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RESUMEN

Introduccion. La farmacometria es una disciplina cientifica vibrante que estd conformada

eritropoyetinas pegiladas; farmacometria; por el ciclo de excelencia: integracion, innovacion e impacto. Objetivo: Evaluar diferentes en-
farmacocinética; farmacodinamica; nimo- foques farmacométricos en tres productos biotecnoldgicos cubanos. Métodos. Se desarro-

tuzumab; NONMEM

[I6 un andlisis farmacocinético poblacional del nimotuzumab en pacientes con céncer de
mama en estadio Ill, con escalado de dosis combinado con doxorrubicina y ciclofosfamida.
Se caracterizé la famarcocinética/farmacodinamica (PK/PD) de eritropoyetinas humanas
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INTRODUCCION

En la Ultima década, la farmacometria ha emergido en

recombinantes (EPOhr) pegiladas ramificadas (EPOhr-PEG2-32kDa y EPOhr-PEG2-40kDa), y se
comparo con los productos de referencia ior® EPOCIM y MIRCERA® en conejos Nueva Zelanda.
Para el andlisis de los datos se empled la modelacion de efectos mixtos no lineales (NONMEM®).
Resultados. El mejor modelo obtenido para el nimotuzumab fue la aproximacion cuasiestado
estacionario del modelo completo de disposicion mediado por el receptor. Este modelo permitio
describir el comportamiento cinético lineal y no lineal del anticuerpo monoclonal. La dosis biolé-
gica 6ptima recomendada oscilé entre 200 y 400 mg semanalmente. En el caso de las EPOhr se
obtuvo un modelo semimecanistico PK/PD de transito celular. Las EPOhr-PEG2-32kDa y EPOhr-
PEG2-40kDa mejoraron las propiedades PK y PD en comparacion con ior®EPOCIM y MIRCERA®.
La modelacion con enfoque poblacional, por su caracter integrador y predictivo, fue de gran utilidad
en la caracterizacion optima de las propiedades PK y PD de los tres productos biotecnolégicos
cubanos. Ademas, tiene un notable impacto en la industria farmacéutica en ahorro econémico y en
tiempo, asi como, en el ambito regulador, en la toma de decisiones durante el proceso de investiga-
cion, desarrollo y posterior comercializacion de nuevos productos.

The Role of Pharmacometrics in the Development of Cuban
Biotech-derived Drug Products

ABSTRACT

Introduction. Pharmacometrics is a vibrant scientific discipline that involves a cycle of excellence:
integration, innovation and impact. Objectives: To assess different pharmacometric approaches in
three Cuban biotechnological products. Methods. A population pharmacokinetic analysis of nimo-
tuzumab was performed in patients with stage Ill breast cancer. A set of doses was combined with
doxorubicin and cyclophosphamide. Besides, a pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) anal-
ysis of Recombinant Human Erythropoietin pegylated branched 32 kDa-PEG-rHUEPO and 40 kDa-
PEG-rHUEPO was conducted and compared with reference products (ior®EPOCIM and MIRCERA®)
in NZ rabbits. Data were analyzed using the nonlinear mixed—effect approach (NONMEM®). Re-
sults. The best model for nimotuzumab was the Quasi Steady State approximation of the full Tar-
get Mediated Drug Disposition model that best described the linear and nonlinear PK. The recom-
mended optimal biological dose ranged between 200-400mg/week. On the other hand, a cell transit
semi-mechanistic PK/PD model for characterizing EPOhr profiles was obtained. The development
of new branched PEG-chains formulations of EPOhr improves its PK and PD properties, compared to
that in commercially available formulations (i.e., ior®@EPOCIM and MIRCERA®). Due to its integrative
nature and predictive value, population modeling was very useful in the optimal characterization of
the pharmacokinetic and pharmacodynamic properties of these three Cuban biotech drug products.
It had a significant impact on decision-making by both the national regulatory agency and local
biopharmaceutical industry as to their research and development plans as well as the subsequent
marketing strategies for these new products, with substantial economic and time savings.

basica de la enfermedad hasta el mecanismo de accién de
los farmacos para el uso racional de los medicamentos en el
cuidado de los pacientes. ™

el mundo como una disciplina cientifica vibrante que se evi-
dencia en la triada: integracioén, innovacién e impacto. Esta
triada conforma un ciclo de excelencia en el descubrimiento,
desarrollo, investigacion y aprobacion de nuevos farmacos.
Todo ello contribuye a potenciar y acelerar su desarrollo, ex-
pandiendo el espectro de evaluacion desde la investigacion

