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Resum

Resum

L’amikacina és un antibiotic del grup dels aminoglicosids amb un efecte bactericida
concentracié depenent, inhibint la sintesi proteica, que és ampliament utilitzat en el
tractament de les sépsies greus causades per bacils gram negatius. L’objectiu
principal d’aquest estudi fou establir els parametres farmacocinétics de I'amikacina
en nounats a partir de les dades de concentracid serica obtingudes en la
monitoritzacié rutinaria del farmac i identificar la influéncia de covariables i la
variabilitat interindividual (VIl) associada. Validar el model desenvolupat en una
poblaci6 externa, avaluar el régim de dosificacio utilitzat i optimitzar les
recomanacions de dosis inicials a administrar, van ser altres objectius. L’'analisi
farmacocinétic es va realitzar en una poblacié de 149 individus utilitzant el
programa NONMEM VII. La farmacocinética de I'amikacina es va descriure amb
un model bicompartimental amb entrada de farmac d’acord amb una cinética
d’ordre zero i eliminacié de primer ordre. La VIl va ser inclosa tant en I'aclariment
(CL) com en el volum de distribucié en el compartiment central (V1) i en el volum
de distribuci6é intercompartimental (Q), coeficient de variacié (CV) del 16.39%,
25.23% i 40.08%, respectivament. EI CV de l'error residual, modelitzat amb un
component additiu i un proporcional, va ser del 6.97% i 15.34%, respectivament. El
pes actual (WGT) i 'aclariment de creatinina (CLCR) van demostrar ser variables
predictores del CL, i el WGT també del V1. Els valors estimats finals de I'CL i del
V1 venen donats per TVCL=0.133:(CLCR/31.97)*%**x(WGT/1880)°"*> and
TVV1=0.837-(WGT/1880)"%.. L’avaluacié del model final en una poblacié externa,
com a través de técniques de validacié internes (Bootstrap, Visual Predictive
Check, prediction-corrected visual predictive check, posterior predictive check,
normalised prediction distribution errors), van demostrar la seva robustesa i
capacitat de predicci6. Diferents simulacions basades en les estimes
farmacocinétiques finals del model van posar de manifest la influencia de les
covariables identificades com a significatives en les concentracions sériques
d’amikacina, i van demostrar la capacitat del model per a establir dosis inicials
optimes del farmac pel tractament de les sépsies neonatals. Aquest model podra
ser introduit en un programa Bayesia de farmacocinética utilitzat en la practica
clinica que permetra no tan sols optimitzar les dosis inicials a administrar, sin6
també realitzar ajustos de dosi durant el tractament. Addicionalment, el model
permetra ser utilitzat per investigar noves estratégies de dosificacio.
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1. INTRODUCCIO

1.1 FARMACOLOGIA DE L’AMIKACINA

1.1.1 Caracteristiques generals

Els aminoglicosids sén un grup dantibidtics format per un extens nombre de
compostos policationics naturals o semisintétics. El primer en aillar-se va ser la
estreptomicina (Waksman, 1944) a partir del fong Streptomyces griseus.
Posteriorment, de diferents soques de Streptomyces, es varen aillar la neomicina
(Waksman, 1957), la kanamicina (Umezawa, 1957) i la tobramicina. La gentamicina
(Weinstein, 1963), netilmicina i sisomicina s’obtingueren a partir de diferents especies
del génere Micromonospora. A partir d’aleshores, la investigacié es va centrar en la
modificacié quimica d’aquests compostos, per tal d'augmentar-ne I'activitat i disminuir-
ne la toxicitat (1). Tots ells es caracteritzen per la preséncia d’'un anell d’aminociclitol
derivat de linositol, al qual s’uneixen, mitjangant enllagos glucosidics, dos o0 més
sucres amb o sense grups amino.

En general, tots els compostos que formen part del grup dels aminoglicdsids presenten
unes caracteristiques fisiques, quimiques i farmacolodgiques similars. L’amikacina
pertany al grup dels aminoglicosids semisintétics, derivat de la kanamicina, en la qual
el grup amino en posicié 1 de l'anell d’aminociclitol ha estat substituit per un grup
hidroxiaminobutiric (2).

1.1.2 Mecanisme d’acciod i de resistencia bacteriana

El seu mecanisme d’accié es basa en un efecte bactericida concentracié depenent
(leficacia del tractament esta relacionada amb la concentraci®6 maxima obtinguda).
Penetren a I'interior del bacteri mitjangant un mecanisme de transport actiu depenent
d’oxigen, i s’'uneixen a les subunitats 30S i 50S del ribosoma bacteria, inhibint la sintesi
proteica. Com a mecanisme d’accié addicional es suggereix la modificacié de la
membrana citoplasmatica (3).

El mecanisme de resisténcia més important és per inactivacié enzimatica mitjancada
per plasmids. La sintesi d’enzims bacterians modifica I'estructura quimica dels
diferents aminoglicosids, reduint-ne la seva activitat antibacteriana. Cada antibiotic pot
estar afectat per diferents enzims, a la vegada que un mateix enzim pot afectar
diferents antibidtics, la qual cosa esta relacionada amb la possibilitat de resisténcia
creuada entre antibiotics sensibles a un mateix enzim. L’aminoglicosid menys sensible
a aquesta acci6 enzimatica és I'amikacina (4).
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1.1.3 Activitat antibacteriana

Presenten activitat antibacteriana front a bacils gram negatius aerobis, com
Pseudomonas aeruginosa. En alguns casos és necessaria I'associacié amb antibiotics
betalactamics, amb els que presenten un efecte sinérgic (3). Els bacteris gram
positius, amb excepcié de Staphylococus aureus, son poc sensibles. Sén inactius front
a gérmens anaerobis. L’estudi de l'activitat dels aminoglicdsids in vitro demostra la
seva accié batericida, aixi com el seu efecte postantibidtic. La seva eficacia es
relaciona amb la concentracié postdosi o nivell pic, la qual ha d’estar situada entre 20 i
30 mg/L (1).

1.1.4 Caracteristiques farmacocinétiques

L’amikacina i en general tots els aminoglicosids sén compostos grans, hidrofils i amb
un caracter marcadament basic, la qual cosa limita seva absorcié a través del tracte
gastrointestinal. Per aquest motiu les vies d’administraci6 més freqlients soén la
intravenosa i la intramuscular (3).

La distribucié intracel-lular de l'amikacina també esta limitada per les seves
caracteristiques polars. La uni6é a les proteines plasmatiques és molt baixa (1-10%), i
degut al seu tamany i a la seva carrega positiva, el pas a través de les membranes és
limitat. El tabul renal proximal i la perilimfa en son I'excepcié, ja que disposen de
sistemes de transport actiu, fet que justifica la nefro i ototoxicitat associades . Les
concentracions que s’assoleixen en el liquid cefaloraquidi son inferiors al 10% de les
concentracions plasmatiques (en casos de meningitis cal recérrer a I'administracio
intratecal o intraventricular), i el pas a través de la barrera placentaria és limitat, pero
s’assoleixen bones concentracions en el liquid peritoneal i sinovial. El volum de
distribucié presenta una important variabilitat interindividual, amb un clar efecte sobre
les concentracions plasmatiques i els requeriments de dosi (1).

En general, els aminoglicosids no son metabolitzats, i la major part (85-95%) s’elimina
de forma inalterada per l'orina a través de filtracié glomerular, la qual es correlaciona
amb l'edat gestacional (3). En pacients dialitzats, la taxa d’extraccié es situa al voltant
del 50%.

1.1.5 Caracteristiques farmacodinamiques

L’eficacia dels aminoglicosids resulta de la combinacié de la seva accié bactericida
concentracio-depenent, la resisténcia adaptativa i la preséncia d’efecte post-antibidtic.
El' millor indicador farmacocinétic (PK)/ farmacodinamic(PD) de [Ieficacia dels
aminoglicosids és el rati concentraci®6 maxima vs concentraci®6 minima inhibitoria
(Cmax/MIC). S’ha descrit que per obtenir una resposta clinica > 90% i disminuir el risc
d’aparicié de resisténcies, el rati Cmax/MIC s’ha de situar entre 8-10 (5).
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1.1.6 Efectes adversos

Es tracta d’antibiotics amb una toxicitat relativament alta, generalment asociada a
concentracions predosi elevades (> 5 mg/L) la qual cosa constitueix una limitacio
important per a la seva utilitzacié. Tot i les poques dades disponibles que han avaluat
la incidéncia de toxicitat dels aminoglicosids en pediatria, sembla que el risc de
toxicitat en aquest grup de poblacié €s menor que en adults (6).

Els dos principals elements de toxicitat associats als aminoglicosids sén la ototoxicitat
(ocasionant pérdua de la funcié auditiva i tinitus) i nefrotoxicitat. La nefrotoxicitat, la
qual es correlaciona amb els nivells vall, principalment es presenta com a lesié en les
cél-lules del tubul proximal. Per aquest motiu, és imprescindible la monitoritzacié de la
funcioé renal a través de les concentracions sériques de creatinina o del seu aclariment,
per tal de realitzar I'ajust de dosi necessari (3).

