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. INTRODUCCION

Los planteamientos de prevencion, deteccion, cribado, tratamiento y seguimiento
del cancer de mama han evolucionado, en los ultimos 30 anos, a un ritmo altamente
satisfactorio. Dos resultados en salud significativos, como son mortalidad y deteccion
temprana de la enfermedad, son suficientemente representativos para evidenciar este
aserto. Para ambos se cuantifica una reducciéon en mortalidad del 30% y un incremento
en la probabilidad de detectar carcinoma en estadio cero o 1, respectivamente, hasta

en el 70% de las pacientes diagnosticadas de cancer de mama.

Las diferentes vertientes interdisciplinares para el tratamiento del cancer de mama
auln no han incluido recomendaciones, por ningln grupo de trabajo ni por sociedades
cientificas, para el uso en la practica clinica de modelos farmacocinéticos y
farmacodinamicos (PKPD). Una razon podria ser la ausencia de evidencia suficiente,

como sucede con las trece categorias de marcadores tumorales para cancer de mama
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(Harris, 2007), para justificar su verdadera influencia en resultados significativos en
salud (supervivencia global, supervivencia libre de enfermedad, calidad de vida, menor

toxicidad o coste-efectividad).

Las dificultades para que cada paciente reciba las dosis Optimas de
antineoplasicos, durante todo su tratamiento, se sustentan en la amplia variabilidad en
su respuesta, a veces incluso con dosis individualizadas. Los determinantes de esta
variabilidad, se han tratado de fundamentar en los complejos procesos intracelulares y
en los mecanismos de accién y de resistencia de los citostaticos, por lo que como
criterio para predecir la respuesta en el paciente oncoldgico todavia se sigue utilizando
la relacion de la dosis con la respuesta (Grochow, 1998). Sin embargo, este concepto
probabilistico se encuentra practicamente superado porque la variabilidad en los
procesos acontece desde la prescripcion del tratamiento hasta la respuesta en el

paciente; es multifactorial y no solo explicable por la dosis.

Ante la ausencia de alternativas posoldgicas claras, los criterios convencionales
se siguen aplicando aunque no garanticen una correcta individualizacion de las dosis
de antineoplasicos (Jiménez, 2007); asi, ante una situacion de toxicidad se retrasa el
tratamiento o se reduce la dosis inicialmente calculada entre un 25% y un 50 %. Este
mismo criterio se aplica ante alteracion de la funcion renal y a veces la hepatica de los
pacientes; también en obesos y mayores de 70 afios, considerando que se ha

optimizado el tratamiento antineoplasico.

El estado actual de la individualizaciéon posolégica en el paciente oncoldgico,
basado en alternativas diferentes a las convencionales, se focaliza en la monitorizacion
de concentraciones plasmaticas de los farmacos y en el genotipado de los pacientes,
aunque ambas son escasamente utilizadas en la rutina asistencial, excepto para

farmacos como irinotecan, carboplatino, metotrexato o 5-Fluoruracilo, entre pocos mas.

Se llega a evidenciar que el hecho destacable de la individualizacién posolégica
de antineoplasicos, dirigida o basada en principios farmacocinéticos o
farmacogenomicos es su excepcionalidad; especialmente porque el conocimiento

generado durante estos Ultimos afios, en el campo de la Genética y de la Biologia



10 Modelado Farmacocinético de Ciclofosfamida en Pacientes con Cancer de Mama

Molecular es muy superior al éxito obtenido cuando ésta informacién se ha trasladado

a la Farmacoterapia de enfermedades oncoldgicas.

Este marco conceptual es el alcance de la Presente Memoria de Tesis Doctoral,
realizada en el Servicio de Farmacia del Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia,
con una poblacion de pacientes adultas, diagnosticadas de cancer de mama de alto
riesgo y tratadas con quimioterapia de intensificacion segun el protocolo STAMP-V en

el Hospital Clinico Universitario y Dr. Peset, ambos de Valencia.

La alta variabilidad en la respuesta cinética de ciclofosfamida por una parte y la
necesidad de administrar altas dosis, exigia caracterizar el comportamiento cinético de
este farmaco para alcanzar la individualizacion posolégica; también para identificar
pacientes o subgrupos de poblacion que se puedan beneficiar de estas estrategias
(Evans, 1998).

La dinamica de cambio en los esquemas quimioterdpicos es, en general,
posiblemente la mas elevada de toda la farmacoterapia moderna. Para el tratamiento
de cancer de mama, en sus diferentes estadios también. Hay sin embargo un hecho
que le da actualidad a la presente Memoria y es que ciclofosfamida siempre esta

incluida en los esquemas (Bornmann, 2005).

Esta situacion evidencia que la escasa aparicion de nuevos farmacos y el
resultado clinico, inferior al esperado, de los comercializados consolida a
ciclofosfamida como citostatico estandar de la mayor parte de los esquemas
antineoplasicos, reforzando sus resultados clinicos por la complementariedad de las
nuevas terapias, en particular la aportada por los anticuerpos monoclonales e

inhibidores de receptores especificos.

En suma, el conocimiento de la respuesta cinética y dinamica de la ciclofosfamida
aportado y la cuantificacion de su variabilidad interindividual e intraindividual en
pacientes, permitira alcanzar la individualizacion posolégica y optimizar su tratamiento

farmacoterapéutico. Estos tres aspectos son fundamentales para abordar la
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individualizacién posolégica de este farmaco como quimioterapico en pacientes con
cancer de mama (McLeod, 1995; Kaijser, 1998).
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Il. OBJETIVOS

Objetivo Principal:

Establecer un modelo estructural farmacocinético poblacional, en pacientes con
cancer de mama de alto riesgo tratados con ciclofosfamida a dosis altas, para predecir

su respuesta individual.

Objetivos Secundarios:

Explorar mecanismos fisiolégicos condicionantes de la autoinduccion metabdlica

de ciclofosfamida.

Deteccion de subpoblaciones de pacientes a través de parametros de eliminacion

de ciclofosfamida.

Plantear la influencia de covariables, a través del analisis exploratorio, sobre los

valores centrales de los parametros farmacocinéticos de ciclofosfamida.
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Illl. Antecedentes

lll.1. Ciclofosfamida: caracteristicas generales

Desde su introduccion en la practica clinica en 1958, la ciclofosfamida ha sido y
continua siendo uno de los agentes antineoplasicos mas utilizado en el tratamiento
farmacoterapéutico del cancer. Se trata de una mostaza nitrogenada con estructura
quimica de oxazafosforina sustituida (2-[bis (2-cloroetil) amino]tetrahidro-2H-1, 3,2-
oxazafosforina 2-oxido monohidrato) que actia como agente alquilante. Este
profarmaco requiere su bioactivacion (4hidroxiciclofosfamida) en los microsomas

hepaticos (figura I11.1).
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Figura I11. 1 Estructura quimica de ciclofosfamida.

ll.1.1 Propiedades fisico-quimicas

En estado natural (monohidrato), es un polvo cristalino blanco o casi blanco,
soluble en lipidos. En disolucion acuosa o en disoluciéon de cloruro sédico (NaCl) al
0.9%, la solubilidad es inferior al 4% a temperatura ambiente. También es soluble en
alcohol, diclorometano, acetona y altamente soluble en cloroformo. Ciclofosfamida en
su forma anhidra es mucho menos estable y menos soluble en agua (Reynolds, 1996).
En solucion acuosa, a concentraciones comprendidas entre el 1-2%, el pH es de 4-6 y
su punto de fusién estad comprendido entre 49.5 y 53.0 °C. Las presentaciones
comerciales de ciclofosfamida para inyeccion se preparan en mezcla con cloruro
sédico 0.9 %. La osmolaridad a la concentracion de ciclofosfamida de 20 mg/mL es de
352 mOsm/L.

Ciclofosfamida se administra como mezcla racémica y existe escasa informacion
sobre el comportamiento cinético, dinamico y clinico de los enantiémeros considerados
individualmente. En la actualidad, el desarrollo de las columnas quirales en
cromatografia liquida de alta eficacia permite la separacion e identificacion de los

isdmeros R- y S-ciclofosfamida en el plasma (Masurel, 1989).

[11.1.1.1 Estabilidad

En disolucion acuosa, la degradacion de ciclofosfamida monohidrato puede ser
debida a procesos de hidrdlisis, a la pérdida del i6n cloruro o bien a ambos procesos
(Friedman, 1967). La cinética de degradacién en estas condiciones es de primer orden.
El efecto de la temperatura sobre la degradacion de ciclofosfamida ha sido estudiado

ampliamente en diferentes vehiculos (tabla lll. 1).



Antecedentes 17

En este contexto, Galleli y cols (1967) evidencian que las disoluciones de
ciclofosfamida de 4mg/mL en medio NaCl 0.9%, conservadas en envase de vidrio a
temperatura ambiente y sin proteccion de la luz, presentan un 3.5% de degradacion a
las 24 horas de su preparacién. Del mismo modo, Benvenuto y cols (1981)
comprueban que las mezclas intravenosas de ciclofosfamida de 6.6 mg/mL en glucosa
5% (G5%), conservadas en envases de vidrio y PVC a temperatura ambiente, sin

proteccion de la luz, son estables durante 24 horas.

Ahora bien, la pérdida de actividad de ciclofosfamida puede deberse bien a su
conservacion a temperatura ambiente o bien a procesos de fotodegradacion (Tesis
Doctoral Medina, 1999) (tabla III.1).

Tabla Ill. 1 Influencia de la temperatura y la proteccion de la luz en la estabilidad de
mezclas intravenosas de ciclofosfamida preparadas en envase de PVC a
concentracion de 4 mg/mL.

Vehiculo T(°C) Luz* Ty (dias) IC95% Ty (dias)
o4 No 2.91 2.39-3.7
NaCl 0.9% Si 3.75 2.87-5.40
4 No 8.94 7.46-11.14
Si 10.83 8.30 - 15.66
o4 No 3.98 3.66 - 4.39
G 5% Si 3.14 2.54-4.11
4 No 11.31 9.56 - 13.85
Si 10.71 9.07 - 13.08

Luz*: Protecciéon de la luz; T: Temperatura Tg: Tiempo durante el cual la concentracion de principio

activo es superior al 90% de la concentracion inicial; G5%: Glucosa al 5%.

111.1.1.2 Métodos analiticos

La caracterizacion del comportamiento cinético de ciclofosfamida requiere la
utilizacion de meétodos analiticos especificos y sensibles. Estos métodos deben ser

capaces de determinar ciclofosfamida y sus metabolitos, especialmente aquellos que
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poseen actividad alquilante, como es 4hidroxiciclofosfamida (4OHCFA). En la
bibliografia se han descrito distintos métodos para la determinacion de ciclofosfamida
en muestras de plasma y orina (tabla 111.2).

Los limites de deteccién varian entre 0.1 y 40000 ng/mL en funcion del
procedimiento de extraccion, la longitud de onda de deteccion y del detector
(Marjinson, 1986; Burton, 1988; Ekhart, 2007). Las condiciones cromatograficas no
difieren sustancialmente entre los distintos métodos publicados. Asi, es habitual la
utilizacion de columnas Cg o C4g, fases méviles compuestas por mezclas de acetonitrilo
y tampén fosfato.

Desde el punto de vista analitico, la determinacion de 4hidroxiciclofosfamida en
muestras de sangre y/o plasma es muy compleja, ya que en ella confluyen una serie
de factores. Por un lado, las disoluciones de 4hidroxiciclofosfamida son altamente
inestables. En disolucién acuosa la descomposicion del producto es del 50%
aproximadamente a los 75 minutos (min) (c=1 mg/mL), e incluso inferior a los 8
minutos a concentraciones superiores (c=50mg/mL). M Johansson y col realizaron un
estudio sobre la estabilidad de 4hidroxiciclofosfamida en muestras de sangre y plasma.
En sangre humana el tiempo de vida media de 4hidroxiciclofosfamida a 37°C es 4 min;
sin embargo si las muestras se conservan a 4°C no se observa degradacion después
de 1h. A temperatura ambiente el tiempo de vida media de 4hidroxiciclofosfamida en
plasma es de 8 min, pero si las muestras se desproteinizan previamente,
4hidroxiciclofosfamida permanece estable al menos 1 h. Conservadas a —70°C las
muestras de plasma y plasma desproteinizado resultan estables al menos 4 meses
(Johansson, 1994).
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Tabla I11. 2 Métodos de analisis propuestos para la determinacién de ciclofosfamida en

plasma y orina.

Técnica Detector LD (ng/mL) Referencia
CLAE-EM** EM 15 Baumann, 1999
cG** Nitrogeno-fosforo 5 Bohnenstengel, 1995
CG** Nitrégeno-fosforo 50 Huitema, 1998
CLAE** UV-Vis 50 Huitema, 2000a
Colorim UV-Vis 20" Mohamed, 1994
CG-EM*™ Captura electrénica 100 Momerency, 1994
CG-EM EM 0.2 Sessink, 1993
CLAE UV-Vis 300 Rustum, 1987
CLAE UV-Vis 1000 Burton, 1988
Polar/colorim UV-Vis 10* Ellaithy, 1984
CG** Nitrégeno-fosforo 50 Van den Bosch, 1981
cG* EM 5 Bahr, 1981
CG EM(SIM) 0.1 Momerency, 1994
CG-EM** FID 1000 Lambrechts, 1990
CLAE UV-Vis 20* Masurel, 1989
CCF Densitometria 1000 Hadidi, 1988a
CLAE UV-Vis 300 El Yazigi, 1986
CLAE UV-Vis 300 Hardy, 1984
CLAE** EM 700 Sottani, 1998
CLAE** UV-Vis 700 Medina, 1999
CLAE EM 12.5-3333 Sadagopan, 2001
CLAE EM 50-5000 E. de Jonge, 2004a
CLAE EM 200-40000 Ekhart, 2007

LD: Limite de determinacion; ‘unidades expresadas en pg/mL; ~ determinacion de ciclofosfamida (CFA) y

metabolitos; CG: cromatografia gaseosa; EM: espectroscopia de masas; CLAE: cromatografia liquida de
alta eficacia; CCF: cromatografia en capa fina; UV-Vis: ultravioleta visible; FID: Flame ionization detection;
SIM: Single ion monitoring.

La cromatografia liquida en fase reversa con deteccion fluorescente y UV-V ha
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sido también utilizada para la determinacion de 4hidroxiciclofosfamida. J.E. Wright y
col utilizaron una columna de tipo fenilo y deteccion fluorescente para la determinacion
de la hidroxiquinolona formada tras la reaccion de la acroleina, obtenida por
descomposicion de 4hidroxiciclofosfamida, con 3-hidroxilaminas y molibdato amodnico
se centrifuga y el sobrenadante se calienta a 100°C durante 50 min protegiendo la
muestra de la luz. Para efectuar la deteccion, se utiliza un sistema de derivatizacion
postcolumna en el que se acidifica el eluyente con trifluoracético. Se han descrito
algunas limitaciones del método relacionadas con la pérdida de acroleina por unién a
proteinas, glutation y con la obtencion de valores anormalmente altos causados por la
descomposicion de conjugados acroleina-tiol oxidados para formar acroleina (Wright,
1995 y Teicher, 1996).

El empleo de deteccion uv-visible tras la separacion cromatografica requiere el
empleo de reactivos cromogenos ya que la absortividad molar de
4hidroxiciclofosfamida a la longitud de onda de maxima absorcién, 190 nm, es baja.
Sin embargo, en medio acido se produce la ruptura del anillo de 4hidroxiciclofosfamida
desplazando el equilibrio tautobmero hacia la formacion de aldofosfamida, especie
quimica que contiene un grupo cetona. Aprovechando esta reaccion se han propuesto
una serie de métodos para la determinacién de 4hidroxiciclofosfamida basados en la

reaccion de dicho grupo con algunos reactivos selectivos de grupo carbonilo.

Belfayol L y col propusieron el uso de semicarbacida como reactivo derivatizante
de 4hidroxiciclofosfamida (Belfayol, 1995). También ha sido utilizado por Ekhart
(Ekhart, 2007).