Como parte del desarrollo de un nuevo producto farma-
céutico se requiere de la realizacion de diferentes estudios en
especies relevantes. En estos tipos de estudios, la farmaco-
metria es utilizada para desarrollar modelos farmacocinéti-
cos, farmacodindmicos, famarcocinética/farmacodindmica
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(PK/PD), entre otros. Estos modelos farmacoestadisticos per-
miten caracterizar, comprender y predecir el comportamiento
PKy PD de un medicamento, cuantificar la incertidumbre de
la informacion sobre ese medicamento y racionalizar la toma
de decisiones basada en datos durante el desarrollo de me-
dicamentos y la farmacoterapia. El desarrollo y aplicacion
de modelos adecuados resulta de gran utilidad en el ambito
regulador, ya que contribuye notablemente en la toma de de-
cisiones de relevancia dentro del desarrollo de un proyecto |
+ D de un nuevo producto, influyendo en el éxito durante el
proceso de aprobacion de solicitud de registro y posterior au-
torizacién de comercializacion.

Por primera vez en Cuba se aplican los enfoques farma-
comeétricos PK y PK/PD poblacionales en el desarrollo de pro-
ductos biotecnoldgicos cubanos como el nimotuzumab y las
eritropoyetinas humanas recombinantes (EPOhr) pegiladas
(EPOhr-PEG2-32kDa y EPOhr-PEG2-40kDa). El objetivo gene-
ral de esta investigacién fue evaluar diferentes enfoques far-
macomeétricos en productos biotecnoldgicos cubanos, y sus
objetivos especificos, los siguientes: caracterizar la farmaco-
cinética poblacional del esquema combinado nimotuzumab,
doxorrubicina y ciclofosfamida en pacientes con cancer de
mama localmente avanzado, y caracterizar la relacion farma-
cocinética/farmacodinamica poblacional de las eritropoyeti-
nas pegiladas ramificadas de 32 y 40 kDa en comparacion
con los productos de referencia ior®EPOCIM y MIRCERA®.

METODOS
Caracterizacion del ensayo clinico del nimotuzumab

Se disefi¢ un ensayo clinico (EC) fase I, monocéntrico,
abierto, no controlado, no aleatorizado, con escalado de dosis
y administraciones multiples del nimotuzumab, con nimero
de registro publico cubano de EC RPCEC00000057, que coin-
cide con el numero de registro de la OMS.® Este nuevo esque-
ma terapéutico para el nimotuzumab incluyd un incremento
en la cantidad de administraciones a diez. La primera admi-
nistracion de este anticuerpo monoclonal (AcM) se aplico
antes de la quimioterapia con el objetivo de que el efecto se
iniciara sobre un tumor que expresa los receptores HER1 sin
interferencias del efecto posterior de la terapia citostatica, y
de esta manera inducir un efecto maximo, asi como también
evaluar la PK del nimotuzumab en este tipo de pacientes y la
terapia. Se selecciond una muestra de 12 pacientes femeni-
nas, cumpliendo con los correspondientes criterios de selec-
cion y de exclusion. Se utilizaron 3 pacientes en cada nivel de
dosis de 50, 100, 200 y 400 mg para el AcM, segun los disefios
de escalado de dosis de Fibonacci modificado.

El estudio se condujo bajo los principios éticos de la de-
claracion de Helsinki, con la aprobacién del Comité de Etica

para la proteccién de sujetos humanos en ensayo clinico del
Hospital Hermanos Ameijeiras (HHA) y el Centro para el Con-
trol Estatal de la Calidad de los Medicamentos y Dispositivos
Médicos (CECMED).

Andlisis farmacocinético poblacional del
nimotuzumab

Las muestras sanguineas se colectaron inmediatamen-
te antes de comenzar y luego de finalizar la infusién los dias
0,7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 y 63 del tratamiento (ocasion
1-10). Las muestras adicionales se obtuvieron los dias 1, 2,
4y 6 después de la primera administracion (ocasion 1) y los
dias 64, 69, 77,83y 89 después de comenzado el tratamiento,
correspondiente a 1, 6, 14, 20 y 27 dias después de la décima
administracion (ocasién 10). Las muestras se incubaron, se
centrifugaron y se separ6 el sobrenadante (suero), el cual se
dispensd en alicuotas de 50 ply se congeld a -20 °C. Las con-
centraciones séricas del nimotuzumab se determinaron por
un método de ELISA indirecto, previamente validado.

Se realizé un andlisis simultaneo de todas las concentra-
ciones séricas log-transformadas vs. tiempo para las cuatro
dosis ensayadas.