1.1.7 Aplicacions terapéutiques i dosificacié

Els aminoglicdsids sén els antibiotics de primera linia en el tractament de les sépsies
greus causades per bacils gram negatius aerobis, principalment enterobacteries i
Pseudomonas aeruginosa. S’ha demostrat un efecte sinérgic en la combinaci6é dels
aminoglicosids amb altres antibidtics, com els B-lactamics, arribant a ser actius front
alguns bacteris gram positius (3).

Generalment, els régims de dosificacid s’estableixen en base a diverses guies i
protocols, d’entre els quals, un dels més utilitzats en neonatologia és la guia Neofax
(7). Tot i que en neonatologia i pediatria, I'is de la dosi Unica diaria és molt restringit
(en detriment de la pauta convencional, que divideix la dosi total a administrar en dos o
més dosis), el nombre de metaanalisis que en recolzen el seu Us segur i eficag va
augmentant (8).

Tradicionalment, la monitoritzacié dels aminoglicosids, I'objectiu de la qual ha estat
disminuir el risc de toxicitat especialment en tractaments de més de 48 hores de
durada, requereix dues mostres plasmatiques: la concentracio pic, extreta 60 minuts
després de l'inici de 'administracié intravenosa, i la concentracié vall extreta just abans
de l'administraci6 de la seguent dosi. Els estudis de toxicitat associada a I'Us
d’aminoglicosids en poblacions pediatriques sén limitats, per la qual cosa s’adopten les
concentracions seriques de referéncia (per a regims de dosificacid convencionals)
establertes per a I'adult, és a dir, concentracions pic entre 20 i 30 mg/L i vall per sota
de 5 mg/L (9).

S’han desenvolupat tres tipus de metodes de monitoritzacié: (i) Métodes d’una Unica
concentracio (Single-level), (ii) Métodes d’area sota la corba (AUC), i (ii) Métodes
bayesians.
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1.2 FARMACOCINETICA EN EL NOUNAT

El bon Us dels farmacs no només requereix disposar d’un bon coneixement del farmac
en qulestid, sin6 també de lindividu al qual s’administrara, aixi com dels factors i
condicions que poden modificar les caracteristiques farmacocinétiques i
farmacodinamiques. Un d’aquests factors és I'edat.

El primer any de vida és quan tenen lloc els canvis més importants en relacié a
I'absorcid, distribucid, metabolisme i excressié dels farmacs. Aquest fet comporta no
només l'existéncia de diferéncies importants en les caracteristiques farmacocinétiques
entre 'edat pediatrica i 'adulta, siné també entre nounats i nens de major edad. La
principal causa d’aquestes diferéncies és la immaduresa dels organs relacionats amb
la disposici6 dels farmacs (10).

1.2.1 Procés d’absorcio

A nivell de I'absorcié gastrointestinal, les diferéncies en el pH i en el temps de buidat
gastric entre els nounats i els adults expliquen gran part de les dissimilituds existents.
El ph gastric, neutre al néixer i amb valors de 1-3 durant les primeres 24 hores de vida,
no s’iguala a l'adult fins aproximadament els 3 anys. En canvi, la velocitat del buidat
gastric s’equipara a 'adult entre els 6 i 8 mesos (11).

L’absorcioé per via intramuscular, que depén basicament del flux sanguini en la zona
d’administracié, pot presentar canvis importants durant les primeres 2 setmanes de
vida. Tanmateix, en alguns farmacs, com els aminoglidsids, el temps necessari per
assolir concentracions maximes en nounats és equivalent al de la resta de poblacio
pediatrica i adulta. L’absorcié cutania, inversament relacionada amb el gruix de I'epiteli
pero directament amb l'estat d’hidratacié, esta clarament augmentada en nounats i pot
constituir una causa de toxicitat (12).

1.2.2 Distribucio

La distribucié dels farmacs en el nounat també presenta diferéncies importants
respecte als adults. Diferents factors ocasionen que, en general, el volum de
distribucié dels farmacs en el nounat sigui superior al de I'adult (13).

Un d’aquests factors és el diferent grau d’unié quantitatiu i qualitatiu del farmac a les
proteines plasmatiques. En el nounat, coincideixen diferents elements que ocasionen
un menor grau d’uni6 dels farmacs a les proteines plasmatiques en comparacié amb la
resta de la poblacié pediatrica i amb l'adulta. D’altra banda, diferéncies en la
composicio corporal del nounat respecte I'adult (major proporcié6 de compartiment
aquoés) també ocasionen una diferent distribucio dels farmacs en I'organisme,
generalment dels compostos hidrosolubles (14).
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1.2.3 Metabolisme en els nounats

Tot i que l'activitat metabdlica en el moment del naixement es troba clarament
disminuida per raons d’'inmaduresa, augmenta gradualment tant amb I'edat gestacional
(EG) com amb la postnatal (EPNA). Existeix una inmaduresa tant de [Iactivitat
metabolica hepatica com també de la funcié biliar i de I'activitat pancreatica, la qual
cosa comporta un augment en el temps d’eliminacié de la majoria dels farmacs (14).
Com a conseqliéncia, per tal d’assolir concentracions sériques equivalents a les de
'adult, es requereix una disminucié de la dosi a administrar.

1.2.4 Excressio renal

Existeixen varis farmacs, com les penicilines, cefalosporines, digoxina i aminoglicosids,
que s’eliminen de forma inalterada via renal. En el moment del naixement, la funcio
renal esta clarament disminuida, tant el procés de filtracié glomerular (aproximadament
un 30-40% respecte I'adult) com el de secressio tubular (un 30-40% respecte I'adult).

Els processos que constitueixen I'eliminacié renal inicien el seu desenvolupament el
moment del naixement, produint-se a diferents velocitats en funci6 de [I'edat
gestacional i postnatal, fins a igualar-se amb els de I'adult entre els 6 i 12 mesos (15).

Les implicacions cliniques més importants del procés de maduracidé renal es
produeixen en aquells farmacs que s’eliminen basicament per aquesta via. En aquests
casos, el temps d’eliminacié en nounats és clarament superior, esdevenint un possible
factor de risc de toxicitat, com en el cas dels aminoglicosids. Conseqientment, en els
nounats prematurs cal considerar I's d’intervals de dosificaci6 més prolongats i/o
'administraci®6 de menors dosis, per tal d’assolir les mateixes concentracions del
farmac en estat d’equilibri estacionari que els nascuts a terme.

1.2.5 Factos fisiopatologics que alteren la farmacocinética neonatal

El disseny de régims de dosificacido d’amikacina en nounats implica considerar aquells
factors fisioldgics més importants que afecten la seva farmacocinética, com l'edat i el
pes. Tanmateix, existeixen altres condicions patoldgiques que també cal tenir en
compte i que poden afectar qualsevol dels processos farmacocinétics (16). En el cas
de l'absorcio, aquesta pot estar alterada per patologies com la gastroenteritis o la
malaltia inflamatdria intestinal, o per un augment del transit gastrointestinal, estats de
malnutricié i edemes, entre d’altres. Per altra banda, patologies com la enterocolitis
necrotitzant, el sindrome del distrés respiratori o estats edematosos poden ocasionar
alteracions en el volum de distribucié. L’eliminacié renal pot alterar-se per diferents
estats patoldgics, com el shock o la sépsia.
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1.3 FARMACOMETRIA

El terme farmacometria va aparéixer per primera vegada al 1982 (17), i es defineix
com la ciéncia que desenvolupa i aplica métodes matematics i estadistics per tal de
caracteritzar, entendre i predir el comportament PK i PD dels farmacs. Per a la majoria
dels farmacs existeix una “finestra terapéutica” i régims de dosificacio preestablerts per
assolir-la. Malgrat tot, en determinats casos és necessaria la monitoritzacié de les
concentracions sériques per tal d'optimitzar l'eficacia i disminuir la toxicitat del
tractament. La integraci6 de les dades PK i fisiopatologiques d’una determinada
poblacié permet obtenir una estratégia terapéutica individualitzada més racional i
efectiva (18). L'estimacio dels parametres PK es pot considerar segons la
farmacocinética individual o la farmacocinética poblacional (19).

1.3.1 Farmacocineética individual

El seu objectiu principal és estudiar el comportament cinétic d’'un farmac en un individu
en concret, mostrant poc interés per la variabilitat dels parameters PK obtinguts en
altres individus. A partir de les concentracions sériques del farmac és possible estimar
els parametres PK i, mitjancant l'aplicacié d’alguna de les técniques matematiques
citades a continuacié, calcular un régim posologic adequat a I'individu.

1. Regressiod lineal. Permet ajustar una série de dades experimentals a I'equacid
d'una linia recta que permetra predir els valors de concentracié sérica en funcié del
temps. La seva aplicacié requereix la linealitzacié prévia de la funcié. Es tracta d’'una
técnica senzilla i rapida, de facil implementacio i que requereix un reduit nimero de
mostres de sang per a I'estimacio dels parametres PK. Tanmateix, no sempre permet
utilitzar tota la informacio de concentracions existent d’un pacient, i cal tenir en compte
I'error que suposa la linealitzacié prévia de les funcions (20).

