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Resumen

La aplicacion combinada y racional de metodologias biofarmacéuticas se consolida
como una herramienta de prediccibn muy util para disminuir la experimentacion en
seres humanos; incide indirectamente en los costos asociados a un producto;
contribuye a facilitar los trdmites de registros sanitarios de medicamentos y garantiza
su seguridad y eficacia. Es en este contexto donde la presente propuesta de premio
aborda aspectos novedosos y relevantes. En primer lugar se desarrollan y validan
experimentalmente nuevos modelos computacionales, robustos y fiables, para predecir
la permeabilidad intestinal in vitro en células Caco-2, asi como para estimar el grado de
absorcion intestinal en humanos. Se desarrolla un nuevo sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica Provisional que permite predecir la permeabilidad y la solubilidad en
las etapas iniciales de desarrollo de medicamentos. Los modelos computacionales
desarrollados muestran una eficacia adecuada y son capaces de combinarse con los
modelos experimentales para la caracterizacion biofarmacéutica de nuevas entidades
terapéuticas. Los resultados cientificos de la presente propuesta quedan avalados por
5 publicaciones en revistas de alto impacto, 1 tesis doctoral y 15 presentaciones en
Congresos Internacionales. La implementacién de esta metodologia se ha encausado a
través de 2 proyectos internacionales que han permitido crear, por primera vez en
Cuba, una Unidad de Modelacion y Experimentacion Biofarmacéutica con el objetivo de
contribuir al desarrollo de genéricos y productos farmacéuticos de avanzada,
permitiendo un incremento de la salud de la poblacion y a su vez la generacion de
bienes exportables.

Comunicacion corta

1- Introduccion

La permeabilidad intestinal, la solubilidad del farmaco y la velocidad de disolucion de la
forma farmacéutica son las propiedades de mayor impacto en la absorcion intestinal,
siendo consideradas para definir el Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica (BCS):. A
su vez, los mecanismos de eflujo y el metabolismo pre-sistémico influyen de forma
directa en la biodisponibilidad de los farmacos y forman parte del Sistema de
Clasificacién Biofarmacéutica de Distribucién de Farmacos (BDDCS)?.



Diversas metodologias experimentales se han desarrollado para estudiar la absorcién
intestinal de farmacos durante el proceso de descubrimiento y desarrollo. Sin embargo,
la complejidad, el costo, los aspectos éticos y la capacidad de cribado de los estudios
in vivo en animales han incrementado el uso de los métodos in vitro durante el
desarrollo preclinico de medicamentos®, siendo los ensayos in vitro en células Caco-2
uno de los mas utilizados para la estimacién de la permeabilidad intestinal®.

También el desarrollo de la quimica combinatoria ha producido un incremento en la
generacion de Nuevas Entidades Moleculares (NME), motivando el uso de modelos
computacionales capaces de predecir las propiedades farmacocinéticas vy
biofarmacéuticas a partir de la informacién quimico-estructural®.

Tomando en consideracion que la determinacion experimental de la permeabilidad, la
solubilidad y la susceptibilidad de metabolizarse de un candidato a farmaco es
practicamente imposible de implementar en las etapas iniciales de desarrollo de
farmacos; que los modelos computacionales publicados se han basado en bases de
datos pequefas, con escasa variabilidad estructural y que han sido poco validados
experimentalmente; que los modelos computacionales y experimentales no se han
combinado para lograr una clasificacién biofarmacéutica global; y que en nuestro pais
no se ha creado la infraestructura especializada para el desarrollo integral de estudios
biofarmacéuticos aplicados al desarrollo de genéricos y productos farmacéuticos de
avanzada, nos proponemos los siguientes objetivos:

v Desarrollar y validar modelos computacionales innovadores para la prediccion de la
permeabilidad, la solubilidad y el metabolismo de farmacos, que puedan ser
utilizados para establecer una nueva Clasificacion Biofarmacéutica Provisional tanto
para farmacos como para nuevas entidades moleculares.

v' Desarrollar la infraestructura necesaria para la modelacién computacional y la
evaluacion experimental de propiedades biofarmacéuticas que contribuyan a la
toma de decisién, por las Agencias Regulatorias, sobre la exoneracion de ensayos
de bioequivalencia en humanos.