Se ha descrito un procedimiento para la determinacidon de 4hidroxiciclofosfamida
basado en la separacién mediante cromatografia liquida en fase reversa del derivado
formado por reaccion de 4hidroxiciclofosfamida con p-nitrofenilhidracina (PNFH)

realizando la deteccion en el visible a 400nm (Slattery, 1996).

Johansson M y col propusieron la utilizacion del reactivo 2,4-dinitrofenilhidracina
(2,4DNFH) para la derivatizacion de 4hidroxiciclofosfamida en medio acido

(Johansson, 1994). En la tabla 111.3., a modo de resumen, se muestran algunas de las
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técnicas analiticas mas utilizadas para la determinacion de 4hidroxiciclofosfamida junto

con su limite de deteccion.

Tabla 11l. 3 Métodos de analisis propuestos para la determinacion de
4hidroxiciclofosfamida en plasma.

Técnica Detector LD (ng/mL) Referencias
CG EM 25 Anderson, 1995
CLAE EM 30 Baumann, 1999
CLAE uv 25 Belfayol, 1995
CLAE uv 700 Huitema, 2000a
CLAE EM 5-2500 E.de Jonge, 2004a
CLAE EM 50-5000 Ekhart, 2007
CLAE uv 22 Johansson, 1994
CLAE EM 30 Juma, 1980
CLAE EM 30 Kalhorn, 1999
CLAE uv 5 Medina, 1999

LD: Limite de determinacién; CG: cromatografia gaseosa; EM: espectroscopia de masas;
CLAE: cromatografia liquida de alta eficacia; UV: ultravioleta.

En relacién con la identificacion del comportamiento cinético quiral, en la literatura
hay numerosos estudios (Ariéns, 1984; Patil, 1970; O'Neill, 1975; Sastry, 1973; Smith,
1984) comparando los efectos farmacodinamicos en animales. Estos estudios han

demostrado que los enzimas que catalizan las reacciones son estereoselectivas.

A su vez, se detectan diferencias farmacocinéticas para los enantiomeros de un
farmaco en la absorcion, aclaramiento metabdlico, aclaramiento renal, unién a tejidos y

proteinas (Crom, 1992).

La estructura esteroquimica de ciclofosfamida e ifosfamida esta relacionada con
su eficacia y toxicidad (Williams, 1999). En este contexto, un estudio de 12 pacientes
informa que diferencias en el aclaramiento de formacion de los enantidmeros Ry S
ciclofosfamida CL(R)=0.25 es el doble que (S) 0.14 L/h. Asimismo, la capacidad de
metabolizacion (R,S)—ciclofosfamida para adultos y nifios R: 42 v.s. 74 % y para S: 48

v.s. 77% respectivamente. Sin embargo, para sus metabolitos dicloroetilados es mayor
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R (25 v.s. 1.9 %) que para S (38 v.s. 3.6 %). Con este modelo se pretende evaluar el
porcentaje de dosis de ciclofosfamida que es transformada a su metabolito toxico o
activo (Williams, 1999).

Los métodos para la determinaciéon de los enantidmeros de ciclofosfamida, tanto
de cromatografia de liquidos (Masurel, 1990; Corlett, 1994) como en gases, (Boos,
1991; Blaschke, 1986; Young; 1989; Kaijser; 1997;Graville, 1993), utilizan como fase
estacionaria una fase quiral y como fase movil una aquiral; sélo en uno de estos
trabajos describe una reaccion de derivatizacion precolumna, por tanto, se trata de una

metodologia analitica poco desarrollada y de amplia variabilidad en sus resultados.

Los diferentes métodos para la determinacion de los enantidmeros de
ciclofosfamida son descritos en la tabla 111.4.

Tabla I11. 4 Métodos de analisis propuestos para la determinaciéon de los enantiomeros
de ciclofosfamida en plasma.

Técnica Detector LD (ng/mL) Referencias
CLAE EM 30 Baumann, 1999
CLAE uv 25 Belfayol, 1995

CG EM 25 Corlett, 1994
CLAE uv 22 Johansson, 1994
CLAE EM 30 Kalhorn, 1999
CLAE UV-Vis 30 Rustum, 1987

CG EM 15 Williams, 1999

CG: cromatografia gaseosa; EM: espectroscopia de masas; CLAE: cromatografia liquida de alta eficacia;
UV-Vis: ultravioleta visible.

111.1.2 Propiedades farmacolégicas

Mecanismo de accién

Como la mayoria de los agentes alquilantes, el mecanismo de accion se basa en

la alquilacion de las bases nitrogenadas del ADN. La alquilacién provoca la pérdida de
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la configuracion espacial de las cadenas de ADN e imposibilita la sintesis del ADN
durante la mitosis y de esta forma ocasiona la muerte celular. En este sentido, Garcia 'y
cols (1988) demostraron que el poder citotoxico del farmaco se correlaciona con el
grado de enlaces covalentes formados entre las dos cadena de ADN. Aunque este
compuesto puede formar uniones covalentes con otras moléculas (agua, aminoacidos,
proteinas, etc.), el sitio de union preferente son las bases puricas y pirimidinicas de la
doble cadena de ADN.

La membrana celular es impermeable al paso de la mostaza fosforamida puesto
que se encuentra ionizada a pH fisiolégico (pK, = 4.75). Sin embargo, ciclofosfamida,
4hidroxiciclofosfamida y aldofosfamida, pueden atravesar la membrana de las células
segun los gradientes de concentracién. En el interior de las células las oxidasas de
funcion mixta catalizan la reaccion de hidroxilacion de ciclofosfamida a
4hidroxiciclofosfamida y la degradacion intracelular ~ espontanea de
4hidroxiciclofosfamida y aldofosfamida origina la formacién de la mostaza fosforamida
que posee capacidad alquilante (Moskwa, 1985; Boyd, 1986). En este sentido,
ciclofosfamida, 4hidroxiciclofosfamida y aldofosfamida se consideran como moléculas

transportadoras de mostaza fosforamida hasta el interior de las células.

Ahora bien, en el interior de las células neoplasicas de muchos tumores humanos
no existe una cantidad suficiente de oxidasas de funcion mixtas como para catalizar la
reaccion anterior. En estos casos, 4hidroxiciclofosfamida reacciona con los grupos
tioles de distintas moléculas y da lugar a compuestos resistentes a la degradacion
enzimatica del aldehido deshidrogenasa (ALDH), sin posibilidad de formar
espontaneamente la mostaza fosforamida (Hohorst, 1976). No obstante, el equilibrio
existente entre estos compuestos y 4hidroxiciclofosfamida origina una formacion
sostenida de mostaza fosforamida, directamente proporcional a la cantidad de
compuestos con estructura alquiltio, que garantiza el mantenimiento de la actividad
alquilante durante un periodo de tiempo mas prolongado. La elevada selectividad y
especificidad de la ciclofosfamida se debe probablemente a 4hidroxiciclofosfamida y la

posibilidad de liberar mostaza fosforamida en las células tumorales (Colvin, 1990).
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Factores que alteran la sensibilidad de la célula

La variabilidad de los procesos farmacocinéticos de ciclofosfamida condiciona la
distinta cantidad de farmaco que accede a las células y la variabilidad
farmacodinamica provoca diferencias interindividuales en la respuesta terapéutica o

téxica debido a la sensibilidad de la célula al agente quimioterapico.

El proceso de detoxificacion mas importante de los metabolitos activos de
ciclofosfamida es la oxidacion de la aldofosfamida y la formacion de carboxifosfamida
mediante la accién de diferentes isoenzimas de ALDH. El aumento de la actividad de la
ALDH ha sido asociado con el desarrollo de resistencia al tratamiento con
ciclofosfamida (Sreerama, 1993). Este hecho explica porque células con elevada
actividad de ALDH, como las células hematoldgicas pluripotenciales o las células de
las mucosas, quedan protegidas de la accion citotoxica de ciclofosfamida (Kastan,
1990). Estos resultados se han comprobado en estudios animales donde la
administraciéon concomitante de cianamida, inhibidor de ALDH, junto con

ciclofosfamida provoca un aumento de la toxicidad hematoldgica (Moore, 1991).

El glutation intracelular es un agente protector del dafio citotoxico de los agentes
alquilantes. La deplecion intracelular mediante inhibidores de la sintesis de glutation,
como butionina-sulfoximina (BSO) o acido etacrinico, incrementan la sensibilidad
celular a los agentes alquilantes, como el melfalan o ciclofosfamida (Gallo, 1995;
Friedman, 1989). Por el contrario, cabria pensar que concentraciones elevadas de
glutation intracelular se podrian asociar con resistencia al tratamiento con
ciclofosfamida, u otros agentes alquilantes; sin embargo, el papel que desempefia el
glutation intracelular en la resistencia a los agentes alquilante es todavia desconocido
(Moore, 1991).

Aplicaciones terapéuticas

Como farmaco antineoplasico, ciclofosfamida es particularmente util por su amplio
espectro de accion, facilidad de administracion y versatibilidad de dosis que pueden
ser administradas. De hecho ciclofosfamida forma parte de protocolos de quimioterapia

de primera linea que se administran a pacientes diagnosticados de neuroblastoma,
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retinoblastoma, micosis fungoide, enfermedad de Hodgkin y linfomas malignos (linfoma
linfocitico nodular o difuso, linfoma de células mixtas, linfoma histiocitico y linfoma de

Burkitt), mieloma mudltiple, leucemia linfocitica crénica y cancer de mama.

En el tratamiento del cancer de mama, la monoterapia con ciclofosfamida produce
una respuesta objetiva en el 35% de los pacientes. Su utilizacion con otros farmacos,
provoca respuestas objetivas en el 90% de los pacientes. En este sentido, en la
actualidad la administracion de protocolos de quimioterapia basados en ciclofosfamida

se considera de eleccion en el tratamiento de los pacientes con cancer de mama.

Dosificacion y vias de administracion

Ciclofosfamida se administra por via oral a dosis comprendidas entre 100 y 200
mg/dia. La administracién de dosis mas altas de 600 a 1000 mg/m?, repetidas cada 3-4
semanas se realiza por perfusion intravenosa continua de 96 horas, requiere soporte
hematopoyético bien con trasplante de médula dsea, bien con infusiéon de precursores

hematopoyéticos periféricos.
Toxicidad y efectos adversos

Toxicidad hematoldgica. Los efectos adversos mas frecuentes y limitantes de
dosis de ciclofosfamida se producen en la médula ésea y en comparacion con otras
mostazas nitrogenadas, son mas faciimente reversibles tras la interrupcion del
tratamiento. Los efectos adversos mas frecuentes son leucopenia, trombocitopenia,
anemia y raramente hipoprotrombinemia. La mielodepresién de la médula 6sea se
produce debido a la constante renovacion de las células hematopoyéticas, que las
hace muy vulnerables a los citostaticos. Cuando esto se produce, las células
sanguineas circulantes no se reproducen y su vida media justifica la aparicion diferida
de las alteraciones en el hemograma. De hecho, la médula ésea tiene reservas de
precursores de leucocitos durante 8-15 dias. Por este motivo, la leucopenia no se
observa en sangre periférica hasta el décimo dia después de aplicar la dosis de

tratamiento y su duracion puede prolongarse durante 14-28 dias.
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La leucopenia es el efecto adverso mas frecuente que obliga a esperar 3-4
semanas antes de administrar el siguiente ciclo de quimioterapia y realizar un recuento
leucocitario con férmula granulocitaria antes de cualquier ciclo. Si las cifras de
leucocitos o de granulocitos son normales, el paciente recibira el 100% de la dosis
prevista. Si las cifras de leucocitos estan entre 2-3.9-10° /L o las de granulocitos entre
1-1.9-10° /L se administrara el 50% de la dosis y si las cifras son inferiores a las
citadas, no sera posible administrar la nueva tanda y se realizara un nuevo
hemograma al cabo de una semana. Durante el periodo de neutropenia es frecuente la
aparicion de fiebre, mas aun si se utilizan dosis altas donde la neutropenia es de

mayor duracion.

En ocasiones, los factores estimulantes de colonias granulociticas (G-CSF) y
granulociticas-monociticas (GM-CSF) son utilizados para poder administrar la dosis
completa del protocolo de quimioterapia cuando en el ciclo anterior se originé una
neutropenia severa o bien para acortar el periodo de neutropenia en los tratamientos
de intensificacion con soporte hematopoyético de médula 6sea. Las dosis
administradas de G-CSF son de 5 a 10 mg/kg/dia hasta que la cifra de neutréfilos se

mantenga durante 3 dias superior a 1-10° /L.

La trombocitopenia es menos frecuente que la leucopenia y se manifiesta a los 10-
14 dias de la administracion de la quimioterapia. La aparicion diferida de esta toxicidad
no se debe a la existencia de reservas medulares, sino a la vida media de las
plaquetas (8-10 dias). Si el recuento de plaquetas es superior a 100 -10° /L se
administrara el 100% de la dosis. Entre 75 - 99-10° /L se administrara el 25% de la
dosis. Si las cifras son inferiores, se retrasara la tanda una semana y se repetira de

nuevo la analitica.

La anemia es menos frecuente y se detecta mas tarde que la leucopenia y la
trombocitopenia, ya que los hematies permanecen 120 dias en la sangre periférica. La
anemia aparece tras la administracion de dosis elevadas o tratamientos prolongados.
En algunas ocasiones, los pacientes tratados con ciclofosfamida dan positivo el test de
Coombs y desarrollan anemia hemolitica. Ante una trombocitopenia o anemia grave se

transfundira concentrado de plaquetas y/o hematies segun corresponda.
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Toxicidad gastrointestinal y hepatica. Anorexia, nauseas y vémitos son muy
frecuentes, especialmente cuando se administran altas dosis. Existe una amplia
variabilidad interindividual en la intensidad y forma de aparicion, destacar que la
aparicion de nauseas y vomitos se producen de forma diferida, es decir, transcurridas
entre 9 y 18 horas desde su administracion y suele responder adecuadamente al
tratamiento con antieméticos de tipo benzamidico (p. ej. metoclopramida) y/o
antagonistas de los receptores 5-HT; de la serotonina (p.ej. ondansetron, granisetrén o
tropisetrén). Ocasionalmente, puede aparecer diarrea, colitis hemorragica, mucositis y
mas raramente estomatitis aftosa, otras ulceraciones del tracto digestivo, enterocolitis y
hepatotoxicidad. Cuando la exposicion a la ciclofosfamida es mayor puede ocasionar
una enfermedad veno-oclusiva en el higado, incrementando la toxicidad del érgano (E.
de Jonge, 2006).

Toxicidad en el tracto genitourinario. El 20% de los pacientes en tratamiento
con ciclofosfamida experimentan cistitis hemorragica no bacteriana. Esta complicacion
es mas frecuente en la poblacion pediatrica y tras la administracion de ifosfamida, en
lugar de ciclofosfamida.

El tratamiento profilactico incluye la hidratacion y la asociacion de productos ricos
en grupos -SH, como N-acetilcisteina o el 2-mercanosulfonato sédico (MESNA). El
MESNA interacciona con los metabolitos urotéxicos de ciclofosfamida y disminuye la
incidencia y severidad de la cistitis hemorragica. La administracion del MESNA
provoca el aumento de la excrecion urinaria de cisteina, que reacciona con la acroleina

presente en la orina y contribuye a los efectos uroprotectores (Stillwell, 1988).

Como consecuencia de una accion téxica sobre el tubulo renal puede aparecer un
cuadro de retencion hidrica sin edema y con hiponatremia a dosis superiores a los 50
mg/kg, que puede ocasionar nefrotoxicidad, necrosis tubular aguda y uretritis
hemorragica. En la mayoria de los casos estas lesiones suelen revertir tras la

interrupcion del tratamiento con ciclofosfamida.

Toxicidad pulmonar. La toxicidad pulmonar se manifiesta en forma de fibrosis

pulmonar intersticial que, en algunas ocasiones puede ser de prondstico fatal. En
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comparacion con otros agentes alquilantes, como las nitrosoureas, este efecto adverso
se produce con menor frecuencia tras la administracion de ciclofosfamida. Su aparicion
se ha asociado a la administracion de dosis altas durante un periodo largo de tiempo.
El mecanismo desencadenante de este fendmeno parece ser la citotoxicidad directa
sobre el epitelio pulmonar que provoca alveolitis y fibrosis. En algunos casos, la
interrupcion del tratamiento y la administracion de corticoides se ha mostrado como

una alternativa efectiva.