Caracteristicas del estudio PK/PD de formulaciones
de EPOhr

Las formulaciones experimentales de EPOhr-PEG2-32kDa
y EPOhr-PEG2-40kDa fueron desarrolladas por el Centro de
Inmunologia Molecular (CIM), La Habana, Cuba. Las formu-
laciones comerciales ior®EPOCIM (concentracion nominal
de 10 000 Ul/mL) y MIRCERA® (jeringas precargadas de 100
1g/0,3 mL) fueron proporcionadas por las firmas CIMAB S.A,,
y Hoffman-La Roche, respectivamente. Los lotes empleados
en cada una de las formulaciones bajo estudio fueron libera-
dos siguiendo los criterios de calidad establecidos por el CIM
y acordes a la USP XXII.

Cada producto fue estudiado en conejos Nueva Zelanda
(NZ) machos, procedentes del Centro Nacional para la Pro-
duccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB), los cuales
tenian su correspondiente certificado de salud y calidad. Los
conejos se colocaron en jaulas individuales bajo condiciones
controladas. El protocolo fue aprobado por el Comité de Cui-
dado y Uso Animal del Centro de Investigaciones y Evaluacio-
nes Bioldgicas (CIEB) del Instituto de Farmacia y Alimentos
de la Universidad de La Habana, cumpliendo con la Directiva
de Cuidado de Animales de la Unién Europea © y las guias
ARRIVE para la experimentacion animal. ©

Se formaron ocho grupos experimentales de cinco co-
nejos cada uno, para un total de cuarenta animales. Cuatro
grupos (I-1V) para el estudio farmacocinético y el resto (V-VIII)
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para el estudio farmacodinamico. Al comienzo del estudio el
peso de los animales estaba dentro del rango de 1,5a 2,3 kgy
la edad era de 24-28 semanas.

Para el disefio del estudio PK'y PD se partio de concen-
traciones equivalentes de EPOhr y se administrd via bolus
intravenoso de 10 pg/kg de ior®EPOCIM, MIRCERA®, EPOhr-
PEG,-32kDa y EPOhr-PEG,-40kDa en la vena marginal izquier-
da de la oreja de cada animal de los grupos 1y V, 11y VI, [Ty VII,
IV'y VIII, respectivamente.

En el estudio PK las muestras sanguineas fueron colecta-
das a diferentes tiempos 0,0,5, 1, 3, 6, 8, 16, 24, 36, 48, 72, 96,
120, 144,168,192, 216, 240 h, excepto para el grupo que se le
administré ior®EPOCIM que fueron de 0,0.5, 1, 3, 6, 8, 16, 24,
36 h. Todas las muestras séricas fueron procesadas y cuan-
tificadas por el kit comercial EPO ELISA de la firma ROCHE.

En el estudio PD para los grupos tratados con ior®EPO-
CIMyMIRCERA® las muestras sanguineas fueron colectadas
alos tiempos 0, 3,7, 10, 21, 36, 42 dias y para los grupos tra-
tados con EPOhr-PEG,-32 y EPOhr-PEG,-40 fueron colectadas
alos tiempos 0, 0,04, 0,125, 0,25,0,33,0,66, 1, 1,5, 2, 3,4, 5, 6,
7,8,9,10, 21, 36, 42 dias. Las muestras de sangre (1 mL) se
colocaron en tubos Eppendorf que contenian 10 uL de EDTA
(10 %) como anticoagulante. Las determinaciones de eritroci-
tos y hemoglobina se realizaron en un analizador hematolo-
gico automatico PENTRA 120. Los reticulocitos se contaron
manualmente de acuerdo con los estandares de laboratorio
clinico del INOR y los informes de literatura. )

El andlisis de los datos tanto para la caracterizacion PK
del nimotuzumab como para la caracterizacion PK/PD de for-
mulaciones de EPOhr se realizé sobre la base del enfoque po-
blacional mediante el programa NONMEM® versién 7,® utili-
zando el método de estimacion condicional de primer orden
con la opcidn interaccion (FOCEI). También se usaron Xpose
4.00), PsN 5.3 09 R-package 3.0 Wy Phoenix 6.3 2 para guiar
el modelado y los pasos de evaluacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis farmacocinético poblacional del
nimotuzumab

Se analizé un total de 443 concentraciones séricas, de las
cuales 84 pertenecieron a la ocasion 1; 288 a las ocasiones
2-9y 71 a la ocasion 10. Se realizé un analisis exploratorio
inicial de los datos que sugirié un comportamiento no lineal
en las dosis ensayadas del nimotuzumab (50- 400 mg).

La aproximacion cuasiestado estacionario (QSS) del mo-
delo de disposicion mediado por el receptor (TMDD) fue re-
tenida como el mejor modelo base. Este es un modelo mas
mecanistico, pues permitid estudiar el impacto de la unién

del AcM al receptor en la distribucién y eliminacion, o sea, en
la disposiciéon del nimotuzumab. Ademas, que la PK se vio
afectada por la interaccion del AcM con su receptor, respon-
sable de la respuesta bioldgica, debido a que la cinética es un
marcador auxiliar de la respuesta farmacolégica.

