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1.- Cambios en la historia natural de la infeccion por el VIH

Desde la introduccion de los farmacos inhibidores de la proteasa (IP)
del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), a mediados de los
afios 90, se han producido importantes cambios en la historia natural
de la enfermedad causada por este virus. La disponibilidad de los IP
permitié6 disefiar esquemas terapéuticos con una elevada potencia
antirretroviral (esquemas de tratamiento antirretroviral de gran
actividad, TARGA), capaces de suprimir la replicacién del VIH de un
modo mas efectivo que las mono o biterapias con inhibidores de la
transcriptasa inversa analogos de los nucledsidos (ITIAN) empleadas
anteriormente. La generalizacion del uso del TARGA para el
tratamiento de los pacientes infectados por el VIH se tradujo en un
dramatico descenso de la incidencia de enfermedades oportunistas y
de la mortalidad asociadas a dicha infeccién durante la segunda
mitad de los afios 90." Asi, la tasa de nuevos casos de sida en
Espafia pas6 de ser de 169 nuevos casos por millon de habitantes en
el afio 1996 a s6lo 11 nuevos casos por millén de habitantes en el

afio 2005, lo que supone una reduccién del 69% (Figura 1).2

Sin embargo, a pesar del empleo del TARGA, existe una proporcion
no despreciable de pacientes infectados por el VIH en los que no se
logra suprimir la replicacion viral de un modo sostenido a lo largo del
tiempo.> * Como muestran los resultados de un meta-analisis que
evalud la eficacia del tratamiento antirretroviral en mas de 13.000
pacientes naive procedentes de 49 ensayos clinicos, Unicamente el
57% de los pacientes lograron mantener una carga viral menor a 50
copias/mL tras 48 semanas de seguimiento.?
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Figura 1. Incidencia de sida en Espafia corregida por retraso en la
notific?cién. Registro Nacional de Sida. Actualizacion a 30 de Junio de
2005.

2.- Causas del fracaso del tratamiento antirretroviral

El fracaso del tratamiento antirretroviral es un fenémeno multifactorial
en el que pueden coexistir multiples causas. Entre ellas, unos factores
dependen del paciente, otros del propio virus y otros estén

relacionados con los fAirmacos antirretrovirales.

2.1.- Factores relacionados con el paciente

La adherencia al tratamiento y la aparicion de acontecimientos
adversos son probablemente las causas del fracaso del tratamiento

que tienen una mayor relevancia clinica.

La necesidad de mantener una adherencia estricta al tratamiento
antirretroviral para lograr la supresion mantenida de la replicacion viral
es un hecho bien conocido en la actualidad. La ausencia de una
adherencia adecuada al tratamiento puede llevar al fracaso virologico

y al eventual desarrollo de resistencia del VIH a los farmacos
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antirretrovirales, asi como a la progresion de la enfermedad.>*?

Aungue existen discrepancias entre los diferentes estudios publicados
sobre cudl es el nivel de adherencia por debajo del cual aumenta el
riesgo de fracaso del tratamiento, en general, se acepta que para
alcanzar la supresion mantenida de la replicacion viral es necesario
mantener una adherencia al tratamiento de al menos el 80% de las
dosis prescritas.> ° Por ejemplo, en el estudio llevado a cabo por
Arnsten et al,’ la probabilidad de mantener la supresién completa de
la replicacion viral tras 24 semanas de tratamiento era 12 veces
mayor en los pacientes con una adherencia igual o mayor al 90%,
comparado con los pacientes con una adherencia inferior al 90% de

las dosis prescritas (Figura 2).
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Figura 2. Proporcién de pacientes con carga viral < 500 copias/mL
tras 24 semanas de seguimiento, en funcion de la adherencia al
tratamiento (evaluada mediante monitorizacion electrénica. Medical
Events Monitoring System, MEMS).°

A pesar de las consecuencias negativas que supone mantener una
adherencia suboptima al tratamiento antirretroviral, la adherencia
media de los pacientes fuera de los ensayos clinicos suele situarse
alrededor de tan solo el 70% de las dosis prescritas, lo que indica que

una proporcién importante de pacientes mantiene tasas de
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5 9 17T Ademaés, la

adherencia inferiores a las recomendadas.
adherencia habitualmente disminuye con el paso del tiempo, con
descensos significativos de la misma tras Unicamente 3-6 meses en

tratamiento.*” '8

Los efectos secundarios derivados del tratamiento y la complejidad de
los esquemas antirretrovirales constituyen las principales dificultades
que los pacientes refieren para mantener una adherencia adecuada al
tratamiento antirretroviral.> ** ?° Segun datos procedentes de la Italian
Cohort of Antiretroviral-Naive Patients (cohorte 1.Co.N.A.), la tercera
parte de los pacientes que inician tratamiento antirretroviral por
primera vez interrumpen dicho tratamiento durante el primer afio de
seguimiento, siendo la aparicion de efectos secundarios el principal
motivo responsable de tal interrupcién.? Por otro lado, el nimero de
comprimidos y de dosis diarias, asi como las restricciones
alimentarias necesarias para la correcta administracion de algunos
antirretrovirales, son algunas caracteristicas del tratamiento que

dificultan la correcta adherencia al mismo por parte de los pacientes.
19, 22

2.2.- Factores relacionados con el virus.

Entre los factores relacionados con el fracaso terapéutico que
dependen del virus, el mas importante es la resistencia del VIH a los

farmacos antirretrovirales.

La aparicion de resistencia del VIH a los antirretrovirales se debe a la
gran capacidad de replicacién del VIH-1. Cada dia se producen
alrededor de 10™°-10"" nuevas particulas virales.?* Este hecho, unido
a que la transcriptasa inversa tiene una tasa de error de

aproximadamente 10™, sin que los errores de lectura sean reparados,
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hace posible la apariciébn de cualquier mutaciéon en el genoma viral
diariamente.?* Sin embargo, para que se seleccionen cepas virales
con resistencia a los antirretrovirales es necesario que la replicacion
viral tenga lugar en presencia de una presion selectiva, impuesta por
la exposicién a los farmacos, tal y como ocurre cuando el esquema
terapéutico no es lo suficientemente potente o cuando las
concentraciones de los farmacos no son lo suficientemente elevadas

como para suprimir completamente la replicacién viral (Figura 3). %%
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Figura 3. Proceso de seleccion de cepas virales con resistencia a
los antirretrovirales

En general, la aparicion de resistencia a los antirretrovirales es un
proceso gradual, durante el cual se va seleccionando un numero
creciente de mutaciones en el genoma viral a lo largo del tiempo. Esta
acumulacién de mutaciones se traduce en un incremento paulatino de
la concentracion del farmaco necesaria para inhibir la replicacion viral,

hasta que, finalmente, el farmaco es incapaz de suprimir la replicacion
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del virus (resistencia de alto nivel). EI nimero de mutaciones
necesarias para producir resistencia de alto nivel a un farmaco
determina la barrera genética del mismo. Asi, podemos diferenciar
entre farmacos con una barrera genética baja, como la lamivudina, la
emtricitabina o los inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos
de los nucledsidos (ITINAN), en los que basta la presencia de una
sola mutacién en el gen de la transcriptasa inversa para que el virus

sea completamente resistente al farmaco;3*3*

y farmacos con una
barrera genética alta, como los inhibidores de la proteasa potenciados
con ritonavir, en los que son necesarias varias mutaciones en el gen
de la proteasa para que el farmaco pierda completamente su

actividad antirretroviral.®

Con la excepcidn de la posible utilidad de mantener el tratamiento con
lamivudina a pesar de la existencia de resistencia de alto nivel al
farmaco (determinada por la presencia de la mutacién M184V en el
gen de la transcriptasa),®® ¥’ la inclusién de farmacos frente a los que
el virus presenta resistencia de alto nivel no es recomendable en la
practica clinica. Esta estrategia se traduce en una disminucion de la
potencia antirretroviral del esquema terapéutico (mono o biterapias
encubiertas), lo que favorece el fracaso del mismo y la seleccién de
nuevas mutaciones relacionadas con resistencia, que pueden limitar
la eficacia de futuros regimenes terapéuticos.®*“® Por otro lado,
supone un gasto farmacéutico innecesario y expone indtiimente a los
pacientes a la aparicibn de posibles efectos secundarios. Para
evitarlo, durante los Ultimos afios se han desarrollado distintas
herramientas que permiten determinar la existencia de resistencia a
los farmacos antirretrovirales en los pacientes infectados por el VIH
en la practica clinica y, asi, optimizar los esquemas de tratamiento

antirretroviral de una forma guiada.
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La resistencia a los fa&rmacos antirretrovirales puede determinarse

@7 48) ) os test

mediante tests genotipicos o tests fenotipicos.
genotipicos actualmente comercializados se basan en la
determinacion de la secuencia de nucleétidos de los genes de la
transcriptasa inversa y de la proteasa viral. La secuencia obtenida se
compara posteriormente con la secuencia de una cepa viral de
referencia que es sensible a los antirretrovirales (virus wild-type),
identificAndose las mutaciones virales relacionadas con resistencia a
cada uno de los farmacos. Estos tests tienen la ventaja de ser mas
rapidos y baratos que los tests fenotipicos. Sin embargo, para su
correcta interpretacion, es necesario conocer el impacto de cada una
de las posibles mutaciones virales en la sensibilidad a los diferentes
farmacos, asi como del posible efecto resultante de la interaccién
entre las diferentes mutaciones que pueden estar presentes en un
mismo individuo. Por ello, para poder interpretar correctamente los
resultados del genotipo viral, habitualmente se recurre al uso de

49-54 Los

diferentes algoritmos o bien al consejo de grupos de expertos.
tests de resistencia fenotipicos miden directamente la actividad
replicativa del virus en presencia de concentraciones crecientes de
los distintos farmacos. Estos tests aportan una informacion mas
directa que los tests genotipicos sobre la sensibilidad viral
(generalmente expresada como la concentracion del farmaco
necesaria para inhibir el 50% o el 90% de la replicacion viral [Cl s,
Clgg], 0 como la razén entre la Clsg 0 Clgy de la cepa problema vy la
Clsy 0 Clgg del virus wild-type [fold change, FC]). Aunque su
interpretacion resulta més sencilla que la del genotipo, los tests
fenotipicos precisan de una técnica muy laboriosa, lo que incrementa
su coste y supone una demora en la obtencion de los resultados. Con
el fin de superar estas limitaciones, hace unos afos se desarroll6 un
nuevo método para interpretar los resultados genotipicos: el fenotipo
virtual. Este método utiliza bases de datos que contienen
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informacién de miles de cepas virales de las que se conoce tanto
su genotipo como su fenotipo real. El fenotipo virtual consiste en una
estimacion probabilistica del fenotipo real, basada en los genotipos
que son similares al del paciente en determinados codones del
genoma viral. Se ha demostrado una elevada correlaciéon entre el
fenotipo virtual y el fenotipo real, con una tasa de concordancia del
90% vy con discordancias importantes sélo en el 3% de los casos.”

Diferentes ensayos clinicos han puesto de manifiesto la utilidad
clinica del empleo de los tests de resistencia para guiar la eleccién de
los farmacos antirretrovirales de forma individualizada.**®® Por ello, la
realizacion de estos estudios se incluye dentro de las
recomendaciones para el manejo del tratamiento antirretroviral en los
pacientes infectados por el VIH emitidas por las principales

sociedades cientificas nacionales e internacionales.*" ®*

2.3.- Factores relacionados con los farmacos antirretrovirales

Ademas de los factores que dependen del paciente y de virus, la
potencia antirretroviral intrinseca de los farmacos incluidos en el
esquema de tratamiento y sus caracteristicas farmacocinéticas son
aspectos de gran relevancia para obtener la respuesta terapéutica

deseada.

Durante los dltimos afios se han publicado los resultados de un
namero creciente de estudios relacionando la respuesta al
tratamiento con la exposicion a los farmacos antirretrovirales,
principalmente a los IP e ITINAN.?®*® Segtn los resultados de estos
estudios, la concentracion plasmatica de los antirretrovirales puede

explicar, al menos en parte, tanto el fracaso del tratamiento como la

10
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aparicion de acontecimientos adversos. Asi, pequefios descensos en
la concentracion de los antirretrovirales pueden hacer que dicha
concentracion sea insuficiente para inhibir la replicacion viral,
permitiendo que ésta tenga lugar bajo una presion selectiva y
favoreciendo, por tanto, la seleccién de cepas virales resistentes a los

farmacos y el fracaso del tratamiento. ' °® 7173 79.80. 82

Por el contrario,
concentraciones de farmaco excesivamente elevadas pueden
contribuir a la aparicion algunos acontecimientos adversos como es el
caso de nefrolitiasis por indinavir,” de efectos secundarios a nivel del
sistema nervioso central por efavirenz,”” de hiperbilirrubinemia por
atazanavir® y, posiblemente, de intolerancia digestiva e hiperlipemia

por el resto de los IP.

Aunque la administracion de los antirretrovirales se realiza
convencionalmente segin esquemas de dosificacion fijos, la
concentracion plasmatica observada tras la administracién de una
misma dosis de estos farmacos puede variar de forma muy notable
entre diferentes sujetos (variabilidad interindividual).®® ™ 77 8389 A
modo de ejemplo, en el estudio POPIN,® en el que se determiné la
concentracion valle (C,,.) de diferentes IP e ITINAN en 427 muestras
procedentes de 108 pacientes, la variabilidad interindividual
observada (coeficiente de variacién, %) fue la siguiente: efavirenz
77,5%, nevirapina 74,5%, lopinavir 73,4%, nelfinavir 83,7%, indinavir
80,8%, saquinavir 113,4%. Ademds, el 38% de los pacientes
mostraron una C,,e inferior a la concentracion minima efectiva

propuesta para cada uno de los farmacos en ese estudio.

Los motivos que explican esta variabilidad en las concentraciones
plasmaticas de los antirretrovirales son muy diversos e incluyen
diferencias en la adherencia al tratamiento, la presencia de

enfermedades concomitantes como la co-infeccion por virus

11
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hepatotropos entre otras, o las posibles interacciones de los
antirretrovirales con la comida, con otros fArmacos o entre ellos

99 Ademés, diferencias fisiolégicas en la absorcion,

mismos.
distribuciéon y eliminacion de los farmacos entre diferentes
individuospueden aumentar aun mas dicha variabilidad.Como
resultado, una proporcion no despreciable de los pacientes puede
presentar concentraciones plasmaticas de los antirretrovirales
inferiores a la concentracion minima efectiva recomendada y, en
consecuencia, podrian presentar un mayor riesgo de fracaso

virolégico a pesar del tratamiento antirretroviral.®” 7> 79 86889094

3.- Monitorizacion terapéutica de la concentracion de los

antirretrovirales (Therapeutic Drug Monitoring, TDM)
3.1.- Concepto

Como se ha comentado previamente, la administraciéon de los
farmacos antirretrovirales se ha venido realizando convencionalmente
segln esquemas de dosificacion fijos, o en funcién del peso del
individuo en el caso de determinados farmacos. Por el contrario, la
monitorizacion terapéutica de la concentracién de los antirretrovirales,
también conocida como Therapeutic Drug Monitoring (TDM), propone
una dosificacién individualizada de los antirretrovirales, de forma
guiada por la concentracion plasmética del farmaco observada en
cada paciente, con el objetivo de mantener dicha concentracién

dentro de un rango preestablecido (intervalo terapéutico). *®

Esta estrategia la introdujo Otto Ruth hace 70 afios,” quien
recomendaba monitorizar las concentraciones del antagonista de los
canales del calcio bepridilo para mejorar la eficacia terapéutica y

reducir el riesgo de aparicion de acontecimientos adversos en los

12
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pacientes tratados con este farmaco. Desde entonces, su uso se ha
extendido al tratamiento con otros farmacos, y la monitorizacién
terapéutica se aplica actualmente de forma rutinaria para optimizar
diversos tratamientos en la practica clinica (antibioterapia con
aminoglucdsidos en la endocarditis infecciosa, tratamiento
anticomicial, tratamiento antiarritmico con digoxina, etc.). Sin
embargo, el empleo de TDM en el campo de la terapia antirretroviral
es mucho mas reciente y, por tanto, contamos con una experiencia

aun limitada en muchos aspectos.

Los farmacos IP e ITINAN poseen una serie de caracteristicas que los
hacen ser buenos candidatos para el uso de TDM en la practica
clinica: i) en general, existe una relacion entre la exposicion al
farmaco y la eficacia y la toxicidad del mismo;®® 7" & % i) |as
concentraciones plasmaticas del farmaco tras la administracion de
una misma dosis a diferentes individuos muestran una variabilidad
interindividual considerable,®® 7" °" lo que hace que sea dificil predecir
la concentracion del farmaco en un paciente en particular; iii) aunque
las concentraciones plasmaticas observadas tras la administracion de
dosis repetidas del farmaco varian dentro de un mismo individuo, la
variabilidad intraindividual es menor que la variabilidad

|.83, 88, 89, 98-101
’

interindividua y, iv) las concentraciones plasmaticas de

los IP e ITINAN se pueden determinar de un modo fiable mediante

102104 £ el caso de los ITIAN, el uso

técnicas relativamente sencillas.
de TDM en la practica clinica se ve limitado por la necesidad de estos
farmacos de sufrir varias fosforilaciones intracelulares para
convertirse en su forma activa y de no existir una relacién directa
entre su concentracion plasmatica e intracelular.®® Por ello, para
realizar TDM en el caso de los ITIAN seria necesario determinar la
concentracion intracelular de los farmacos activos, lo que resulta muy

costoso téchicamente.
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3.2.- Evidencia clinica sobre el uso de TDM para guiar el

tratamiento antirretroviral. Ensayos clinicos prospectivos.

La utilidad de TDM en el campo del tratamiento antirretroviral ha sido
evaluada de forma prospectiva en diferentes ensayos clinicos
realizados en pacientes con y sin experiencia antirretroviral previa.
Segun los resultados de estos estudios, aunque el uso de TDM para
guiar la dosificacion de algunos antirretrovirales puede ser
beneficioso en pacientes sin experiencia antirretroviral previa
(naive),” ' la utilidad clinica de esta estrategia en pacientes con
experiencia antirretroviral (tratamiento de rescate) sigue siendo

controvertida en la actualidad.®® 19519

La evidencia sobre los beneficios derivados del uso de TDM en
pacientes infectados por el VIH naive al tratamiento antirretroviral se
limita al tratamiento con esquemas que contienen los IP indinavir o
nelfinavir, ambos no potenciados con ritonavir. La dosificacién de
estos farmacos basada en su concentracion plasmatica se tradujo en
una reduccion cercana al 50% de la proporcidon de pacientes con
fracaso terapéutico tras 48 semanas de seguimiento, comparado con
el empleo de dosis fijas. Estas diferencias se atribuyeron a una menor
incidencia de acontecimientos adversos en los pacientes tratados con
indinavir y a una menor tasa de fracaso virolégico en los pacientes

tratados con nelfinavir.%* 1%

La utilidad del uso de TDM en el tratamiento de rescate de los
pacientes con experiencia antirretroviral previa fue inicialmente
evaluada en los estudios PharmAdapt y GENOPHAR, ambos de

106, 107

disefio similar. Los participantes en estos estudios eran

pacientes infectados por el VIH en situacion de fracaso virologico a
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pesar de estar recibiendo TARGA. Tras su inclusion, la nueva pauta
de tratamiento se disefid6 de forma individualizada, mediante el
empleo de tests de resistencia genotipicos, y los pacientes fueron
aleatorizados a recibir dosis fijas de los farmacos (grupo control) o
bien de forma guiada mediante TDM (grupo TDM). En ambos
estudios, la C,4 de los IP se determiné 4 semanas después del inicio
del nuevo tratamiento, y, basandose en dicha C,;e Y en la
concentracion objetivo a alcanzar, la modificacion de las dosis de los
farmacos se realizd, en los pacientes aleatorizados al grupo TDM, a
las 8 semanas de haber iniciado el nuevo esquema de tratamiento.
Ninguno de los dos estudios demostré la existencia de diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo TDM en lo que se
refiere al descenso de la carga viral plasmatica o a la proporcion de
pacientes con carga viral indetectable tras 12 semanas de

tratamiento.

Sin embargo, los estudios PharmAdapt y GENOPHAR comparten
algunas limitaciones que es necesario tener en cuenta a la hora de
interpretar sus resultados. Ambos estudios se realizaron en Francia,
donde las guias de tratamiento antirretroviral recomiendan el uso de
TDM de forma rutinaria. Por tanto, sélo se pudo evaluar la utilidad de
esta estrategia a corto plazo (tras 12 semanas de seguimiento las
dosis podian ser individualizadas en todos los pacientes). Por otra
parte, considerando que se trataba de pacientes con fracaso previo a
esquemas de tratamiento antirretroviral y que, por lo tanto, podian
mostrar una sensibilidad viral disminuida a los farmacos, los valores
de las concentraciones objetivo pudieron resultar inadecuadamente
bajos, particularmente en el estudio PharmAdapt, en el que la
concentracion objetivo se defini6 como la Clsy de las cepas virales
wild-type para cada uno de los farmacos ajustada por su union a las

proteinas plasmaticas. Otra limitacion comun a ambos estudios reside
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en que, en los casos en los que se modificaron las dosis de los
farmacos, dicha modificacion no se realizé hasta que los pacientes
llevaban 8 semanas recibiendo el nuevo esquema de tratamiento.
Esta demora en el ajuste de las dosis hizo posible la seleccion de
nuevas mutaciones en el genoma viral que disminuyeran alin mas la
sensibilidad del virus a los antirretrovirales, limitando asi la
probabilidad de lograr una respuesta viroldégica satisfactoria.
Finalmente, la proporcion de casos en los que el clinico sigui6 la
recomendacién de modificar las dosis de los IP fue muy baja (en torno
al 30%), sobre todo en el estudio GENOPHAR, lo que rest6 potencia
estadistica a los estudios.

El estudio RADAR intentdé superar las limitaciones de los estudios
PharmAdapt y GENOPHAR.® En este estudio, 230 pacientes en
fracaso virolégico a pesar de estar recibiendo tratamiento
antirretroviral se divieron en cuatro grupos. En una primera
aleatorizacion, la eleccion de los farmacos incluidos en el esquema de
tratamiento de rescate se realiz6 en funcion de los resultados del
genotipo o del fenotipo virtual. Ademas, dentro de cada uno de estos
dos brazos del estudio, los pacientes fueron nuevamente
aleatorizados a recibir dosis fijas de los IP o bien dosis guiadas
mediante  TDM (grupos genotipo/control, genotipo/TDM, fenotipo
virtual/control, fenotipo virtual/TDM). La individualizacién de las dosis
de los IP en los grupos TDM se podia realizar precozmente (a partir
de la primera semana de tratamiento), en funcion de unos valores
minimos de C,4. que fueron previamente definidos mediante una
revisién de la literatura. Sin embargo, del mismo modo a lo ocurrido
en los estudios ParmAdapt y GENOPHAR, las dosis de los
antirretrovirales Unicamente se modificaron en la cuarta parte de los
pacientes que presentaban concentraciones de IP inferiores a la

concentracion objetivo. Como resultado, aunque se observé una
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relacion entre la respuesta virolégica de los pacientes y la
concentracion plasmatica de los IP, no se encontraron diferencias
significativas en la evolucion de la carga viral entre los cuatro grupos

del estudio.

Finalmente, durante el Ultimo afio se han comunicado los resultados
de dos nuevos ensayos clinicos aleatorizados evaluando la utilidad
clinica del uso de TDM en el tratamiento de rescate de los pacientes
infectados por el VIH. En el primer estudio se incluyeron pacientes
tanto con (70%) como sin (30%) experiencia antirretroviral previa, que
fueron aleatorizados a recibir tratamiento antirretroviral con dosis fijas

de los farmacos o bien de forma guiada mediante TDM. '%

Aunqgue en
este estudio los investigadores siguieron el consejo del farmacologo
en el 76% de las ocasiones en las que se recomendaba un cambio de
la dosis del farmaco, la proporcién de pacientes con carga viral
indetectable tras 48 semanas de seguimiento fue similar en el grupo
TDM y en el grupo control. No obstante, el descenso de la carga viral
plasmatica fue mayor en los pacientes en los que la concentracion de
los farmacos se mantuvo por encima de la concentracién objetivo
durante todo el periodo de seguimiento, comparado con los pacientes
con concentraciones de farmaco persistentemente inferiores a la
concentracion objetivo, lo que nuevamente refuerza la relaciéon entre
la exposicion a los antirretrovirales y su efecto terapéutico. En el
segundo estudio, presentado recientemente por Demeter et al *° 183
pacientes en situaciéon de fracaso virologico a pesar de estar
recibiendo TARGA fueron aleatorizados a recibir un esquema de
tratamiento de rescate con dosis fijas de IP o bien guiadas mediante
TDM. En este estudio, la concentracion objetivo de cada uno de los IP
se definié a nivel individual, considerando el grado de resistencia viral
a los farmacos en cada uno de los pacientes en el momento de iniciar

el nuevo esquema de tratamiento (cociente inhibitorio, ver apartado
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3.3). Aunque la concentracion media y el cociente inhibitorio de los IP
aumentaron de forma significativa en el grupo de pacientes en el
grupo TDM respecto a los pacientes en el grupo control, no se
observaron diferencias en la evolucién de la carga viral entre ambos
grupos del estudio durante el seguimiento. No obstante, es importante
destacar que los pacientes incluidos en este estudio presentaban un
alto grado de resistencia viral a los IP empleados en el tratamiento de
rescate, o que pudo haber influido negativamente en los resultados
del estudio, impidiendo observar diferencias en la respuesta virologica
entre ambos grupos. Asi, cuando se realizé un subanalisis incluyend o
a los pacientes que tenian al menos 0,7 IP activos en el esquema de
rescate, el uso de TDM si que se tradujo en un aumento significativo

de la respuesta virol6gica comparado con el grupo control.

3.3.- Limitaciones actuales para el empleo de TDM en el

tratamiento antirretroviral

Las principales limitaciones para el uso de TDM en el tratamiento
antirretroviral de los pacientes infectados por el VIH vienen
determinadas por la variabilidad de las concentraciones plasmaticas
de los IP e ITINAN en un mismo individuo tras la administracion de
dosis repetidas (variabilidad intraindividual), por la ausencia de una
concentracion objetivo definida para cada uno de los farmacos que
sea universal para todos los pacientes (naive y con experiencia
antirretroviral previa), y por la falta de métodos adecuados para la

modificacion de las dosis de los antirretrovirales.

