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RESUMEN

El desarrollo progresivo de resistencias a los agentes antirretrovirales
dificulta el control de la patologia infecciosa y obliga a incrementar las medidas
destinadas a su optimizacion en la practica clinica, siendo la correcta dosificacion
uno de los puntos clave para alcanzar este objetivo. La individualizacion de la
terapia con los inhibidores de la proteasa parece ser necesaria ya que
recientemente se han publicado estudios en los que se manifiesta la amplia
variabilidad inter e intraindividual en los parametros farmacocinéticos de este
grupo de farmacos. La combinacion de lopinavir y ritonavir (LPV/RTV), son dos
inhibidores de la proteasa del VIH, de amplio uso en el tratamiento antirretroviral.
En nuestra investigacién desarrollamos dos modelos poblacionales por una parte
el primer modelo (LPV) describio la variabilidad en la farmacocinética del lopinavir
en presencia de ritonavir en pacientes mexicanos infectados con el VIH, y por otra

parte, el segundo modelo describi6 adecuadamente la variabilidad en la
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farmacocinética del ritonavir. Los datos se analizaron utilizando un modelo no
lineal de efectos mixtos en el programa NONMEM. El andlisis incluyé 50
pacientes VIH positivos, en tratamiento con LPV/RTV (400/100 mg). Los datos
fueron descritos por un modelo monocompartamental con absorcién y eliminacion
de primer orden para ambos modelos. Las covariables probadas para lopinavir
fueron la edad, el peso, la talla, el género, concentracion del inhibidor ritonavir,
relacion del 6ROHCortiol/Cortisol y para ritonavir solo se excluyé la concentracion
del mismo. ElI modelo poblacional desarrollado para lopinavir los parametros
farmacocinéticos fueron CL/Fypy 11.85 L/h, Vd/F py= 10.4 L y Ka .pv= 2.42 h?, con
una variabilidad interindividual de 146%, 36.19% y 36.87% respectivamente. Por
otra parte en el modelo poblacional de ritonavir se obtuvieron los siguientes
parametros: CL/Frry 42.8 L/h, Vd/Frnv= 133 Ly Ka grv= 0. 18h™ (fijo) con una
variabilidad interindividual de 44.83%, 81.24% y 0.45% respectivamente. Los
modelos farmacocinéticos poblacionales de lopinavir y ritonavir desarrollados
pueden ayudar a predecir los niveles de concentracion de LPV/RTV e
individualizar los regimenes de dosificaciéon de LPV/RTV en cualquier poblacion
de pacientes infectados con VIH mexicanos, basandose en el conocimiento del el
peso y el género. Sin embargo, la trascendencia clinica definitiva de nuestro
modelo debe ser explorada a través de un estudio prospectivo en el que se use el

modelo para ajustar la dosificacién de lopinavir en presencia de ritonavir.
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ABSTRACT

The progressive development of resistance to the antiretroviral agents makes
difficult to control the patologic infection and requires to increase the amount of
optimization for its clinical practice. The right amount of dosage the main key to
reach this goal. The separation of the therapy with the protease inhibitors
seems to be necessary as shown in recently studies published where it shows
the wide variability inter and intraindividual in the pharmacokinetics parameters
of this group of drugs. The combination of lopinavir and ritonavir (LPV/RTV), are
two protease inhibitors of HIV, used a lot with the antiretroviral treatment. In our

investigation we developed two different population model in one hand our first
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model (LPV) described the variability of pharmacokinetics of lopinavir in
presence of ritonavir in mexican patients infected with HIV, in the other hand
our second model described properly the variability of pharmacokinetics in
ritonavir. The data was analyzed using a model "Nonlinear of mixed effects
model” in the program NONMEM. The analysis included 50 patients HIV
positive, in the treatment with LPV/RTV (400/100 mg). The data was described
by one compartment model with absorption and elimination of first order for both
models. The covariables tested in the model for lopinavir were age, weight,
size, gender, concentration of ritonavir inhibitor, relation of 6BOHCortiol/cortisol.
The population model developed of lopinavir the following parameters were:
CL/Fipy 11.85 L/h, Vd/Fpy= 4291 L y Ka py= 2.42 h, con una variabilidad
interindividual de 146%, 36.19% y 36.87% respectivamente. In the other hand
population model of ritonavir the following parameter were obtained: CL/Fgty
42.8 L/h, Vd/Frrv= 133 Ly Ka rrv= 0. 18h™ (Fix) with a interindividual variability
of 44.83%, 81.24% and 0.45% respectively. The population pharmacokinetics
models of lopinavir and ritonavir developed can help to predict the levels of
concentration of LPV/RTV and individualize the regimes of dosage of LPV/RTV
in any population of mexican patients infected with HIV, based on knowing the
weight and gender, however, the clinical transcendency of our final model
should be explore through a prospective study in which the model is used to

adjust the dosage of lopinavir in presence of ritonavir.

ABREVIATURAS
Area bajo la curva de la Ka Constante de absorcion
ABC concentracion contra el
tiempo.
AGA Alfa glicoproteina &cida LPV Lopinavir
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AIC Critgrio de informacién de | LPV/IRTV Lopinavir/Ritonavir
Akaike
Cmax Concentracion Maxima NONMEN NONlinear Mixed Effects
Modeling
Cmin Concentracion Minima RTV Ritonavir
_ Sindrome de Inmuno
CL/F Depuracion SIDA o o
deficiencia Adquirida
CIENI Centro t¥2 Tiempo de vida media
Cl Depuracién Tmax Tiempo al .(,que §e. alcanza la
concentracion maxima
GAM Modelo aditivo generalizado | yqr Volumen de Distribucién
por etapas
FDA Food and Drug VIH Virus de la Inmunodeficiencia
Administration Humana
F OBJ Funciéon Objetivo VIH-1 Virus tipo 1
Instituto Nacional de
INER Enfermedades VIH-2 Virus tipo 2
Respiratorias
IMC indice de masa corporal
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Introduccion
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La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana VIH, es una de
las patologias que, debido a la elevada incidencia en la actualidad, requiere en
la practica clinica, del establecimiento de un tratamiento eficaz y seguro para el
paciente inmunocomprometido, por las caracteristicas fisiopatoldgicas propias
de la infeccién y las que conlleva su expresion clinica final, el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Ello implica no solo el conocimiento de los
aspectos farmacoldgicos de los agentes antirretrovirales, principalmente en lo
referente a eficacia, toxicidad y farmacocinética, sino también de las

caracteristicas especificas de los pacientes a los que van destinados.

Este grupo poblacional presenta caracteristicas fisiopatoldgicas que
condicionan el empleo de muchos farmacos. Por ello, no es de extrafiar que
exista una importante variabilidad tanto inter como intraindividual en la
farmacocinética de los antirretrovirales especificamente en el grupo de los

inhibidores de proteasa en el paciente VIH positivo.

A pesar de disponer de regimenes de dosificacidbn establecidos en
funcion de ciertas -caracteristicas fisiolégicas, es necesario monitorear
adecuadamente los niveles séricos con objeto de optimizar la eficacia y
disminuir la toxicidad de estos antirretrovirales. Se trata de evaluar aquellos
factores que influyen sobre la disposicion del farmaco de estudio, en este caso
una combinacion de dos inhibidores de la proteasa, el lopinavir y el ritonavir, y
una vez identificados, modificar adecuadamente la dosificacion de la

combinacion (lopinavir/ritonavir).

Para valorar la influencia de estos factores, es necesario realizar el
monitoreo de esta combinacion de antirretrovirales en la poblacion de interés,
en este caso pacientes mexicanos VIH positivos y disponer de técnicas

adecuadas que permitan su posterior analisis.
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En cuanto a la monitorizacion, ésta no debe limitarse a la determinacion
de las concentraciones de los inhibidores de proteasa en los fluidos biologicos,
sino que es necesario realizar un cuidadoso y metodico registro de aquellas
variables clinicas, fisiolégicas o farmacoldgicas inherentes al paciente y su
situaciéon. De esta forma, integrando los datos farmacocinéticos y los
fisiopatoldgicos se puede alcanzar una estrategia terapéutica individual mas

racional y efectiva.

Estas caracteristicas son consideradas por los diferentes métodos de
andlisis farmacocinético poblacional, llamados asi porque son utiles para
determinar los parametros farmacocinéticos de farmacos en poblaciones
concretas de pacientes, cuantificar las variabilidades inter e intraindividuales
asociadas a éstos, y mejorar la estimacién del comportamiento farmacocinético

a nivel individual.

Dentro de los métodos poblacionales, el modelo no lineal de efectos
mixtos presenta la ventaja de analizar multitud de factores (fisioldgicos,
patolégicos y farmacolégicos) sobre los pardmetros farmacocinéticos
poblacionales. Aunque se han hecho algunos estudios de farmacocinética
poblacional de lopinavir/ritonavir y de otros antirretrovirales en el paciente VIH
positivo, en la poblacion mexicana no se cuenta con ello. En la presente tesis
se realizé el estudio farmacocinético poblacional de lopinavir/ritonavir, a partir
de una poblacion de 50 pacientes VIH positivos que asisten a monitoreo
virolégico a la clinica de investigacion en enfermedades infecciosas CIENI del

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER).

Por otra parte, algunos estudios realizados en la poblacibn mexicana
describen que algunos farmacos metabolizados por la isoenzima 3A4 del
Citocromo P450, alcanzan concentraciones plasmaticas mas elevadas

comparadas con las reportadas por otras poblaciones, lo cual sugiere una
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disminucién en la actividad de esta via metabdlica en la poblacion mexicana
(Castarieda y cols., 1993; Flores Murrieta y cols., 2000, Carrasco Portugal y
cols., 2005). En base a los antecedentes descritos, en este estudio también se
busco caracterizar la actividad de la isoenzima 3A4, correlacionando la

excrecion urinaria del 6ROHCortisol/Cortisol a través de un indice de actividad.
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. Antecedentes Generales
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1. FISIOPATOGENIA DEL VIH-1

1.1. Agentes causales del sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

Actualmente, los Unicos virus identificados como causantes del Sindrome
de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) en los humanos son los virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), descrito en 1983 (Barre Sonoussi,
1983; Gallo, 1983) y el tipo 2 (VIH-2), descrito en 1986 (Clavel, 1986). EIl VIH-1
es el mas prevalente y causante de la mayoria de los casos del SIDA, que
representa la expresion clinica final de la infeccion. EI VIH-1 y VIH-2 se
replican en células T CD4+ (cT CD4+) y se consideran como patogénicos en
personas infectadas, aunque el estado de inmunodeficiencia puede ser menos

grave en individuos infectados con VIH-2 (Curiel y cols., 2003).

El VIH es un retrovirus, pertenece a la familia retroviridae, concretamente
a la subfamilia lentivirus. Las infecciones por los lentivirus producen un curso
cronico de la enfermedad, un periodo largo de latencia clinica, una replicaciéon
viral persistente y una implicacion del sistema nervioso central (Curiel y cols.,
2003; Renan, 2006;). La caracteristica mas importante es la destruccion del
sistema inmune, pero el VIH también origina una serie de manifestaciones
neuroldgicas y tumorales. El VIH, como todos los lentivirus infecta todas las
células de la estirpe macrofagica y ademas presenta una afinidad especial por
los linfocitos CD4 (Renéan, 2003).

1.2. Estructura Morfoldgica del VIH

Las particulas virales del VIH poseen una estructura, de
aproximadamente 100 nm de diametro y estan rodeadas por una membrana

lipoprotéica. Cada particula viral contiene 72 complejos de glicoproteina que
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estan integrados en la membrana lipidica y cada uno estad compuesto de
trimeros de glicoproteina externa gpl20 y de la proteina transmembranal
gpl41. La unién entre gpl20 y gpl4l es débil, por lo que la gpl20 se puede
liberar espontaneamente en el tejido infectado. Asi la glicoproteina gpl120 se
puede detectar en el suero y en el tejido linfatico de los pacientes infectados
por el VIH (Oh y cols., 1992; Sunila y cols, 1997). Durante el proceso de
gemacion, es probable que en su capa de lipoproteina los virus incorporen
proteinas, provenientes de las células huésped, a su membrana lipoprotéica,
como proteinas de adhesion (ICAM-1) o antigenos leucocitarios humanos (HLA
clase |y Il) que podrian facilitar la adhesion a otras células blanco. La proteina
de matriz p17 esté anclada en el interior de la membrana lipoprotéica viral. El
antigeno p24 de la capside contiene dos copias de acido ribonucleico (ARN)
del VIH-1. Este ARN es parte de un complejo de proteina-acido nucleico que
esta compuesto por la nucleo-proteina p7 y la transcriptasa inversa p66. La
particula viral contiene todo el equipo enzimético para la replicacion: la

transcriptasa inversa, la integrasa p32 y la proteasa p11.

En la figura 1, se muestra la imagen de un virién de VIH, en su estructura

morfologica se observan los componentes descritos que conforman el virion.

Bicapa lipidica
nucleocapside : i ) ” gp120
pb/p7 gp4l
ARN p17-Matriz
5 3 Integrasa

Transcriptasa
inversa

p24-Capside

Proteasa

Figura 1. Estructura de un virién de VIH, se observa la localizacion de los componentes de la

estructura y las proteinas que lo integran.
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2. TRATAMIENTO CONTRA EL SIDA
2.1. Panorama sobre el tratamiento antirretroviral

La terapia antirretroviral se ha desarrollado rapidamente, desde sus
inicios en los ochentas. Los primeros farmacos que se desarrollaron, fueron los
anélogos de nucledsidos, conocidos también como nucledsidos inhibidores de
la transcriptasa inversa (ITIAN), utilizados inicialmente en monoterapia (Fischl
y cols., 1990; Volberding y cols., 1990). Posteriormente tras los resultados del
estudio europeo-australiano DELTA (Delta, 1995) y el estudio americano ACTG
175 (Hammer y cols., 1996), la terapia combinada de dos analogos de
nucledsidos tomo mayor relevancia, ya que aparentemente era mas eficaz que
la monoterapia. Ambos estudios demostraron que era mejor el tratamiento
iniciado inmediatamente con dos andlogos de nucledsidos, que usarlos en
forma secuencial. Coincidiendo en tiempo, aparecen los primeros resultados de
los ensayos clinicos realizados con los inhibidores de proteasa (IP), una clase
completamente nueva de farmacos. Los IP fueron disefiados teniendo como

base los conocimientos de la estructura molecular del VIH y la proteasa.

Los esfuerzos sostenidos llevaron a la aprobacion rapida entre diciembre
1995 y marzo 1996, de los tres primeros inhibidores de proteasa conocidos,
primero saquinavir, ritonavir e indinavir, utilizados para el tratamiento de VIH,

poniendo de manifiesto su eficacia y abriendo una nueva via de estudio.

Mas tarde, surge la terapia combinada de dos ITIAN combinados con un
IP como la mejor opcién para combatir el VIH-1, iniciando asi el tratamiento
antirretroviral de gran actividad o TARGA (Gulick y cols., 1997; Hammer y cols.,
1997; Mocroft y cols., 1998; Palell y cols., 1998). En este mismo contexto, el
primer inhibidor de la transcriptasa inversa no analogos de nucleésidos (ITINN)
denominado Nevirapina, se aprobd en junio de 1996. Los ITINN fueron vistos

escépticamente en un principio, por su actividad limitada y un perfil de
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resistencia problematico. Estudios realizados posteriormente, han permitido
demostrar su actividad inmunolégica y virolégica cuando se combinan con
ITIAN (Staszewsky y colsl., 1999; Mannheimer y cols., 2002; Robbins y cols.,
2003).

En pacientes previamente tratados con ITIAN, se han realizado
comparaciones indirectas que parecen demostrar que las combinaciones triples
con IP son mejores, en cuanto a eficacia, que las que utilizan ITINN
(Yazdanpanahy cols., 2004).

2.2. Tratamiento antirretroviral disponible en la actualidad

En el mercado mundial se encuentran disponibles cinco clases de
farmacos antirretrovirales: Inhibidores de la Transcriptasa Inversa Analogos de
Nucledsidos (ITIAN) y los No Analogos de Nucledsidos (ITINN), Inhibidores de

la Proteasa (IP), Inhibidores de Fusion (IF) y los Inhibidores de la Integrasa .

Sumando en total 33 productos aprobados por la FDA, que incluyen

agentes antirretrovirales considerados individualmente o en combinacion.

En la tabla 1 se describen los farmacos antirretrovirales del grupo de
inhibidores de la proteasa disponibles en el mercado. Se indica el nombre
genérico, asi como nombres comerciales, el laboratorio que lo comercializa y la

fecha de autorizacion por la FDA.
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Clase Nombre Marca y/o Fabricante Fecha de
antirretroviral Genérico nombre aprobacién
comercial por FDA
Inhibidores de la proteasa (IP)
Los IP Amprenavir Angerase, APV  GlaxoSmithKline, Abril
desactivan la Vertex 15,1999
proteasa, una Pharmaceuticals
proteina
que el VIH Atazanavir Reyataz, ATV  Bristol-Meyers  Junio
hecesita para Squibb 20,2003
replicarse. '
Darunavir Prezista, Tibotec Junio
TMC114 23,2006
Fosamprenavir Lexiva, FPV GlaxoSmithKline, Octubre
Vertex 20, 2003
Pharmaceuticals
Indinavir Crixivian, IDV Merck Marzo 13,
1996
Lopinavir/ Kaletra, LPV/r Abbott Sep. 15,
Ritonavir Laboratories 2000
Nelfinavir Viracep, NFV Agourun Marzo 14,
Pharmaceuticals 1997
Ritonavir Norvir, RTV Abbot Marzo
Laboratories 1,1996
Saquinavir Invirase, SQV Hoffmam- Diciembre
La Roche 6, 1995
Tripanavir Aptivus, TPV Boehringer Junio
Ingelheim 22,2005

Tabla 1. Farmacos del grupo Inhibidores de la Proteasa disponibles en la actualidad para el

tratamiento

de

infeccion  por

VIH,

aprobados

(http://www.fda.gov/oashi/aids/virals.html).

por la

FDA hasta el

2008.

ESM-IPN



Farmacocinética Poblacional de lopinavir/ritonavir en pacientes con VIH

2.3. Los IP en el tratamiento antirretroviral

Los inhibidores de proteasa (IP) se consideran piedra angular en el
tratamiento antirretroviral. Constituyen un grupo de farmacos que se
caracterizan por presentar en comun, un metabolismo de eliminacién hepatico
y una vida media de eliminacién (t%2) corta (entre 1 y 5 horas). Presentan un
gran numero de interacciones farmacolégicas, ya que inhiben el Citocromo
P450. Su metabolismo es fundamentalmente hepatico, principalmente por la
isoenzima CYP3A4. Las principales diferencias farmacocinéticas que se han
descrito, se presentan en el ambito de absorcién y distribucion. En la actualidad
estos farmacos son de uso amplio y existe una gran variedad de farmacos IP,
como se describié en la tabla 1 (Hurts y Faulds, 2000; Cvetkovic y Goa, 2003;
Olfield y Ploster, 2006).

2.3.1. Mecanismo de accioén de los IP

Con respecto al mecanismo de accién de los IP son farmacos que
presentan una estructura peptidica andloga al sustrato natural con el que
compiten, la proteasa del VIH-1 (Cvetkovic y Goa, 2003). 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 accién de la transcriptasa inversa. El nuevo ADN viral, se integra
en el genoma de la célula hospedadora y, finalmente, es transcrito y traducido
por enzimas celulares, produciendo poliproteinas. Estas poliproteinas se
ensamblan y empaquetan en la superficie de la célula, dando lugar a las
particulas virales inmaduras que son liberadas. Es entonces cuando la
proteasa del virus actia, cortando los enlaces virales de las poliproteinas gag y
gag-pol en pequeias subunidades funcionales, lo que induce a la maduracion
de la particula viral (Kohl y cols., 1997). La proteasa del virus es de naturaleza
enzimatica y puede ser inhibida competitivamente por los inhibidores de

proteasa (Deeks y cols., 1997; Eron, 2000). Estos farmacos compiten con el
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sustrato natural "poliproteina virica" por el centro catalitico, impidiendo el corte
de las proteinas gag y gag-pol y por tanto, la maduracién de las particulas
virales, provocando la liberacidon de particulas virales inmaduras sin capacidad
de infectar células nuevas (Erikcson y cols., 1990; Debouck, 1992; Deeks y
cols., 1997; Ocafa, 1998; Eron, 2000).

En el grupo de farmacos antirretrovirales inhibidores de la proteasa se
encuentra la coformulacion de lopinavir/ritonavir, dos inhibidores de la proteasa
del VIH. A continuacién se describen algunas caracteristicas de la farmacologia

y propiedades farmacocinéticas de esta combinacion de farmacos.

2.4 LOPINAVIR/RITONAVIR en el tratamiento antirretroviral
2.4.1. Descripcion.

La coformulacién de Lopinavir/ritonavir (lopinavir/r), es una combinacién
de dos inhibidores de la proteasa del VIH-1. El nombre comercial es
KALETRA, aunque en algunos paises se conoce con el hombre de ALUVIA.
Fue aprobado por FDA el 15 septiembre del 2000. La dosis estandar
recomendada es 400/100 mg dos veces al dia. Es el IP de mas reciente
aparicion y el primero que contiene una dosis fija de ritonavir como potenciador,
capaz de aumentar la concentracion de lopinavir mas de 100 veces (Sham y
cols., 1998). Lopinavir posee la mayor barrera genética de todos los IP;
probablemente son necesarias 6 a 8 mutaciones para que pierda la actividad y

se generen resistencias.
2.4.2. Propiedades Fisicoquimicas

La formula molecular del lopinavir es C37;H4gN4Os y su peso molecular es

de 628.80 gmol. La estructura quimica de lopinavir se presenta en la figura 2.
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Figura 2. Estructura quimica de Lopinavir (FDA, 2000). Lopinavir quimicamente es nombrado

[1S-[1R*,(R*), 3R*, 4R*]]-N-[4-[ [2,6-dimetilfenoxi) acetil]] amino]-3-hidroxi-5-fenil-1-(fenilmetil)
pentil] tetrahidro-alfa-(1-etiletil)-2-oxo-1(2H)-pirimidina.

3

La formula molecular del ritonavir es C37H4gNeOsS, y su peso molecular

es de 720.95 gmol. La estructura quimica de ritonavir se presenta en la figura
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Figura 3. Estructura quimica de Ritonavir (FDA, 2000).
como

Ritonavir quimicamente es nombrado
acido10-hidroxi-2-metil-5-(1-metiletil)-1-[2-(1-metiletil)-4-tiazolil]-3,6-dioxo-8,1 1bis

(fenilmetil)-2,4,7,12-tetraaza-tridecan-13-oico, éster 5-tiazolilmetil, [5S-(5R*, 8R*,10R*, 11R*)].
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2.4.3. Propiedades Farmacocinéticas

En los estudios realizados para evaluar las propiedades farmacocinéticas
de lopinavir coadministrado con ritonavir en voluntarios sanos (adultos) y en
pacientes infectados por VIH, utilizando dosis Unica de 400/50 mg o 400/100
mg, asi como dosis multiples (Sham y cols., 1998; Bertz y cols., 1999;
Gustavson y cols., 2000, Feinberg y cols., 2002), no han encontrado
diferencias significativas entre los dos grupos (Cvetkovic y Goa, 2003; Olfield y
Ploster, 2006). Lopinavir es metabolizado por el CYP3A4 (Kumar y cols, 1999).
Ritonavir es un inhibidor del CYP3A4 (Kumar y cols., 1999) por lo tanto, inhibe
el metabolismo de lopinavir, aumentando las concentraciones plasmaticas de

lopinavir (Laly cols., 1997; Sham y cols, 1998).
a). Absorcion.