Toxicidad dermatoldgica. La administracion de ciclofosfamida a dosis
convencionales provoca alopecia en el 33% de los pacientes y se produce tres
semanas después del inicio del tratamiento. Las implicaciones sociolégicas y
psicoldgicas de este efecto adverso obligan a informar al paciente antes del inicio del
tratamiento. Ademas, aunque generalmente se trata de una complicacion reversible, el
nuevo cabello puede ser de color y textura diferentes al original. La alopecia
permanente esta asociada a la alta exposicion a carboplatino, tiotepa y tepa que se

administra junto con la ciclofosfamida (E. de Jonge, 2002).

Toxicidad cardiaca. La cardiotoxicidad es una complicaciéon del tratamiento con
ciclofosfamida que se manifiesta a dosis superiores a los 60 mg/kg/dia y es la toxicidad
limitante de dosis en la administracién de quimioterapia mieloablativa. De hecho, se
han documentado casos de muertes tras la administracion de dosis de 4 g cada 24
horas durante 4 dias en un ensayo clinico en fase | (American Hospital Formulary
Service, 1998).

Carcinogenicidad y teratogenicidad. Algunos pacientes que han recibido
tratamiento con ciclofosfamida han experimentado el desarrollo de tumores
secundarios, entre los que destacan enfermedades linfoproliferativas y
mieloproliferativas y el cancer de vejiga. Aunque la relacion causal no esta bien
establecida, la posibilidad de desarrollar tumores secundarios a la administracion de
ciclofosfamida debe ser considerada para establecer en cada paciente individual la
relacion beneficio-riesgo del tratamiento farmacoterapéutico que este va recibir.
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El desarrollo de neoplasias secundarias ocurre mas frecuentemente en aquellos
pacientes diagnosticados de enfermedades mieloproliferativas y linfoproliferativas o
enfermedades autoinmunes que recibieron tratamiento con ciclofosfamida entre otros

farmacos.

En la actualidad se dispone de suficientes datos para afirmar que la incidencia a
largo plazo de otros tumores solidos o leucemias secundarias es significativamente
mayor en mujeres diagnosticadas de cancer de mama subsidiarias de tratamiento con
regimenes quimioterapicos basados en ciclofosfamida que en la poblacién general.
Asi, se estima que entre 1 y 10 pacientes de cada 10000 que reciben ciclofosfamida
durante 6 meses de tratamiento adyuvante sistémico desarrollara una leucemia en los

10 afios siguientes al diagnostico de cancer de mama (Curtis, 1992).

Embarazo, fertilidad y lactancia. Cuando ciclofosfamida se administra durante el
primer trimestre del embarazo el riesgo de teratogenia y muerte fetal es elevado, pero
siempre inferior al originado por los antimetabolitos analogos del acido félico. Durante
el segundo y tercer trimestres del embarazo el riesgo de desarrollar teratogenicidad se

reduce al minimo.

Entre el 10-30% de los pacientes en tratamiento con ciclofosfamida desarrollan
una atrofia del tejido reproductor, con oligospermia e incluso, aplasia germinal en los
varones y amenorrea en las mujeres. Ambas afectaciones pueden ser reversibles y
estan asociadas con las dosis administradas y la duracion del tratamiento. En casos
extremos, puede aparecer esterilidad, que puede ser de caracter permanente, tanto en

hombres como en mujeres.

Dado que ciclofosfamida se distribuye a la leche materna, la administracién a las
madres con nifios en periodo de lactancia materna debe evitarse con el fin de no

ocasionar la toxicidad iatrogénica en el nifio.
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Interacciones farmacolégicas

Las interacciones farmacolégicas se producen cuando la administraciéon
concomitante de dos o mas farmacos provoca alteraciones en el comportamiento
cinético y dinamico de al menos unos de los farmacos administrados. En este sentido,
la administracién concomitante de algunos farmacos con ciclofosfamida puede alterar
el comportamiento cinético y dinamico de este farmaco y comprometer la eficacia y
seguridad del tratamiento farmacoterapéutico instaurado. Del mismo modo,
ciclofosfamida puede alterar el comportamiento de otros farmacos cuando ambos se
administran concomitantemente. Esta subdivision se utiliza para la descripcion de las
interacciones farmacoldgicas que pueden aparecer en los pacientes subsidiarios de

tratamiento con ciclofosfamida.

Las interacciones a nivel farmacocinético de mayor importancia son las que
aparecen cuando ciclofosfamida se administra junto con alopurinol, antagonistas H,,

barbituricos, cloramfenicol, sulfafenazol y dapsona entre otros.

Las interacciones a nivel farmacodinamico de mayor importancia clinica son las
que aparecen cuando ciclofosfamida se administra junto con azatioprina, farmacos

opiaceos y pentostatina entre otros.

lll.1.3. Propiedades farmacocinéticas

La adecuada descripcion de la farmacocinética de la ciclofosfamida y sus
metabolitos ha sido posible. Aunque no se entiende completamente el papel de los
metabolitos de la ciclofosfamida respecto a la eficacia y toxicidad en los tratamientos
con ciclofosfamida. Sin embargo, la relacién entre toxicidad y exposicién a
ciclofosfamida y sus metabolitos ha sido establecida. Las variaciones en el balance
metabdlico activacion y inactivacion debido a la propia autoinduccién de la
ciclofosfamida, la interaccion farmaco-farmaco y las diferencias individuales que han
sido reportadas, sugieren la posibilidad para la optimizacién de las terapias con

ciclofosfamida. El conocimiento de la farmacocinética de la ciclofosfamida y la
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posibilidad de monitorizarla, puede ser Util para mejorar su indice terapéutico (E. de
Jonge, 2005a).

Absorcién

La ciclofosfamida presenta buena absorcion oral y alcanza la concentracion
maxima transcurrida 1 hora desde su administracion. Mathias y cols (1984)
cuantificaron la biodisponibilidad en magnitud mediante la relaciéon del area bajo la
curva tras la administracion por via oral y por via intravenosa, AUC,,/AUC;,. Segun

estos autores, la biodisponibilidad en magnitud esta comprendida entre 0.87 y 0.96.

Distribucién

Aproximadamente el 20% de ciclofosfamida se une a las proteinas plasmaticas y
a las dosis utilizadas en la practica clinica diaria no existe evidencia de tratarse de un
proceso saturable o dosis-dependiente. Los metabolitos del profarmaco se unen en
mayor proporcion a las proteinas plasmaticas, pero ninguno de ellos supera el umbral
del 70%. El volumen aparente de distribucién es similar al del agua corporal total y se
encuentra comprendido entre 0.54 y 1.1 L/kg (Edwards, 1980; Grochow, 1983). Los
parametros farmacocinéticos tras la administraciéon intravenosa se muestran en las

tablas II1.5 y I11.6, para ciclofosfamida y su metabolito 4hidroxiciclofsfamida.

Ciclofosfamida y sus metabolitos no atraviesan la barrera hematoencefélica y las
concentraciones alcanzadas en liquido cefalorraquideo no son lo suficientemente

grandes como para ser utilizada en el tratamiento de las leucemias meningeas.
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Tabla I11. 5 Parametros farmacocinéticos de ciclofosfamida.

NO

UPP

Dosis Pat. CL (L/h) V(L) Ty12 (h) (%) Referencia
6-80 mg/kg 26 - 0.64 6.45 13 Bagley, 1973
1 g/m? 23 4.33 0.57 6.2 14 Bailey,1991
500mg/m*> 12 0.49 2.7 4.8 19 Busse,1997
100 mg/kg 0.45 2.7 30
4g/m* 12 1.74/3.84 0.64 - - Chen, 1995
46g/m* 35 3.03 43.7 - - E.de Jonge, 2005a
4-6g/m?> 49 1.76%2.91° 31.9 - - E.de Jonge, 2004b
60 mg/kg 19 - - 8.7+4.6 16 Fasola,1991
6g/ m*" 14  1.14%1.76° 9.75/21.5 - - Hassan, 1999
6-4g/ m®> 46  1.629/5.36" 32.5 - - Huitema, 2002
6-4g/m* 34  1.58%/4.76° 31.0 - - Huitema, 2001
60 mg/lkg 12 5.6 - 5 - Moore, 1991
100 mg 40 - 0.57 7.0 - Mouridsen, 1976
500-800 mg 7 4.0 0.71 8.0 - Juma, 1979
6g/ m? 41 1.93 21.30 - - Peréz-Ruix4,1999
150-400 16 4.2 0.52 7.6 - Powis, 1987
mg/m?* . - 0.70 8.2 13 Juma, 1979
60 mg/kg 18 4.0 0.51 6.8 - Ren, 1998
120mg/kg 7 - - 5.2+1.8 - Slattery,1996
370-2490  38** 29 0.26 3.2 - Yule, 1996
mg/mZ *kk
600 mg/m®” 65 4.23 34.6 - - Joerger, 2007
400 mg/m*™ 22 1.83%1.79° 13.1 - - McCune, 2008
45mg/kg 20  0.0286°%"  0.694° - - Salinger, 2006

Abreviaturas: CL = aclaramiento plasmatico total, V = volumen de distribucion; T+, = semivida de eliminacion; UPP =

union a proteinas plasmaticas.” Infusién 1 hora durante 4 dias;** infusién 96 h;***infusién 15min **** nifios, infusién 30

min.***** edades entre 0.17 y 18 afios.? aclaramiento no inducible y ° aclaramiento inducible.® unidades normalizadas
por Kg.A aclaramiento no inducible = 0.00895(edad/36.8) %%
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Tabla I11. 6 Parametros farmacocinéticos de 4hidroxiciclofosfamida.

Dosis N°Pat CL(L/h) V(L) Ty,(h) Referencia

500mg/m* 12 3.6 - - Busse, 1997
4 g/ m? 12 0.60 0.64 - Chen,1997
69/ m? 14 300 30 - Hassan,1999
6-4g/ m* 46 170 1 - Huitema,2002
6-4g/ m* 34 206 1 - Huitema,2001

Abreviaturas: CL = aclaramiento plasmatico total, V = volumen de distribucion;

T12 = semivida de eliminacion;* Infusiéon 1 hora durante 4 dias.

Metabolismo

Ciclofosfamida es un profarmaco cuya bioactivaciéon enzimatica es necesaria para
garantizar sus efectos citostaticos (figura Ill.2) (Moore, 1991; Boddy, 2000). La
hidroxilacion del carbono en posicion 4 es la primera reacciéon metabdlica de la
ciclofosfamida. Esta reaccién se produce en los microsomas hepaticos a través de los
sistemas enzimaticos de las subfamilias 2A6, 2B6, 2C, 3A4 y 3A5 del complejo
enzimatico del citocromo P 450 (CYP) (Chang, 1993; Chang, 1997a; Busse, 1997). El
principal metabolito de esta reaccion es 4hidroxiciclofosfamida, que se encuentra en
equilibrio tautomérico con su forma ceto, la aldofosfamida. La aldofosfamida mediante
una reaccion de S-eliminacion origina la mostaza fosforamida, con actividad alquilante
y la acroleina, compuesto urotdxico responsable de la cistitis hemorragica. Esta
reaccion no enzimatica es catalizada por compuestos basicos, proteinas, como la
albumina y posiblemente algunos enzimas intracelulares como las 3’-5’ exonucleasas
(Hohorst, 1986; Moore, 1991).
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Figura I11. 2 Via metabdlica de ciclofosfamida. Los enzimas encargados de catalizar
las reacciones de metabolizacion de ciclofosfamida son: 1) complejo enzimatico del

citocromo P-450, 2) reaccién no enzimatica, 3) citocromo P-450 subfamilia 3A4, 4) e 5)
isoenzimas de aldehido deshidrogenasa.

Simultaneamente a la formacién de los metabolitos activos de ciclofosfamida,
4hidroxiciclofosfamida, aldofosfamida y mostaza fosforamida, se produce la excrecion
urinaria de ciclofosfamida inalterada y tres reacciones metabdlicas que originan los
metabolitos inactivos decloroetilciclofosfamida, cetociclofosfamida y carboxifosfamida.
La oxidacién de la cadena lateral de ciclofosfamida, mediada por CYP3A4, origina
decloroetilciclofosfamida y cloroacetaldehido, compuesto con propiedades
neurotoxicas (Bohnenstengel, 1995). Sin embargo, el proceso de detoxificacion mas
importante es la transformacion de 4hidroxiciclofosfamida y aldofosfamida en
cetociclofosfamida y carboxifosfamida, mediante la accién de diferentes isoenzimas de
la aldehido deshidrogenasa (ALDH) acoplada al coenzima nicotin-adenin dinucleétido
(NAD) (Dockham, 1992; Moore, 1991). Este enzima se encuentra en una amplia

variedad de tejidos, incluidas las células neoplasicas y el aumento de su actividad ha
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sido asociado con el desarrollo de resistencia al tratamiento con ciclofosfamida
(Sreerama, 1993).

El aclaramiento no renal por metabolismo hepéatico es la principal via de
eliminacién de ciclofosfamida. No obstante, en el ambito de dosis convencionales
utilizado en la practica clinica, no existe evidencia de saturacion del metabolismo y el
aclaramiento corporal de ciclofosfamida es aproximadamente de 5.4 L/h en pacientes
con funcién hepatica y renal normal, la ciclofosfamida esta clasificada como farmaco
de baja extraccion (Moore, 1991). La semivida biolégica de ciclofosfamida tras su
administracion intravenosa es de 3-12 horas, aunque tanto el farmaco como sus
metabolitos pueden ser detectados en plasma después de 72 horas. El aclaramiento
corporal de ciclofosfamida estd aumentado en pacientes pediatricos y en aquellos que
reciben concomitantemente tratamiento con farmacos inductores del metabolismo
hepatico (Bagley, 1973; Sladek, 1984).

Uno de los principales factores responsables de la amplia variabilidad
interindividual en el comportamiento farmacocinético de ciclofosfamida es la expresion
individual de los enzimas que intervienen en su via metabdlica (Busse, 1997). De
hecho, como el aclaramiento sistémico de ciclofosfamida es mucho menor que el flujo
sanguineo hepatico, el principal determinante de la variabilidad interindividual del
aclaramiento es la capacidad intrinseca del higado para metabolizar el farmaco y las
alteraciones del flujo sanguineo hepatico en los pacientes en tratamiento con este
farmaco no alteran su velocidad de eliminaciéon. Sin embargo, la insuficiencia hepatica
puede reducir la velocidad de metabolizaciéon de ciclofosfamida y la velocidad de
formacion de 4hidroxiciclofosfamida. En este caso, como sélo una pequefia fraccion de
dosis es eliminada por orina, la exposicién a los metabolitos activos no sufre cambios
significativos (Moore, 1991). Asi, tras la administracion de 15 mg/kg de ciclofosfamida
por via intravenosa la semivida bioldgica de eliminacion es mayor en pacientes con
insuficiencia hepatica que en pacientes con funcion hepatica normal; sin embargo, no
se evidencian diferencias en el desarrollo de toxicidad en ambos grupos de poblacion
(Juma, 1984). Estos hechos justifican la necesidad de no reducir las dosis a

administrar en pacientes con insuficiencia hepatica.
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Ciclofosfamida es un potente inductor del CYP, que provoca la autoinduccion de
su propio metabolismo y origina un comportamiento farmacocinético tiempo
dependiente. De hecho, en la administracion a altas dosis en perfusion continua de 4
dias, como tratamiento de acondicionamiento previo a la reinfusién de progenitores
hematopoyéticos, se ha evidenciado un aumento de la actividad enzimatica del CYP a
lo largo del tratamiento y el aclaramiento de ciclofosfamida el cuarto dia puede ser mas
de dos veces superior al aclaramiento inicial (Moore, 1988; Chen, 1995). Este hecho
también se ha demostrado tras la administracion de dosis multiples por via oral, pero
no se ha evidenciado en pacientes con cancer de mama que reciben tratamiento con
dosis Unicas de ciclofosfamida cada tres semanas, ni en pacientes en tratamiento
concomitante con fenobarbital (D’Incalci, 1979; Chen, 1997). Por otra parte, las
alteraciones en la actividad enzimatica de CYP condicionan la evolucién temporal de
las concentraciones de ciclofosfamida pero, no sucede lo mismo con sus metabolitos
(Moore, 1988; Sladek, 1984) y con la respuesta terapéutica o toxica tras la

administracién concomitante de inductores enzimaticos (Colvin, 1990; McLeod, 1995).

