el grupo administrado con la dosis media
de 24mg (G2), en caso de que hubiera una saturacién del proceso de
biotransformacion metabolica. También se puede intuir una no linealidad en
la distribucion, ya que el modelo considera distintos valores de Ve para cada
grupo.

Desde un punto de vista mecanicista se ha intentado dar explicacion a
estas observaciones, por lo que se desarrollaron diversos modelos no
lineales, algunos de los cuales se muestran en el cuadro 5.78. Con los
modelos desarrollados se pretende discernir en qué procesos del LADME se

da, en caso de existir, no linealidad.

Entre los modelos que se consideran, teniendo en cuenta la
informacion adquirida en el paso previo, y que el saquinavir parece ser que
se une en un 97% a proteinas plasmaticas, se incorpora, un proceso de uniéon
a proteinas plasmadticas y una eliminacién con cinética de Michaelis-
Menten, entre otros posibles procesos. Una posible saturacion de las
proteinas plasmaticas podria explicar que a la dosis de 24 mg quede mas
farmaco libre disponible para eliminarse, por lo que aparentemente se
aclararia méas que con la dosis de 12 mg, mientras que a la dosis de 48 mg
podria encontrarse saturados tanto el proceso de unién a proteinas

plasmaticas como el de eliminacion.

Finalmente se obtiene el modelo V034, que alcanza tan buena FMO
como el empirico, siendo de 483,5. En el cuadro 5.79 se muestran los
resultados obtenidos para este modelo que considera una unién dinamica y

saturable a proteinas plasmaticas, es decir, que el equillibrio de la uniéon no



316 -Estudio farmacocinético poblacional de antirretrovirales en rata

se produce de forma instantdnea sino que tarda un tiempo en alcanzarse, y
una eliminacién con cinética de Michaelis-Menten. Del valor obtenido de
QMA (cantidad maxima de farmaco que puede unirse a las proteinas
plasmaticas) (3710 mg), se desprende que en principio el proceso no se
satura a las dosis administradas. Realizando el célculo aproximado de los
moles de saquinavir que podrian unirse a proteina plasmatica, en base al
volumen de plasma de un animal, las concentraciones de a,-glicoproteina
acida y albumina en el plasma de rata y la estequiometria de unioén del
saquinavir a dichas proteinas (valores tomados de la literatura (Chauvelot-
Moachon et al. 1988; Schon et al. 2003; Adedapo et al. 2005)), se llega a
que serian necesarios 4,62 mg de saquinavir para saturar por completo a
ambas proteinas. Valor muy alejado del que predice el modelo de 3710 mg.
El valor predicho por el modelo, esta sobreestimado, pero el hecho de que
no se encuentre estimado con seguridad, no invalida la funcionalidad del
modelo. Este parametro estaria indicando que el proceso de unidon a
proteinas plasmaticas actua como si de otro compartimento periférico se

tratase, produciendo un retraso en la distribucion.

Entre los resultados, se observa que el grupo administrado con 24 mg
de saquinavir y coadministrado con ritonavir (G9), presenta una Km 5 veces
superior al valor obtenido para el resto de grupos, que estd parametrizada
por un factor empirico FKmgo). Ello indica una pérdida de afinidad por la
enzima implicada en el proceso metabdlico cuando se administra el
saquinavir junto con ritonavir, por lo que se pone de manifiesto la
interaccion de ambos farmacos. Este resultado concuerda con los resultados

del analisis no compartimental, que ya mostraban una diferencia en AUC/D
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de 6 veces, tras la administracion intravenosa del saquinavir sélo y en

combinacion.

Posteriormente, se incorporaron los datos de saquinavir
correspondientes a la administracion intraperitoneal. Se realiz6 una primera
exploracion empirica del proceso de absorcion basandose en el modelo
alcanzado con los datos IV, modelo 1V034. En el cuadro 5.80 se muestra
algunas de las alternativas probadas, llegandose a que el modelo que mejor
satisface los datos tenia que considerar diferente constante de absorcion y
biodisponibilidad para cada grupo, es decir que se da un proceso no lineal
en el proceso de incorporacion del farmaco al organismo. En el cuadro 5.81
se muestra algunas de las alternativas desarrolladas para tratar de explicar la
no linealidad en la absorcion, de donde se desprende que el modelo que
mejor FMO arroj6 fue el 1P035 (FMO = 334,8), que considera que una
fraccion de la dosis administrada precipita (FR8), siendo la disolucion factor
limitativo de la absorcidon, que esta parametrizada por las constantes de
disolucion (Kp), siendo la constante de disolucion obtenida en el grupo
administrado con 12 mg de saquinavir (G8) mayor que la obtenida en el
grupo administrado con 24 mg (G7). Ello indicaria una disolucion maés
rapida del farmaco cuando se administra una dosis menor, lo que indica que

el precipitado es diferente dependiendo de la dosis administrada.

En el modelo se itera la fraccion de dosis que precipita en el grupo 8
(FRg) y se expresa la del grupo 7 (FR;) a través de las siguientes

expresiones:
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FR7 — Qpp7 FRg _ Qpp8
D, Dy
1—FR7 — Qdis7 — Qdis7 l_FR — QdiSS
D, Ds-2 * D,
Quiss = Quisr
D, -(1-FR,)=2D, -(1-FR,)
1+FR
R

Figura 6.1. Relacién de las fracciones de dosis que precipitan tras la administracion

intraperitoneal de 12 y 24 mg, grupos 8 y 7, respectivamente.