Con relacion a la absorcion, la biodisponibilidad de la coformulacién de
lopinavir/ritonavir en humanos aun no se ha establecido (Olfield y Ploster,
2006). Sin embargo estudios en ratas describen que la biodisponibilidad de

lopinavir sin la coadministracién de ritonavir es baja (Sham y cols., 1998).

En el estado estacionario, al administrar dosis multiples (400/100 mg) de
lopinavir/ritonavir, dos veces al dia, durante 3 a 4 semanas, se ha reportado
una concentracion maxima media (Cmax) de lopinavir de 9.6 mg/L, alcanzada
aproximadamente en un tiempo maximo (Tmax) de 4.2 horas de la
administracion (Bertz y cols., 1999; Murphy y cols., 2001). La concentracién
minima media en el estado estacionario antes de la dosis de la mafiana fue de
5.5 mg/L. El area bajo la curva (ABC) de lopinavir en un intervalo de 12 h
(ABC1,) fue de 82.8 mg:-h/L (Bertz y cols., 1999; Murphy y cols, 2001).
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b). Distribucién

Mientras los datos de la distribucion de lopinavir en el estado estacionario
sefialan que se une entre un 98.2 y un 99.2 % a proteinas plasmaticas, de
forma similar en voluntarios sanos y en pacientes VIH positivos (Bertz y cols,
1999; Lal y cols, 1998; Cvetkovic y Goa, 2003; Olffield y Ploster, 2006).
Lopinavir se une a la alfa-1 glicoproteina acida (AGA) y a la albumina, con
mayor afinidad a la AGA vy ritonavir también posee gran afinidad por ambas
proteinas.

c). Metabolismo

Estudios in vitro con microsomas hepaticos humanos describen que
lopinavir se metaboliza por la via oxidativa, por el sistema hepético del
citocromo P450, casi exclusivamente por la isoenzima 3A4 (Kumar y cols.,
1996; Kumar y cols., 1999). Ritonavir es un potente inhibidor del CYP 3A4, por
lo que inhibe el metabolismo de lopinavir, aumentando sus concentraciones
plasmaticas y mejorando su biodisponibilidad. Estudios realizados in vivo han
puesto de manifiesto que el ritonavir induce la expresion del CYP 3A4 tanto en
higado como en intestino (Geletko y cols., 1994; Luo y cols., 2002). EI CYP 3A4
constituye la isoforma mas predominante en humanos (Shimada y cols., 1994;
Hsu y cols., 1998).

d). Eliminacién

Los estudios de eliminacién de estos farmacos, sefialan que la vida media
efectiva de lopinavir en un intervalo de dosificacion de 12 horas, es en
promedio 5.8 horas con una depuracion oral aparente (CL/F) de 6.4 L/h
(Shimada y cols, 1994; Hsu y cols, 1998; Hurts y Faulds, 2000).

Tras administrar una dosis de 400/100 mg de lopinavir**C/ritonavir
marcada con *C, aproximadamente un 10.4% y 82.6% de la dosis
administrada de lopinavir-**C, se recupera en la orina y heces respectivamente.
Aproximadamente el 2.2% y 19.8% de la dosis administrada de lopinavir es

eliminada sin cambio por via renal y por heces respectivamente. Después de la
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administracion de dosis multiples de lopinavir/ritonavir, menos del 3% de la
dosis de lopinavir es excretada sin cambios en la orina (Cvetkovic y Goa, 2003;
Olfield y Ploster, 2006).

e). Grupos Poblacionales Especiales

En los estudios con grupos poblacionales especiales, no se ha observado
cambio en las caracteristicas farmacocinéticas de lopinavir/ritonavir
relacionadas con el sexo y la raza. Sin embargo, no se ha estudiado la
farmacocinética de lopinavir/ritonavir en pacientes geriatricos (Cvetkovic y
Goa, 2003; Olfield y Ploster, 2006), por otra parte en pacientes pediatricos se
evaluo la farmacocinética de lopinavir/ritonavir en 53 pacientes (edad entre 6
meses y 12 afios) con diagnostico de VIH positivos. Durante 3 semanas de
tratamiento con 230/57.5 mg/m?, dos veces al dia de lopinavir/ritonavir sin
incluir nevirapina en el esquema y con 300/75 mg/m? dos veces al dia
incluyendo nevirapina en el esquema de tratamiento, produce concentraciones
plasmaticas de lopinavir similares a las reportadas en adultos VIH positivos que
recibieron lopinavir/ritonavir 400/100mg dos veces al dia como esquema de
tratamiento (Cvetkovic y Goa, 2003; Olfield y Ploster, 2006).

En el estado estacionario, el ABC de lopinavir, la Chaxy la Chin, €n ambos
grupos de nifios bajo el esquema de tratamiento descrito fué de 72.6 y 85.8
mg-h/L; 8.2 y 10 mg/L; 3.4 y 3.6 mg/L, respectivamente (Cvetkovic y Goa,
2003).

f). Interacciones

Por otro lado, con respecto a las interacciones con otros farmacos, la
combinacion de lopinavir y ritonavir (KALETRA), el ritonavir se comporta como
un inhibidor de la isoforma CYP3A4. La coadministracion de la combinacion
(lopinavir/ritonavir) con otros agentes principalmente metabolizados por el

CYP3A4 puede provocar una elevacion de las concentraciones plasmaticas de
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esos farmacos, que podrian aumentar o prolongar sus efectos terapéuticos, asi

como los eventos adversos (Cvetkovic y Goa, 2003).

La combinacién ha demostrado inducir su propio metabolismo y aumenta
la biotransformacion de algunos farmacos metabolizados por las enzimas del
CYP. Es de esperar que los agentes inductores de la actividad de CYP3A4
aumenten la depuracion de lopinavir y por lo tanto reduzcan su concentracion
plasmatica.

En la tabla 2 se resumen los efectos de otros farmacos sobre la
farmacocinética de Lopinavir/ritonavir (ABC, Chax, Cmin) ¥ €n la tabla 3 se
describe el efecto de lopinavir/ritonavir sobre la farmacocinética de otros

farmacos que pudieran coadministrarse de manera complementaria.

Agente  co- | Dosls del agente co- | Desls de n | Relacion (eombinacion con'sin agente
administrade | administrade(mg) KALETRA (mg) coadministrade de
parametros farmacocineticos de lopinavir
(90% IC); Sin efecto = 1.00
CIT'-B:: ABC ':'\-Tl n
Amprenayir 450 dos veces/d, 5d | 400100 dos 12 0.89 0.85 0.81
730 dos veces/d, 5d | veces al dia, 10 | (0.83,095) | (0.81,080) | (0.74, 0.89)
22d
Atorvastating | 20 diarios, 4 d 400/100 dos 12 0.90 0.90 0.92
veces al dia, (0,78, 1.06) | (0.79,1.02) | (0.78,1.10)
14 d
Efavirenz® | 600 c/hache. 9 d 400/100 dos 11, 0.57 0.81 061
veces aldia. 94 | 7 | (0.78,1.22) | (0.64,1.03) | (0.38, 0.97)
Kefoconazal 200 unica daosis 400100 dos 12 0.83 0.87 0.73
veces al dia, (0.80, 0.99) | (0.75,1.00) | (0.55, 1.00)
16d
Mevirapina 200 diarios, 14 dias; | 400100 dos 5, 0.95 0.99 1.02
2 veces al dia, 6 dias | veces al dia. 9" | (0.73,1.25) | (0.74,1.32) | (0.68, 1.53)
20d
7 &4 mg'kg diarios, 2 | 30075 mg.frnz 12, 0.8e 0.78 0.45
semanas; 2 vecss por | dos veces por 18 | (084, 1.16) | (0.55,1.09) | (0.25 0.81)
dia 1 samana dia, 3 semanas
Pravastatina | 20 diarios, 4 d 400100 dos 12 038 0.95 0.88
vaces al dia, (0,89, 1.08) | (0.85,1.05) | (0.77,1.02)
14 d
Rifabutina 150 diaries, 10 d 400100 dos 14 1.08 1.17 1.20
veces al dia, (0,97, 1.19) | (1.04, 1.31) | (0.96, 1.85)
20d
Rifampicina 600 diarics, 10 d 400/100 dos 22 0.45 0.25 0.01
veces al dia. (0.40,051) | (0.21,029) | (0.01, 0.02)
20d

Tabla 2. Efectos de otros farmacos sobre la farmacocinética de Lopinavir/ritonavir (KALETRA)
en ABC, Chax Y Chin-
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Agente co- Dosis del agente Dosis de KALETRA Relacién (con/sin KALETRA) de parametros
administrado | coadministrado (mg) farmacocinéticos del agente coadministrado
(mg) n (90%IC); Sin efecto = 1.00

Cmax ABE Cmin
Ampreneswir1 450 dos veces/d, 400/100 dos veces al | 12 0.32 0.56 1.93
5d dia, 22 d 10 0.45 0.82 2.64
750 dos veces/d,
5d
Atorvastatina | 20 diarios, 4 d 400/100 dos veces al | 12 4.67 5.88 2.28
dia, 14 d (3.35,6.51) | (4.69,7.37) | (1.91,2.71)
Efavirenz 600 c/noche, 9 d 400/100 dos veces al | 11, 0.91 0.84 0.84
dia, 9d 12* | (0.72,1.15) | (0.62,1.15) | (0.58, 1.20)
Etinilestradiol’ | 35 pg diarios, 21 400/100 dos veces al | 12 0.59 0.58 042
dias (Ortho dia, 14 d (0.52,0.66) | (0.54,062) | (0.36,0.49)
Novum®)
Indinavir 600 unica dosis 400/100 dos veces al | 11 0.45 0.81 2.93
dia, 10d
Ketoconazol 200 unica dosis 400/100 dos veces al | 12 1.13 3.04 ND
dia, 16 d (0.91,1.40) | (2.44,3.79)
Metadona 5 Unica dosis 400/100 dos veces al | 11 0.55 0.47 ND
dia, 10d (0.48,0.64) | (0.42,0.53)
Nelfinavir’ 750 unica dosis 400/100 dos veces al 5 0.57 1.14 1.11
Metabolito M8 dia, 11d ND 267 ND
Nevirapina 200 diarios, 14 | 400/100 dos veces al | 5, 1.05 1.08 1.15
dias; 2 veces al | dia,20d 6° | (0.72,1.52) | (0.72, 1.64) | (0.71, 1.86)
dia, 6 dias
Noretindrona | 1 diario, 21 d | 400/100 dos veces al | 12 0.84 0.83 0.68
(Ortho Novum ®) dia, 14 d (0.75,0.94) | (0.73,0.94) | (0.54,0.85)
Pravastatina 20 diarios, 4 d 400/100 dos veces al | 12 1.26 1.33 ND
dia, 14 d (0.87,1.83) | (0.91, 1.94)
Rifabutina 300 diarios, 10 d 400/100 dos veces al | 12 212 3.03 4.90
Rifabutina+ dia, 10d (1.89,2.38) | (2.79,3.30) | (3.18,5.76)
25-0- 150 diarios, 10 d 3.46 573 9.53
desacetil (3.07,3.91) | (5.08,6.46) | (7.56, 12.01)
rifabutina *
Saquinavir’ 800 unica dosis 400/100 dos veces al | 11 1.25 1202264 3.55
dia, 10d

Tabla 3. Parametros farmacocinéticos del farmaco coadministrado en presencia de
Lopinavir/ritonavir (KALETRA).
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g) Reacciones Adversas

Los IP se han mostrado moderadamente toxicos en la practica clinica,
aunque con perfiles de toxicidad distintos. En general lopinavir/ritonavir, se han
asociado a la aparicibn de hiperglicemia, hiperlipidemia y lipodistrofia,
caracterizandose esta Ultima por obesidad central, perdida de grasa periférica y
menos frecuente el depodsito de tejido graso en cuello/espalda (“joroba de
bufalo”) (Carr A, 1991; Dietrich y col., 2001 ). En pacientes hemofilicos puede
aumentar el riesgo de aparicion de hemorragias espontdneas. También se
aconseja vigilar la funcién hepatica por la posible aparicion de hepatitis. En esta
combinacion se asocian reacciones adversas consideradas de grado leve a
moderadas. Las mas frecuentes son astenia, dolor de cabeza, malestar
gastrointestinal, ndusea, diarrea, vomito, anorexia, trastorno del gusto, dolor

abdominal y alteraciones neurologicas (FDA, 2000).

3. VARIABILIDAD EN LA RESPUESTA FARMACOLOGICA

La respuesta a los farmacos puede variar de una persona a otra y en
ocasiones, de un grupo étnico a otro (Meyer, 2000; Schwartz, 2002). Al
administrar una misma dosis de farmaco a una amplia poblacién de pacientes,
se observa en muchos casos una amplia variabilidad biol6gica en la respuesta
farmacoldgica. Esta variabilidad interindividual en la respuesta de numerosos
farmacos constituye la causa fundamental que ciertas dosis sean eficaces para

algunos pacientes y no efectivas para otros.

Existen un gran numero de factores que pueden modificar la
farmacocinética y, por ende la respuesta al tratamiento, y pueden clasificarse
en: factores que dependen del paciente y factores que dependen del farmaco.

En la tabla 4 se detallan algunos ejemplos de estos factores.
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Factores relacionados con el paciente y relacionados con el
farmaco que pueden afectar y modificar la farmacocinética.

Factores que dependen del Factores que dependen del
paciente: farmaco:
Factores Fisioldgicos: Dosis

Edad, peso, embarazo, lactancia,
constitucion genética y superficie
corporal.

Duracion

Via de Administracion

Factores Patologicos:

N o Forma de Dosificacion
Insuficiencia renal, hepatica,

cardiaca, condiciones como Interacciones
neoplasias, fibrosis quistica, entre

otras. Intervalo
Factores Clinicos: Secuencia

Interacciones que modifican los
procesos ADME, fluidoterapia y
nutricién parenteral, cirugia,
técnicas depurativas, entre otras.

Habitos de vida:
Tabaco, ejercicio, alcoholismo.

Tabla 4.-Factores que pueden afectar y modificar la farmacocinética de los farmacos.

La presencia de uno o mas de estos factores, hace necesario individualizar
los tratamientos farmacoldgicos adaptandolos a las caracteristicas de cada
paciente (Holford, 2001). Como se ha dicho la variabilidad inter e intraindividual
es debida a diferentes factores que afectan a la relacion entre la dosis
administrada y la intensidad y duracion de los efectos farmacoldgicos
observados. Esta variabilidad presenta dos componentes, uno farmacocinético
(circulacion del medicamento por el organismo) y otro farmacodinamico (efecto

del medicamento) (Dominguez-Gil, 2000, Dresser, 2000).
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Figura 4. Componentes de la variabilidad en la respuesta farmacologica.

La variabilidad interindividual es bien conocida vy justifica, desde hace
décadas, los distintos esquemas posoldgicos (dosis) utilizados en diferentes
poblaciones de pacientes: nifios, ancianos, pacientes con insuficiencia renal,
inmunocomprometidos, etcétera. La variabilidad intraindividual es menos
conocida y a menudo ignorada como causa responsable de la aparicion de
cambios inesperados en la respuesta que se manifiesta preferentemente en
tratamientos cronicos. La determinacion sistematica de las concentraciones en
sangre de algunos medicamentos sometidos a control en centros hospitalarios
pone de manifiesto cambios, en ocasiones importantes, que pueden justificar

respuestas erraticas (Dominguez-Gil, 2005).

De las variaciones farmacocinéticas que recientemente se han
documentado, las de mayor impacto refieren al metabolismo de farmacos
especificamente las relacionadas con la actividad de enzimas (entre ellas el
CYP3A4) responsables de dicho metabolismo ademas de presentarse con

mayor frecuencia.
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3.1 El papel del CYP3A4 en el metabolismo de los farmacos

La isoenzima 3A4 es una subfamilia del grupo de enzimas que integran el
citocromo P450, se estima que participa en la biotransformacion de méas del 50%
de los farmacos de uso actual, mediante el metabolismo oxidativo (Benet, 1996).
El CYP3A4 es la isoforma mas abundante en higado e intestino delgado
(Wrignhton y cols, 1989; Tanaka, 1998). En la figura 5 se muestra la distribucion
de diferentes isoenzimas localizadas en el higado, asi como el papel que

desempefia cada una de ellas en el metabolismo de farmacos.

CYP1A2 CYP3A4 CYP1A2
CYP3A4 CYP2AG L:\'_P%,AQ (
CYP2B6 CYPCY

CYP2C19
' CYP2Cs
CYP2EL  (ypope CYP2E1 CYP2D6
Abundancia relativa Metabolismo
en higado de farmacos

Figura 5. Las enzimas del CYP450 hepatico implicadas en el metabolismo de farmacos
(Donato y col.; Guengerich, 1999).

Las diferencias observadas entre las diferentes poblaciones o grupos
étnicos, pueden estar generadas por diversos factores incluyendo la variabilidad
en la expresion de las isoenzimas que conforman el CYP, por diferencias
genéticas en los individuos, lo cual se debe a la presencia de polimorfismos
genéticos que determinan la actividad metabdlica de este complejo enzimatico y
se ha documentado que la presencia de estos polimorfismos varia

importantemente entre razas y grupos étnicos (Burk, 2004; Schwartz, 2002).
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Existen sustancias que pueden influir en la actividad del CYP3A4, las
cuales son clasificadas como: Inhibidores, Inductores y sustratos de esta
isoenzima. Los inhibidores del CYP3A4 pueden incrementar los niveles de
farmacos que se metabolizan por esta via. Los inductores del 3A4 pueden
disminuir los niveles de los farmacos que se metabolizan por esta isoenzima.
Los farmacos que se metabolizan por el CYP3A4, ademas de tener un
metabolismo influido por sus inhibidores o por sus inductores pueden
tedricamente, interaccionar entre ellos mismos por un mecanismo de inhibicién
competitiva que puede disminuir el metabolismo e incrementar los niveles
plasmaticos de ambos medicamentos. Un ejemplo de esta interaccién es la
coformulaciéon de lopinavir/ritonavir, que en este caso es favorable para
alcanzar concentraciones mayores de lopinavir, mejorando esta combinacion

también la biodisponibilidad de lopinavir en presencia del inhibidor ritonavir.

En la tabla 5 se muestran algunos farmacos clasificados de acuerdo a su

actividad sobre la enzima 3A4.
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. Fdrmacos

1.1 Analgésicos-anestésicos 1.7 Antifingicos 1.14  Psicotrépicos
Alfentanilna Ketokonazol Alprazolam
Etilmorfina Itraconazol Benzfetamina
Fentanil Miconazol Clozapina
Lidocaina 1.8 Antihipertensivos Diazepam

1.2 Antiarritmicos Amlodipina Midazolam
Amiodarona Diltiazem Zoldipén
Digoxina Felodipina Triazolam
Propafenona Losartan 1.15  Quimioterdpicos
Quinidina Nircadipina Busulfan
Verapamil Nifedipina Ciclofosfamida

1.3 Antibidticos 1.9  Antihistaminicos Doxorubicina
Azitromicina Astemizol Etoposido
Claritromicina Ebastina Isofosfamida
Clindamicina Loratidina Paclitaxel
Dapsona Mizolastina Tamoxifen
Eritromicina Terfenadina Tenipoxide
Rifampicina 1.10  Antiulcerosos Vinblastina

1.4 Anticonvulsivantes Lansoprazol Vincristina
Carbamazepina Omeprazol 1.16 Otros
Clonazepam 111 Anti-VIH Alpidem
Etoxisumida Indinavir Dextrometorfano
Zonisamida Ritonavir Etinilestradiol

1.5 Antidepresivos Saquinavir Haloperidol
Amitriptilina 1.12  Inmunosupresores Metadona
Imipramina Ciclosporina Ondansetron
Nefozodona Rapamicina Salmeterol
Sertralina Tacrolimus Simvastatin

1.6 Antiinflamatorios 1.13 Opidcenos Teofilina
Acetaminofeno Codeina Terguride
Meloxicam Morfina Warfarina

2. Substratos endégenos

Androstenediona Dehidroepiandrosterona Progesterona
Cortisol Estradiol Testosterona

Tabla 5. Farmacos y sustratos endégenos oxidados por la isoenzima 3A4 (Guengerich, 1999;
De Wildt y cols., 1999).
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3.2. EI CYP3A4 en la poblacion mexicana

En este mismo sentido, los estudios en la poblacibn mexicana han
mostrado diferencias interétnicas en la farmacocinética de compuestos
metabolizados por el CYP3A4, tales como la nifedipina (Castafieda y cols.,
1996), la ciclosporina (Palma y cols., 1997) y el sildenafil (Flores Murrieta y
cols., 2000). Los resultados en estos estudios muestran que los mexicanos
poseen un metabolismo deficiente mediado por el CYP3A4, lo que se expresa
en concentraciones plasmaticas mas elevadas en mexicanos que en otras
poblaciones (caucéasicos) y por tanto la incidencia de efectos adversos de

manera mas temprana y con mayor frecuencia en la poblacién mexicana.

Recientemente, se ha sugerido que algunas sustancias enddégenas como
es el caso del Cortisol que es metabolizado por la via del CYP3A4, para
usarse como marcadores de actividad de esta isoenzima, determinando la
relacion del metabolito y el Cortisol (6BOHCortisol/Cortisol) y observando a su
vez el indice de actividad del CYP3A4 (Lykkesfeldt y cols., 1993; Joellenbeck,
1992; Totsuka, 1999; Mirghani, 2003). En este caso se evalla la relacién de la
excrecion urinaria del metabolito formado por esta via el 6OHCortisol y la
sustancia endogena el Cortisol (6BOHCortisol/Cortisol). En algunos estudios
llevados a cabo para ver la utlidad del uso de la relaciébn del 6BOH
Cortisol/Cortisol como indicativo de la actividad del CYP3A4, se ha visto que
existe una buena correlacion con los parametros farmacocinéticos obtenidos
como en el caso de midazolam (Yeates, 1996; Eeckhoudth, 2001) y metadona
(Boulton, 2001). Sin embargo en otros estudios no ha sido un buen marcador
como lo demostré un estudio realizado con glibenclamida en pacientes con

diabetes mellitus tipo 2 (Gutiérrez, 2006).
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3.3. Variabilidad en las concentraciones plasmaticas de los IP.

La administracion de los IP, grupo al que pertenece lopinavir/ritonavir,
puede dar lugar a variabilidad en las concentraciones plasméticas en un mismo
paciente entre dias, variabilidad interindividual e incluso diferencias en la fase
menstrual con respecto a la fase folicular de la mujer (Adams y cols., 1998;
Piscitelli, 1999). Esta variabilidad puede estar determinada por diversos
factores que afectan la biodisponibilidad, la absorcién y el metabolismo como
son: las enfermedades gastrointestinales, la ingesta de comida, el diferente
grado de union a las proteinas plasmaticas como a la a-1-glicoproteina
(proteina reactante de fase aguda) que puede incrementarse en periodos de
estrés, lesion e infeccion, dando lugar a una sobreestimacion de las
concentraciones plasmaticas (Saldler y cols., 1999), la unién a la glicoproteina-
P transportadora de farmacos, que modula la entrada de los IP al linfocito,
(proteina ATP dependiente que se encuentra en diversos tejidos, en particular
en las células epiteliales del tracto gastrointestinal, higado y rifién), por lo que
puede reducir la absorcién oral, aumentar la eliminacion hepética y renal, y ser
factor limitante en la penetracién al sistema nervioso central (Kim y cols, 1998;
Profit y cols., 1999), e incluso la variabilidad interindividual en la actividad de la
isoenzima CYP3A4, que puede estar determinada por la variabilidad genética
(entre grupos de poblaciones), enfermedad hepética (la cirrosis puede
reducirla), la edad (con la edad puede disminuir), sexo (algunos estudios
sefalan que la mujer presenta mayor actividad) y la terapia asociada con otros
farmacos (Slain y cols., 2000). En un estudio realizado por Barry y cols, en
pacientes que toman saquinavir, se comenta la diferencia encontrada en las
concentraciones valle del farmaco, llegando a ser del orden de 10 veces (Barry
y cols., 1998, Lopez y col., 2001).