Ademas, la disminucion de la vida media de ciclofosfamida puede ser debida a la
saturacion de la unioén a proteinas plasmatica (Bagley, 1973). Este factor combinado
con la autoinducciéon de ciclofosfamida y la inhibicion del metabolismo de
4hidroxiciclofosfamida y aldofosfamida provocaria una acumulacion de los metabolitos
activos que saturaria los lugares de unién a las proteinas plasmaticas. Este hecho se
traduce en el aumento de la fraccién libre y la disminucion de la semivida (Kaijser,
1998). No obstante, son necesarios mas estudios que investiguen la autoinduccion de
ciclofosfamida y confirmen las hipétesis existentes hasta el momento y su implicacion

clinica.

Han sido varios los mecanismos descritos en la bibliografia para tratar de explicar
esta aparente autoinduccion del metabolismo de ciclofosfamida. Sin embargo, de los
datos publicados hasta el momento no es posible discernir si el aumento de
metabolismo es debido al aumento de la cantidad del CYP (autoinduccion), a la
disminucion de la velocidad de degradacion del sistema enzimatico, al aumento de la
actividad del CYP como consecuencia de un cambio en el spin de la hemoproteina del
CYP.
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A las dosis convencionales administradas, el comportamiento farmacocinético de
ciclofosfamida no ha mostrado ser dosis-dependiente. No obstante, tras la
administracién intravenosa de 4 g/m® en 90 minutos, ciclofosfamida posee un
aclaramiento dosis-dependiente en la mitad de los pacientes tratados (Chen, 1995;
Anderson, 1996; Chen, 1997). La descripcién del aclaramiento corporal mediante un
modelo de Michaelis-Menten, permite tratar adecuadamente la evolucion temporal de
las concentraciones plasmaticas en forma de “palo de hockey” y estimar un constante
de Michaelis-Menten de 250 uM (70-494 uM) (Chen, 1997).

Tras repetidas administraciones o infusiones continuas en pacientes con cancer
durante un periodo de varios dias produce un incremento del aclaramiento total, pero
no altera el volumen de distribucion o el aclaramiento renal y disminuye la semivida de
eliminaciéon debido a la bajo extraccién hepatica (Graham, 1983; Fasola, 1991). El
aclaramiento tiempo dependiente de la ciclofosfamida ha sido modelado en la
administracién de dosis altas de 6 g/m? con infusién continua de 96 h por Hassan
mediante un modelo mecanistico de induccion enzimatica donde la ciclofosfamida
incrementa la velocidad de produccion del enzima y por ello incrementa la cantidad de
enzima que elimina a la ciclofosfamida (Hassan, 1999). Cuando se administra 6-4 g/m?
dosis pero infusiones cortas (1h) también se observa autoinduccion, Huitema propone
modelo mecanicistico basado en citocromo P-450 (activacion/inhibicion enzimatica) y
la interaccion farmaco—farmaco con la tiotepa que en el esquema quimioterapia se
administraba después de la ciclofosfamida (Huitema, 2001). Este modelo también es

propuesto por E. de Jonge (E.de Jonge, 2004b; E. de Jonge, 2005a).

En especial aquellos farmacos que son metabolizados por los isoenzimas
CYP2B6, CYP2C9 y CYP3A4 del citocromo P-450 (Ren, 1997; Chang, 1993 y 1997;
Hassan, 1999). Ademas el glutation S transferasa (GST) y aldehido deshidrogenasa
(ALDH). EI polimorfismo de estos enzimas puede afectar a la farmacocinética de
ciclofosfamida por lo tanto a su toxicidad o efectividad. En el estudio realizado por
Ekhart, la evaluacién de la variante de los alelos en CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19,
CYP3A4, CYP2A5, GSTA1, GSTP1, ALDH1A1 y ALDH3A1 no explica la variabilidad
interindividual en la farmacocinética de la ciclofosfamida y 4hidroxiciclofosfamida,

probablemente no son la causa de la variabilidad en la toxicidad observada (Ekhart,
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2008a). Es conocida interaccion de la ciclofosfamida y tiotepa utilizadas en este
esquema, sin embargo no se pudo cuantificar esta interaccion debido a no conocer los
niveles plasmaticos de la misma. Un estudio reciente se ha visto que pacientes
heterocigéticos para los alelos ALDH3A1*2 y ALDH1A1*2 han incrementado el riesgo
de cistitis hemorragica y toxicidad hepatica, respectivamente, comparado con
pacientes homocigéticos para estos alelos cuando son tratados con altas dosis de
ciclofosfamida en combinacion con carboplatino y tiotepa (CTC). La farmacogénetica
puede identificar pacientes con riesgo de toxicidad (Ekhart, 2008b).

En 1996, la relevancia clinica de esta observacion no habia sido establecida; sin
embargo, en un estudio en in vitro se vio que la tiotepa inhibia el metabolismo de
ciclofosfamida (Anderson, 1996). En 2001, Huitema y cols estudian esta interaccién in
vivo, describiéndola como una fuerte y reversible inhibicion de la conversion de
ciclofosfamida en 4hidroxiciclofosfamida. El valor IC50, inhibicién de la formacién de
4hidroxiciclofosfamida por tiotepa fue 23uM. Este valor estaba en concordancia con el
obtenido por Anderson, IC50 entre 1 y 40 uM (Huitema, 2000b; Huitema, 2001). Esto
prueba la hipétesis de la inhibicién por tiotepa de los enzimas del citocromo P450
responsable de la metabolizacion de ciclofosfamida. La ciclofosfamida y tiotepa son
ambos metabolizados por los enzimas de clase 2B y 2C (Chang, 1993 y 1997). La
ciclofosfamida muestra una autoinduccién que como consecuencia disminuye su
exposicion e incrementa la exposicion de 4hidrociclofosfamida durante el tratamiento
(Huitema, 1999; Ren, 1998). ElI AUC y C..x de 4hidrociclofosfamida fueron fuertemente
reducidos cuando es administrada la tiotepa antes que ciclofosfamida, ya que estas
pacientes reciben perfusiones de ciclofosfamida, carboplatino y tiotepa de
aproximadamente de 1 hora durante 4 dias, una infusion detras de otra en un mismo
dia. El incremento del AUC 4hidoxiciclofosfamida fue acompafiado con una
disminucion del AUC de ciclofosfamida, ya que la mayor via de eliminacion de la
ciclofosfamida es 4hidroxiciclofosfamida. Sin embargo, también es metabolizada 2-
decloroetilciclofosfamida. Una cantidad (17-29%) considerable de ciclofosfamida es
eliminada por la orina de forma inalterada (Ren, 1998; Chen 1995). La eliminacion via
2-decloroetilciclofosfamida es aproximadamente 5 % (Ren, 1998; Busse, 1999). Chen
y cols no han encontrado una diferencia significativa en la eliminacion de
ciclofosfamida inalterada en la orina cuando esta combinada con tiotepa (Chen, 1995;

Huitema, 2001). Sin embargo Busse y Huitema han encontrado un incremento del
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aclaramiento renal (ciclofosfamida inalterada) y en la formacion de 2-
decloroetilciclofosfamida comparando entre los tratamientos con dosis altas y
convencionales de ciclofosfamida (Busse, 1999, Huitema, 2000b). Tanto ciclofosfamida
como 2-decloroetilciclofosfamida no tiene actividad antitumoral.

Hay que tener en cuenta también el efecto de la comedicacién que puede inhibir la
bioactivacion de la ciclofosfamida que es un profarmaco que se bioactiva por citocromo
P-450. En el estudio de E. de Jorge, fueron testados los posibles inhibidores de la
bioactivacion que son normalmente comedicacion utilizada en el tratamiento de altas
dosis de quimioterapia con microsomas de higado humano. Los valores de K., ¥ Vpax
para la conversion de ciclofosfamida en 4hidroxiciclofosfamida fueron de 93 microM y
4.3 nmol/h-mg, respectivamente. No se observo inhibicion para el aciclovir,
carboplatino, ciproxacino, granisetron, mesna, metoclopramida, ranitidina, roxitromicina
y temazepam. La inhibicion fue observada para amfotericina B, dexametasona,
fluconazol, itraconazol, lorazepam, ondansetron y tiotepa con vales IC50 de 50,>100,
>50, 5, 15, >100 y 1.25 microM, respectivamente. Solo la inhibiciéon del metabolismo de
ciclofosfamida por la tiotepa es clinicamente relevante y podria tener influencia en la

respuesta terapéutica y toxica de la ciclofosfamida (E. de Jonge, 2005c).

Eliminacién

Aunque la principal via de eliminacion de ciclofosfamida es su metabolizacién en
los microsomas hepaticos, existen otras vias de eliminacién secundarias como son la
eliminacién renal o biliar. Asi, en pacientes que reciben ciclofosfamida marcada con
isétopos radiactivos, se ha obtenido una recuperacion en orina del 70% de la actividad
radiactiva administrada, 1.8% en heces y 1.2% en aire espirado. De la actividad
radiactiva recuperada en orina, una pequefa parte corresponde con la excrecion del
farmaco inalterado que, aproximadamente, supone el 10% de la dosis administrada
(Bagley, 1973; Juma, 1979). No obstante, la mayor parte de ciclofosfamida excretada
por la orina esta en forma de metabolitos inactivos, de los cuales la carboxifosfamida
es el mas abundante (Hadidi, 1988b; Busse, 1997).

La excrecion urinaria de ciclofosfamida aumenta tras la exposicion al farmaco

como consecuencia de una menor reabsorciéon a nivel tubular (Bagley, 1973). Este
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hecho, unido a la saturacion de la unién a proteinas plasmaticas y la autoinduccion del
metabolismo, contribuye a explicar la disminucion de la vida media de ciclofosfamida
tras 24-48 horas de tratamiento (Kaijser, 1998).

En el caso de la insuficiencia renal, el aclaramiento de ciclofosfamida es similar al
que poseen los pacientes con funcion renal normal (Bramwell, 1979). Ademas, en
ambos grupos de poblacion no existen diferencias significativas en la incidencia de
toxicidad hematolégica (Grochow, 1983). Por tanto, al igual que en la insuficiencia
hepatica, en la insuficiencia renal no es necesario reducir las dosis a administrar. Sin
embargo, en pacientes sometidos a sesiones de hemodialisis de 6 horas de duracion
la recuperacion de ciclofosfamida en el liquido de dialisis alcanza hasta el 72% de la
dosis administrada. De hecho, estos pacientes presentan una semivida biolégica mas
corta que los pacientes con insuficiencia renal no sometidos a dialisis (Juma, 1981).

Recientemente, Ekhart estudio la alteracion de la farmacocinética de
ciclofosfamida y tiotepa en pacientes con insuficiencia renal moderada; los resultados
sugieren que no es necesario ajustar la dosis de ciclofosfamida en estos pacientes. Sin
embargo, hay que tener precaucion con la tiotepa pues se hay una correlacion entre
exposicion y toxicidad (Ekhart, 2008c).

ll.2. Administracion de Altas Dosis de Quimioterapia.

Desde que Hryniuk en 1986, introdujo el concepto de intensidad de (Hryniuk,
1986a), referido a dosis ajustada al tamafio corporal por semana (mg/m*semana),
cuyo método mas habitual de aplicar es la escalada de dosis, se presentaron una serie
de estudios retrospectivos, que avalaban la importancia de este concepto en el
tratamiento del cancer de mama a la vez que detectaban contradictorios (Hryniuk,
1986b; Hryniuk, 1988). En cualquier caso, la informacion retrospectiva y algunos datos
prospectivos respaldan la opinién de que se debe evitar la reduccién arbitraria de la
intensidad de la dosis (Amador, 2004; Budman, 1998; Pérez-Ruixd, 2000). En efecto,
varios autores informan que los beneficios clinicos de la terapia adyuvante
(supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global) en cancer de mama
disminuyen cuando no se administran las dosis completas predefinidas o programadas
(Bonadonna, 1995; Wood, 1994; Budman, 1998; Colleoni, 1998).
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La quimioterapia intensiva se inicié hace ya mas de 20 afios. Hasta el momento, la
quimioterapia intensiva en varios tumores sélidos parece conseguir una mayor tasa de
respuestas objetivas, pero dada la toxicidad del tratamiento, el alto coste y la
tecnologia empleada, el objetivo final de este tratamiento debe ser exclusivamente el
aumento de la supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad. Por lo
tanto, la quimioterapia intensiva debe realizarse en las situaciones mas favorables: en
pacientes con tumores quimiosensibles en respuesta completa o parcial o como
modalidad adyuvante para aumentar el porcentaje de pacientes curados.

En los tratamientos de intensificacion es necesario distinguir la administracién de
los antineoplasicos a dosis convencionales e intervalos de tiempo mas cortos
(densidad de dosis) de los predeterminados en los correspondientes esquemas y los
tratamientos basados en dosis altas. Estos se caracterizan porque los antineoplasicos
se administran a dosis superiores a las convencionales y obliga en el 100% de los
casos al ingreso del paciente con el fin de llevar a cabo cuidados de soporte
(McCauley, 1996; Gurney, 1993a; Gurney, 1993b).

La intensificacion de dosis con ciclofosfamida ha sido estudiada por los protocolos
B-22 y B-25 del National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP) con
dosis de hasta 1.200 mg/m?, sin soporte y hasta 2.400 mg/m? asociando al tratamiento
el factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF); desafortunadamente no
hubo ventaja significativa ni en la prolongacion de la supervivencia libre de enfermedad
ni en la supervivencia global al compararlas con la dosis estandar de 600 mg/m?
(Fisher, 1997; Fisher, 1999).

En el caso de la doxorrubicina la intensificacion de dosis se realizé con el estudio
C9344 del US Intergroup, asignando al azar a mujeres, con tumores y ganglios
positivos, en tres grupos segln fueran a recibir 60/75/ o 90 mg/m?, respectivamente.
Después del tratamiento se hizo una segunda asignacién aleatoria para recibir
paclitaxel o no recibir ninguna otra terapia y también se les ofreci6 a las pacientes con
tumores de receptores de estrégeno positivos tamoxifeno durante 5 afios. De nuevo no
se encontré diferencia en cuanto a supervivencia libre de enfermedad relacionada con

la dosis de doxorrubicina. En contraste con esta informacién, un estudio canadiense en
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el que se combind epirrubicina con ciclofosfamida y FU-5 (esquema FEC) y se
administré hasta una dosis total de ciclofosfamida de 720 mg/m? durante seis ciclos de
4 semanas cada uno, consigui® en las pacientes una supervivencia libre de
enfermedad (sin recaida) y una supervivencia global superior en comparacién con el
esquema CMF con valores significativos de 63% frente a 53%, P = 0.009 y 77%
versus 70%, P = 0.03, respectivamente (Levine, 1998). La forma en que se ideo el
ensayo no permite determinar si la antraciclina o la intensidad de la dosis es la
responsable de la mejoria en los resultados o si es la combinacion de ambos factores.
De acuerdo con los resultados del estudio Bonneterre J y col la intensificacion de la
dosis de epirubicina conllevo a unas tasas mas altas de supervivencia en mujeres con
enfermedad de prondstico precario (Bonneterre, 2005). Sin embargo, a los 10 afios en
mujeres premenopausicas con ganglios positivos las dosis altas de epirrubicina no

conllevaron un aumento en la supervivencia (Fumoleau, 2003).