Cambios en la adherencia al tratamiento, la presencia de otras
enfermedades concomitantes o las interacciones entre los
antirretrovirales y otros farmacos o con los alimentos pueden hacer

variar notablemente la concentracion de los antirretrovirales en un
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993 varios estudios han

mismo individuo a lo largo del tiempo.
evaluado la magnitud de la variabilidad intraindividual de la C,4, de
diferentes IP e ITINAN.%® 8 100 101 En general, aunque dicha
variabilidad no es despreciable, o que hace que una determinacién
aislada pueda no considerarse representativa de la concentracion
media del farmaco en un individuo en particular, su magnitud es

considerablemente inferior a la de la variabilidad interindividual.

Otra limitacién para el uso de TDM en el manejo del tratamiento
antirretroviral viene condicionada por la ausencia de una
concentracion objetivo de cada uno de los diferentes IP e ITINAN
aplicable a la totalidad de los pacientes, independientemente de su
historia antirretroviral previa. El nivel de resistencia viral a un farmaco
(Clso, Clgg) puede variar de forma considerable entre diferentes
individuos en funcién del nimero de mutaciones acumuladas en el
genoma del VIH, lo que hace que una misma concentracién de un
farmaco pueda inhibir la replicacién de una cepa viral procedente de
un paciente pero no la de otro, incluso aunque la exposicién previa a
los antirretrovirales sea similar entre ambos individuos. Por este
motivo, para evaluar la utilidad del uso de TDM en el tratamiento
antirretroviral en pacientes con experiencia antirretroviral previa es
necesario considerar la variabilidad existente en la Clsy entre
diferentes individuos, lo que se puede lograr mediante el empleo del
cociente inhibitorio.

El concepto del cociente inhibitorio (inhibitory quotient, 1Q) fue
introducido en el campo del tratamiento antimicrobiano en 1981 por
Ellner y Neu.™® EI IQ se define como la razén entre la concentracion
plasmatica del farmaco y una medida de la sensibilidad de un
microorganismo al mismo. Su introduccion en el &rea del tratamiento

111, 112

antirretroviral tuvo lugar en el afio 2000, sugiriendo la posibilidad
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de que ciertos farmacos (principalmente los IP) pudieran mantener
parte de su actividad antirretroviral en presencia de una sensibilidad
viral disminuida, mediante el incremento de sus concentraciones
plasmaticas. Desde su introduccién, se han propuesto diferentes
métodos para el calculo del 1Q, que se diferencian en funcién del
método empleado para determinar la sensibilidad del virus frente al

13, 114 A pesar de las limitaciones

farmaco en particular (Tabla 1).
inherentes a cada tipo de 1Q, este indice ha demostrado ser mejor
predictor de la respuesta virolégica que las resistencias virales o que
la concentracion valle de los IP e ITINAN considerados

separadamente. % 1%

Tabla 1. Métodos empleados para el célculo del cociente inhibitorio

Cociente inhibitorio Ecuacion Variante
Fenotipico @ Cuae o Coale
Clg Cly FC
Genotipico Cv—alle.z
n° mutaciones
C C
Virtual _“valle valle
CIV,, FCV
(CV&J% ) (Cvajle j
H C paciente FCV paciente
Normalizado
(Cva“e/ ) (Cvalle )
FC referencia FCV referencia

Cuale: concentracion valle; Clsg, Clgo: concentracion necesaria para inhibir el 50 y el 90% de la
replicacién viral; FC: fold change (nimero de veces que la Cls, de la cepa problema supera a la
Clso de las cepas virales wild-type); CIVs,: Clso determinada mediante fenotipo virtual; FCV: fold
change determinado mediante fenotipo virtual.
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Por dltimo, el mejor método para individualizar las dosis de los
antirretrovirales sigue sin estar actualmente bien definido. La
modificacion de las dosis de los IP e ITINAN se ha venido realizando
de un modo empirico, sin tener en cuenta la variabilidad de los
parametros que rigen la cinética de cada farmaco en la poblacién ni
las caracteristicas individuales que influyen en dicha variabilidad. %% *
Ademas, en los estudios publicados, las dosis de los farmacos no se
modificaron hasta que los pacientes alcanzaban el estado de

equilibrio  estacionario,® 94 105109

lo que puede suponer una
exposicién subdptima a los antirretrovirales durante el inicio del
tratamiento y un mayor riesgo de aparicién de nuevas mutaciones
virales que disminuyan la sensibilidad de la cepa viral al farmaco y
que comprometan la eficacia del tratamiento a largo plazo. Por ello,
seria interesante poder disponer de herramientas capaces de
predecir de una forma fiable la evolucion temporal de las
concentraciones de un farmaco en un individuo concreto tras la
administracién de diferentes dosis. De este modo seria posible
seleccionar aquella dosis del farmaco con una mayor probabilidad de
mantener la concentracién plasmética del mismo por encima de una
concentracion objetivo, incluso antes del inicio del nuevo esquema
terapéutico. En este sentido, el desarrollo de modelos
farmacocinéticos poblacionales de los farmacos antirretrovirales

resulta de gran interés.

4.- Farmacocinética

4.1.- Concepto

La farmacocinética es la rama de la farmacologia que se ocupa del

estudio de los procesos que determinan la concentracién de un

farmaco en el organismo. La farmacocinética tiene una vertiente
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descriptiva, representada por el estudio de los procesos de absorcion,
distribucién, metabolismo o eliminacién del farmaco; y una vertiente
cuantitativa, caracterizada por el estudio matematico de los procesos
que permite cuantificar y definir las velocidades de absorcién
(constante de absorcidon), su cantidad (biodisponibilidad), la
eliminacion (constante de eliminacion, vida media, aclaramiento), el
volumen en que se distribuye el farmaco (volumen de distribucién) o
la cantidad total de farmaco presente en el organismo (&rea bajo la

curva).

La cinética de un farmaco puede describirse mediante dos tipos
diferentes de analisis de datos: andlisis modelo-independiente o
andlisis modelo-dependiente. El objetivo del andlisis modelo-
independiente, también conocido como andlisis no compartimental se
centra en describir el comportamiento del farmaco en el organismo
mas que las caracteristicas estructurales o mecanisticas del sistema.
Este tipo de andlisis esta basado en la constante de eliminacion (2,),
el area bajo la curva (AUC) y la dosis administrada (D). De aqui se
derivan los pardmetros primarios: aclaramiento (CL) y volumen
aparente de distribucion (V,). La base tedrica del andlisis modelo-
independiente reside en tres premisas: i) el aclaramiento del farmaco
permanece constante a lo largo del tiempo, siendo proporcional a la
concentracion del farmaco; ii) el farmaco presenta una cinética lineal
que no varia a lo largo del tiempo; v, iii) la fase terminal en la relacion

1.3 132 como

concentracion-tiempo es de caracter monoexponencia
es facil suponer, a menudo los sistemas farmacocinéticos no retinen
estas tres condiciones, por lo que el andlisis no compartimental
resulta de validez sélo en un sentido aproximado. Esto hace que,
cuando el objetivo del analisis es el de describir las caracteristicas de
un sistema, el analisis de datos modelo-dependiente sea

generalmente preferido al andlisis no compartimental.*** El analisis
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compartimental o modelo-dependiente permite caracterizar el
comportamiento cinético del farmaco mediante ecuaciones que
describen la evolucion de las concentraciones de farmaco en el
organismo en funcién del tiempo. La soluciéon de estas ecuaciones
farmacocinéticas, dependientes del modelo, permite obtener los

valores de los parametros cinéticos en el individuo.

4.2.- Farmacocinética poblacional

La farmacocinética poblacional trata de integrar informacion sobre los
parametros farmacocinéticos tipicos que rigen los procesos de
absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacién de un farmaco en
una poblacion, y la informacién acerca de su variabilidad inter e

intraindividual. ™*

El propésito de la farmacocinética poblacional es proporcionar unas
guias para la individualizacién de la dosis del farmaco y asi maximizar
la probabilidad de obtener una respuesta satisfactoria tras la
administracién del mismo. Cuando se dispone de varias medidas de
la concentracion del farmaco tras su administracion, generalmente en
un ndmero limitado, el uso de modelos farmacocinéticos
poblacionales permite estimar los parametros farmacocinéticos
individuales, que hacen posible individualizar la dosis en cada caso
en particular. Incluso en situaciones en las que no se dispone de
medidas de la concentracion del farmaco tras su ad ministracion, se
puede seleccionar la dosis del farmaco a administrar teniendo en
cuenta determinadas caracteristicas demogréaficas y clinicas del

paciente.

Los objetivos especificos de la farmacocinética poblacional pueden
resumirse en los siguientes: i) determinar los parametros
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farmacocinéticos medios (tipicos) de la poblacion; ii) identificar y
determinar la variabilidad interindividual e intraindividual en el
comportamiento cinético del farmaco; iii) explicar la variabilidad
observada mediante determinados factores (demograficos, clinicos,
genéticos, ambientales, etc.) que pueden influenciar el
comportamiento cinético del farmaco; vy, iv) cuantificar la magnitud de

la variabilidad residual no explicada. *****’

El perfil cinético de un farmaco en una poblacién viene determinado

por tres tipos de parametros: 1%

1. Parametros de efectos fijos: cuantifican el comportamiento
cinético del farmaco en la poblacion mediante la
caracterizacion de parametros poblacionales medios y de sus
posibles relaciones con ciertos factores individuales.

2. Parametros de efectos aleatorios interindividuales: cuantifican
la magnitud de la variabilidad cinética entre diferentes
individuos de la poblacién. Es decir, describen la dispersion
de los parametros farmacocinéticos con relacibn a sus
valores medios y determinan, mediante varianzas, la
magnitud de la misma.

3. Paradmetros de efectos aleatorios intraindividuales: cuantifican
la variabilidad en los parametros cinéticos dentro de un
mismo individuo. Incluyen la variabilidad entre diferentes
ocasiones, la variabilidad intraindividual, el error analitico,
posibles errores en el desarrollo del experimento o en la

especificacién del modelo, etc.

4.2.1.- Métodos de analisis farmacocinéticos poblacionales

Existen diferentes aproximaciones para tratar de caracterizar el

comportamiento cinético de un farmaco en una poblacion. Aunque el
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objetivo de esta tesis no es el de realizar una revision exhaustiva de

las mismas, seguidamente se resumen algunas de ellas:

4.2.1.1.- Andlisis naive con datos agrupados

Si el objetivo del andlisis se centra en determinar los parametros
poblacionales, el método mas sencillo para lograrlo es considerar

todos los datos como si provinieran de un tnico individuo.****?

Entre las ventajas de este método destacan su simplicidad y el hecho
de que permite estimar los parametros poblacionales medios cuando
el nimero de observaciones en cada individuo es limitado, sin
importar el nimero de observaciones en cada individuo, asi como
cuando las observaciones se han realizado en tiempos diferentes en
cada sujeto. Sin embargo, el analisis naive no permite determinar las
fuentes de variabilidad en la cinética del farmaco, no distingue entre
variabilidad inter o intraindividual, y la fiabilidad de los estimados de
los parametros depende del nimero de observaciones realizadas en

cada individuo, 4% 142145

4.2.1.2.- Método en dos etapas

En la primera etapa de este método de anadlisis se estiman los
pardmetros farmacocinéticos de cada individuo en particular de un
modo independiente, y los parametros farmacocinéticos poblacionales
se obtienen calculando la media, la varianza y la covarianza de cada
uno de los parametros.® % 1% | 3 relacién entre los parametros de
efectos fijos y las covariables de interés se puede investigar mediante
métodos graficos o mediante técnicas de regresion.
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El método en dos etapas tiene las ventajas de ser sencillo, de reducir
la posibilidad de sesgos respecto al andlisis naive (los parametros
farmacocinéticos se estiman para cada individuo), y de permitir
estudiar la influencia de covariables en la variabilidad interindividual
de los parametros. Sin embargo, este método no permite diferenciar
entre la variabilidad inter e intraindividual de los pardmetros. Por otra
parte, la fiabilidad de los estimados individuales obtenidos mediante
este método esta relacionada con el numero de observaciones
disponibles en cada voluntario, lo que puede conducir a sobreestimar
la variabilidad interindividual en los parametros cinéticos cuando el

nimero de observaciones es limitado.**® 4% 147

En consecuencia,
para poder estimar los pardmetros farmacocinéticos individuales de
modo fiable, es necesario poder disponer de un elevado nimero de
observaciones en cada sujeto, lo que muchas veces no es posible en
la practica clinica por motivos éticos y logisticos. Por ello, el analisis
poblacional mediante el método en dos etapas suele realizarse con
datos procedentes de poblaciones de voluntarios sanos, con unas
caracteristicas bastante homogéneas y siguiendo protocolos ba stante
rigidos en cuanto al nUmero de muestras y los tiempos de muestreo,
lo que puede dificultar la extrapolacion de los resultados obtenidos a
las poblaciones de pacientes a las que finalmente va a ir destinado el

farmaco.
4.2.1.3.- Modelos no lineales de efectos mixtos

Este tipo de andlisis se basa en el principio de que los parametros
farmacocinéticos de un individuo en particular surgen de una
distribucién de dichos parametros en la poblacion, la cual se puede
describir mediante una media poblacional y una variabilidad

interindividual.*4® 142 148151 aAgf 4 diferencia del método en dos etapas,
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la unidad de analisis de los modelos no lineales de efectos mixtos es

la poblacion y no el individuo.

Mediante este método, todos los individuos se analizan
simultaneamente, estimandose los parametros poblacionales medios,
la relacion entre los pardmetros cinéticos y las covariables, la
variabilidad interindividual y el error residual en una Unica etapa. Los
parametros cinéticos individuales pueden calcularse mediante
estimaciones bayesianas. Ademas, ya que consideran a cada sujeto
individualmente, permiten combinar datos procedentes de pacientes
con un elevado nimero de observaciones (rich data) con otros de
pacientes en los que el nimero de observaciones es menor (sparse
data), sin que ello suponga un sesgo en los estimados finales. *** **°
No obstante, este tipo de andlisis de datos es mucho mas complejo
estadisticamente y el tiempo de célculo puede ser considerablemente

mas largo que el empleado en los métodos naive o en dos etapas.

El desarrollo de modelos no lineales de efectos mixtos puede
realizarse mediante el uso de diferentes programas informaticos, de
entre los cuales NONMEM (Nonlinear Mixed Effects Modelling) es el
mas ampliamente utilizado.*®® 4t 143 144 152156 NONMEM es un
programa informatico que estima los parametros de los modelos no
lineales de efectos mixtos de forma paramétrica, de acuerdo a la
funciébn de maxima verosimilitud. El programa realiza una busqueda
iterativa a lo largo del rango de los parametros especificados en el
modelo, terminando al lograr maximizar la funcion de maxima
verosimilitud. El valor de la funcion objetiva, calculado por NONMEM,
es una aproximacion a la funcién de verosimilitud. Asumiendo que los
parametros de efectos aleatorios tienen una distribucién normal, la
funcion objetiva es igual a menos dos veces el logaritmo de la

verosimilitud.
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4.3.- Componentes de un modelo no lineal de efectos mixtos

Los modelos farmacocinéticos de efectos mixtos consideran
conjuntamente la influencia de los parametros de efectos fijos y
aleatorios sobre las concentraciones observadas del farmaco,
permitiendo la estimacién simultanea de todos los pardmetros que
cuantifican esta influencia. Dentro de un modelo no lineal de efectos
mixtos podemos distinguir dos partes (Figura 4): un modelo
estructural y un modelo estadistico.™ El modelo estructural esta
compuesto, a su vez, por un modelo farmacocinético, que describe la
evolucion media de las concentraciones predichas en funcion de los
parametros cinéticos poblacionales, y un modelo de regresion o de
covariables, que relaciona los pardmetros cinéticos con las
caracteristicas de los pacientes. El modelo estadistico tiene el objeto
de evaluar la magnitud de la variabilidad de los parametros

farmacocinéticos y de la variabilidad residual.

Modelo estadistico

Modelo estructural
- Modelo farmacocinético - Variabilidad interindividual

- Modelo de covariables - Variabilidad intraindividual

Figura 4. Componentes de un modelo farmacocinético de efectos
mixtos.

En general, el desarrollo de un modelo poblacional consta de varias

etapas. Inicialmente se desarrolla un modelo farmacocinético, al que
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posteriormente se afiade un modelo estadistico. El modelo resultante
de esta etapa es habitualmente conocido como modelo basico. En un
segundo tiempo, se evalla la posible influencia de las covariables en
los parametros del modelo basico, y las covariables relacionadas con
los parametros se introducen en el modelo de modo secuencial (ver
apartado 4.3.1.2). Tras la introduccion de las covariables, el modelo
estadistico se revisa nuevamente. El resultado de todo el proceso es

el modelo final.***

4.3.1.- Modelo estructural

El componente estructural de un modelo de efectos mixtos define el
comportamiento cinético del farmaco en el individuo tipico (medio) de
la poblacién en funcion de ciertos factores (covariables) capaces de
alterarlo.™ Como se ha mencionado, el modelo estructural estd
formado por un modelo farmacocinético y un modelo de covariables
(Figura 5).

Modelo farmacocinético Modelo de covariables

Figura 5. Componentes del modelo estructural.

Ka: constante de absorcidon de primer orden; V: volumen aparente de
distribucién; CL: aclaramiento plasmatico aparente; CLCR:
aclaramiento de creatinina
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4.3.1.1.- Modelo farmacocinético

Un modelo farmacocinético es una expresion matematica que, en
términos generales, permite relacionar la dosis de un farmaco con el
curso temporal de sus concentraciones en el organismo tras la
administracién del mismo, de modo que la diferencia entre las
concentraciones predichas por el modelo y las concentraciones

realmente observadas en el individuo sea lo menor posible. ***

En general, los modelos farmacocinéticos pueden dividirse en
modelos mecanisticos y modelos empiricos. Los modelos
mecanisticos, también llamados modelos fisiolégicos, asumen que el
sistema estéd formado por diferentes tejidos en los que el farmaco se
distribuye con diferentes constantes de velocidad (Figura 6).*** Sin
embargo, los sistemas biolégicos son inherentemente no lineales,
potencialmente infinitos en dimensiones y con una complejidad tal
que dificulta enormemente estimar todos sus parametros cinéticos y
poder describir el modelo verdadero que rige el comportamiento del
sistema. Ademas, la imposibilidad de obtener muestras de los
diferentes tejidos no permite el uso de modelos fisiolégicos en
humanos. Por ello, una solucion a esta limitacion consiste en el
desarrollo de modelos farmacocinéticos empiricos o}

compartimentales.™®* !

En estos modelos, los componentes del
sistema que son cinéticamente homogéneos se agrupan en un
numero discreto de compartimentos, con entradas y pérdidas del
farmaco especificadas. Dos componentes de un sistema se
consideran homogéneos cinéticamente cuando el farmaco que entra
en los mismos se distribuye por igual y cada particula de farmaco en
el compartimento tiene la misma probabilidad de ser eliminada del

mismo. El desarrollo de modelos compartimentales tiene la ventaja de
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permitir llevar a cabo una descripcién del sistema farmacocinético de
un modo mas mecanistico que en el caso del andlisis no
compartimental, aunque sin llegar a la complejidad inherente a los

modelos fisioldgicos.

Q pulmon y Q pulmén
PULMON
Qcorazén 2 Qcorazén
< CORAZON
< Q cerebro CEREBRO < Q cerebro I
@) <
m —
CZ) < Qmﬁsculo M USCULO Qmﬂsculo E
& o
> . )
o Q|ntest|n0|NTEST|No_ <C
i =
3 ) Q higado HiIGADO Q higado 3
T LL
v kne
< Qriﬁén RI NON Qriﬁén
¢ I(ren
< Qgrasa GRASA < Qgrasa

Figura 6. Representacion esquematica de un modelo farmac ocinético fisiolégico.
Cada recuadro representa un compartimento tisular. Q representa el flujo
sanguineo que entra o sale de cada tejido; y kmet ¥ Kren representan las
constantes de eliminacion de primer orden por metabolismo y excrecion renal,
respectivamente.
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El modelo farmacocinético compartimental mas sencillo es el modelo
monocompartimental, en el que existe un Unico compartimento al que
llega y desde el que se elimina el farmaco. Sin embargo, los modelos
compartimentales pueden tener una complejidad creciente en funcién
del nimero de compartimentos (modelos multicompartimentales) y de
la forma en que dichos compartimentos estan interconectados entre
si, que tendra que estimarse a partir de los datos disponibles. El
namero de compartimentos incluidos en el modelo farmacocinético
dependera de las caracteristicas cinéticas del farmaco y del disefio
experimental.™” ' En general, con estos modelos no se suelen
diferenciar mas de tres grupos de compartimentos: i) tejidos en los
que el f&rmaco se distribuye rapidamente y que son indistinguibles de
la sangre (V1); ii) tejidos en los que el farmaco se distribuye
rapidamente (V2), pero no de forma tan rapida como los tejidos del
V1, y iii) tejidos en los que el farmaco se distribuye de forma lenta
(V3).

Teniendo en cuenta Unicamente el modelo farmacocinético, y
englobando el conjunto de parametros farmacocinéticos del individuo
i dentro de vector PK; la evolucion temporal de las concentraciones

de un farmaco puede describirse del siguiente modo:

Y; = f(D;, PK;, t;)+; eq. (1)

donde Y;j representa las observaciones al tiempo t; en el individuo i; f,
representa la estructura del modelo; D;, es la dosis de farmaco
administrada y g, representa la diferencia residual entre el valor

predicho por el modelo y el observado para el individuo i en el tiempo
j-
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Es importante destacar que, en este punto del desarrollo del modelo,
los parametros farmacocinéticos estimados en el individuo i seran los
parametros farmacocinéticos medios de la poblacion, y serén los
mismos para todos los individuos (ausencia de variabilidad

interindividual).
4.3.1.2.- Modelo de covariables

Uno de los objetivos del andlisis farmacocinético poblacional es poder
identificar aquellas caracteristicas de los individuos (covariables) que
pueden explicar parte de la variabilidad cinética observada entre

diferentes individuos de la poblacién.***

Una covariable se define como aquella caracteristica especifica de un
individuo que puede afectar al comportamiento del farmaco a través
de un cambio en sus pardmetros cinéticos.”™ **° Las covariables
pueden clasificarse como factores intrinsecos, heredados o
genéticamente determinados (p.ej: edad, sexo, peso, etc.), o factores
extrinsecos, susceptibles de ser influidos por factores ambientales
(p-ej: grado de adherencia al tratamiento, tabaquismo, presencia de
enfermedades, administracion de otros farmacos, etc.). Ademas, las
covariables también se pueden dividir en continuas (p.ej; edad),

discretas o categéricas (p.ej: raza) y dicotémicas (p.ej: sexo).

Establecer la relacion entre las covariables y los parametros cinéticos
de forma cuantitativa es de gran interés en el desarrollo de un modelo
poblacional.*®® **% 1 | 3 introduccién de las covariables en el modelo
conduce a una disminucién en la variabilidad interindividual de los
parametros, lo que permite estimar los parametros individuales de un

modo mas aproximado vy, finalmente, hace posible una dosificacion
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del farmaco de un modo individualizado, en funcién de las

caracteristicas de cada paciente en particular.

Tras seleccionar el grupo de covariables que pueden tener una
relacion con los parametros cinéticos del modelo, la forma en la que
el parametro de interés cambia dependiendo de los valores de las
covariables se puede modelar mediante diferentes expresiones
matematicas, dependiendo de las caracteristicas de cada una de las
covariables (continua, discreta, dicotomica) y de su influencia en el

parametro.'®* Por ejemplo:
p, =6,+(0,xCOV) eq. (2)

donde p; es el valor del parametro p en el individuo i, 0, representa el
valor del parametro cuando la covariable (COV) toma el valor 0, y 0,
representa el cambio en el parametro por cada unidad de cambio en
la COV.

Durante la fase de incorporacién de las covariables en el modelo, que
lleva al desarrollo del modelo final, el grado de la mejoria del ajuste
de los datos por la adicion de cada nuevo factor se evalla mediante
diversos criterios estadisticos. Asi, una covariable Gnicamente sera
incorporada al modelo si satisface los requerimientos estadisticos
previamente establecidos. Sin embargo, la construccion del modelo
no se vera concluida hasta que el modelo completo sea sometido a
un proceso de reajuste que, mediante una estrategia de eliminacion
de las covariables y utilizando criterios estadisticos mas restrictivos,
confirme que la influencia de cada covariable sobre el perfil cinético
del fa&rmaco es realmente significativa y que, por tanto, deba

permanecer en el modelo (Figura 7).*>% 1°% 16
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Modelo farmacocinético
Modelo estadistico

Estimados bayesianos de
los pardmetros individuales

Identificacion

) Covariables
de covariables

g Fordward selection en P
» NONMEM -~
Inclusién en el l
modelo

No inclusién en el
modelo

Seleccién de la
covariable
p.€j:.LRT>X 2

Yy

No posibilidad de incorporar
nuevas covariables
Backwards elimination en
NONMEM

Exclusién del
modelo

A

Si

LRT<X?
Mas exigente

Modelo final

Figura 7. Diagrama de desarrollo de un modelo de covariables (reproducido
de laref. 161).

LRT: likelyhood ratio test; X2 test chi cuadrado
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Asi, si ademas del modelo farmacocinético consideramos el modelo
de covariables, las observaciones individuales pueden representarse

por la funcién

Y = f(D;, PK;, tj, X)+g eq. (3)

donde X; son las covariables que influyen en los parametros

farmacocinéticos.

A diferencia de lo que ocurria en la eq. (1), tras la introduccién del
modelo de covariables en el modelo poblacional, los parametros
cinéticos de cada individuo pueden variar y ser calculados en funcién
de los valores de las covariables y de la magnitud en que dichas

covariables influyen en los parametros.

4.3.2.- Modelo estadistico

Los parametros de efectos aleatorios de un modelo poblacional
(modelo estadistico) permiten no sélo cuantificar la variabilidad de los
parametros cinéticos dentro de una poblacién, sino también, calcular
los parametros cinéticos individuales mediante el uso de estimaciones
bayesianas,'® lo que resulta de gran interés para poder explorar la

influencia de las covariables en la cinética del farmaco.
Podemos diferenciar dos fuentes de variabilidad cinética en una

poblacién: la variabilidad interindividual y la variabilidad intraindividual

(Figura 8).° 2
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Variabilidad Interindividual

Variabilidad Interocasién

Figura 8. Representacion esquematica del modelo estadistico de
un modelo poblacional.