En la actualidad existen herramientas que permiten evaluar esta amplia

variabilidad entre los individuos como es el caso del abordaje poblacional.
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4. ABORDAJE POBLACIONAL DE LA FARMACOCINETICA

El desarrollo de los principios farmacocinéticos y su posterior aplicacion
en la evaluacion del perfil de disposicion de los farmacos ha permitido
caracterizar adecuadamente sus procesos cinéticos de absorcion, distribucion y

eliminacién (Burton, 1985).

Los estudios farmacocinéticos tanto en su vertiente experimental como
clinica, clasicamente, han estudiado el comportamiento de los farmacos en el
individuo, inicialmente tenian como objetivo principal la determinacion de
pardmetros asociados a un modelo deterministico capaz de describir la
evolucion temporal de sus concentraciones en diferentes fluidos biologicos. La
experiencia acumulada con estos estudios ha permitido apreciar la gran
variabilidad existente en los procesos farmacocinéticos dentro de una poblacion
de pacientes, a la cual se le habia prestado escasa atencién hasta hace poco
mas de 15 afos.

Ello ha dado lugar a otro tipo de estudios, cuyo objetivo es cuantificar el
efecto de diferentes factores, tales como la edad, el peso, el sexo, las
patologias asociadas o las interacciones, sobre los procesos de disposicion
cinética, con el fin de minimizar la extensién de esa variabilidad, en principio
inexplicable. Los resultados obtenidos son utiles en la clinica por ejemplo para
establecer las pautas de dosificacion en determinados grupos de pacientes

(nifios, ancianos, insuficientes renales, inmunocomprometidos, etc.).

Esta evolucion ha conducido a un nuevo enfoque de los estudios
farmacocinéticos. Asi, la estimacion de los parametros farmacocinéticos
individuales ha dado paso a la determinacion del comportamiento cinético en
una poblacion determinada. De esta manera surge el concepto de
farmacocinética de poblaciones, que trata de sistematizar la informacion sobre

la cinética de disposicion de farmacos en grupos de pacientes (Aarons, 1991).
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En este sentido, la farmacocinética poblacional se define como el estudio
de la variabilidad inter e intraindividual de las concentraciones séricas que
alcanzan los farmacos, cuando se administran en regimenes de dosificacion
estandar a un grupo amplio de pacientes con caracteristicas fisiopatologias y
clinicas definidas (Aarons, 1991; Mandema, 1995).

4.1 Objetivos de la Farmacocinética Poblacional.

De acuerdo con esta definicion los objetivos fundamentales de la
farmacocinética poblacional podrian resumirse en los siguientes: (Sheiner y
cols., 1997).

a) Determinar el valor medio de los parametros farmacocinéticos en los

distintos grupos de poblaciones;

b) Identificar y evaluar las relaciones cuantitativas que existen entre los
diferentes factores fisiopatolégicos, clinicos y los parametros cinéticos, y

c) Evaluar la variabilidad inter e intraindividual que existe en el
comportamiento cinético con el objeto de conseguir una utilizacion mas

eficaz y segura de los medicamentos.

4.2. Estructura de un Modelo Poblacional

Un modelo de poblacién esta constituido por un modelo estructural y un

modelo estadistico. Estos componentes se pueden observar en la figura 6.
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Figura 6. Componentes de un modelo poblacional: modelo estructural y modelo estadistico.

El modelo estructural es el que define el comportamiento farmacocinético
en el individuo tipico (medio) de la poblacion en funcién de ciertos factores
capaces de alterarlo. Esta constituido a su vez por un modelo farmacocinético y
uno de regresion. El modelo farmacocinético sera el que identificara los
parametros que caracterizan el comportamiento medio, suele ser a su vez un
modelo farmacocinético convencional, habitualmente compartimental aunque
cada vez con mayor frecuencia se utilizan modelos farmacocinéticos-
farmacodinamicos. El modelo de regresion correlaciona los parametros del
modelo farmacocinético (depuracién, volumen de distribucidén, etc.) con
variables continuas (edad, peso, aclaramiento de creatinina, etc.) y/o
categoricas (sexo, diagnostico, habitos, etc.) identificadas en el modelo de
poblacion. Para poder establecer un modelo de regresion es necesario tener

definidas las variables (habitualmente se denominan covariables) que se
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correlacionan en un intervalo amplio (si se trata de covariables continuas) o en

una proporcion suficiente (si se trata de covariables categoricas).

El modelo de regresion corresponde a la relacion lineal entre los
parametros farmacocinéticos béasicos del modelo como la depuracion, la
absorcion y el volumen aparente de distribucion con covariables demograficas
o clinicas de los pacientes como la depuracién de creatinina y el peso. Los
pardmetros del modelo estructural son llamados habitualmente parametros de
efectos fijos al ser comunes a todos los individuos. La mayor dificultad al
desarrollar modelos de poblacion esta en identificar y cuantificar las diferentes
covariables que se correlacionan con los parametros farmacocinéticos del

modelo (Dominguez-Gil, 2000; Herrera Carranza, 2006; Martinez-Lanao, 2006).

El segundo componente fundamental de un modelo de poblacion es el
modelo estadistico. Dicho modelo cuantifica la magnitud de la variabilidad
farmacocinética interindividual (parametros farmacocinéticos) y residual

(concentraciones).

La variabilidad interindividual cuantifica las desviaciones de los

pardmetros de cada individuo respecto al valor tipico de la poblacién.

La variabilidad intraindividual (residual) cuantifica las desviaciones de las
predicciones de cada respuesta (concentraciones plasméticas). Es decir,
describe el tipo de distribucion estadistica de los parametros farmacocinéticos o
de las concentraciones séricas en relacion con sus valores medios y cuantifica
mediante la varianza del pardmetro o mediante la varianza de la concentracion
plasmatica dicha distribucion. En la figura 7 se observa la variabilidad
interindividual de un pardmetro farmacocinético en este caso el volumen de
distribucion (Vd) la cual es cuantificada por un error de magnitud n. Asumiendo

una distribucion estadistica de tipo gaussiano, el error interindividual del
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parametro farmacocinético presenta un valor medio que tiende a cero y una

varianza interindividual de magnitud o?,4, como se observa en dicha la figura 7.

Distribucion estadistica de n

vd Vd

Peso

Vd: Volumen de distribucion poblacional

Vd ; Volumen de distribucion individual

f2; Error Interindividual

Figura 7. Variabilidad interindividual en los parametros FC. n es la diferencia entre el
parametro para un individuo y el valor tipico de este pardmetros para la poblacién. La
distribuciéon de n para todos los individuos dentro de la poblacién puede ser descrita por el
valor medio (cero) y la varianza de la distribuciéon o° (Grasela y Sheiner, 1991; Herrera
Carranza, 2006).

La variabilidad residual cuantifica la magnitud de los errores entre las
concentraciones observadas en el individuo y las predichas utilizando los
pardmetros farmacocinéticos individualmente obtenidos. La variabilidad
residual incluye entre otras, la variabilidad intraindividual, el error analitico y el

error en la especificacion del modelo.

Los parametros de varianza son denominados habitualmente parametros
de efectos aleatorios. Si nos referimos a la variabilidad interindividual,
hablamos de efectos aleatorios interindividuales y si hablamos de la
variabilidad residual se denominan parametros de efectos aleatorios residuales

(Herrera Carranza, 2006; Martinez-Lanao, 2006; Dominguez-Gil y cols., 2000).
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4.3. Modelos Poblacionales

Uno de los aspectos mas interesantes de la farmacocinética poblacional
es la construccibn de un modelo de poblacién que pueda ser utilizado
posteriormente en la practica clinica para la individualizacion de la
farmacocinética y de la posologia. Lo que se busca es que las concentraciones
séricas del farmaco en el paciente en monitoreo se encuentren dentro de la
distribucion de la probabilidad de las concentraciones séricas del farmaco, en la
poblacion de referencia como se observa en la figura 8.

Poblacion de referencia

/ +02 = +g2
Tiempo () L «—c®  Cp = |
I
Paciente Individual T

Cp

Concentracion plasmatica (Cp)

Tiempo (t)

Figura 8.Distribuciéon de las concentraciones de los individuos de una poblacién de referencia
(Grasela y Sheiner, 1991; Herrera, 2006; Martinez-Lanao, 2006).
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Aungue se han desarrollado diversos métodos mateméaticos-estadisticos
para la construccién, los métodos mas habitualmente utilizados en la
estimacion de parametros de poblacion son los siguientes: (Dominguez-Gil y
cols., 2000; Herrera Carranza, 2006; Martinez, 2006).

4.3.1. Método en dos fases: Como su propio nombre lo indica se realiza
en dos fases. En la primera fase se realiza por separado la cinética de cada
individuo ajustado por regresion no lineal la curva de concentracion/tiempo al
modelo cinético seleccionado utilizando un programa convencional de
regresion no lineal mediante minimos cuadrados ponderados. En la segunda
fase se analizan estadisticamente el conjunto de los parametros individuales
obtenidos en la primera fase con el objeto de estimar los valores medios de los
parametros (efectos fijos) y sus correspondientes varianzas (efectos

aleatorios).

4.3.2. Modelos de efectos mixtos: Como alternativa a los modelos en dos
etapas estan los llamados Modelos de Efectos Mixtos. En estos modelos la
resoluciéon del modelo se lleva a cabo en una sola etapa. Son métodos
computacionales y utilizan programas especificos. El ordenador estima
simultdneamente el conjunto de los parametros de efectos fijos (parametros
farmacocinéticos) y aleatorios (variabilidad interindividual y residual) que
tengan una mayor probabilidad de producirse, por eso estos métodos se
denominan métodos de maxima probabilidad. El concepto de "efectos mixtos"
se debe a la estimacién simultanea en el mismo ajuste de parametros de

efectos fijos y parametros aleatorios tanto inter como intraindividuales.

En la practica, el método de dos fases se utiliza cuando se dispone de
muchos datos de nivel sérico para cada individuo por el contrario, los métodos
de efectos mixtos se reservan para aquellas poblaciones donde el nimero de
datos de nivel sérico por cada individuo es relativamente escaso (Dominguez-
Gil y cols., 2000; Herrera Carranza, 2006; Martinez-Lanao, 2006).
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4 4. Parametros Poblacionales

El perfil cinético de un farmaco en una determinada poblacion se
caracteriza por tres tipos de pardmetros poblacionales (Sheiner y cols., 1984;
Grasela y cols, 1991):

1. Pardmetros de efectos fijos. Cuantifican el comportamiento cinético

del farmaco en la poblacion mediante la caracterizacion de parametros
farmacocinéticos medios y de sus posibles relaciones con ciertos factores

fisiopatoldgicos y clinicos.

Por ejemplo, para un farmaco eliminado por via renal y que se ajusta a un
modelo monocompartimental, estos pardmetros corresponderian a la
depuracion, al volumen de distribucion medio o a los coeficientes de las
relaciones establecidas entre estos parametros y otros factores tales como el
aclaramiento de creatinina, utilizado como medida del grado de funcién renal

o la edad.

Estos pardmetros se convierten en una herramienta 0til para la toma de
decisiones clinicas y de investigacion, ya que permiten desarrollar una
recomendacion "a priori" de la dosificacion para una poblacion especifica de
pacientes (Tod, 1998).

2. Parametros de efectos aleatorios interindividuales. Cuantifican la

magnitud de la variabilidad cinética interindividual, es decir, describen el tipo de
dispersion de los parametros farmacocinéticos en relacion a sus valores

medios y determinan, mediante las varianzas, la magnitud de la misma.

La magnitud de la variabilidad en un parametro farmacocinetico puede ser
un indicador atil 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
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en estado estacionario y el valor de la variabilidad interindividual de la
depuracion. Asi en dos poblaciones con los mismos valores medios de
pardmetros farmacocinéticos, pero con diferentes grados de variabilidad
interindividual, al administrar una misma dosis estandar se obtendran efectos
farmacolégicos con mayor variabilidad en la poblacién con mayor variabilidad
cinética en sus pardmetros. Por esta razon, los parametros de efecto aleatorio
interindividual permiten evaluar la incertidumbre, cinética o dindmica, asociada
a una 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 experimental, estos
pardmetros son los principales determinantes del tamafio de la muestra de
pacientes pertenecientes a la poblacion de estudio necesarios para la correcta

caracterizacion del comportamiento poblacional (Sheiner, 1991).

3. Parametros de efectos aleatorios intraindividuales. Cuantifican la

magnitud de la variabilidad residual que incluye entre otras, la variabilidad
cinética intraindividual, el error analitico, los posibles errores en la
especificacidon o seleccién del modelo, el error en los tiempos de muestreo, etc.
Por ejemplo el error residual puede ser proporcional a la concentracion y
presentar un coeficiente de variacion del 15%. Estos componentes de la
varianza residual no se pueden estimar facilmente por separado, ya que para
ello se necesitaria un nimero importante de datos clinicos suficientemente
detallados y completos. Su principal utilidad reside en poder detectar la fuente

de error y su magnitud (Sheiner, 1991).

5.- ESTIMACION DE LOS PARAMETROS POBLACIONALES

EL NONMEM es una herramienta estadistica en el andlisis de datos
poblacionales. El desarrollo de métodos para utilizar datos procedentes de la
rutina clinica ha sido muy activo. En la actualidad el méas utilizado, contrastado

y evaluado es el método de primer orden implementado en el programa
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NONMEM (NONlinear Mixed Effects Model). Es un programa en el que se
considera un modelo de efectos mixtos con aproximacién paramétrica y un
método de primer orden, designado porque se utiliza el primer término de la
serie de Taylor como forma de linealizar la entrada de los parametros de
efectos aleatorios en el modelo farmacoestadistico considerado (es decir el
método es lineal con respecto a los efectos aleatorios).

5.1. Bases para generar un modelo poblacional con el NONMEM

Basandose en resultados obtenidos en estudios de simulacion y datos
reales, Grasela (Grasela, 1986) propuso algunas sugerencias relacionadas con
el tipo de informacion que se requiere para que un andlisis de datos, realizado

con el NONMEM pueda originar datos fiables:

eLos tiempos de muestreo deben ser totalmente aleatorios de manera
que se encuentre representada adecuadamente la evolucion de las
concentraciones del farmaco a lo largo del intervalo de dosificacion

eDependiendo del nimero de parametros que se deseen estimar es
aconsejable la obtencion de un minimo de 2 a 4 datos de concentracion por
individuo. También son validos, aquellos pacientes con un namero inferior de
datos de concentracion, siempre que no constituyan la mayoria, ya que

siempre pueden proporcionar alguna informacién adicional.

e Incluir un minimo de 50 pacientes, suficientemente representativos de la

poblacidén que reciben el farmaco con fines terapéuticos.

e Proceder a una recoleccion exhaustiva de datos demograficos y clinicos
(edad, sexo, patologias asociadas, etc.) de todos los pacientes incluidos en la
poblacién objeto de estudio, para que sea posible analizar el efecto de cada

uno de los factores en el perfil cinético del farmaco en cuestion. Es necesario,
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ademas, que cada uno de estos factores este suficientemente representado

en la poblacién con objeto de valorar su verdadera influencia.

Ademés del NONMEN se han desarrollado otros programas que
incluyen modelos de efectos mixtos con aproximacion paramétrica entre los
que cabe destacar: POPKAN, que implementa técnicas bayesianas para el
estudio del comportamiento farmacocinético y farmacodinamico poblacional, y
P-PHARM. La metodologia estadistica para el andlisis poblacional incluye
también estrategias no paramétricas como el método NPEM (Non Parametric
Expectation Maximization) (Schumitzky, 1991).
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ll. Planteamiento del Problema
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Actualmente, la combinacién de tres o mas farmacos antirretrovirales
constituye el tratamiento de eleccién para la infeccién por el VIH. Este esquema
de tratamiento retrasa la progresion clinica de la enfermedad, disminuye los
ingresos hospitalarios y los costos asociados, aumentando significativamente la

supervivencia de los pacientes infectados.

El tratamiento antirretroviral busca disminuir la replicacion del virus por
debajo de los limites de deteccién de los métodos actualmente disponibles
durante el mayor tiempo posible. Hasta la fecha en nuestro pais se dispone de
farmacos antirretrovirales que pertenecen a cuatro grupos (Inhibidores
nucledsidos y no nucledsidos de la transcriptasa reversa, inhibidores de

proteasa e inhibidos de fusion).

La administracion de los inhibidores de proteasa, grupo del que forma
parte lopinavir/ritonavir, puede dar lugar a variabilidad en las concentraciones
plasmaticas en un mismo paciente o en un grupo de pacientes, variabilidad que
puede estar determinada por diversos factores que afectan a Ila
biodisponibilidad, metabolismo y eliminacion de la combinacién

lopinavir/ritonavir.

Dadas las diferencias descritas entre individuos y diferentes grupos de
individuos, aunado a la limitada informacion de estudios farmacocinéticos
poblacionales de la combinacion lopinavr/ritonavir es importante establecer por
un lado, las caracteristicas farmacocinéticas de estos compuestos (parametros
farmacocinéticos) y por otro lado establecer si es posible correlacionar esta
informacion con la actividad del CYP3A4 hepatico medido a través de la
excrecion urinaria del Cortisol y su metabolito, el 60OHCortisol mediante un

indice de actividad, producto de la relacion entre las concentraciones urinarias

del 6OHCortisol/Cortisol.
ESM-IPN
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11l. Justificacion
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La formulacion combinada de lopinavir/ritonavir, de uso amplio en la
poblacion mexicana VIH positivo, ha demostrado ser eficaz en el tratamiento
para la infeccion por VIH. Sin embargo, debido a la limitada informacion de
estudios farmacocinéticos poblacionales en mexicanos y tomando en cuenta
que estos farmacos se metabolizan por la via del CYP3A4, es importante
determinar la variabilidad biol6gica en nuestra poblacion de los parametros
farmacocinéticos de estos compuestos y el posible establecimiento de una
relacion, a través de la excrecion urinaria del 6B OHCortisol y del Cortisol con la

via metabdlica de la isoenzima CYP3A4.
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V. Hipotesis
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La excrecion del 6BOHCortisol entre el Cortisol, es un buen marcador de
la actividad metabdlica del CYP3A4 hepatico in vivo, y es una covariable que
puede explicar la variabilidad en la farmacocinética poblacional de algunos
farmacos que se metabolizan por esta enzima como es el caso de

lopinavir/ritonavir.

Se plante6 este estudio para confirmar la hipétesis, ya que estudios
realizados recientemente, describen que las caracteristicas farmacocinéticas
de algunos farmacos metabolizados por el CYP3A4 son diferentes en nuestra

poblacion probablemente debido a un menor metabolismo.
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V. Objetivos
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5.1. Objetivo General

1. Caracterizar la Farmacocinética Poblacional de
Lopinavir/Ritonavir en pacientes infectados con el VIH y su
posible correlacibn con la excrecion urinaria del 6R0OH
Cortisol/Cortisol.

5.2. Objetivos Particulares

1. Realizar el montaje y la validacion del método analitico para la
determinacion de Lopinavir/ritonavir en plasma humano y del
6BOHCortisol en orina mediante Cromatografia Liquida de Alta

Resolucion.

2. Realizar las determinaciones de lopinavir/ritonavir en plasma y de

6BOHCortisol en orina.

3. Realizar las determinaciones de cortisol en orina mediante

reaccion inmunoldgica a través de la técnica de ELISA.

4. Establecer el modelo de farmacocinética poblacional que permita
caracterizar los parametros cinéticos poblacionales y que permita
describir los factores que contribuyen significativamente a la
variabilidad entre sujetos, incluyendo la actividad del CYP3A4
hepatico en pacientes infectados por VIH.
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VI. Metodologia
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A. Disefo del Estudio.
6.1.1. Clasificacion del Estudio.

De acuerdo a la finalidad el estudio es analitico, por la secuencia
temporal es longitudinal, tomando en cuenta la asignacion de los factores del
estudio es observacional y en funcion, a su inicio en relacién a la cronologia de

los hechos es prospectivo.

6.1.2. Poblaciéon de Estudio

Pacientes ambulatorios, mexicanos con el diagnostico de VIH positivo,
atendidos en el Centro de Investigacion en Enfermedades Infecciosas (CIENI)
del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), los cuales, en su
esquema de tratamiento antirretroviral de abril a noviembre de 2008, se
encontré la coformulacion lopinavir/ritonavir (Kaletra). Que cumplieron los

criterios de inclusion para participar en el estudio.
6.1.3. Criterios de Inclusion

Pacientes con diagnostico de VIH positivo, de ambos géneros, adultos,
que en el esquema de tratamiento antirretroviral recibieron la coformulacién de
lopinavir/ritonavir, en cualquiera de sus formas farmacéuticas (capsulas o

tabletas) y que contaron con las pruebas de laboratorio clinico e infectologia.
6.1.4. Criterios de No Inclusién

Pacientes en etapa de nifiez, pacientes hospitalizados o quienes
presentaron alguna limitacion fisica para permanecer durante el procedimiento

completo del estudio el dia de participacion en el mismo.
6.1.5. Criterios de Eliminacion

Pacientes cuyo horario de toma de muestra se desconocio o bien existio

confusién en el rotulo de alguna muestra tomada.
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6.1.6. Variables de estudio
= Variable dependiente:
Concentraciones plasmaticas de lopinavir/ritonavir (ug/ml)
= Variable independiente:
Tiempo (h)
» Covariables categéricas para realizar el modelo farmacocinético:
Género y la formulacion farmacéutica (FF)
= Covariables continuas para realizar el modelo farmacocinético:

Edad (afios), Peso (Kg), Talla (m), indice de masa corporal (kg/m?), la
concentracion de ritonavir CRTV y la correlacion de 6ROHCortisol/Cortisol.

B. Farmacos de estudio.

Para el desarrollo, montaje y validacion de los métodos analiticos por

HPLC se utilizaron los siguientes estandares:

% Lopinavir. El estandar del lopinavir, fue donado por la empresa Abbott

Laboratories, a través de la clinica de infectologia CIENI.

+ Ritonavir. El estandar del ritonavir grado USP, fue comprado a travées del

proveedor cientifico.

++ 6-Betahidroxicortisol. El estandar del 6ROHCortisol grado analitico, se

adquirié a través de la empresa Sigma Aldrich Quimica, S.A.
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C.- Reactivos.

Para los desarrollo de los métodos de analisis por HPLC, se utilizaron
reactivos grado analitico entre ellos sales, KH,PO, (fosfato monobasico de
potasio), NaH,PO, (fosfato monobasico de sodio), NaOH (hidréxido de sodio),
Na,COg3 (carbonato de sodio cristal) y acidos como acido acético glacial.
También se utilizaron solventes grado cromatografico, como Acetonitrilo,
Acetato de Etilo, Metanol, Etanol, Eter Etilico Anhidro y n-Pentano, todos ellos
de la marca Baker (Mallinckrodt Baker S.A de C.V., México); el agua
desionizada se obtuvo a través de un sistema millipore (Millipore, Francia),
NANOpureUV (Burnstead thermolyne, EUA).

D. Equipos

Para determinar las concentraciones en plasma de lopinavir/ritonavir y
las de 6ROHCortisol en orina se utiliz6 Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion y para determinar las concentraciones de Cortisol en orina se
utilizé un KIT de Cortisol para determinacion por ELISA. A continuacién se

describen las caracteristicas de los equipos utilizados.

=Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucibn marca Waters modelo
Alliance 2695, acoplado a un detector Ultravioleta Visible de longitud de onda
variable, marca Waters modelo 2487 (Waters Corporation, Milford, MA, E.U.A.).
Se utilizaron dos columnas cromatograficas: Columna Cromatografica marca
Waters modelo Symmetry Cig, 5 um de tamafo de particula, 3.9 mm de
diametro y 150 mm de longitud y Columna Cromatografica  marca
PRINCETON Cjg, 5 um de tamafio de particula, 3.9 mm de diametroy 150
mm de longitud. El registrador de sistema de computo fue el Software Analitico
Empower, mediante el cual se procesaron los datos del cromatografo. En la
figura 9 se muestra el cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion utilizado en el

estudio.
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Figura 9.- Imagen del cromatégrafo de liquidos de Alta Resolucion modulo Alliance 2695,
utilizado en el analisis de las muestras del estudio.

=Kit de Cortisol (Orina) ELISA “Inmunoensayo Ezimatico para la
determinacién cuantitativa de Corstiol en orina humana” de la linea IBL
(laboratorio Inmuno bioldgical laboratorios). El Kit para medir Cortisol en orina
proporcion6 un “microplato” con 80 pozos (con el anticuerpo para Cortisol) para
el analisis de muestras, soluciones estandar de concentraciones conocidas de
0 a 500 ng/ml de Cortisol, buffer de incubacion, el conjugado, el sustrato-TMB,
una solucion STOP y dos concentraciones conocidas como puntos control a un
nivel bajo y alto respectivamente. Las lecturas de las muestras de orina de los
pacientes VIH positivos para la determinacién de Cortisol se realizaron en un
equipo modelo Spectra Classic marca Tecan. Las muestras fueron leidas a una
longitud de onda de 450 nm. En la figura 10 se muestra el KIT para determinar

el Cortisol en muestras de orina y los consumibles incluidos. También se
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muestra el equipo de lectura para los ensayos de ELISA en donde se leyeron

las muestras.

Figura 10. Kit de Cortisol utilizado en el analisis de muestras y el equipo marca TECAN modelo
SPECTRA CLASSIC utilizado para las lecturas de las muestras.

E. Validaciéon de los Métodos Analiticos.

6.2. Validacion de los Métodos Analiticos para la determinacion de las

concentraciones de lopinavir y ritonavir en plasma.

La validacion de un método analitico nos permiti6 demostrar que el
método fué apropiado para el propdsito para el cual fue creado. Esta validacion
se apeg6 a lo dispuesto en la NOM-177-SSA1-1998 (Secretaria de Salud,
1998). En la validacion de los métodos analiticos se evalud la selectividad, la
linealidad, la precision y la exactitud del método en el intervalo de calibracion
establecido. Adicionalmente se evaluaron una serie de pruebas extras que
permitieron informacion importante del compuesto de interés como fueron las

pruebas de estabilidad y de tolerancia del método analitico.
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6.2.1. Condiciones Cromatograficas.

Se utiliz6 como fase movil, una mezcla de 55% de amortiguador de
KH,PO, 0.05 M a pH 5.7 (ajustado con NaOH 1 M) y 45% de acetonitrilo. El
flujo de trabajo fue 1ml/min, la longitud de onda a la que se determiné el

compuesto fue de 215 nm. La temperatura de la columna fue de 40 °C y la

temperatura de la muestra en el inyector fue de 5 °C. El proceso de

semipurificacion de muestras seleccionado se describe a continuacion:

6.2.2.

Proceso de semipurificacion de muestras.

En un tubo conico de 15 ml se agregaron 500 pL de plasma (libre
de farmaco), se le adicionaron 50 pL del estandar LPV/RTV, se

agité en un vortex por 20 segundos.
Se adicionaron 250 pyL de Na,CO3 1 M.

Se agregaron 3 ml de éter etilico anhidro, se taparon los tubos
perfectamente y se agitaron en un vortex durante 1 minuto a

maxima velocidad.

Se centrifugaron a 3500 rpm, durante 10 minutos y posteriormente

se congelaron 10 minutos.

Se transfirid el solvente (que se encontraba en la parte superior

del tubo) a un tubo de boca ancha.

Se evaporo en un bafio maria bajo corriente de nitrégeno hasta la

sequedad.
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= El extracto seco, se reconstituyd con 200 puL de fase movil, los
tubos reconstituidos se agitaron en un vortex a maxima velocidad

y se coloco la muestra en un vial de alto recobro.

= Finalmente se inyectaron 25 pL de los extractos al sistema

cromatografico.

6.2.3. Validacion

a). Selectividad. Esta prueba permiti6 evaluar si el método fué capaz de
separar al compuesto de interés en el analisis, de otras sustancias exégenas o
enddgenas que pudieron estar presentes en la matriz bioldgica e interferir en la
cuantificacion. Para la realizacién de esta prueba se formé un pool de plasma
(al menos 6 plasmas libres de farmaco provenientes de 6 sujetos distintos) y se
realiz6 una semipurificacion de las muestras con el proceso de extraccion
previamente descrito. También se evaluaron farmacos de uso comun, que no
requieren receta médica como es en el caso de algunos analgésicos como el
acetaminofen, acido acetilsalicilico, acido salicilico entre otros, asi como las

interferencias con anticoagulantes como la heparina.

En la figura 11 se muestran los resultados de la prueba de selectividad a
través de los cromatogramas del método analitico para la determinacion de
LPV y RTV. El cromatograma “A” muestra concentraciones en solucion
(estandares) de LPV y RTV. En el cromatograma “B” se presenta una muestra
de plasma libre de farmaco y se puede observar que no hay interferencia
alguna en el tiempo de retencién de LPV y RTV. El cromatograma “C” presenta
una muestra de plasma cargada con concentraciones de 10 pg/ml de LPV y
RTV vy finalmente el cromatograma “D” presenta el analisis de la muestra de un

participante VIH positivo en tratamiento con LPV y RTV.
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Figura 11. Cromatogramas. En la imagen (A) se encuentra el cromatograma de una inyeccion
de soluciones estandar de lopinavir/ritonavir; en la imagen (B) se observa una muestra de
matriz biolégica (plasma) libre de farmaco, en la imagen (C) se observa una muestra de plasma
cargada con una concentracion de la curva de calibracion de lopinavir/ritonavir. En la imagen
(D) se observa la inyeccion de una muestra de un paciente en tratamiento con
lopinavir/ritonavir previamente extraida.
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El criterio de aceptacion para esta prueba, fue que el plasma libre de
farmaco no presenté interferencias en el tiempo de retencidén para lopinavir y

ritonavir.

b). Intervalo de Calibracién. Las concentraciones empleadas en la curva de

calibracion para la validacion del método analitico se eligieron de acuerdo a las
concentraciones que se esperaban alcanzar en el estudio farmacocinético en
funcion de la dosis administrada y de los datos reportados en la literatura. En
este estudio la curva de calibracion estuvo constituida por los siguientes puntos
0.1, 0.2, 0.5, 1, 5, 10, 25 y 50 pg/ml de LPV y RTV en plasma. También se
utilizaron tres controles de calidad cuyas concentraciones estan dentro de este
intervalo de calibracion las cuales fueron: 0.4, 4 y 40 ug/ml de LPV y RTV. Las
soluciones de trabajo para LPV y RTV se prepararon en una mezcla de

metanol: agua en proporciones 90:10 respectivamente.

c). Linealidad. Se define como la relacibn matematica que existe entre la
concentracion a evaluar con respecto a la observada. En la mayoria de los
casos la relacibn matematica que se sigue entre la concentracion y la
respuesta (absorcién de la luz) es la ecuacion de una linea recta, por ello el
término de linealidad.

Se evaluo la linealidad del método en un intervalo de concentraciones de
0.1 a 50 pg/ml de LPV y RTV de forma simultdnea. Para ello se analizaron 6
curvas de calibracion utilizando plasma libre de farmaco, siguiendo el proceso
de semipurificacion descrito anteriormente. El método analitico demostro ser
lineal en el intervalo de calibracion de trabajo 0.1 a 50 pg/ml de LPV y RTV. Es
decir al graficar las respuestas (alturas) en funcion de la concentracion, estas
fueron descritas con la ecuacion y=mx+b. Donde la interseccién (b) fue de -
0.033, la pendiente (m) 1.056 Yy el coeficiente de correlacion (r) fue de 0.999
para lopinavir. En la figura 12 se muestra la grafica de linealidad de las

concentraciones de LPV.
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Figura 12. Linealidad del método analitico para la determinacion de lopinavir, cada uno de los
puntos representa los promedios de las concentraciones del intervalo de calibracién.

Para ritonavir se obtuvo una pendiente de 1.075, una interseccion de
-0.04 y un coeficiente de correlacion de 0.999. En la figura 13 se muestra la

grafica de la prueba de linealidad del método para ritonavir.
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Figura 13. Linealidad del método analitico para la determinacion de ritonavir, cada punto

representa los promedios de las concentraciones del intervalo de calibracién.
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El criterio de aceptacion de esta prueba fue: un coeficiente de variacién
menor o igual al 20% para la concentracidbn mas baja de la curva de calibracion
y coeficiente menor o igual al 15% para el resto de los puntos del segundo al

altimo, ademas de un coeficiente de correlacion mayor o igual a 0.99.

d). Repetibilidad. Esta prueba permiti6 evaluar la concordancia entre los

valores obtenidos con los valores teoricos. A través de esta prueba se evaluo la
precision del método analitico que indica la variacion en un mismo laboratorio
tras determinaciones repetidas realizadas de forma independiente en un mismo
dia bajo las mismas condiciones de analisis. Este parametro se avalud
mediante el andlisis de muestras de concentraciones conocidas llamadas
puntos de control de calidad del método analitico, contempladas en el intervalo
de calibracién, pero diferentes al mismo. La evaluacién se realiz6 en un mismo
dia, esta prueba es conocida como “variabilidad intradia o repetibilidad”, para
ello se analizaron por sextuplicado cada uno de los puntos de control 0.4, 4 y
40 pg/ml tanto para LPV como RTV de forma simultanea, pero cuantificados de
manera independiente. En la tabla 6 se muestra la estadistica de la

repetibilidad del método para lopinavir.

Repetibilidad del método analitico
Lopinavir
Puntos de Control | Concentracién | Promedio (n=6) C.V. (%) Exactitud (%)
de Calidad Tedrica Intradia + DE (n=6)
(ng/ml)

Nivel Bajo 0.4 0.38+0.01 2.28 95.17
Nivel Medio 4 3.89 +0.06 3.80 97.22
Nivel Alto 40 40.95 + 1.33 3.19 102.38

Tabla 6. Estadistica de la repetibilidad del método analitico para la determinacion de lopinavir
en plasma humano.

Con respecto a la repetibilidad del método para ritonavir se obtuvieron

los resultados que se muestran en la tabla 7.
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Repetibilidad del método analitico
Ritonavir
Puntos de Control | Concentracién | Promedio (n=6) C.V. (%) Exactitud (%)
de Calidad Tedrica Intradia + DE (n=6)
(Hg/ml)

Nivel Bajo 0.4 0.4+0.01 1.78 99.5
Nivel Medio 4 3.71+£0.21 2.99 93.67
Nivel Alto 40 38.53+1.49 244 96.89

Tabla 7. Estadistica de la repetibilidad del método analitico para la determinacién de ritonavir
en plasma humano.

Esta prueba cumpli6 con los criterios de aceptacion al obtener un
coeficiente de variacibn menor o igual al 3.8% para cada una de las
determinaciones (puntos control) para lopinavir y un coeficiente de variacién
menor o igual a 2.99% para ritonavir, es decir las concentraciones medidas se

encontraron entre el 85y 115% del valor tedrico permitido.

e)._Reproducibilidad. Esta prueba nos indica la precision del método en

condiciones diferentes de andlisis, es decir que tan variable es el método en
distintos dias. Se calculd con base en la desviacion estandar relativa
(coeficiente de variacion), resultado de dividir la desviacion estandar del
método entre el valor de la media obtenida, todo ello multiplicado por 100 para
expresarlo en porcentaje. Esta prueba se evalué analizando los puntos de
control de calidad (0.4, 4 y 40 pg/ml de LPV y RTV) en dias diferentes
realizando duplicados de los puntos de control “precision interdias”. En la tabla

8 se muestran los resultados de la prueba.
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Reproducibilidad del método analitico

Lopinavir
Puntos de Control | Concentracion | Promedio (n=6) C.V. (%) Exactitud (%)
de Calidad Tedrica Interdias + DE (n=6)
(Hg/ml)
Nivel Bajo 0.4 0.4 +£0.03 7.71 100.83
Nivel Medio 4 3.95+0.15 3.85 98.75
Nivel Alto 40 45.07 £ 1.34 3.15 106.25

Tabla 8. Estadistica de la reproducibilidad del método analitico para la determinaciéon de
lopinavir en plasma humano.

Con respecto a la prueba de reproducibilidad del método analitico para

determinar ritonavir la tabla 9 muestra los resultados obtenidos.

Reproducibilidad del método analitico

Ritonavir
Puntos de Control | Concentracion | Promedio (n=6) C.V. (%) Exactitud (%)
de Calidad Tedrica Interdias + DE (n=6)
(Hg/ml)
Nivel Bajo 0.4 0.40 £ 0.02 5.39 100.42
Nivel Medio 4 3.88+0.17 4.40 96.45
Nivel Alto 40 40.83 £ 0.93 2.29 102.08

Tabla 9. Estadistica de la reproducibilidad del método analitico para la determinacion de
ritonavir en plasma humano.

El método demostrd ser reproducible interdias al cumplir los criterios de
aceptacion donde el coeficiente de variacion interdia fue igual o menor al
7.71% para lopinavir y un coeficiente de variacién interdia igual o menor a
5.39% para ritonavir por lo que esta prueba cumplié ya que no super6 el 15%

gue es el valor permitido.
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f). Estabilidad. Esta prueba se realizO para determinar si el compuesto es
estable al ser sometido a condiciones de trabajo que normalmente se realiza
para la determinacion de las concentraciones del farmaco y permite establecer
tanto las condiciones de almacenamiento como el tiempo en el que el
compuesto permanece estable. Para evaluar la estabilidad se realizaron cuatro

pruebas.

1. Estabilidad a temperatura ambiente: En esta prueba se evalud la
estabilidad de la muestra durante el tiempo requerido para su procesamiento
en la mesa de trabajo y a temperatura ambiente. Para evaluar esta prueba se
cargaron muestras de plasma con las concentraciones de los puntos de control
de calidad, bajo, medio y alto, por triplicado, se sometieron a un periodo de
reposo de 3h a temperatura ambiente. Para evaluar estas muestras se realizé
una curva de calibracion y un triplicado de los puntos de control de calidad
(bajo, medio y alto) las cuales fueron preparadas en el momento vy sirvieron de

comparacion para evaluar las muestras sometidas a la prueba.

Adicionalmente se realizd una prueba de estabilidad de las muestras en
20 h a temperatura ambiente, la cual fue necesaria para inactivar las muestras
infecciosas. Se realizd el mismo procedimiento que en la prueba anterior, solo

se prolongo el tiempo de reposo de las muestras cargadas a 20 h.

Las pruebas se realizaron de manera simultanea para lopinavir y

ritonavir, pero nuevamente se cuantificaron de manera independiente.

En la tabla 10 se muestra la estadistica de la prueba realizada y la tabla

11 muestra la estadistica de la prueba para ritonavir.

ESM-IPN



Farmacocinética Poblacional de lopinavir/ritonavir en pacientes con VIH

Estabilidad de lopinavir a temperatura ambiente por 3 h.
Puntos de Control | Concentracion Promedio Promedio Recobro (%)
de Calidad Tedrica Muestras sin Muestras Muestras
(ng/ml) sometimiento ala | sometidasala | sometidas a la
prueba + DE prueba + DE prueba
Nivel Bajo 0.4 0.37 £ 0.02 0.37 £ 0.05 92.5
Nivel Medio 4 3.86+0.18 3.70 £ 0.02 92.5
Nivel Alto 40 39.26 + 0.43 39.81 +0.26 99.52

Tabla 10. Estadistica de la prueba de estabilidad temperatura ambiente del compuesto
(lopinavir) en plasma humano.

Estabilidad de ritonavir a temperatura ambiente por 3 h.
Puntos de Control | Concentracion Promedio Promedio Recobro (%)
de Calidad Tedrica Muestras sin Muestras Muestras
(ng/ml) sometimiento ala | sometidasala | sometidas a la
prueba + DE prueba + prueba
Nivel Bajo 0.4 0.37+0.01 0.37£0.02 92.5
Nivel Medio 4 3.65+0.03 3.60+0.03 90.0
Nivel Alto 40 38.29+ 0.39 38.54 +0.31 96.35

Tabla 11. Estadistica de la prueba de estabilidad temperatura ambiente del compuesto
(ritonavir) en plasma humano.

Esta prueba cumplié con los criterios de aceptacién permitidos ya que se

obtuvo un recobro de menor o igual al 99.52% para las muestras de lopinavir
sometidas a la prueba. Por otra parte la tabla 11 muestra los resultados acerca
de esta misma prueba pero para las muestras de ritonavir y se obtuvo un

recobro menor o igual al 96.35%.

La tabla 12 muestra los resultados estadisticos de la prueba de
estabilidad durante 20 h a temperatura ambiente la cual cumple con los
criterios de aceptacion al presentar un recobro de menor o igual al 102.75%

para las muestras de lopinavir. Por otra parte la tabla 13 muestra los resultados
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acerca de esta misma prueba pero para las muestras de ritonavir donde se

obtuvo un recobro menor o igual al 112.68%.

Por lo tanto las muestras infecciosas se inactivaron por este
procedimiento ya que se demostré que el compuesto no se ve afectado ante

las condiciones de la prueba.

Estabilidad de lopinavir a temperatura ambiente por 20 h.
Puntos de Control | Concentracion Promedio Promedio Recobro (%)
de Calidad Tedrica Muestras sin Muestras Muestras
(ug/ml) sometimiento a sometidas a la sometidas a la
la prueba = DE prueba + DE prueba
Nivel Bajo 0.4 0.412 £0.01 0.411£0.01 102.75
Nivel Medio 4 3.604 + 0.42 3.792 £ 0.15 94.8
Nivel Alto 40 43.932 £ 0.59 46.655 + 1.63 116.63

Tabla 12. Estadistica de la prueba de estabilidad temperatura ambiente durante 20h del
compuesto (lopinavir) en plasma humano.

Estabilidad de ritonavir a temperatura ambiente por 20 h.
Puntos de Control | Concentracion Promedio Promedio Recobro (%)
de Calidad Teodrica Muestras sin Muestras Muestras
(ng/ml) sometimiento a sometidas a la sometidas a la
la prueba = DE prueba + DE prueba
Nivel Bajo 0.4 0.439 £0.01 0.434 +0.02 108.5
Nivel Medio 4 3.729 £ 0.47 3.847 £ 0.26 96.175
Nivel Alto 40 43.706 £ 0.53 45.073+£0.26 112.68

Tabla 13. Estadistica de la prueba de estabilidad temperatura ambiente durante 20h del
compuesto (ritonavir) en plasma humano.

2.-Estabilidad en ciclos de congelado-descongelado: En esta prueba se

evaluo la estabilidad del compuesto ante ciclos de congelado-descongelado a
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temperatura ambiente. Se realizé ante tres ciclos de sometimiento. Esta prueba
proporciond informacion sobre la estabilidad de las muestras ante posibles re-
analisis, lo que implicé periodos de congelacion-descongelacion. Para evaluar
esta prueba se cargaron muestras de plasma con las concentraciones de los
puntos de control de calidad, bajo, medio y alto, por triplicado, se sometieron a
un periodo de congelacion a -80 °C (REVCO), se descongelaron a temperatura
ambiente, se repite este ciclo en tres ocasiones y en este ultimo ciclo se

realiza el analisis de las muestras.

Para evaluar estas muestras se realiz6 una curva de calibracion y un
triplicado de los puntos de control de calidad (bajo, medio y alto) las cuales
fueron preparadas en el momento y sirvieron de comparacién para evaluar las
muestras sometidas a la prueba. En la tabla 14 se muestran los resultados de
la prueba realizada para lopinavir y en la tabla 15 los resultados de la prueba

para ritonavir.

Estabilidad de lopinavir en ciclos de congelado-descongelado.

Puntos de Control | Concentracion Promedio Promedio Recobro (%)
de Calidad Tedrica Muestras sin Muestras Muestras
(ug/ml) sometimiento a sometidas a la sometidas a la
la prueba = DE prueba + DE prueba
Nivel Bajo 0.4 0.39+0.01 0.37£0.02 92.5
Nivel Medio 4 3.8+0.03 4.1+0.17 102.5
Nivel Alto 40 39.91 + 0.55 4477 £ 2.7 111.925

Tabla 14. Estadistica de la prueba de estabilidad del compuesto (lopinavir) ante ciclos de
congelado-descongelado en plasma humano.
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Estabilidad de ritonavir en ciclos de congelado-descongelado.
Puntos de Control | Concentracion Promedio Promedio Recobro (%)
de Calidad Tedrica Muestras sin Muestras Muestras
(ng/ml) sometimiento a sometidas a la sometidas a la
la prueba = DE prueba = DE prueba
Nivel Bajo 0.4 0.42 +£0.01 0.42 +0.04 105
Nivel Medio 4 3.7+£0.05 3.63+0.42 90.75
Nivel Alto 40 37.94+ 0.42 42.43 £ 2.60 106.07

Tabla 15. Estadistica de la prueba de estabilidad del compuesto (ritonavir) ante ciclos de
congelado-descongelado en plasma humano.

De acuerdo a los resultados estadisticos la prueba cumpli6 con los
criterios de aceptacion y el compuesto no se afecté ante el sometimiento a las

condiciones de la prueba.

3.-Estabilidad a largo plazo: En esta prueba se avalu6 la estabilidad de la
muestra ante las condiciones de almacenamiento hasta el analisis de las
mismas. En nuestro caso se almacenaron las muestras a -80 °C en
ultracongelador por un periodo de 30 dias de almacenamiento. Se cargaron
muestras de plasma con las concentraciones de los puntos de control de
calidad, bajo, medio y alto, por triplicado, se sometieron a un periodo de
congelacion a -80 °C durante 30 dias, posteriormente se realiz6 el analisis. En
la tabla 16 se muestran los resultados estadisticos de la prueba de estabilidad
a largo plazo del compuesto. Por otro lado en la tabla 17 se muestra los

resultados de esta prueba para ritonavir.
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Estabilidad de lopinavir a largo plazo.

Puntos de Control | Concentracion Promedio Promedio Recobro (%)
de Calidad Tedrica Muestras sin Muestras Muestras
(ng/ml) sometimiento a sometidas a la sometidas a la
la prueba = DE prueba * DE prueba
Nivel Bajo 0.4 0.353 £ 0.02 0.365 £ 0.01 91.25
Nivel Medio 4 4.033+0.2 3.879 £ 0.03 96.97
Nivel Alto 40 42.117 £ 0.46 44573 + 3.44 111.43

Tabla 16. Estadistica de la prueba de estabilidad del compuesto (lopinavir) en periodo de
almacenamiento a largo plazo (30 dias).

Estabilidad de ritonavir a largo plazo.

Puntos de Control | Concentracion Promedio Promedio Recobro(%)
de Calidad Tedrica Muestras sin Muestras Muestras
(ug/ml) sometimiento a sometidas a la sometidas a la
la prueba = DE prueba + DE prueba
Nivel Bajo 0.4 0.363 £ 0.02 0.353 £ 0.02 88.25
Nivel Medio 4 3.56 + 0.03 3.515+0.04 87.87
Nivel Alto 40 37.767 £ 0.34 37.99+0.44 94.97

Tabla 17. Estadistica de la prueba de estabilidad del compuesto (ritonavir) en periodo de
almacenamiento a largo plazo (30 dias)

Esta prueba nos indico la estabilidad del compuesto en las condiciones de

almacenamiento hasta su andlisis.