En las que FR;, es la fraccion de dosis de farmaco que precipita en tanto por uno, Qpp;, la
cantidad que precipita, D; es la dosis administrada, Qdis; la cantidad de farmaco disuelto. (i se refiere

al grupo de animales, 7 u 8).

El modelo también considera unién dindmica a proteinas plasmaticas
y una cinética de eliminaciéon de Michaelis-Menten. Se obtiene una

biodisponibilidad del 100%.

En este estadio del modelado, se exploro la variabilidad
interindividual, se estudié la posible existencia de covarianza entre los
parametros farmacocinéticos y finalmente se modeld de manera exponencial
sin covarianza entre parametros. De igual modo se explor6 la variabilidad
residual de las concentraciones plasmaticas, donde se vié una mejora en los
ajustados cuando se consideraba un modelo exponencial aditivo, de manera
que la variabilidad residual consta de un componente exponencial, y un
aditivo, este ultimo obliga a que exista un valor minimo de error residual,
que afectard por igual a todas las concentraciones plasmaticas, de manera

que otorga un porcentaje de error mayor para las concentraciones
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plasmaticas bajas. Y asi complementa al porcentaje de error representado
por el componente exponencial que afecta con un mismo peso a todas las
concentraciones.

En la etapa 3, se incorporaron los datos obtenidos tras Ia
administracion oral de saquinavir. Siguiendo el mismo procedimiento, se
explora de manera empirica la fase de absorcion oral, partiendo como base
del modedo alcanzado en el paso anterior (IP035). Tal y como muestra el
cuadro 5.83 el modelo que mejor satisface los datos, considera diferente
constante de velocidad de absorcion oral y biodisponibilidad para cada
grupo. Desde una perspectiva mecanicista, se desarrollan modelos que
consideran uno o mas compartimentos de transito intestinal y se incorporan
procesos de secrecion hacia estos compartimentos. La incorporacion de
estos procesos de secrecion y la localizacion de los efectos de primer paso,

llevan a tratar de diferenciar ciertos compartimentos.

En el cuadro 5.84 se muestra alguno de los modelos desarrollados en
este sentido, concretamente estos modelos diferencian un compartimento al
que se ha denominado “espacio portal” que engloba enterocito y hepatocito,
desde este compartimento se consideraba un proceso de secrecion y un
proceso de eliminacion con cinética de Michaelis-Menten, pero desde un
punto de vista fisiologico es poco real. Ademas, la dosis IP deberia alcanzar
el compartimento hepatocito. Por ello, se desarrollan modelos que
distinguen entre hepatocito y enterocito, permitiendo asi, que la dosis IP
alcance directamente este primer compartimento. Estos modelos resultan ser
fisiol6gicamente mads reales, pero no satisfacen los datos experimentales. El

motivo principal parecia ser que se encontraba en los datos IP, que
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indicaban que una fraccidon importante de la dosis de fArmaco administrada

debia escapar del efecto de primer paso hepatico.

Por ello, se desarrollan nuevos modelos considerando que los

procesos metabolicos también ocurren en enterocito.

Llegados a este punto, debido a la complejidad que adquieren los
modelos, se comienza a editar en términos fisiologicos, utilizando
expresiones de aclaramientos, flujos y volumenes para los distintos
compartimentos.

Debido a los cambios realizados a nivel de disposicion con la
incorporacion de estos nuevos compartimentos, se realiza un proceso de
retroalimentacion, en el que se vuelve a las etapas anteriores (1 y 2) y se
ajustan nuevos modelos, con los cambios incorporados, a los datos
obtenidos tras administra el farmaco por via intravenosa e intraperitoneal.
En primer lugar, con el fin de evaluar como afectan estos cambios a la
bondad del ajuste de estos datos experimentales y por otra parte, de este
modo se obtienen valores para los pardmetros de disposicion y de absorcion
intraperitoneal, que pueden fijarse para facilitar la exploracion de los

procesos de absorcion oral.

De los modelos que se muestran en el cuadro 5.85 que tienen en
cuenta un compartimento hepatocito, enterocito e incorporan uno o mas
compartimentos de transito intestinal, con la misma o diferentes constantes
de velocidad de absorcion, procesos de secrecion, asi como que la absorcion
es completa o incompleta; se selecciona el modelo 0055 como modelo que
mejor satisface los datos experimentales de saquinavir, que alcanza una

FMO de 174, 4 y cuya estructura puede observarse en la figura 4.10.
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A continuacion, tras incoporar al analisis los datos experimentales
del grupo administrado con 24 mg de saquinavir en coadministracion con
ritonavir, por via oral, grupo 10 (etapa 4), se obtiene el modelo 0055f cuyos

parametros se muestran en el cuadro 5.87.