4.3.2.1.- Variabilidad interindividual

Es la variabilidad en los parametros cinéticos observada entre
diferentes individuos de la poblacion (Figura 8). Considerando p;
como un valor dentro del vector PK;, que representa los valores de
los parametros individuales del individuo i, este elemento puede

expresarse del siguiente modo:**" **?

P =0, 0 *E™ eq. (4)
donde 6,,,, representa el valor tipico (0 medio) poblacional de los
parametros, comun a todos los individuos de la poblacion, y n,; es la
desviacion del valor de p; con respecto a 6, .. Si la poblacién cuenta
con un numero m de individuos, los valores My My Mps, - Npm
representan la desviaciébn de los parametros de cada individuo

respecto al valor medio poblacional. Esta desviacién tiene una
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distribucién aleatoria, simétricamente distribuida alrededor del valor 0
y con una varianza igual a o°,. El valor de o, representa la

variabilidad interindividual asociada al parametro p.

La eleccién de como modelar la variabilidad interindividual se basa en
las caracteristicas de los datos. Sin embargo, uno de los modelos
mas frecuentemente empleados para este fin es el modelo
exponencial (eq. 4), que implica que los parametros individuales
seguirdn una distribucién log-normal y que no alcanzaran valores
negativos, lo que se ajusta a lo esperable desde el punto de vista
fisiologico. ™" 12

Como el vector PK; no contiene un Unico elemento, los diferentes
parametros farmacocinéticos p, q, r, etc. también pueden tener

?y 7, etc. La matriz de

asociada su variabilidad interindividual 7, ®
varianza-covarianza O engloba en posicion diagonal las varianzas

2 2 2
Y pr w qr Q] r etc
4.3.2.2.- Variabilidad intraindividual

Las caracteristicas farmacocinéticas de un individuo pueden cambiar
a lo largo del tiempo debido a multiples causas. Los cambios cinéticos
pueden acontecer tras largos periodos de tiempo, como consecuencia
del envejecimiento o de cambios en el peso, por ejemplo; o incluso en
el mismo dia, en funcion de la dieta o de la administracion de otros
farmacos, entre otros. No obstante, estos cambios son predecibles y
pueden ser descritos mediante un cambio en las covariables que
afectan a la farmacocinética del agente en estudio. Sin embargo, el
motivo de los cambios de los parametros cinéticos de un individuo
permanece desconocido en muchos casos. Es lo que se agrupa bajo

el término de variabilidad intraindividual .
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4.3.2.2.1.- Variabilidad interocasion

La variabilidad interocasion representa la variabilidad en los
parametros cinéticos de wun individuo cuando se realizan

151 Esta fuente de

observaciones en diferentes ocasiones (Figura 8).
variabilidad cuantifica la desviacion de los parametros de un individuo
calculados en cada ocasion respecto a su valor medio individual v,
como ocurre con el resto de parametros aleatorios, su distribucién es
al azar, simétricamente distribuida alrededor del valor 0 y con una

varianza igual a «%,.

Para el desarrollo de un modelo poblacional es importante poder
contar con observaciones realizadas en diferentes ocasiones, al
menos en un subgrupo de los individuos. De otro modo, la
variabilidad interocasion serd erroneamente imputada a la variabilidad
interindividual de los pardmetros o al error residual, lo que finalmente
conducira a un sesgo en los parametros estimados y a errores en la
capacidad del modelo para predecir las concentraciones del farmaco

a nivel individual - 164 165

Considerando p; como los valores individuales del parametro p en el
individuo i, que tienen una variabilidad interindividual representada
por n, la variabilidad interocasion puede expresarse del siguiente

modo:

P =0 p0p *€' p+KIOCA +k,OCA+..k,OCA,

0.0 eq. (5)

donde x; es la desviacién de p; respecto al valor medio poblacional

(8p.p0p) €N la Ocasion 1, x, es la desviacién de p; respecto 6, ., en la
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ocasion 2, etc. OCA,, toma el valor de 1 si la observacion se realizé en

la ocasién n, y el valor 0 en el resto de ocasiones.
4.3.2.3.- Variabilidad residual

Como ya se ha comentado, el objetivo de un modelo farmacocinético
poblacional es poder describir el curso temporal de las
concentraciones de un farmaco en cada individuo tras su
administracién, de modo que las diferencias entre las concentraciones
predichas por el modelo y las concentraciones realmente observadas
sea lo menor posible. La variabilidad residual de un modelo (&),
también conocida como error residual, cuantifica la desviacion entre
las concentraciones predichas por el modelo y las concentraciones
realmente observadas en el individuo que no se puede explicar
mediante el modelo poblacional propuesto (Figura 8). Esta desviacién
se puede deber a variabilidad intraindividual, a errores en la técnica
de determinacion de las concentraciones del farmaco, a cambios en
la adherencia al tratamiento por parte del paciente, a errores en el
proceso de desarrollo del modelo, etc.’® De igual forma que la
variabilidad interindividual y que la variabilidad interocasion, la
variabilidad residual tiene una distribucion aleatoria alrededor del

valor 0y con una varianza ¢.**

El error residual de un modelo poblacional puede representarse

mediante diferentes funciones:*>* 161166
Modelo de error aditivo

Y=Y+ g eq. (6)
Modelo de error proporcional

Yy =Y (1 +g) eq. (7)
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Modelo de error exponencial

Yij = ?'J *egij €q. (8)

Modelo de error combinado (aditivo y proporcional)

Yi=VYi(1+ &) + & eq. (9)

donde Yj es la concentracion observada en el individuo i en el punto
de tiempo |, \?ij es la concentracion del farmaco predicha por el
modelo para el individuo i al tiempo j, y g, representa la diferencia
residual entre el valor predicho por el modelo y el observado para el

individuo i en el tiempo j.

Estimar correctamente la magnitud de la variabilidad residual es de
gran importancia en el desarrollo de un modelo poblacional, ya que la
eficacia y la seguridad de un farmaco disminuyen a medida que la
variabilidad residual aumenta. Una elevada variabilidad residual se
traduce en una elevada probabilidad de que las concentraciones del
farmaco se sitien fuera del intervalo terapéutico, lo que, a nivel
clinico, puede resultar en un aumento del riesgo de que el tratamiento
no sea eficaz o de que el paciente desarrolle acontecimientos

adversos no deseados.

La inter-relacién entre los parametros de efectos fijos y aleatorios de

un modelo farmacocinético poblacional se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Inter-relacion entre los parametros de efectos fijos y aleatorios
de un modelo poblacional. En los paneles inferiores, los circulos vacios
representan el valor tipico poblacional de un pardmetro p (panel
izquierdo) y el valor tedrico de la concentracion plasmatica predicha
(panel derecho). Los circulos negros representan las mismas entidades
para el individuo i, con un valor de p; igual a 6,*¢"". El simbolo cuadrado
en el panel inferior derecho representa el valor observado a tiempo j para
el individuo i, cuya diferencia con el valor predicho por el modelo se
corresponde con el valor &;.

Disponer de modelos farmacocinéticos poblacionales de los IP resulta
de gran interés para poder modificar las dosis de los mismos de un
modo mas dirigido y efectivo que si se realizara de un modo empirico.
Mediante el empleo de estos modelos seria posible individualizar la
dosis de los IP en funcién de la C,,, deseada y de las caracteristicas
especificas de cada individuo poco después o incluso antes de que el
paciente comience a recibir el farmaco (mediante la realizacion de
simulaciones). Este aspecto es de gran importancia, teniendo en
cuenta que la exposicién subéptima a los antirretrovirales puede

conducir a la aparicion de resistencias virales en un breve plazo de
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tiempo. Por otro lado, la aplicacion de estos modelos podria prevenir
una exposicion demasiado elevada a los farmacos, lo que podria
evitar parte de la toxicidad derivada del tratamiento antirretroviral. En
el caso de un modelo de lopinavir, que es co-formulado con dosis
bajas de ritonavir para inhibir su metabolismo hepatico (ver apartado
5.1), caracterizar adecuadamente la interaccién entre ambos
compuestos resulta de gran importancia para poder predecir de un
modo fiable el curso temporal de la concentacion plasmatica de

lopinavir en la préctica clinica.

5.- Caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas de

lopinavir

Lopinavir es un farmaco inhibidor de la proteasa del VIH-1 y VIH-2,
gue impide la division de la poliproteina gag-pol resultante de la
traduccién del DNA viral, dando lugar a la produccion de particulas

virales inmaduras sin capacidad infecciosa.*®’
5.1.- Propiedades farmacocinéticas

Una caracteristica diferencial de lopinavir respecto al resto de los
farmacos inhibidores de la proteasa del VIH reside en el hecho de su
co-formulacion con dosis bajas de ritonavir, que actla inhibiendo el
metabolismo hepético de lopinavir. Por ello, a menos que se
especifigue lo contrario, las caracteristicas farmacocinéticas de
lopinavir que se presentan a continuacion se refieren siempre a las

descritas en presencia de ritonavir.

5.1.1.- Absorcion
Aunque no existen estudios en humanos en los que se haya

determinado la biodisponibilidad oral de lopinavir, estudios en
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animales demuestran que lopinavir posee una escasa

biodisponibilidad oral cuando se administra aisladamente.*®®

En estudios en voluntarios sanos, la concentracion maxima de
lopinavir en plasma apenas excedié 0,1 mg/L tras la administracién de
una dosis Unica de 400 mg de lopinavir, y disminuyé a menos de 0,01

mg/L a partir de las 8 horas post-dosis.'®®

Sin embargo, la
administracién de la misma dosis de lopinavir conjuntamente con 50
mg de ritonavir se tradujo en un importante aumento de la e xposiciéon
a lopinavir. En este caso, la concentracion maxima de lopinavir
(media = desviacion estédndar) fue de 55 = 2,0 mg/L, el AUCg.,4
aumenté 77 veces, y la concentracion de lopinavir 12 horas tras su
administracién fue 30 veces superior a la Cls, de las cepas virales

wild-type (Figura 10).

10 - I

d
% 0.1 1. ..........I.:..;‘.I......................................................
=
= . ECA0 (wt, 50% HS)
5 \
0.014 l
'l\ ]
Y
0.001 y T — T T 1
0 4 a 12 16 20 24
Tiempo ()

Figura 10. Concentracién plasmética de lopinavir en voluntarios sanos
tras la administracién de una dosis Unica de 400 mg de lopinavir con
(linea continua) o sin (linea discontinua) 50 mg de ritonavir

(reproducido de la ref. 168)
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En estado de equilibrio estacionario, lopinavir (capsulas blandas)
posee una absorcion oral rapida, con una constante de absorcion (k ,)
de aproximadamente 0,5 h™ y un tiempo en alcanzar la Cpa que

oscila entre 2 y 4 horas tras la administracion.****"

Tras tres semanas en tratamiento con lopinavir/ritonavir a dosis de
400/100 mg cada 12 horas (cépsulas blandas) en un grupo de
pacientes infectados por el VIH, la C.a, la Cuhin ¥ €l AUCq4, de
lopinavir (media = desviacion estandar) fueron 9,8 £ 3,7 mg/L, 55 +

2,7 mg/L y 185,2+ 73,4 mg.h/L, respectivamente.*™*

Recientemente se ha aprobado una nueva formulacion de
lopinavir/ritonavir en comprimidos para el tratamiento de los pacientes
infectados por el VIH que ha demostrado producir una exposicién a
lopinavir y a ritonavir equivalente a la observada con la anterior

172,113 Tras la administracion de una

formulacién en cpsulas blandas.
dosis Unica de lopinavir/ritonavir de 400/100 mg con una comida con
moderado contenido graso, el AUCy., Yy la C.a de lopinavir
aumentaron un 18 y un 23% usando la formulacién en comprimidos

en lugar de las capsulas.

La absorcién oral de lopinavir se ve influenciada por la presencia de
alimentos. Tras la administracion de wuna dosis Unica de
lopinavir/ritonavir 400/100 mg (capsulas blandas) con una comida con
moderado contenido graso (500-682 kcal, 23-25% grasa), el AUCq.1, ¥
la Chax de lopinavir aumentaron un 48% y un 23%, comparado con la
administracién de la misma dosis en ayunas. Estas diferencias fueron
aun mas acentuadas en el caso de la formulaciéon de

.172- 174 por el contrario, la influencia

lopinavir/ritonavir en solucion ora
de los alimentos en la absorcion oral de lopinavir es menor con la

formulacién de lopinavir/ritonavir en comprimidos que con la
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formulacién en cépsulas o con la solucién oral. Asi, no se han
observado diferencias significativas en la exposicion a lopinavir o a
ritonavir entre la administracion de la formulacién en comprimidos en
ayunas Y la administracion de la formulacién en capsulas blandas con
una comida con moderado contenido graso."®

5.1.2.- Distribucién

En estado de equilibrio estacionario, el volumen de distribucién de
lopinavir se ha estimado en 61-67 L.*** *"° Ademas, lopinavir se une a
las proteinas plasmaticas en un 98-99%, mayoritariamente a la
albimina y a la a4-glicoproteina acida, siendo mayor su afinidad por

esta Gltima.*™ "

Lopinavir se acumula intracelularmente, con un cociente entre las
concentraciones intracelulares y las plasméaticas que varia entre 1,2 y
4,1, segun diferentes estudios.™®® " '® Tras la administracion de
dosis repetidas de 400/100 mg de lopinavir/ritonavir cada 12 horas en
pacientes infectados por el VIH, la mediana de la C,4 intracelular de
lopinavir en linfocitos de sangre periférica fue de 10 mg/L (rango

intercuartilico 8,3-13,9).%"”

Lopinavir atraviesa la barrera hematoencefdlica, alcanzando una
concentracion en liquido cefalorraquideo que se sitia en torno a la

179,180 Asi la media de la

concentracion de lopinavir libre en plasma.
Cumin de lopinavir en liquido cefalorraguideo en un grupo de 26
pacientes infectados por el VIH en tratamiento con lopinavir/ritonavir a
dosis de 400/100 mg cada 12 horas fue de 17 ug/L (rango

intercuartilico 12,1-22,7)."
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5.1.3.- Metabolismo y eliminacion

Lopinavir sufre un metabolismo oxidativo por el sistema hepatico del
citocromo P450. Estudios in vitro en microsomas humanos
demuestran que lopinavir es metabolizado casi exclusivamente por el
isoenzima CYP3A4, y que este proceso es inhibido por ritonavir de un
modo concentracion-dependiente, con una concentracién inhibitoria
del 50% del metabolismo de lopinavir estimada en 0,073uM (Figura
11)_168

100

8
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-
=

0 T ——r—rrrrrr
Ri) A 1
Ritonavir (uM)

Figura 11. Inhibicion del metabolismo de lopinavir por ritonavir en

estudios in vitro en microsomas humanos (adaptado de la ref. 168)

Tras la administracién de una dosis tnica de *C-lopinavir/ritonavir en
voluntarios sanos, el 89% de la radioactividad en plasma procedia del
farmaco original. La eliminacion de lopinavir no metabolizado asi
como la de sus metabolitos se produce fundamentalmente por via

fecal. Asi, el 24% de la dosis de lopinavir no metabolizado se
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recuperd en las heces, con el resto de la radioactividad proviniendo
de diferentes metabolitos, mientras que Unicamente menos de un 2%
de la dosis se eliminé sin metabolizar por la orina. ***

182 ademas,

Lopinavir es un inductor del metabolismo de ritonavir.
ritonavir induce enzimas metabdlicos, dando como resultado la
induccién de su propio metabolismo.*® Como resultado, la C,e de
lopinavir y de ritonavir disminuyen tras la administracion de dosis
repetidas de lopinavir/ritonavir durante el inicio del tratamiento,
estabilizandose tras 10 dias a 2 semanas. En estado de equilibrio

estacionario, el aclaramiento de lopinavir se ha estimado en 4-8
L/h 169, 170, 172, 184, 185

5.1.4.- Poblaciones especiales
5.1.4.1.- Insuficiencia hepatica

No se han observado diferencias en la C,ye de lopinavir entre
pacientes infectados por el VIH con o sin co-infeccion por el virus de

la hepatitis C (VHC) en ausencia de cirrosis hepatica. *** **’

En presencia de insuficiencia hepatica el AUC.;,, la Chac Y 1a Chin de
lopinavir y ritonavir pueden aumentar de modo significativo. Asi, el
AUC.15, la Chay ¥ la Cpyin de lopinavir aumentaron un 30%, un 20% y
un 79%, respectivamente, en un grupo 12 de pacientes co-infectados
por el VIH y el VHC con insuficiencia hepética leve o moderada,
comparado con un grupo control de pacientes infectados Unicamente
por el VIH sin disfuncién hepatica.'® Ademas, como consecuencia de
una disminucion de la fijaciébn del lopinavir a las proteinas
plasmaticas, la fraccion libre de lopinavir en plasma fue

significativamente superior en los pacientes con insuficiencia hepatica

48



Introduccioén

leve (0,89+0,21%) o moderada (0,94+0,10%) comparado con el grupo
control  (0,6910,06%)."®® En consecuencia, actualmente se
recomienda usar lopinavir/ritonavir con precaucion en los pacientes
infectados por el VIH que presentan disfunciéon hepdética, aunque no
se ha especificado la necesidad de reducir las dosis de

lopinavir/ritonavir en este contexto."*
5.1.4.2.- Poblacion pediatrica

Aunque los datos sobre la farmacocinética de lopinavir/ritonavir en
niilos menores de 6 meses son escasos, se ha descrito un marcado
descenso de la vida media de lopinavir en este grupo de pacientes, lo
que puede conducir a una C,y. de lopinavir por debajo de la
concentracién minima efectiva.'® ' Sin embargo, la exposicién a
lopinavir en un grupo de pacientes pediatricos que recibieron
tratamiento con lopinavir/ritonavir a dosis de 230/57,5 mg/m? dos
veces al dia o de 300/75 mg/m? dos veces al dia cuando se
administraba conjuntamente con nevirapina fue similar a la alcanzada
en la poblacion adulta con la dosis de lopinavir/ritonavir 400/100 mg

dos veces al dia.***
5.1.4.3.- Gestacion

La exposiciéon a lopinavir puede disminuir con el transcurso de la
gestaciéon. Sin embargo, los diferentes estudios realizados en este
sentido muestran resultados contradictorios y no existen directrices
claras sobre la necesidad de aumentar la dosis de lopinavir/ritonavir
durante el embarazo.'’® %% Algunos estudios apuntan hacia una
exposicion inadecuadamente baja a lopinavir durante el trecer
trimestre de la gestacion cuando se administra a dosis estandar. No

obstante, otros estudios mostraron como la media de la C,, de
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lopinavir era superior a la Clsg ajustada por la unién a las proteinas
plasmaticas de las cepas virales wild-type durante el tercer trimestre
del embarazo en un grupo de mujeres embarazadas que recibieron
una dosis de lopinavir/ritonavir de 400/100 mg (Cyae 3,7 mg/L) o

533/133 mg (Cyare 4,5 mg/L) dos veces al dia (capsulas blandas),**>

197 asi como cuando recibieron lopinavir/ritonavir a una dosis de

194

600/150 mg (Cyaie 4,7 mg/L) dos veces al dia (comprimidos).

Lopinavir atraviesa la barrera placentaria, con una concentracion
media en sangre de cordén umbilical de que oscila entre 0,45y 1,1

mg/L, segln diferentes estudios.*®* 1%

5.1.5.- Interacciones farmacolégicas

Ritonavir es un inductor/inhibidor del citocromo P450, con predominio
de su efecto inhibidor. Como consecuencia, es posible un aumento de
las concentraciones plasméticas de otros medicamentos que se
metabolizan fundamentalmente por el CYP3A cuando son co-
administrados con lopinavir/ritonavir (p.ej: inhibidores de la HMG -CoA

reductasa como la atorvastatina,'*®

benzodiacepinas como el
midazolam," antiarritmicos como la amiodarona,'’* inhibidores de la
fosfodiesterasa como el sildenafilo,’’® itraconazol y otros
antifgicos,'? etc.), lo que puede tanto intensificar o prolongar su
efecto terapéutico como favorecer la aparicibn de acontecimientos

adversos.

Ademas, lopinavir/ritonavir también puede aumentar la
biotransformacion de algunos farmacos que son metabolizados por
las enzimas del citocromo P450 y por glucuronidacién (p.ej:

0

metadona,?® voriconazol,’”? etinilestradiol,’’* etc), lo que puede
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resultar en una reduccion de sus concentraciones plasmaticas y en la

consiguiente disminucioén de su eficacia.

Por otra parte, un elevado nimero de farmacos pueden actuar como
inductores de la actividad del isoenzima CYP3A4 del citocromo P450
(p.ej: rifampicina,®® rifabutina,"’®  Hypericum  perforatum,'’

202, 203 anticomiciales como la

efavirenz,’®* nevirapina,'”* amprenavir,
carbamazepina'’ o la fenitoina,?* etc.), responsable del metabolismo
de lopinavir y ritonavir, lo que contribuye a disminuir la concentracién
plasmética de lopinavir y a aumentar su variabilidad, lo que,
finalmente, puede comprometer la eficacia del tratamiento

antirretroviral.
5.2.- Propiedades farmacodindmicas
5.2.1.- Actividad antirretroviral in vitro

Se ha evaluado la actividad antirretroviral de lopinavir in vitro en
células MT4 infectadas por el VIH-1,"® demostrando una inhibicién
del 93% de las cepas virales wild-type a una concentracién 0,5 nM. La
Clso de lopinavir frente a cepas virales wild-type en ausencia y en
presencia de suero humano al 50% fue de 17+4 nM y de 102t44 nM,
respectivamente. Estos resultados se reprodujeron en linfocitos de
sangre periférica infectados por cepas virales procedentes de
pacientes, con una Clg, de 6,5 nM (4-11) en ausencia de suero
humano. Ademés, cuando se evalué su actividad frente a cepas
virales con mutaciones relacionadas con resistencia en el gen de la
proteasa, lopinavir demostré tener una mayor actividad antirretroviral

que ritonavir, lo que pone de manifiesto su mayor barrera genética. **®
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5.2.2.- Actividad antirretroviral in vivo

La concentracion plasmética de ritonavir a las dosis de
lopinavir/ritonavir empleadas en la clinica es inferior al 7% de las
concentraciones obtenidas con la dosis de 600 mg dos veces al dia,
por lo que la actividad antirretroviral de lopinavir/ritonavir se debe a

lopinavir.
5.2.2.1.- Pacientes sin experiencia antirretroviral previa (naive)

Diferentes estudios han puesto de manifiesto la actividad
antirretroviral intrinseca de lopinavir en los pacientes infectados por el
VIH sin experiencia antirretroviral previa. Se han descritos descensos
en la carga viral plasmatica de mas de un logaritmo en pacientes que
recibieron lopinavir/ritonavir en monoterapia a dosis de 400/100 mg
cada 12 horas durante dos semanas,*” asi como unas tasas de
respuesta viroldgica (carga viral < 50 copias/mL) que superan el 80%
tras 48 semanas de seguimiento y que son comparables a las
alcanzadas con esquemas convencionales de TARGA con
lopinavir/ritonavir mas dos ITIAN.?*#' Como resultado de esta
elevada potencia antirretroviral, el tratamiento con lopinavir/ritonavir
se traduce en una mejora inmunolégica de los pacientes, con

205-211

marcados incrementos del recuento de linfocitos CD4. Ademas,

estos beneficios derivados del tratamiento con lopinavir/ritonavir se

mantienen a largo plazo.*** **

Por otra parte, el riesgo de desarrollar mutaciones virales que
confieren resistencia a los antirretrovirales en los pacientes en los que
no se consigue suprimir la replicaciéon vial es menor en los sujetos
tratados con lopinavir/ritonavir que en los tratados con IP no

208, 210, 214

potenciados con ritonavir o con ITINAN. Por ejemplo, en el
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estudio M98-863,%%® en el que se compard el tratamiento antirretroviral
con lopinavir/ritonavir o con nelfinavir en pacientes naive, ninguno de
los pacientes tratados con lopinavir/ritonavir en los que no se logro
mantener la supresion completa de la carga viral presentaron
mutaciones en el gen de la proteasa tras el fracaso virolégico,
comparado con el 33% de los pacientes que recibieron nelfinavir. De
igual modo, la aparicibn de la mutacion M184V en el gen de la
transcriptasa inversa fue menos frecuente en los pacientes que
fracasaron a lopinavir/ritonavir (41%) que en los pacientes que

fracasaron al tratamiento con nelfinavir (82%).2%®

5.2.2.2.- Pacientes con experiencia antirretroviral previa

(tratamiento de rescate)

Para que tenga lugar la pérdida completa de la actividad antirretroviral
de lopinavir es necesario que se acumulen varias mutaciones
relacionadas con resistencia al mismo en el gen de la proteasa
viral.?*® Esta elevada barrera genética hace que lopinavir/ritonavir
pueda ser de utilidad para el tratamiento de los pacientes infectados
por el VIH en situacion de fracaso virolégico a pesar de recibir
tratamiento antirretroviral. No obstante, el grado de exposicién previo
de los pacientes a los farmacos antirretrovirales puede condicionar de
un modo importante la probabilidad de obtener la supresiéon completa

de la replicacién viral en este contexto.

Se han descrito tasas de respuesta virol6gica al tratamiento con
lopinavir/ritonavir que oscilan entre el 60 y el 70% tras 48 semanas de
tratamiento en pacientes con experiencia antirretroviral previa
limitada, naive a lopinavir y en muchos casos expuestos a so6lo dos

121, 216-218

familias de farmacos antirretrovirales anteriormente. Por el

contrario, en estudios realizados en pacientes con una amplia
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experiencia antirretroviral, que han recibido tratamiento con al menos
tres familias de antirretrovirales y que, en muchas ocasiones, ya han
sido previamente tratados con lopinavir/ritonavir, la proporcion de
pacientes que logra mantener la carga viral indetectable durante el

primer afio de seguimiento es tan sélo de un 20-50%,%% 40219220

5.2.2.2.1.- Predictores de respuesta al tratamiento de rescate con

lopinavir/ritonavir

El grado de resistencia viral en el momento de iniciar el tratamiento,
aspectos farmacocinéticos relacionados con la exposicion a lopinavir
y la combinacion de ambos (cociente inhibitorio) son factores
clinicamente relevantes a la hora de predecir la respuesta virologica
al tratamiento con lopinavir/ritonavir en los pacientes con experiencia

antirretroviral previa.