En la figura 1 se muestra el modelo base que involucrd
dos compartimentos (central y periférico), el reciclado del re-
ceptor y la internalizacién/degradacion del complejo AcM-re-
ceptor. El método no paramétrico bootstrap con reemplazo
fue usado para evaluar la estabilidad del modelo final y cons-
truir los intervalos de confianza (IC) de los pardmetros farma-
cocinéticos.

ksyn

kpt omple|d
Receptor K33 Acha-
+ Libre Receptor
Infusidn lv L RC

kdeg kint

Fig. 1. Representacion esquematica de la aproximacion QSS del mo-
delo de disposicion mediado por el receptor. Incluye el enlazamiento
del AcM-receptor en compartimento central, reciclaje del receptor y la
internalizacion del complejo AcM-receptor.

Una vez obtenido el modelo base, se comenzdé a incluir
covariables con sentido fisiolégico como el peso corporal,
concentraciones de albumina sérica, edad, raza, parametros
bioquimicos indicativos de la funcién hepatica y estas fueron
evaluadas sobre aclaramiento (CL), volumen de distribucion
central (Vc). Ninguna de estas covariables mostro efecto es-
tadisticamente significativo sobre los pardmetros PK, por lo
gue el modelo base fue retenido como el modelo final.

Los parametros finales estimados por el modelo PK po-
blacional y el andlisis bootstrap con sus intervalos de confian-
za son resumidos en la tabla 1. Como se muestra, los errores
estandar de los parametros no pudieron ser estimados de-
bido a la matriz algoritmica singular. Esto se explica por la
sobreparametrizacién, dada la complejidad del modelo no se
pudo implementar la etapa de covarianza para estimar los
errores estandar.

El volumen de distribucion poblacional estimado para Vc
y Vp fue de 1,43 Ly 18,1 L, respectivamente. El volumen de
distribucion total en el estado estacionario (Vss = Ve+ Vp) fue
19,53 L, para un promedio de peso corporal de 65 kg, sugie-
re una distribucion aparentemente limitada fuera del espacio
vascular en el volumen extracelular. Este valor es alto en com-
paracién con el del cetuximab (Vss = 5,26 L para pacientes de
60 kg) ¥y matuzumab (Vss = 5,57 L para pacientes de 71 kg),
(4 que son aproximadamente iguales al volumen de plasma y
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Tabla 1. Pardmetros farmacocinéticos estimados del modelo
final PK poblacional y del método bootstrap

Parametros Estimados Resultados promedios
(unidades) bootstrap (1C 95 %)
Disposicion PK pardmetros

CL (L-h) 7,03x10* 4,3x10* (8,68x 10°-1,39x107)
V(L) 1,43 1,38 (1,09-1,81)

VP (L) 18,5 21,47 (7,91-209,10)

cL, (Lh?) 3,22x10° 3,3x107 (2,1x103-5,1x10%%)
K, (ng/mL) 6,96 7,40 (1.04-150.40)

k. (h?) 1,48x10 2,26x10% (1,7x102-2,66)
Ko (ug/mL)-ht 1,43 1,46 (7,1x107- 3,29)

Kyeg () 5,50 7,33 (2,05-74,21)

t,6(h) 483,71 -

Variabilidades interpacientes*

BPV, (%) 11,31 10,82 ( 0,64-33,54 )
BPV, (%) 50,00 51,03 ( 19,70-75,61)
BPV, (%) 87,86 83,42 (39-131)

Error residual

ER aditivo sobre log-datos 48,00 47,98 (33,09-69,92)
(%)

Shrinkage

n-skrinkage (%) 9,55

€- shrinkage (%) 3,53

El error estandar de los paréametros no fue proporcionado por el programa de-
bido a la matriz algoritmica singular. *BPV: Variabilidad interpaciente. ER: Error
residual. BPV y RE son expresados como coeficiente de variacion (%). CL: acla-
ramiento. Vc y Vp: volumen de distribucidn central y periférico, respectivamen-
te. V_: Volumen de distribucion en el estado estacionario Ve +Vp =19,93 L. CL,;
aclaramiento distribucional. Kss: concentracion del farmaco en el cual la inte-
raccion con el receptor es la mitad de la maxima o constante en estado esta-
cionario. Kint, ksyn y kdeg: constantes de velocidad de internalizacién, produc-
cion y degradacion del receptor, respectivamente. IC: intervalo de confianza.

consistentes con el comportamiento de IgG enddgenas y de
otros AcM terapéuticos. %