El modelo considera dos compartimentos de transito intestinal, con
diferentes constantes de velocidad de absorcion, siendo de 0,245 y 0,166 h!
para el primer y segundo compartimento, respectivamente, la constante de
transito de un compartimento a otro, es de 0,583 h', 1o que indica que el
farmaco permanece 1,715 h en cada uno de los compartimentos de transito
intestinal, siendo la absorcion del farmaco completa. Ademas, incorpora un
proceso de secrecion desde el enterocito al segundo compartimento de
transito intestinal, proceso caracterizado por una Kmse de 0,017 mg/L y un
aclaramiento plasmatico intrinseco de secrecion intestinal (Clise) de
2,83-10° L/h, lo que indica que no tiene gran afinidad por el transportador
de secrecion intestinal y que el proceso de secrecion es poco importante. Por
otra parte, presenta un proceso metabolico tanto en higado como en
intestino, siendo la Km en ambos procesos de 72,0 mg/L, es decir que la
afinidad por la enzima se ha considerado la misma, ocurra el proceso
metabolico en un lugar u otro. Esta Km estd multiplicada por un factor de 5
en el caso del grupo administrado con 24mg de saquinavir junto con
ritonavir por via IV (G9) y por 10,2 en el caso del grupo administrado con
24mg de saquinavir junto con ritonavir por via oral (G10), indicando que en
presencia de ritonavir el saquinavir tiene menos afinidad por la enzima
metabodlica, se produce una competencia de los fairmacos por esta enzima.
Ademas el hecho de que para el grupo 10, administrado por via oral, el

factor sea mayor que cuando la administracion es IV (G9) apoya la teoria de
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un metabolismo intestinal predominante para el saquinavir, en el que tras la
administracion oral, el ritonavir estara inhibiendo el metabolismo de primer
paso intestinal. El aclaramiento plasmatico intrinseco en hepatocito e
intestino debido al proceso metabdlico, Cli y Clie, respectivamente, ha sido
de 0,31 y 4,35 L/h, lo que indica que el proceso metabolico mas importante
ocurre a nivel intestinal. En la literatura consultada hasta el momento
algunos autores atribuyen el efecto de primer paso mayoritariamente al
higado. En intentos por diferenciar in vivo la contribucion de higado e
intestino, Sinko et al. 2004, llevaron a cabo ensayos en conejos tomando
muestras en sangre portal y sangre sistémica arterial tras la administracion
IV de tres dosis crecientes de 1 a 5 mg/Kg de saquinavir y administracion en
intestino delgado (USI) de 5Smg/Kg. Estos autores realizaron un analisis no
compartimental de los datos, concluyendo que el metabolismo y la secrecion
intestinal son significativas pero en menor medida que el metabolismo
hepético, siendo la fraccion de la dosis de farmaco que escapa del higado
del 56%, la fraccioén de dosis administrada que escapa del intestino del 61%,
la fraccion que se absorbe desde lumen de un 12% y finalmente la
biodisponibilidad que obtienen es de 4%. Si se compara con los resultados
obtenidos en el presente trabajo, en el que el modelo es capaz de calcular
para cada concentracion del firmaco en el compartimento enterocito o
hepatocito y en un instinte determinado, la tasa de extraccion
correspondiente, tal y como se observa en las figuras 5.27-28 que representa
la evolucion de las fracciones que escapan de los dos oOrganos
metabolizadores en funcion de la concentracion, la Fg sufre variaciones con
la concentracion y obtiene valores que oscilan entre un 15% para
concentraciones del orden de bajas hasta un 60% para concentraciones

elevadas de saquinavir en enterocito, ya que se satura el sistema enzimatico.
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Aunque parece ser que sin llegar a saturarlo por completo en el ambito de
concentraciones estudiado. Este tltimo valor se encuentra proximo al
obtenido por Sinko et al. Mientras que el modelo del presente trabajo
obtiene valores de F, que no sufren grandes variaciones con la
concentracion, situdndose ésta entre un 80 y 86%, frente al 56% que
obtenian estos autores en su modelo. Estos resultados indican que en el
modelo presentado en esta Memoria, el proceso de biotransformacion mas
importante se da en el intestino. Por lo que la baja biodisponibilidad oral del
saquinavir, se debe principalmente al metabolismo de primer paso intestinal,
y no a una falta de absorcion del farmaco, ya que el modelo presentado en

esta Memoria, es compatible con una absorcion completa del saquinavir.

Por otra parte, el modelo utilizado por estos autores no es capaz de
distinguir entre los procesos de secrecion y metabolismo a nivel intestinal.
Destacar que en el &mbito de concentraciones estudiado obtienen linealidad
cinética, contrariamente a lo que los resultados obtenidos en este trabajo
ponen de manifiesto. Y utilizan la metodologia no compartimental para
analizar sus resultados, que como se ha puesto de manifiesto en el presente
trabajo, no parece ser suficiente para vislumbrar el perfil farmacocinético

del saquinavir.

Shibata et al. 2002, utilizando datos in vitro e in vivo (estos Gltimos
tras la administracion de una dosis tnica de 20mg/Kg y Smg/Kg por via oral
e IV, respectivamente), desarrollaron un modelo fisiolégico de interaccion
entre inhibidores de proteasa, entre los que se encuentra la combinacion
saquinavir-ritonavir. De modo que el modelo desarrollado para el saquinavir

también considera los compartimentos enterocito y hepatocito y tiene en
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cuenta posibles procesos metabdlicos en ambos compartimentos. Sin
embargo, no tiene en cuenta el proceso de secrecion intestinal, el cual los
propios autores indican que deberia de ser incluido, ya que es posible que
dicho proceso participe en la interaccion entre los farmacos, y que podria
corregir las contradicciones que encuentran entre sus resultados in vivo e in
vitro. Entre los pardmetros que consideran en el modelo para simular los
datos de saquinavir, se encuentra un Cli, de 11,16 L/h y Clie de 0,25 L/h y
una Ka de 2,852 h™' (calculada a partir del modelo monocompartimental
clasico). Las fracciones de dosis de fArmaco administrado que escapan del
hepatocito (Fy) y del enterocito (Fg) son 51,1% y 97,4%, respectivamente.
La biodisponibilidad oral de 4,1%, por lo que la fraccion absorbida
calculada es de un 8,3%. En este caso los valores utilizados por estos

autores también sitlian el proceso metabolico mas importante en el higado.