2. Regressiéo no lineal. Per a l'estimacié dels parametres del model s'utilitzen
algoritmes iteratius que parteixen d’un valor inicial i busquen la combinacié que obté
un valor minim de la funci6 objectiva. El Métode de Minims quadrats ponderats és el
més utilitzat en la clinica. En general ofereixen bones estimacions PK, no requereixen
estar en estat estacionari i permeten introduir descriptors clinics que mantenen
actualitzat el model. Tanmateix, son poc utils al inici del tractament, ignoren el possible
coneixement del comportament PK poblacional del farmac, i la fiabilitat i precisié dels
parametres obtinguts és baixa quan el nimero de dades disponible és limitat (21) .

3. Meétode Bayesia. Basat en la teoria de Thomas Bayes (1702-1761) (22), permet
calcular la versemblanga d’'un esdeveniment basant-se en la seva probabilitat inicial i
I'aportacié de noves evidéncies. Es especialment util quan es disposa de poques
mostres de concentracié del farmac en un individu, fent-lo especialment util en la
practica clinica. La seva capacitat predictiva és superior a la dels métodes
convencionals sempre que es disposi d’'un bon model poblacional. La principal limitacid
és la necessitat de disposar d’informacié PK prévia de qualitat dels parametres.
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1.3.2 Farmacocinética poblacional

El seu objectiu principal és determinar el comportament cinétic mig d’un farmac i la
seva variabilitat en els diferents individus que formen una poblacié considerant les
caracteristiques de cada un dells. L’establiment d’'un bon model de poblacié és
important per poder aplicar de manera efectiva el métode Bayesia aixi com per
elaborar régims de dosificacio en els que no es disposa d’'informacié prévia sobre els
parametres PK individuals (23). Algunes aproximacions del métode poblacional soén:

1. Combinacié Simple de Dades (Naive Pooled Data-NPD).
2. Meétode en dues etapes.

3. Meétodes d’efectes mixtes no lineals. L’estimacié dels parametres PK i la seva
variabilitat es realitza en una unica etapa aplicada a les dades provinents d’un gran
nombre d’individus, perd mantenint la seva individualitat (24). Cada parametre PK
individual es pot expressar com la mitjana poblacional més una desviacio tipica per
aquest individu. Existeixen dos tipus d’aproximacions:

e Parameétrica: Assumeix que el conjunt de parametres PK de la poblacié en
estudi s’ajusta a una distribucié normal. El métode més conegut és el “Métode no
lineal d’efectes mixtes”, generalment implementat en el programa NONMEM
(“NONlinear Mixed Effects Model”) (25). L’avantatge més important és la
possibilitat d’utilitzar dades PK de la practica clinica inclis quan es disposa de
poques mostres per pacient i han estat obtingudes en diferents circumstancies.
El principal inconvenient és que la teoria en qué es basa és complicada.

El desenvolupament d’'un model amb NONMEM considera dues parts: (i) part
estructural, que consta d'un model basic (descriu satisfactoriament les
concentracions observades sense incloure cap covariable), que inclou un model/
farmacocinétic (un, dos o tres compartiments), i un mode/ estadistic (defineix tant
la variabilitat interindividual com la residual), i d’'un model final, que s’obté
després de la introduccié de les covariables al model basic; (ii) part de
variabilitat aleatoria, que quantifica la magnitud de tots els tipus de variabilitat:
interindividual (diferencia entre el parametre PK individual i el poblacional), que
es pot modelar mitjangant un model additiu o un proporcional; residual (diferéncia
entre els valors de concentracidé observats i els predits pel model estructural en
combinaci®6 amb el model de variabilitat interindividual), inclou la mala
especificacié del model PK, la variabilitat en el métode analitic, desviacions de
mostreig, dosis... i la variabilitat intraindividual. Es pot modelar mitjangant un
model additiu, proporcional o un model combinat (additiu + proporcional).

o No-parameétrica: Es basa en la probabilitat de que una série de valors dels
parametres estudiats expliquin el procés que es pretén conéixer. Existeixen dues
aproximacions: el de maxima verosimilitut “NPML” (26), i el de maxima
esperanca “NPEM” (27). Tenen linconvenient que no permeten separar les
causes de variabilitat inter i intraindividual, ni calcular els limits de confianza.
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1.3.3 Rendiment del model

L’avaluacié del model desenvolupat consisteix en 'aplicacié d’'una série de tests amb
I'objectiu de verificar la credibilitat del model. Els més habituals sén:

1. Tests diagnostics numerics. (i) El Valor de la Funcié Objectiva (OFV) mesura la
diferéncia entre els valors observats i els predits d’'un grup de parametres, i pot ser
minimitzada mitjangcant el NONMEM utilitzant diferents métodes d’estimacid; els més

utilitzats son el FO (First-order estimation method), i el FOCE (First-order Conditional
Estimation method), amb la versi6 FOCE | (Foce Interaction), (ii) La incertesa en els
parametres és un indicador de fiabilitat del model, considerant que l'error estandard
dels parametres del model estrucural i d’efectes aleatoris no ha d’excedir el 25% i
50%, respectivament (28). (iii) A partir dels errors estandard, es poden calcular els
intervals de confianca (IC), assumint que els ICs son simétrics al voltant del punt
d’estimacié del parametre. (iv) La correlacié entre els parametres i el nombre
condicional, calculat a partir del valor de eigen, constitueixen una informaci6 addicional
Gtil sobre la sobre-parametritzacié del model.

2. Tests diagnostics grafics. Els Goodness-of-fit plots (GOF) s'utilitzen per detectar
possibles biaixos o problemes en el model estructural i/o en el d’efectes aleatoris, i es
basen en prediccions poblacionals (PRED) i individuals (IPRED), observacions (DV),
residuals (RES), residuals ponderats (WRES) i condicionals ponderats (CWRES) i el
temps (TIME). A partir d’'aquests, les combinacions grafiques utilitzades s6n multiples
(29).

3. Avaluaciéo del model. La majoria dels meétodes d’avaluacié es basen en
simulacions. Es pot diferenciar entre métodes d’avaluacioé (i)_externa (la més estricta),
consisteix en I'aplicacié del model desenvolupat a un nou conjunt de dades; (ii) interna,
principalment basats en técniques de remostreig i simulacions, destaquen el
bootstraping (30), predictive check (31) (visual predictive check - VPC, numerical
predictive check - NPC, predicted correted visual predictive check — pc-VPC), posterior
predictive check — PPC (32), normalised prediction distribution errors — NPDE (33).
L’Avaluacié del model és possible realitzar-la gracies a I'ajuda d’eines especifiques,
com PsN (http://psn.sourceforge.net/), Xpose (http://xpose.sourceforge.net/), Census
(http://census.sourceforge.net/) i Pirana (http://pirana.sourceforge.net/); o software per
a la manipulaci6 de dades, calculs estadistics o representacié grafica, com R
(http://cran.r-project.org) i S-PLUSR (Copyright 1988, 2002 Insightful Corp).
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2. OBJECTIUS

Els objectius principals de I'estudi van ser:

1.

Desenvolupar un model farmacocinétic poblacional per a I'amikacina en una
poblacié pediatrica, amb edad postnatal <90 dies ingressada a I'Hospital
Universitari Vall d’Hebron, a partir de les dades de concentracié sérica
obtingudes durant la monitoritzaci6é rutinaria del farmac, avaluar I'efecte de
diferents factors fisiopatologics sobre la farmacocinética de I'amikacina i
identificar possibles factors predictius per a la seva individualitzacié posologica.

Validar el model farmacocinétic poblacional desenvolupat en un altre grup de
pacients, pertanyent a la mateixa poblacié que el grup de desenvolupament del
model, per tal de verificar la capacitat predictiva del model final.

Avaluar el régim de dosificacié actual per tal d’obtenir concentracions sériques
d’amikacina dins el rang terapéutic, evitant la infra- o sobreexposicié al farmac
de la poblacié diana, comparant les concentracions sériques d’amikacina
obtingudes després de [l'aplicaci6 del model farmacocinétic poblacional
desenvolupat.

Optimitzar les recomanacions de la dosi inicial a administrar, d’acord amb les
caracteristiques individuals identificades com a millors predictors de la
variabilitat inter-individual de la farmacocinética de I'amikacina, per tal d’assolir
concentracions dins el marge terapeutic en la poblacié diana.




10




Material i Metodes

3. MATERIAL | METODES

3.1 DISSENY DE L’ESTUDI | SELECCIO DE PACIENTS

Es van avaluar, retrospectivament, els pacients procedents de la unitat de
neonatologia i pediatria de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron (HUV) als quals
s’havien monitoritzat les concentracions sériques d’amikacina (AMIKA) entre el Juliol
2000 i Juliol 2006 amb els seglents criteris d’inclusié: disponibilitat de dades
demografiques, de dosificacid i hores d’extraccid; > 2 mostres/pacient; EPNA < 90 dies
en el moment de la determinacié de AMIKA. Com a criteris d’exclusi6: malaltia renal
aguda o cronica que requeris técniques de purificacié extra-renals i AMIKA fora de
I'estat estacionari. El conjunt de tots els pacients es va dividir de forma aleatdria en
dos grups: (i) “Grup de desenvolupament del model”, (i) “Grup d’avaluacié externa”
(utilitzat per a I'avaluacié externa del model final).