En el cancer de mama, el tratamiento basado en la administracion de
quimioterapia a altas dosis y rescate con células precursoras hematopoyéticas surge
como consecuencia de dos ensayos clinicos fase | realizados a mediados de los afios
80 (Peters, 1986; Eder, 1988). Estos estudios se realizaron sobre pacientes
refractarias o en recidiva tras recibir varios esquemas de quimioterapia estandar
previos y el tratamiento consistia en la administracion de 2 o 3 agentes alquilantes en
combinacion (ciclofosfamida, cisplatino, carmustina o melfalan). Los resultados
pusieron de manifiesto la posibilidad de obtener un porcentaje elevado de respuestas
parciales e incluso de respuestas completas. Sin embargo, estas respuestas fueron
escasas, de corta duracion y sin traduccidon en la supervivencia. Estos ensayos
contribuyeron al establecimiento de las dosis maximas toleradas de los citostaticos
administrados y fue el paso previo para el inicio de otros nuevos ensayos, esta vez en
mujeres con enfermedad metastasica. En una primera etapa, la quimioterapia intensiva
con trasplante de médula ésea se realizdé como tratamiento de inicio en un sélo ciclo y
se logré una elevada tasa de respuestas completas y un porcentaje considerable de
supervivencia de larga duracion.

Segun el estudio realizado por Tallman se administraba dosis convencionales con
o sin altas dosis con autotransplante de células autélogas en pacientes con cancer de

mama, se concluye que no habia diferencia significativa en tasa de supervivencia a los
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cinco afnos (Tallman, 2003). El estudio randomizado de Leonard dosis convencionales
v.s. altas dosis se concluia que la dosis alta de quimioterapia no es superior a la dosis
convencional en pacientes con cancer de mama con multiples nodulos implicados
(Leonard, 2004).

El estado actual de la informacion sobre la intensificacion de la dosis en el
tratamiento del cancer de mama sigue situado en el escenario de la polémica ya que
existen cuestiones no resueltas como ¢cual es la influencia de la dosis sobre la
eficacia del tratamiento de intensificacion? y ¢cual es el efecto de la dosis umbral en

términos de respuesta? (Dang, 2005).

El ensayo intergrupal Cancer and Leukemia Group B (CALGB) 9741 comparé, en
un disefio factorial 2x2, el uso de adriamicina (A), ciclofosfamida (C) y paclitaxel (T) de
forma secuencial (AC seguido de T) versus la administracion concurrente (TAC) cada 3
semanas o cada 2 semanas, con soporte de filgrastim en 2005 pacientes pre y
posmenopausicas con ganglios positivos. No se encontré diferencia alguna en cuanto
a la supervivencia libre de enfermedad o global entre las pacientes pertenecientes a
los regimenes administrados de forma concurrente o secuencial. Sin embargo, las
pacientes sometidas al régimen de cada dos semanas mostraron una tasa de
superioridad en cuanto supervivencia libre de enfermedad. (CRI = 0.74; IC 95%, 0.58-
0.93) y supervivencia global (CRI = 0.69; IC 95%, 0.50-0.92), con una diferencia a 3

anos de 3% y 2%, respectivamente (Citron, 2003).

Un metanalisis con 13 estudios (Farquhar, 2005), incluye 2535 mujeres asignadas
a la azar a recibir quimioterapia de dosis altas con autotransplate y 2529 mujeres
asignadas al azar a recibir quimioterapia convencional. Hubo 65 muertes relacionadas
con el tratamiento en el brazo de dosis altas y cuatro en el brazo de dosis convencional
(RR 8.58; IC del 95%: 4.13 a 17.80).

Se realizé otro metanalisis con 13 estudios randomizados que comparaban dosis
altas con convencionales en mujeres con cancer de mama con mal prondstico.
Incluyendo 5064 mujeres, hubo un significante beneficio de supervivencia para el
grupo de altas dosis a los 3 afios (RR 1.19; IC 95% 1.06, 119) y a los 4 afos. (RR
1.24; IC del 95%: 1.03 a 1.50) y a los 5 afios fue estadisticamente significativo (RR
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1.06; IC 95% 1.00, 1.13). Las razones de supervivencia global no fueron
significativamente diferentes en ningun durante el seguimiento. Habia mas muertes
relacionadas con el tratamiento en el brazo de altas dosis (RR 8.58; IC del 95%: 4.13 a
17.80). La morbilidad fue mayor en el grupo con altas dosis pero la diferencia no fue
significativa en la incidencia de canceres secundarios. El grupo con altas dosis
mostraba pero calidad de vida inmediatamente después del tratamiento, pero habia
pocas diferencias en un afio. En conclusién, no hay suficiente evidencia que soporte el
uso de altas dosis de quimioterapia en pacientes con cancer de mama con mal

pronéstico (Farquhar, 2007).

Estas cifras, altamente interesantes, no han permitido cambiar la curva de
supervivencia global de todas las enfermas y por consiguiente, dada la toxicidad del
tratamiento, éste debe todavia considerarse en fase experimental. Asi pues es
necesaria la realizacion de ensayos clinicos fase Il aleatorizados para establecer
conclusiones definitivas y avalar la utilizaciéon de altas dosis de quimioterapia y rescate

de células hematopoyéticas en la practica clinica asistencial.

Los farmacos mas utilizados en el tratamiento de cancer de mama metastasico
son ciclofosfamida, tiotepa, carboplatino o cisplatino y carmustina, se caracterizan por
presentar una gran actividad frente al cancer de mama. Los tipos de quimioterapia
intensiva de consolidacion mas experimentados son: CVP (ciclofosfamida, etopdsido y
cisplatino) del M.D. Anderson de Houston (Dunphy, 1990), CBP (ciclofosfamida, BCNU
y carboplatino) de la Universidad de Durham (Kotesek, 1994), CT (ciclofosfamida y
tiotepa) de la Universidad de Chicago y del Johns Hopkins Hospital (Williams, 1989;
Kennedy, 1991), CCbT (ciclofosfamida, carboplatino y tiotepa) del hospital Dana
Farber de Boston (Antman, 1992). Este ultimo esquema también se denomina STAMP-
V (en inglés, acrénimo de Solid Tumor Autologous Marrow Program), es considerado
como el protocolo de quimioterapia a altas dosis que provoca una menor mortalidad
(5%), gracias a la administracién en perfusion intravenosa continua de 96 horas, asi
como la ausencia de toxicidad pulmonar y renal al no incluir farmacos como la
carmustina y el cisplatino (Antman, 1992; McCauley, 1996). Gast (Gast, 2002), hace
referencia a los beneficios en 11 pacientes con cancer de mama metastasicos tratados

con dosis altas repetidas y trasplantes autélogo. De los cuales, 5 tienen remision
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completa y el resto menos 1 que muere a los 7 meses siguen vivos (Horton, 2000,
Bergh, 2000).

Las mujeres con invasién de 4 o mas ganglios en el momento del diagndstico
presentan un elevado riesgo de recidiva (Cancer de mama de alto riesgo). En efecto,
entre el 65% y el 80% de las pacientes con tumores de mas de 5 cm presentan
recidivas en los primeros cinco afios. Mientras que las pacientes con tumores de
menos de 2 cm y sin afectacion ganglionar tienen tasas de recidivas a los 5 afios que
no superan el 15%. Este hecho justifica la evaluacion de las altas dosis de
quimioterapia y el rescate con células precursoras hematopoyéticas como tratamiento

adyuvante en este grupo de pacientes.

En este sentido, existe un creciente numero de estudios que evaliuan esta
estrategia terapéutica como tratamiento de consolidacion para este grupo de pacientes
(Kotesek, 1994; Peters, 1993). Consideran, como pacientes de alto riesgo, aquellas en
estadios Il y lll que presentan mas de 10 ganglios afectados. El tratamiento estandar
consta de la administracion de quimioterapia adyuvante estandar, basada en la
administracion de antraciclinas, altas dosis de quimioterapia y rescate hematopoyético,
radioterapia y tamoxifeno si la paciente presenta los receptores estrogénicos positivos.
Con esta estrategia, se ha evidenciado que el 71% de las pacientes permanece libre
de enfermedad, comparado con el 28-34% alcanzado en otros ensayos clinicos con

dosis estandar de quimioterapia, tras 5 afos de seguimiento (Peters, 1995).

Aun en el caso que esta modalidad terapéutica demostrara su eficacia todavia no
se dispone de informacion suficiente para evaluar la importancia relativa de los
tratamientos de intensificacion frente a los de altas dosis, asi como los potenciales
pacientes que se beneficiarian de recibir estas alternativas terapéuticas, ni las
implicaciones econdmicas que conlleva, ni los efectos que a largo plazo puede
ocasionar. Tampoco se ha esclarecido cual es el protocolo de quimioterapia 6ptimo a
utilizar en la practica clinica, ni si la administracion de sucesivos ciclos de altas dosis
mejorase la respuesta al tratamiento, en términos de recidivas y de supervivencia
global (McCauley, 1996).
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I11.2.1. Evidencia de la eficacia de la administracion de altas dosis de

quimioterapia.

El tratamiento de tumores solidos con altas dosis de quimioterapia, con o sin
soporte de progenitores hematopoyéticos, es una de las estrategias terapéuticas que
mas expectativas ha creado en el desarrollo oncoldgico de la ultima década. Las altas
dosis de quimioterapia se basan en las hipotesis de que son capaces de vencer la
resistencia a farmacos, erradicar la enfermedad metastasica e incrementar la
proporcion de curacion.

Los primeros ensayos clinicos de quimioterapia a altas dosis en pacientes con
cancer de mama de alto riesgo o metastasis, fueron iniciados en los afos 80. A
principio de los afos 90, Dr Peters William presenta en la sociedad americana de
oncologia clinica los resultados preliminares de los estudios en fase Il en pacientes
con mas de 10 ndédulos axilares positivos (tabla 111.7.) (Peters, 1990). Estos pacientes
fueron tratados con dosis estandares de quimioterapia adyuvante seguidas por un ciclo
de altas dosis agentes alquilantes, con resultados esperanzadores. Estos resultados
impulsaron el entusiasmo por convertir la terapia adyuvante de altas dosis a una

opcién estandar para el tratamiento de cancer de mama de alto riesgo (Antman, 1992).

Tabla Ill. 7 Resultados de altas dosis de quimioterapia adyuvante para cancer de
mama con 10 o0 mas nodulos: Ensayo en Fase II.

Institucion N° pacientes 2 afios 3anos Safos
Milan 67 93 - 56
Universidad de Duke 85 79 71 71
City of Hope 46 73 - -
Universidad de Emory 27 80 - -

- informacion desconocida

En 1998, fueron presentados los resultados preliminares de dos ensayos
randomizados comparados con dosis estandar de terapia adyuvante con FAC o FEC.
The Netherlads Cancer Institute randomizadamente asigna 81 mujeres, con una
afectacion nédulos linfaticos axilar apical tratadas, con 4 ciclos mas un régimen de

altas dosis de FEC o CTCb con ftrasplante, seguido de radiaciéon y 2 afios de
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tamoxifeno. En la mediana de seguimiento de 49 meses, el tiempo libre de enfermedad

y la supervivencia global fueron similares (Rodenhuis, 1998).

Un segundo estudio de la University Texas M. D. Anderson Cancer Centre,
Houston, randomizadamente asigné 78 pacientes a 8 ciclos de FAC con o sin ciclos de
quimioterapia a altas dosis con ciclofosfamida, etopdsido y cisplatino. Con una
mediana de seguimiento que excede los 78 meses, no hubo ventajas para los
pacientes tratados con altas dosis. Este estudio fue cerrado, pues tenia suficiente
poder estadistico (mas del 30%).

En el congreso ASCO celebrada en 1999, se dedicé de forma monografica, a la
exposicion y analisis de 4 trabajos aleatorizados sobre el papel de la quimioterapia a
altas dosis en las pacientes con cancer de mama. El Dr Hortobagi en su intervencion
hizo referencia a la nueva informacién que aportan los ensayos de Peters, Bergh y

Bezwoda junto a las importantes controversias de los ultimos afos (tabla 111.8.).

Tabla 111. 8 Ensayo randomizado de a altas dosis de quimioterapia adyuvante para
cancer de mama primario.

Autor Quimioterapia Quimioterapia Fechas N° Media

de induccion altas dosis de de seg.

centros (meses)
Programada Tipo

Peters Post-cirugia  CAF x 4 C,B,cP 1/91-5/98 40 37
Bergh Post-cirugia FEC x 4 C,Tt, Cb ? ? 24
Bezwoda Ninguno NA C,MX,E ? 1 64

NA: No aplicable; seg: seguimiento; FEC: 5 Fluoruracilo, epirrubicina y ciclofosfamida; CAF: ciclofosfamida,

adriamicina y 5-Fluoruracilo; Mx: metrotrexato; Cb: carboplatino; Tt: Tiotepa; B: BCNU; C: ciclofosfamida.

Esto indicaba la necesidad de cuestionarse la hipdtesis de que un solo ciclo de
quimioterapia, con agentes alquilantes a dosis altas o regimenes similares, como
tratamiento de mantenimiento puede resultar curativo, asi como la necesidad de

explorar en mayor profundidad distintas estrategias como la administracién de altas
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dosis de quimioterapia como terapia o varios ciclos de quimioterapia utilizando dosis

intermedias.

Los ensayos clinicos randomizados “Cancer and Leukemia Group B (CALGB)"
(Peters WP), “SBG” (Bergh), “Dutch” (Rodenhuis), “MD Anderson” (Hortobagyi)
incluyen un total de 1467 pacientes. La mediana de seguimiento fue de 2 a 6.5 afios en
1999. Ninguno de estos estudios mostraron ventajas estadisticamente significativas
para las altas dosis con trasplante (Antman, 1999). De hecho, 2 de los estudios
mostraron una tendencia no significativa a favor de régimen con ftrasplante
(Hortobagyi, 1999). El ensayo “Dutch “ fue él mas grande de todos los estudios
publicados (885 pacientes randomizados) y por tanto, tiene el mayor poder estadistico
para detectar modestas diferencia. La comparacion de 4 ciclos de FEC (una
combinacioén de 5-fluoruracilo, epirubicina y ciclofosfamida) con sus adicionales ciclos
de FEC o con CTCb (combinacion de ciclofosfamida, tiotepa y carboplatino) con
trasplante, radioterapia y tamoxifeno durante 2 afios. En el estudio completo, la
mortalidad fue de 1 de 443 pacientes con dosis estdndar FEC y 4 de 442 con altas
dosis CTCb. Las medianas de seguimiento durante 3 afios, supervivencia libre de
enfermedad y supervivencia global fueron significativamente mejores para las altas
dosis. La mediana de 3 afios de seguimiento, la tendencia fue de (P=0.057) los
resultados fueron favorable a las altas dosis. En un primer analisis de 284 pacientes, la
mediana de supervivencia a los 6 afios, el tiempo libre de enfermedad y la
supervivencia global fueron significativamente mejores para la terapia de altas dosis.
Mostré un 15% en supervivencia libre de enfermedad para altas dosis en el grupo con

seguimiento mas largo.

El ensayo” Scandinavian” participaron 525 pacientes entre los meses de marzo de
1994 y 1998, comparando 3 ciclos de induccién FEC seguidos por un ciclo de altas
dosis CTCb con 6 ciclos de altas dosis moderadamente ajustados FEC (Las dosis en
mg/m? de FEC fueron ajustados a individual tolerancia a 600 de 5-fluoruracilo, 120 de
epirubicina y 1800 de ciclofosfamida por ciclo). Las dosis acumulativas de la terapia
ajustada excedieron en el brazo de pacientes que recibieron altas dosis de CTCb. Por
lo tanto, estos estudios evaluaron las diferencias entre un ciclo de alta dosis con 6

ciclos de quimioterapia de intensificacion. Estos estudios probablemente incluyeran
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algunos pacientes con enfermedad metastasicas (pacientes con médula afectada y

anormal ecografia de hueso fueron incluidas) (Bergh, 2000).

La mediana de seguimiento durante 3 afios, la supervivencia libre de enfermedad
fue significativamente mejorada para los 6 ciclos de la terapia con dosis ajustadas
comparada con 1 ciclo de altas dosis. De los 251 pacientes sobre el brazo de dosis-
ajustadas, 6 pacientes desarrollaron leucemia y 3 mielodisplasia, comparado con
ninguna sobre el brazo de trasplante. La mediana de seguimiento fue sélo de 3 afios
por ello pueden aparecer casos adicionales. Asociando la topoisomerasa la tendencia
a producir leucemia temprana, pero las leucemias producidas por agentes alquilantes
son de tendencia retardada. El trasplante recogido después de 3 ciclos de
quimioterapia es menos perjudicial que la aplicacién 6 ciclos escalados.