Sin embargo, autores como Thummel et al.1997, ya vaticinaban la
importancia de las pérdidas presistémicas debidas a un intenso proceso
metabolico intestinal, atribuyendo la elevada tasa de extraccion observada in
vivo (0,96) al primer paso intestinal. Estos autores indican que en base a
estudios realizados por otros autores, como (Vickers et al. 1992), con
farmacos sustrato de CYP3A, se espera que el aclaramiento intrinseco
microsomal en la mucosa intestinal, de la mayor parte de farmacos substrato
de dicho sistema enzimatico, sea unas tres veces el aclaramiento intrinseco
microsomal hepatico. Ademas, éstos atribuyen mayoritariamente al CYP3A
expresado en intestino, la baja biodisponibilidad asi como la elevada
variabilidad inter-individual de los niveles plasmaticos de los farmacos que

pueden ser metabolizados por este sistema enzimatico, como es el caso del
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saquinavir, como consecuencia de la variabilidad en la expresion enzimatica

y las interacciones entre farmacos (Shen et al. 1997).

En las figuras 5.27-28, como se ha indicado anteriormente, se ha
representado la evolucion de las fracciones que escapan de los dos 6rganos
metabolizadores con la concentracion. Para ello se ha utilizado los
pardmetros farmacocinéticos poblacionales, asi como el ambito de
concentraciones de saquinavir en el compartimento enterocito (Co) y
hepatocito (C7) calculados por el modelo 0055f. En el calculo de Fg, para los
grupos coadministrados con ritonavir, grupos 9 y 10, se ha tenido en cuenta
la interaccion con ritonavir, de modo que la fraccion de dosis administrada
que escapa del efecto de primer paso intestinal y hepatico se ve modificada
por el factor empirico que multiplica a la Km del saquinavir; lo que en
realidad supone una aproximacién, ya que este factor estd influyendo al
metabolismo con un valor constante, cuando estrictamente este factor
depende a su vez de la concentracion de ritonavir que hay en el
compartimento en dicho momento. Se observa valores de Fg del orden de un
85 y un 93%, para el ambito de concentraciones de saquinavir calculadas
por el modelo en el compartimento enterocito y considerando que la Km se
ve modificada por el factor empirico, en los grupos 9 y 10, respectivamente.
Mientras que se observa valores de Fj del orden de un 96-98 %, para estos
dos grupos. Estos resultados indican que se produce una inhibicién del
metabolismo del saquinavir por parte del ritonavir, siendo esta inhibicidén

mas evidente en intestino.

El modelo 0055f, ademas considera que el saquinavir se une a

proteinas plasmaticas a través de un equilibrio dindmico que no llega a
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saturarse, ya que la QMA es de 21700 mg. Siendo las constantes cinéticas

de unién (Kb) y desunion (Ku), 1,12:10° L/mg-h y 0,2 h™', respectivamente.

Por otra parte, indicar, tal y como se observa en los parametros del
cuadro 5.87, que tras la administracion IP del saquinavir se produce una
precipitacion del farmaco, de modo que su disolucidon actia como factor

limitativo de la absorcion y finalmente el 100% de la dosis IP se absorbe.

Las representaciones graficas de bondad de ajuste muestran por
norma general que los puntos experimentales se disponen de manera
equidistante alrededor de la curva teodrica poblacional, indicando una buena

adecuacion del modelo a los datos (figura 5.32).

La estimacion bayesiana posterior (POSTHOC de NONMEM)
permite obtener los pardmetros farmacocinéticos individuales. En la figura
5.33 se observa el buen ajuste de la linea tedrica de Cp individuales

predichas a los datos experimentales.

La grafica de bondad de ajuste que representa las Cp experimentales
frente a las predicciones poblacionales y frente a las predicciones
individuales (figuras 5.34 y 5.35) muestra excelente grado de concordancia

y ausencia de sesgo.

Los valores de los residuales a los tiempos experimentales (figura
5.36 y 5.37) informan de una variacién mayor de éstos a tiempos de toma de
muestro proximos a la administracion, especialmente en los grupos IV. En
cambio, cuando se efectiia la ponderacion de los mismos (figura 5.38 y
5.39) se observa una distribucion méas homogénea de los mismos,

comprendida entre +3 y -3.
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La representacion de los residuales experimentales obtenidos frente a
la concentracion plasmatica poblacional predicha (figuras 5.40 y 5.41) se
aparta mas de la linea de referencia cuanto mayor es la concentracion que se
espera obtener, aunque en general todas las concentraciones son predichas

poblacionalmente con una diferencia del +20.

Los residuales experimentales ponderados muestran que se predicen
por igual tanto las concentraciones pequeias como las grandes y estan

comprendidos dentro de una horquilla de +3 y -3 (figuras 5.42'y 5.43).