Aunque, como ya se ha comentado, la aparicion de resistencia a
lopinavir en los pacientes naive que inician un primer esquema de
tratamiento  antirretroviral que incluye lopinavir/ritonavir es
excepcional, existe una serie de mutaciones el gen de la proteasa del
virus que se relacionan con una reduccién de la sensibilidad viral a
lopinavir. Asi, diversos estudios han tratado de identificar las
mutaciones del gen de la proteasa relacionadas con un aumento de la

221-223

Clso de lopinavir y, por tanto, con un aumento del riesgo del

fracaso del tratamiento con lopinavir /ritonavir. **

Aungue se han identificado mas de 10 mutaciones en el gen de la
proteasa que se relacionan con resistencia a lopinavir, la pérdida
completa de su actividad antirretroviral es un fendmeno escalonado
en el que la suma de cada nueva mutacion se traduce en un

incremento progresivo de la Cls, del farmaco. Como resultado, para
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que tenga lugar un aumento del riesgo del fracaso del tratamiento con
lopinavir/ritonavir es necesario que el numero de mutaciones
relacionadas con resistencia a lopinavir supere 3-8, 118 119 215, 223226
o que la Clsq del virus del paciente sobrepase en mas de 10-40 veces

la Clsq del virus Wi|d-type.121, 225

Otro factor que influye en la probabilidad de éxito del tratamiento
antirretroviral con lopinavir/ritonavir es la exposicion al farmaco. En un
estudio observacional realizado por Boffito et al,?*” la probabilidad de
lograr la supresion mantenida de la carga viral en un grupo de 37
pacientes con amplia exposiciébn previa a IP que recibieron
tratamiento de rescate con lopinavir/ritonavir fue mayor cuando la
Ciale de lopinavir superaba 5,7 mg/L (odds ratio 17,7, intervalo
confianza 95% 1,1-39,6). Esta asociacién también ha sido descrita

por otros autores,’™ & 19 121, 226

aunque no de un modo consistente.
Ante la falta de concordancia entre los estudios, se ha propuesto la
utilizacion del cociente inhibitorio, como un indice que combine

informacion farmacold6gica y sobre la resistencia viral.

La capacidad del IQ de lopinavir para predecir la respuesta virologica
al tratamiento de rescate con lopinavir/ritonavir se ha puesto de
manifiesto en diferentes estudios. En el estudio M98-957,'* Ia
probabilidad de lograr la supresion de la carga viral tras 24 semanas
de seguimiento se relacion6 con el 1Q fenotipico pero no con la Cj,
de lopinavir. Asi, la proporcion de pacientes con carga viral <400
copias/mL tras 24 semanas de seguimiento cuando el logaritmo del
IQ fenotipico de lopinavir era >15, 4-15 o <4 fue 100, 80 y 70%,

respectivamente (Figura 12).
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Figura 12. Respuesta virolégia al tratamiento de rescate con
lopinavir/ritonavir en funcién del cociente inhibitorio (IQ, panel izquierdo), o
la concentracién minima (Cmin , panel derecho) de lopinavir. (reproducido
de laref. 121).

Del mismo modo, Gonzélez de Requena et al ™®

encontraron una
relacion entre el IQ genatipico de lopinavir y la respuesta viroldgica al
tratamiento de rescate con lopinavir/ritonavir en un estudio
observacional que incluyé 126 pacientes. Segun los resultados
observados por los autores, los pacientes que presentaban un 1Q
genotipico de lopinavir superior a 0,7 tenian una probabilidad de
responder virolégicamente tras 12 semanas de seguimiento
(descenso de la carga viral 2 1 log,q copias/mL o carga viral <50
copias/mL) que era casi 5 veces superior a la de los pacientes con un
IQ inferior a 0,7 (intervalo confianza 95% 1,3-16,8). Marcelin et al **
obtuvieron resultados similares al estudiar los factores predictores de
respuesta al tratamiento con lopinavir/ritonavir en una cohorte de 116
pacientes en situacion de fracaso virolégico a pesar de recibir TARGA
con IP. En este estudio, la probabilidad de responder al tratamiento

se relaciond tanto con el numero de mutaciones en el gen de la
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proteasa como con el IQ genotipico de lopinavir. Asi, el 50% de los
pacientes que tenian un IQ genotipico de lopinavir superior a 2125
presentaban una carga viral plasmatica <400 copias/mL tras 24
semanas de seguimiento, comparado con sélo el 15% de los
pacientes cuyo IQ era inferior a 1043. Los valores del 1Q genotipico
difieren notablemente entre los dos ultimos estudios, lo que refleja las
diferentes unidades en las que se expreso la C,y de lopinavir asi
como las diferentes mutaciones en el gen de la proteasa
consideradas para el calculo del IQ en cada uno de los estudios. En

un tercer estudio, Castagna et al **°

evaluaron la capacidad del 1Q de
lopinavir de predecir la respuesta al tratamiento de rescate. En este
estudio, los autores calcularon el 1Q normalizado de lopinavir y
estudiaron su relacién con la probabilidad de presentar una carga
viral plasmética <80 copias/mL tras 48 semanas de seguimiento en
un grupo de 59 pacientes con una amplia experiencia antirretroviral
previa. La respuesta al tratamiento se relaciond con el niumero de
mutaciones en el gen de la proteasa, con la C, 4, de lopinavir y con el
IQ normalizado de lopinavir. Asi, todos los pacientes cuyo IQ
normalizado era mayor de 14 presentaban una carga viral <80
copias/mL a las 48 semanas de seguimiento, comparado con menos

de la mitad de los pacientes cuyo IQ era menor o igual a 14.

Considerados en su conjunto, estos datos ponen de manifiesto cémo
el 1Q de lopinavir puede ser un mejor predictor de la evolucién
virolégica en los pacientes que reciben tratamiento antirretroviral de
rescate con lopinavir/ritonavir que considerar Unicamente las
mutaciones en el genoma viral o la C,, de lopinavir. Por otra parte,
también sugieren la posibilidad de poder mantener la actividad
antirretroviral de lopinavir en aquellos pacientes con una sensibilidad
disminuida al farmaco mediante el incremento de la exposicién al

mismo.??®
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Hipotesis

Las hipétesis planteadas en los trabajos que conforman la presente

tesis doctoral son las siguientes:

Estudio 1: Variability in Antiretroviral Agents Concentration in

Plasma among HIV-Infected Adults in Routine Clinical Practice.

Considerando la incidencia del fracaso virolégico en los pacientes
infectados por el VIH que reciben tratamiento antirretroviral, asi como
la gran variabilidad interindividual de la concentracién plasmatica de
los IP e ITINAN en ensayos clinicos bien controlados, es posible
hipotetizar que dicha variabilidad sera superior en la practica clinica
que en estudios controlados y, por ello, que la concentracion de los
antirretrovirales sera inferior a la concentraciéon minima eficaz en una

proporcion importante de los pacientes.

Estudio 2: Lopinavir/Ritonavir Pharmacokinetics in HIV and
Hepatitis C Virus Co-Infected Patients without Liver Function

Impairment. Influence of Liver Fibrosis.

Al ser lopinavir y ritonavir dos farmacos de eliminacion
mayoritariamente hepatica y que sufren efecto de primer paso, se
hipotetiza que la co-infeccién por el virus de la hepatitis C y el grado
de fibrosis hepatica pueden influir de forma significativa en la
farmacocinética de ambos farmacos en los pacie ntes infectados por el
VIH, incluso en ausencia de insuficiencia hepatica clinicamente

evidente.
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Estudio 3: Simultaneous Population Pharmacokinetic Model for

Lopinavir and Ritonavir in HIV-Infected Adults.

Basandonos en el conocimiento previo sobre la utilidad de los
modelos farmacocinéticos poblacionales para otros farmacos
antirretrovirales, hipotetizamos que el desarrollo de un modelo
farmacocinético poblacional de lopinavir puede ser de utilidad para
predecir la evolucion temporal de la concentracién plasmatica de
lopinavir de forma individualizada en los pacientes infectados por el

VIH en tratamiento con lopinavir/ritonavir.

La incorporacion de la influencia de ritonavir en la farmacocinética de
lopinavir en dicho modelo, de un modo concentracion-dependiente,
disminuira el error del modelo farmacocinético en la prediccién de las

concentraciones individuales de lopinavir.
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Objetivos

Los objetivos planteados en los trabajos que configuran la presente

tesis doctoral son los siguientes:

Estudio 1: Variability in Antiretroviral Agents Concentration in

Plasma among HIV-Infected Adults in Routine Clinical Practice.

Evaluar la variabilidad interindividual en la concentracion valle en

plasma de los IP e ITINAN en la practica clinica habitual.

Evaluar la proporciéon de los pacientes infectados por el VIH que
reciben tratamiento antirretroviral en la practica clinica que presentan
concentraciones plasméticas de IP e ITINAN inferiores a la

concentracion minima eficaz.

Estudio 2: Lopinavir/Ritonavir Pharmacokinetics in HIV and
Hepatitis C Virus Co-Infected Patients without Liver Function

Impairment. Influence of Liver Fibrosis.

Evaluar la influencia de la co-infeccién por el virus de la hepatitis C en
la exposicion a lopinavir y ritonavir en los pacientes infectados por el
VIH sin signos clinicos ni analiticos de insuficiencia hepatica.

Evaluar la influencia del grado de fibrosis hepatica asociada a la co-
infeccion por el virus de la hepatitis C en los parametros
farmacocinéticos de lopinavir y ritonavir en los pacientes infectados

por el VIH sin signos clinicos ni analiticos de insuficiencia hepatica.
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Estudio 3: Simultaneous Population Pharmacokinetic Model for

Lopinavir and Ritonavir in HIV-Infected Adults.

Desarrollar y validar un modelo farmacocinético poblacional
simultaneo para lopinavir y ritonavir en una poblacién de pacientes
adultos infectados por el VIH en tratamiento con lopinavir/ritonavir,
incorporando las caracteristicas individuales de los pacientes que son
responsables de la variabilidad cinética observada en la practica

clinica asi como la interacciéon entre los dos farmacos.
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What is already known about this subject

+ The concentration of protease and non-nucleoside reverse
transcriptase inhibtors in plasma has been related to both

efficacy and toxicity.

Most antiretroviral concentration data come from selected
populations of patients undergoing therapeutic drug
monitoring programmes, which may overestimate

interindividual variability.

What this study adds

« Our study has demonstrated the large interindividual
variability in antiretroviral drug concentrations in an
unselected population of patients during routine clinical
practice.

« These results may provide interesting information to clinicians
for the management of antiretroviral therapy in HIV-infected
patients.

Correspondence

José Molté MD, Fundacié Lluita
contra la SIDA, Hospital Universitari
Germans Trias i Pujol, Ctra de Canyet,
s/n. 08916 Badalona, Barcelona,
Spain.

Tel: + 34 9 3497 8887

Fax: + 34 9 3465 7602

E-mail: jmolto@flsida.org

Keywords

antiretroviral agents, clinical practice,
drug concentrations, HIV infection,
interindividual variability

Received

6 March 2006
Accepted

22 March 2006

Aims

The objective of this study was to assess interindividual variability in trough concen-
trations of plasma of non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTI) and
protease inhibitors (Pl) among HIV-infected adults in a routine outpatient setting.

Methods

One hundred and seventeen patients who attended our clinic for routine blood tests,
and who were receiving antiretroviral therapy which included NNRTI or PI were
studied. Patients were not informed that drug concentrations were going to be
measured until blood sampling. The times of the last antiretroviral dose and of blood
sampling were recorded. Drug concentrations were considered optimal if they were
above the proposed minimum effective value. In addition, efavirenz, nevirapine and
atazanavir concentrations were considered potentially toxic if they were >4.0 mg I,
>6.0 mg I"" and >0.85 mg I”', respectively.

Results

Overall, interindividual variability of NNRTI and PI concentrations in plasma was
approximately 50%, and only 68.4% of the patients had drug concentrations within
the proposed therapeutic range. Poor adherence explained only 35% of subthera-
peutic drug concentrations.

Conclusion

Interindividual variability in trough concentrations of NNRTI and PI among HIV-infected
adults is large in routine clinical practice, with drug concentrations being outside the
therapeutic window in a significant proportion of patients. These findings provide
further evidence that therapeutic drug monitoring may be useful to guide antiretroviral
therapy in clinical practice.

© 2006 The Authors
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Introduction

Current highly active antiretroviral therapy (HAART)
can successfully suppress HIV replication and its wide-
spread use has resulted in a marked decrease in HIV-
related morbidity and mortality [1]. However, despite
the initial favourable response to HAART, it fails to
maintain complete viral suppression in the long term in
a significant proportion of HIV-infected subjects [2—4].
Treatment failure may be due to poor adherence on the
part of the patients, the development of viral resistance,
or to pharmacokinetic issues.

There is growing evidence of a relationship between
non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTT)
and protease inhibitors (PI) concentrations in plasma
and the efficacy and toxicity of these drugs [5]. In this
regard, small decreases in plasma concentrations of anti-
retroviral drugs can render them unable to maintain
complete viral suppression, promoting treatment failure
and evolution of viral resistance. On the other hand,
excessively high drug concentrations may contribute, at
least in part, to the appearance of antiretroviral therapy-
related adverse events [6—18].

Marked differences in NNRTI and PI concentrations
in plasma have been reported among HIV-infected sub-
jects [5, 13, 15, 19, 20]. Moreover, a large proportion of
patients had trough PI concentrations lower than the
proposed minimum effective concentration (MEC) in
previous studies [19—22]. This interindividual variability
may be explained by differences in drug absorption,
distribution, metabolism and elimination. In addition,
poor adherence to treatment, concomitant disease and
drug—drug or food-drug interactions may further
enhance this variability.

Most of the currently available information regarding
interindividual variability in the concentration of anti-
retroviral agents comes from clinical trials and therapeu-
tic drug monitoring (TDM) units. However, results
obtained in such settings may substantially differ from
those observed in routine clinical practice with unse-
lected patient populations. Thus, the objective of the
present study was to assess the interindividual variability
in trough NNRTTI and PI concentrations in plasma among
HIV-infected adults in a routine outpatient setting.

Patients and methods

HIV-infected subjects aged >18 years, who attended
consecutively our clinic during a 2-week period for rou-
tine outpatient blood tests, were studied. To be eligible,
patients had to be receiving an NNRTI- or a PI-based
HAART for at least 4 weeks. Patients on treatment with
more than one PI (ritonavir was not considered as a
second PI when given at boosting doses) or with com-
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binations of PI with NNRTI, were excluded. Informed
consent was obtained from all patients at the time of
blood sampling, and the protocol was approved by the
ethics committee of our institution.

The primary end-point of the study was assess the
interindividual variability in trough NNRTI and PI con-
centrations in plasma among HIV-infected adults. The
relationship between drug concentrations and virologi-
cal outcome or drug-related toxicity was also explored.

Demographic and clinical variables including age,
sex, time since HIV diagnosis, hepatitis C virus coin-
fection, concomitant medication, treatment adherence,
HIV-1 RNA load evolution and drug-related toxicity
were recorded for each subject. Treatment adherence
was self-reported as the number of doses taken out of
those prescribed within the week before the sample col-
lection. Viral load was recorded at the time of sampling
and every 12 weeks thereafter up to 48 weeks of follow-
up. Virological failure was defined as the presence of an
HIV-1 RNA load >50 copies ml™" in two consecutive
determinations after at least 24 weeks on HAART or if
previously undetectable. Specific drug-related toxicities
were recorded in those patients on treatment with drugs
for which an upper limit of the therapeutic window has
been proposed. Thus, hypersensitivity reactions or liver
enzyme elevations were registered in patients taking
nevirapine, central nervous system disorders in those
taking efavirenz, or total bilirubin or jaundice in those
patients receiving atazanavir.

In an attempt to avoid modifying their normal adher-
ence to antiretroviral therapy, subjects were not in-
formed that drug concentrations were going to be
measured until blood sampling. The time of the last dose
of antiretroviral treatment and that of blood sampling
were recorded for each patient. Because trough concen-
trations have been proposed as the most suitable phar-
macokinetic parameter for routine clinical monitoring
[5], only blood samples collected between 10 and 13 h
or between 21 and 25 h after the last treatment intake
were used in patients taking antiretroviral drugs twice
or once daily, respectively. In the case of patients taking
efavirenz once daily at bedtime, samples were collected
during the day, at least 8 h after the last dose [15].

Blood samples were collected into potassium and
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)-containing
tubes. Plasma was isolated by centrifugation (1200 g
for 15 min) and stored at —20 °C until analysis. Drug
concentrations were determined by using a high-
performance liquid chromatograph with a PDA detector
(2996 Waters, Barcelona, Spain). Concentrations of nev-
irapine were measured using a NovaPak® CI8 3.9 x
150 mm analytical column and a NovaPak® C18 guard



column (Waters). The method involved precipitation of
proteins with perchloric acid and injecting the superna-
tant by isocratic elution with phosphate buffer acetoni-
trile containing 0.1% of triethylammine (pH 6). The
method was linear over a concentration range of 0.1—
10 mg I"". Efavirenz concentrations were determined
using solid-phase extraction, according to the method
described by Sarasa-Nacenta et al. [23]. The analytical
column was a NovaPak® C8, 4.6 x 150 mm and the
guard column was a NovaPak® C8 (Waters). The method
was validated over the range of 0.1-10 mg 1™'. Concen-
trations of lopinavir, nelfinavir, saquinavir, amprenavir,
atazanavir and indinavir were quantified simultaneously.
The analytical column used was a NovaPak® CI18
3.9x 150 mm and the guard column was a NovaPak®
C18 (Waters). The method involved liquid-liquid extrac-
tion of the six drugs from plasma with tert-butyl methyl
ether after basification and a second wash with hexane.
Gradient elution using a mobile phase of phosphate
buffer acetonitrile (pH 6.70) was performed. The method
was linear over the range of 0.05-20 mg 1™ for lopinavir,
amprenavir, 0.042-17 mg1™" for nelfinavir, 0.044—
17.5mg I for saquinavir and atazanavir and 0.04—
16 mg 1™ for indinavir. The intraday and interday
coefficients of variation of each method were lower than
8.2% and 8.7%, respectively. Our laboratory is subjected
to the KKGT quality assurance programme organized
by the Dutch Association for Quality Assessment in
Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology
of the Radbound University Medical Centre Nijmen,
with 36 laboratories being involved in 2004 [24]. Plasma
HIV-1 RNA was quantified by the Amplicor® Ultrasen-
sitive Assay (Roche Amplicor HIV-1 Monitor assay,
v1.5), with a limit of detection of 50 copies ml™.

Based on previously published data [18, 25], drug
concentrations were considered optimal if they were
above the proposed MEC. Thus, target trough concen-
trations were 3.4 mgl1™' for nevirapine, 1.0 mg 1™ for
efavirenz, 0.8 mg 1! for nelfinavir, 0.1 mg 1™ for indi-
navir and for saquinavir, 0.15mg1™" for atazanavir,
1.0mg 1" for lopinavir (4.0mgl™" in patients who
previously failed on PI therapies) and 0.4 mgl1™ for
amprenavir (1.2 mg 1™ in patients who previously fail-
ured on PI therapies). In addition, efavirenz, nevirapine
and atazanavir concentrations were considered poten-
tially toxic if they were higher than 4.0 mg1™, 6.0 mg 1™
and 0.85 mg 1!, respectively [18, 25, 26].

Statistical analysis was performed using SPSS Ver-
sion 11.5 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Data
with a normal distribution were presented as means
(SD), whereas medians [interquartile range (IQR)]
were presented for variables not normally distributed.

Variability in NNRTI and PI concentrations in clinical practice I

Interindividual variability in drug concentrations was
assessed only for those agents administered to at least
five patients. The coefficient of variation (CV) was cal-
culated as the quotient of the SD divided by the mean.
Proportions were compared by the > or the Fisher’s
exact test, where appropriate.

Results
One hundred and ninety-one patients receiving NNRTI
or PI therapy attended our clinic for routine blood tests.
Of these, 117 patients were eligible for the study and
were included. Median (IQR) length of time on the
current antiretroviral regimen was 20 (8.5-39) months.
Overall, compliance with antiretroviral therapy was high
and 82% of the patients stated that they had taken all
the prescribed doses within the previous week. Table 1
summarizes the demographic and clinical characteristics.
Sixty patients were receiving one NNRTT and 57 sub-
jects one PI when blood samples were collected
(Table 1). Forty-two patients were receiving efavirenz
(600 mg once daily) and 18 were using nevirapine
(200 mg twice daily). Forty-three subjects were taking
lopinavir/ritonavir (400/100 mg twice daily), nelfinavir
(1250 mg twice daily) was being used by seven patients,
saquinavir/ritonavir (1000/100 mg twice daily) by one,
amprenavir/ritonavir (600/100 mg twice daily) by two,

Table 1
Demographic and clinical characteristics of the 117
patients studied

n (%)
Gender
Male 79 (67.5)
Female 38 (32.5)
Age (years)* 41.1 (9.4)
HCV 50 (42.7)
Years since HIV diagnosis* 10.5 (5.2)

Months on ARV therapyt
Current ARV treatment

20.0 (8.5-39.0)

NNRTI 60 (51.3)

Pl 57 (48.7)
Missing doses within the previous week

0 96 (82.1)

1 16 (13.7)

>2 5 (42)

Data are expressed as n (%), except where noted. HCV,
Hepatitis C virus, ARV, antiretroviral; NNRTI, non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitor; P, protease
inhibitor. *Mean (SD). tMedian (interquartile range).
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atazanavir (400 mg once daily) by three and indinavir
(1200 mg twice daily) by one patient. No one was
receiving ritonavir as single PI when samples were
collected.

The mean (SD) sampling time was 11.3 (0.8) h after
the last dose for subjects on a twice-daily antiretroviral
regimen (n=72), 22.0 (1.1) h for patients on a once-
daily regimen at breakfast time (n =3) and 10.2 (1.1) h
for patients receiving efavirenz once daily at bed-time
(n=42).

The plasma concentration data are presented in
Figure 1. One sample, taken from a patient receiving
lopinavir, was below the lower limit of quantification.
Overall, interindividual variability in plasma NNRTI
and PI concentrations was approximately 50%. In addi-
tion, 12% of the patients showed drug concentrations
below the MEC, with only 68% of NNRTI or PI con-
centrations being within the proposed therapeutic range
(Table 2).

When drug class was considered, drug concentrations
were optimal in only 52% of the patients treated with
NNRTIs, compared with 86% receiving Pls (odds ratio
0.17; 95% confidence interval 0.06, 0.46; P < 0.001).
Out of the 18 patients on nevirapine therapy, drug
concentrations were subtherapeutic in five (28%),
potentially toxic in eight (44%) and optimal in only five
subjects (28%). Similarly, efavirenz concentrations
were within the therapeutic range in 62% of the patients
who were receiving this drug. Although only one patient
on efavirenz therapy had drug concentrations <1.0 mg 17/,
concentrations were found to be potentially toxic in 15
(36%) of the patients being treated with this drug. The
proportion of patients with PI concentrations above the
proposed MEC was approximately 80% in those receiv-
ing lopinavir/ritonavir and 100% in those using nelfi-
navir, saquinavir, amprenavir, atazanavir or indinavir
(Table 2).

Out of the 14 patients achieving NNRTI or PI plasma
concentrations below the MEC, nonadherence was
found to be a possible explanation for five cases (36%).
The reason that the remainder of this group had subther-
apeutic drug concentrations is unknown.

Overall, 17 patients developed virological failure dur-
ing the 48-week period which followed blood sampling.
Drug concentrations were above the proposed MEC in
16 patients and only one subject had subtherapeutic drug
concentrations (P = 0.69). No patient receiving nevirap-
ine or atazanavir therapy developed significant drug-
related toxicity during the follow-up. On the other hand,
nine out of the 42 patients who were receiving efavirenz
experienced central nervous system disturbances. How-
ever, concentrations of this drug in plasma were consid-
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Figure 1

Trough plasma concentrations of non-nucleoside reverse transcriptase
inhibitor and protease inhibitor. The box plot provides a five-point summary
of the data: minimum, 1st quartile, median, 3rd quartile and maximum.
NVP, Nevirapine; EFV, efavirenz; LPV, lopinavir; NFV, nelfinavir; APV,
amprenavir; ATV, atazanavir; SQV, saquinavir; IDV, indinavir

ered optimal in most of the patients and only two (22%)
had concentrations >4.0 mg I"'. Similarly, the propor-
tion of subjects who developed central nervous system
symptoms while receiving efavirenz was similar in
patients with drug concentrations above and below
4.0mg1™" (P=0.451).

Discussion

Our results show that plasma concentrations of NNRTI
and PI may vary widely among HIV-infected adults in
a routine outpatient setting. In addition, drug concentra-
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Table 2

Distribution of the plasma concentrations Antiretroviral Concentration v Optimal

of non-nucleoside reverse transcriptase drug Number (mg I)* (%) n (%)

inhibitors and protease inhibitors
Nevirapine 18 531 (2.13) 40.1 5 (27.8)
Efavirenz 442 3.62 (1.70) 469 26 (61.9)
Lopinavir 43 726 (3.91) 53.8 35 (81.4)
Nelfinavir 7 3.02 (1.11) 36.7 7 (100)
Saquinavir/rtv 1 0.350 1 (100)
Amprenavir/rtv 2 2.06 (1.66-2.45]1 2 (100)
Atazanavir 3 0.67 (0.62-1.52)t 3 (100)
Indinavir 1 0.10 1 (100)
Total 17 80 (68.4)

CV, Coefficient of variation, rtv, ritonavir. *Data are expressed as mean (SD), except
where noted. tMedian (interquartile range).

tions were outside the recommended therapeutic win-
dow in almost one-third of our patients.