Un gran ensayo randomizado apuntaba hacia la confirmacion de los resultados
sugeridos por Bezwoda que se inicio en 1990 y finalizd6 en 1995, cuando se
comparaban las altas dosis a las dosis con el mejor esquema de dosis convencionales.
Antes de que algun ensayo confirmara lo contrario pensaron en la revision de los
estudios realizados por Bezwoda. Un grupo de oncologos de US intergroup hizo una
revision en enero del 2000. De esta revision se pudo ver las multiples controversias del
estudio de Bezwoda que hizo que los resultados no fueran validos. Pues él tergiverso
el grupo control en sus publicaciones. Los resultados de los estudios no deberian ser
utilizados. La revision proporciona una fuerte evidencia de la importancia de las

revisiones de los ensayos clinicos (Weis, 2000).

En la ASCO del 2000 fueron presentados por grupo “Dutch” los primeros
resultados del estudio randomizado de 885 pacientes quienes recibieron FEC a dosis
convencionales (5-FU 500 mg/m?, epirubicina 90 mg/m? y ciclofosfamida 500 mg/m?) 5
ciclos comparado con 4 ciclos de FEC seguido por carboplatino, tiotepa y
ciclofosfamida (CTCb). Los primeros analisis de todos los pacientes no muestran
diferencia significativa alguna en la supervivencia global, muy cerca de ser
estadisticamente significativa para tiempo libre de enfermedad en el caso de los que

recibieron la terapia de trasplante con altas dosis. Sin embargo, en el analisis de un
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subgrupo de 284 pacientes, ha sido descrito un beneficio significativo en la

supervivencia de aquellos pacientes que recibian altas dosis.

Finalmente, Bearman en agosto de 2000 escribe: “ningun estudio fue disefiado
para realizar analisis intermedios”. En el estudio SBG 9401, los ultimos resultados
publicados del fueron 104 recaidas de 251 pacientes tratadas con dosis ajustadas de
FEC respecto a 139 recaidas de 274 pacientes tratadas altas dosis de CTCb
(ciclofosfamida, tiotepa y carboplatino), la media de seguimiento para todos fue 60.8
meses. El tiempo libre de supervivencia fue de 121 y 150 eventos y las muertes de 100
y 121 pacientes, respectivamente. La conclusién fue que este estudio muestra una
mejoria del tratamiento con una dosis ajustadas de FEC en la recaida del cancer de
mama, pero también incrementa la incidencia mieloide grave y mielodisplasia (Wilking,
2007).

En la ASCO, de 2001 fueron presentados los resultados finales del Cancer and
Leukemia Group B 9082 (CALBG9082) (Peters, 1999). Un total de 785 pacientes con
10 o mas nodulos axilares positivos fueron randomizadamente tratadas con
ciclofosfamida doxorrubicina/5FU (CAF) seguido por HDCT con STAMP-I
(ciclofosfamida, cisplatino y BCNU a 5625, 165 y 600 mg/m?, respectivamente) o un
Unico ciclo con los mismos farmacos con intervalos de dosis (900, 90 y 90 mg/m?,
respectivamente). Este control no estandar fue escogido para proporcionar simetria
entre los grupos de tratamiento en todos los aspectos menos en la dosis. Todas las
pacientes recibieron irradiacion en el pecho y las pacientes con receptores estrogeno

positivos recibieron en tamoxifeno durante 5 afos.

La mediana de seguimiento es de 5.5 afios y un 89% de los eventos requeridos
por el analisis, ambos evento libre y supervivencia global fueron equivalentes (tabla lIl.
9). La razén recidiva fue mas alta en el brazo de dosis estandar que en el brazo de
altas dosis, hay un incremento en la mortalidad temprana en los pacientes que reciben
altas dosis. Tratamiento-recaida mortalidad fue claramente relacionado con la edad de
los pacientes y la experiencia del tratamiento del centro 4% en pacientes mas jovenes
de 40 afos vs 14 % en pacientes mayores de 50 afios y 7% mortalidad en centros mas
grandes vs 15% en centros mas pequefios. La mayoria de datos este ensayo muestra

una mayor mejoria en la supervivencia global con un seguimiento mas largo.
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El Instituto Nazionale Tumori, Milan, Italia y el Michelangelo Cooperative Group,
informé de los resultados de 5 afios del ensayo randomizado comparando dosis
estandares con HDCT en 382 pacientes con 4 o mas ndédulos afectados (Gianni,
2001).

Tabla Ill. 9 Ensayo randomizado a altas dosis de quimioterapia vs dosis
convencionales.

Dosis estandar HDCT
Eventos libres de enfermedad (%) 60 61
Supervivencia global (%) 72 70
Recaida (%) 391 28.9
Muertes por tratamiento 0 32

HDCT: Altas dosis de quimioterapia.
Todas las pacientes recibieron tamoxifeno durante 5 afios a pesar del estado de
receptores. Las HDCT no mejoraron de la progresion libre de enfermedad o la

supervivencia global (tabla 111.10).

Tabla I1l. 10 HDCT vs Epirrubicina/ Ciclofosfamida, Metrotrexato, Fluoruracilo: no
diferencias en la supervivencia.

ET y CMF(n=197) HDCT(n=185)

Supervivencia libre 62 65
Supervivencia global 77 76

HDCT: Altas dosis de quimioterapia; ET: Epirrubicina;CMF: Ciclofosfamida, metrotrexato y Fluoruracilo

A pesar de la avalancha de datos publicados sobre este aspecto y de una
tendencia hacia una mayor efectividad de la quimioterapia de intensificacién, no
existen ensayos clinicos aleatorizados que permitan evidenciar la superioridad de este
tipo de tratamientos y avalen su utilizacion en la practica clinica, especialmente por los
resultados controvertidos recientemente aparecidos desde Europa (Amador, 2004). El
estudio de Quintela (Quintela-Fandino, 2006), con 84 pacientes con cancer de mama
de alto riesgo tratadas con quimioterapia adyuvante, STAMP V y seguimiento de 64

meses (5.3 afnos), informa de 45 recaidas y 35 muertes.
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111.3. Analisis Farmacocinético

Entre los factores que pueden explicar la distinta respuesta clinica en los pacientes
se encuentra la variabilidad inherente a los procesos farmacocinéticos y
farmacodinamicos, cuyo analisis y manejo en el paciente, constituye un reto para los
profesionales sanitarios. De hecho, para muchos farmacos, sigue sin ser posible
predecir el resultado clinico de su administraciéon con relacién a su comportamiento

cinético y dinamico.

Clasicamente, el establecimiento de una pauta posologica se ha basado en las
relaciones dosis-respuesta. La relacion existente entre la respuesta farmacodinamica y
la dosis ha merecido la atencién de numerosos estudios, con objeto de predecir cual
sera la respuesta clinica del paciente ante la administracion del medicamento (Sambol,
1989). Sin embargo, las limitaciones en la interpretacién de las curvas dosis-respuesta
justifican la necesidad de profundizar en el estudio de la relacién entre la concentracion
del farmaco y su efecto farmacolégico. Este objetivo se alcanza de forma mas directa
cuando se estudia la relacion existente entre la concentraciéon de farmaco en el
organismo y su respuesta clinica que, cuando se hace con respecto a la dosis-
respuesta ya que, para definir las bases cientificas de la farmacoterapia,
generalmente, se requiere hacer referencia a la evolucion temporal de sus

concentraciones plasmaticas (Holford, 1995).

En el campo de la oncologia, una caracteristica principal del tratamiento
farmacologico antineoplasico es la variabilidad en la respuesta clinica deseada. Las
razones o determinantes de esta variabilidad se han tratado de fundamentar en los
complejos procesos intracelulares y en los mecanismos de accion y resistencia de los
citostaticos por lo que, la potencial relacion de la dosis con la respuesta todavia se
sigue utilizando como criterio para predecir la respuesta en el paciente oncoldgico
(Grochow, 1998; Gurney, 1996). Pero, el concepto probabilistico de la dosis-respuesta
se encuentra practicamente superado en base a que, la variabilidad en los procesos
que acontecen, por tanto es multifactorial y no soélo explicable por la dosis. En

pacientes diagnosticados de cancer la consecucion de resultados 6ptimos presenta,
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una barrera adicional derivada del estrecho indice terapéutico que presentan la
mayoria de los farmacos antineoplasicos. Esta circunstancia supone una dificultad
afadida para definir la dosis 6ptima que, no obstante, siempre implica un riesgo de
toxicidad en el paciente oncologico superior al inherente en el tratamiento

farmacoterapéutico de otras enfermedades.

El interés por conocer y cuantificar las distintas fuentes de variabilidad en la
respuesta farmacoldgica se fundamenta en la hipétesis de que, reducir variabilidad en
la disposicion por el organismo a los antineoplasicos es disminuir variabilidad en su
respuesta clinica, tanto en términos de eficacia como de toxicidad y calidad de vida de
los pacientes (Jiménez, 1999). El analisis farmacocinético y farmacodinamico en
amplios grupos de poblacién ha puesto de manifiesto que la amplia variabilidad
interindividual en el comportamiento farmacodinamico de los pacientes, en la mayoria
de los casos, es superior a la variabilidad farmacocinética. Un ejemplo de este hecho

se evidencia en los analgésicos opiaceos (Levy, 1998).

El analisis farmacocinético y farmacodinamico se basa en el desarrollo de modelos
capaces predecir la pauta posologica éptima que debe recibir un paciente. Un modelo
es una funcién matematica que realiza una descripcion simplificada de un aspecto
concreto de la realidad. Y como tal funcion matematica, esta compuesta por una
variable dependiente, que en los modelos farmacocinéticos habitualmente es la
concentracion de farmaco y en los dinamicos es la respuesta del efecto farmacolégico;
una o0 mas variables independientes, como es el tiempo en los modelos
farmacocinéticos y la concentracion del farmaco en los modelos dinamicos; una o mas
constantes, como la dosis en los modelos farmacocinéticos y el efecto farmacolégico
basal en algunos modelos farmacodinamicos y uno o mas parametros, cuyo valor
permite evaluar las propiedades intrinsecas del farmaco estudiado en relacién con
otros principios activos. Los términos volumen de distribucion y aclaramiento son
parametros tipicos de los modelos farmacocinéticos y el efecto farmacolégico maximo
y la concentracién de farmaco que produce la mitad del efecto maximo son parametros

tipicos de los modelos farmacodinamicos.

En esta Memoria, el término modelo farmacocinético se emplea para describir la
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evolucion temporal de las concentraciones del farmaco en el organismo, la
denominacion modelo farmacodinamico se utiliza para describir el efecto farmacolégico
en funcién de las concentraciones del farmaco en la biofase y los modelos
farmacocinéticos-farmacodinamicos quedan restringidos para describir la relacion entre
las concentraciones en plasma y en biofase cuando ambas no se encuentran en

equilibrio.

111.3.1. Modelos farmacocinéticos

[11.3.1.1. Administracion intravenosa de medicamentos en perfusion continua

En algunas ocasiones se busca la incorporacién del farmaco al organismo mediante
una cinética de orden cero a través de la administracion en perfusion intravenosa
continua a velocidad constante, k;,. En este caso, las curvas concentracion-tiempo
generadas con este método de administracion se caracterizan por alcanzar y mantener
una concentracion unica y practicamente constante, durante el tiempo en que se mantiene

el tratamiento. Las expresiones diferenciales se expresan en las ecuaciones Ill.1 y 111.2:

d—C=ko—ke| -C Ecuacion 11, 1
dt

dC .,
E=ko—ke|-c-k12~C+k21~P Ecuacién I11. 2

Las curvas de nivel plasmatico tras la administracion intravenosa en perfusion
continua presentan dos tramos muy bien delimitados que resultan de la superposicion de
los procesos de incorporacion de orden cero y eliminacion de orden uno para el modelo
de distribuciéon monocompartimental y originan los perfiles concentracion plasmatica-

tiempo que se muestran en la figura I11.3.
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Figura 111. 3 Curvas de concentracién plasmatica-tiempo, a escala semilogaritmica,
obtenidas mediante perfusion intravenosa a velocidad constante de farmacos
monocompartimentales, tanto si se alcanza (derecha) o no (izquierda) el estado
estacionario antes de finalizar de la perfusion intravenosa (Jiménez, 1997).

El tramo inicial es ascendente y convexo, que resulta de la incorporacion y
desaparicion del farmaco y se denomina, en general, fase de absorcion. Durante esta
fase el perfil de las curvas es bastante similar, tanto para farmacos
monocompartimentales como bicompartimentales; sin embargo, las ecuaciones que
definen el perfil temporal de la concentracién del farmaco son totalmente diferentes.
Asi, la ecuacién que representa la concentracion de farmaco a cualquier tiempo, f,
desde el inicio de la perfusion intravenosa en el modelo monocompartimental se

corresponde con la ecuacion 111.3:

Ct:&(l-e'kel-t) Ecuacion 111. 3
Kel"Vd

Si la perfusion intravenosa se mantiene un tiempo suficientemente grande, la
concentracion del farmaco se hace practicamente constante y se obtiene la denominada
meseta o concentracion en estado estacionario, C,. En efecto, para farmacos
monocompartimentales, la exponencial €*** de la ecuacion 111.3 se reduce a cero y esta

ecuacion se transforma en la ecuacion 11.4.
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— kO — K0 — KO
Co=—t=—2_=—0
kel kel'Vd Clp

Ecuacion Ill. 4

Cuando se interrumpe la perfusion intravenosa aparece el segundo tramo de la
curva que se caracteriza por ser descendente y concavo. Este tramo se debe sélo a
los procesos de eliminacién para un modelo, el modelo monocompartimental y es
independientemente de si se ha alcanzado o no el estado estacionario. La curva de la
concentracion de un farmaco monocompartimental a cualquier tiempo, t, posterior al
tiempo de perfusion, T, queda definida por las ecuaciones 1.5 y 1I1.6, segun se haya
interrumpido la perfusién intravenosa sin haber alcanzado la concentracion asintética o

habiéndose alcanzado, respectivamente.

C=Ko (1_ kel T). gkel (t-T) Ecuacién I11. 5
el

C=Cw-e'k9|(t_T) Ecuacion 111. 6

111.3.1.2. Modelos farmacocinéticos no lineales

Aunque en la mayoria de los farmacos los procesos de absorcion, distribucion y
eliminacion son lineales, existen algunos principios activos en los que estos procesos
son no lineales. En este caso, la cinética que mejor describe los pares de valores
concentraciéon-tiempo es de orden mixto. En este apartado se considera Unicamente la
no linealidad en la fase de eliminacién, ya que la mayor parte de los procesos
saturables descritos conciernen al metabolismo. En un farmaco con caracteristicas de
monocompartimentalidad que se administra por via intravenosa en bolus y se elimina
solo por metabolismo saturable, la concentracion del farmaco cambia con el tiempo de

acuerdo con la cinética mixta que expresa la ecuacion de Michaelis-Menten:

dC _ _Vmax C ; donde Vi = Vinax Ecuacion 111. 7
dt  Ky+C Vg
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La representacion grafica de la eliminacién del farmaco en funcién de la
concentracion del farmaco segun la ecuacion de Michaelis Menten origina el perfil que

se muestra en la figura II1.4.

0,14

0,10

0,06

0,02 T

Velocidad de eliminacién (mg/h)

0,00 T T T T
0 20 40 60 80 100
Concentracion plasmatica (mg/L)

Figura I11. 4 Representacion grafica de la velocidad de eliminacion frente a la
concentracion plasmatica de un farmaco que se elimina, exclusivamente por
metabolismo hepético, de acuerdo con una cinética de Michaelis-Menten
(Jiménez, 1997).

En la expresion anterior V., representa la velocidad maxima de eliminacién por
metabolismo (cantidad/tiempo) y K,, es la constante de Michaelis-Menten, es decir, la
concentracion a la cual la velocidad de eliminacion es la mitad de la velocidad maxima,
C es la concentracion del farmaco a cualquier tiempo, V.., €s la velocidad maxima de
eliminacion expresada en unidades de concentracion/tiempo y V, es el volumen de

distribucion del farmaco en el organismo.