3.2 RECOLLIDA DE DADES

Per a cada individu es va registrar tota aquella informacié que es va considerar
important per a l'estudi en un formulari dissenyat especificament (Annex 1).
Addicionalment, els nounats es van classificar en graus de maduresa a partir del pes al
néixer i I'edat gestacional, utilitzant unes grafiques de creixement propies del HUV
(Annex 2.1 i 2.2). Mitjangant els nomogrames de DuBois (34) i Schwartz (35), es va
calcular I'area de superficie corporal i 'aclariment de creatinina, respectivament.

3.3 ADMINISTRACIO D’AMIKACINA, OBTENCIO DE MOSTRES
| DETERMINACIO ANALITICA

L’administracié d’amikacina es va realitzar segons el protocol establert al HUV basat
en la Guia Neofax (7) (tot i no seguir-se estrictament), tant prévia identificacio del
germen responsable de la infecci6 com formant part d’'un tractament empiric.
L’amikacina es va administrar a través d’'una infusié continua de 30 a 60 minuts. En
cada cas es van obtenir dues mostres de sang: una just abans de I'administracio de la
segiient dosi (concentracié pre-dosi o vall) i una altra 1 hora després de l'inici de la
infusié (concentracié post-dosi o pic). Qualsevol desviacié d’aquests temps teorics es
va registrar per tal de ser considerada en I'analisi PK posterior. El sérum obtingut de
cada mostra mitjangant centrifugacié va ser utilitzat per a la determinacié d’AMIKA.

La determinacié d’amikacina es va realitzar per immunoanalisi de fluorescéncia
polaritzada (FPIA) (TDX; Abbot Laboratorios), amb una funcionalitat analitica de 3 a 50
mg/L, una precisi6 intra i interassaig < 5% i un limit de quantificacié de 0.1 mg/L (36).
Les determinacions d'urea i creatinina es van realitzar mitjangant el metode cinétic
amb ureasa i glutamat deshidrogenada (37) i el métode de Jaffé (38), respectivament.
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3.4 ANALISI FARMACOCINETIC POBLACIONAL

Es va realitzar mitjangant l'aproximacié dels models no lineals d’efectes mixtes
implementada en el programa NONMEM, versié 7.2 (25). Els programes Psn 3.5.2
(pearl speak for nonmem) (39), R ver.2.14 (40) i Xpose ver. 4.2 (41), van servir de
suport. Per a 'analisi estadistic inicial es va utilitzar el SPSS ver.19 (42). El procés de
modelitzacié va consistir en 3 etapes:

1. Exploracié de dades. Analisi exploratori grafic (histogrames, scatterplots,...) i
estadistic (mitja, mitjana, minim, maxim,...) de les dades a analitzar amb I'objectiu
d’identificar possibles tendéncies, outliers, etc...

2. Desenvolupament del model. Es va utilitzar tant el métode FOCE com el FOCEI.
Va consistir en:

o Desenvolupament del model basic. El tractament de dades per sota el limit de

quantificacié (BLQ), tant pel model estructural com I'estadistic, es va realitzar seguint
tres procediments: (i) incloent les dades BLQ (reportades com a 0.09 mg/L) i tractant el
conjunt com a continues; (ii) eliminant les dades BLQ, (iii) incloent les dades BLQ pero
tractant-les com a “censored” (Métode 3 descrit per Bergstrand i Karlsson) (43).
Pel desenvolupament del model estructural es van assajar models d’un, dos i tres
compartiments, amb eliminacio lineal i entrada d’acord a una cinética d’ordre zero. En
tots els casos, la variabilitat interindividual (VII) associada als diferents parametres PK
estimats es va modelitzar de forma exponencial, assumint una distribuci6é log-normal.
Per la modelitzacié de l'error residual (ER) associat a les AMIKA es van provar el
model additiu, proporcional i el combinat. També es va testar la modelitzacié de la
variabilitat interocasio.

L’avaluacié de la bondat d’ajust dels diferents models desenvolupats es va fer
considerant (i) Criteris estadistics: per a models aniuats, es va considerar un nivell de
significacioé del 0.05 (o bé una disminucié del MOFV superior a 7.879 punts), per n=1
graus de llibertat. Per a la comparacié de models no aniuats el criteri de seleccio es va
fonamentar en el minim valor de AIC (Aikaike criterium); (ii) Plausibilitat en els
parameters obtinguts i precisié de les estimacions dels parametres; (iii) Exploracioé de
les grafigues de bondat d’ajust: d’acord amb les recomanacions de “European
Medicines Agency (2007)” (44), es va utilitzar la representacio grafica de DV vs
PRED/IPRED, WRES/CWRES vs PRED, WRES/CWRES vs TIME, IWRES vs IPRED,
entre d’altres; (iv) Reduccions en el model d’ER.

Previ a la seleccié de covariables i desenvolupament del model final es va calcular el

shrinkage (n-shrinkage i e-shrinkage) ja que en casos amb valors >20%, els grafics
diagnostics de les covariables vs estimes bayesianes poden donar lloc a error

e Seleccido _de covariables i desenvolupament del model final. Una vegada
desenvolupat el model PK poblacional basic es va procedir a la selecci6 i inclusié de
covariables. Primer es va realitzar una exploracié grafica per identificar possibles
correlacions entre totes les covaribles. A continuacio, es va analitzar estadisticament
'efecte dels factors amb rellevancia fisioldgica important sobre els parametres PK,
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mitjangant: (i) Exploracié grafica dels valors individuals o bayesians dels parametres
PK obtinguts en el model basic vs les diferents covariables assajades; (ii) analisi
multivariant utilitzant els models additius generalitzats (GAM) implementat en el
programa Xpose; (iii) Inclusié prospectiva (forward) dels diferents factors o covariables
fisiologicament significatives en el model poblacional basic, tant en I'aclariment (CL),
volum de distribuci®6 en el compartiment central (V1) o volum de distribucio
intercompartimental (Q,) amb el programa NONMEM.

Totes les covariables quantitatives continues es van entrar en el model seguint els
principis alomeétrics o de forma lineal (normalitzades pel valor promig en la poblacié
estudiada). Les covariables categoriques es van entrar de forma lineal. La introduccio
de totes les covariables es va realitzar, en primer lloc, una a una en cadascun dels
parametres estimats, i aquelles que resultaven estadisticament significatives,
combinant-les seqliencialment en ordre descendent segons la disminucié de la OFV
produida en cadascun dels parametres PK. Una vegada establert el model intermedi o
model de covariables es va procedir a una exclusié retrospectiva (backward) de les
mateixes fins arribar al model basic (45).

Per a la seleccié del millor model, a part de valorar les grafiques de bondat d’ajust i la
precisié de les estimacions dels parametres, durant el procés d’introduccié prospectiva
es considera un nivell de significacié del 5% (o una disminucié de la OFV > 3.841
punts) com a criteri d’acceptacié d’'una covariable com a estadisticament significativa, i
en el procés d’exclusio retrospectiva el nivell de significacié considerat va ser del 1%
(o un augment de la OFV > 10.8 punts). D’altra banda, la inclusié d’'una covariable en
un determinat parametre havia de suposar una disminucié de la VIl associada. La
rellevancia clinica de cadascuna de les covariables es va avaluar mitjangant canvis en
el parametre PK assajat de > 10% amb canvis en el valor de la covariable.

3. Avaluacié del model final. El rendiment del model final seleccionat va ser sotmés
a un procés d’avaluacié mitjangant 2 tipus de métodes de validacio:

e Validacié externa. Es van comparar les concentracions observades en el “Grup
d’avaluacié externa” amb les prediccions donades pel model, calculant I'exactitud

(median prediction error, ME) i la precisié (root mediann squared prediction error,
RMSE) d’acord amb el métode proposat per Sheiner i Beal (46).

e Validacié interna. Es van utilitzar diferents técniques: el Bootstrap (47), el
Visual Predictive check (VPC) (48), Prediction-corrected visual predictive check
(pcVPC) (49), Posterior Predictive Check (PPC) (50) i Normalized Prediction
Distribution Errors (NPDE) (51). Tots ells es basen en la realitzacié de simulacions de
perfils de dades (n=1000) de les mateixes caracteristiques que les originals a partir del

model final, i comparant els resultats obtinguts amb els proporcionats pel model.
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3.5 SIMULACIONS EN BASE AL MODEL DESENVOLUPAT

Les diferents simulacions, basades en els parametres PK finals estimats pretenien:

1. Avaluar la influencia de les covariables identificades com a
estadisticament significatives, en les concentracions vall i pic. Considerant
diferents cutoffs de pes (WGT) i aclariment de creatinina (CLCR) de les dades originals
es van realitzar simulacions de les concentracions vall i pic per a n=1000 individus
amb les mateixes caracteristiques individuals i de dosificaci6 que els de la base
original. A partir de les concentracions simulades obtingudes per a cada cutoff es va
calcular el percentatge d’individus amb concentracions vall <5 mg/L (dins el marge
therapeutic), <10 (el llindar considerat com a potencialment toxic) i amb
concentracions pic < 20 mg/L (marcador d’ineficacia). Es va calcular la mitjana i els
percentils 2.5% i 97.5% de les concentracions vall i pic obtingudes en cada cas. D’altra
banda, es van estratificar les dades obtingudes de les simulacions en funcié del grups
d’edat establerts per a la guia Neofax, es van calcular els mateixos percentatges de
concentracions vall i pic, i es van comparar amb els obtinguts estratificant en funcio
dels cutoffs de WGT i CLCR citats anteriorment.