Overall, our results are concordant with previously
reported data. In a study performed by de Maat et al. of
97 subjects, drug concentrations were subtherapeutic in
one-quarter of the 1145 samples analysed [20]. The
lower prevalence of subtherapeutic drug concentrations
observed in our study is probably because the drug
analyses in the study by de Maat er al. were all requested
for TDM purposes and samples were not collected in a
systematic way. In addition, many patients in that study
had repeated drug determinations over time. As a con-
sequence, the inclusion of patients whose drug concen-
trations were suspected to be outside the therapeutic
range might have been favoured, leading to an overesti-
mation of the true prevalence of subtherapeutic drug
concentrations. The present study included all subjects
on NNRTI or PI therapy attending our clinic over a
representative period of time and only one sample was
collected from each patient. Thus, our results may
represent more accurately the actual prevalence of drug
concentrations outside the therapeutic window among
HIV-infected adults in routine clinical practice.

Variability in drug concentrations may have important
consequences for antiretroviral therapy. Subtherapeutic
drug concentrations may prevent sustained viral sup-
pression in HIV-infected patients and may predispose
them to the development of viral resistance, limiting
future re-utilization of antiretroviral agents [27]. On the
other hand, inappropriately high drug concentrations are
associated with adverse events, which may have a neg-
ative effect on quality of life and treatment adherence
[18, 25, 26]. In our study, interindividual variability in
drug concentrations in subjects receiving the same dose

of each NNRTI or PI was about 50%. Fourteen out of
the 117 patients studied showed drug concentrations
below the proposed MEC and one-third of the patients
receiving NNRTI therapy had potentially toxic drug
concentrations. In addition, inappropriate adherence
explained less than half of the subtherapeutic drug con-
centrations. This finding suggests that individual differ-
ences in drug absorption, distribution, metabolism or
elimination may be responsible for variability in drug
concentrations and that, although other factors such as
intraindividual variability should also be considered [5],
monitoring drug concentrations of antiretroviral agents
might be of help in clinical practice.

We found no relationship between drug exposure and
the development of virological failure or drug-related
toxicity in this study. Thus, the proportion of patients
who developed virological failure was similar between
patients with drug concentrations below and above the
proposed MEC. Our results are in disagreement with
previous observations [11-19] and may suggest that the
role of TDM is limited. However, several points should
be considered when interpreting these findings. First,
the main objective of this study was to assess interindi-
vidual variability in drug concentrations in clinical prac-
tice and only few patients developed treatment failure
or drug-related toxicity during follow-up. As a conse-
quence, the study may not have been powerful enough
to relate clinical outcome to drug exposure. In addition,
we measured drug concentrations at only a single time
point, which may not have been representative of values
throughout follow-up. Finally, the clinical usefulness of
the limits of the therapeutic window proposed for some
antiretroviral agents continues being debated. In this
regard, although Marzolini ef al. identified efavirenz
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concentrations >4.0 mg "' as being associated with cen-
tral nervous system disorders [15], Kappelhoff et al.
found no relationship between efavirenz exposure and
the development of neuropsychiatryic disturbances [28].
In addition, the target MEC may vary widely between
individuals, or even within the same subject with time,
due to the accumulation of drug resistance mutations in
the viral genome and to the gradual decrease in drug
susceptibility.

In conclusion, wide interindividual variability in
plasma concentrations of PI and NNRTI among HIV-
infected adults in routine clinical practice was observed,
with drug concentrations being outside the proposed
therapeutic window in a significant proportion of
patients. These results, in combination with the lower
intraindividual variability in PI and NNRTI concentra-
tions previously reported [15, 29], support a potential
role for TDM of antiretroviral therapy. Prospective, ran-
domized, appropriately powered trials assessing the
clinical usefulness of this strategy are needed.
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Abstract Background and objective: To assess the influence of hepatitis C virus (HCV)
co-infection and the extent of liver fibrosis on lopinavir/ritonavir pharmacokinet-
ics in HIV-infected patients without liver function impairment.

Methods: Cross-sectional, comparative study enrolling HIV-infected adults
receiving lopinavir/ritonavir (400mg/100mg twice daily). HIV/HCV co-infected
patients were grouped as having advanced fibrosis (HCV+/FIB+, n = 7) or not
(HCV+/FIB—, n = 8) based on the FIB-4 index. A full concentration-time profile
was obtained for each patient, and blood samples were collected before (0), and 1,
2,4,6,8, 10 and 12 hours after a lopinavir/ritonavir dose. Lopinavir and ritonavir
concentrations in plasma were determined by high-performance liquid chroma-
tography. Maximum and minimum plasma concentrations (Cmax and Cmin), area
under the plasma concentration-time curve from 0 to 12 hours (AUC|2), apparent
oral clearance at steady state (CLss/F), and apparent volume of distribution after
oral administration (Vd/F) were calculated for each individual using a non-com-
partmental approach.

Results: Twenty-six HCV—and 22 HCV+ patients were enrolled. Lopinavir and
ritonavir pharmacokinetics were comparable between HCV—and HCV+ patients.
However, the V4/F of lopinavir was 125% higher in HCV+/FIB+ patients than in
HCV- patients (p = 0.015) and 107% higher than in HCV+/FIB— (p = 0.040)
patients. The CLgs/F of ritonavir was 40% lower in HCV+/FIB+ patients than in
HCV- patients (p = 0.005) and 44% lower than in HCV+/FIB— patients (p =
0.040). Thus, for ritonavir AUC2, Cmax and Cmin in HCV+/FIB+ patients were
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63%, 86% and 100% higher, respectively, when compared with those parameters
in HCV— patients (p = 0.005, p = 0.012 and p = 0.015, respectively), and 80%,
86% and 100% higher, respectively, when compared with levels in HCV+/FIB—
patients (p = 0.040, p = 0.040 and p = 0.029, respectively).

Conclusion: Lopinavir exposure is similar in HIV-infected patients with or
without HCV co-infection and without liver function impairment. However,
ritonavir exposure may be higher in this setting, particularly in individuals with

advanced liver fibrosis.

Background and Objective

Following the decline in HIV-related morbidity
and mortality that followed the widespread use of
highly active antiretroviral therapies (HAARTS),
end-stage liver disease has recently emerged as a
major health problem in HIV-infected patients. Up
to 50% of deaths among people with HIV infection
are currently attributed to liver disease, which is
mostly due to hepatitis C virus (HCV) co-infec-
tion. -4

HCV and HIV co-infection is common, occur-
ring in 50-80% of individuals who acquired HIV
through parenteral exposure.>®! In addition, the nat-
ural history of HCV infection in HIV/HCV co-
infected patients differs from that of the general
population, and progression to liver cirrhosis and
liver function impairment has been reported to be
faster in co-infected subjects.l”! Moreover, the risk
of developing liver toxicity in patients undergoing
HAART is higher among HIV/HCV co-infected
subjects than in HCV-free subjects.[$-13]

Several mechanisms may be involved in drug-
related liver-toxicity among HIV/HCV co-infected
patients receiving HAART. It is well known that
many of the drugs used to treat HIV infection are
widely metabolised by the liver. As a result, changes
induced by chronic viral infections in the metabolic
pathways involved in drug clearance could lead to
increased concentrations of antiretrovirals in plas-
ma.l'*17) Interestingly, Aranzabal et al.l'® reported a
relationship between the risk of developing liver
toxicity and the stage of liver fibrosis in HIV/HCV
co-infected patients starting HAART. However, the
relationship between the extent of liver fibrosis and
the exposure to antiretroviral agents was not further
explored in that study.

© 2007 Adis Data Information BV. All rights reserved.

Lopinavir and ritonavir are two HIV protease
inhibitors which are both extensively metabolised
by the hepatic cytochrome P450 (CYP), particularly
by the isoenzyme CYP3A4.1201 In addition,
ritonavir is a potent inhibitor of the CYP system, and
a co-formulation of lopinavir with low doses of
ritonavir increases lopinavir concentrations in plas-
ma to several times the minimum concentration
required to suppress replication of wild-type strains
of HIV. Previous studies have shown that the risk of
developing liver enzyme elevations during antire-
troviral therapy with lopinavir/ritonavir was 5- to
12-fold higher in HIV/HCV co-infected individuals
than in those infected with HIV alone.['"1221] More-
over, in a pilot study, exposure to both lopinavir and
ritonavir was significantly increased in co-infected
patients with mild to moderate hepatic impairment
in comparison with control patients with normal
liver function.['”! However, hepatic impairment is
absent in the majority of HIV/HCV co-infected pa-
tients. Thus, the question that remains is whether
any special consideration regarding lopinavir/
ritonavir exposure is necessary for HIV/HCV co-
infected patients without evidence of liver function
impairment.

The objective of the present study was to assess
the influence of HCV co-infection on exposure to
lopinavir/ritonavir in HIV-infected subjects without
clinical or analytical evidence of hepatic insufficien-
cy. Furthermore, the relationship between lopinavir/
ritonavir pharmacokinetic parameters and the extent
of HCV-associated liver fibrosis was explored.

Patients and Methods

Patients included in this cross-sectional, compar-
ative study were HIV-infected subjects aged 18
years or older who were receiving stable antire-
troviral therapy with oral lopinavir/ritonavir (Kale-

Clin Pharmacokinet 2007; 46 (1)
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tra®, Abbott Laboratories. Abbott Park, IL, USA)!
at the standard dosage of 400mg/100mg twice daily
for at least 4 weeks. The Child Pugh score was used
to assess hepatic insufficiency,??! and patients with
scores above 5 were excluded. Other exclusion cri-
teria were self-reported treatment adherence lower
than 90% within the previous 2 weeks, prior or
current therapy with interferon or ribavirin, active
alcohol (ethanol) consumption (>50 g/day), and
concomitant administration of other drugs known to
affect lopinavir/ritonavir pharmacokinetics.['”) The
ethics committee of Hospital Universitari Germans
Trias i Pujol, Badalona, Spain, approved the study
and all subjects gave their written consent before
enrollment.

Demographic and clinical variables, including
age, sex, bodyweight, time since HIV infection di-
agnosis, HCV antibodies and concomitant medica-
tions, including over-the-counter medications, were
recorded for each participating patient. In addition, a
complete blood cell count, prothrombin time and
analysis of blood chemistry (including creatinine,
total protein, albumin, total bilirubin, AST, ALT, y-
glutamyl transferase and alkaline phosphatase) were
determined.

In order to assess the influence of liver damage
on exposure to lopinavir/ritonavir, the FIB-4 index
was used in co-infected patients to estimate the
extent of liver fibrosis. This index was calculated by
(equation 1):

Age x AST

FIB-4=——°>"~
Platelets X~/ ALT

(Eq. 1)
where age is expressed in years, AST and ALT
concentrations in U/L, and platelet count as cells
x109/L.

Based on their FIB-4 score, HCV-positive pa-
tients were grouped into three different categories.
Patients with a FIB-4 score <1.45 were regarded as
not having advanced liver fibrosis (HCV+/FIB—, n =
8) whereas subjects with a FIB-4 score >3.25 were
classified as having advanced liver fibrosis (HCV+/
FIB+, n = 7). Since FIB-4 scores ranging from 1.45
to 3.25 are less predictive of the extent of liver

fibrosis,!?¥! patients having these values (n = 7) were
excluded from the data analysis for the purpose of
assessing the influence of liver damage on exposure
to lopinavir/ritonavir.

A full concentration-time profile was obtained
for each participating patient, and blood samples
were collected immediately before (0), and 1, 2, 4, 6,
8, 10 and 12 hours after a witnessed lopinavir/
ritonavir morning dose. Following the manufactur-
er’s recommendations, lopinavir/ritonavir was given
with a standard meal consisting of 300 kcal.'!
Patients were asked to record the time they had last
taken a lopinavir/ritonavir dose on the day before
the visit. In addition, the exact times of the lopinavir/
ritonavir dose and blood sampling during the visit
were recorded.

Blood samples for determination of lopinavir and
ritonavir plasma concentrations were collected in
potassium and EDTA-containing 10mL tubes. Plas-
ma was isolated by centrifugation (4000 rpm for 15
minutes), and stored at —20°C until analysis.
Lopinavir and ritonavir concentrations in plasma
were simultaneously determined by high-perform-
ance liquid chromatography with a photo diode ar-
ray detector (HPLC-PDA 2996, Waters Corpora-
tion, Barcelona, Spain), according to a validated
method. The analytical column was a NovaPak C18
3.9 x 150mm with a guard column of NovaPak C18
(Waters Corporation). The method involved liquid-
liquid extraction of the two drugs from plasma with
tert-butyl methyl ether after basification and a sec-
ond wash with hexane. The mobile phase consisted
of a gradient elution with phosphate buffer acetoni-
trile (pH 6.7). The method was linear over the range
of 0.05 to 20 mg/L for both drugs. The inter- and
intra-day coefficients of variation were 2.45-7.14%
and 2.7-4.3% for lopinavir, and 2.94-3.55% and
3.38-4.53% for ritonavir, respectively. Our labora-
tory is subject to the Kwaliteitsbewaking Klinische
Geneesmiddelanalyse en Toxicologie (KKGT) qual-
ity assurance programme organised by the Dutch
Association for Quality Assessment in Therapeutic
Drug Monitoring and Clinical Toxicology of the
Radbound University Medical Centre in Nijmen,
The Netherlands.?*!

1 The use of trade names is for product identification purposes only and does not imply endorsement.
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Table I. Demographic characteristics of the enrolled patients?

Characteristic HCV—- (n = 26) HCV+ (n = 22) p-Value®
(A) (B) all (n =22) (C)FIB-(n=8) (D) FIB+ (n=7)
Age (years) 44.5 (9.7) 42.9 (7.6) 40.2 (5.5) 42.6 (5.3) NS
Bodyweight (kg) 79.4 (10.3) 68.4 (7.9) 68.3 (9.6) 74.8 (13.6) NS
AST (U/L) 21.5 (19.7-29.7)°  49.0 (31.0-62.0)° 36.0 (31.0-48.0)° 62.0 (56.0-124.0)° <0.001 for all comparisons
ALT (U/L) 22.0 (16.7-27.2)° 48.0 (29.0-92.0)° 49.5 (25.5-83.5)° 73.0 (47.0-100.0)° <0.001 for all comparisons
Protein (mg/dL) 7.26 (0.41) 7.58 (0.66) 7.3 (7.1-7.8)° 7.4 (7.2-8.2)° NS
Albumin (mg/dL) 4.39 (0.36) 4.21 (0.46) 4.2 (4.2-4.5)° 4.1 (3.7-4.4)° 0.040 Avs D

a Data are expressed as mean (SD) unless specified otherwise.

b Comparisons were made with the Mann-Whitney nonparametric test.

¢ Median (interquartile range).
HCV = hepatitis C virus; NS = not significant.

Pharmacokinetic Analysis

The following pharmacokinetic parameters were
calculated for each individual using a non-compart-
mental approach by means of WinNonlin software
(Version 2.0; Pharsight Corporation, Mountain
View, CA, USA): maximum plasma concentration
(Cmax), minimum plasma concentration between 0
and 12 hours (Cmin) and area under the plasma
concentration-time curve during the dose interval
(AUC12), which was calculated by means of the
linear trapezoidal rule. Apparent oral clearance at
steady state (CLss/F) was determined as dose/
AUC12 and apparent volume of distribution after
oral administration (V4/F) was calculated as dose/A;,
x AUC12. The terminal elimination rate constant, Az,

W HCV+
O HCV-
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! J

-
o
!

Lopinavir concentration (mg/L)

Time post-dose (h)
Fig. 1. Observed lopinavir plasma concentrations in hepatitis C
virus (HCV)+ and HCV— patients. The continuous line represents
the smooth function of the data for HCV+ patients; the dashed line
represents the smooth function of the data for HCV— patients. Ob-
servations before and up to timepoint O hours represent data from
samples obtained before drug administration.

© 2007 Adis Data Information BV. All rights reserved.

was obtained by linear regression analysis of the
terminal log-linear portion of the plasma concentra-
tion-time curve.

Statistical Analysis

The statistical analysis was performed using
SPSS Version 11.5 statistical software (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Lopinavir and ritonavir
pharmacokinetic parameters were compared be-
tween HCV+ and HCV- patients. In addition, multi-
ple comparisons between HCV—, HCV+/FIB— and
HCV+/FIB+ patients were performed.
Pharmacokinetic parameter distribution was ex-
plored by the Kolmogorov-Smirnov test, and as the
data did not follow a normal distribution, compari-
sons were made using the Mann-Whitney non para-
metric test. The relationship between continuous
variables and drug exposure was assessed by a linear
regression model. In order to account for the poten-
tial influence of sex or bodyweight on drug expo-
sure, multiple regression models including these
variables were tested.

The sample size in each study group to detect a
minimum difference of 25% in the AUCi2 for
lopinavir between HCV+ and HCV- subjects was
22, when accepting an o risk of 0.05 and a f risk of
0.20.

Results

A total of 26 HCV— and 22 HCV+ patients were
enrolled in the study. Table I summarises the main
demographic and clinical characteristics of the pa-
tients by their HCV status and FIB-4 index. There
were 35 males and 13 females (9 in the HCV—and 4

Clin Pharmacokinet 2007; 46 (1)
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in the HCV+ group, p = 0.206). Overall, patients had
been diagnosed with HIV infection for a median
(interquartile range [IQR]) of 12 (5-15) years, and
they had been on lopinavir/ritonavir therapy for a
median of 73 (25-95) weeks before the
pharmacokinetic assessments. Although HCV— and
HCV+ patients were comparable regarding age,
bodyweight and total protein or albumin concentra-
tions in plasma, AST and ALT concentrations were
higher among HCV+ subjects (table I).

Lopinavir Pharmacokinetics

Observed lopinavir concentrations are represent-
ed in figure 1. Overall, lopinavir concentrations
were higher in HCV+ than in HCV- patients
throughout the dose interval. The median lopinavir
AUC12 was 99.3 (76.4-125.6) mg « h/L in HCV+
subjects and 83.4 (73.4-103.8) mg « h/L. in HCV—-
patients (table II). However, this difference was not
large enough to be statistically significant (p =
0.147). Similarly, there were no significant differ-
ences between HCV+ and HCV- patients regarding
the Cmax, Cmin, Vd/F and CLgs/F for lopinavir (table
II). The lopinavir AUC12 was unrelated to demo-
graphic characteristics, AST (p = 0.900) or ALT (p
= 0.789) concentrations in plasma.

When the FIB-4 index was considered, the
lopinavir V4/F of lopinavir was 125% greater in
HCV+/FIB+ patients than in HCV— patients and
107% greater than in HCV+/FIB— individuals (table
II). On the other hand, differences in the lopinavir
AUC12, Cmax, Cmin or CLss/F were not significant

between HCV—, HCV+/FIB— and HCV+/FIB+ pa-
tients.

Ritonavir Pharmacokinetics

Overall, although HCV+ patients showed higher
ritonavir concentrations than HCV— patients during
the dose interval (figure 2), ritonavir AUC|2 and
CLss/F were not significantly different between the
two groups (table III). However, when the FIB-4
index was also considered, the CLgs/F of ritonavir in
HCV+/FIB+ patients was 40% lower than in HCV—
patients and 44% lower than in HCV+/FIB— patients
(p < 0.05 for both comparisons). This change in
ritonavir CLgg/F resulted in greater exposure to that
drug for HCV+/FIB+ patients. Thus, ritonavir
AUC12, Cmax and Cmin in HCV+/FIB+ patients
were 63%, 86% and 100%, respectively, greater
than in HCV— patients, and 80%, 86% and 100%,
respectively, greater than in HCV+/FIB— individu-
als (table III). These differences were not explained
by sex or bodyweight (data not shown).

Discussion

Our results show that lopinavir pharmacokinetic
parameters are not significantly affected by the pres-
ence of HCV co-infection in HIV-infected patients
who show no signs of liver function impairment.
However, despite the absence of hepatic insufficien-
cy, increases in ritonavir concentrations in plasma
may be relevant in this scenario, particularly in co-
infected patients with advanced liver fibrosis.

Our findings of similar trough concentrations of
lopinavir between HCV+ and HCV- patients are

Table Il. Lopinavir pharmacokinetic parameters based on patient hepatitis C virus (HCV) status and FIB-4 score?

Parameter HCV- (n = 26) HCV+ (n = 22) p-Value®
(A) (B) all (n =22) (C) FIB— (n = 8) (D) FIB+ (n=7)

AUC12 (mg e h/L) 83.4 (73.4-103.8) 99.3 (76.4-125.6) 96.0 (70.7-129.1) 102.5 (89.6-142.6) NS

Cmax (mg/L) 9.9 (8.7-12.3) 10.4 (9.2-12.6) 10.7 (9.1-13.2) 10.6 (9.9-14.4) NS

Cmin (mg/L) 6.1 (5.1-9.4) 8.2 (6.1-10.3) 7.6 (3.6-9.3) 8.1 (6.4-11.5) NS

Vd/F (L) 44.0 (35.3-61.6) 56.9 (36.8-78.6) 47.7 (38.4-62.5) 98.9 (55.1-182.4) 0.015Avs D
0.040 Cvs D

CLss/F (L/h) 4.8 (3.9-5.4) 4.0 (3.2-5.2) 4.2 (3.1-5.7) 3.9 (2.8-4.5) NS

Az (h™1) 7.1 (5.4-9.6) 10.0 (5.3-14.9) 7.6 (4.6-12.2) 14.9 (11.1-33.9) 0.005 A vs D

a Data are expressed as median (interquartile range).

b Comparisons were made with the Mann-Whitney nonparametric test.

Az = terminal elimination rate constant; AUC+2 = area under the plasma concentration-time curve from 0 to 12 hours; CLss/F = apparent oral
clearance at steady state; Cmax = maximum plasma concentration; Cmin = minimum plasma concentration; NS = not significant; Va/F =

apparent volume of distribution after oral administration.

© 2007 Adis Data Information BV. All rights reserved.
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Fig. 2. Observed ritonavir plasma concentrations in hepatitis C
virus (HCV)+ and HCV— patients. The continuous line represents
the smooth function of the data for HCV+ patients; the dashed line
represents the smooth function of the data for HCV— patients. Ob-
servations before and up to timepoint 0 hours represent data from
samples obtained before drug administration.

consistent with reports from two different studies
that compared lopinavir exposure between non-cir-
rhotic HIV-infected patients with or without HCV
co-infection.'"121 However, those studies did not
explore the influence of the extent of liver fibrosis
on lopinavir exposure. In our study, neither HCV
co-infection by itself nor the extent of liver fibrosis
significantly influenced lopinavir exposure in our
non-cirrhotic HIV-infected patients with normal liv-
er function. However, ritonavir CLg¢/F in co-infect-
ed patients with advanced liver fibrosis was approxi-

mately 40% lower than in patients without liver
fibrosis, regardless of HCV status. This finding indi-
cates the greater relative influence of the extent of
liver fibrosis than HCV co-infection alone on CYP
activity and on the possibility of relevant drug ac-
cumulation, even in the absence of clinically evident
liver function impairment.

It is well known that HCV co-infection is a risk
factor for developing liver enzyme elevations in
HIV-infected patients undergoing lopinavir/
ritonavir therapy.3132!1 However, the exact mecha-
nisms underlying this effect are still being debated,
and hypotheses concerning the nature of the rela-
tionships between histological features such as liver
fibrosis and drug exposure and liver toxicity are still
being formed. Aranzabal et al.l'8! assessed the influ-
ence of the extent of liver fibrosis on the develop-
ment of liver toxicity in HIV-infected patients un-
dergoing HAART, observing a 3-fold higher rela-
tive risk of liver toxicity in the presence of advanced
fibrosis compared with only mild to moderate liver
fibrosis. However, drug concentrations were not
assessed. Two studies of the relationship between
drug exposure and liver enzyme elevations in non-
cirrhotic patients receiving lopinavir/ritonavir found
no link between lopinavir trough concentrations and
the development of severe hepatotoxicity.l!1?!
However, only lopinavir (not ritonavir) trough con-
centrations were determined in those studies. In our
investigation we did study ritonavir, finding a higher

Table lll. Ritonavir pharmacokinetic parameters based on patient hepatitis C virus (HCV) status and FIB-4 score?

Parameter HCV- (n = 26) HCV+ (n = 22) p-Value®
(A (B) all (n = 22) (C) FIB- (n = 8) (D) FIB+ (n=7)

AUC12 (mg e hiL) 5.1 (4.0-6.6) 6.9 (4.5-10.4) 4.6 (36-7.2) 8.3 (5.8-17.2) 0.005 A vs D
0.040 Cvs D

Crmax (mg/L) 0.7 (0.6-1.3) 1.1 (0.7-1.6) 0.7 (0.5-1.1) 1.3 (0.9-1.9) 0.012 Avs D
0.040 Cvs D

Cmin (Mg/L) 0.3 (0.2-0.5) 0.4 (0.3-0.8) 0.3 (0.2-0.4) 0.6 (0.5-1.3) 0.015Avs B
0.003 Avs D
0.029 Cvs D

Va/F (L) 107.1 (61.1-182.3)  87.3 (67.1-142.3) 146.8 (81.4-176.4) 96.0 (50.7-134.6) NS

CLss/F (L/h) 19.7 (15.2-24.7) 14.4 (9.6-22.1) 21.6 (13.9-27.7) 12.0 (5.8-17.3) 0.005 A vs D
0.040 Cvs D

Az (1) 4.0 (2.7-5.1) 4.7 (3.8-5.5) 4.5 (3.9-6.5) 4.9 (4.2-5.5) NS

a Data are expressed as median (interquartile range).

b Comparisons were made with the Mann-Whitney nonparametric test.

Az = terminal elimination rate constant; AUC+2 = area under the plasma concentration-time curve from 0 to 12 hours; CLss/F = apparent oral
clearance at steady state; Cmax = maximum plasma concentration; Cmin = minimum plasma concentration; NS = not significant; Va/F =

apparent volume of distribution after oral administration.
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exposure to that drug, but not to lopinavir, in HIV/
HCYV co-infected patients with advanced liver fibro-
sis. The data from Aranzabal et al."®! and our results
make it reasonable to hypothesise that the higher
risk of adverse events reported in HCV/HIV co-
infected patients receiving lopinavir/ritonavir could
be at least partially explained by a higher exposure
to ritonavir, but not to lopinavir, among patients
with advanced liver fibrosis. Nonetheless, two limi-
tations preclude exploring the clinical relevance of
this issue: first, the cross-sectional design of the
study, and second, the fact of enrolling patients on
stable antiretroviral therapy. Thus, those patients
who had experienced drug-related toxicity could
have prematurely withdrawn from lopinavir/
ritonavir treatment, and this could imply a selection
bias when exploring the relationship between drug
exposure and clinical outcomes in the present study.