2- Materiales y Métodos

Bases de Datos. La base de datos de permeabilidad en células Caco-2 estuvo
formada por 1301 compuestos. Para clasificar los compuestos con alta permeabilidad
se utilizé el valor del Metoprolol, mientras que para los de baja permeabilidad se
empled el del Manitol®. En ambos casos, para flexibilizar los intervalos seleccionados,
se aplicéd la regla del intervalo de confianza [0.8-1.25] utilizada en los estudios de
bioequivalencia’®. La base de datos de solubilidad estuvo formada por 1206
compuestos. Los farmacos con nimero de dosis (Do = 1) se clasificaron como de alta
solubilidad de acuerdo al BCS™. La base de datos de extensién de metabolismo estuvo
formada por 679 farmacos, siendo clasificados como extensivamente metabolizados y
por ende altamente permeables, aquellos con un metabolismo superior al 70%"".

Para estudiar las correlaciones in vitro/in vivo se utilizé una base de datos de Fracciéon
Absorbida en Humanos (Fa) conformada por 825 farmacos. Para los estudios de



cribado virtual, se utilizaron bases de datos de biodisponibilidad, y diversos compuestos
registrados en las bases de datos de Derwent, WOMBAT, Asinex
(http://www.asinex.com) y Lifechemicals (www.lifechemicals.com).

Descriptores Moleculares: Se utilizaron los descriptores calculados por los
programas: (i) Dragon version 5.4 y 6.0, (ii) Volsurf+ version 1.0.4 y (iii) CDK version
1.3.7.

Andlisis Estadistico: Como técnicas estadisticas de modelacion se utilizaron: el
Analisis Discriminante Lineal y Cuadrético, la Regresion Logistica Binaria, los Arboles
de Clasificacion, los Bosques Aleatorios, las Redes Neuronales, las Redes Bayesianas
y las Maquinas con Soporte Vectorial, todas implementadas en los programas
STATISTICA 6.0, SPSS 17.0 y WEKA 3.6.

Seleccion de Variables: Para los modelos de Analisis Discriminante se utilizé el
meétodo de “pasos hacia delante” y de “mejor subconjunto”. En el caso de la Regresion
Logistica se empled el método de “adelante condicional” para estimar el modelo. Para
los arboles de clasificacion se selecciono6 por cada nodo la variable que desplegaba los
datos en segmentos lo mas homogéneos posibles con respecto a la variable
dependiente. En el caso de las redes neuronales se utilizé la seleccién hacia adelante.
Para cada técnica de inteligencia artificial se ensayaron los métodos de filtrado y de
envoltura y con cada subconjunto seleccionado, se desarroll6 un modelo.

Evaluacion de Modelo. Para las técnicas estadisticas discriminantes se evaluaron
diferentes parametros estadisticos (la A de Wilks, el valor de F, el cuadrado de la
distancia de Mahalanobis, el valor de x* y el estadistico de Wald). En los arboles de
clasificacion se especificaron los parametros que optimizan su tamafio y desempefio. El
crecimiento del arbol fue controlado utilizando la medida de impureza Gini y la
optimizacion fue por métodos de validacion cruzada. Para los Bosques Aleatorios un
tercio de la serie de entrenamiento fue separada como una serie de validaciéon interna.
En el caso de las técnicas de inteligencia artificial sus parametros se optimizaron
durante el proceso de entrenamiento a través del ensayo de “prueba y error’. Se
utilizaron los multiclasificadores y se empleo el voto mayoritario simple. Los modelos
obtenidos fueron validados en base a su dominio de aplicacién, segun el programa
AmbitDiscover. La robustez y el poder predictivo de los modelos se corroboré por
validacion interna y externa. Para evaluar el desempefio de los modelos QSPR se
utilizé el porcentaje de casos bien clasificados, el coeficiente de correlacion de
Matthews, la sensibilidad, la especificidad y la curva ROC.