6.4.2.2 RITONAVIR

En la construccion del modelo farmacocinético del ritonavir se ha
partido de la informacion adquirida en estudios previos realizados por
nuestro grupo sobre la farmacocinética de éste farmaco (Mufioz et al. 2005;
LLedo-Garcia et al. Aceptado 2006), de modo que se ha partido en un
primer momento de modelos farmacocinéticos lineales clasicos
bicompartimentales. En el cuadro 5.88 se muestra algunos de los modelos
desarrollados para el modelado farmacocinético lineal de los datos de
ritonavir (etapa 5), se indica el nimero de pardmetros implementados y la
minima funcién objetivo obtenida (FMO).

Se comenzd implementando un modelo bicompartimental tradicional
(RO001) utilizando la subrutina ADVAN 9. Se establecieron valores
comunes a todos los grupos para los parametros considerados, volumen de
distribucion (Vc), constante de eliminacion (Kj), de distribucion (K;) y de
retorno (K3;), constante de absorcion (Ka) y biodisponibilidad (F),
obteniéndose una FMO de 207,8.
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A continuacion, se realizaron diferentes modificaciones al modelo de
partida, otorgando libertad a un mismo parametro para tomar valores
distintos dependiendo del grupo. De este modo se evaluaba si existia no
linealidad en algun proceso. Se lanzaron, entre otros, los modelos que se
muestran en el cuadro 5.88. Se observd una mejora en FMO, llegando a

184,1 para el RO009 y 173,7 para el RO018.

En el cuadro 5.89 se muestra los valores poblacionales obtenidos
para los distintos pardmetros farmacocinéticos y los factores empiricos que
modifican el parametro para cada grupo, tras ajustar el modelo RO009 a los
datos. Se observa que el proceso de eliminacion es no lineal, obteniéndose
una tendencia en el C/ no esperada para los grupos administrados con 6 mg
de ritonavir y coadministrados con saquinavir (G9 y G10). En primer lugar
el aclaramiento del grupo administrado co 4,6 mg de ritonavir por via oral
(G12) es aproximadamente la mitad del valor obtenido para el grupo
administrado con 3 mg por via intravenosa (G11), pudiendo este primero
estar falseado por la biodisponibilidad, que en este caso no se ha iterado, se
ha fijado a 1. Por otra parte, para los grupos coadministrados con saquinavir
se encuentra un mayor aclaramiento, cuando en todo caso se esperaria la
tendencia contraria, es decir que el saquinavir inhibiese el proceso de
eliminacion (biotransformacién metabolica) del ritonavir por competencia
enzimatica, no que potencie dicho proceso. Aunque el ritonavir ha sido
descrito en la bibliografia como autoinductor metabolico (Hsu et al. 1997;
Hsu et al. 1998; Kageyama et al. 2005), es poco probable encontrar un
proceso de autoinduccion tras la administracion de una dosis tnica. Por lo

que se intuye que estos resultados pueden ser consecuencia de un posible
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desplazamiento de la union de proteinas plasmaticas como posible

explicacion a dicho fenomeno.

En el cuadro 5.90 se muestra los valores poblacionales obtenidos
para los distintos parametros farmacocinéticos y los factores empiricos que
modifican el pardmetro para cada grupo, tras ajustar el modelo RO018 a los
datos. En este caso, se obtiene la misma tendencia que en el caso anterior,
en cuanto al aclaramiento. Pero ademas parece que el considerar diferentes
K, para los distintos grupos resulta en una mejora en el ajustado, aunque
sin significacion estadistica. Se observa que las constantes de distribucion al
compartimento periférico son mayores cuando se administra el farmaco
combinado con saquinavir. Lo que podria explicarse a través de un

desplazamiento de la union del ritonavir a las proteinas plasmaticas.

Desde un punto de vista mecanicista se intenta dar explicacion a
estas observaciones, por lo que se desarrollan diversos modelos no lineales,
algunos de los cuales se muestran en el cuadro 5.91. Con estos modelos se
pretende discernir en qué procesos del LADME se da, en caso de existir, no
linealidad. De todos ellos, se extrae en primer lugar, que no es posible
diferenciar con los datos disponibles entre una cinética de eliminacion de
primer orden y una de Michaelis-Menten. Parece que el considerar
diferentes valores de QMA (hace referencia a la capacidad méxima de unioén
del farmaco a la proteina plasmatica) mejore el ajustado, aunque no con
evidencia estadisticamente significativa. Y por ultimo, los modelos indican
que el proceso de incorporacion del farmaco al organismo esta condicionado
por un proceso con cinética de orden cero, siendo la duraciéon del mismo

diferente para cada uno de los grupos en los que el firmaco se ha
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administrado por via oral. Esto tltimo concuerda con resultados previos
obtenidos en nuestro grupo, en los que in vivo, se obtuvo que la
incorporacion del farmaco al organismo estaba mediada por un proceso
global con cinética de orden cero (LLedd-Garcia et al. Aceptado 2006). Sin
embargo, en estudios realizados in sifu se observo a las concentraciones
utilizadas, un proceso no lineal, siguiendo una absorcion con cinética de
Michaelis-Menten, més un proceso de secrecion intestinal saturable (Muiioz
et al. 2005). La cinética de orden cero puede estar motivada por diversas
causas. En primer lugar, la liberacion del farmaco de la forma farmacéutica
o la disolucion del mismo puede actuar como factor limitativo del proceso
de absorcion, tal y como ocurria en la administracion IP del saquinavir tras
la precipitacion del farmaco. En el caso que nos ocupa, aunque el ritonavir
se caracteriza por su limitada hidrosolubilidad (Williams et al. 1999), una
precipitacion del mismo es poco probable, ya que en nuestro laboratorio un
ensayo in vitro llevado a cabo, emulando los jugos géstrico e intestinal, no

permitid observar dicha precipitacion.