Another pharmacokinetic parameter which was
significantly modified in the presence of advanced
liver fibrosis was the V4/F of lopinavir. This param-
eter was increased in co-infected patients with ad-
vanced fibrosis (HCV+/FIB+) as compared with co-
infected patients without liver fibrosis (HCV+/
FIB-) or HCV- individuals. As is well known,
lopinavir is extensively bound to albumin and
o-acid glycoprotein, which are both produced in
the liver.'”! Thus, the greater V@/F of lopinavir
observed in HCV+/FIB+ patients in our study might
be explained by a lower albumin concentration in
these subjects than in HCV— patients. Albumin con-
centrations also tended to be lower in HCV+/FIB+
than in HCV+/FIB— patients, although the differ-
ence was not statistically significant. However, the
absence of statistically significant differences in al-
bumin concentration between HCV+/FIB+ and
HCV+/FIB—- individuals may be related to the small
sample size for this comparison. These results are
consistent with those reported by Peng et al.l'”! in
patients with mild to moderate liver function impair-
ment. Those investigators also described a decrease
in lopinavir protein binding in this setting.

We realise that liver biopsy remains the gold
standard for assessing the severity of liver disease.
However, this technique is not devoid of risk and
may not be representative of the liver parenchyma in
20% of the cases.[?) Thus, several non-invasive
scoring systems to predict liver histology have

© 2007 Adis Data Information BV. All rights reserved.

gained popularity in patients with HIV/HCV co-
infection.[?326-%1 The FIB-4 index is a simple scor-
ing system that was developed and validated in two
different sets of HIV-infected patients who partici-
pated in the APRICOT (AIDS Pegasys Ribavirin
International Co-infection Trial) study and who had
an available liver biopsy.[?®! This index has the
advantage that it may be calculated along with rou-
tine laboratory tests, so it can be easily implemented
in routine clinical practice and it correlates well with
histology. In this regard, the negative predictive
value of having advanced liver fibrosis when the
FIB-4 score is <1.45 is 90%, and the positive predic-
tive value when the FIB-4 score is >3.25 is 65%.1%
However, a drawback of this scoring system is that
the degree of liver damage is less predictable in
patients with a FIB-4 score between 1.45 and 3.25.
In order to take this into account, we did not include
patients with FIB-4 scores in that range in the data
analysis when assessing the influence of the extent
of liver fibrosis on drug exposure. This approach
reduced the statistical power of the study to detect
significant differences on drug exposure when pa-
tients with different stages of liver fibrosis were
compared. Additionally, the relatively low positive
predictive value of having advanced liver fibrosis
when the FIB-4 score is >3.25 means that patients
with less severe liver damage might possibly have
been misclassified as having advanced fibrosis. This
could mean an underestimation of the actual influ-
ence of liver fibrosis on drug exposure in this study,
and should be kept in mind when interpreting our
results.

Conclusion

Lopinavir exposure was not increased in HIV/
HCYV co-infected patients without liver function im-
pairment. However, ritonavir exposure may be
higher in this setting, particularly in patients with
advanced liver fibrosis. Further evaluation to fully
assess the clinical impact of different exposure
levels on liver toxicity is warranted.
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SUMMARY

Background: Lopinavir is a protease inhibitor indicated for the
treatment of HIV infection which is co-formulated with low doses of
ritonavir in order to enhance its pharmacokinetic profile. After oral
administration, lopinavir plasma concentrations can vary widely

between different HIV-infected patients.

Objective: To develop and validate a population pharmacokinetic
model for lopinavir and ritonavir administered simultaneously in a
population of HIV-infected adults. The model sought was to
incorporate patient characteristics influencing variability in drug

concentration and the interaction between the two compounds.

Methods: HIV-infected adults on stable therapy with oral
lopinavir/ritonavir in routine clinical practice for at least 4 weeks were
included. A concentration—time profile was obtained for each patient,
and blood samples were collected immediately before and 1, 2, 4, 6,
8, 10, and 12 hours after a morning lopinavir/ritonavir dose. Lopinavir
and ritonavir concentrations in plasma were determined by high
performance  liquid  chromatography. First, a  population
pharmacokinetic model was developed for lopinavir and for ritonavir
separately. Pharmacokinetic parameters, interindividual variability and
residual error were estimated, and the influence of different patient
characteristics on the pharmacokinetics of lopinavir and ritonavir was
explored. Then, a simultaneous model estimating the
pharmacokinetics of both drugs together and incorporating the
influence of ritonavir exposure on lopinavir plasma clearance (CL/F)
was developed. Population analysis was performed using non-linear
effects modeling (NONMEM, version V). Bias and precision of the
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final model was assessed trough Monte Carlo simulations and data

splitting techniques.

Results: A total of 53 and 25 Caucasian patients were included in two
datasets for model-building and model-validation, respectively.
Lopinavir and ritonavir pharmacokinetics were described with one-
compartment models with first order absorption and elimination. The
presence of advanced liver fibrosis decreased ritonavir CL/F of
ritonavir by nearly half (18.8 vs 11.1 L/h). Lopinavir volume of
distribution (V/F) and CL/F were reduced as al-acid glycoprotein
(AAG) concentrations increased. Lopinavir CL/F was inhibited by
ritonavir concentrations following a maximum effect model (I . = 1,
IC5o = 0.36 mg/L). The final model appropriately predicted plasma
concentrations in the model-validation dataset, with no systematic bias

and adequate precision.

Conclusion: A population model to simultaneously describe the
pharmacokinetics of lopinavir and ritonavir was developed and
validated in HIV-infected patients. Bayesian estimates of the individual
parameters of ritonavir and lopinavir could be useful to predict
lopinavir exposure based on the presence of advanced liver fibrosis
and AAG concentration in an individual manner with the aim of

maximizing the chances of treatment success.
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INTRODUCTION

The introduction of protease
inhibitors of the human
immunodeficiency virus (HIV) in
the middle 1990s resulted in a
marked suppression of viral
replication for most HIV-infected
patients. However, therapy fails to
maintain viral suppression in a
significant proportion of patients

1 and

over the long term,™
incomplete suppression may lead
to the eventual development of
drug-resistant viruses. Although
treatment failure has complex
causes, inadequate drug exposure
plays an important role in its

development.

Lopinavir is one of the most
widely-used protease inhibitors for
the treatment of HIV infection. It
exerts a high intrinsic antiretroviral
potency against viral strains
coming from either antiretroviral
naive or antiretroviral experienced
subjects.”* However, due to its
low oral bioavailability and to its
extensive metabolism by the
cytochrome P450 (CYP) 3A4
isoenzyme, lopinavir needs to be
co-administered with low doses of
ritonavir to achieve drug
concentrations high enough to

inhibit viral replication.” Ritonavir
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boosts lopinavir concentrations
through two different mecha-

nisms.®"

First, it improves
lopinavir bioavailability by
inhibiting intestinal CYP3A4 and
the cellular efflux protein P-
glycoprotein. Second, ritonavir
reduces lopinavir hepatic meta-
bolism by inhibiting CYP3A4 in the
liver. Thus, when both agents are
co-administered, lopinavir trough
concentrations in plasma largely
exceed the concentration required
to inhibit viral replication of wild-
type strains of HIV-1.”2 Even so,
several studies have demons-
trated that lopinavir concentrations
in plasma may vary widely among
HIV-infected patients, and that a
non-negligible number of patients
may have lopinavir concentrations
lower than the proposed minimum
effective concentration, particular-
ly when the individual has been
previously exposed to other

protease inhibitors.®°

The relationship between lopinavir
exposure and the chance of
attaining durable viral suppression
in patients receiving therapy with
lopinavir/ritonavir has been
described, particularly in patients
previously treated with protease

inhibitors harboring viruses with
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partial resistance to lopinavir.™™ %

However, the degree of viral
resistance and lopinavir concen-
trations may be largely unpre-
dictable, with a non-negligible
proportion of patients showing
lopinavir concentrations that are
insufficient for overcoming pre-
existing resistance to protease
inhibitors.®*®  Thus, combining
information  concerning  drug
exposure and viral susceptibility
may be a better means of
optimizing antiretroviral therapy
than using drug concentrations or

resistance testing alone.

The inhibitory quotient (IQ),
defined as the quotient between
the trough concentrations of a
drug in a patient and the
susceptibility of the virus in that
patient to that drug,™ has been
shown to be a better predictor
of  treatment response to
lopinavir/ritonavir  therapy than
pharmacokinetic or resistance
data alone.™™*" Thus, the 1Q may
allow us to identify the target
lopinavir  trough  concentration
needed to attain complete viral
suppression in each individual
patient and, subsequently, to
modify the lopinavir dose in an
individualized fashion.

Dosage modifications based on
target-concentrations require
accurate knowledge of phar-
macokinetic parameters governing
drug absorption, distribution and
elimination, and their variability
among different individuals.™
This knowledge is acquired by
means of population phar-
macokinetic models which, in
addition, permit the exploration of
individual characteristics linked to
variability in drug concentrations
as well as the simulation of drug
concentrations achieved in each
particular subject when different
doses of the drug are

administered.

The objective of the present study
was to develop and to validate a
population pharmacokinetic model
for lopinavir and ritonavir ad-
ministered simultaneously. The
model sought was to incorporate
patient characteristics influencing
variability in drug concentration as
well as the interaction between the
two compounds in a population of
HIV-infected adults.

METHODS
This was a cross-sectional study
in 78 HIV-infected patients from
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multiple sites in Catalonia, Spain
(Hospital Universitari Germans
Trias | Pujol, Badalona; Hospital
de la Santa Creu i Sant Pau,
Barcelona; Hospital General de
Vic, Vic; Hospital de Figueres,
Figueres). Participants were aged
18 years or older who had been
receiving stable antiretroviral
therapy with oral lopinavir/ritonavir
(Kaletra soft gel capsules, Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL,
USA) for at least 4 weeks. Self-
reported treatment adherence
lower than 90% within the
previous two weeks, pregnancy,
and concomitant administration of
other drugs affecting lopi-
navir/ritonavir pharmacokinetics™®
were considered exclusion criteria.
The protocol was approved by the
ethics committee of the Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol
and by the equivalent review
board at each additional site. All
subjects signed written consent

before enrolment.

Demographic and clinical
variables, including age, sex,
weight, time since HIV diagnosis,
HCV antibodies, and concomitant
medications, including over-the-
counter medications, were re-

corded. In addition, a complete
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blood cell count, prothrombin time
and analysis of serum chemistry
(creatinine, total protein, albumin,
a-1 acid glycoprotein [AAG], total
bilirubin, aspartate amino-
transferase [AST], alanine amino-
transferase  [ALT], y-glutamyl
transferase [GGT], and alkaline
phosphatase), CD4" T lymphocyte
cell count and HIV-1 RNA load

were determined.

The influence of the extent of liver
fibrosis on lopinavir and ritonavir
exposure was assessed in
HIV/HCV co-infected patients with
the FIB-4 index. Based on this
score, HCV-positive (HCV+)
patients were grouped into three
categories: no liver fibrosis
(HCV+/FIB-, FIB-4 <1.45), ad-
vanced liver fibrosis (HCV+/FIB+,
FIB-4 = 3.25), and indeterminate
degree of liver fibrosis
(HCV+/FIB?, FIB-4 ranging from
1.45 to 3.25).12°

Sample collection and analytical
determinations.

Individual patient concentration-
time profiles were obtained and
blood samples were collected
immediately before (0), and 1, 2,
4, 6, 8, 10 and 12 hours after a
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witnessed lopinavir/ritonavir mor-
ning dose. Lopinavir/ritonavir
capsules were given with a
standard meal consisting of at
least 300 kilocalories.!*% Patients
recorded the time they had last
taken a lopinavir/ritonavir dose on
the day before the visit, and the
exact times of dosing and blood
sampling during the visit were
recorded. To assess the inter-
occasion  variability in  the
pharmacokinetic parameters,
samples collected at random time
points within the scope of routine
therapeutic drug monitoring were
considered from the same

patients, when available.

Blood samples for determination
of drug concentrations in plasma
were collected in potassium and
ethylenediaminetetraacetic acid-
containing tubes. Plasma was
isolated by centrifugation (15004,
15 minutes), and stored at —20°C
until analysis. Lopinavir and
ritonavir plasma concentrations
were simultaneously determined
by high-performance liquid
chromatography with a photo
diode array detector (HPLC-PDA
2996, Waters, Barcelona, Spain),
according to a validated method.
The analytical column was a

NovaPak C18 3.9 x 150 mm with
a NovaPak C18 guard column
(Waters). The method involved
liquid-liquid extraction with tert-
butyl methyl ether after adjusting
the pH to 11.5 and a second wash
with hexane. The mobile phase
consisted of a gradient elution with
phosphate buffer acetonitrile (pH
6.70). The method was linear over
the range of 0.05 to 20 mg/L for
both drugs. The inter- and intra-
day coefficients of variation were
24-71% and 2.7-4.3% for
lopinavir, respectively, and 2.9-
3.6% and 3.4-4.5% for ritonavir.
The assay was externally
validated by the International
Interlaboratory  Quality Control
Program for Therapeutic Drug
Monitoring in HIV Infection (KKGT,

Nijmegen, The Netherlands).?"

Pharmacokinetic analysis

Patients were randomly divided in
a 2:1 fashion into a model-building
dataset (n=53), and a model-
validation dataset (n=25) before

the analyses.

Non-linear mixed effects modeling
was performed with NONMEM
(version V, Globomax LLC, Ellicott
City, Maryland, USA),”? using a
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Fortran compiler (Compaq Visual
Fortran Version 6.0, Compaq
Computer Corporation, Houston,
TX, USA). All models were fitted
using the first-order conditional
estimation (FOCE) procedure with
interaction between inter-patient,
inter-occasion and residual
variability.

The model-building process
consisted of three stages: 1) a
population pharmacokinetic model
was developed for lopinavir; 2) a
population pharmacokinetic model
was developed for ritonavir; and 3)
a simultaneous model estimating
the pharmacokinetics of both
drugs together and incorporating
the influence of ritonavir exposure
on the plasma clearance of

lopinavir was developed.

Pharmacokinetic  model-building
for lopinavir and ritonavir started
with the development of a
structural model. Then, inter-
patient and inter-occasion
variability of the parameters (basic
model) was added; finally, the
influence of patient characteristics
on the variability of the parameters
(intermediate model). To simul-
taneously analyze lopinavir and

ritonavir pharmacokinetics, the
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lopinavir and ritonavir intermediate
models which best described
lopinavir and ritonavir plasma
concentrations separately were

considered.

The adequacy of the tested
models was evaluated using
statistical and graphic methods.
The minimum value of the
objective function (OF) provided
by NONMEM was wused to
discriminate between hierarchical
models using the log likelihood
test. A model was considered
superior to the other nested model
when the OF was reduced by at
least 3.84 points (p <0.05). An OF
with an approximate %2 distribution
with 1 degree of freedom was the
basis for this criterion. The
precision of the parameter
estimates was assessed calcu-
lating the standard error for all
parameters with the covariance
option in NONMEM. In addition,
the S-plus (MathSoft Inc, Seattle,
WA, USA) software and its based
model building aid Xpose, version
3.1 were used for goodness-of-
fit plots and other graphic model

diagnosis.
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Basic model

Disposition  characteristics  of
lopinavir and ritonavir were
determined by fitting one- and
two-compartment models  with
linear and nonlinear elimination to
the data. To describe drug
absorption, models assuming
either first- or zero-order rate of
absorption with and  without

absorption lag-time were tested.

Exponential errors following a log-
normal distribution were assumed
for the description of the inter-
patient and inter-occasion varia-
bility of the parameters:
eg.1l
0i=6-exp(ni+x;)

were 6 is the pharmacokinetic
parameter of the i™ individual on
the jth occasion, 6 the average
population value, n; is the inter-
patient random effect with a mean
0 and a variance w?, and « jis the
inter-occasion random effect with

a mean 0 and a variance 7°.

Residual variability was modeled
initially with a combined error
model. If one of the components

(additive or proportional) of the

residual error was negligible, it

was deleted from the model.

In order to account for possible
under-compliance in some pa-
tients, inclusion of inter-patient
and inter-occasion variability in the
apparent bioavailability (F) was
tested following an exponential
error model.

Intermediate model

Once a basic lopinavir or ritonavir
model provided an adequate
description of the data, the
influence of the patient charac-
teristics on the variability of the
parameters was explored through
graphic methods and with the
generalized additive model (GAM)
approach as implemented in

Xpose.

Evaluated covariates included
age, sex, weight, HCV co-infection
(and FIB-4 index in HCV+
patients), and total protein,
albumin, AAG, AST, and ALT
concentrations in plasma. In
addition, ritonavir area under the
observed concentration-time curve
during the dose interval (AUCo.12)
was calculated for each individual
by means of the linear trapezoidal

rule using WinNonlin software
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(Version 2.0; Pharsight, Mountain
View, CA, USA), and its influence
on lopinavir clearance was
explored according to linear,
exponential and maximum effect
functions. The same process was
performed to assess the potential
influence of lopinavir exposure in

ritonavir clearance.

Those covariates selected by
GAM as significantly related to the
parameters were further tested for
significance in NONMEM using
the  forward inclusion and
backward elimination approach. A
covariate was introduced into the
model  when its inclusion
decreased the OF by at least 3.84
points (p <0.05), and reduced the
inter-patient  variability in the
parameters. During the backward
elimination procedure, a covariate
was only retained in the model
when its influence was statistically
significant (p < 0.01), and clinically
relevant (changes in the typical
value of the parameter of interest
of at least 10% within the range of
the covariate in the population).

Influence of ritonavir concen-

trations on lopinavir clearance

(final model)
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The lopinavir and ritonavir models
incorporating covariates, which
best described lopinavir and
ritonavir plasma concentrations
separately (intermediate models)
were considered as the starting
point to simultaneously analyze
lopinavir and ritonavir pharma-
cokinetics. In these models the
inhibition of lopinavir clearance by
ritonavir was assumed to be
dependent on ritonavir concen-
tration at each time point, and not
a function of AUC for ritonavir as
in the intermediate lopinavir
model.  This inhibition  was
explored using different mathe-

matical models.

Direct effect models

Different models assuming a
direct relationship between
ritonavir concentrations in plasma
and lopinavir plasma clearance
were tested

eqg. 2
CL/Fpy =90L/FLPV x1(t)

where CL/F py is lopinavir plasma

clearance, O is the value of

CL/Fipy
CL/Fpy in  the absence of
ritonavir, and I(t) represents the
inhibition of CL/Fpy by ritonavir.
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This process was modeled
according to a linear (equation 3)
or a maximum effect function
(equation 4):

eq. 3

I (t) =1— (SLP x RTV)

where RTV is ritonavir plasma
concentration and SLP is the
parameter governing the negative

linear relationship between RTV

and O, Floy *

eq. 4
I (t)=1-[l, x RTV /(ICq + RTV )]

where Imax is the maximum
inhibitory effect of ritonavir on
CL/Fipv , and ICso is RTV
producing 50% of Inax.

Indirect effects models
The reversible inhibition of the
enzyme responsible for lopinavir
metabolism (ENZ) caused by
ritonavir was modeled throughout
an indirect response model
representing the stimulation of the
degradation of ENZ. In this model,
the rate of change of ENZ over
time was described as:

eq.5
dENZ

T = Kew ~Kow xENZXS()

where dENZ/dt is the rate of
change of ENZ, Kgnz represents
the rate of turnover, ENZ is
assumed to be stationary with an
initial value of 1, and S(t)
represents the stimulation
process. This process was mo-
deled according to a linear or a

maximum effect function.

Model validation

The final model was validated by
means of Monte Carlo simulations
and data splitting techniques. For
Monte Carlo simulations, 1000
individual concentration-time pro-
files of ritonavir and lopinavir were
generated using the fixed and
random  population  estimates
obtained from the model, and the
median profile and the intervals
including 90% of the simulated
concentrations  were plotted
together with the raw data. The
agreement between simulations
and observations was judged
visually. In addition, for the data-
splitting validation, the fixed and
random estimates obtained from
the model-building dataset were
used to predict individual lopinavir
and ritonavir concentrations in the
model-validation dataset, which
were plotted and compared with

actual concentration values. Mean
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prediction error (MPE) as a
measure of bias and root mean
squared error (RMSE) as a
measure of precision, and their
95% confidence intervals (95%
Cl), were calculated following
equations (6) and @),
respectively.?”

eg. 6

1 N
MPE:*Z(Cobs,j _Cpred,j)
N <

eq. 7

1 N
RMSE = \/NEZ(Cob&j ~Chreaj)’
j=1

where N is the number of data
points, Copsj and Cpreqj are the ™"
observed and predicted con-

centrations, respectively.

To compare the fit of the
intermediate and final models for
lopinavir, the intermediate lopina-
vir model was also validated

following the same procedures.

RESULTS

Fifty-three and twenty-five
Caucasian patients were included
in the model-building and in the
model-validation datasets, res-
pectively. The lopinavir/ritonavir

dose was 400/100 mg twice daily
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in all but two subjects in the
model-building dataset who were
receiving 266/66 mg twice daily.
Table 1 summarizes other
characteristics of the patients. The
time course of lopinavir and
ritonavir observations from the
patients included in the model-
building dataset are shown in
Figures 1 and 2, respectively.

Basic and intermediate models
for lopinavir

A one-compartment model with
first-order absorption and eli-
mination best described the
pharmacokinetics of lopinavir.
Models with zero-order absorption
and with two compartments did
not adequately fit the data. Nor did
the addition of an absorption lag-
time or the assignment of inter-
patient variability on k, improve
the model. The proportional
component of the initial combined
error model used to describe
residual variability was negligible,
and it was removed from the
model. No correlation between
inter-patient and inter-occasion
variability was observed. Table 2
summarizes the parameter
estimates for the basic lopinavir

model.
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Table 1. Demographic characteristics of the patients included in the model -building and in the
external-validation datasets

Model Model
building validation
n=53 n=25

Sex (male)? 39 (73.6) 16 (64.0)
Age (years) 43.0 (8.3) 42.8 (9.2)
Weight (kg) 67.7 (11.5) 65.8 (11.8)
Height (m) 1.69 (0.79) 1.59 (0.38)
Time since HIV diagnosis (years) 9.5 (5.6) 11.5 (4.4)
HCV co-infection® 31 (58.5) 11 (44.0)
Advanced liver fibrosis? 7 (13.2) 3(12.0)
Time on lopinavir/ritonavir therapy (weeks) 86.0 (56.9) 129.1 (141.3)
Reverse transcriptase inhibitors?®

Zidovudine 6 (11.3) -

Lamivudine 32 (60.4) 18 (72.0)

Stavudine 7(13.2) -

Didanosine 11(20.7) 12 (48.0)

Abacavir 11(20.7) 8(32.0)

Tenofovir 31 (58.5) 11 (44.0)
AST (1U/l) 35.9 (22.7) 46.6 (40.2)
ALT (1U/1) 40.7 (34.4) 44.3 (33.9)
Proteins (g/dl) 7.3 (0.6) 7.7 (0.6)
Albumin (g/dl) 4.3(0.4) 4.3(0.4)
AAG (mg/dl) 78.5 (22.5) 75.1 (24.8)
CD4" T cell count (cells/mm?) 468 (260) 529 (311)
HIV-1 RNA < 50 copies/mI® 43 (81.1) 18 (72.0)

Data are expressed as mean (standard deviation) except when noted. HCV, hepatitis C virus; AST,
aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; AAG, al-acid glycoprotein.
®n (%)
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Table 2. Parameter estimates of basic and intermediate pharmacokinetic
models for lopinavir and ritonavir

Basic model Intermediate model
Estimate RSE (%) Estimate RSE (%)

Lopinavir

CL/F (I/h) 431 43 12.3 29
Banc-cL - - 0.006 26
VIF (I) 98.8 19 90.3 9.6
Bancy - - 0.01 45
ka (™) 0.85 37 0.85 (fix) -

IV CL/F (%) 30 21 22 26
IV V/IF (%) 50 68 37 64
I - - 1 (fix) -

AUCs, (mg-h/l) - - 3.44 47
Residual error (mg/l) 1.9 22 1.7 26

Ritonavir

CL/F (I/h) 17.9 6.5 19.1 5.7
Beim - - 0.57 17
VIF () 40 32 55 19
ka (™) 0.11 20 0.17 9.8
IV CL/F (%) 43 26 - —

IV VIF (%) 96 45 89 39
IOV F (%) - - 56 22
Residual error (%) 41 11 33 15

CL/F, oral clearance; Baac-cL, influence of al-acid glycoprotein concentration in plasma
on lopinavir CL/F; V/F, apparent volume of distribution; 6aac.v, influence of al-acid
glycoprotein concentration on lopinavir V/F; k,, absorption rate constant; 0, influence
of advanced liver fibrosis on ritonavir CL/F; F, apparent bioavailability; IV, inter -patient
variability; 10V, inter-occasion variability; Imax, maximum inhibitory effect of ritonavir on
the lopinavir CL/F; AUCs, area under the ritonavir time-concentration curve during the
dose interval which is associated with half-maximal inhibition of lopinavir CL/F; RSE,
relative standard error (as calculated with the covariance option of NONMEM).
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Lopinavir concentration (mg/l)
10
I

Time post-dose (h)

Figure 1. Lopinavir plasma concentrations in patients receiving a dose of 400 mg twice

daily. The median population prediction (solid line) and the 90% prediction interval (broken
lines) are also shown.

Ritonavir concentration (mg/l)
2
I

Time post-dose (h)

Figure 2. Ritonavir plasma concentrations in patients receiving a dose of 100 mg twice
daily. The median population prediction (solid line) and the 90% prediction interval (broken
lines) for the final pharmacokinetic model are also shown.
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The model building steps for the

lopinavir covariate analysis are

summarized

in Table 3. The

inclusion of the effect of the AUC

for ritonavir on lopinavir CL/F

following a maximum effect
function

goodness of fit (AOF =-98.8).

significantly  improved

Table 3. Summary of the models used to examine the influence of patients’
covariates on lopinavir and ritonavir pharmacokinetics

Hypothesis

Model

AOF

Lopinavir model

@)

)
®)
(4)
®)
(6)

@)

Does ritonavir AUC

influence CL?

Does FIB influence CL?
Does AAG influence CL?
Does SEX influence V2

Does AAG influence V?
Does RTV AUC influence
CL, and AAG influence V?