4.-Estabilidad de la muestra procesada: En esta prueba se evalud la
estabilidad de las muestras en un periodo de 24 posterior a su analisis y
almacenadas en el automuestreador. Para evaluar esta prueba se programé
una corrida analitica con una duracién de 24 h. Se cargaron muestras de
plasma con las concentraciones de la curva de calibracién y las de los puntos

de control de calidad bajo, medio y alto por triplicado (solo los puntos control).
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Se inyectaron las muestras control a determinados tiempos posterior al

inicio de la corrida analitica, se evaluaron a las 8, 12, 18y 24 h.

La figura 14 muestra las graficas de exactitud de la prueba realizada
durante 24 h para evaluar la estabilidad del lopinavir y en la figura 15 se
muestra las graficas de exactitud de la prueba realizada durante 24 h para

evaluar la estabilidad del ritonavir.
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Figura 14. Estabilidad de lopinavir en un periodo continio de 24h en el automuestreador o
autoinyector. En la gréfica A se muestra la exactitud del nivel bajo, en la gréfica B se muestra el
nivel medio y en la grafica C se muestra el nivel alto de los puntos de control de calidad.
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Figura 15. Estabilidad de ritonavir en un periodo continuo de 24 h en el automuestreador o
autoinyector. En la gréfica A se muestra la exactitud del nivel bajo, en la gréafica B se muestra el
nivel medio y en la grafica C se muestra el nivel alto de los puntos de control de calidad.
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En todas las pruebas de estabilidad se analizé una curva de calibracion y
un triplicado de los puntos de control de calidad procesados en el momento y
los cuales fueron la referencia para comparar las muestras sometidas a la
prueba evaluada. De esta manera se obtuvo un resultado directo comparando
el recobro de las muestras de prueba respecto a las muestras de referencia, el

cual debe estar dentro del 85 a 115% respecto al valor tedrico.

6.2.4. Inactivacion de las Muestras Infecciosas.

Para manipular las muestras de los pacientes VIH positivos, se realiz6 un
prueba de estabilidad previamente a temperatura ambiente 20 horas, de tal
manera que siguiendo la programacion del analisis, las muestras se colocaron
en una campana de extraccidbn y permanecieron ahi durante 20 horas,
transcurrido este tiempo se procesaron de acuerdo al proceso de
semipurificacion del método analitico. Esta prueba permitié la inactivacion del
virus y no afectd la estabilidad de los compuestos de interés. Este

procedimiento se realizd previo a cada corrida de analisis.

6.2.5. Andlisis de Muestras.

Las muestras de plasma para la determinacion de LPV, se manipularon
con las medidas de seguridad necesarias para el manejo de muestras
potencialmente infecciosas. Se realiz6 una programacion de analisis, siguiendo
el proceso de semipurificacion descrito, de esta manera se determinaron las

concentraciones plasmaticas de LPV.

La estabilidad de compuesto LPV/RTV quedd evidenciada ante las

pruebas realizadas para evaluarla: muestras sometidas a ciclos de congelado-
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descongelado, temperatura ambiente ( o periodo de reposo), almacenamiento a
largo plazo en el ultracongelador (-80 °C) y ante 20 h a temperatura ambiente

para inactivacion del VIH.

6.3. Validacion del Método Analitico para la determinacion de las

concentraciones urinarias del 6BOHCortisol.

La validacién del método analitico para la determinacién de 6ROHCortisol
se apego a lo descrito en la NOM-177-SSA1-1998. Al igual que en la validacion
del método analitico para determinar LPV, en este método se desarrollaron las
pruebas descritas anteriormente, realizando solo algunas variaciones

necesarias en dichas pruebas.

6.3.1.-Condiciones Cromatogréficas.

Se utilizé como fase mévil una mezcla de 82% de amortiguador de
NaH,PO, 0.05M a pH 3 (ajustado con acido acético glacial) y 18% de
acetonitrilo. El flujo de trabajo fue de 1 ml/min, longitud de onda de 245 nm. La
temperatura de la columna fue de 35 °C y la temperatura de la muestra fue de 5
°C. El proceso de semipurificacién seleccionado fue el que se describe a

continuacion:

6.3.2. Proceso de semipurificacién de las muestras

= En un tubo coénico de rosca de 15 ml se agregaron 1.5 ml de agua
desionizada (durante la validacion u orina cuando se procesaron

las muestras de los pacientes).
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= Se agregaron 150 pL del estandar de 6ROHCortisol y se agité en

vortex durante 20 segundos.
= Se adicion6 500 pL de NaOH 1 M.

= Se agregaron 5 ml de una mezcla de acetato de etilo:pentano en

proporciones 70:30, se tapan perfectamente.
= Se centrifug6é a 3500 rpm durante 6minutos.

= Se transfirio el solvente (que se encontr6 en la parte superior del

tubo) a un tubo de boca ancha.
= Se evaporo en bafio maria a 50°C, bajo aire hasta la sequedad.

= Mientras transcurrio el tiempo de evaporacion, se realiz6 una

segunda semipurificacion.

= Al tubo de rosca que contenia la primera parte del proceso (el
agua u orina), nuevamente se agregé 5 ml de la mezcla de
acetato de etilo: pentano (70:30), se centrifugd y el sobrenadante

se transfirié al tubo de boca ancha previamente evaporado.

= Se repitié el procedimiento para realizar una segunda evaporacion

en bafio maria a 50 °C.

= Una vez secos los extractos, se adicioné 150 puL de una mezcla

de metanol:agua (50:50), se agitan en vortex a maxima velocidad.

= Se inyect6 60 pL al sistema cromatografico.

6.3.3. Validacion.

a). Selectividad. La prueba de selectividad en este caso no se realizo
analizando 6 muestras bioldgicas provenientes de sujetos distintos, ya que se

utilizd agua desionizada como el medio que contiene el analito de interés
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(6ROHCortisol), puesto que estamos evaluando una sustancia endégena y no
podemos tener una matriz biolégica libre de farmaco. Por ello solo se buscé un

método de semipurificacion que permitio la separacion adecuada del 6ROH

Cortisol.
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Figura 16. Cromatogramas. En la imagen (A) se encuentra el cromatograma de una
inyeccién de soluciones estandar de 6BOHCortisol; en la imagen (B) se observa una muestra
de matriz utilizada en la validacién (agua) libre de farmaco, en la imagen (C) se observa una
muestra de agua cargada con un concentracién de la curva de calibracién de 6BOHCortisol. En
la imagen (D) se observa la muestra de un paciente en tratamiento con 6BROHCortisol.
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b). Intervalo de Calibracién. El rango de concentraciones empleado se
determiné tomando en cuenta las concentraciones obtenidas en otros estudios
realizados (Lykkesfeldt y cols, 1994; Zhi Chen y cols, 2003) y fue de 50, 100,
150, 250, 500 y 1000 ng/ml de 6ROHCortisol. Las concentraciones establecidas
como puntos de control de calidad en los niveles bajo, medio y alto fueron: 75,
400 y 750 ng/ml de 6ROHCortisol respectivamente.

c)._Linealidad. Se evalu6 la linealidad del método analitico en el intervalo
de calibracién de trabajo (50 a 1000 ng/ml de 6ROHCortisol). EI medio donde
se evalué el compuesto de interés fué agua desionizada por las razones antes
expuestas, siguiendo el proceso de semipurificacién descrito para este método
analitico. Se inyectaron al sistema 60 pyL de cada uno de los extractos que
contienen el 6BROHCortisol. Al finalizar la prueba se evalué la pendiente cuyo
valor fue de 1.08, la interseccién de -17.08 y el coeficiente de correlacién de
0.999. En la figura 17 se muestra la grafica de la prueba de linealidad de

método analitico.
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Figura 17. Linealidad del método analitico para la determinacion de 680OHCortisol, cada punto
representa los promedios de las concentraciones del intervalo de calibracion.
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De acuerdo a los criterios de aceptacion que se sefialaron en al método
anterior este prueba cumple con los criterios de aceptacion. Por lo tanto el

meétodo demostro ser lineal.

d)._Precision y Exactitud. Se avalud la precision y exactitud del método,

analizando las concentraciones de los puntos de control de calidad en los
diferentes niveles (bajo, medio y alto): 75, 200 y 750 ng/ml de 6ROHCortisol. Se
realiz6 la prueba tal y como se describe en el método anterior. Se evaluaron las
concentraciones de 6ROHCortisol en agua desionizada y se realiz6 la prueba
en un mismo dia (para evaluar repetibilidad) y en dias diferentes
(reproducibilidad). En ambas pruebas el coeficiente de variacion fue menor o
igual al 15% para la precision, es decir las concentraciones medidas pueden
encontrarse entre el 85y 115% de exactitud respecto al valor tedrico. La tabla
18 muestra los resultados estadisticos de la prueba realizada para la
repetibilidad del método analitico.

Repetibilidad del método analitico
6l OHCortisol
Puntos de Control | Concentracion | Promedio (n=6) C.V. (%) Exactitud (%)
de Calidad Tedrica Intradia + DE
(ng/ml)

Nivel Bajo 75 73.30+4.71 6.42 97.73
Nivel Medio 200 198.22 +11.73 5.92 99.11
Nivel Alto 750 752.04 + 40.15 5.34 100.77

Tabla 18. Estadistica de la repetibilidad del método analitico para la determinacion de 68R0OH
Cortisol en muestras de orina.

Esta prueba cumpli6 con los criterios de aceptacion al obtener un
coeficiente de variacion menor o igual al 6.42% para cada una de las
determinaciones (puntos control), es decir las concentraciones medidas se

encontraron entre el 85y 115% del valor tedrico permitido.
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En la tabla 19 se muestran los resultados de la prueba realizada para
determinar la reproducibilidad del método analitico para determinar 6R0OH

Cortisol en orina.

Reproducibilidad del método analitico
6ROHCortisol
Puntos de Control | Concentracion | Promedio (n=6) C.V. (%) Exactitud (%)
de Calidad Tedrica Interdias £ DE
(ng/ml)

Nivel Bajo 75 79.03 £ 2.59 3.28 105.38
Nivel Medio 200 201.71 + 15.83 7.85 100.85
Nivel Alto 750 828.10 + 16.51 1.99 110.4

Tabla 19. Estadistica de la reproducibilidad del método analitico para la determinacion de
6ROHCortisol en muestras de orina.

e)._Estabilidad. Dentro las pruebas que permitieron las condiciones de
trabajo y de almacenamiento fueron las pruebas de estabilidad del compuesto
de interés. En este caso se evaluaron las concentraciones preparadas en agua
desionizada cargada con el estandar de 6ROHCortisol, analizadas en los tres
niveles bajo, medio y alto (75, 400 y 750 ng/ml) por triplicado y fueron
sometidas a temperatura ambiente por un tiempo estimado equivalente al
tiempo requerido para su procesamiento y para ello se evaluaron 4 horas de
reposo en la mesa de trabajo. Las muestras sometidas a la prueba se
compararon con un triplicado de concentraciones iguales pero procesadas en
el momento. De esta manera se obtuvo el resultado directo comparado el
recobro de las muestras sometidas a la prueba, el cual se encontré dentro del

85 a 115% respecto al valor tedrico.

6.3.4. Analisis de muestras de orina.

Las muestras de orina para la determinacibn de 6RBOHCortisol, se

manipularon con las medidas de seguridad que requiere un muestra
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potencialmente infecciosa. Se realizd una programacion del analisis, siguiendo

el proceso de semipurificacién descrito para este método se determinaron las

concentraciones de este metabolito endégeno 6R8OHCortisol.

6.4. Método de ELISA para la determinacion del Cortisol en muestras de

orina.

Siguiendo las instrucciones para la preparacion de las muestras en el Kit

de Cortisol la técnica utilizada fue la siguiente:

Se diluyé 1:1 la muestra de orina con el buffer (amortiguador) de
incubacion (50 pL + 50 pL)

Se colocaron 10 uL en el “microplato” de cada uno de las soluciones

estandar de Cortisol y los puntos control, por duplicado.

Se colocaron 10 L en el “microplato” las muestras de orina (diluidas)

para analizar por duplicado.

Se agregaron 300 pL del conjugado diluido 1:100 y agitaron

suavemente.
Se incubaron a 37 °C, durante 1 hora.

Se lavaron los pozos del “microplato” con 400 yL de agua destilada, en

dos ocasiones.

Se adicionaron 100 pL del sustrato-TMB a cada una de las muestras (en

los pozos).

Se incubaron a temperatura ambiente en la oscuridad durante 15

minutos.
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= Se agregaron 100 pL de la solucién STOP a cada una de las muestras

para detener la reaccion.

» La lectura de absorbancia se realizé a 450 nm en el equipo para las
lecturas de ELISA.

Cada analisis realizado se evalu6 con una curva de calibracion, ambos

puntos de control bajo y alto de concentracion conocida.

6.5. Cronologia del Estudio
6.5.1. Tiempos de muestreo.

Para realizar la presente investigacion fue necesario tener al menos 3
muestras sanguineas de cada uno de los pacientes, tomadas en tiempos
distribuidos estratégicamente en el intervalo de dosificacion de
lopinavir/ritonavir. La asignacion de los tiempos de muestreo se realizd
mediante una tabla de numeros aleatorios (realizada en el programa Excel),
para una mejor distribucion del tiempo de muestreo entre los pacientes
participantes en el estudio. Se realiz6 una programacion de los tiempos de
muestreo en un intervalo de 12 h (ya que la presentacion de lopinavir/ritonavir
se administra cada 12 h). Se tomaron 3 muestras a cada uno de los pacientes
participante en el estudio de farmacocinética poblacional, la primer muestra se
tomdé en ayunas y previo a la administracion de la dosis de la mafana, al
mismo tiempo se tomaron las muestras para realizarles los estudios de
laboratorio (biometria hematica, quimica sanguinea, examen general de orina)
y de infectologia (carga viral, conteo de CD4 y CD8). La segunda y la tercera
muestra para la farmacocinética poblacional fueron tomadas acordes al tiempo
de muestreo asignado al azar. Las combinaciones de tiempo de muestreo

utilizadas se describen en la tabla 20.
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Codificacion de Horario de toma de Horario de toma de
combinacion de muestra (h) muestra (h)
muestreo

1 0.5 5

2 1 6

3 2 8

4 3 9

5 4 11

Tabla 20.-Combinaciones de los tiempos de muestreo utilizados para la asignacién de las
tomas de muestras (segunda y tercera muestra) para cada paciente participante en el estudio.

Estas codificaciones se asignaron a los participantes siguiendo el orden

de la tabla de nidmeros aleatorios.

6.5.2. Desarrollo del Estudio

Se realizd un invitacién de manera directa o via telefénica a los pacientes
gue asisten a monitoreo viroldégico a la clinica de infectologia CIENI, se les
explico el protocolo de estudio, asi como, la finalidad del estudio y la manera en
que se iba a llevar a cabo. El paciente que aceptd participar firmoé su hoja de
consentimiento informado por escrito y por duplicado (ya que una copia del
mismo es requerida para su posterior archivo) y se programo su asistencia para

su participacion al estudio.

De acuerdo a la programacion de participacion y disposicion de los
pacientes se desarroll6 el estudio. La principal indicacion para los participantes
fue disponibilidad durante todo el dia de la participacion por el intervalo de

tiempo necesario para el muestreo. La logistica de desarrollo del estudio fue
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asistir a la clinica de infectologia CIENI del INER a partir de las 7:30 am a 8:30
am en ayunas Yy llevar una muestra de orina (la primera de la manana) y el
medicamento antirretroviral (esquema que incluye lopinavir/ritonavir) y
concomitante. En la clinica de infectologia donde se cont6 con las instalaciones
adecuadas de bioseguridad, se realiz6é la primer toma de muestra sanguinea
(previa a la dosis de la mafiana) asi como, las muestras para los estudios de
laboratorio clinico y de infectologia. Posteriormente el paciente se trasladoé a la
Unidad de Investigacion en Farmacologia (UIF) ubicada en el pabellon nimero
6 del INER. En la UIF, se realizaron las mediciones antropométricas, como
peso, talla, IMC. Se les aplic6 una encuesta breve que permitié conocer el
esquema antirretroviral completo, los medicamentos concomitantes, algunos
habitos (fumar, consumo de alcohol), posibles padecimientos y reporte de
posibles eventos adversos o indeseables referentes al tratamiento. Terminada
la encuesta se le indico a cada participante el horario de toma de la segunda y
tercera muestra sanguinea, mismas que se realizaron en las instalaciones de la
clinica de infectologia. El dia de participacion en el estudio, se les proporcion6
a los pacientes el desayuno y la comida, para tener una estancia lo mas

coémoda posible, sobre todo por el tiempo que implicé la metodologia.

Al término de las tres tomas de muestras necesarias para la
farmacocinética poblacional, el paciente concluy6 su participacion y siguiendo
las indicaciones del laboratorio de infectologia y del laboratorio clinico, el

paciente regreso por los resultados de las pruebas laboratorios.

Al final del dia del estudio, se recogieron las muestras de los participantes
en la clinica de infectologia. Las muestras de plasma y orina se trasladaron en
condiciones de alta bioseguridad a las instalaciones de la UIF, donde se

almacenaron a una temperatura de -80 °C para su posterior andlisis.
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6.6. Andlisis Estadistico.

En el analisis de los datos demograficos para realizar estadistica
descriptiva de la poblacién participante se utilizd el programa Excel 2007. Para
el andlisis farmacocinético poblacional de las concentraciones plasmaticas de
LPV y RTV, se utilizé el software NONMEM version V, considerado como el
“‘estandar de oro” en el abordaje poblacional, empleando el método de
minimizacion de primer orden (Fog;). El software Xpose2 permitié la obtencion

de los graficos ponderados en el andlisis farmacocinético poblacional.

6.7. Consideraciones Eticas

Esta investigacion se aprobo por el comité de Ciencia y Bioética del INER.
El estudio realizado es considerado de riesgo menor al minimo de acuerdo a
los lineamientos de la secretaria de salud. Los pacientes patrticipantes firmaron
una carta de consentimiento informado de manera voluntaria previo a su

participacion.

6.8. Costos del Estudio

Esta investigacion se realiz6 con los recursos del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias y del Instituto Politécnico Nacional, de tal manera

gue no tuvo costo alguno para los pacientes participantes.
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VIl. Resultados
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7.1. Datos de la poblaciéon de estudio

Se incluyeron 50 pacientes VIH positivos, 4 mujeres y 46 hombres. La
edad de los mismos oscil6 entre los 28 y 66 afios de edad, el peso entre los
36.5y 109 kg, vy la talla entre los 142 y 178 cm. Presentaron un indice de masa
corporal (IMC) que oscilé entre 14.43 y 35.18 kg/m?. En la tabla 21 se muestran
los valores de la media y desviacion estandar de los parametros demograficos
de los pacientes, asi como la informacion de otros ARV incluidos en el

esquema de tratamiento.

Caracteristica (n=50) Media Intervalo
+ (D.E) Max-Min

Género

Masculino 46

Femenino 4

Edad (afios) 39+8.14 28 - 66

Talla (cm) 166.33 +6.74 142 - 178

Peso (kg) 65.96 + 13.34 36.5-109

IMC (kg/m*) 23.75+6.51 14.43-35.18

Dosis (mg/ml) 400/100 LPV/RTV

ARV concomitantes Porcentaje % (n=50)

LPV + Emtricitabina/Tenofovir 40

LPV + Efavirenz 8

LPV +Lamivudina /Zidovudina 24

Avacavir 10

Otros 12

Tabla 21. Datos demogréficos de la poblacién participante en el estudio, se muestran los
valores de la media y desviacion estandar, asi como los medicamentos antirretrovirales de
mayor frecuencia en el esquema de tratamiento de los pacientes.
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La historia clinica de los pacientes nos proporcioné informacién referente
a ciertos eventos adversos, que se pueden asociar a la terapia antirretroviral y

a la condicién de la infeccién por VIH.

Un proporcion importante de los participante refirieron nauseas posterior
al inicio de la terapia y presentes a la fecha, también se documenté la
presencia de diarreas frecuentes y manifestaciones de lipodistrofia evidentes y
referidas por el paciente. En la tabla 22 se muestra el porcentaje de los eventos

adversos descritos en la poblacion participante.

Eventos Adversos Porcentaje % (n=50)
Diarrea 24

Nauseas 14

Lipodistrofia 44

Reflujo 10

*Debilidad en piezas dentales 4

*No documentado en la literatura

Tabla 22. Eventos adversos reportados en la poblacion de estudio.

Respecto a la presencia de enfermedades concomitantes, 2 pacientes
padecian de diabetes mellitus tipo | e hipertension arterial. Por otra parte, las
pruebas de laboratorio que reflejaron un mayor nimero de anormalidades
fueron el perfil de lipidos entre las cuales se encontraron los parametros de
colesterol y triglicéridos. Los resultados clinicos mostraron hipercolesterinémia,

hipocolesterinémia e hipertriglicerinémia.

Se encontraron niveles de colesterol hasta 3 veces superior a los valores
de referencia 140-200 mg/dL, sin embargo también se encontraron valores por
debajo de estos pardmetros de referencia. Respecto a los valores de

triglicéridos se obtuvieron en algunos pacientes niveles medidos 6 veces




y su posible correlacién con la excrecion urinaria del 6BOHCortisol/Cortisol

mayores a los valores de referencia 50-200 mg/dL, pero en esta evaluacion no
hubo valores medidos inferiores a los de referencia. En la tabla 23 se muestra
en que porcentaje de la poblacion participante se presentaron las

anormalidades descritas.

Anormalidades de Laboratorio Cinico Frecuencia % (n=50)

Hipercolesterinémia 16 32
Hipocolesterinémia 9 18
Hipertriglicerinémia 29 58

Tabla 23.- Parametros elevados en las valores de perfil de lipidos en los estudios de
laboratorio clinico de los pacientes.

Respecto a los resultados del monitoreo virolégico es importante tener en
cuenta que los pacientes participantes en el estudio como se sefial6 en los
criterios de inclusion, son pacientes en monitoreo periddico. En este contexto
los resultados de laboratorio para el monitoreo virolégico se describen en la
tabla 24.

Resultados de Laboratorio de Infectologia

Conteo de CD4 Frecuencia %(n=50)
Valores Normales CD4 6 12
Valores anormales CD4 44 88
Carga Viral Frecuencia %(n=50)
Indetectable (<50copias) 29 58
Detectable (>50copias) 21 42

Tabla 24.-Paramétros del laboratorio de infectologia: conteo de CD4 y Carga Viral.

ESM-IPN [Elep



Farmacocinética Poblacional de lopinavir/ritonavir en pacientes con VIH

La tabla 24 muestra que poco mas de la mitad de la poblacion mantuvo
una buena supresion viral, es decir tiene carga viral indetectable, lo que indica
un nimero minimo de copias viricas. Sin embargo el conteo de linfocitos T CD4

permanecio disminuido en poco menos del 90% de la poblacion participante.

Todos los resultados anteriores permitieron informacion adicional de la
poblacién, aunado con la informacion proporcionada por el cuestionario
contestado por los pacientes, los datos demograficos, clinicos vy
fisiopatologicos, datos que se consideraron covariables en la construccion del

modelo poblacional de lopinavir en presencia de ritonavir.

7.2. Determinacion de las concentraciones plasmaticas de LPV/RTV

mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

Se determinaron las concentraciones plasmaticas de LPV/RTV en las
muestras de los pacientes VIH positivos. Las muestras fueron analizadas
siguiendo el proceso de semipurificacion descrito en la validacion del método.
Se analiz6é una curva de calibracién y un duplicado de los puntos de control de
calidad en los tres niveles, bajo, medio y alto (0.4, 4 y 40 pg/ml LPV/RTV), los
cuales se distribuyeron a lo largo de la corrida analitica de las muestras
plasmaticas. En la figura 18 se observan las 150 muestras plasmaticas
analizadas y las concentraciones plasméaticas obtenidas de lopinavir en el
estado estacionario puesto que los pacientes han estado en tratamiento
antirretroviral con LPV/RTV por tiempo prolongado y se observa una amplia

variabilidad en los valores obtenidos.
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Figura 18. Concentraciones plasmaticas de lopinavir obtenidas del total de 150 muestras
plasméticas analizadas de pacientes en tratamiento con LPV/RTV.