La Kss (que es un valor de concentracion que caracteriza
el 50 % del enlazamiento al receptor en el estado estacionario)
fue estimada con un valor de 6,96 pg/mL, el cual fue supe-
rior a la constante de velocidad del equilibrio de disociacion
(Kd) encontrada en estudios in vitro para el nimotuzumab
(1,5x10* ug/mL).9 La constante de disociacion Kd = koff/kon
es una medida de la afinidad entre el farmaco y el receptor en
estudios in vitro. Sin embargo, el término Kss = Kd+ (kint/kon)
es mucho mas abarcador, pues incluye la constante de afini-
dady la constante de velocidad de internalizacion del comple-
joy solo puede ser obtenida in vivo. En este estudio, se estimoé

que el receptor tiene un rapido reciclado (Kdeg = 5,50 h, t1/2
= 7,56 min de tiempo de vida media) comparado a la escala
del tiempo de otros procesos como el de internalizacion del
complejo AcM-receptor (Kint = 0,148 h, t1/2 = 4,68 h) y el
tiempo de vida media del nimotuzumab (483,71 h 0 20,15 d).
Este Ultimo fue consistente con lo reportado en la literatura
para IgG1,1gG2y IgG4 que es de 21d. (719

La variabilidad interindividual estuvo asociada al CL, Vc y
Kss con valores de 11,31 %, 50 % y 87,86 %, respectivamen-
te. La variabilidad interocasion “% no se pudo incluir en CL.
Se obtuvo un valor de error residual de 48%. Los parametros
del modelo final generados del andlisis bootstrap fueron, en
muchos casos, similares al modelo desarrollado para las 12
pacientes.

El porcentaje de diferencia entre el modelo final y los da-
tos promedios del andlisis bootstrap fue por debajo del 17 %
para todos los pardmetros fijos (farmacocinética estructural)
y de efectos aleatorios, con la excepcion del CL (38,84 %),
kdeg (33,27 %) y kint (52,63 %) en los cuales la precision en la
estimacion fue baja. Todas las estimas del modelo final estu-
vieron dentro del intervalo de confianza (IC) del 95 % obtenido
por el método bootstrap, por lo que la aproximacion QSS del
modelo TMDD se considera estable.

Los valores totales de CL del nimotuzumab (oscila-
ron desde 4,5x10° L/h a 1,72x10? L/h o equivalente desde
1,08x107" L/d a 4,13x107 L/d) fueron similares al CL de las IgG
enddgenas que es de 2,1x107 L/d. ¥ La capacidad predicti-
va del modelo fue evaluado a través de las técnicas chequeo
visual predictivo corregido por la prediccion y el chequeo pre-
dictivo posterior (PPC).

La simulacion permitié predecir las concentraciones de
nimotuzumab después del régimen de dosis repetido sema-
nalmente de 50, 100, 200, 400 and 1200 mg de nimotuzu-
mab y la escala de tiempo mas extendida, correspondiente
a la ocasién 10 en el estado estacionario, permitié apreciar
mejor el comportamiento no lineal en este rango de dosis si-
mulados. Se observd que a partir de la dosis de 200 mg se
mantuvo ocupado el receptor (en un 50 %) durante todo el tra-
tamiento. Valores medios de AUC vy los correspondientes IC
del 95 %, estimados de cada simulacion fueron 6624 (767,8-
17 581) pyg/mL.h7; 14121 (1685- 35 949) ug/mL.h; 30 685
(4017- 74732) ug/mL.h7; 75296 (11351-167519) pg/mLh";
316 633 (82 546-634 575) ug/mL.h" para las dosis de 50, 100,
200, 400 y 1200 mg, respectivamente.

En la caracterizacion farmacocinética poblacional se
propone el rango de dosis de 200-400 mg/semana como el
rango de dosis 6ptima bioldgica porque hay una disminucion
en el aclaramiento total del monoclonal indicando saturacion
del receptor del factor de crecimiento epidérmico. La meto-
dologia ensayada permite disefiar un régimen de dosificacion
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del nimotuzumab para obtener la dosis dptima bioldgica, que
integre todos los fenémenos farmacocinéticos y farmacodi-
namicos que conforman los mecanismos de distribucion y
eliminacion, y preconice estadisticamente el comportamiento
gue ocurrira en un numero mayor de sujetos. Dicho resultado
integral es un valioso aporte para incorporar a la carpeta del
Registro Sanitario Internacional y de la comercializacion del
producto.

Analisis del modelo farmacocinético/
farmacodinamico poblacional de formulaciones de
EPOhr

Se incluyd un numero total de 266 mediciones de EPOhr
en el andlisis farmacocinético de 19 conejos. Para la carac-
terizacion farmacodindmica se incluyeron 799 observaciones
de conteo de RET, RBC y niveles de HGB en cada tiempo en
20 conejos. Se caracterizé el curso temporal de las concen-
traciones de EPO en suero y luego se describieron los perfiles
de tiempo de las tres lecturas de respuesta RET, RBC y HGB
simultdaneamente, utilizando el método de parametros de far-
macocinética poblacional ?V para vincular los perfiles PK con
el modelo de respuesta obtenido.