2. Establir recomanacions de dosificacié per a la primera dosi, en funcié de
les concentracions vall i pic. El model final es va utilitzar per a generar n=1000
simulacions de les concentracions d’amikacina vs temps per a diferents cutoffs de
WGT i CLCR, i régims de dosificacié. Inicialment, es van simular regims amb dosis
entre 2.5 mg i 50 mg i intervals de dosificacio de 12, 24, 36 o 48 hores, per a cada cas.
En base a aquests resultats, es va seleccionar, per a cada cutoff, aquella dosi que
permetia assolir concentracions pic de I'ordre de 30 mg/L i concentracions vall inferiors
o entre 1.5 i 3 mg/L. A partir de les concentracions simulades obtingudes es va
calcular el percentatge de pacients amb concentracions vall < 5mg/L, concentracions
pic entre 20-30 mg/L i superiors al rang terapéutic (30 mg/L). Per a cada cas, també es
van calcular els percentils 2.5% i 97.5% de les concentracions vall i pic obtingudes.
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4. RESULTATS

4.1 CARACTERISTIQUES DELS PACIENTS

Dels recent nascuts als quals se€’ls hi realitza la monitoritzacié de nivells d’amikacina
durant el periode compres entre el Juliol 2000 i el Juliol 2006, 202 (86 nens i 63 nenes)
acomplien els criteris d’inclusié. Aquests 202 individus van ser distribuits aleatoriament
en dos grups, 149 es van assignar al “Grup de Desenvolupament del model
poblacional’, i els altres 53 (34 nens i 19 nenes) al “Grup de Validacié externa”. Les
caracteristiques demografiques i bioquimiques dels dos grups eren molt similars. Es
tractava d’individus amb EG, EPNA i edats postmenstruals (EPMA) mitjanes de 31.8
setmanes, 28 dies i 248 dies pel grup de desenvolupament, i de 32.5 setmanes, 26
dies i 257 dies pel de validaci6. La mitjana del pes al néixer (BWGT) i pes actual
(WGT), expressades en Kg van ser de 1.64 i 1.88, respectivament, pel grup de
desenvolupament, i de 1.76 i 2.09 pel grup de validacié. Finalment, els valors mitjos de
concentracio seérica de creatinina (CREA) van ser de 0.59 i 0.54 mg/dL pel grup de
desenvolupament i validacié, respectivament, i de 31.97 mL/min i 36.78 mL/min pel
CLCR.

4.2 DOSIFICACIO D’AMIKACINA | CONCENTRACIONS
SERIQUES

L’arxiu final de dades va incloure un total de 2443 dosis adminstrades als 149 pacients
del “Grup de desenvolupament del model’. Degut a I'elevada heterogeneitat en el
registre del temps d’infusié, es va assumir un valor promig de 45 minuts per a tots els
casos. La mediana de les dosis adminstrades va ser de 20 mg (minim de 2.5 mg fins
un maxim de 125 mg). El numero de dosis rebudes per individu va oscil-lar entre 3 i 61.
Els temps transcorreguts entre administracions van ser de 8, 12, 18, 24, 36 o0 48 hores.
La dosificacié d’amikacina es va realitzar en funci6é dels grups d’edat establerts per la
guia Neofax, perd ni la dosi ni I'interval recomanats es van seguir de forma estricta. De
tots els grups d’edat, el més immadur va ser el que la va acomplir més (22% dels
casos). En la resta, el seguiment va oscil-lar entre un 2.1% i un 9.7%.

Es van analitzar simultaniament 446 valors de concentracions sériques front el temps
(203 valls i 243 pics) procedents dels 149 individus. L’extraccioé de les concentracions
pic va variar desde 1 a 3.25 hores després des de l'inici de la infusi6. De totes les
concentracions analitzades, un 8.8% van correspondre a concentracions per sota del
limit de quantificacié (0.1 mg/L), registrades com a 0.09 mg/L. El nUmero de valors
experimentals de AMIKA per pacient va oscil-lar entre 2 i 11. El valor promig *
desviacio estandard de les concentracions vall i pic va ser de 3.09+3.01 mg/L i
23.97+11.04 mg/L, respectivament. El 83.2% de les concentracions vall van ser < 5
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mg/L, i el 94.6% van ser < 10 mg/L. De les concentracions pic, el 40.7% van ser < 20
mg/L. La representacidé grafica de les concentracions sériques d’amikacina front el
temps assolides juntament amb una linia de tendéncia, en la poblacié estudiada es
mostra a la Figura 1.
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Figura 1. Concentracions seériques d’amikacina (mg/L) front el temps després de I'administracio
de l'ultima dosi en la poblacié estudiada. Linia taronja: linia de tendéncia que mostra el
comportament general de les dades.

Estratificant els pacients en funcié dels grups d’edat establerts per la guia Neofax, els
nounats amb EG <29 van presentar la majoria de concentracions vall dins l'interval
terapeutic (< 5 mg/L). El percentatge de concentracions vall > 5mg/L va augmentar en
nounats amb EG de 30-34 o 235 setmanes. Tanmateix, només es van obtenir
concentracions vall > 10 mg/L, tot i que percentatges molt baixos, en els grups d’'EG
de 30-34 setmanes i EPNA 28, i el d’EG=35. El percentatge de concentracions pic < 20
mg/L més elevat va correspondre al grup d’'EG < 29 setmanes i EPNA 229 dies. Tot i
que el percentatge de concentracions pic < 20 mg/L va ser lleugerament inferior en el
grup de nounats dosificats seguint les recomanacions de la guia Neofax, respecte la
resta, la diferéncia va ser molt baixa, i tampoc es van trobar diferéncies significatives
en la resta de concentracions d’amikacina analitzades.

4.3 ANALISI FARMACOCINETIC POBLACIONAL

4.3.1 Exploracié de dades

Es va realitzar una exploracié (grafica i numérica) de les dades demografiques i
bioquimiques, de dosificacio i de les concentracions sériques d’amikacina obtingudes.
D’acord amb el test de Kolmogorov-Smirnov, la hipdtesi de normalitat es va refusar en
tots els casos, excepte per a 'EG (p>0.05). Dels 149 individus del “Grup de
desenvolupament”, 112 (75.2%) eren nounats prematurs (EG < 37 setmanes), i els 37
restants (24.8%) nounats nascuts a terme. En el moment de la determinacié de les
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concentracions d’amikacina, 64% i 93% de les dades recollides corresponien a
individus per sota els 30 i 60 dies de vida, respectivament.

S’observa una correlacié lineal forta entre la EPMA i 'EG (coeficient de correlacié de
Pearson=0.898, p<0.01), menys pronunciada entre la EPMA i la EPNA (r=0.399,
p<0.01), i inexistent entre la EPNA i la EG (r=-0.046). Totes les covariables
relacionades amb el tamany corporal estaven altament correlacionades entre si
(coeficient de correlacié de Pearson >0.840, p<0.01), igual que CREA i CLCR de
forma negativa i positiva entre CREA i concentracio sérica d’'urea (UREA) (coeficients
de correlacié de Pearson = -0.655 i 0.529; p<0.01). Entre CLCR i UREA la correlacio
va ser molt petita (r= -0,165, p<0.01).

D’altra banda, es van analitzar les relacions entre les covariables de grups diferents
(edat, tamany corporal i funcionalitat renal). El coeficient de correlacié de Pearson va
ser significatiu (p<0.01) en tots els casos excepte per: EPNA vs BWGT, EPNA vs
algada al néixer (BHGT), CREA vs EG, i CREA vs totes les covariables de tamany
corporal. Les correlacions lineals més fortes van ser entre: EG i EPMA vs totes les
covariables relacionades amb el tamany corporal (coeficient de correlacié de Pearson
entre 0.83 i1 0.92), i CLCR vs EPMA (coeficient de correlacié de Pearson = 0.582). En
canvi, la correlacio va ser petita entre EPNA vs WGT, algada actual (HGT), perimetre
cranial actual (PC) i superficie corporal (BS) (coeficient de correlacié de Pearson entre
0.18 i 0.29), UREA vs totes les covariables relacionades amb I'edat, i CREA vs EPNA.