Does RTV AUC and AAG
influence CL, and AAG

influence V?

CL =0, (1 - AUC /(8 + AUC))

CL =6,- (By FIB)
CL =104 (exp (-6p - (AAG - 77))
V=0, ebSEX

V =0, (exp (-6p - (AAG - 77))
CL=06,"(1-AUC/ (6, + AUC))

V =0 (exp (-84 - (AAG - 77))
CL=0a" (1 -AUC/ (6p +AUQC))
CL =0 (exp (-84 - (AAG - 77))

V = 04" (exp (-6e - (AAG - 77))

-98.8

-7.7°

-13.4°

Ritonavir model
(8)
9)

Does FIB influence CL?

Does AAG influence V?

CL=6,-6,"°

V =0,- (8- AGA)

-15.1

-4.6

AOF, difference in the NONMEM objective function compared to the basic structural mod el
including no covariates; AUC, area under the time-concentration curve; FIB = advanced liver

fibrosis (1 for individuals HCV+/FIB+ and O for all others); AAG =

concentration in plasma (mg/dl)

& SEX, 1 for females and 0 for males.
®Compared with model 1.
‘Compared with model 6.
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The inclusion of the effect of the
AAG concentration on lopinavir
CL/F and V/F further decreased
the objective function by , with a
significant effect on the
parameters of lopinavir. The
parameter estimates for the
intermediate lopinavir model are
given in Table 2.

The inclusion of inter-occasion
variability in the apparent lopinavir
bioavailability (F) did not result in
an improvement of the model fit,
consequently this parameter was
not included in the intermediate

selected model.

Basic and intermediate models
for ritonavir

A one-compartment model with
first-order absorption and
elimination best described the
pharmacokinetics of ritonavir.
Models with zero-order absorption
and with two compartments did
not adequately fit the data. The
data did not support the addition
of an absorption lag-time or the
assignment of inter-patient
variability on ka. In addition, the
additive component of the initial
combined error model used to
describe residual variability was

negligible, and it was removed
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from the model. No correlation
between inter-patient and inter-
occasion variability was observed.
Table 2 lists the fixed and random
effects estimated in the basic

ritonavir model.

The model building steps for the
ritonavir covariate analysis are
summarized in Table 3. The
introduction of the presence of
advanced liver fibrosis
(HCV+/FIB+) statistically improved
the fit (AOF =-15.1) and it had a
significant effect on the ritonavir
CL/F, which was 57% lower in the
presence of advanced liver
fibrosis. Neither the AUC for
lopinavir nor other covariates were
significantly related to ritonavir

pharmacokinetics.

The inclusion of inter-occasion
variability in the apparent ritonavir
F resulted in a further optimization
of the model (AOF =-57.8),
reducing residual variability from
41% to 33%, and inter-patient
variability in the ritonavir CL/F
from 37% to less than 1%.
Consequently, inter-patient varia-
bility in ritonavir CL/F was not
maintained in the model. The

parameter estimates for the
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intermediate ritonavir model are
given in Table 2.
simultaneous

Final lopinavir

and ritonavir model

concentrations was best described
by a maximum effect model. The
of

maximum inhibitory effect

ritonavir on lopinavir clearance

was estimated as 1, and it was

In order to attain successful fixed to this value. The estimated
minimization of the models, concentration of ritonavir
lopinavir ka was fixed to the final associated with  half-maximal
estimate of the intermediate inhibition of lopinavir CL/F (ICso)
lopinavir model. The inhibition of was 0.365 mg/l.

lopinavir  CL/F by ritonavir

Table 4. Parameter estimates of the final simultaneous pharmacokinetic model for lopinavir
and ritonavir

Estimate RSE (%) 1V (%) RSE (%)
Lopinavir
CL/F (I/h) 11 31 12 60
Baac-cL 0.005 36
VIF (I) 91.6 9.7 38 59
Baac-v 0.01 45 - —
ka (h™) 0.85 (fix) - - -
Imax 1 (fix) - - -
ICs0 (Mg/l) 0.36 - 28 67
Residual error (mg/l) 1.6 13 - -
Ritonavir
CL/F (I/h) 18.8 5.9 - -
O 0.59 17 - -
VIF (I) 54.7 21 81 48
ka (h™) 0.18 13 - -
IOV F 58 19 - -
Residual error (%) 34 16 - -

CL/F, plasma clearance; Baac-cL, influence of al-acid glycoprotein concentration in plasma on
lopinavir CL/F; VIF, apparent volume of distribution; 6 aac.y, influence of al-acid glycoprotein
concentration on lopinavir V/F; k,, absorption rate constant; 8gg, influence of advanced liver
fibrosis on ritonavir CL/F; F, apparent bioavailability; IV, inter-patient variability; IOV,
interoccasion variability; Inax, Maximum inhibitory effect of ritonavir on the lopinavir CL/F; ICsp,
ritonavir concentration which is associated with half-maximal inhibition of lopinavir CL/F; RSE,
relative standard error (as calculated with the covariance option of NONMEM)
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Other parameters estimated by any clear bias. The residuals
the model are summarized in appeared to be distributed evenly
Table 4. around the population-predicted

concentration, and the majority of
Goodness-of-fit plots for lopinavir weighted-residuals lie within two
and for ritonavir are shown in standard deviations of the mean.

Figures 3 and 4, respectively.

Observations vs population or We also attempted an exploration
individual predictions did not show of the reversible inhibition of the
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Figure 3. Goodness-of-fit plots of the final simultaneous model for lopinavir. Grey lines are
smooth curves of the ordinate values. A, observed concentrations vs population predictions,
the black line is the line of identity. B, observations vs individual predic tions, the black line is
the line of identity. C, absolute individual weighted residuals vs individual predictions. D,
population weighted residuals vs time post-dose, the black line is at ordinate value zero.
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enzyme responsible for lopinavir However, the data did not support
metabolism caused by ritonavir these models and minimization
using indirect response models. was not successfully attained.
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Figure 4. Goodness-of-fit plots of the final simultaneous model for ritonavir. Grey lines are
smooth curves of the ordinate values. A, observed concentrations vs population predictions,
the black line is the line of identity. B, observations vs individual predictions, the black line is
the line of identity. C, absolute individual weighted residuals vs individual predictions. D,
population weighted residuals vs time post-dose, the black line is at ordinate value zero.
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Model validation

The observed concentrations in
the model-building dataset and the
90% prediction intervals for
lopinavir and ritonavir obtained
using Monte Carlo simulations
with the final model are
represented in Figures 1 and 2,
respectively. The comparison of
the predictions obtained for
lopinavir from the intermediate
and final model showed that the
prediction interval obtained with
the final model encompassed the
observed concentration-time data
more adequately than the one
obtained with the intermediate
model. The proportions  of
observations above the 90%
prediction interval were 15.5% and
3.7% for the intermediate and the
final lopinavir models, respectively
(p <0.001), while the proportions
of lopinavir observations below the
90% prediction interval were
similar in the two models (2.1% vs

7.0% respectively, p = 0.51).

Characteristics of the 25 patients
included in the model-validation
dataset are summarized in Table
1. Individual lopinavir and ritonavir
predictions obtained with the final
model vs actual concentrations in

the model-validation dataset are
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shown in Figure 5. Although there
was a slight trend to under-
estimate ritonavir concentrations
higher than 1 mg/l, no bias in
individual lopinavir predictions was
observed. Table 5 summarizes
bias and precision for the
intermediate and the final lopinavir
models. None of the models had
systematic bias. However, the
predictive performance (preci-
sion) was generally better for the
final lopinavir model than for the

intermediate one.

DISCUSSION

A simultaneous population phar-
macokinetic model for lopinavir
and ritonavir incorporating the
relationship  between ritonavir
concentrations and lopinavir CL/F
was developed in the present
study. Our major findings were 1)
the decrease of ritonavir CL/F in
patients co-infected with HCV,
particularly if they have advanced
liver fibrosis, 2) the reduction of
the V/F and CL/F of lopinavir as
AAG concentrations increase, and
3) the possible complete inhibition
of lopinavir CL/F by high con-
centrations of ritonavir.

As previously described, a one-
compartment model with first-
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Figure 5. Goodness-of-fit plots of the validation model for ritonavir (RTV; left panel) and
lopinavir (LPV; right panel). The grey lines are the smooth curves of the observed
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concentrations, and the black lines are the lines of identity.

order absorption and elimination
described the pharmacokinetics of
ritonavir, and the estimates of k,
and V/F were consistent with the

studies.?>?7

values of those
However, neither the incorporation
of a lag-time nor the inclusion of
inter-patient variability in the ka
improved our structural model.
This was probably due to the
scarce blood sampling during the
absorption phase, as this might
have precluded its proper
characterization. Interestingly, we
found that the HCV co-infection,
and particularly the presence of
had a

relevant impact on ritonavir CL/F.

advanced liver fibrosis,

This value was decreased by
nearly half in HIV/HCV co-infected
with liver

patients advanced

HCV

negative patients or with HCV co-

fibrosis compared with

infected subjects without
significant liver fibrosis. This is in
agreement with previous results
group,

influence of HCV co-infection on

from our reporting the

the pharmacokinetics of lopi-
navir/ritonavir detected by using

methods, 2

non-compartmental
as far as we know, this has not
been previously described in any
pharmacokinetic model, probably
due to the low number of HIV/HCV
co-infected patients who were

studies.>>?7

included in other
Finally, we were able to estimate
an inter-occasion variability of
58% in the fraction of ritonavir
absorbed. However, this value

should be interpreted cautiously. It
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Table 5. Prediction errors for the intermediate and final lopinavir models in
the model-validation dataset

MPE (mg/l) RMSE (mg/l)
Mean 95% Cl Mean 95% Cl
'm”f)e(;gediate LPV 0.09 (447,307) 180  (0.03,4.60)
Final LPV model
Lopinavir 0.05 (-3.3,2.9) 1.45 (0.0, 3.54)
Ritonavir 0.04 (-0.6 , 0.3) 0.21 (0.0, 0.6)

LPV, lopinavir; Cl, confidence interval; MPE, mean prediction error; RMSE, root mean
squared error.
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may be attributable to the
influence of food on the absorption
of ritonavir, or it could also reflect
inaccuracies in adherence or in
the patients’ actual dosing time
the day before the pharma-
cokinetic study or their reporting of
that time. !

Consistent with previous descrip-
tions of the pharmacokinetics of

lopinavir, 032

we developed a
one-compartment model with first-
order absorption and elimination.
Concentrations of AAG were
shown to be an important cova-
riate explaining part of the
variability —estimated for the
lopinavir VIF (17%) and CL/F
(16%). Lopinavir is known to be
highly bound to proteins in plas-
ma, mainly to AAGP? and AAG
plasma concentrations are eleva-
ted in HIV-infected patients.**"
Thus, changes in AAG concen-
trations may result in changes in
the unbound fraction of lopinavir,
which is susceptible to be
distributed in peripheral tissues or
metabolized by the liver. Previous
studies have pointed out the
relationship between higher AAG
concentrations in plasma and

lower intracellular disposition or

114

lower CL/F for several protease

inhibitors, included Iopina\,ir.l36-39]

Other than the influence of
demographic and clinical
covariates on lopinavir parame-
ters, ritonavir pharmacokinetics
must also be considered to
adequately describe the time
course of lopinavir concentrations.
Ritonavir causes reversible
inhibition of lopinavir CL/F by the
CYP3A4, increasing lopinavir
plasma concentrations notably.?
Thus, factors affecting ritonavir
pharmacokinetics are also likely to
influence lopinavir concentrations.
In an attempt to incorporate
ritonavir exposure as a factor
inhibiting  lopinavir CL/F the
interaction was described as an
inverse  relationship  between
individual Bayesian estimates of
the ritonavir AUC and lopinavir
CL/F.B% |n our study, ritonavir and
lopinavir were modeled simul-
taneously, considering the
interaction between the two drugs
to be a direct concentration
dependent  relationship.  This
strategy decreased the inter-
patient variability in the lopinavir
CL/F by 36% and improved model
precision compared with the
intermediate lopinavir model. The
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estimated ritonavir concentration
necessary for producing half-
inhibition of lopinavir CL/F (ICsp)
was 0.36 mg/l, which, considering
a protein binding of 98-99%, is of
the same order of magnitude as in
vitro values previously reported.
“1 The estimated value of the
maximal inhibition of lopinavir
clearance by ritonavir suggests
that lopinavir metabolism could be
completely inhibited at high
ritonavir concentrations,
suggesting  possible  lopinavir
accumulation. However, the
ritonavir concentration needed to
attain 99% inhibition of lopinavir
CL/F would be above 35 mg/L,
which largely exceeds those
concentrations  observed  with
ritonavir doses used in clinical
practice. However, the usefulness
of increasing ritonavir doses to
further enhance the exposure to
lopinavir may be limited in clinical
practice by the appearance of
ritonavir-related adverse events.
Conversely, it is interesting to note
that the ritonavir ICso estimated by
our model was far above the
ritonavir trough concentrations
reported when lopinavir/ritonavir is
administered once instead of twice
daily.*¥ This could contribute to
the higher proportion of patients

with lopinavir concentrations be-
low the proposed minimum
effective concentration in patients
on once daily lopinavir/ritonavir
therapy which has been reported

by other authors.?? 4!

As mentioned above, the possible
misspecification of the absorption
phase potentially represented a
source of bias in this study,
resulting in an overestimation of
the variability associated with
other parameters in the model or
in a higher residual error, which
might finally affect the
concentration-time  profile pre-
dicted by the model. However,
significant biases were absent in
the model validation. Although
there was a slight trend to
overestimate high ritonavir con-
centrations, the ritonavir dose
used in this combination acts as a
booster of lopinavir concentrations
and does not have any
antiretroviral activity on itself,
which makes our final model still

appropriate in the clinical setting.

Several studies have assessed
the usefulness of lopinavir
concentrations in plasma, viral
resistance data, or the IQ of

lopinavir as predictors of virologic
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response in treatment-experien-

ced HIV-infected patients. ** 1

¥11 |n  these studies, the
response to lopinavir/ritonavir
therapy was better predicted by
lopinavir 1Q than by lopinavir
concentrations in plasma, pointing
to a need to combine information
on drug exposure and drug
susceptibility for the purpose of
predicting virologic response in an
individualized fashion.™*" More-
over, once 1Q breakpoints for a
response to lopinavir/ritonavir the-
rapy are identified, it may be
possible to infer the lopinavir
target concentration needed to
maintain viral suppression in each
particular individual. For that
purpose, it is crucial to have
appropriate tools able to predict
lopinavir concentrations achieved
with individualized dosing regi-
mens within therapeutic drug
monitoring programs. In this
regard, population pharmaco-
kinetic models, such as the one
developed in the present study,
are of great interest.* Following
our results, lopinavir/ritonavir do-
sage could be individualized in
each particular patient based on
the presence or absence of
advanced liver fibrosis in HCV co-

infected patients as well as
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depending on individual AAG

concentrations.

The potential applicability of our
model in clinical practice made the
validation step of particular
importance; in that step, the model
appropriately predicted plasma
concentrations in a set of patients
not included during the model-
building step. However, it is
noteworthy that the present model
was developed and validated for
patients receiving lopina-
vir/ritonavir soft gel capsules. A
new lopinavir/ritonavir  tablet
formulation has recently been
licensed for the treatment of HIV-
infected patients.  With this
formulation, lopinavir and ritonavir
concentrations rise more rapidly,
the lopinavir AUC is about 20%
higher, and the influence of food
on drug absorption is lower than
with the capsules.”™ Although
these differences are slight and
both formulations have been
demonstrated to be bioequivalent,
model refinement in patients
receiving lopinavir/ritonavir tablets

would be desirable.

In conclusion, a population model
to simultaneously describe the



Publicaciones

pharmacokinetics of lopinavir and
ritonavir was developed and
validated in HIV-infected patients.
The presence of advanced liver
fibrosis influenced the ritonavir
CL/F, while AAG concentrations
influenced both the lopinavir CL/F
and the V/F. The lopinavir CL/F
was inhibited by ritonavir
concentrations following a maxi-
mum effect model. Combining
resistance data with Bayesian
estimates of the individual
parameters of lopinavir and
ritonavir could be useful to predict
lopinavir exposure and 1Q in
particular  patients and to
individualize lopinavir/ritonavir the -
rapy with the aim of maximizing

the chances of treatment success.
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FICHERO CONTROL DEL MODELO FINAL SIMULTANEO DE
LOPINAVIR Y RITONAVIR

PROB nodel o simultaneo final de lopinavir-ritonavir =====
$INPUT ID TIME TPD CMI' AMI DV EVID OCC FI B AGA FCO

$DATA LPVRTV. prn | GNORE=#

$SUBROUTI NE ADVAN6 TOL=5

| #H##### DEFINICI ON DE LA ESTRUCTURA DEL MODELO #########
$MODEL

COVP=( DEPOT1) ;conmpartinento dosis LPV

COVP=( DEPQOT2) ;conpartimento dosis RTV

COWVP=( CENTRAL1) ;conpartimento obs. LPV

COVP=( CENTRAL?2) ;conpartinento obs. RTV
$PK

;definicion de variables para variabilidad interocasion
| F(OCC. EQ. 1) THEN
OCC1=1
ELSE
OCC1=0
END | F

| F( OCC. EQ 2) THEN
occ2=1
ELSE
oCC2=0
END | F

| F(OCC. EQ 3) THEN
0cc3=1
ELSE
0CC3=0
END | F

| F(OCC. EQ 4) THEN
occa=1

| F(OCC. EQ 5) THEN
00Cc5=1
ELSE
0CC5=0
END | F



| F(OCC. EQ 6) THEN
0cc6=1
ELSE
0CC6=0
END | F

| Y PARAVETROS DE Rl TONAVI R #H###HHEHHHHHEHHEH
definiciéon de la var. interocasion en la F de RTV

OCA1=0CCL* ETA( 5)
OCA2=00C2* ETA( 6)
OCA3=00C3* ETA( 7)
OCA4=0CCA* ETA( 8)
OCA5=0CC5* ETA( 9)
OCA6=00CE* ETA( 10)

F2=1* EXP( OCA1+QCA2+0OCA3+0CA4+0OCA5+0CA6)
;definicioéon del CL/F de RTV

I F (FIB. EQ 3) THEN

TVCLR=THETA( 1) * THETA(2) ;pac. con fibr. hep. avanzada
ELSE

TVCLR=THETA( 2) ;pac. sin fibr. hep. avanzada
END I F

CLR=TVCLR

;definiciéon del VIF de RTV
TWR=THETA( 3)
VR=TWR* EXP( ETA(1))

;definicién de |la ka de RTV
TVKAR=THETA( 4)
KAR=TVKAR

| R PARAVETROS DE LOPI NAVI R ####H##HHHHHHIRHRHH

;definiciéon del CL/F de LPV: influencia del AGA
FAGA=EXP( - THETA(5) * ( AGA-77))
TVCLL=THETA( 6) * FAGA
CLL=TVCLL* EXP( ETA(2))

;definicién del V/F de LPV: influencia del AGA
FAGVL=EXP( - THETA(7) * (AGA- 77))
TWL=THETA( 8) * FAGVL
VL=TWL* EXP( ETA(3))

;definicién de |a ka de LPV
TVKAL=THETA( 9)
KAL=TVKAL



; ### PARAMETROS DEL MODELO DE | NHI BI Cl ON DEL CL/F DE ###
| BHAHHHHH B R HHARE | PV POR RTV ####HH###HHHHHHHHHHH T

; Mxi ma i nhi bici 6n del CL/F de LPV por RTV
| MAX=THETA( 10)

;concentraci 6n de RTV que produce el 50% del | MAX
TVI C50=THETA( 11)

| C50=TVI C50* EXP( ETA(4))
S3=VL ;factor escalar para CMr3
S4=VR ; factor escal ar para CMr4
; ## ECUACI ONES DI FERENCI ALES QUE DEFI NEN LA CANTI DAD DE
; FARMACO EN CADA UNO DE LOS COVMPARTI MENTOS DEL SI STEVA ##
$DES
CALl=A(1)
CA2=A( 2)
CA3=A(3)/VL
CA4=A(4)/ VR

DADT( 1) =- KAL* A( 1) ; absorci 6n de LPV
DADT( 2) =- KAR* A( 2) ;absorci 6n de RTV

;curso tenporal de la [LPV]: inhib. CL/F de LPV por RTV
DADT( 3) =KAL*A(1) - (((CLL*(1-
(1 MAX*CA4) / (1 C50+CA4) ) )/ VL) *A(3))

;curso tenpotal de la [RTV]
DADT( 4) =KAR* A( 2) - (CLR/ VR) *A(4)

| A MODELO DE ERROR RES| DUAL ###H#H#HHHHEHHH#HH
$ERROR
| PRED=F

TYP=0
| F(FCO EQ 1) TYP=1

; marcador RTV
:mar cador LPV

| F(FCO EQ 1) W1 ;error aditivo para LPV
| F(FCO EQ 2) W=F ;error proporcional para RTV

| RES=DV- | PRED

DEL=0

| F(F. EQ 0) DEL=0. 00001
| WRES=I RES/ ( W-DEL)



Y1=I PRED+W EPS( 1) ;error LPV
Y2=| PRED+W EPS( 2) ;error RTV

Y=Y1* TYP+Y2* (1- TYP)

;# ESTI MADOS | NI Cl ALES PARAVETROS POBLACI ONALES MEDI OS ##

$THETA

;estinmados iniciales paranetros pobl aci onal es nedi os RTV
(0,0.5) ; CL/F RTV pac. con fibr. hepatica avanzada
(0,19) ;CL/F RTV pac. sin fibr. hepatica avanzada
(0, 100) :VIF RTV

(0, 0.15) ; KA RTV

;estimados iniciales paranmetros pobl aci onal es nedi os LPV

(0,0.004) ;influencia AGA en CL/F LPV
(0, 4) : CL/F LPV

(0, 0.01) ;influencia AGA en VIF LPV
(0, 90) VI F LPV

0.85 FIX ; KA LPV

;estimados iniciales nodelo inhibicion CL/F LPV por RTV
1 FI X ;1 MAX
(0,0.5) ;1 C50

; #### ESTI MADOS | NI CI ALES DE LA |1V DE LOS PARANVETROS ###
, ##pHHHaHH AR H# POBLACI ONALES MVEDI OS ######HHBHHHHBHIHHE

$OVEGA

0.7 1W del VIF de RTV
0.1 :1W del CL/F de LPV
0.1 :1W del V/IF de LPV
0.25 ;1W de la | C50

;### EST. I NICI ALES | Ov DE LA BI CDI SPONI Bl LI DAD DE RTV ##

$OVEGA BLOCK(1) 0.3
$OVEGA BLOCK(1) SAME
$OVEGA BLOCK(1) SAME
$OVEGA BLOCK(1) SAVE
$OVEGA BLOCK(1) SAME
$OVEGA BLOCK(1) SAME



;# EST. INICI ALES DE LOS COMPONENTES DEL ERROR RESI DUAL #

$SI GVA
3.5 error adidtivo LPV
0.11 ;error proporcional RTV

$EST METHOD=1 | NTERACTI ON NOABORT MAXEVAL=9999 PRI NT=1
MSFO=nsf bl

$COV
$TABLE I D TIME | PRED | RES | W\RES FCO ONEHEADER NOPRI NT

FI LE=sdt abl
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Estudio 1: Variability in Antiretroviral Agents Concentration in

Plasma among HIV-Infected Adults in Routine Clinical Practice.

Los resultados del presente estudio ponen de manifiesto la existencia
de una marcada variabilidad interindividual en la concentracion
plasmética de los IP e ITINAN entre diferentes individuos infectados
por el VIH en el &mbito de la practica clinica habitual. Ademas, casi
un tercio de los pacientes incluidos presentaban concentraciones de

los IP e ITINAN fuera del intervalo terapéutico recomendado.

La presencia de concentraciones subterapéuticas de los
antirretrovirales puede comprometer la supresion mantenida de la
replicacién viral en los pacientes infectados por el VIH, lo que puede
aumentar el riesgo de desarrollo de resistencias virales y, finalmente,
puede dificultar la reutilizacion de los farmacos en siguientes
esquemas de tratamiento.??® Por el contrario, concentraciones de los
farmacos excesivamente elevadas pueden favorecer la aparicién de
acontecimientos adversos relacionados con el tratamiento, lo que
puede tener un impacto negativo en la calidad de vida de los

pacientes y en la adherencia al tratamiento.’® 8 82 2%

En general, la
variabilidad interindividual en la concentracion plasmatica de los IP e
ITINAN fue de aproximadamente un 50% en el presente estudio. Por
otro lado, 20 de los 130 pacientes incluidos presentaron una
concentracion de los farmacos inferior a la concentracion minima
efectiva recomendada por un panel internacional de expertos, y un
tercio de los pacientes en tratamiento con ITINAN mostraba
concentraciones potencialmente téxicas de los farmacos. Estos
resultados sugieren que, a pesar de la existencia de ciertas
limitaciones, como la variabilidad intraindividual de la concentracion
de los farmacos,®® la monitorizacion de la concentracién de los
antirretrovirales (terapeutic drug monitoring, TDM) puede resultar de
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ayuda en la practica clinica para identificar a aquellos pacientes con
un mayor riesgo de desarrollar fracaso terapéutico o acontecimientos

adversos durante el tratamiento.