En la figura 2 se muestra la representacion esquematica
del modelo final semimecanistico PK/PD de transito celular.
Los parametros relacionados con el sistema fisioldgico tipico
que debe estimar el modelo son RET, RBC, F, .., v, y MTT. Este
ultimo es interpretado como el nimero de transiciones /ktr.

Los modelos de transito celular representan un proceso
de maduracién continuo de un compartimento al siguiente,
que se rige por el tiempo medio de transito (MTT), el cual se
modela como una constante de velocidad de primer orden,
igual para todos los compartimentos.? Esta cadena de com-
partimentos permite capturar el retraso entre el efecto del far-
maco sobre las etapas de las células precursoras y las células
circulantes.®)

El modelo incorpora dos proliferaciones (P1y P2, de las
cuales las observaciones no estdn disponibles), un RET, un
RBC maduro y un compartimento de HGB. La proliferacion de
células P1 esta representada por la constante de velocidad
de primer orden k_ . Después, las células maduran secuen-
cialmente a través de los diferentes compartimentos (P2, RET
y RBC) siguiendo los procesos de velocidad de primer orden
gobernados por k. La eliminacion de RBC sigue un proceso
de velocidad de primer orden también representado por el pa-
rametro k... Se consideré un mecanismo de retroalimenta-
cion desencadenado por el cambio de los niveles de RBC con
respecto a las condiciones al inicio (RBC) y expresado como
(RBC,/RBC)"" afectando sobrek  , donde y" modula la magni-
tud del mecanismo de retroalimentacion. La fraccion de HGB
(F, o) Permite relacionar el perfil de tiempo continuo de HGB
con la suma de las células RET y RBC. Los efectos del farma-
€O (Egirumaco) S€ incorporaron como una estimulacion sobre la
velocidad del proceso de maduraciéon de P2 a RET, como una
funcion lineal (SLP) de los niveles predichos de EPO en suero.

——

ey

Fig. 2. Representacion esquematica del modelo final semimecanistico PK/PD de transito celular correspondiente a etapas de proliferacion y
diferenciacion celular de la eritropoyesis. La disposicion de EPO se describié con un modelo de dos compartimentos y eliminacién lineal. P1y P2
representan a compartimentos precursores. La proliferacion de P1 estd representado por una constante de velocidad de primer orden Ko LS
células maduran secuencialmente a través de los diferentes compartimentos P2, RET y RBC, siguiendo procesos de velocidad de primer ordenk ,
Keer ¥ Koge: (RBC,/RBC)Y' representa el ciclo de retroalimentacion considerado y E,,,.., S€ corresponde con los efectos de los farmacos.
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El proceso de disposicion de las diferentes formulaciones
de EPOhr se describié mejor con un modelo de dos comparti-
mentos (central y periférico) y eliminacion lineal, obteniéndo-
se los respectivos parametros farmacocinéticos finales esti-
mados por PK poblacional como se resume en la tabla 2. Las
diferencias en la disposicion del farmaco para cada formula-
cion se describieron mejor utilizando diferentes aclaramiento
y volumenes aparentes de distribucién en el compartimento
central (V1), pero igual aclaramiento intercompartimental (Q)
y volumen aparente de distribucion en el compartimento peri-
férico (V2). Diferentes modelos estructurales fueron construi-
dos asumiendo distintos parametros para cada formulacion
CL y/o V1, Q y/o V2, pero ninguno de ellos proporciond una
reduccion significativa del valor minimo de funcion objetiva 'y
en la grafica de bondad de ajuste comparado con el modelo
PK final seleccionado. En este la variabilidad interindividual se
incluyo en CLy V1.

Se obtuvieron diferentes V1 para cada formulacion, sien-
do mayores para los derivados de EPO-PEG lo que sugiere que
estos ultimos tuvieron mayor interiorizacion. Esto concuerda
con trabajos previos de otros autores @+ 29, El valor de CL
para EPOhr-PEG2-40 kDa, EPOhr-PEG2-32 kDa, ior®EPOCIM
y MIRCERA® fue de 4,34 x10° L/h; 5,77 x10°L/h; 1,02 x107"

L/hy 1,06 x10?L/h donde se evidencian diferencias signifi-
cativas entre ellos, siendo mucho menor para los derivados
pegilados. La variabilidad interindividual asociada a CL y V1
fue del 50 % y 60 % respectivamente y el valor de error residual
fue del 20,5 %.