En general, la correlacio lineal entre CLCR i UREA vs les covariables relacionades
amb el tamany corporal va ser superior a les de CREA. Per aquest motiu, es van
investigar els canvis de CLCR. Es va observar un augment gradual del CLCR amb
'EG, disminuint de forma inexplicable entre les setmanes 35 i 37, aixi com a la
setmana 41, presentant una elevada variabilitat dins de cada EG, i diferenciant tres
grups d’EG (<31 dies, 32-36 dies i >37 dies). L’evolucié de la mijta del CLCR al llarg de
la EPNA per a cada un dels tres grups d’'EG mostra que el CLCR augmentava tant
amb 'EG com amb 'EPNA. El grup d’EG <31 dies era el que, independenment de
'EPNA presentava un CLCR inferior, excepte fins als 7 dies de vida. Els valors de
CLCR del grup dels nounats nascuts a terme (EG >37 dies) van ser els més grans,
excepte durant els primers 7 dies de vida.
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4.3.2 Desenvolupament del model farmacocinétic

4.3.2.1 Desenvolupament del model basic

El desenvolupament del model basic es va realitzar en diferents etapes, comencant pel
model PK més senzill (monocompartimental), i avancant cap a més complexes,
valorant la variabilitat interocasio en tots els casos.

L’analisi de dades per sota el limit de quantificacié (BLQ) considerant les BLQ com a
“censored” no va aconseguir un ajust de les dades de concentracié a cap model; per
aquest motiu, es va descartar aquest métode. Utilitzant qualsevol dels altres dos
procediments, el model que millor va descriure el comportament PK de I'amikacina en
la poblacié estudiada va ser el model bicompartimental, utilitzant el métode d’estimacié
FOCE I. El millor model per explicar I'error residual va ser el model d’error combinat
(additiu + proporcional). Es va poder incloure variabilitat interindividual tant al CL com
al V1. La variabilitat interocasié en el CL i el V1 no va reduir significativament el valor
de la funcié objectiva. La part estructural del model obtingut per ambdds procediments
es va avaluar través de grafics diagnostics de DV vs PRED, CWRES vs TIME i
CWRES vs PRED. Tots ells van permetre concloure un bon ajust de les dades, amb
una certa tendéncia del model a sobreestimar a concentracions elevades.

La discriminacié entre els models obtinguts a través dels dos primers métodes de
tractament de dades BLQ es va realitzar d’acord amb criteris estadistics, de precisioé
dels parameters estimats, reduccions en el model residual d’error, i comparacio dels
grafics diagnostics. Tot i que la inclusié de dades BLQ registrades com un valor just
per sota del valor limit de quantificacié (LLOQ) pot suposar una sobreavaluacié de les
concentracions, no es van observar diferéncies importants entre els parametres
estimats pels dos métodes, excepte per I'error proporcional, que va ser lleugerament
inferior quan s’eliminaven les dades BLQ. Per aquest motiu, es va considerar com a
model PK basic definitiu 'obtingut a través del tractament de dades eliminant les dades
BLQ.

La Figura 2 mostra els grafics de bondat d’ajust corresponents al model basic
seleccionat. Totes les dades del model PK basic es troben homogéniament
distribuides al voltant de la linia d’identitat en el grafic DV vs PRED, i centrades al
voltant de la linia-zero en els grafics CWRES vs TIME i CWRES vs PRED. D’altra
banda, CWRES vs PRED presenta una lleugera tendéncia del model a sobreestimar a
concentracions elevades, tal i com també pot observer-se en el graphic DV vs PRED.
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Figura 2 Grafics d’ajust del model PK basic seleccionat. Grafics superiors: DV vs
PRED (esquerra) i IPRED (dreta). Grafics intermitjos: IWRES vs IPRED (esquerra) i
CWRES (calculats com PRED-DV) vs TEMPS (dreta). Grafic inferior: CWRES
(calculats com DV-PRED ) vs PRED. Concentracions expressades com mg/L. Linia
continua negra: linia d’identitat. Linia continua vermella: linia de tendencia.
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4.3.2.2 Seleccid de covariables i desenvolupament del model final

A partir del model basic es va estudiar I'efecte de les diferents covariables en els
parameters PK. De totes les covariables recollides, CLCR, CREA, UREA, BS, WGT,
HGT, PC, BWGT, BHGT, EG, EPMA i EPNA es van considerer de primer nivell,
mentre que el perimetre craneal al néixer (BPC), APG1 i APG5 de segon. També van
ser considerades com a categoriques I'EG (prematurs vs nounats a terme) i el BWGT
(baix pes al néixer vs molt baix pes al néixer vs pes al néixer extrem). El génere, el
nombre de gestacions i la preséncia de gestacié gemelar no van ser considerades
importants per a la farmacocinética de 'amikacina, i per tant, no es va avaluar el seu
efecte.

Després d’analitzar totes les covariables es va observar que algunes d’elles mostraven
col-linealitat o correlacions entre si. Concretament, es va precebre I'existéncia d’una
forta relacio entre totes les covariables relacionades amb el tamany corporal (BWGT,
BHGT, WGT, HGT, PC, BS) tant amb el CL com el V1. En relacié a les covariables
relacionades amb l'edat, es va detectar una forta relacié entre la EPMA i EG tant amb
el CL com amb el V1, i menys marcada entre EPNA i CL. També s’observa una forta
relacié entre totes les covariables de funcionalitat renal i el CL, aixi com entre CLCR i
V1. Els grafics diagnostic dels valors bayesians o individuals dels parametres
farmacocinétics (CL, V1, Q) obtinguts en el model basic front les diferents covariables
amb rellevancia fisiologica, per explicar la variabilitat interindividual en aquests
parametres, van suggerir fer un analisi amb els models additius generalitzats (GAM), el
qual va identificar com a predictors potencials dels parameters farmacocinétics: WGT,
UREA i CREA en CL; BS en V1; HGT i CREA en Q. La representacié grafica de
CWRES vs les covariables va mostrar una marcada tendéncia entre CWRES vs WGT,
indicant una infraestimacié de les concentracions d’amikacina a valors de WGT baixos,
perd una sobreestimacio per pesos alts. La mateixa tendéncia s’observa per CWRES
vs CLCR, i de forma similar vs HGT, BS, PC i EPMA. També s’observa una tendéncia
marcada entre CWRES vs CREA, pero6 de tipus negatiu, suggerint una sobreestimacio
de les concentacions d’amikacina al augmentar les concentracions de creatinina en
sérum. Aquestes tendéncies suggereixen que aquestes covariables poden explicar
part de la variabilitat en els parametress PK del model estrucutral.

Tanmateix, per evitar possibles falses o amagades correlacions degudes a n- i /o €-
shrinkage, totes les covariables amb sentit fisiologic van ser testejades al NONMEM.
Cap de les covariables categoriques, introduides en el model (génere, prematuritat i
classificacié segons el BWGT) va millorar la OFV ni la precisié d’estimacié dels
parametres. En relaci6 a les covariables quantitatives continues, la introduccié de
forma univariant de totes elles en el model va provocar una disminucié de la OFV
estadisticament significativa, excepte per CREA en V1 i Q, i EPNA en Q.
Concretament, en l'aclariment, la més significativa va ser el CLCR, seguit del WGT, en
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el V1 la BS seguida del WGT, i en el Q el WGT i la BS. Tot i que totes les covariables
relacionades amb el tamany corporal van resultar significatives tant en el CL, V1i Q,
degut a la relacio lineal entre totes elles, només es van considerar aquelles més utils
en la practica clinica. Per tant, BS, HGT, BHGT i PC, es van descartar, i WGT va ser
considerada la covariable relacionada amb el tamany corporal més util en la practica
clinica. De les covariables relacionades amb I'edat, la EPMA va ser la més significativa
tant en CL, V1 com Q. Algunes covariables, tot i produir una disminucié significativa de
la OFV, la precisié d’estimacié d’alguns parametres era incorrecta (HGT i BWGT en
V1;i CLCR en Q).

Un cop introduides totes les covariables de forma univariant, es va realitzar la
introduccio sequiencial de les covariables que havien estat significatives en el procés
univariant. Es va comengar amb la introduccié del CLCR en el CL donat que havia
estat la covariable més significativa durant I'analisi univariant. A continuacié es va
provar I'addicié, al model anterior, de diferents covariables relacionades amb el tamany
corporal que havien resultat significatives (WGT, HGT, BHGT i BS) al V1. Es va
seleccionar WGT en base a criteris estadistics, fisioldgics i clinics. Com a tercera
covariable, es va testejar la EPMA en el CL, perd no va donar lloc a una disminucio
significativa de la OFV. En canvi, I'addicié de WGT en el CL va produir una disminuci6
de la OFV, una millora de la VII_CL i dels parametres PK estimats. Per aquest motiu,
es va mantenir en el model com a tercera covariable, i resultant ser el model final.

L’eliminacié retrospectiva de cadascuna de les covariables del model final una a una
va suposar un increment en la OFV superior a 10.8 unitats en tots els casos (p<0.001).