Es de gran utilidad clinica predecir el tiempo que tardara una concentracion inicial
dada (Cy) en reducirse a un determinado valor de interés (C). De este modo, se puede
definir el tiempo 50% como el tiempo necesario para que la concentraciéon plasmatica
se reduzca a la mitad (fs0%,). En los procesos de orden uno este tiempo coincide con la
semivida bioldgica, la cual es constante e independiente de la dosis administrada. Sin
embargo, en los procesos no lineales dicho tiempo depende de la concentracion

plasmatica que se alcance, C,, segun la expresion III.8.
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C

~04+0.693-K,
2

t50% = Vv

max

Ecuacion 111. 8

La figura 111.5 representa la no linealidad del tsy4, aclaramiento plasmatico (Cl,) y

AUC en funcion de la dosis administrada ola concentracién plasmatica.
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Figura I1l. 5 Representaciones graficas que ilustran la no linealidad del tsq,
Cl, y AUC en funcion de la dosis administrada o la concentracion plasmatica

(Jiménez, 1997).

Del mismo modo que ocurre con el tsq9, €l aclaramiento es dosis-dependiente y

segun su definicion, cociente entre la velocidad de eliminacion y la concentracion

plasmatica en el mismo momento, la expresion del aclaramiento es la siguiente:
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Vim

Cly=—"—"
Kn+C

Vy Ecuacion I11. 9

Como muestra la ecuacion 1I.9. el aclaramiento disminuye cuando aumenta la
concentracion plasmatica. No obstante, es habitual el hecho de considerar como
representativo del proceso el aclaramiento medio correspondiente a la administracion
de una dosis Unica, que obliga a considerar la concentraciéon media de farmaco, de

acuerdo con la ecuacion 111.10:

- V .
Cl, =1~ Ecuacién 111. 10
Kn+C
A diferencia de los procesos lineales, el area bajo la curva de concentracion
plasmatica aumenta de forma desproporcionada al incrementar la dosis (figura 111.5), tal
y como se desprende de la funcién parabdlica que representa la ecuacion 111.11:
D D

AUCy =——— | —+Kp, Ecuacion 111. 11
Vg Viax \ 2-Vyg

111.3.1.3. Modelos Autoinduccion Enzimatica

La variacién interindividual de P450 causa diferencias en el metabolismo de los
farmacos en general. De esta manera, algunos individuos responden mejor al
tratamiento, dependiendo de si se produce una mayor o menor cantidad de enzimas
P450 especificas en sus organismos y de si el sustrato que se metaboliza es activo por
si mismo o si por el contrario, se activa a través de la reaccion catalizada por la enzima
P450. Segun el consenso general, las dos principales causas que provocan la
variacion interindividual del metabolismo de los farmacos son: los polimorfismos
genéticos y la induccion o inhibicion enzimatica debida al suministro concomitante de
otros farmacos, factores ambientales o al mismo sustrato (Bruno, 2007; Mcfadyen,
2004).

Los niveles y la actividad de ciertas subfamilias P450 varian de un individuo a otro,
siendo la induccién o inhibicion de estas enzimas uno de los factores fundamentales.

En efecto, se ha demostrado que ciertas subfamilias pueden ser inducidas o inhibidas
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después de la exposicion de los individuos a farmacos, que se suministran
concomitantemente, compuestos enddgenos, compuestos exdgenos o por
autoinduccion de farmacos. Asi, la induccidn o inhibicion de enzimas P450 tiene un
impacto positivo o negativo en la farmacoterapia, dependiendo de las caracteristicas
de los metabolitos obtenidos en la biotransformacion de farmacos.

Se han estudiado los efectos de la inhibicién enzimatica de la citocromo CYP3A4
ocasionada por la naringinina (compuesto encontrado en el zumo de frutas citricas) y

su forma aglicona.

El efecto contrario se observa con los inductores de las enzimas CYP3A4 y
CYP2C8 la dexametasona, el fenobarbital y la rifampicina (Bruno, 2007) (Figura 111.6).
El efecto inductor sobre CYP3A4 es negativo para farmacos antitumorales como el
paclitaxel, docetaxel, vincristina y videstina, porque produce un incremento en
metabolitos con pocas propiedades antitumorales, causando la eliminaciéon mas rapida
del farmaco. Por otro lado, la induccién de CYP3A4 produce un efecto positivo sobre la
actividad de pro-farmacos como la ifosfamida y ciclofosfamida porque se produce
mayor cantidad de metabolitos con propiedades antitumorales.

Algunos estudios indican que los taxanos tales como el paclitaxel, incrementan
considerablemente los niveles de CYP3A4 (Figura 1Il.6) al activar los genes que
codifican para esta enzima. El efecto resultante en este caso es la induccion de la
propia degradacion del paclitaxel, disminuyendo asi su efectividad terapéutica (Nallani,
2004; Synold, 2001). CYP3A4, la mas abundante de las enzimas P450 en higado
humano, esta relacionada con el metabolismo de cerca del 60% de los farmacos
actualmente conocidos y es muy proclive a ser inhibida por una variedad de farmacos,
tales como: claritromicina, eritromicina, isoniazida, tamoxifeno, irinotecano, ritonavir,
delavirdina, verapamilo, diltiazem, gestodeno y raloxifena (Thummel, 1998; Zhou,
2005) (Figura I11.6).

El efecto producido por la inhibicién de la actividad enzimatica de las enzimas
P450 sobre el metabolismo de agentes antineoplasicos en general tiene
consecuencias negativas ya que puede generar un incremento riesgos o de la
toxicidad de los agentes antineoplasicos, en especial cuando algunas isoenzimas P450

producen metabolitos capaces de unirse covalentemente a enzimas P450,
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inhibiéndolas. Esta inhibicion también puede conducir a una disminucién o interrupcion

de la produccion de metabolitos con propiedades citotdxicas, en el caso de los pro-

farmacos.

/)] 0 .
dexametaxqna o o 8lquercentina
fenobarbital - - - - - - - - - - - - T m - T e £] timetoprin
rifampicina S gemfibrozil

6 ahidroxipaclitaxel
3" hidroxipaclitaxel
dihidralazina
verapamil
"""" y diltiazem
1
1
r========== | Fo=========== ;‘ """" d-- - |
componetes de la dieta [antibacteriales] [esteroides sex. y receptores] [anti-VIH
naringerin dexametaxona claritromicina gestodena ritonavir
aglicone fenobarbital  eritromicina raloxifena delavirdina
rifampicina isoniazida

Figura I11. 6 Biotransformacion del paclitaxel, agentes inductores (+) e inhibidores (-)
de las enzimas CYP2C8 y CYP3A4.

En la bibliografia podemos encontrar diferentes modelos que intentan explicar
estos fendmenos de autoinduccion. Aspectos a tener en cuenta el los modelos de
autoinduccion enzimatica:

1) La parte del modelo “turnover” que deberia ser afectada por el agente
inductor. La tradicional revision del mecanismo de induccion enzimatica es a
través de la sintesis de novo (Levy, 1979; Okey, 1990; Chien, 1997); por ello
la mayoria de modelos de induccién son descrito como la estimulacion de
produccion de enzima (Boddy, 1995; Hassan, 1999; Magnusson, 2008).

En la figura IIl.7 se representa el modelo de autoinduccidon descrito por
Hassan para la ciclofosfamida. Las ecuaciones diferenciales 111.12 a la Ill.14

describen el modelo descrito (Hassan, 1999).
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lkenz'“ +5¢-[CP]) ki = QIV,
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Kz = QIV,
CL,s [ENZYME] CLen
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4-OH-CP
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Figura I1l. 7. Esquema de presentacion del modelo de dos compartimentos para la
ciclofosfamida (CP) y dos vias de eliminaciéon un aclaramiento inducible (Cl;,¢) y un
aclaramiento no inducible (Cl,,,), un compartimento para la 4 hidroxiclofosfamida (4-
OH-CP) lincado con la via inducible y un aclaramiento (CL4.on.cp) Y Un compartimento
para el enzima con una cantidad de enzima [ENZYME]. La concentracion de
ciclofosfamida estimula la velocidad de produccion del enzima de manera lineal
(1+Scp-CP) y la cantidad de enzima afecta al aclaramiento inducible de ciclofosfamida
(Cling'[ENZYME]).

dC
L =K, —g+g—CIin -CP[ENZYME]-CI, -CP Ecuacion 1. 12

dt Vv,V

d[ENZYME] _

at o - (L+Sgp -CP) =K, Ecuacion 111. 13

d4od_:'cp = Cl,, -CP-[ENZYME] ~Cl, o, ¢ -40HCP  Ecuacion Iil. 14



Antecedentes 63

En la figura 11l.8 se representa el modelo de autoinduccion descrito por
Mangnusson para la carbamacepina. Las ecuaciones diferenciales I11.15 a la

111.18 describen el modelo descrito (Magnusson, 2008).
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Figura Ill. 8. La estructura de los submodelos a) de la carbamazepina y midazolam y
b) cafeina. La linea continua representa los flujos entre los compartimentos. La linea
discontinua representa donde la cantidad de enzima afecta a las velocidades de cada
compartimento: Carbamazepina (CBZ), carbamacepina-10,11-epoxide (CBZ-E),
Midazolam (MDZ), Cafeina (CAF) y paraxantina (PX). K, es la constante de velocidad
“turnover” asociada con los diferentes procesos de induccion.

induction = IND,,, - CBZ,,, Ecuacion Il1. 15

induction = INDg,,,. - Acg; Ecuacion Il1. 16

INDMAX ) Acsz
Km,induction + ACBZ

induction = Ecuacion I11. 17

d . .
A‘(Ejntzym = R,,(L+induction) — K, - Ag,,ye Ecuacion 11l. 18

Las funciones evaluadas: modelo de paso (Ecuacion 111.15), modelo lineal
(Ecuacién I11.16) y modelo no lineal (Ecuacion 111.17). INDyax es la maxima
induccion, CBZ,, es 1 o 0, dependiendo de la presencia del inductor, Acg; es
la cantidad de los inductores, IND g6 €Sta relacionado Acgz para la magnitud

de la induccion y K, induction €S la cantidad de inductores correspondientes a la
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mitad de la maxima induccién. El curso del tiempo de induccion es descrito por
un modelo “tunrover” (Ecuacion 111.18), donde R;, es la velocidad de
produccion de orden 0, K, ;es la constate “turnover” de velocidad de de primer
orden, Agnyme €S la cantidad de enzima.

Sin embargo, un incremento de concentraciéon de enzima puede también ser el
resultado de un disminucién en la eliminacién de enzima a través de la
estabilizacion de proteinas, que fue el caso de la ifosfamida del modelo de
Kerbusch (Kerbusch, 2000).

En la figura 11l.9 se representa el modelo de autoinduccion descrito por
Kerbusch para la ifosfamida. Las ecuaciones diferenciales [11.19 a la 21

describen el modelo descrito (Kerbusch, 2000).

Dose Kenz. n

Figura I11. 9. Modelo farmacocinético de la ifosfamida con autoinduccion. A1 es la
cantidad de ifosfamida en el compartimento 1 descrito como la entrada de la dosis y
salida del un aclaramiento aparente (CL,p,) dividido por el volumen de distribucion (V).
A2 es la cantidad de enzima relativa en el compartimento 2 hipotético donde se
determina la constante de velocidad de formacién (Ken.in) ¥y la constante de velocidad
de degradacion (Ken.out)- La linea discontinua representa el efecto de enzima (A2)
sobre la velocidad de eliminacion de ifosfamida (CL,,,/V) y el efecto del ifosfamida
sobre la degradacion del enzima (Kenz out)-

d(ft& =R _(CIapp -Cp) Ecuacion I11. 19
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Clapp =CI-A, Ecuacion I11. 20

%«

dt enz,in Kenz,out'AZ'(l_i) Ecuacion 111 21

Cp+1C50

Al no conocer la cantidad real de enzima en su compartimento se considera
valor 1 (fraccién del valor basal igual a 100%); consecuentemente, la
constante de formacion (Ken.in) S€ iguala al producto constante de eliminacion
enzimatica (Kenzout) POr la cantidad de enzima (Enz basal). (Ecuacién 111.22. a
1.24.).

L B

ot enz.in = Kenz’out-A2 Ecuacion I11. 22

Kenz,in = Kenz,out'AZ,basal Ecuacion Ill. 23

Al considerar el valor basal de A,=1 resulta que Kgnzin=Kenz,out-

ddAtz = Kenz,out o Kenz,out'Az'(l_ Cp Cp ) Ecuacion I11. 24

+1C50
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I11. 10. Perfiles farmacocinéticos de ifosfamida simulados después de

administracion en infusién i.v. continda de 72 h de 10 g (linea punteada) y 20 g (linea)
de ifosfamida en paciente basada en los parametros poblacionales encontrados

2)

La forma de la relacién entre el agente inductor y la magnitud de la induccion.
La magnitud de la induccion del enzima depende de la concentracion de
componente inductor, segun la relacién lineal, como el modelo de
autoinduccion de la ciclofosfamida (Hassan, 1999), una relacién no lineal
como la ifosfamida (Kerbush, 2000) y la ciclofosfamida (Huitema, 2001; E. de
Jonge, 2005a). Hay también ejemplos de modelos donde la induccion
completa existe en presencia del inductor y no hay induccion en su ausencia,
como la autoinduccién de la fenitoina (Frame, 1998).

En la figura 1ll.11 se representa el modelo de autoinducciéon descrito por
Huitema para la ciclofosfamida. Las ecuaciones diferenciales que describen el

modelo se encuentra en la figura I11.12 (Huitema, 2001).
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Figura I1l. 11. Representacion grafica del modelo final de CP y HCP.
Aclaramiento de CP con dos vias, via no inducible (Cl,,,) y una via inducible
(Cling) que principalmente forma HCP. Cl,4 es mediado por la cantidad de
enzima activo del compartimento hipotético que es incrementado por CP (Ken,)
causando autoinduccion y reversiblemente inhibida por la tiotepa (ki ¥ Kact
respectivamente).

Compart-ment  Differential equation describing compartment

L dACP) _p_ Cloen A(CP) - Cling A(ENZ)x A(CP)fort = T,
dt Ver Vep ;
dACP) _ _Clon , acp)—Chis o AENZ) X A(CP) for t > Ty
HCP GAHCP) _ Cling . A (ENZ) x A(CP) - kyep X AHCF)
dt Vep
Active enzyme  dA(ENZ,,) _ [CP]
Inactive enzyme  dA(ENZ,.q) _ .
pool (ENZinact) ""—&'tﬁ' = Kags X[TT]" A(ENZ ) = Kiss X A(ENZigaey )
Figura Il1l. 12. Ecuaciones diferenciales de transporte de masas de varios

compartimentos para el modelo CP y HCP.
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En la figura I1.13 se representa el modelo de autoinduccién descrito por E. de
Jonge para la ciclofosfamida. Las ecuaciones diferenciales que describen el

modelo se encuentra en la figura Ill.14 (E. d Jorge, 2005a).

lTT infusion

Kis
—

t
kdlb&@ Clnd Clnur
V?nCFcp @ VioHoP™
kz{_; /—\
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r‘zDCECF lk\doHCP-F’M centr /3 per
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Veu l
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Figura Ill. 13. Representacion del modelo farmacocinético de ciclofosfamida (CP) y
sus metabolitos  4-hidroxiciclofosfamida (4OHCP), “-decloroetilciclofosfamida
(2DCECP) y mostaza fosfamida (PM) y la interaccion con tiotepa (TT) (centr,
compartimento central; per, compartimento periférico; ENZ .ot Y ENZ;ihaet €nzima activo
e inactivo relacionados con el metabolismo de CP; ENZ1 enzima relacionado con el
metabolismo de TT; ENZ 3 enzima relacionado con el metabolismo 2DCECP.
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(.'Umpalrll‘n-enl Differential Equation
I TT cenal d"d:” R—C];%XA[UXAH?)—C];—TXA[U*klsXA[U-FkS\XA[-‘_')
2 T central d’\dfz) ﬂ;ﬂxmnx A(12) —kag % A(2)+ ke % A(6) —kr X A(2)
3 CP central d"\d:n R—0.75% (‘L‘:’ * A(NKA0)—0.20x c\':‘: X A(3)-0.05 c\':: X AG) KA~k X AD+kn XA
4 4OHCP central d’\dfq) 0.75 % (\Ll‘: # A3 A (10) — Keomcp-pa % A(4)
S TT peripheral d"d:” s X A(1) — kst X A(5)
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t Vep
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12 ENZY d’\d‘[m Kengz — kena X (1 7Mj % A(12)
L ENZ, dAd([lli ks 0.012(3-,][&.'12]

TT = thiotepa, T = tepa, CP = cyclophosphamide, 4O0HCP = 4-hydroxycyclophosphamide, 2DCECP = 2-dechloroethy leyclophosphamide, PM = phosphommide mustard, R = rate

of infusion

“Concentrations of 0.01 pmol/L were very low compared to plasma concentrations of CP recorded. Therefore these processes were modeled as ‘on-off” phenomena.
*Initial value of these hypothetical enzyme compartments is 1

Figura Il1l. 14. Ecuaciones diferenciales de transporte de masas de varios
compartimentos para el modelo TT, CP, 4OHHCP, PM y 2DCECP.