Todos los parametros en el modelo se estimaron con
adecuada precision segun lo indicado por los valores del error
estandar relativo y los resultados del analisis bootstrap con
sus intervalos de confianza reflejados también en la misma
tabla 2. El modelo PK/PD integra los parametros del sistema
(MTT,RET,, RBC,, F, ., V) Y los relacionados con los derivados
de EPOhr (SLP, y? y y®) como se muestra en la tabla 3.

La maduracion de la cascada hematopoyética se describid
con el parametro de MTT para todas las formulaciones y debi-
do a problemas de convergencia este parametro se establecio
segun al valor publicado en conejos de 80 d.? Las estimacio-
nes de recuentos de células basales para RET, (0,17 %) y RBC,
(591 x 102 L) en el modelo caracterizaron las condiciones ini-
ciales de las células eritroides antes de la administracion de
la dosis y resultaron similares a otros valores publicados por
otros autores ?*2”) que obtuvieron un valor de RBC, de 5,92
x 10™ L en un modelo de transito celular. La HGB se predijo

suponiendo una correlacion lineal del 40 % (F,,, = 0,4) con la

Tabla 2. Parametros farmacocinéticos estimados de la poblacidn de formulaciones de EPO después de

la administracion i.v. en conejos NZ

Modelo PK final

Parametros
Valor EER
(unidades)
promedio (%)
ER [CV (%)] 20,5 13
CLior®EPOCIM (L/h) 1,02 x10? 8
CL MIRCERA® (L/h) 1,06 x10? 15
CL EPO- PEG-32 (L/h) 5,77 x10°3 26
CL EPO-PEG-40 (L/h) 4,34 x10°3 28
V1 ior®EPOCIM (L) 1,94 x10* 20
V1 MIRCERA® (L) 7,0 x10* 12
V1 EPO-PEG-32 (L) 5,52 x10? 29
V1 EPO-PEG-40 (L) 6,46 x10* 34
Q(L/h) 2,24 x10? 23
V2 (L) 3,94 x10* 16
VI CL [CV (%)] 50 18
CORR CL-V1 [CV (%)] 88,5 8
VII V1 [CV (%)] 60 12

Andlisis bootstrap (n=1000)

Shrinkage EER

Mediana (IC 95 %)
(%) (%)

6 19,9 15 (14-26)
1,04 x10* 9 (0,5-1,5)x10*
1,00x10? 14 (0,6-1,6)x10?

5,4x103 31 (3,5-9,8)x10*
4,3x10°3 35 (3,0-7,1)x103
1,9x10* 22 (1,1-2,9)x10*
6,7x10" 15 (4,9-9,1)x10*
5,4x10* 2 (3,3-7,7)x10*
6,4x10™" 38 (4,2-11,9)x10*
2,2x1071 29 (0,13-0,33)

3,9x10™* 17 (0,28-0,45)

2 49 19 (17-56)

87 8 (65-97)

3 48 (23-65)

ER: error residual; VII: variabilidad interindividual; EER: error estandar relativo; IC: intervalo de confianza; CV: coeficiente de

variacion; CL: aclaramiento; Vc y Vp: volumen de distribucién central y periférico; Q: CL distributivo.
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Tabla 3. Estimaciones farmacodinamicas poblacionales de formulaciones de EPO después de la

administracion i.v. en conejos NZ

Modelo PD final

Parametros
(unidades) Valor Shrinkage

promedio (%)

ER RET [CV (%)] 23,3 5

ER RBCy HGB [CV (%)] 5,7

RET, (%) 0,17

RBC, (102 células/L) 5,91

MTT (d) 80

12 1

A 3,02

Y, 1,24

SLPepocimmirceras (L/un) 1,06 x10°

SLP o p0 32y 40 k0a (L/un) 1,45 x103

Frcs 0,4

K, (Ul/L/h) 1,90 x107

Toum (d) 1

VIIRET_[CV (%)] 18 14

VII RBC, [CV (%)] 5 13

VIIT,,, [CV (%)] 16 66

VII SLP [CV (%)] 30 15

Andlisis bootstrap (n=1000)

EER
Mediana (IC95 %)
(%)

23,9 13 (21,5-26,0)
6,4 7 (5,7-7,0)
1,73 x10* 16 (1,52-1,96) x10*
6,00 11 (5,87-6,10)
80 - =
1 - -

3,44 21 (2,11-3,99)
1,45 26 (0,91-2,25)
1,08 x10°3 36 (0,76-1,54) x10°3
1,43 x10°3 11 (1,14-1,87) x10°3
0,4 12 (0,39-0,41)
2,04 x107 8 (0,58-3,10) x10?