Evaluacion Experimental: Los estudios de permeabilidad in vitro se realizaron en
monocapas de carcinoma de colon humano Caco-2 ATCC, y siguiendo los
procedimientos técnicos establecidos y validados en el laboratorio de Farmacia y
Tecnologia Farmacéutica de la Universidad de Valencia en Espafia. La corroboracion
de las predicciones computacionales se realizaron a través de la determinacion
experimental de la permeabilidad intestinal en Caco-2, en un set externo de 23
farmacos.



3-Resultados y Discusion

3.1 Modelacién computacional de propiedades biofarmacéuticas de absorcion.
Estado del arte

Se desarrollaron dos revisiones sobre el estado del arte de la modelacion
computacional para la prediccién de la absorcidon intestinal y biodisponibilidad de los
farmacos. Se realizé un andlisis critico actualizado de las principales bases de datos,
descriptores moleculares, asi como las diferentes técnicas estadisticas que se han
utilizado para predecir la biodisponibilidad, la absorcion intestinal en humanos y la
permeabilidad intestinal. Se demuestra que la prediccion computacional de
propiedades de absorcion es un tema altamente complejo y que aunque se han
desarrollado numerosas aproximaciones, sigue siendo un reto la creacion de
herramientas confiables y predictivas para su aplicaciéon tanto en la etapa de
descubrimiento como de desarrollo de farmacos.

3.2 Modelacion computacional de la permeabilidad intestinal en células Caco-2
usando métodos de clasificacion QSPR y modelos basados en reglas.

En un primer estudio se desarrollaron 21 modelos QSPR para discriminar los
compuestos con alta permeabilidad en Caco-2 de aquellos con moderada-baja
permeabilidad. El rango de exactitud de clasificacion para todos los modelos estuvo
entre 78-82%. Se desarroll6 un modelo general de clasificacion con todos los
descriptores y se obtuvo un 81.6% de buena clasificacion para la serie de
entrenamiento y un 83.9% para la serie de prueba. Un set externo de 10 farmacos fue
predicho por el modelo y corroborado experimentalmente, alcanzandose un 80% de
clasificacion correcta. Las potencialidades de uso del modelo se evalu6 en el cribado
virtual de una base de datos de 269 farmacos con valores de absorcion intestinal en
humanos y el modelo predijo 121 compuestos con alta permeabilidad intestinal y el
90% de ellos tenian altos valores de absorcion intestinal en humanos (HIA>80%).

En un segundo estudio, se desarrollaron nuevos modelos QSPR y modelos basados en
reglas para clasificar la alta (H), moderada (M) y baja (L) permeabilidad en Caco-2. La
mejor regla, basada en la combinacion de Area Superficial Polar, Peso Molecular y
Lipofilidad, fue capaz de identificar los compuestos con alta, media y baja
permeabilidad con un 72%, 73% y 71%, respectivamente. Luego se desarroll6 un
sistema consenso (multiclasificador) basado en Arboles de Clasificacion Binarios, los
cuales tuvieron una exactitud de la prediccion de 78.4/76.1/79.1% de H/M/L para la
serie de entrenamiento y de 78.6/71.1/77.6% para la serie de prueba. Finalmente, la
regla de 3 propiedades y el multiclasificador fueron validados en una serie de externa
de 23 farmacos que fueron ensayados experimentalmente. La regla evidencié ser muy
util para incrementar el disefio de los ensayos y priorizar 1os ensayos experimentales a
los candidatos con alta absorcion y los modelos QSPR tuvieron una adecuada
capacidad predictiva. Se demostro la utilidad de la combinacion de las metodologias
computacionales y experimentales para la prediccion de la permeabilidad, asi como
para la realizacion de cribados virtuales en las etapas iniciales de desarrollo de
medicamentos.



3.3 Desarrollo de un nuevo sistema de clasificacién biofarmacéutica provisional
(PBC) basado en la permeabilidad en células Caco-2 y en el nUmero de dosis.