4.3.2.3 Model final

Per tant, el model final que va descriure el comportament PK de I'amikacina en la
poblacié estudiada va ser el model bicompartimental considerant I'entrada del farmac a
'organisme d’acord amb una cinética d’ordre zero, utilitzant el métode d’estimacio
FOCE I. El millor model per explicar I'error residual va ser el model d’error combinat
(additiu + proporcional). Es va poder incloure VIl modelitzada de forma exponencial
tant a I'aclariment (CL) com al volum de distribucié en el compartiment central (V1). La
Taula 1 resumeix els parametres PK poblacionals estimats i valors de shrinkage pel
model basic i el model final, i els resultats de I'analisi del bootstrap.

El WGT i el CLCR van resultar les millors covariables predictores pel CL, i el WGT pel
V1. La introduccié del CLCR en l'aclariment va suposar una reduccié de la VII_CL
respecte el model basic del 25.65%. La seguent inclusié del WGT en el V1 va reduir un
37.03% la VII_V1. Finalment, la introduccié del WGT en el CL, sent aquest el model
final, va significar una reducci6é de la VII_CL respecte el model basic del 39.73%. En
comparacié amb el model basic, I'additiu va disminuir aproximadament a la meitat.
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Taula 1 Parametres farmacocinétics poblacionals del model basic i final, i de l'analisi del

bootstrap.
Model basic  Model final** anga t“:g:o
(#33) (#123) (95% IP)*
61-CL (L/h) 0.129 (6.95) 0.133 (4.23) 0.133
(0.122 — 0.145)
62-CL~CLCR - 0.649 (9.78) 0.642
(0.508 — 0.771)
85-CL~WGT - 0.752 (12.02) 0.758
(0.581 — 0.955)
Parametres 83-V1 (L) 0.595 (6.84) 0.837 (3.80) 0.834
farmacocinétics (0.768 — 0.900)
04-V1~WGT - 1.09 (4.86) 1.09
(0.978 — 1.201)
67-Q (L/h) 0.128 (14.84)  0.039 (28.13) 0.041
(0.020 — 0.068)
96-V2 (L) 1.15(11.39)  0.409 (23.94) 0.427
(0.251 — 0.667)
VII-CL (%) 74.23 (15.01)  34.50 (16.39) 33.72
(27.15 — 39.64)
Variabilitat VI V1 (%) 58.48 (19.04)  21.07 (25.23) 20.92
interindividual (14.91 — 26.66)
VI-Q (%) 80.72 (23.85)  70.29 (40.08) 68.73
(32.27 — 94.24)
Aditiva (mg/L) 0.42 (4.81) 0.28 (6.97) 0.28
Variabilitat (0.24 - 0.32)
residual Proporcional (%) 24.00 (32.88)  50.4 (15.34) 51.84
(29.8 — 97.2)
n+-shrinkage % 10.34 17.82 -
nz2-shrinkage % 31.56 43.04 -
ns-shrinkage % 55.97 74.18 -
g-shrinkage % 19.95 17.64 -

RSE%: Precisié donada per I'error standard relatiu entre paréntesi

* A partir de 1000 remostrejos

** Model final: TvcL = {0'1 (CLCRY, o /P X WGT/ T } VW1 = [53 (7 } TW2=05; TVQ=0,

La introducci6 de les covariables en el model basic va suposar una millora de la part
estructural. La Figura 3 mostra els grafics de bondat d’ajust correspondents al model
final. Els grafics de bondad d’ajust que permeten 'avaluacioé de la part estrucural del
model (DV vs PRED, CWRES vs TIME i CWRES vs PRED), en el model final
presenten totes les dades més properes a la linia d’identitat en el cas del DV vs PRED
i a la linia de tenéncia en el CWRES vs TIME i CWRES vs PRED, respecte el model
basic, indicant que la correlacié6 DV/PRED en el model final és millor que en el basic.
Després de la introduccié de les covariables, s’elimina la tendencia a la sobreestimacio
del model a concentracions altes observada en el grafic CWRES vs PRED.
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Figura 3 Grafics d’ajust del model PK final.Grafics superiors: DV vs PRED (esquerra) i IPRED
(dreta). Grafics intermitjos: IWRES vs IPRED (esquerra) i CWRES (calculats com PRED-DV) vs
TEMPS (dreta). Grafics inferior: CWRES (calculats com DV-PRED ) vs PRED. Concentracions
expressades com mg/L. Linia continua negra: linia d’identie. Linia continua vermella: linia de
tendencia.
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4.3.3 Avaluacio del model final

4.3.3.1 Técniques de validacié externa

El “Grup de Validacié externa” va incloure 53 nounats, dels quals, 34 eren nens (64%) i
19 nenes (36%). Les principals caracteristiques demografiques i bioquimiques s’han
descrit a l'apartat 4.1. La representacié grafica de DV vs PRED o IPRED mostra una
bona relacié6 en ambdos casos. La mitjana de I'exactitud i precisié obtingudes va ser
acceptable. Els IC del 95% de I'exactitud asociada tant a les concentracions vall com
pic van incloure el zero, i com era d’esperar, els IC de I'exactitud i la precisié van ser
menors per les IPRED que per les PRED. Tots els resultats suggereixen una bona
capacitat predictiva del model

4.3.3.2 Técniques de validaci6 interna

Bootstrap

A la Taula 1 es comprova que la mitjia de cada parametre queda inclosa en els
intervals de predicci6 (IP) obtinguts pel métode del bootstrap. La mitja del bootstrap és
molt propera a la mitja poblacional de tots els parametres. Els percentatges de
diferéncia entre el model final i el bootstrap sén < 6% per a tots els parametres PK i de
variabilitat interindividual. Aquests resultats indiquen que tant les estimes dels efectes
fixes com aleatoris del model final sén precisos i el model és estable.

Visual Predictive Check (VPC) i Prediction-corrected VPC (pc-VPC)

Tots dos es van obtenir a partir de simulacions de 1000 poblacions de caracteristiques
iguals a l'original realitzades en base a les estimes dels parametres del model final. En
tots els casos, la mitjana i els percentils 5% i 95% de les dades observades es situen
dins els IC del 95% dels corresponents percentils predits. Existeix una tendéncia a la
infraprediccié de les concentracions predosi d’amikacina a partir de les 24 hores post-
dosi, i a la sobreprediccié de les concentracions pic.

Posterior Predictive Check (PPC)

Les mitjanes de les concentracions vall i pic simulades es situen dins els percentils 5%
i 95% de les concentracions vall i pic observades en tots els casos, indican una
correcta predicci6 de les dades originals. Tanmateix, existeix una lleugera
sobreprediccié de la mitjana de les concentracions pic, i una infraprediccié de la
mitjana de les concentracions vall.

Normalised prediction distribution errors (NPDE)

D’acord amb els grafics obtinguts, els NPDE segueixen una distribucié normal sense
presentar valors extrems, indicant que la varianca de les prediccions és baixa. D’altra
banda, els errors de discrepancia de les concentracions presenten una distribuci
normal al voltant del NPDE=0, sense presentar una tendéncia clara.
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4.3.4 Simulacions basades en el model desenvolupat

i Avaluar la influéncia de les covariables identificades com a estadisticament
significatives, en les concentracions vall i pic.

A partir de les simulacions realitzades de les concentracions vall i pic de 1000
poblacions d’individus dosificats d’acord amb la poblacié original i distribuits en
diferents cutoffs de WGT (< 1199 g, 1200 — 1999 g i > 2000 g) i CLCR (quatre cutoffs
representatius dels estadis de funcionalitat renal establerts per la Chronic Kidney
Disease (52)), el régim de dosificacié utilitzat permet assolir concentracions vall
< 5mg/L en un 80%, i < 10mg/L en un 90% o més dels pacients, excepte pel grup de
WGT > 2000g i CLCR < 60mL/min. Els percentatges de concentracions pic < 20 mg/L
més elevats corresponen als grups de CLCR superiors (entre el 55.1 i el 87.3%); en la
resta de grups, el percentatge no supera el 54.2%. Estratificant els resultats obtinguts
de les simulacions en fucnié dels grups d’edat establerts per la guia Neofax, el
percentatge de concentracions vall < 5 mg/L es situa al voltant del 80%, i és superior al
88% per concentracions vall < 10 mg/L. Les concentracions pic < 20 mg/L sén al
voltant del 50% en tots els grups, excepte en el més inmadur, amb només un 11.4%.

La classificacié de les dades simulades en funcié de WGT i CLCR identifica un
percentatge de concentracions vall fora de [linterval terapéutic superior a la
classificacié de les dades en funcié de les edads. Els percentatges de concentracions
pic < 20 mg/L so6n similars independenment de la classificacio utilitzada.

ii. Establir recomanacions de dosificacié per a la primera dosi, en funcio de les
concentracions vall i pic.