Las concentraciones plasmaticas encontradas fueron entre 2.041 a
31.972 pg/ml de LPV/RTV. De la poblacién participante (n=50), el 52% tiene
concentraciones entre 10.098 a 31.972 ug/ml de lopinavir, este dato se observo
en al menos una de las tres concentraciones medidas de cada uno de los
pacientes. Por otra parte al analizar las muestras tomadas previo a la dosis de
la mafiana tenemos concentraciones promedio de 8.8 pg/ml. En la figura 19,
se grafican las concentraciones de la muestra tomada previa a la dosis de la

mafana y es notoria la amplia variabilidad en los valores obtenidos.
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Figura 19. Concentraciones plasméaticas de LPV obtenidas en la muestra previa a la dosis de
la mafana.

Simultaneamente se determinaron las concentraciones plasméticas de
ritonavir en las muestras 150 muestras plasmaticas de los pacientes VIH
positivos. El andlisis se realiz6 siguiendo el proceso de semipurificacion
descrito en la validacion del método. Se evalu6 una curva de calibracion y un
duplicado de los puntos de control de calidad en los tres niveles, bajo, medio y
alto (0.4, 4 y 40 ng/ml RTV), los cuales se distribuyeron a lo largo de la corrida
analitica de las muestras plasmaticas. En la figura 20 se observan las 150
muestras plasmaticas analizadas y las concentraciones plasmaticas obtenidas
en el estado estacionario en los pacientes que han estado en tratamiento
antirretroviral con LPV/RTV por tiempo prolongado y de igual manera se

observa una amplia variabilidad en las concentraciones plasmaticas obtenidas.
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Figura 20. Concentraciones plasmaticas de ritonavir obtenidas del total de 150 muestras
plasmaticas analizadas de pacientes en tratamiento con LPV/RTV.

Las concentraciones plasmaticas de ritonavir se encontraron en un
intervalo 0.102 a 2.96 pg/ml de ritonavir. Al igual que en lo observado con
lopinavir, las concentraciones previas a la administracion del farmaco fueron
superiores a las reportadas, teniendo un valor promedio de 0.7 pg/ml de
ritonavir. En la figura 21, se grafican las concentraciones de la muestra tomada
previa a la dosis de la mafiana de cada uno de los pacientes y también se
presentd una amplia variabilidad en los valores obtenidos.
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Figura 21. Concentraciones plasmaticas de RTV obtenidas en la muestra previa a la dosis de
la mafiana.

Al graficar las concentraciones medidas de lopinavir en funcion de las
concentraciones de ritonavir se observa una tendencia lineal entre ambas
mediciones, sin embargo se manifiesta una variabilidad en esta tendencia ya
gue algunos puntos no siguen tal perfil. La figura 22 muestra la grafica de

ambas concentraciones.

Concentracion de LPV vs RTV

Concentraciones de LPV

2

Concentracionesde RTV
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Figura 22. Concentraciones plasmaticas de LPV en funcién de RTV.
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7.3. Determinacién de la concentraciones de 6ROHCortisol en orina.

Se determinaron las concentraciones del metabolito del Cortisol (el
6ROHCortisol) en las muestras de orina (la primera de la mafana) de los
pacientes VIH positivos. Las muestras se analizaron siguiendo el proceso de
semipurificacion descrito en la validacion del método. Se analizé una curva de
calibracion y un duplicado de los puntos de control de calidad en los tres
niveles, bajo, medio y alto (75, 200 y 750 ng/ml de 6ROHCortisol), los cuales se

distribuyeron a lo largo de la corrida analitica en el analisis de muestras.

Las concentraciones obtenidas fueron muy variables, se distribuyeron en
un intervalo de 160 a 936.704 ng/ml de 6ROHCortisol en orina.

En algunas muestras fue imposible la determinacién del 6BOHCortisol, ya
que el valor obtenido fue aberrante y como el analito de  interés es un
compuesto endbégeno no tenemos muestra alguna libre del mismo, que nos

sirva de referencia como una muestra blanco libre del compuesto.

7.4. Determinacion del Cortisol en orina mediante reaccién inmunolégica

através de la técnica de ELISA.

Se realizaron las determinaciones de Cortisol en las muestras de orina de
los pacientes participantes. El andlisis se realiz6 por duplicado utilizando la
técnica de inmunoensayo (ELISA). El Kit utilizado para realizar el analisis fue
sensible (1 a 500 ng/ml) a las concentraciones medidas, las cuales se

encontraron en un intervalo de 4.92 a 308.21 ng/ml de Cortisol en orina.
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7.5. Determinacion de la relacién de la excrecién urinaria del
6ROHCortisol/Cortisol.

Las mediciones para el 6l3OHCortisol y para el Cortisol en las muestras
de orina fueron muy variables y fue imposible la cuantificacion de alguno de los
componentes en varias muestras, ya que se obtuvieron valores aberrantes que
no tenian logica de acuerdo a la literatura. Las razones anteriores fueron un
inconveniente que no permitieron establecer una correlacion entre el

6ROHCortisol/Cortisol para todos los pacientes.

Sin embargo en un 46% de la poblacion participante si se logro
establecer la correlacion del 6ROHCortisol/Cortisol, obteniendo en promedio

una correlacion de 3.856. En la tabla 25 se muestran los resultados de la

correlacion.
Excrecion urinaria del 6BOHCortisol/Cortisol
Pacientes VIH+ 6ROHCortisol Cortisol (ng/ml) Correlacion
(ng/ml) R60OHC/C
23 (46%) 655.48 169.97 3.85

Tabla 25. Concentraciones de 6ROHCortisol y Cortisol en la primera orina de la mafana de
pacientes con VIH en tratamiento con LPV/RTV.

7.6. Construccion del Modelo Farmacocinético Poblacional de Lopinavir

De acuerdo al desarrollo metodolégico del estudio, en el cual solo se tiene
un numero limitado de muestras por paciente, se realizd un analisis
farmacocinético poblacional empleando “modelos no lineales de efectos
mixtos”. En la figura 23 se muestra el procedimiento de este modelaje de

acuerdo a las recomendaciones propuestas por la FDA:




y su posible correlacién con la excrecion urinaria del 6BOHCortisol/Cortisol

Colectar los datos

Revision y seleccién de
datos.

\ 4
Desarrollo del modelo farmacocinético basico y obtencién de los
estimados iniciales de los parametros farmacocinéticos

A 4
Andlisis exploratorio de la relacién que guardan los parametros
farmacocinéticos y las covariables

A 4
Clasificacion de covariables en orden de importancia

\ 4

Incorporacion de las covariables en el modelo farmacocinético:

1. Incluir cada una de las covariables a su vez en cada
pardmetro farmacocinético

2. Probar el modelo obtenido y repetir el mismo procedimiento
para cada parametro farmacocinético

3. Evaluar el valor de la Fog;

Construir el modelo farmacocinético completo para probar las
covariables en todas las combinaciones

\ 4

Remover una por una las covariables del modelo farmacocinético

completo hasta mantener solo aquellas que produzcan un efecto
significativo

Figura 23 Esquema general para la construccion de un modelo de efectos mixtos (FDA,
1999; Dominguez-Gil, 2005; Herrera 2006).

La construccion del modelo de poblacién se realiz6 con la ayuda del
programa computacional NONMEM version V (UCSF, San Francisco, CA,
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USA), empleando el método de minimizacién de primer orden (Fog;). Este
modelo se realizé considerando tres etapas: el desarrollo del modelo
estructural, el desarrollo de los modelos de error interindividual y residual, y los

modelos de inclusion de covariables.

7.6.1. Primera Etapa: Modelo Poblacional Basico en Pacientes VIH

positivos.

El modelo béasico se caracterizé por describir adecuadamente los datos
generados en el estudio, pero sin relacionar parametros farmacocinéticos con

indicadores clinicos/fisiopatolégicos individuales.

En esta etapa se optimizaron poblacionalmente los parametros del
modelo farmacocinético (aclaramiento, volumen aparente de distribucion y
constante de absorcion del modelo cinético) es decir, los parametros comunes
a toda la poblacion de estudio. EI modelo farmacocinético que describié mejor
el curso temporal de las concentraciones de lopinavir fue un modelo
monocompartamental con absorcion y eliminacibn de primer orden. Las
subrutinas utilizadas fueron ADVAN 2 y TRANS 2. Los parametros estimados
fueron depuracion (CI/F), volumen de distribucién (Vd/F) y la constante de
absorcién (Ka). En la figura 24 se observa la gréfica representativa del modelo

descrito.

[N e ; N
| Lopinavir/ritonavir |
Ke
Ka Distribucion Uniforme ‘ }
4 (Proceso de Primer Orden) | 4

Figura 24.-Modelo farmacocinético monocompartamental con absorcién y eliminacion de

primer orden.
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Posteriormente se probaron varios modelos de error interindividual y
residual, y el mejor modelo para evaluar la variabilidad interindividual y la
variabilidad residual en los parametros, fue el modelo de error exponencial, en
ambos casos. El modelo poblacional basico antes descrito estimdé que los
valores tipicos de la poblacion para los parametros cinéticos fueron: CL 14.53
L/h, el volumen de distribucién 40.9 L y la constante de absorcién 2.25 h™. En

la tabla 26 se muestran los estimados sefalados.

Parametros Estimado Variabilidad Variabilidad Residual
Interindividual (%) (%)
CI/F (L/h) 14.53 140
V/F (L) 40.9 40.12 35.21%
Ka (h™) 2.25 1.21

Tabla 26.-Pardmetros estimados por el modelo basico o estructural generado por el NONMEM.

La variacion interindividual que se obtuvo para cada uno de los
parametros promedio estimados fue de 140% para el CL/F, 40.12% para el V/F
y 1.21% para la Ka, con una variabilidad residual (interindividual) del 35.21%.

Estos datos indican que la mayor variabilidad en los parametros
farmacocinéticos puede estar dada por la amplia variabilidad existente en la
depuracion. El valor de la funcion objetivo ( Fogj) en este modelo basico fue de
499.35

Se realiz6 un analisis grafico con la ayuda del programa Xpose2, se
observaron las siguientes graficas donde se calcula la relacion entre la
prediccion media y las observaciones (mediciones). Las figuras 25, 26, 27 y 28
muestran la bondad de ajuste de las observaciones, predicciones y residuales

ponderados calculados.
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Figura 25. Bondad de ajuste de las predicciones medias poblacionales estimadas para toda la
poblacién y las observaciones medidas, de los datos analizados de lopinavir.
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Figura 26. Bondad de ajuste de las predicciones individuales y las observaciones medidas, de

los datos analizados de lopinavir.
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Figura 27. Bondad de ajuste de los residuales ponderados poblaciones en funcién del tiempo,

de los datos analizados de lopinavir/ritonavir.
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Figura 28. Grafica de bondad de ajuste de los residuales ponderados y las observaciones de

los datos analizados de lopinavir/ritonavir.
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Del Modelo Estructural Bésico se pasa a una segunda etapa, en la que
se construye un Modelo Estructural Intermedio en el cual se incorporan las

covariables que son estadisticamente significativas.

7.6.2 Segunda etapa: modelo intermedio. Estudio y seleccion de las variables

predictoras o covariables.

En esta etapa se realizd la seleccion preliminar de las covariables
individuales que pudieran afectar los procesos de depuracion, distribucion y la
constante de absorcion. Esta seleccion se realizo de forma automatizada con el
programa XPOSE (Mandema vy cols, 1991; Jonsson Yy Carlsson, 1999), y los
modelos propuestos por Xpose se probaron en el NONMEM. El procedimiento
empleado en el Xpose se llama andlisis por modelos aditivos generalizados o
GAM (Generalized Additive Model), con el objeto de establecer las posibles
correlaciones con las covariables incluidas en el estudio. La forma en que se
analizaron fue adicionando covariable por covariable y evaluando la
significancia que genera para explicar la varianza. Posteriormente, se adicionan
mas de una covariable a la vez, hasta que se realizan todas las posibles
combinaciones de covariables (Mandema y cols., 1991; Herrera Carranza,
2006).

En este analisis se explord la relacién entre los parametros de constante
de absorcion, volumen de distribucidbn y depuracién con las covariables
continuas peso corporal (kg, PESO), estatura (cm, TALL), indice de masa
corporal (kg/cm?, IMC), edad (afios, EDAD), influencia del inhibidor ritonavir
(CRTV). De igual manera se exploro la influencia de las variables categoricas
género (hombres, mujeres; SEXO), formulacion farmacéutica (capsula=1,
tableta=2; FF), administracion de otros medicamentos (0 = ausencia, 1 =
presencia, MED), y la relacion del 6BOHCorisol/Cortisol (CORT) como
indicador de la actividad del CYP3A4.
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El analisis grafico en Xpose proporciond las siguientes gréficas que se
muestran en la figura 29 sobre la influencia de las covariables probadas sobre
los parametros farmacocinéticos. Es importante sefialar que la covariable de la

relacion del 6ROHCorisol/Cortisol (CORT) no mostr6 una influencia

significativa.
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Figura 29. Exploracién grafica realizada en Xpose de la relacion que guardan las covariables
analizadas con la depuracion.

En la figura 29 se observa que las covariables probadas y la influencia
de las mismas sobre la depuracion. Se observé que la mejor correlacion con la

depuracion de lopinavir esta dada por la EDAD y la concentracion de ritonavir
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(CRTV) ya que los valores dados por estas covariables se acercan al estimado
inicial obtenido que fue CL/F 14.53 L. Ademas en cuanto a la variable
categorica género (SEXO) mostré una depuracion menor en el género
femenino con respecto al género masculino. Por el contrario el resto de las
variables probadas se observa que se distribuyen alrededor de la media

estimada para la depuracion, lo que nos indicdé una menor correlacion.

Con respecto al volumen de distribucion el analisis grafico proporciond
las siguientes graficas que muestra la figura 30.
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Figura 30. Exploracién grafica realizada en Xpose de la relacion que guardan las covariables
analizadas con el volumen de distribucién.

En la figura 30 se muestran la gréaficas del analisis GAM de la relacién
entre las covariables probadas y la influencia de las mismas sobre la
depuracion. Se observa que la mejor correlacién con el volumen de distribucion
de lopinavir estuvo dada por el PESO, esto es notorio ya que los valores dados

por esta covariable permite que los datos se aproximen de forma lineal al
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estimado inicial obtenido que fue 40.9 L. Ademés que el género muestra un Vd
menor en el género femenino con respecto al género masculino. En cuanto al
resto de las variables probadas se observo que se distribuyen alrededor de la

media estimada para el Vd, lo que nos indicé una menor correlacion.

En lo que se refirié a la constante de absorcién tenemos que el analisis
grafico que se muestra en la en la figura 31 muestra las graficas del analisis
GAM de la relacion entre las covariables probadas y la influencia de las mismas
sobre la Ka. Se observa que la mejor correlaciéon con la constante de absorcién
de lopinavir esta dada por la concentracion de ritonavir (CRTV). Esta influencia
muy notable puesto que los valores dados por esta covariable permite que los
datos se aproximen a la media del estimado inicial obtenido que fue 2.42 (h™).
Ademas que el género muestra una constante de absorcion ligeramente menor
en el género femenino con respecto al género masculino. Por el contrario el
resto de las variables probadas se observo que se distribuyen alrededor de la

media estimada para el Ka, lo que nos indicé una menor correlacion.
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Figura 31. Exploracién grafica realizada en Xpose de la relaciéon que guardan las covariables
analizadas con la constante de absorcion.

Después de hacer una preseleccion inicial, se seleccionaron las
covariables mas importantes y se exploré la relacion existente entre la
covariable y el parametro farmacocinético. Finalmente, con base en el criterio
estadistico de Akaike que nos indica que tanta correlacién existe entre el
pardmetro farmacocinetico poblacional y las covariables evaluadas, se
seleccion6 aquella combinacién de covariables que produjo el menor valor del
criterio de Akaike (Akaike, 1974), ya que un valor menor en este criterio nos
indic6 una mayor correlacion entre el pardmetro farmacocinético y las

covariables evaluadas.

En la tabla 27 se muestra cada uno de los modelos GAM obtenidos para
la depuracion y el valor de Akaike (AIC) para cada una de las combinaciones

de covariables.
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Modelo Aditivo General (GAM) AIC
Modelo Estructural 54.558
CL ~ GENERO (SEXO) 55.502
CL ~EDAD 53.564
CL ~PESO 55.0699
CL ~ CRTV 52.917
CL ~ GENERO + CRTV 54.824
CL ~EDAD + CRTV 52.2284
CL ~ PESO + CRTV 53.9729
CL ~ TALLA + CRTV 55.0568

Tabla 27. Modelos proporcionados por Xpose para explorar la correlacién de las covariables a
través del criterio de akaike con depuracion (CL).

Se observé que la combinacién de covariables que mejor correlacioné
con la depuracion o dicho de otra manera las covariables que pueden explicar
la variabilidad en la depuraciéon son la edad (EDAD) y la concentracion de
ritonavir (CRTV), lo cual se sustenté con un valor menor en el nimero de AIC

de 52.2284, de acuerdo al GAM proporcionado por el Xpose.

La figura 32 muestra de forma grafica el modelo de combinacion de
covariables para la depuracién y como se vi6 la disminucién del valor de Akaike

al seleccionar la mejor combinacion de covariables.
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Figura 32. Representacién gréfica del analisis GAM realizado en el Xpose para la depuracién.

Al igual que para la depuracion, se realiz6 el analisis de GAM en el
Xpose para probar que covariables correlacionan con el volumen de
distribucion. De esta manera en la tabla 28 se muestra cada modelo propuesto
para el volumen de distribucion y el valor de Akaike (AIC) para cada una de las

combinaciones de covariables.
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Modelo Aditivo General (GAM) AIC
Modelo Estructural V=1 7213.23
V ~ GENERO (SEXO) 7357.592
V~ EDAD 7367.2238
V ~ PESO 7031.739
V ~ TALLA 7472.074
VvV ~IMC 7054.479
V ~ CRTV 7443.843
V ~ GENERO + PESO 7206.965
V ~ EDAD + PESO 7236.55
V ~ TALLA + PESO 7251.902
V ~ IMC + PESO 7298.287
V ~ CRTV + PESO 7214.657

Tabla 28. Modelos proporcionados por Xpose para explorar la correlacién de las covariables a
través del criterio de akaike con el volumen de dsitribucion (V).

Para el caso del volumen de distribucion la covariable que correlacion6
con este parametro fue el PESO, lo cual indicé que esta covariable puede

explicar la variabilidad en el volumen de distribucién.

En este andlisis, la figura 33 muestra de forma gréafica el modelo de
combinacion de covariables para el volumen de distribucion y como se vio la
disminucién del valor de Akaike al seleccionar la mejor combinacion de

covariables.
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Figura 33. Representacion gréfica del analisis GAM realizado en el Xpose para el volumen de

distribucion.

Respecto al parametro de constante de absorcién se realiz6 un andlisis

de GAM para probar que covariables correlacionan con este parametro. En la

tabla 29 se muestra cada modelo propuesto para la constante de absorcién y

el valor de Akaike (AIC) para cada una de las combinaciones de covariables.

Para el caso de la constante de absorcién la covariable que correlacion6é con

este pardmetro fue la concentracion de ritonavir, lo cual indic6 que estas

covariables pueden explicar la variabilidad en la constante de absorcion.
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Modelo Aditivo General (GAM)
Modelo Estructural KA=1
KA ~ GENERO
KA~ EDAD
KA ~ PESO
KA ~ TALLA
KA ~ CRTV
KA ~ GENERO + CRTV
KA~ EDAD + CRTV
KA ~ PESO + CRTV
KA ~ TALLA + CRTV

KA ~ IMC + CRTV

AlIC

0.0019

0.002

0.002

0.002

0.002

0.0017

0.0018

0.0018

0.0018

0.0017

0.0018

Tabla 29. Modelos proporcionados por Xpose para explorar la correlacién de las covariables a

través del criterio de akaike con la constante de absorcion.

La figura 34 muestra de forma gréfica el modelo de combinacion de

covariables para la constante de absorcién y como se vié la disminucién del

valor de Akaike al seleccionar la mejor combinacién de covariables.
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Figura 34. Representacion grafica del analisis GAM realizado en el Xpose para la constante de
absorcion.

7.6.3 Tercera etapa: Construccion del modelo poblacional final

Desde el Modelo Estructural Intermedio se pasa a un Modelo estructural
Final que incluye las variables que son estadisticamente significativas, como se
observa en la tabla 30. En esta etapa se incorpora el valor de la interseccion
que proporciona el andlisis de GAM a través del programa Xpose y se
corroboré la influencia de variable propuesta por el GAM el modelo realizado
en el NONMEM

Para la depuracion, al iniciar el analisis GAM, se inicid6 con un modelo
inicial donde CL=1, al finalizar este andlisis se arrojé un modelo final en funcion
de las covariables que mayor correlacibn mostraron. El modelo final
proporcionado para la depuracion fue Cl= EDAD + CRTV. El modelo final arrojo

un valor de la interseccidn para cada una de las covariables estadisticamente
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significativas en este caso los valores de la interseccion fueron: -0.003 y 1.06
para la EDAD y CRTV, respectivamente. El valor de estas intersecciones se
incorporé uno a uno en el modelo final en el NONMEN. Sin embargo estas
variables no correlacionaron significativamente con los parametros y no se

estimé la varianza y covarianza en el NONMEN.

Respecto al volumen de distribucion, al iniciar el analisis GAM, se inicio
con un modelo inicial donde V=1, al finalizar este andlisis se arrojé6 un modelo
final en funcion de la covariable que mayor correlacion mostr6. El modelo final
proporcionado para la el volumen de distribucién fue V= PESO. EI modelo final
arrojo un valor de la interseccibn para la covariable estadisticamente
significativa en este caso el valor de la interseccion fue: 0.2307 para el PESO.
El valor de esta interseccion se incorporé en el modelo final en el NONMEN.
Esta covariable logré explicar la variabilidad para el volumen de distribucién y al
incorporarse en el modelo de NONMEN se estimé la varianza y covarianza, con
lo que se concluy6 el analisis estadistico de manera satisfactoria, obteniendo
un valor para la variable de 0.493 para el PESO, con una Fog;=488.225 la cual

fue menor que la inicial Fog;=499.35.

Finalmente en el andlisis GAM realizado para la constante de absorcién,
se inicié con un modelo inicial donde Ka=1, al finalizar este andlisis se arrojé un
modelo final en funcién de la covariable que mayor correlacion mostro. El
modelo final proporcionado para la constante de absorcién fue Ka= CRTV. El
modelo final arroj6 un valor de la interseccion para la covariable
estadisticamente significativa en este caso el valor de la interseccion fue: 0.013
para la CRTV. El valor de esta interseccién se incorporé en el modelo final en
el NONMEN. Sin embargo esta variable no correlacioné significativamente con

los parametros y no se estima la varianza y covarianza en el NONMEN.

De esta manera el modelo final se obtuvo al incluir la covariable PESO,

en el volumen de distribucibn. Los estimados finales del modelo
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farmacocinético poblacional para lopinavir se muestran en la tabla 30. También

se realiz6 un ejercicio incluyendo el valor de la covariable sobre la ecuacion

final:

V=10.4 (L) + (0.493* PESO)

Modelo Fogs (FO)

Basico
TVCL =14.53(L/h)
TVVd =409 (L) 499.35

TVKa =2.25 (h™)

Final
TVCL=11.85 (L/h)

TVVd =10.4 (L) + 488.225
(0.493* PESO)

TVKa =2.42 (h™

Variabilidad
Interindividual

140%
40.12%

1.21%

146.28%
36.19%

36.87%

Ecuacion

V=10.4 (L) + (0.493* PESO)

V=10.4 (L) + (0.493*65.96 kg) = 42.91L

Ajuste Poblacional Final.