1 _ -

19 19 (14-26)
5 21 (2-7)
18 29 (11-29)
29 13 (13-58)

T, duracion del proceso de orden cero; ER: error residual; VII: variabilidad interindividual; EER: error estandar relativo;

IC: intervalo de confianza; CV: coeficiente de variacion.

suma de RET y RBC, que muestra la interdependencia de los
tres puntos finales farmacoldgicos y la posibilidad de derivar
HGB en funcion de las observaciones de RET y RBC. La esti-
macién del parametro y1 dio como resultado una diferencia no
significativa de 1 (p >0,01). Se observé una disminucion inicial
en las observaciones de RBC y HGB, probablemente asociada
a un muestreo excesivo y pérdida de sangre dentro de las pri-
meras 24 h, y se describié con una eliminacion de orden cero
de 1,90 x 102 Ul/L/h de RBC con una duracion de 24 h. Dife-
rentes factores de amplificacién para ior® EPOCIM (y2 = 3,11)
y formulaciones de EPO-PEG (y3 = 1,34) se incorporaron en el
modelo, para caracterizar los niveles maximos de RET durante
el proceso de transduccion.

Los efectos eritropoyéticos a dosis Unica por via i.v. de las
formulaciones derivadas de EPOhr se caracterizaron de forma
adecuada al aplicar un modelo de efectos lineales con un valor
de 1,6 x 10° L/UI para las formulaciones comerciales (ior®E-
POCIM y MIRCERA®) y 1,45 x 10°L/Ul para las formulaciones
pegiladas ramificadas. Este parametro indica la relacién entre
el efecto eritropoyético con la concentracién sérica de los di-
ferentes derivados de EPOhr, lo que sugiere que las formula-

ciones pegiladas ramificadas al tener un mayor valor de SLP
presentan un mayor efecto eritropoyético a un menor valor de
concentracion con respecto a ior® EPOCIM y MIRCERA®.

En relacion con los efectos aleatorios se observé que la
variabilidad interindividual estuvo asociada a RET , RBC,, T, ,,
y SLP con valores del 18 %, 5%, 16 % y 30 % respectivamente.
Ademas, se obtuvieron dos valores de error residual 23 % para
RET y 5,7 % para RBC y HGB, ya que las determinaciones se
ejecutaron por diferentes técnicas hematoldgicas.

En las tablas 2 y 3 se reflejan los resultados del bootstrap
(n = 1000) del modelo seleccionado. Todos los pardmetros
se estimaron con buena precision, segun lo indicado por los
valores del EER y el andlisis bootstrap. Todos los estimados
del modelo estuvieron dentro del intervalo de confianza del
95 %, por lo que el modelo PK/PD de transito celular se con-
sidera estable.

Con el fin de evaluar el impacto de las diferentes formula-
ciones pegiladas en humanos, se realizé un escalado alomé-
trico deterministico utilizando los parametros PK poblaciona-
les en conejos, escalados por el peso corporal. Se utilizaron
los exponentes estandar 0,75 para el CL y 1 para el volumen

Anales de la Academia de Ciencias de Cuba; Vol. 10, No. 3 (2020)



aparente de distribucion. Los parametros PK en humanos tu-
vieron un comportamiento similar al observado en conejos,
pero con valores mayores ya que el humano metaboliza mas
lentamente que el conejo. En ambas especies se evidencio la
disminucion del CL y aumento del tiempo de vida media de las
EPO-PEG donde MIRCERA® present¢ valores de 115 h lo cual
es consistente con Locatelli y col para estudios en voluntarios
sanos que reportaron unt %2 de 133 h. ®® En el caso de los pro-
ductos ramificados EPOhr- 32 y 40 mostraron unt % de 166 y
300 h respectivamente que equivale a 7y 13 dias.

Conclusiones

El presente trabajo evalud diferentes enfoques farmaco-
métricos como la aproximacion cuasiestado estacionario del
modelo completo TMDD para el nimotuzumab y el modelo
semimecanistico PK/PD de transito celular para eritropoye-
tinas humanas recombinantes. Estos modelos permitieron
describir de forma cuantitativa y mecanistica la farmacoci-
nética y farmacodinamia de estos productos biotecnoldgicos
y proponer la dosis optima bioldgica. La aplicacion de estos
modelos tiene gran impacto tanto en la industria farmacéuti-
ca como en el dmbito regulador ya que permiten economizar
recursos y tiempo; asi como contribuir en la toma de decisio-
nes durante el proceso de investigacion, desarrollo y posterior
comercializacion de futuros medicamentos. Este aporte far-
macomeétrico en la caracterizacion de productos biotecnold-
gicos cubanos crea una pauta para seguir desarrollando esta
disciplina en nuestro pais, desde la academia hasta el marco
regulatorio.
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