El régim de dosificacid es va seleccionar per tal d’assolir concentracions pic al voltant
de 30 mg/L i concentracions vall per sota o entre 1.5-3 mg/L. Es van provar diferents
dosis amb intervals de dosificacié de 12, 24, 36 i 48 hores. Els resultats obtinguts
mostren que tant la dosis com linterval de dosificacid requerits augmenten amb el
WGT, independenment del CLCR. L’interval de dosificacié de 12 hores és util per a
individus amb funcié renal normal (= 60 mL/min), excepte pel grup amb CLCR de 60
mL/min i WGT 500g, que requereix un interval de 24 hores. Independenment del WGT,
per valors de CLCR de 10 mL/min, l'interval més util és el de 48 hores, i per CLCR de
20 mL/minel de 36 hores. Per CLCR entre 30 i 50 mL/min, l'interval de dosificaci6 de
24 hores és el més adequat.

Utilitzant aquests régims de dosificacio, el percentatge d’individus amb concentracions
vall < 5 mg/L és proper al 80% en tots els grups, i el de concentracions pic entre 20 -
30 mg/L es situa al voltant del 35%. El grup de WGT més baix (WGT de 500 g) és el

que presenta el percentatge de concentracions pic < 20 mg/L més elevat (> 20%).
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Discussio

5. DISCUSSIO

En aquest estudi s’ha desenvolupat un model farmacocinétic poblacional per
'amikacina en una poblacié de nounats com a primer pas per a I'establiment d’un
régim de dosificacié inicial en base a uns valors de concentracié diana i unes
caracteristiques individuals del pacient. Tot i que tots els estudis PK poblacionals
d’amikacina en nounats trobats a la literatura (53(57) utilitzen el model PK d’un
compartiment per descriure les seves dades, el millor model que ha descrit el
comportament PK de l'amikacina en la poblacié estudiada ha estat un model
bicompartimental amb entrada de farmac d’acord amb una cinética d’ordre zero i
eliminacié de primer ordre. Aquesta diferéncia es pot explicar per la variabilitat en els
temps de mostreig de les concentracions pic disponibles (de 1 a 3.25 hores després
del inici de 'administracio), les quals han permés una millor descripcié de la fase de
distribucié inicial, i per tant, ajustar les dades a un model de dos compartiments.

El model poblacional desenvolupat ha inclos variabilitat interindividual en I'aclariment
(CL) (34.50%), en el volum de distribucio en el compartiment central (V1) (21.07%) i en
laclariment de distribucid (Q) (70.29%). Els valors dels parametres farmacocinétics
basics proporcionats han estat correctes des d'un punt de vista fisiologic i similars als
obtinguts en estudis previs. L’aclariment de creatinina va ser la covariable que va
explicar la major part de la variabilitat interindividual (VII) associada al CL (34.55 %).
En segon lloc, el pes corporal, entrat d’acord amb una relacié al-lométrica, va produir
una gran reduccié de la funcié objectiva (-72.45) aixi com de la VII_CL respecte el
model basic (63.59%), i amb un exponent al-lométric estimat (0.752) d’acord amb els
principis biologics (3/4 or 0.75). A diferéncia d’altres estudis (55(57), I'edat no va
resultar ser el millor predictor per a I'aclariment d’amikacina. Aquest fet pot ser degut a
I'elevada influéncia del CLCR en l'aclariment de creatinina, reflectint no només
diferéncies causades pel diferent grau de maduraci6é (donades per I'edat) sin6 també
per alteracions de la funcié renal degudes a toxicitat. Contrariament, aquest és I'inic
estudi que ha inclos el CLCR com a predictor del CL de 'amikacina en nounats, la qual
cosa és particularment important considerant I'elevat rang de variabilitat del CLCR,
confirmat en aquest estudi (de 5.87 a 121.5 mL/min), en les poblacions de nounats. El
valor d’aclariment obtingut per un pacient de 1880 g de pes i un aclariment de
creatinina de 31.97 mL/min, ha estat de 0.133 L/h, similar a altres estudis amb una
poblaci6 pediatrica similar.

En relacié al V1, la unica covariable que va resultar significativa tant estadistica com
fisiologicament va ser el pes (WGT). La seva introduccié també va seguir les lleis de
I'al-lometria, amb un exponent estimat proper a 1 (1.09). La introducci6é del WGT en el
V1 va suposar una disminucio del 63.32% en la VII_V1. El valor de V1 estimat per un
individu tipic de la poblacié estudiada va ser de 0.465 L/Kg, i com era d’esperar,
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clarament superior al dels adults (0.27 L/Kg). L’aclariment de distribucié i el volum de
distribucié en compartiment periféric van presentar valors tipics de 0.039 L/h i 0.409 L,
respectivament; tanmateix, no sén comparables amb altres models d’amikacina en
nounats, ja que no n’hi ha cap que descrigui el seu comportament amb un model
bicompartimental.

La validaci6 del model, mitjancant técniques de validacié externa i interna, ha
demostrat una capacitat predictiva correcta. Les simulacions realitzades amb el model
han evidenciat I'efecte de les covariables WGT i CLCR sobre les concentracions vall i
pic obtingudes, i per tant, dels diferents requeriments de dosi en funcié de les
caracteristiques dels individus per assolir les mateixes concentracions sériques. El
model ha pogut ser utilitzat per a optimitzar la primera dosi a administrar, considerant
les caracteristiques propies dels individus, per tal d’assolir concentracions sériques
segures i eficaces.

Aquest model podra ser introduit en un programa Bayesia de farmacocinética utilitzat
en la practica clinica que permetra no tan sols optimitzar les dosis inicials a
administrar, sin6 també realitzar ajustos de dosi durant el tractament. Addicionalment,
el model permetra ser utilitzat per investigar noves estratégies de dosificacio.
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10.

11.

6. CONCLUSIONS

S’ha desenvolupat un model farmacocinétic poblacional d’amikacina en recent
nascuts.

El model que millor ha explicat el comportament PK de I'amikacina en la poblacié
estudiada ha estat un model bicompartimental amb entrada d’acord amb una
cinética d’ordre zero i eliminaci6 de primer ordre, parametritzat en termes
d’aclariment i volum.

La variabilitat interindividual, modelada exponencialment, s’ha associat amb
l'aclariment plasmatic i de distribucié intercompartimental, i amb el volum de
distribucié en compartiment central. L’error residual ha estat modelitzat amb un
model combinat (additiu + proporcional).

El pes actual i I'aclariment de creatinina s’han identificat com els millors predictors
de I'aclariment, i el pes actual pel volum de distribucié en compartiment central. La
inclusié del pes actual en l'aclariment i en el volum de distribucié s’ha realitzat
d’acord amb un model alométric.

Els resultats de la validacié externa amb un grup de pacients no inclosos en el
desenvolupament del model, pertanyents a la mateix poblacié diana ha demostrat
una adequada capacitat predictiva del model. La mediana de I'exactitud i la precisi6é
de les concentracions individuals predites (IPRED) vall i pic han estat inferiors a
0.72 mg/L i 1.21 mg/L, respectivament.

Técniques de validacié interna com el bootstrap, visual predictive checks, Npde i
PPC han confirmat la capacitat predictiva del model, coindicint amb els resultats de
la validaci6 externa.

Les simulacions basades en el model han permés avaluar I'efecte del canvi dels
valors de WGT i CLCR en I'exposicié a 'amikacina.

El model desenvolupat ha permés avaluar el régim de dosificacié actual i realitzar
recomanacions de dosis inicials a administrar per a diferents cutoffs de les
covariables identificades com a millors predictors del comportament farmacocinétic,
és a dir, WGT i CLCR.

Aquest model, implementat en un software d’optimitzacié de dosis Bayesia, sera
d’ajuda en I'ajust de dosis durant la monitoritzacié terapéutica de 'amikacina en la
poblacio estudiada

Addicionalment, el model podra ser utilitzat per a investigar amb més detall
estrategies optimes de dosificacio.

La implementacié del model en la monitoritzacié terapéutica de la practica clinica
permetra una validacio prospectiva del model.
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Annexos

ANNEXOS

ANNEX 1

DADES DEMOGRAFIQUES:

¢ Inicials/ NUmero historia clinica:
e Data de naixement:
e Sexe*:

DADES PERINATALS:

e Numero de gestacio:
e Embaras gemelar: Si No
e Edat gestacional:

o APGAR: Apgar1 ../../../../1..] Apgar5../../../../../

e Al néixer: Pes:
Alcada:
Perimetre cranial:

" (1)Masculi, (0)Femeni

TRACTAMENT:
e Diagnostic principal:
e Empiric:  Si No
¢ Germen identificat:

OBSERVACIONS:
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TRACTAMENT AMB AMIKACIN:

Data

Dades antropomeétriques**

Dades bioquim.**

Administracié d’amikacina

Extraccio mostres

Pes (Kg)

Alcada
(cm)

P.cranial
(cm)

Urea
(mg/dl)

Creatinina
(mg/dl)

Hora

Dosis
(mg)

Interval

Hora
Cvall

Hora
Cpic

* Registrat el mateix dia de I'extraccio de sang o alternativament entre els £ 2 dies consecutius.
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