Variabilidad
Residual

35.21%

34.92%

Tabla 30. Los valores se presentan como los estimados poblacionales medios de los
parametros farmacocinéticos. Fog; s el valor de la funcién objetivo proporcionada por
NONMEM. Se muestran los datos generados por el modelo inicial y el modelo final donde la
variable que mejor prediccion presento fue el peso.

En la figura 35 se muestra la bondad de ajuste para el modelo poblacional final

de lopinavir.
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Figura 35. Grafica de bondad de ajuste de las predicciones medias poblacionales finales
estimadas para toda la poblacién y las observaciones medidas, de los datos analizados en el
modelo final de lopinavir.

Una vez realizado el modelo farmacocinético poblacional para lopinavir, se
busc6d de manera independiente, que covariables influyen en la concentracion
de ritonavir (CRTV). Si la CRTV influye sobre los parametros de lopinavir, se
sospech6 que alguna de las covariables probadas pudo influir en las
concentraciones de ritonavir de manera directa, para que estas
concentraciones influyan a su vez indirectamente sobre los parametros
farmacocinéticos de lopinavir en la poblacién de estudio. El andlisis se realizé

siguiendo la metodologia descrita anteriormente:
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7.7. Construccion del modelo Farmacocinético Poblacional de Ritonavir

7.7.1. Primera Etapa: Modelo Poblacional Béasico de ritonavir en Pacientes

VIH positivos.

En esta etapa se optimizaron poblacionalmente los parametros del
modelo farmacocinético par ritonavir (aclaramiento, volumen aparente de
distribucion y en este caso se decidid fijar el valor para la constante de
absorcion del modelo farmacocinético) es decir, los parametros comunes a

toda la poblacién de estudio.

El modelo farmacocinético que describié mejor el curso temporal de las
concentraciones de ritonavir fue un modelo monocompartamental con
absorcion de primer orden. Las subrutinas utilizadas fueron ADVAN 2 y TRANS
2. Los parametros estimados fueron depuracién (CI/F), volumen de distribucién
(Vd/F) y la constante de absorcion (Ka) permanecié con un valor fijo. En la
figura 36 se observa la grafica representativa de un modelo

monocompartamental con absorcion y eliminacion de primer orden.

”D’£f> Ritonavir

Distribucion uniforme

(Proceso de Primer Orden)
e >

Figura 36. Modelo farmacocinético moncompartamental de primer orden con absorcién y
eliminacién de primer orden.

Posteriormente se probaron varios modelos de error interindividual y
residual, y el mejor modelo para evaluar la variabilidad interindividual vy la
variabilidad residual en los parametros fue el modelo de error exponencial, en

ambos casos. El modelo poblacional basico antes descrito estimé los valores
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tipicos de la poblacion para los pardmetros cinéticos de ritonavir y fueron: CL
42.9 L/h, el volumen de distribucién 149 L y la constante de absorcién 0.18 h™

Fix (Fijo). En la tabla 31 se muestran los estimados sefialados.

Parametros Estimado Variabilidad Interindividual = Variabilidad
(%) Residual (%)
CI/F (L/h) 42.9 44.94
V/F (L) 149 82.46 69.57
Ka (h™) 0.18 (Fix) 2.11

Tabla 31. Parametros estimados por el modelo bésico o estructural generado por el NONMEM.

La variacion interindividual que se obtuvo para cada uno de los
pardmetros promedio estimados fue de 44.94% para el CL/F, 82.46% para el
VIF y 2.11% para la Ka, con una variabilidad residual interindividual del
69.57%. Lo que indic6 que la mayor variabilidad en los pardmetros
farmacocinéticos de ritonavir esta dada tal vez por la amplia variabilidad
existente en el volumen de distribucion. El valor de la funcion objetivo ( Fogj) en

este modelo basico de ritonavir fue de -79.94.

Se realizé también un analisis grafico con la ayuda del programa
Xpose2, se observaron las siguientes graficas que aparecen en las figuras 37,
38, 39 y 40, donde se calcula la bondad de ajuste entre la prediccion media y

las observaciones (mediciones) y los residuales ponderados.
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Figura 37. Bondad de ajuste de las predicciones medias poblacionales estimadas para toda la
poblacién y las observaciones medidas, de los datos analizados de ritonavir
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Figura 38. Bondad de ajuste de las predicciones individuales y las observaciones medidas, de

los datos analizados de ritonavir.
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Figura 39. Bondad de ajuste de los residuales ponderados poblaciones en funcién del tiempo,
de los datos analizados de ritonavir.
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Figura 40. Bondad de ajuste de los residuales ponderados y las observaciones de los datos

analizados de ritonavir.
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Del Modelo Estructural Basico de ritonavir se pasé a una segunda etapa,
en la que se construye un Modelo Estructural Intermedio en el cual se

incorporaron las covariables que son estadisticamente significativas.

7.7.2 Segunda etapa: modelo intermedio de ritonavir. Estudio y seleccion de las

variables predictoras o covariables.

En esta etapa se realizd la seleccion preliminar de las covariables
individuales que pudieran afectar los procesos de depuracion y distribucion ya
que la contante de absorcion se fijo en un valor referido por la literatura Esta
seleccion se realiz6 de forma automatizada con el programa XPOSE
(Mandema y cols, 1991; Jonsson Yy Carlsson, 1999), y los modelos propuestos
por Xpose se probaron en el NONMEM. EIl procedimiento empleado en el
Xpose se llama andlisis por modelos aditivos generalizados o GAM
(Generalized Additive Model), con el objeto de establecer las posibles
correlaciones con las covariables incluidas en el estudio. La forma en que se
analizaron fue adicionando covariable por covariable y evaluando la
significancia que genero para explicar la varianza. Posteriormente, se adicion6
mas de una covariable a la vez, hasta que se realizaron todas las posibles
combinaciones de covariables. (Mandema y cols., 1991; Herrera Carranza,
2006).

En este analisis para ritonavir se exploré la relacion entre los parametros
volumen de distribucion y depuracién con las covariables continuas peso
corporal (kg, PESO), estatura (cm, TALL), indice de masa corporal (kg/cm?,
IMC), edad (afios, EDAD). De igual manera se explord la influencia de las
variables categoricas género (hombres, mujeres; SEXO), formulacion
farmacéutica (capsula=1, tableta=2; FF), administracion de otros medicamentos
(0 = ausencia, 1 = presencia, MED), y la relacién del 6ROHCorisol/Cortisol
(CORT) como indicador de la actividad del CYP3A4, como se realizd en el

modelaje anterior.
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El analisis grafico en Xpose proporciono las siguientes graficas que se
muestran en la figura 41 sobre la influencia de las covariables probadas sobre

los parametros farmacocinéticos. Es importante sefialar que la covariable de la

relacion del 6ROHCorisol/Cortisol (CORT) no mostré6 una influencia
significativa.
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Figura 41. Exploracién grafica realizada en Xpose de la relacion que guardan las covariables
analizadas con la depuracion del ritonavir.

En la figura 41 se observa que las covariables probadas y la influencia
de las mismas sobre la depuracion del ritonavir. Se observo que la mejor

correlacion con la depuracion de lopinavir esta dada por la variable categorica
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GENERO (SEXO), ya que los valores dados por estas covariables se acercan
al estimado inicial obtenido que fue CL/F 42.9 L. Ademéas en cuanto al valor
medio muestra una depuraciéon menor en el género femenino con respecto al
género masculino. Por el contrario el resto de las variables probadas se
observa que se distribuyen alrededor de la media estimada para la depuracion,

lo que nos indicé una menor correlacion.

Con respecto al volumen de distribucion el analisis grafico proporciond

las siguientes graficas que muestra la figura 42
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Figura 42. Exploracién grafica realizada en Xpose de la relacion que guardan las covariables
analizadas con el volumen de distribucién del ritonawvir.

En la figura 42 se muestran la gréaficas del analisis GAM de la relacién
entre las covariables probadas y la influencia de las mismas sobre la el
volumen de distribucién. Se observé que la mejor correlacion con el volumen
de distribucion de ritonavir esta dada por la EDAD, esto es notorio ya que los

valores dados por esta covariable permite que los datos se aproximen de forma
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lineal al estimado inicial obtenido que fue 149 L, esta aproximacion se observa
en el intervalo de edades de 30 a 45 afios. Ademas que el género mostré un
Vd mucho menor en el sexo femenino con respecto al sexo masculino. En
cuanto al resto de las variables probadas se observd que se distribuyen
alrededor de la media estimada para el Vd, lo que nos indic6 una menor

correlacion.

En lo que refirid a la constante de absorcion tenemos que el andlisis
grafico que se observa en la en la figura 43, muestra las graficas del andlisis
GAM de la relacién entre las covariables probadas y la influencia de las mismas
sobre la Ka. Se observé que la mejor correlacién con la constante de absorcién
de ritonavir estuvo dada por la EDAD. Esta influencia muy notable puesto que
los valores dados por esta covariable permiten que los datos se aproximen a la
media del estimado inicial que permanecié fijo con un valor de 0.18 (h™).
Ademas que el género muestra una constante de absorcion ligeramente menor
en el sexo femenino con respecto al género masculino. Por el contrario el resto
de las variables probadas se observa que se distribuyen alrededor de la media

estimada para el Ka, lo que nos indic6 una menor correlacion.

ESM-IPN EEE]S)



Farmacocinética Poblacional de lopinavir/ritonavir en pacientes con VIH

01803 0 1803
1802 1802 17 1 M
1801 | 1807 " LW 5
0.1800 0 1800 Al et
i 3
0.1799 01799 [ea® Eai
150 160 170 30 41 a0 60
TALL EDAD
Dlggg 0.1803
51801 51302 1 12 a
0.1800 21801 ] o 2371511
01759 0-1300 ek .l
15 20 25 0 s :
150 180 170
IMC
TALL
0.1803
3 ;L g2 wmen
. w
o1gon B St ld—n 1 | cEIEROEAeEE., v M anzy 2
0.1799 & 5= =
40 B0 80 100 0.1799 £.1800 0.1801 01802 0.1803
PESO KA

Figura 43. Exploracién grafica realizada en Xpose de la relaciéon que guardan las covariables
analizadas con la constante de absorcién a la cual se le asigné un valor fijo.

Después de hacer una preseleccion inicial, se seleccionaron las
covariables mas importantes y se exploré la relacion existente entre la
covariable y el parametro farmacocinético. Finalmente con base al criterio
estadistico de Akaike que nos indic6 que tanta correlacion existe entre el
parametro farmacocinetico poblacional y las covariables evaluadas, se
selecciond aquella combinacion de covariables que produjo el menor valor del
criterio de Akaike (Akaike, 1974), ya que un valor menor en este criterio nos
indica una mayor correlacion entre el parametro farmacocinético y las

covariables evaluadas.

En la tabla 32 se muestra cada uno de los modelos GAM obtenidos para
la depuracion de ritonavir y el valor de Akaike (AIC) para cada una de las

combinaciones de covariables.
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Modelo Aditivo General (GAM) AIC
Modelo Estructural 5337.575
CL ~ GENERO (SEXO) -2437.036
CL ~EDAD -2221.012
CL ~PESO -2128.266
CL ~TALLA -2128.414
CL~IMC -2128.715
CL ~ EDAD + SEXO -2347.748
CL ~ PESO + SEXO -2230.427
CL ~ TALLA + SEXO -2253.269
CL ~ IMC + SEXO -2228.016

Tabla 32. Modelos proporcionados por Xpose para explorar la correlacién de las covariables a
través del criterio de akaike con depuracion (CL) del ritonavir.

Se observé que la variable que mejor correlacion6 con la depuracion o
dicho de otra manera la covariable que puede explicar la variabilidad en la
depuracion es el GENERO (SEXO), lo cual se sustenta con un valor menor en
el numero de AIC de -2437.036, de acuerdo al GAM proporcionado por el
Xpose.

La figura 44 muestra de forma grafica el modelo de combinacion de
covariables para la depuracién y como se vio6 la disminucion del valor de Akaike

al seleccionar la mejor combinacién de covariables.
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Figura 44. Representacion grafica del analisis GAM realizado en el Xpose para la depuracion
del ritonavir.

Al igual que para la depuracién, se realizd el analisis de GAM en el
Xpose para probar que covariables correlacionan con el volumen de
distribucién. De esta manera en la tabla 33 se muestra cada modelo propuesto
para el volumen de distribucion y el valor de Akaike (AIC) para cada una de las

combinaciones de covariables.
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Modelo Aditivo General (GAM) AIC
Modelo Estructural V=1 143234.9
V ~ GENERO (SEXO) -99838.39
V~ EDAD -1170881.1
V ~ PESO -96374.15
V ~ TALLA -98034.96
V ~IMC -96837.38
V ~ GENERO + EDAD -116875.3
V ~ EDAD + PESO -113229.8
V ~ EDAD + TALLA -112226.5
V ~ EDAD + IMC “113643.9

Tabla 33. Modelos proporcionados por Xpose para explorar la correlacién de las covariables a
través del criterio de akaike con el volumen de distribucion (V).

Para el caso del volumen de distribucién la covariable que correlacioné
con este parametro fue la EDAD, lo cual indicé que esta covariable puede

explicar la variabilidad en el volumen de distribucion.

En este analisis la figura 45 muestra de forma gréfica el modelo de
combinacion de covariables para el volumen de distribucion y como se vi6 la
disminucién del valor de Akaike al seleccionar la mejor combinacion de

covariables.
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Figura 45. Representacion gréfica del analisis GAM realizado en el Xpose para el volumen de
distribucion del ritonavir.

Respecto al parametro de constante de absorcién se realiz6 un analisis
de GAM para probar que covariables correlacionan con este parametro. Sin
embargo en este andlisis el sumarizado GAM no concluy6 satisfactoriamente,
puesto que la variable se establecié con la indicacién de “fijo”, aun cuando

graficamente si llevo a cabo el analisis.

La figura 46 muestra de forma grafica el modelo de combinacion de
covariables para la constante de absorcion y como se vié la disminucion del

valor de Akaike al seleccionar la mejor combinacién de covariables.




y su posible correlacién con la excrecion urinaria del 6BOHCortisol/Cortisol

SEXD L
PESO L
M .
Modelo
TALL i

EDAD + C——

EDAD + PESO +—

EDAD + TALL

SEXD + EDAD L

ns(EDAD, di=2) 1

EDAD—=—l

T T T T T T
-0 -0 o o o o

Valor de Akaike

Figura 46. Representacion grafica del analisis GAM realizado en el Xpose para la constante de
absorcion del ritonavir.

7.7.3 Tercera etapa: Construccion del modelo poblacional final

Del Modelo Estructural Intermedio se pasa a un Modelo estructural Final
que incluye las variables que son estadisticamente significativas, como se
observa en la tabla 33. En esta etapa se adiciona el valor de la interseccién que
proporciona el analisis de GAM a traveés del programa Xpose y se corroboro la
influencia de variable propuesta por el GAM el modelo realizado en el
NONMEM

Para la depuracion, al iniciar el analisis GAM, se inicid6 con un modelo
inicial donde CL=1, al finalizar este analisis se arrojé un modelo final en funcion
de las covariables que mayor correlacion mostraron. ElI modelo final

proporcionado para la depuracion fue Cl= SEXO. El modelo final arrojé un valor
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de interseccion para la covariable estadisticamente significativa en este caso
el valor de la interseccion fue: -5.5355 para el SEXO. EIl valor de esta
interseccion se incorpord en el modelo final en el NONMEN. Sin embargo esta
covariable no correlaciono significativamente con la depuracion ya que no se

estimé la varianza y covarianza en el NONMEN.

Respecto al volumen de distribucion, al iniciar el analisis GAM, se inicio
con un modelo inicial donde V=1, al finalizar este analisis se arroj6 un modelo
final en funcion de la covariable que mayor correlacion mostr6. El modelo final
proporcionado para la el volumen de distribucion fue V= EDAD. EI modelo final
arrojo un valor de interseccion para la covariable estadisticamente significativa
en este caso el valor de la interseccion fue: -1.5931 para la EDAD. El valor de
esta interseccion se incorpor6 en el modelo final en el NONMEN. Esta
covariable no logré explicar la variabilidad para el volumen de distribucion, sin
embargo al incorporarse en este modelo el valor de la interseccion dada por el
SEXO que fue de -0.5351 el modelo de NONMEN estim6 la varianza y
covarianza, con lo que se concluyé el andlisis estadistico de manera
satisfactoria, obteniendo un valor para la variable de 14.7 para el SEXO, con

una Fogy= -79.87 la cual no fue menor respecto a la inicial Fogyj=79.94.

Finalmente en el andlisis GAM realizado para la constante de absorcién,
se inicié con un modelo inicial donde Ka=1, al finalizar este andlisis se arrojé un
modelo final en funcién de la covariable que mayor correlacion mostré. El
modelo final proporcionado para la constante de absorcion fue Ka= EDAD. El
modelo final arroj6 un valor de la interseccibn para la covariable
estadisticamente significativa en este caso el valor de interseccién fue: 3.278 e”
9% para la EDAD. El valor de esta interseccién se incorporé en el modelo final
en el NONMEN. Sin embargo esta variable no correlaciono significativamente

con los parametros y no se estimo la varianza y covarianza en el NONMEN.

De esta manera el modelo final se obtuvo al incluir la covariable SEXO,
en el volumen de distribucibn. Los estimados finales del modelo

farmacocinético poblacional para ritonavir se muestran en la tabla 34. También
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se realiz6 un ejercicio incluyendo el valor de la covariable sobre la ecuacion

final:

V=10.4 (L) + (14.7* SEXO)

Modelo Foss (FO) Variabilidad Variabilidad
Interindividual Residual
Basico
TVCL =42.9(L/h) 44.94%
TVVd =149 (L) -79.94 86.42% 69.57%
TVKa =0.18 (h™)FIX 2.11%
Final
TVCL= 42.8 (L/h) 44.83%
TVvd =133 (L) + -79.87 81.24% 69.71%

(14.7* SEXO)
0.45%

TVKa =0.18 (h)FIX

Ecuacion
V=133 (L) + (14.7* SEXO)
V=133 (L) + (14.7*1 ) = 147.7L
Ajuste Poblacional Final.

Tabla 34. Los valores se presentan como los estimados poblacionales medios de los
pardmetros farmacocinéticos. Fog; €s el valor de la funcién objetivo proporcionada por
NONMEM. Se muestran los datos generados por el modelo inicial y el modelo final donde la
variable que mejor prediccion presento fue el sexo.

En la figura 47 se muestra la bondad de ajuste para el modelo

poblacional final de ritonauvir.
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Figura 47. Grafica de bondad de ajuste de las predicciones medias poblacionales finales
estimadas para toda la poblacién y las observaciones medidas, de los datos analizados en el
modelo final del ritonavir.
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VIIl. Discusion
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La farmacocinética se ha consolidado durante los ultimos 30 afios como
una disciplina de gran interés sanitario. Su aplicacion se centra principalmente
en dos grandes areas: el desarrollo de nuevos medicamentos y la optimizacion
de regimenes de dosificacion de los tratamientos farmacologicos (Domenech,
1997). Los resultados obtenidos en los estudios farmacocinéticos, junto con los
procedentes de los ensayos clinicos de eficacia y seguridad, configuran el perfil
farmacoldgico de un nuevo medicamento, permitiendo establecer las directrices

para su correcta utilizacion en la practica clinica (Gibaldi, 1991).

El éxito de un tratamiento farmacolégico depende en gran medida del
régimen de dosificacidon utilizado, pero la seleccion del mismo se ve dificultada
por las variaciones o diferencias interindividuales en el perfil farmacocinético
del medicamento. En consecuencia, la respuesta  observada tras la
administracion de una dosis fija de un medicamento a una poblacién de
pacientes es, con frecuencia, dificil de preveer siendo posible obtener efectos
terapéuticos, ineficacia e incluso respuestas tdxicas en un porcentaje variable

de pacientes.

Para que la farmacocinética aplicada sea clinicamente util se requiere un
modelo farmacocinético que describa la concentracién plasmatica de farmaco
en el tiempo tras una determinada pauta de administracion (Witting B y cols,
1885; Calvo y Benitez, 2004). Un modelo es la relacion entre los valores
observados (por ejemplo, concentraciones plasmaticas) y todos aquellos
factores que afectan a dicho valor (como funcion renal, hepatica, etc.) (Beal SL,
1984; Calvo y Benitez 2004).

En un inicio los estudios farmacocinéticos estaban enfocados hacia el
individuo y se diseflaban para obtener la maxima informacion de la disposicion

de los farmacos en un individuo concreto. Posteriormente, se increment6 el
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interés en la determinacion de parametros farmacocinéticos poblacionales, los
cuales definen el comportamiento farmacocinético tipico de un farmaco en un
gran numero de pacientes. Desde los primeros trabajos de Sheiner y
colaboradores (Sheiner LB y cols., 1972; Calvo y Benitez, 2004) cada vez se
ha hecho mas evidente que el conocimiento de los parametros
farmacocinéticos promedios, es insuficiente para determinar la dosis apropiada
en un paciente individual. Es también importante conocer la magnitud de la
variabilidad interindividual en la cinética de poblacion de los pacientes. Por lo
tanto, el analisis de los parametros farmacocinéticos, debera proporcionar no
s6lo los parametros individuales, sino también las estimadas de las

caracteristicas de la poblacion (medias y varianzas) de dichos parametros.

Un buen modelo de poblacion es importante, no sélo para poder predecir
las concentraciones séricas de los pacientes, sino también para poder elaborar
regimenes de dosificacion en los que no se posee informacién previa sobre los
pardmetros farmacocinéticos individuales, por lo que se debe recurrir al
conocimiento poblacional. Por estas dos razones el estudio farmacocinético
poblacional cobra cada vez mas importancia en el medio hospitalario (Witting y
cols, 1885; Calvo y Benitez, 2004).

Es una experiencia muy frecuente el hecho de que las mismas dosis de
un mismo farmaco administrado a distintos pacientes, que tienen la misma
enfermedad, pueden producir efectos muy diferentes. Los factores que
condicionan la respuesta a los farmacos pueden ser de naturaleza muy diversa
y depender no solo del paciente, sino también de factores ambientales y del
propio farmaco. Las variaciones que pueden influir en la respuesta
farmacoldgica pueden ser de orden farmacocinético, farmacodinamico o

farmacogenético.
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La respuesta de los pacientes con infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) al tratamiento antirretroviral de gran actividad
(TARGA) es muy variable, por lo que el tratamiento, tras el primer afio fracasa
entre el 20 y el 88% de los pacientes (Lowe y cols., 2004; Peralta y cols.,
2006). Los factores que influyen en este fracaso son diversos y se relacién con
el propio virus, con el tratamiento farmacolégico o con el paciente. Aspectos
relacionados directamente con el paciente y de gran importancia son los
factores genéticos que determinan la gran variabilidad en la farmacocinética y

farmacodinamia de los antirretrovirales (Quirk y cols., 2004).

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 relevante importancia, asi como la identificacion de aquellos factores que
pueden determinar dicha variabilidad. Esto es importante en el tratamiento
clinico de la infeccion por VIH, debido a la necesidad de pautar un tratamiento
cronico y a la elevada prevalencia de eventos adversos asociados (Rotger y
cols., 2006).

Con el mejor conocimiento de estos farmacos 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, como es el

caso de la coformulacién de lopinavir/ritonavir.