Por otra parte la cinética de orden cero podria explicarse a través de
la saturaciéon de los mecanismos especializados, observandose cuando el
farmaco satura al sistema enzimadtico en el proceso de incorporacion del
farmaco al organismo. Si fuese este el caso, concordaria con los resultados
hallados in situ. En la literatura algunos autores han citado la posible
implicacion del sistema Anion organico transportador de polipéptido
(OATP), en la entrada de los inhibidores de proteasa a células (ej. el
ritonavir), de modo que 100 uM de ritonavir lleva a un 9442.9 porcentaje
de inhibicion de la entrada de fexofenadina (2uM) mediada por el OATP-A.

Estos hallazgos podrian justificar la saturacion de los sistemas enzimaticos
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involucrados en el transporte de ritonavir a las dosis administradas, en el
intestino delgado de la rata, causando la cinética de incorporacion de orden
cero. Debido a la baja Km=8,77 uM (Muioz et al. 2005) (dato in situ), el
impacto en el transporte intestinal tras la administracion oral es
cuestionable, ya que a las dosis habituales el OATP-A estaria saturado

durante mas tiempo del tiempo de residencia en intestino.

A continuacion, se exploran los mismos procesos del LADME pero
transformando los modelos en hibridos fisioldgicos farmacocinéticos, ya
que en esta Memoria el objetivo de desarrollar un modelo farmacocinético
poblacional para el ritonavir estd mas encaminado a dar explicacion a la
interaccion entre saquinavir y ritonavir, que al propio estudio del farmaco,
de ahi el menor nlimero de grupos, dosis y vias utilizados. Este disefo
experimental ha llevado a un déficit de datos experimentales para poder dar
explicacion consolidada a su perfil farmacocinético. Es decir, los modelos
desarrollados tienen como objeto alcanzar un modelo funcional compatible

con el desarrollado para el saquinavir.

En el cuadro 5.92 se muestra algunos de los modelos hibridos
fisioldgicos farmacocinéticos desarrollados, entre estos finalmente aquéllos
que no consideran el compartimento hepatocito y enterocito describen mejor

los datos experimentales.

Se observa que no es posible diferenciar estadisticamente una
eliminacion con cinética de Michaelis-Menten de una con cinética de orden
uno, aunque cabria esperar una cinética de Michaelis-Menten, para dar
explicacion a la interaccion con el saquinavir en los procesos de

biotransformacion metabolica de ambos farmacos.
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En el cuadro 5.93 se muestra los parametros poblacionales obtenidos
tras ajustar el modelo ROOQ76 a los datos experimentales, considerandose
¢ste como modelo posible para describir los datos experimentales de

ritonavir.

El modelo considera un proceso de eliminacion global desde el
compartimento central, sin discernir entre organos eliminadores, que se
caracteriza por un aclaramiento intrinseco (Cli) de 0,496 L/h, el farmaco se
distribuye a un compartimento periférico, en el que parece quedar retenido
si se observan los valores de K, y Ky;, 17,3 y 0,641 h'l, respectivamente.
Por otra parte, se da una unién a proteinas plasmaticas a través de un
equilibrio de uniéon dindmico y saturable, caracterizado por una constante de
unién (Kb) de 0,512 L/mg-h y de desunién (Ku) de 2,19 h™', en este caso se
observa que la QMA para los grupos administrados con 4,6 y 3 mg de
ritonavir por via oral e IV (G11 y G12), es de 0,076 mg que podria llegar a
saturarse a concentraciones superiores a 6,9 mg/L, concentracion que sélo
se ha visto alcanzada para algunos animales del grupo administrado con 3
mg de ritonavir por via IV (Gll). Mientras que para los grupos
administrados con 6 mg de ritonavir junto con saquinavir (G9 y G10), se
observa que este valor de QMA estad multiplicado por un factor empirico
que considera el posible desplazamiento de la unién a proteinas, siendo éste
de 0,892 y 3,53-10” para cada grupo, respectivamente. Estos resultados
indican que ambos farmacos se unen a la misma proteina, desplazando el
saquinavir la union del ritonavir a dicha proteina, de modo que se
encontraria mas farmaco libre disponible para eliminarse y podria dar
explicacion a la tendencia observada para el valor de aclaramiento obtenido

en los modelos empiricos, en los que se obtenia un valor superior en
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comparacion con la administracion de ritonavir solo. Estos resultados en
parte son contrarios a la literatura consultada, que indica que el saquinavir a
las concentraciones terapéuticas, utilizadas en humanos, no modifica la
unidn del ritonavir a proteinas plasmaticas. Aunque apoyan el hecho de que
en el ambito de concentraciones terapeuticas obtenidas clinicamente, la
unidén a proteinas no se sature, ya que para la via oral siempre se han
obtenido concentraciones por debajo de 6,9 mg/L (Hsu et al. 1998; Abbott
Laboratories 2005).