En este estudio se desarrolld una clasificacién provisional (PBC), basada en el BCS,
para una base de datos de 322 farmacos orales. Esta clasificacion, basada en la
solubilidad acuosa (nimero de dosis) y la permeabilidad aparente en células Caco-2,
muestra una alta correlacion (>76%) con el sistema de clasificacion provisional del BCS
publicado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Luego se desarrollaron
modelos QSPR independientes para identificar las clases de permeabilidad y
solubilidad del BCS. Los tres mejores modelos para predecir cada propiedad fueron
seleccionados y combinados en un sistema de consenso, basado en el mecanismo de
voto mayoritario. La validacion de este enfoqgue computacional se llevé a cabo en un
grupo de 57 farmacos de la Lista de Medicamentos Esenciales de la OMS. Los
modelos computacionales para la prediccién del BCS se utilizaron para predecir una
base de datos de 679 farmacos orales clasificados por los modelos del BDDCS, y otra
de 37 202 compuestos evaluados en ensayos preclinicos y clinicos. Los modelos
QSPR ofrecen una nueva herramienta para estimar las clases del BCS para NEMs.

Finalmente, se desarroll6 una aproximacion computacional para predecir de forma
conjunta el BCS y el BDDCS, utlizando de forma independiente, modelos de
clasificacion para el numero de dosis, la permeabilidad en Caco-2 y la extension del
metabolismo. Las predicciones finales permitieron definir un nuevo filtro
biofarmacéutico, que se empledé para caracterizar los perfiles de absorcion de
compuestos similares a farmacos, de farmacos genéricos y para cribar nuevas
entidades moleculares.

3.4 Implementacién de la nueva estrategia para la clasificacion biofarmacéutica
de farmacos dentro del desarrollo de medicamentos genéricos.

Se llevo a cabo a través de dos proyectos internacionales: 1- Montaje de un laboratorio
de Quimica Computacional, con fines académicos y cientificos, para el disefio de
potenciales candidatos a farmacos, en enfermedades de alto impacto social (financiado
por la AECID) y 2- Red para el desarrollo de metodologias biofarmacéuticas racionales
gue incrementen la competencia y el impacto social de las Industrias Farmaceéuticas
Locales (financiado por la Comision Europea). Ambos proyectos permitieron crear los
tres laboratorios que conforman la Unidad de Modelacion y Experimentacion
Biofarmacéutica: un laboratorio de modelacién computacional para la investigacion, un
aula de modelacién para el postgrado y la investigacion, y un laboratorio para la
experimentacion biofarmacéutica. Todo esto se ha aglutinado a una estrategia de
formacion que incluye una maestria en investigacion y desarrollo de medicamentos
(2da edicién) y el desarrollo de talleres nacionales e internacionales sobre actualizacion
biofarmacéutica.

4- Conclusiones

Se realizaron revisiones bibliograficas sobre el tema de absorcion y biodisponibilidad de
farmacos, profundizandose sobre el estado del arte de la tematica y los principales
problemas existentes. Se desarrollaron y validaron experimentalmente un conjunto de
herramientas computacionales para obtener una adecuada clasificacion de la



permeabilidad en Caco-2 y de la solubilidad, y se combinaron para establecer una
clasificacion provisional del BCS. Finalmente, la metodologia se extendid a la
prediccion del BDDCS, definiendo ocho criterios biofarmacéuticos para analizar perfiles
biofarmacéuticos de farmacos o de Nuevas Entidades Moleculares (NEMs). Toda esta
metodologia se implementé con la creacion de la Unidad de Modelacién y
Experimentacion Biofarmacéutica. Tomando en consideracion que la industria
farmacéutica cubana tiene dentro de su mision la produccion de medicamentos para el
mejoramiento de la salud del pueblo y la generacion de bienes exportables y que uno
de sus principales programas es el desarrollo de genéricos y productos farmacéuticos
de avanzada, la presente propuesta pudiera contribuir de forma satisfactoria a su
consecucion.
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