En concreto la combinacién de lopinavir y ritonavir dos antirretrovirales
gue pertenecen al grupo de inhibidores de la proteasa (IP) del VIH-1, que se
indican en el tratamiento de la infeccidn por VIH y en la manifestacion clinica de

la misma, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

De forma particular la combinacion lopinavir/ritonavir resulta de las mas
interesantes, dada la baja y variable biodisponibilidad oral del lopinavir sin

administrar ritonavir, se estima que la concentracién plasmatica de lopinavir es
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mucho menor, por su metabolismo de primer paso. Tanto este metabolismo
como la eliminacion sistémica de lopinavir son muy sensibles a la inhibicién que
produce el ritonavir. Una sola dosis de 100 mg de ritonavir aumenta 155 veces
el ABC del lopinavir. La concentracion maxima de lopinavir es potenciada 50 a
100 veces cuando se administra simultdneamente con dosis bajas del ritonavir

(en concentraciones subterapéuticas) (Cvetkovic y cols, 2003).

La variabilidad en la biodisponibilidad del lopinavir se ha atribuido en
parte a un amplio metabolismo mediado por el CYP3A4 (Cevtkovic Yy cols.
2003). Varios estudios reportados han evaluado el comportamiento cinético de

esta combinacién dado su amplio uso en el tratamiento antirretroviral.

Van Heeseijk y colaboradores en el 2004 reportaron un estudio
farmacocinetico de lopinavir en presencia de ritonavir realizado con pacientes
del género masculino, donde utilizaron dosis de 800/200 mg de LPV/RTV
administrada una vez al dia, ellos reportaron para lopinavir una depuracion
CL.py de 5.61 L/h, un Vd.py de 51.1 L, ademas de una Cnax pv de 12.8 (10.3-
17.2) pg/ml. Con respecto a ritonavir se obtuvo una depuracion con un valor
CLgrtv de 24.1 L/h, un Vd gty de 160 L y respecto a la Cnax r7v fue de 1.05
(0.58-1.98) pg/ml. Ellos evaluaron las dosis administradas por la mafana y
administradas por la noche y no encontraron diferencias significativas (Van
Heeseijk y col, 2004).

Respecto a las diferencias en género, un estudio farmacocinético
poblacional de indinavir farmaco del grupo de inhibidores de la proteasa,
realizado por Kappelhoff Bregt y colaboradores en el 2004, se encontro que el
género influencié de manera importante sobre la farmacocinética de indinavir.
Los pacientes del género femenino presentaron una biodisponibilidad 48% mas

alta que los pacientes del género masculino, indicando que las mujeres
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presentaron concentraciones plasmaticas mas elevadas (Kappelhoff y cols.,
2004). Esto pone de manifiesto que algunos farmacos antirretrovirales
especificamente del grupo de inhibidores de proteasa presentan cierta

variabilidad farmacocinética influenciada por el género.

Sin embargo, un estudio farmacocinético realizado por Oftokun y
colaboradores en el 2007 en pacientes norteamericanos, evalug el impacto del
sexo sobre la farmacocinética de lopinavir/ritonavir. Los valores obtenidos para
mujeres y hombres primeramente en el caso de lopinavir el ABC pv, Cmax Lpv Y
CL.pv no hubo diferencia significativa entre los valores obtenidos para ambos
grupos. Por otra parte en el caso de los resultados obtenidos de ritonavir donde
evaluaron los mismos pardmetros aunque se encontré que la Chax rTv €S
menor en hombres que en mujeres, esta diferencia no fue estadisticamente

significativa.

A la fecha y nuestro conocimiento la literatura solo reporta dos estudios
del abordaje poblacional de la combinacion lopinavir en presencia de ritonavir y

en ellos se describen los siguientes datos:

Un estudio retrospectivo sobre la farmacocinética poblacional de lopinavir
en presencia de ritonavir, realizado por Crommentuyn y colaboradores en el
2005 reporta que la mayor variabilidad interindividual estuvo dada por la
constante de absorcion, reportando un valor de Ka py de 0.564 h™ con una
variabilidad interindividual del 97.8%, un CL/F py de 14.8 L/h con una
variabilidad del 17.2% y un Vd/Fipy de 61.6 L con una variabilidad
interindividual del 63.8%. Ellos encontraron que la depuracion de lopinavir se
encuentra influenciada por las concentraciones de ritonavir (Crommentuyn y
cols, 2005).

Recientemente un estudio realizado por Molto y colaboradores en el
2008, sobre el abordaje poblacional de la farmacocinética de lopinavir y
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ritonavir, mostré que la mayor variabilidad interindividual estuvo dada por el
volumen de distribucion reportando un Vd/F py de 91.6 L con una variabilidad
interindividual del 38% y un CL/Fpy de 11 L/h con una variabilidad
interindividual de 12%. Para el caso de ritonavir también la mayor variabilidad
interindividual estuvo dada por el volumen de distribucion reportando en este
caso un Vdgry de 54.7 L con una variabilidad interindividual del 81% y un
CL/F de 18.8 L/h. Ellos reportaron que la concentracion de alfa glicoproteina
acida (AGA) fue una covariable importante en la explicacion en parte de la
variabilidad estimada para el Vdipy, y CL.py; para ritonavir la presencia de

fibrosis pulmonar elevada explicé la variabilidad en el CL (Mélto y col., 2008).

En nuestro estudio de abordaje poblacional de lopinavir en presencia de
ritonavir donde participaron 50 pacientes VIH positivos, adultos, de ambos
géneros encontramos datos importantes que en parte coinciden con lo
seflalado anteriormente por la literatura y por otra parte datos que difieren
importantemente de lo anteriormente descrito por otros autores en las

diferentes poblaciones de estudio.

Analizando los valores de las concentraciones medidas podemos ver que
tenemos valores mayores que la concentracion maxima reportada en la
literatura de 9.6 pg/ml de lopinavir en presencia de ritonavir (LPV/RTV) (Bertz y
cols., 1999; Murphy y cols., 2001; Hsu y cols., 2002). En nuestro estudio se
alcanzaron concentraciones de 31.92 pg/ml de lopinavir, es decir tres veces
mas elevadas que la Cnax reportada. De hecho méas del 50% de la poblacion
participante mostré concentraciones por arriba de la Cnhax reportada en la
literatura. Respecto a las concentraciones de ritonavir tenemos datos que
rebasan la Cnax reportada en la bibliografia 1.0 pg/ml ya que se obtuvieron
datos de hasta 2.96 pg/ml de ritonavir, es decir poco menos de tres veces la

Cmax reportada (Heeswijk y cols.2004).
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Estos resultados por una parte nos hablan de una posible diferencia en el
comportamiento cinético de la combinacion en la poblacion mexicana estudiada

con lo que la literatura refiere.

Estos resultados se complementan al integrar los datos generados en el
estudio al abordaje poblacional de la combinaciébn a través del modelaje

poblacional tanto de lopinavir como de ritonavir.

En el analisis farmacocinético poblacional, se utiliz6 un modelo no lineal
de efectos mixtos a través del programa NONMEM como herramienta en el
analisis de los datos. Estos modelos permiten, con mayor fiabilidad, la
determinacién de los parametros poblacionales a partir de los datos obtenidos
en la practica clinica. Se estiman los pardmetros farmacocinéticos y su

variabilidad en una sola etapa.

En este trabajo de tesis se utilizd el programa NONMEM version V (Beal
y cols, 1998 ), que asume que los parametros en estudio se ajustan a una
distribucién conocida (normal o logaritmo normal), caracterizada por una media
y sus correspondientes medidas de dispersion. La estimacion de los
pardmetros se realiza mediante regresion no lineal por minimos cuadrados

extendidos.

El modelo farmacocinético describid la evolucion de las concentraciones
de lopinavir en funcion del tiempo. Se consider6 como un modelo
monocompartimental con absorcion y eliminacion de primer orden. Este modelo
farmacocinético que obtuvimos en este estudio corresponde con lo descrito por
Crommentuyn y colaboradores y también lo que refiere Moélto y colaboradores

en los estudios anteriormente descritos.
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El objetivo del modelo de regresion fue identificar aquellas covariables,
independientes entre si 0 con una covarianza moderada, que pudieran afectar
a los parametros farmacocinéticos. Evaluamos los datos demograficos,

antropomeétricos Yy clinicos de la poblacion de estudio.

Las covariables estudiadas se incorporaron de forma secuencial,
seleccionando aquellas que suponen una mejora significativa en el ajuste
obtenido. Inicialmente la EDAD y la CRTV correlacionaron para el CL/F; el
PESO correlacion6 con el Vd/F y la CRTV correlacion6 con Ka. Para evaluar la

bondad del ajuste de estas variables se considero6: (Garcia, 1995)

Una disminucion en la funcién objetivo (Fogj). Para ello, se comparo la
diferencia entre las funciones minimas obijetivo (Fog;) obtenidas con el valor de
x* tabulado, para los grados de libertad correspondientes a la diferencia entre
el numero de parametros de los modelos y el nivel de significacion elegido.
Donde un cambio en la funcién minima objetivo mayor de 6.63 esta asociado a

un valor de p<0,01 con gl=1.

En nuestro estudio se vio un reduccion de la Fog; en 11.125 unidades, de
iniciar con Fpg;=499.35 al incluir la variable significativa proporcionada por el
PESO sobre el Vd/F se obtuvo una Fpg;=488.225, por lo que en nuestro
modelo final de lopinavir es estadisticamente significativo al incluir la covarible
dada por el PESO. Al incluir la covariable dada por el PESO, disminuyé la
variabilidad aleatoria (interindividual o residual) que se reflejé en un descenso
de sus respectivas varianzas (w? , 0°) y esto se confirmé con el andlisis grafico
en el Xpose2, donde se representaron las concentraciones predichas (PRED)
con las observadas (DV) o con los residuales ponderados (WRES).
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El modelo estadistico nos proporcion6 informacion acerca del grado de
dispersion asociado a cada uno pardmetro de los parametros evaluados,
depuracion, volumen de distribucion y constante de absorcion para el caso de

lopinavir, esto mediante el andlisis de varianza interindividual y residual.

El modelo de varianza interindividual definié la discrepancia entre el
valor esperado del pardmetro, para un individuo de la poblacion, y el valor que
presento en el estudio. Esto corresponde a la variabilidad que siendo aleatoria,
no esta explicada por el modelo de regresion. En el modelo inicial se obtuvo
una variabilidad interindividual en CL py de 140%, en Vd,py de 40.12% y para
la Kapy de 1.21%. Una vez que incorporamos las variable que mayor
correlacion tuvo con el volumen de distribucion que fue el PESO y que se
confirmd al reducir de manera importante la Fog; del modelo final tenemos que
se obtuvo una variabilidad interindividual en CL py de 146%, en Vd.py de
36.19% y para la Ka py de 36.87%.

Los datos de nuestro estudio difieren a lo citado por Crommentuyn y
colaboradores ya que la mayor variabilidad interindividual estaba dada por la
variabilidad en la Ka en la poblacion holandesa, por otra parte coincidimos con
lo que refiere Mélto y colaboradores donde la mayor variabilidad interindividual

esta dada por la amplia variabilidad en Vd/F en la poblacion espafiola.

Finalmente, el modelo de varianza residual explicé la discrepancia entre
la concentracion de farmaco observada y la predicha de acuerdo a los
pardmetros farmacocinéticos del individuo. En esta, se incluyé una serie de
posibles fuentes de error como son el método de valoracion, tiempo de
muestreo, inadecuado modelo farmacocinético y la propia variabilidad
intraindividual, entre otros. La variabilidad residual en el modelo basico fue de
35.21% misma que fue reducida al realizar el modelo final donde obtuvimos

una variabilidad residual interindividual del 34.92%, esta reduccion se genero al
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incorporar en el modelo la covariable que mayor diferencia significativa mostro
que fue el PESO.

Con lo anterior comentamos los parametros farmacocinéticos
poblacionales obtenidos en nuestra poblacion mexicana con respecto a la
depuracion coincide con lo descrito en otras poblaciones, ya que se obtuvo una
depuracion de CL/Fpy 11.85 L/h, y la reportada por otros autores es de 11 L/h
en espafoles (Molto y cols., 2008), 14.18 L/h en holandeses (Crommentuyn y
cols., 2004) y en estudios de farmacocinética clasica si existe una diferencia
entre los valores reportados de 5.61 L/h en canadienses (Heeswijk y cols.,
2004), 4.76 L/h en norteamericanos (lghovwertha y cols., 2007) y 4.8 L/h
también en esparfoles (Molto y cols.,2007) respecto a los datos obtenidos en

este estudio.

Respecto al volumen de distribucion obtenido en nuestro estudio se
encuentra dentro del promedio con respecto a lo que refiere la literatura
reportada por otros autores que es de 91.6 L en espafioles (Mélto y cols.,
2008), 61.6 L en holandeses (Crommentuyn y cols., 2004) y en estudios de
farmacocinética clasica de 51.1 L en canadienses (Heeswijk y cols., 2004) y 44
L también en esparfioles (Molto y cols., 2007), ya que al considerar la
covariable de mayor correlacion con este parametro que fue el PESO como se
indica en la tabla 30 tenemos un Vd/F py de 42.91 L, lo que reduce de manera
importante la variabilidad en el valor del volumen de distribucion y se encuentra
entre el valor medio de volumen de distribucion reportado por los autores ya

mencionados, difiriendo solamente de Mdélto y cols, en el 2008.

Con respecto al papel del PESO en los parametros farmacocinéticos, es
importante sefialar que por lo general los hombres pesan mas que las mujeres,

(Schwartz JB, 2003) pero la mayor parte de las dosis de los medicamentos no
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se corrigen segun el peso corporal. Para aquellos farmacos evaluados por la
FDA, no realizar estos ajustes resulta en 20% a 88% de aumento de las ABC
en las mujeres comparadas con los hombres. Para farmacos con margenes
terapéuticos estrechos o con curvas dosis-concentracion empinadas o con
ambas caracteristicas, esto puede aumentar significativamente el perfil de

efectos adversos en las mujeres.

Las mujeres presentan mayor porcentaje de grasa corporal que los
hombres, lo que puede afectar el volumen de distribucién (Vd) de ciertos
farmacos. El Vd es importante para el calculo de las dosis de carga y puede
afectar la Cnax, la vida media de eliminacion (ti2) y la duracion de efecto. Por
ejemplo, el aumento del Vd disminuira la Cnax, aumentara la ty, y la duracién
de efecto cuando la misma dosis se administra a una mujer en comparacion

con un hombre.

Respecto al parametro de constante de absorcion obtenido en nuestro
estudio Ka py= 2.42 h™* tenemos que difiere de manera importante a lo descrito
por la literatura que muestra valores de 0.86 h* en espafioles (Mélto y cols.,
2008) y 0.564 L en holandeses (Crommentuyn y cols., 2004)

Por otra en cuanto al modelaje de ritonavir se realiz6 el mismo

procedimiento de analisis que en lopinavir.

El modelo farmacocinético describi6 la evolucion de las concentraciones
de lopinavir en funcion del tiempo. Se consider6 como un modelo
monocompartimental con absorcion y eliminacion de primer orden. Este modelo
farmacocinético que obtuvimos en este estudio corresponde con lo descrito

también refiere Mélto y colaboradores en el estudio anteriormente descrito.

Las covariables estudiadas se incorporaron de forma secuencial,

seleccionando aquellas que suponen una mejora significativa en el ajuste
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obtenido. Inicialmente la SEXO correlacionaron para el CL/F;, la EDAD
correlacion6 con el Vd/F y la EDAD correlacioné con Ka aunque se decidio fijar
este valor considerando un el valor descrito por la bibliografia. Para evaluar la
bondad del ajuste de estas variables se considerd la misma logista descrita en

el modelaje anterior (Garcia, 1995).

En nuestro estudio para el modelaje de ritonavir no se vié una reduccion
de la Fog; en el modelo final respecto al modelo inicial, de iniciar con
Fosi= -79.94 al incluir la variable significativa proporcionada por el SEXO sobre
el Vd/F se obtuvo una Fogy;= -79.87, por lo que en nuestro modelo final de
ritonavir no es estadisticamente significativo al incluir la covarible dada por el
SEXO. Sin embargo, al incluir la covariable dada por el SEXO, disminuyo
modestamente la variabilidad aleatoria interindividual, pero no fue el caso para

la variabilidad interindividual residual.

El modelo estadistico nos proporcioné también en este modelaje del
ritonavir informacion acerca del grado de dispersién asociado a cada uno
parametro de los parametros evaluados, depuracion, volumen de distribucion y
constante de absorcion para el caso de ritonavir, esto mediante el andlisis de

varianza interindividual y residual.

El modelo de varianza interindividual para ritonavir definio la
discrepancia entre el valor esperado del parametro, para un individuo de la
poblacién, y el valor que presentd en el estudio. Esto corresponde a la
variabilidad que siendo aleatoria, no esta explicada por el modelo de regresién.
En el modelo inicial se obtuvo una variabilidad interindividual en CLgry de
44.94%, en Vdgrry de 86.42% y para la Kaipy rijp de 2.11%. Una vez que
incorporamos las variable que mayor correlacion tuvo con el volumen de

distribucion que fue el SEXO, en el modelo final tenemos que se obtuvo una
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variabilidad interindividual en CL gty de 44.83%, en Vd gty de 81.24% y para la
Kagrty de 0.45%.

Los datos de nuestro estudio, coinciden con lo que refiere Molto y
colaboradores donde la mayor variabilidad interindividual para el modelo de
ritonavir esta dada por la amplia variabilidad en Vd/F en la poblacion espafiola.

Finalmente, el modelo de varianza residual explicé la discrepancia
entre la concentracion de farmaco observada y la predicha de acuerdo a los
parametros farmacocinéticos del individuo. En esta, se incluyé una serie de
posibles fuentes de error como son el método de valoracién, tiempo de
muestreo, inadecuado modelo farmacocinético y la propia variabilidad
intraindividual, entre otros. La variabilidad residual en el modelo basico de
ritonavir fue de 69.57 % misma que se incremento modestamente al realizar el
modelo final donde obtuvimos una variabilidad residual interindividual del
69.71%.

Analizando los datos de nuestro estudio referentes al modelo poblacional
del ritonavir comentamos que existe un notable aumento de la depuracién en
nuestra poblacién mexicana CL/Frry 42.8 L, con respecto a la reportada por
otros autores que es de 18.8 L en espafioles (Molto y cols., 2008), 10.5 L en
holandeses (Kappelhoff y cols., 2004) y en estudios de farmacocinética clasica
de 24.5 (20.1- 40.7) L en canadienses (Heeswijk y cols., 2004) y 19.7 (15.2-
24.7) L también en espafioles (Mdlto y cols.,2007).

Respecto al volumen de distribucion obtenido en nuestro estudio es
mayor con un valor de Vd/Fgrry= 133 L con respecto a lo que refiere la literatura
reportada por otros autores que es de 54.7 L en espafioles (Mdlto y cols.,
2008), 96.6 L en holandeses (Kappelhoff y cols., 2004) y en estudios de
farmacocinética clasica de 160 L en canadienses (Heeswijk y cols., 2004) y 107
(61.1-182.3) L también en espafoles (Molto y cols., 2007). Sin embargo, al
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considerar la covariable de mayor correlacion con este parametro que fue el
SEXO como se indica en la tabla 33 tenemos un Vd/Frry de 147.7 L, con este
ajuste se amplia mas la variabilidad en el valor del volumen de distribucién con
lo descrito por Kappelhoff y cols., 2004; Modlto y cols., en el 2008 y solo se
coincide con un estudio en espafioles también realizado por Molto y
colaboradores en el estudio canadiense donde se utilizé una dosis de 800/200

mg una vez al dia.

Respecto al parametro de constante de absorcidn en nuestro estudio
Kagrmv= 0.18 h™ se obtuvo de la literatura y se mantuvo fijo por lo que no

podemos realizar comparaciones con lo que describen otros autores.

Con respecto al papel del GENERO (sexo) segun los ultimos datos, las
diferencias en la farmacocinética de los farmacos entre ambos sexos es de casi
un 28%. Si bien una parte de estas diferencias podria deberse al tamafio
corporal, pueden persistir después del ajuste basado en el indice de masa
corporal. El papel relativo del sexo sobre la farmacocinética comparado con la
genética, la edad, la patologia, los habitos y sus posibles interacciones en la
practica clinica no son enteramente conocidos, pero deberian ser considerados

rutinariamente en los estudios.

El CYP3A4 es el citocromo mas abundante del higado y tracto
gastrointestinal humano, contribuye con aproximadamente el 30% de las CYP
hepaticas. El CYP3A4 metaboliza los esteroides enddégenos y exdgenos, por lo
que las diferencias dependientes del sexo no son sorprendentes y fueron
demostradas para farmacos como eritromicina, metilprednisolona,
prednisolona, tirilizad, metadona, tacrolimus, modafinilo, diltiazem, nifedipina,
triazolam, ciclosporina y verapamilo. Las mujeres exhiben en promedio 20% a

50% mayor de actividad que los varones. Las mujeres asiaticas presentan,
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asimismo, una disminucioén significativa de dicha actividad comparadas con las

de la raza blanca.

Por otra parte es importante mencionar que, de los diferentes factores, el
polimorfismo genético de las enzimas como el CYP3A4, que como
mencionamos participan en la biotransformaciéon de los medicamentos
desempeiia el papel principal en la variabilidad del metabolismo de los
farmacos observada en diferentes personas, asi como en los efectos toxicos de
algunos de esos farmacos y su fracaso terapéutico. Esta variacion genética
permite clasificar a la poblacion en tres grupos: metabolizadores lentos, rapidos

y ultrarrapidos.

Nosotros evaluamos la actividad del CYP3A4 hepético, mediante la
excrecion urinaria del Cortisol y su metabolito por esta via que es el
6ROHCortisol. Esta evaluacion se realiz6 considerando la relacion entre la
cantidad de la sustancia enddégena y su respectivo metabolito en la orina,

obteniendo un cociente de actividad o indice de actividad.

En nuestro estudio obtuvimos una relacion de 3.875, este valor coincide
con lo descrito anteriormente en un estudio realizado en pacientes mexicanos
diabéticos donde se obtuvo una relacion de 3.7 (Gutiérrez y cols., 2006).
Coincidiendo también en que la poblacibn mexicana posee un metabolismo
reducido por esta via del CYP3A4, ya que comparada con la relacién
documentada en poblacion caucasica describe una relacion de 8.3 = 4.4
(Nowack y cols, 2002), mientras que en los chinos se reporta un valor de 3.54
+ 2.32 y en japoneses se describe un valor de esta relacion de 6 + 1.4 (Ohno y
cols, 2000)

Sin embargo, aunque la actividad de la isoenzima CYP3A4 hepatica,
demuestra estar reducida en la poblacion mexicana, esta covariable no logro
explicar la amplia variabilidad en los parametros farmacocinéticos de lopinavir y
ritonavir. Pero se evidencia en los datos de las concentraciones obtenidas de

lopinavir y ritonavir.
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IX. Conclusiones
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B Se desarroll6 un modelo de farmacocinética poblacional que describio
adecuadamente el comportamiento de lopinavir y ritonavir en nuestra

poblacion, observandose los siguientes aspectos relevantes:

B Las concentraciones plasmaticas de lopinavir y ritonavir encontradas
en la poblacion mexicana VIH positiva son mayores a las reportadas en otras
poblaciones (espafioles y holandeses), lo que implica que es necesario

revalorar los regimenes de dosificacién tomando en cuenta este aspecto.

B A pesar de gque se ha descrito que la relacion de la excrecién urinaria
del 6ROHCortisol/Cortisol es un marcador de la actividad de CYP3A4, en este
estudio no fue capaz de explicar la variabilidad farmacocinética observada con

ninguno de los dos farmacos.

B El peso corporal fue una covariable que contribuyé significativamente

a explicar la variabilidad farmacocinética, aunque no la explicé6 completamente.

B La trascendencia clinica de nuestro modelo debe ser explorada a
través de estudios prospectivos donde se use el modelo para ajustar la
dosificacion de lopinavir en presencia de ritonavir en la poblacion a la que va
dirigido este farmaco, valorando simultdneamente la eficacia y la seguridad

clinica del tratamiento..
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