Por ultimo, destacar que considera una absorcion de orden uno, con
una constante de velocidad de absorcion de 1,78 h™', limitada por una
cinética de orden cero cuya duracion es de 9,96h para el grupo administrado
con 4,6 mg de ritonavir por via oral (G12) y 9,22h para el grupo
administrado con 6 mg de ritonavir junto con saquinavir por via oral (G10),
siendo la velocidad del proceso de orden cero, Qo de 0,461 mg/h y 0,65

mg/h, respectivamente.

Las representaciones graficas de bondad de ajuste muestran por
norma general que los puntos experimentales se disponen de manera
equidistante alrededor de la curva teodrica poblacional, indicando una buena

adecuacion del modelo a los datos (figura 5.46).

La estimacion bayesiana posterior (POSTHOC de NONMEM)
permite obtener los parametros farmacocinéticos individuales. En la figura
5.47 se observa el buen ajuste de la linea tedrica de Cp individuales

predichas a los datos experimentales.
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La grafica de bondad de ajuste que representa las Cp experimentales
frente a las predicciones poblacionales y frente a las predicciones
individuales (figuras 5.48 y 5.49) muestra excelente grado de concordancia

y ausencia de sesgo.

Los valores de los residuales a los tiempos experimentales (figura
5.50y 5.51) informan de una variacién mayor de éstos a tiempos de toma de
muestro proximos a la administracion, especialmente en los grupos IV. En
cambio, cuando se efectua la ponderacion de los mismos (figura 5.52 y
5.53) se observa una distribucion mas homogénea de los mismos,

comprendida entre +3 y -3.

La representacion de los residuales experimentales obtenidos frente a
la concentracion plasmatica poblacional predicha (figuras 5.54 y 5.55) se
aparta mas de la linea de referencia cuanto mayor es la concentracion que se
espera obtener, aunque en general todas las concentraciones son predichas

poblacionalmente con una diferencia del £10.

Los residuales experimentales ponderados muestran que se predicen
por igual tanto las concentraciones pequefias como las grandes y estdn

comprendidos dentro de una horquilla de +3 y -3 (figuras 5.56 'y 5.57).

6.4.2.3 Interacciéon SAQUINAVIR-RITONAVIR. Modelado.

En el cuadro 5.94 se muestra algunos de los modelos de interaccion
ensayados. Debido a la complejidad alcanzada en los modelos, no ha sido
posible hasta la fecha obtener una convergencia de estos, lo que parece
indicar que serian necesarias herramientas mas potentes, de las que no

disponemos, para resolverlos y a su vez indica que por el momento se trata
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de modelos tedricamente proximos a la realidad fisioldgica pero poco utiles

en la practica.

En la figura 5.58 se muestra el archivo control de uno de los posibles
modelos de interaccion, el modelo SR059 cuya estructura se muestra en el
cuadro 4.12 y sus ecuaciones diferenciales a partir de la ecuacion 4.72
(p.184), que tiene en cuenta la interaccidon de ambos fadrmacos en los
procesos de biotransformacion metabdlica tanto en higado como en
intestino, asi como la competencia de los mismos por la unién a las
proteinas plasmaticas, considerando asi el posible desplazamiento de la

union.

Shibata et al. 2002, como se ha indicado anteriormente, desarrollaron
un modelo fisioldgico de interaccion entre estos dos farmacos, en el que
s6lo se considera la interaccion en el proceso de biotransformacion
metabolica, tanto en higado como en intestino, de un modo similar a como
lo considera el modelo que se ha desarrollado en este trabajo. Sin embargo,
no contempla la posibilidad de una interaccion a través del proceso de
secrecion intestinal, ni el posible desplazamiento de la uniéon a proteinas
plasmaticas. Por otra parte, destacar que el modelo que utilizan para
describir el perfil farmacocinético del ritonavir, cuando éste interacciona

con el saquinavir, es el modelo monocompartimental clasico.

En cuanto a la naturaleza de las enzimas implicadas en los procesos
de biotransformacion comunes para el saquinavir y el ritonavir, la literatura
consultada indica que se trataria del CYP450 3A4 (Fitzsimmons et al. 1997;
Hsu et al. 1998; Eagling et al. 2002). Del mismo modo la literatura describe

a ambos farmacos como sustrato de la glicoproteina-P y otros sistemas de
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secrecion intestinal como el sistema MRP (Kim et al. 1998; Huisman et al.
2002). Aunque finalmente, en este modelo (SR059), no se ha considerado la
competencia de ambos farmacos por el transportador de secrecion, ya que
en el modelo de eleccion del saquinavir, 0055f los valores de los
parametros daban poco peso a dicho proceso y por otra parte, respecto al
ritonavir, no hay suficiente informacion para discernir dicho proceso,
aunque la literatura indique lo contrario (Kageyama et al. 2005). De todos
modos, en otros modelos probados si se ha contemplado como posible diana
de interaccion el proceso de secrecion intestinal (ej. modelos SR056 y

SR058).