La probabilidad de que la concentracion de los antirretrovirales
estuviera dentro del rango terapéutico fue menor en los pacientes que
recibian tratamiento con ITINAN que en los pacientes en tratamiento
con IP. No obstante, hay que tener en cuenta que atazanavir e
indinavir son los Unicos IP para los que se ha propuesto un limite

superior en el intervalo terapéutico,’® 8 8

mientras que la mayor
parte de los pacientes incluidos en el estudio que recibian IP estaban
siendo tratados con lopinavir/ritonavir. De este modo, si tampoco se
hubiese considerado un limite superior en el rango terapéutico de los
ITINAN, las diferencias observadas en la proporcién de pacientes con
concentraciones de farmaco adecuadas entre el grupo de pacientes
tratados con IP o con ITINAN no habrian sido tan evidentes. Por otra
parte, la concentracion media de los IP observada en nuestro estudio
superé ampliamente la concentracién necesaria para inhibir la
replicacién de las cepas virales wild-type del VIH, lo que puede hacer
pensar que dicha concentracion pudo ser excesiva en una proporcion
significativa de los pacientes. No obstante, la mayoria de nuestros
pacientes ya habian recibido tratamiento con IP con anterioridad, lo
que hace posible que hubieran acumulado mutaciones relacionadas
con resistencia a los antirretrovirales en el gen de la proteasa. Como
resultado, estos pacientes podrian presentar una reduccion de la
sensibilidad viral a los IP, haciendo necesario alcanzar
concentraciones de farmaco mas elevadas a las necesarias en
pacientes naive para poder suprimir completamente la replicacion del

virus.
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En general, nuestros resultados estdn de acuerdo con los
comunicados por otros autores. En un estudio llevado a cabo por de

Maat et al %

en el que se incluyeron 1.145 muestras de plasma
procedentes de 97 pacientes, la concentracion de IP e ITINAN fue
subterapéutica en la cuarta parte de las muestras analizadas. En
nuestro estudio esta proporciébn fue discretamente inferior; sin
embargo, es importante considerar que en el estudio realizado por de
Maat et al las concentraciones de los farmacos se determinaron en el
contexto de un programa de TDM, y no de forma sistematica, y que la
concentracion de los farmacos se cuantificé en diferentes ocasiones
en una proporcién importante de pacientes. Estos dos aspectos
podrian haber favorecido la inclusibn de pacientes en los que ya
existia una sospecha clinica de que la concentraciéon de los farmacos
iba a estar fuera del rango terapéutico, lo que finalmente pudo
conducir a sobreestimar la prevalencia real de las concentraciones
subterapéuticas de los IP e ITINAN. Con el objetivo de evitar estas
limitaciones, en nuestro estudio se incluyeron todos los pacie ntes en
tratamiento con IP o ITINAN que acudieron a nuestras consultas
durante un periodo representativo de tiempo, y se extrajo una Unica
muestra de plasma por paciente. Por lo tanto, los resultados del
presente estudio pueden reflejar de un modo mas aproximado la
prevalencia global de los pacientes infectados por el VIH que
presentan concentraciones de IP o ITINAN fuera del rango

terapéutico en la practica clinica habitual.

Con el fin de que la concentracion de los farmacos se determinara
tras alcanzar el estado de equilibrio estacionario, en el presente
estudio Unicamente se incluyeron aquellos pacientes que llevaban
recibiendo tratamiento con el farmaco de interés durante al menos
cuatro semanas. Sin embargo, excluir a los pacientes que habian

interrumpido el tratamiento durante el primer mes de tratamiento
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debido a problemas relacionados con la adherencia o con la
tolerabilidad al mismo pudo suponer un sesgo de seleccion.
Asumiendo la posibilidad de que los pacientes con una adherencia
baja al tratamiento podrian presentar concentraciones de los
antirretrovirales inapropiadamente bajas en aquellos y, al contrario,
que los pacientes que hubieran desarrollado acontecimientos
adversos durante el inicio del tratamiento pudieran tener
concentraciones de farmaco excesivamente elevadas, la exclusion de
estos sujetos podria habernos llevado a infraestimar la proporcion real
de los pacientes con concentraciones de IP o ITINAN fuera del rango
terapéutico, lo que refuerza la potencial utilidad de la monitorizacién
de la concentracion plasmatica de los antirretrovirales en la practica

clinica.

La variabilidad en la concentracion de los antirretrovirales puede
aumentar debido a cambios en la adherencia al tratamiento asi como
por la existencia interacciones farmacoldgicas, por lo que estos
aspectos siempre deberian considerarse dentro de un programa de
TDM. En el presente estudio, la adherencia al tratamiento se evalud
mediante el nidmero de dosis que los pacientes reconocian haber
omitido y se registré toda la medicacion que los pacientes habian
recibido durante la semana previa a la determinaciéon de la
concentracion de los antirretrovirales. Aunque el método empleado
para valorar la adherencia al tratamiento pudo haber supuesto una
sobrevaloracion de la adherencia real, menos de la mitad de las
concentraciones subterapéuticas de IP o ITINAN en este estudio se
debieron a problemas relacionados con la adherencia al tratamiento o
a la existencia de interacciones farmacoldgicas. Estos hallazgos
sugieren que diferencias individuales en la absorcidn, distribucion,

metabolismo y eliminacién de los farmacos pueden ser responsables
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de una parte importante de la variabilidad en las concentraciones de

los antirretrovirales.

En conclusion, existe una marcada variabilidad interindividual en la
concentracion plasmatica de los IP e ITINAN en los pacientes
infectados por el VIH en la practica clinica habitual, y una proporcion
significativa de los mismos presentan concentraciones de farmaco
fuera del intervalo terapéutico. Estos resultados, junto con la
relativamente menor variabilidad intraindividual en la concentracién de

los IP e ITINAN previamente descrita,”” % *®

sugieren que la
monitorizacion terapéutica de la concentraciéon de los antirretrovirales
puede resultar de utilidad para guiar el tratamiento antirretroviral en la

practica clinica.
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Estudio 2: Lopinavir/Ritonavir Pharmacokinetics in HIV and
Hepatitis C Virus Co-Infected Patients without Liver Function

Impairment. Influence of Liver Fibrosis.

Los resultados del presente estudio muestran que los parametros
farmacocinéticos de lopinavir no se ven influenciados de un modo
significativo por la co-infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) en
los pacientes infectados por el VIH sin signos de insuficiencia
hepatica. Sin embargo, a pesar de la ausencia de insuficiencia
hepatica, los pacientes co-infectados por el VHC pueden presentar un
aumento de la concentracion plasmatica de ritonavir, especialmente

cuando presentan un grado avanzado de fibrosis hepética.

La exposicién a lopinavir entre los pacientes infectados por el VIH con
0 sin co-infeccién por el VHC en ausencia de cirrosis hepética se ha

evaluado en dos estudios anteriormente.'®® ¥ A|

igual que en
nuestro estudio, los autores no encontraron diferencias significativas
en la concentracion valle de lopinavir entre los pacientes VHC+ y
VHC-. Sin embargo, ninguno de ellos evalud la influencia del grado de
la fibrosis hepatica en la exposicion a lopinavir. En el presente
estudio, donde se evalud un grupo de pacientes infectados por el VIH
en ausencia de insuficiencia hepatica, ni la co-infeccién por el VHC
por si misma, ni el grado de fibrosis hepatica demostraron tener una
influencia significativa en la exposicion a lopinavir. Sin embargo, los
pacientes co-infectados por el VHC con fibrosis hepatica avanzada
presentaron un descenso en el aclaramiento de ritonavir de
aproximadamente el 40% comparado con los pacientes sin fibrosis
hepatica, independientemente de si estaban co-infectados por el VHC
0 no. Estos hallazgos ponen de manifiesto la mayor relevancia del
grado de la fibrosis hepatica que la de la co-infeccion por el VHC de

forma aislada en la actividad del citocromo P450 y en la posible
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acumulacion de los farmacos, incluso en ausencia de disfuncion

hepética clinicamente evidente.

La co-infeccion por el VHC constituye un factor de riesgo conocido
para desarrollar hepatotoxicidad tras el inicio del tratamiento con
lopinavir/ritonavir en los pacientes infectados por el VIH, '8 187 231235
Sin embargo, los mecanismos responsables de esta mayor toxicidad
continlan siendo controvertidos, y el correlato entre hallazgos
histolégicos como la fibrosis hepatica, la exposicién a los farmacos y
el desarrollo de la toxicidad hepatica sigue siendo meramente una
hipétesis. Aranzabal et al **® evaluaron la influencia del grado de
fibrosis hepatica en el desarrollo de hepatotoxicidad en los pacientes
infectados por el VIH que iniciaban tratamiento antirretroviral. En
dicho estudio, el riesgo relativo de presentar toxicidad hepatica fue
tres veces superior en los pacientes con fibrosis hepatica avanzada
comparado con los pacientes que sélo presentaban un grado de
fibrosis hepética leve o moderado. Sin embargo, los autores no
determinaron la concentracion de los antirretrovirales. Por otra parte,
dos estudios diferentes han evaluado la relacion entre la exposicion a
lopinavir y las elevaciones de los enzimas hepaticos en pacientes no
cirrdticos  infectados por el VIH en tratamiento con
lopinavir/ritonavir.**® **” Aunque en ninguno de ellos se observé una
relacion entre la concentracion valle de lopinavir y el desarrollo de
toxicidad hepética severa, los autores solo determinaron las
concentraciones plasmaticas de lopinavir, sin tener en consideracion
la concentracion de ritonavir. Nosotros hemos observado un aumento
en la exposicién a ritonavir pero no a lopinavir en los pacientes co-
infectados por el VIH y el VHC en presencia de fibrosis hepatica
avanzada en el presente estudio. En base a estos resultados, podria
hipotetizarse que el mayor riesgo de toxicidad hepatica descrito en los

pacientes co-infectados por el VIH y el VHC con fibrosis hepética
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avanzada que reciben tratamiento con lopinavir/ritonavir podria ser
debido a una mayor exposicién a ritonavir, pero no a lopinavir. No
obstante, nuestro estudio presenta dos limitaciones que no permiten
extraer conclusiones firmes en este sentido. En primer lugar, su
disefio transversal y, por otra parte, que los pacientes tenian que
encontrarse recibiendo tratamiento estable con lopinavir/ritonavir
durante al menos cuatro semanas para ser incluidos en el estudio.
Como consecuencia, es posible que pacientes que hubieran iniciado
tratamiento con lopinavir/ritonavir y que lo hubieran interrumpido
prematuramente (antes de llevar 4 semanas en tratamiento) por
motivos de toxicidad (posiblemente secundaria a concentraciones de
farmaco elevadas) no hubieran sido incluidos en el estudio, lo que
puede suponer un sesgo de seleccién a la hora de explorar la posible
relacién entre la exposicion a los farmacos y el desarrollo de

toxicidad.

El volumen de distribucién de lopinavir fue el otro parametro
farmacocinético que se vio modificado por el grado de fibrosis
hepatica. Los pacientes co-infectados por el VIH y el VHC que
presentaban fibrosis hepéatica avanzada tenian un volumen de
distribucién de lopinavir significativamente superior al de los pacientes
co-infectados sin fibrosis hepatica o al de los pacientes no co-
infectados por el VHC. Como es conocido, lopinavir se une
extensamente a la alblmina y a la a4-glicoproteina acida, ambas de

sintesis hepatica.™® *7®

Por tanto, el mayor volumen de distribucion
observado en nuestro estudio en los pacientes co-infectados con
fibrosis hepatica avanzada podria ser debido a que estos pacientes
tenian una menor concentracién de albimina en plasma que los
pacientes co-infectados sin fibrosis hepatica o0 que los no co-
infectados por el VHC (aunque solo las diferencias entre los pacientes

co-infectados con fibrosis avanzada y los no co-infectados alcanzaron
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la significacion estadistica). Estos resultados concuerdan con los
descritos por Peng et al *® en pacientes con insuficiencia hepatica
leve 0 moderada, quién ademas observé una disminucién de la

fijacion del lopinavir a las proteinas plasmaticas en este escenario.

Somos conscientes de que la biopsia hepatica sigue siendo el método
de referencia para valorar la severidad de la hepatopatia en los
pacientes infectados por el VHC. Sin embargo, esta técnica no esta
exenta de riesgos y, ademas, su resultado puede no ser
representativo del parénquima hepatico en hasta un 20% de los
casos.”’ Como resultado, distintos marcadores capaces de predecir
el grado de dafio histolégico del parénquima hepatico de un modo no
invasivo estan ganando una creciente popularidad.”**?** E| indice
FIB-4 es un sistema de puntuacion simple que fue desarrollado y
validado en dos grupos independientes de pacientes co-infectados
por el VIH y el VHC que patrticiparon en el estudio APRICOTT y de los

241 Este indice tiene las

que se disponia de una biopsia hepética.
ventajas de poder ser calculado con datos analiticos usados en la
practica clinica, por lo que puede ser facilmente incorporado a la
rutina habitual, y de presentar una buena correlacion con los
hallazgos histolégicos. En este sentido, el valor predictivo negativo de
presentar fibrosis hepatica avanzada cuando el FIB-4 es < 1,42 es
del 90%. Igualmente, el valor predictivo positivo de presentar fibrosis
hepética avanzada cuando el FIB-4 es 23,25 es del del 65%. Este
relativamente bajo valor predictivo positivo cuando el FIB-4 es 2 3,25
hace posible que pacientes con grados menos severos de fibrosis
hepatica pudieran haber sido clasificados errébneamente como
pacientes con fibrosis hepética avanzada, lo que finalmente podria
haber resultado en una infravaloracion de la influencia de la fibrosis
hepética en la exposicion a los farmacos en el presente estudio. Por

otra parte, el grado de fibrosis hepética es menos predecible cuando
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el FIB-4 toma valores entre 1,42 a 3,25. Con el fin de superar esta
limitacion, los pacientes que presentaban valores de FIB-4 entre 1,42
y 3,25 no se incluyeron en el analisis sobre la influencia del grado de
fibrosis hepatica en los parametros farmacocinéticos de lopinavir o
ritonavir, lo que redujo la potencia estadistica para detectar
diferencias significativas en la exposicion a los farmacos entre los
pacientes con o sin fibrosis hepética avanzada. Por dltimo, la
elastografia hepética constituye otro método no invasivo para
determinar el grado de fibrosis hepatica en los pacientes co-
infectados por el VIH y el VHC.?”® Aunque la elastografia ha
demostrado tener una mejor relacion con el grado de fibrosis hepatica
que otros indices no invasivos, incluido el FIB4, el acceso a esta
prueba en el momento en el que este estudio fue realizado era muy
limitado, por lo que no pudo emplearse para valorar el grado de

fibrosos hepética en nuestros pacientes.

En conclusién, la exposicion a lopinavir no aumenté en los pacientes
co-infectados por el VIH y el VHC en ausencia de insuficiencia
hepatica. Sin embargo, la exposicion a ritonavir puede aumentar en
este contexto, especialmente en los pacientes que presentan un

grado anvanzado de fibrosis hepatica.
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Estudio 3: Simultaneous Population Pharmacokinetic Model for

Lopinavir and Ritonavir in HIV-Infected Adults.

En el presente estudio se ha desarrollado un modelo farmacocinético
poblacional para lopinavir y ritonavir que incorpora la relacion
existente entre la concentracion plasmatica de ritonavir y el
aclaramiento de lopinavir. Los principales resultados del estudio son
los siguientes: 1) el aclaramiento de ritonavir esta disminuido en los
pacientes co-infectados por el VHC, especialmente en presencia de
fibrosis hepatica avanzada, 2) el volumen de distribucién y el
aclaramiento de lopinavir disminuyen con el aumento de la
concentracion plasmatica de al-glicoproteina acida, y 3) se puede
inhibir por completo el aclaramiento de lopinavir al incrementar la

concentracion de ritonavir.

De modo similar a lo comunicado en otros estudios, la
farmacocinética de ritonavir se ha descrito mediante un modelo
monocompartimental con absorcién y eliminaciéon de primer orden,
siendo los estimados de k, y V/F consistentes con los valores

previamente comunicados por otros autores '8 244245

Sin embargo, ni
la incorporacién de un tiempo de latencia en la absorcion ni la
inclusién de variabilidad interindividual en la k, mejoraron nuestro
modelo estructural, probablemente debido a un muestreo insuficiente
durante la fase de absorcion del farmaco que permitiera caracteri zar
dicha fase de forma apropiada. Por otra parte, la co-infeccion por el
VHC, y en especial la presencia de fibrosis hepética avanzada,
tuvieron un impacto relevante en el aclaramiento de ritonavir. Asi,
este parametro se redujo hasta casi la mitad en los pacientes co-
infectados por el VIH/VHC que presentaban fibrosis hepatica
avanzada, comparado con los pacientes VHC negativos o con los co-

infectados por VHC pero sin fibrosis hepatica. Esta observacion
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concuerda con resultados previos comunicados por nuestro grupo en
los que se describia la influencia de la co-infeccion por el VHC en la
farmacocinética de lopinavir/ritonavir evaluada mediante métodos de

| 246

analisis no compartimenta y, aunque no ha sido previamente

establecida en ningtin modelo farmacocinético de ritonavir, '8 244 24
probablemente ello es debido al escaso numero de pacientes co-
infectados por el VHC incluidos en dichos estudios. Por ultimo, en
nuestro estudio se obtuvo un estimado de la variabilidad interocasién
en la biodisponibilidad de ritonavir de un 58%, lo que debe de ser
interpretado cuidadosamente ya que se podria atribuir a la influencia
de los alimentos en la absorcion del ritonavir, pero también podria
reflejar inexactitudes en la adherencia al tratamiento o en el tiempo de

la Gltima dosis el dia previo al estudio farmacocinético.*’

De acuerdo con descripciones anteriores de la farmacocinética de

170248 hemos desarrollado un modelo monocom-

lopinavir,*®®
partimental con una absorcién y una eliminacién de primer orden para
describir el curso temporal de la concentracion plasmatica de
lopinavir. En este modelo, la concentraciéon de al-glicoproteina acida
demostrd ser una covariable importante que explicaba una parte de la
variabilidad estimada en el volumen de distribucién (17%) y en el
aclaramiento (16%) de lopinavir. Lopinavir es un farmaco con una
extensa unién a las proteinas plasmaticas, principalmente a la al-
glicoproteina,’” por ello, cambios en la concentracién de ol-
glicoproteina acida pueden resultar en cambios en la fraccion libre de
lopinavir que es susceptible de distribuirse a los tejidos periféricos o
de ser metabolizada por el higado. Estudios previos han sefialado la
existencia de una relacion inversa entre la concentracion de ol-
glicoproteina acida en plasma y la concentracién intracelular o el
aclaramiento de varios farmacos inhibidores de la proteasa, incluido el

lopinavir.?492°?
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Con el propoésito de describir adecuadamente el curso temporal de la
concentracion de lopinavir, ademas de la influencia de determinadas
covariables demograficas y clinicas, es necesario considerar la
farmacocinética de ritonavir. Ritonavir causa una inhibicion reversible
del aclaramiento de lopinavir por el isoenzima CYP3A4 del citocromo

188 por ello,

P450, aumentando notablemente la exposicion al lopinavir.
factores que afecten a la farmacocinética del ritonavir pueden también
influir en la concentracion de lopinavir. Asi, en un intento de
incorporar la exposicién a ritonavir como un factor inhibidor del
aclaramiento de lopinavir, Crommentyum et al *’° describieron dicha
interaccién como una relacion inversa entre los estimados bayesianos
individuales del area bajo la curva de ritonavir y el aclaramiento de
lopinavir. En nuestro modelo final, ritonavir y lopinavir se modelaron
simultaneamente, considerando la interaccién entre los dos farmacos
como un fenédmeno directamente dependiente de la concentracién de
ritonavir. Esta estrategia disminuyo la variabilidad interindividual del
aclaramiento de lopinavir un 36% y mejor6 la precision de la
prediccion de las concentraciones individuales de lopinavir respecto a
un modelo intermedio que relacionaba el aclaramiento de lopinavir
con el area bajo la curva de ritonavir. La concentracion de ritonavir
necesaria para inhibir el 50% del aclaramiento de lopinavir estimada
en el presente trabajo fue de 0.36 mg/L, lo que, considerando una
tasa de union a las proteinas plasmaticas del 98-99%, esta en el
mismo orden de magnitud que los valores previamente descritos en
experimentos llevados a cabo in vitro con microsomas humanos.'®®
181 Ademas el valor maximo estimado de la inhibicién del aclaramiento
de lopinavir por ritonavir sugiere que el metabolismo de lopinavir
podria ser completamente inhibido por concentraciones elevadas de
ritonavir, conduciendo a una acumulacién de lopinavir. Sin embargo,
la concentracién de ritonavir necesaria para inhibir el 99% del

metabolismo de lopinavir se situaria por encima de 35 mg/L, lo que

143



Discusion

resulta muy superior a las concentraciones de ritonavir habitualmente
observadas en la préctica clinica. Por ello, la utilidad de aumentar las
dosis de ritonavir para aumentar ain mas la exposicion a lopinavir se

ve limitada por la aparicién de acontecimiento adversos.

Como se ha mencionado anteriormente, la escasez del muestreo
durante la fase de absorcion de lopinavir/ritonavir podria suponer un
sesgo para el modelo que podria llevar a sobre-estimar la variabilidad
asociada a los parametros del modelo o a un error residual superior al
existente en la realidad, lo que finamente afectaria a la concentracion
predicha por el modelo. Sin embargo, no se apreciaron sesgos
significativos en la validacién del modelo, lo que hace improbable la

hipétesis anterior.

Distintos estudios han evaluado la utilidad de monitorizar la
concentracion plasmatica de lopinavir, de los datos de la resistencia
viral o del cociente inhibitorio de lopinavir como factores predictores
de la respuesta viroldgica al tratamiento antirretroviral en pacientes
infectados por el VIH con experiencia antirretroviral previa. > 18121 22
27 En dichos estudios, el cociente inhibitorio de lopinavir predijo la
respuesta al tratamiento con lopinavir/ritonavir mejor que la
concentracion plasmatica de lopinavir considerada aisladamente,
poniendo de manifiesto la necesidad de combinar informacion
farmacoldgica junto con informacion acerca de la sensibilidad viral a
los farmacos para poder predecir la respuesta virolégica al

18121 Fg mas, una vez

tratamiento de un modo individualizado.
descritos los valores del cociente inhibitorio de lopinavir que predicen
una respuesta favorable al tratamiento con lopinavir/ritonavir de un
modo fiable, seria posible inferir la concentracion plasmatica de
lopinavir necesaria para mantener la supresiéon de la replicacion viral

en cada paciente en particular. Para tal fin, es crucial poder disponer
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de las herramientas adecuadas, capaces de predecir de un modo
fiable la concentracién de lopinavir que alcanzaria un individuo en
concreto con un esgquema posolégico individualizado. En este sentido,
los modelos farmacocinéticos poblacionales, como el desarrollado en
el presente estudio, resultan de gran interés.?®® Segln nuestros
resultados, la dosis de lopinavir/ritonavir podria individualizarse en
cada paciente en particular basandose en la presencia o ausencia de
fibrosis hepética avanzada en los pacientes co-infectados por el VHC
asi como dependiendo de la concentracién individual de al-

glicoproteina &cida.

La potencial aplicabilidad de nuestro modelo a la practica clinica hizo
que la validacion del mismo fuera de especial importancia. El modelo
predijo adecuadamente la concentracion de lopinavir en un grupo de
pacientes cuya informacion no habia sido considerada durante el
proceso de desarrollo del mismo, lo que aporta consistencia a
nuestros resultados. No obstante, es importante tener en cuenta que
el presente modelo fue desarrollado y validado en pacientes que
recibfan tratamiento con la formulacion en capsulas blandas de
lopinavir/ritonavir y que recientemente se ha aprobado una nueva
formulacién de lopinavir/ritonavir en comprimidos. Con esta nueva
formulacién, la absorcion de lopinavir y ritonavir es mas rapida, el
area bajo la curva de lopinavir es un 20% mayor, y la influencia de los
alimentos en la absorcién es menor que con las capsulas.'” Asi,
aunque estas diferencias parecen ser leves y ambas formulaciones
han demostrado ser bioequivalentes, seria deseable reajustar el
presente modelo en pacientes en tratamiento con la nueva

formulacién en comprimidos de lopinavir/ritonavir.

En resumen, hemos desarrollado y validado un modelo
farmacocinético poblacional para describir simultaneamente la
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concentracion de lopinavir y de ritonavir. La presencia de fibrosis
hepética avanzada influyd en el aclaramiento de ritonavir, mientras
que la concentracion plasmatica de al-glicoproteina acida modificé el
aclaramiento y el volumen de distribucién de lopinavir. La
concentracion de ritonavir inhibié el aclaramiento de lopinavir
siguiendo un modelo de efecto maximo. Combinar los datos de
resistencia viral con los estimados bayesianos de los parametros
individuales de lopinavir y ritonavir podria ser de gran utilidad para
predecir la exposicién a lopinavir y el cociente inhibitorio en cada
paciente en particular y, asi, individualizar el tratamiento con
lopinavir/ritonavir con el objeto de maximizar las probabilidades de

éxito terapéutico.
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Conclusiones

Las conclusiones alcanzadas en los trabajos que configuran la

presente tesis doctoral son las siguientes:

Estudio 1: Variability in Antiretroviral Agents Concentration in

Plasma among HIV-Infected Adults in Routine Clinical Practice.

Existe una marcada variabilidad interindividual en la concentracién
plasmatica de los IP e ITINAN en los pacientes adultos infectados por

el VIH en la préctica clinica habitual.

Una proporcién significativa de los pacientes infectados por el VIH en
la practica clinica habitual presenta concentraciones de farmaco fuera

del intervalo terapéutico propuesto.

La monitorizacion terapéutica de la concentracion de los
antirretrovirales puede resultar de utilidad para guiar el tratamiento

antirretroviral en la practica clinica.

Estudio 2: Lopinavir/Ritonavir Pharmacokinetics in HIV and
Hepatitis C Virus Co-Infected Patients without Liver Function

Impairment. Influence of Liver Fibrosis.

Los parametros farmacocinéticos de lopinavir no se ven influenciados
de un modo significativo por la co-infeccién por el virus de la hepatitis
C (VHC) en los pacientes infectados por el VIH sin signos de

insuficiencia hepatica.

149



Conclusiones

Los pacientes co-infectados por el VHC pueden presentar un
aumento de la concentracién plasmatica de ritonavir a pesar de la
ausencia de insuficiencia hepética, especialmente cuando presentan

un grado avanzado de fibrosis hepatica.

Estudio 3: Simultaneous Population Pharmacokinetic Model for

Lopinavir and Ritonavir in HIV-Infected Adults.

Se ha desarrollado un modelo farmacocinético poblacional para
lopinavir y ritonavir que incorpora la relacion existente entre la
concentracion plasmética de ritonavir y el aclaramiento de lopinavir.
Segun los resultados observados:
- El aclaramiento de ritonavir estd disminuido en los pacientes
co-infectados por el VHC, especialmente en presencia de
fibrosis hepatica avanzada.
- El volumen de distribucién y el aclaramiento de lopinavir
disminuyen con el aumento de la concentracion plasmatica de
al-glicoproteina acida.
- Mediante el incremento de la concentracion de ritonavir
podria llegar a inhibirse por completo el aclaramiento de

lopinavir
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