Debido a la dificultad que estos modelos han planteado, en la figura
5.59 se muestran las concentraciones plasmaticas simuladas para cada
tiempo de muestreo mediante éste modelo, SR059, y se observa una buena
descripcion de los perfiles farmacocinéticos de ambos farmacos cuando se
comparan los perfiles simulados con las concentraciones plasmaticas
experimentales. Lo que indica que la aproximacion presentada en esta
Memoria muy probablemente conseguiria satisfacer los datos
experimentales con unos valores de los parametros farmacocinéticos

proximos a los utilizados en ésta simulacion.



7 Conclusiones

1. El andlisis no compartimental indica que el saquinavir a las dosis
administradas por via intravenosa y oral, sigue una cinética no lineal en la
fase de disposicion. Aunque en el caso de la via oral, estos resultados
pueden estar afectados por la biodisponibilidad. El anélisis de los datos tras
la administracion intraperitoneal de saquinavir pone de manifiesto la

existencia de no linealidad cinética en las fases de absorcion y disposicion.

2. El analisis no compartimental ha permitido poner de manifiesto la
interaccion del saquinavir y el ritonavir, situdndola en el proceso de
eliminacion asi como en el de incorporacion del farmaco al organismo. De
modo que el ritonavir aumenta los niveles plasmaticos del saquinavir, lo que

corrobora algunos resultados publicados en la literatura.

3. El andlisis no compartimental, en este caso, no resulta util para el
calculo de la biodisponibilidad oral del saquinavir, ya que la
biodisponibilidad calculada toma valores comprendidos entre 5 y 28 %,
segun la dosis que se utilice como referencia. Ademas, no permite deslindar
la participacién de los organos metabolizadores, higado e intestino, en el

proceso global de eliminacion del farmaco.

4. El analisis poblacional en una etapa mediante un modelo no lineal
de efectos mixtos, indica que en la fase de disposicion del saquinavir
intervienen procesos no lineales, como son: una unidon dindmica y saturable
a proteinas plasmaticas y una eliminacion con cinética de Michaelis-Menten

desde el compartimento enterocito y hepatocito. En la fase de incorporacion
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del saquinavir tras su administracion oral, interviene: un proceso de
absorcion de orden uno junto con un proceso de secrecion intestinal
mediado por transportador. Y tras la administracion intraperitoneal, pone de
manifiesto una precipitacion del farmaco en la cavidad abdominal, actuando

la disolucion como factor limitativo de la absorcion.

5. Los valores de los parametros farmacocinéticos que describen el
perfil del saquinavir indican que el intestino desempeia el papel mas
importante en el proceso metabolizador del farmaco, ya que el Cli del

farmaco en el intestino resulta ser 14 veces superior al valor hepatico.

6. La tasa de extraccion del saquinavir en los oOrganos
metabolizadores es concentracion dependiente. En este sentido, las
fracciones de dosis de saquinavir que escapan de los oOrganos
metabolizadores han sido de entre un 15 y un 60 % en el intestino y de un
86 % en el higado, para las concentraciones resultantes en dichos 6rganos,

en nuestras condiciones experimentales.

7. La biodisponibilidad oral de ritonavir calculada tras el andlisis no
compartimental para la dosis ensayada de ritonavir es de un 84%, valor

similar al obtenido por otros autores.

8. El andlisis poblacional en una etapa mediante un modelo no lineal
de efectos mixtos realizado con la informacion de ritonavir disponible, no
ha permitido esclarecer de forma univoca la cinética de eliminacion del
farmaco. De modo que las opciones, cinética de orden uno y de Michaelis-
Menten, resultan adecuadas para describir el proceso de disposicion del

farmaco, junto con un proceso de unidon dindmica y saturable a proteinas
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plasmaticas. La incorporacion del farmaco se describe mediante una cinética
de orden cero, caracterizada por una velocidad de entrada de 0,46 mg/h para
la dosis de 4,6 mg y de 0,65 mg/h para la dosis de 6 mg coadministrada con

saquinavir.

9. La interaccion entre el saquinavir y ritonavir se ha puesto de
manifiesto en los modelos hibridos fisiologicos farmacocinéticos (P-PK
hibridos). Los procesos implicados en la interaccion son el proceso de
biotransformacion intestinal y hepatica, de manera que el ritonavir inhibe el
metabolismo del saquinavir. Por otra parte, se pone de manifiesto que el
saquinavir desplaza al ritonavir de su unién a proteinas plasmaticas. Sin
embargo, la complejidad del modelo no ha permitido poner de manifiesto la
implicacion de sistemas de secrecion intestinal en la interaccion de estos

farmacos.

10. Cuando se coadministran saquinavir y ritonavir, el ritonavir
origina un descenso de la tasa de extraccion del saquinavir, lo que se traduce
en un aumento del AUC del saquinavir debido probablemente a un doble
efecto, un aumento de la biodisponibilidad en magnitud y un descenso del

aclaramiento del saquinavir.

11. Los modelos poblacionales  hibridos  fisioldgicos
farmacocinéticos (P-PK hibridos) propuestos para cada uno de los farmacos
han resultado ser herramientas utiles y adecuadas para interpretar datos
experimentales que requieren modelos complejos, mientras que el anélisis
no compartimental no ha permitido obtener resultados concluyentes atin en

situacion de disponer de muchos datos por individuo.
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Sin embargo, estos modelos han resultado ser demasiado complejos
y poco utiles a la hora de modelar la interaccion, haciéndose necesaria la
busqueda de un equilibrio entre la complejidad de la realidad fisiologica y la

sencillez que asume la farmacocinética clésica.
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