Como manejar la presencia de un tiempo de latencia. La presencia de un
tiempo de latencia para la iniciacion de la induccién ha sido observada en
varios estudios. Un mecanismo sugerido de tiempo de latencia es la cadena
de eventos requeridos para la sintesis de proteinas. Por tanto, un modelo de
transduccion puede ser un apropiado modelo, esto fue hecho en modelo de
autoinduccion de artemisinin por Gordi y Elsherbiny (Gordi, 2005; Elsherbiny,
2008). Sin embargo, los modelos mas empiricos, donde la autoinduccién no
ocurre hasta un tiempo de corte, ha sido usados por Boddy (Boddy, 1995) y
Frame (Frame, 1998).

En la figura 111.15 se representa el modelo de autoinduccion descrito por Gordi
para el estudio de las propiedades inductivas de antimalarico artemisinin
usando mefentoina como prueba para la actividad enzimatica de CYP2B6 y
CYP2C19 (Gordi, 2005).
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Figura I11. 15. El diagrama representa el modelo de induccion aplicado a la
concentracion de artermisinin en saliva.

En la figura 11l.16 se representa el modelo de autoinducciéon descrito por
Elsherbiny para el estudio de las propiedades inductivas de antimalarico
artemisinin usando mefentoina como prueba para la actividad enzimatica de
CYP2B6 y CYP2C19 (Elsherbiny, 2008).
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Figura I11. 16. Integracion del modelo farmacocinético enzima “turn-over” de S-
mefentoina y sus metabolitos S-nirvanol y S-4-hidroximefenitoina. Los diferentes
fenotipos (EM, IM y PM) del CYP2C19 inducen la formacion S-nirvanol y S-4-
hidroximefenitoina. Fy, es la biodisponibilidad de S-mefentoina. Ka es la constante
de absorcion de S-mefentoina. CLoysy Clone SOn los aclaramientos de formacion
y eliminacion S-4-hidroximefenitoina, respectivamente. Ky.+1 y Ky SON la constante
de formacion del S-nirvanol en los EMs/IMs y PMS del CYP2C19. CLy. es el
aclaramiento de eliminacion de S-nirvanol. V., Vou.c ¥ Vne SON los volimenes de
los compartimentos centrales de S-mefentoina, S-4-hidroximefenitoina y S-
nirvanol, respectivamente. Vy.p1/Vipz, Vorp Y Vip SON l0s volimenes periféricos de
S-mefentoina, S-4-hidroximefenitoina y S-nirvanol, respectivamente. QM-1/QM-2,
QOH y QN son los aclaramientos intercompartimentales de S-mefentoina, S-4-
hidroximefenitoina y S-nirvanol, respectivamente. Kenz(n) es la constante de
velocidad de produccién y degradacion de los enzimas.
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4)

Que datos usar para la medida de la induccién enzimatica. Hay diversas
fuentes de datos para desarrollar los modelos de induccion. La mayoria datos
comunes a las concentraciones plasmaticas del farmaco afectado por la
induccion. Cualquier farmaco afectado puede ser el mismo el causante la
induccion ej. Autoinduccién o afectados por otros inductores como el modelo
de fenobarbital-nortritilina (von Bahr,1998), donde el cambio en la velocidad de
eliminacion de nortritilina sobre el tiempo fue usada como medida de induccion
enzimatica. Algunas veces los datos de los metabolitos pueden ser usados
para describir la induccién enzimatica, como el modelo presentado por Hassan
(Hassan, 1999), donde los datos de metabolitos del paso de induccién
metabdlica estan disponibles. Fuentes alternativas de datos pueden ser
generadas a partir de estudios in vitro, donde la concentracion es medida
utilizando tiempo real PCR o incubacién con marcadores funcionales. La
investigacion realizada por Bomhard (Bomhard, 1998), donde las actividades
de varios enzimas del citocromo P450 fue medida siguiendo el tratamiento del
diclobenceno. El estudio realizado por Magnusson en incubados de
microsomas de rata que habian varias administraciones de fenitoina. En la
figura 111.18 se representa el modelo de autoinduccion descrito por Magnusson

para el fenobarbital en ratas (Magnusson, 2006).
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Figura Il1l. 17. El diagrama describe un compartimento para la fenitoina (PB) y 8
compartimentos de actividad enzimatica. La PB reduce la formacion 2a y 16 aOHT.
Induce la formacion de resorufin y 23, 6a 'y 163-OHT.

ll.4. Analisis Cinético y Dinamico Individual

Tras la administracion de un farmaco a un paciente, la determinacion de sus
parametros cinéticos y dinamicos es la etapa crucial para desarrollar con garantia de
éxito la individualizacion posoldgica. Este hecho exige la obtencién y el analisis de las
concentraciones del farmaco y la medida de sus efectos farmacoldgicos. En
condiciones de maxima eficiencia, se exige establecer una estrategia de toma de
muestras (o disefio experimental) que garantice la estimacion 6ptima de los parametros

cinéticos y dinamicos (D’Argenio, 1981).
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111.4.1. Datos experimentales y datos observacionales

En los ultimos afos se han propuesto una amplia variedad de métodos para
caracterizar el comportamiento farmacocinético o farmacodinamico en wuna
determinada poblacién. Estos métodos han permitido cuantificar el comportamiento
poblacional, no solo mediante la utilizacion de datos experimentales procedentes de
estudios controlados, sino también con datos observacionales procedentes de la
monitorizacién clinica asistencial. La disponibilidad de datos experimentales u
observacionales va a condicionar el método de estimacion a utilizar en la

caracterizacion del comportamiento cinético y dinamico en una poblacién (tabla [11.11.)

Tabla 1Il. 11. Ventajas e inconvenientes de los datos experimentales vy
observacionales.

Datos VENTAJAS INCONVENIENTES

-Gran numero de datos
-Disefio experimental optimo ~ -NUmero limitado de individuos

-Tiempos de dosificacion y -Individuos no tributarios de

Experimentales . L
extraccion controlados tratamiento farmacolégico

-Posibilidad de aplicacion de  -Alto coste
métodos de estudio estandar

-Numero limitado de datos por
paciente

-Posibles errores en tiempos de
dosificacion y extraccion de
muestras

-Disefo de dosificacion y
extraccion de muestras pobre
-Posible sesgo de variables
concomitantes desconocidas
-Necesidad de programas
complejos

-Individuos representativos de
la poblacién a tratar

-Gran numero de individuos
-Bajo coste

Observacionales

La utilizacion de datos observacionales, procedentes de la monitorizacién clinica

rutinaria, inicialmente requiere no despreciar la informaciéon aportada por cualquier
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paciente perteneciente a la poblacion de estudio.

En este contexto, se debe recordar que cuando el numero de pacientes tratados
rutinariamente con el farmaco a estudio es elevado, se puede suplir la escasez de
observaciones por individuo, a través del analisis de los datos con las técnicas
poblacionales adecuadas (Rodriguez, 1996a). En cualquier caso, Grasela y cols
(Grasela, 1986), proporcionan unas directrices basicas a tener en consideracion a la
hora de disefiar un estudio de farmacocinética poblacional a partir de datos

observacionales (tabla 111.12).

Tabla I11. 12 Directrices basicas para el disefio de estudios de farmacocinética
poblacional

- La obtencion de las muestras de concentracion del farmaco debe
realizarse a tiempos aleatorios y sin seguir un protocolo experimental
rigido.

- Es necesario, al menos entre 2 y 4 muestras por paciente; aunque
una sola muestra por paciente es capaz de proporcionar informacion
adicional cuando se combina con mas datos.

- La muestra debe estar formada por un minimo de 50 a 100 sujetos
representativos de la poblacion subsidiaria del tratamiento con fines
terapéuticos.

- Los pacientes pueden recibir diversos medicamentos de forma
concomitante, asi como una dieta variada para obtener informacion de
posibles interacciones.

111.5. Analisis Cinético y Dinamico Poblacional

La experiencia acumulada con los estudios individuales evidencia la gran
variabilidad existente en los procesos farmacocinéticos y farmacodinamicos a la cual
se habia prestado escasa atencion hasta hace poco mas de 15 afios. Por ello el
analisis farmacocinético y farmacodinamico en amplios grupos de poblaciéon implica el
cambio de referencia del individuo a la poblacion y exige un cambio en la metodologia

utilizada en su estudio.

En efecto, la incorporaciéon de la metodologia bayesiana a la farmacocinética

clinica para el control adaptado de la respuesta farmacocinética y la necesidad cada
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vez mayor de la individualizacion posoldgica de farmacos con estrecho ambito
terapéutico, en distintos grupos de poblacion, justificé la necesidad de conocer no sélo
la tendencia central de la respuesta farmacocinética en los individuos de la poblacion,
sino también la variabilidad intraindividual e interindividual (Sheiner, 1979a; Whiting,
1986; Colburn, 1988; Rodriguez, 1996b).

Ademas, esta metodologia ha alcanzado un amplio desarrollo en subgrupos de
poblacion (Collart, 1992; Grasela, 1985).

En este contexto, el analisis farmacocinético y/o farmacodinamico en grupos de
poblaciones tiene como objetivo determinar la tendencia central del comportamiento
cinético y dinamico de los medicamentos y cuantificar su variabilidad, inter e
intraindividual, en funcién de una serie de parametros de efecto fijo y otros de efecto
aleatorio, que permitan alcanzar la individualizacién posolégica con un mayor
conocimiento de los factores que explican la variabilidad en la respuesta. En su sentido
mas amplio, la farmacocinética o farmacodinamia poblacional puede definirse como el
estudio de la variabilidad de las concentraciones plasmaticas o el efecto farmacolégico
entre los distintos individuos que reciben pautas posolégicas normalizadas (Aarons,
1991a; Mandema, 1995). Por ello, el desarrollo del andlisis farmacocinético y
farmacodinamico en grupos de pacientes tiene una serie de objetivos que a modo de

resumen se exponen en la tabla 111.13.

Tabla I11. 13 Objetivos de los estudios farmacocinéticos y farmacodinamicos (Bruno,
1998).

Determinar el comportamiento farmacocinético y farmacodinamico del farmaco en
poblaciones de pacientes representativos de la patologia a tratar.

Explicar la variabilidad interindividual e intraindividual mediante la identificacion de
los factores que las condicionan.

Caracterizar el comportamiento cinético y dinamico de los pacientes de forma
individual mediante la estimacion bayesiana.

Investigar el valor pronéstico de los parametros farmacocinéticos vy
farmacodinamicos individuales en la respuesta clinica al tratamiento, en términos
de eficacia y seguridad.
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111.5.1. Modelo farmacoestadistico poblacional

Es obvio que una importante fuente de variabilidad, tanto en farmacocinética como
en farmacodinamia, se debe a la existencia de diferencias interindividuales que se
asume que pueden ser caracterizadas mediante un modelo estructural comun a todos
los individuos de una poblacién; sin embargo, el valor del vector de los parametros del
modelo puede diferir entre los distintos individuos de la poblacion. Este hecho se

expresar matematicamente mediante la ecuacion 111.25:

& =9(6.,% )+ Ecuacion 111. 25

donde g es una funcién matematica conocida que describe el valor de ¢, en funcion
del vector de parametros de tendencia central de la poblacion @ (valor tipico
poblacional) y las covariables especificas del individuo x;, como la edad, el peso o el
estado fisiopatolégico entre otras; el parametro 7; representa la variacion aleatoria del
vector de parametros individuales alrededor del valor tipico poblacional y se asume
que es independiente entre los distintos individuos. Esta medida de dispersion
interindividual 7; permite cuantificar la variabilidad interindividual de los parametros
estudiados. Para una mayor simplicidad, se asume que las covariables especificas del
individuo permanecen constantes en el tiempo; en cualquier caso, es posible

incorporar al modelo covariables predictoras tiempo-dependiente.

Las relaciones cuantitativas establecidas entre las caracteristicas especificas de
los pacientes y los parametros del modelo pueden ser categoricas, como la relacién
entre la presencia o no de insuficiencia hepatica y el aclaramiento plasmatica de un
farmaco; o continuas, como la relacion entre el valor del aclaramiento de creatinina y el
aclaramiento renal de un farmaco. La incorporacion de estas covariables predictoras
dentro de los modelos farmacoestadisticos debe considerarse en términos de

reduccion de la variabilidad poblacional asociada a las observaciones.

La disminucién de la variabilidad interindividual, asociada a un determinado
parametro poblacional cuando se incorporan modelos de regresion que incluyen

covariables predictoras, es uno de los criterios utilizados para valorar la posible
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inclusiéon o exclusion de estas covariables en el modelo farmacoestadistico final,
porque se traduce en una prediccion individual de mayor exactitud y precision (Wahlby,
2001).

Para la descripcion completa del modelo farmacoestadistico poblacional es
necesario caracterizar la funcion de distribuciéon de probabilidad de 7. Las distintas
asunciones realizadas sobre la funcién de distribucion de probabilidad, de los efectos
aleatorios interindividuales, es una de las diferencias basicas entre los distintos
métodos de estimaciéon de parametros poblacionales que se discutira mas adelante. Si
se considera que 7; es el vector de los efectos aleatorios interindividuales de dimension
p que presenta una funcion de distribucion de probabilidad F, la verosimilitud de las
observaciones y; del individuo i-ésimo de la poblacion puede expresarse de la siguiente

forma:
L(¥.F)=[li(yi/¥.n)-F(n)-dy Ecuacion I11. 26

donde ¥ comprende los pardmetros (6,&o%) que son comunes a todos los individuos
de la poblacion y I{y/ ¥ n) es la verosimilitud de las observaciones del individuo i-ésimo
conocido ¥y n, que puede ser calculada mediante la ecuacion 111.27:

M -1
Wil dh.10%)=(27) 2 -det(C) 2 -exp[‘?l(yi ~E) Gy~ )j

Ecuacion 111. 27
Esta ecuacion es similar a la ecuacion utilizada para el calculo de la verosimilitud
de las observaciones de un individuo aislado, pero en este caso ¢ = g(6,x)+n. Para N

individuos la verosimilitud de todos los datos se expresa de la siguiente forma:

N
L(‘I’,F):l_[Li (¥,F) Ecuacion 111. 28
i-1

Las estimaciones méaximo verosimiles de los parametros poblacionales ¥y F
pueden obtenerse mediante la maximizacion de L(¥,F). Ahora bien, resulta de gran

dificultad resolver exactamente la integral de la ecuacion ya que la mayoria de los
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modelos farmacocinéticos y farmacodinamicos presentan una dependencia no lineal
entre las observaciones y los efectos aleatorios. Como consecuencia no es posible
calcular la distribucion de los y;, ni incluso sus dos primeros momentos de esta

distribucion.

Las aproximaciones realizadas para simplificar los calculos justifican la existencia
de los distintos métodos de estimacion de parametros poblacionales que se describen
mas adelante (Mandema, 1995). En definitiva, para caracterizar el comportamiento
farmacocinético y farmacodinamico en una determinada poblacién son esenciales los

elementos que se presentan en la tabla 111.14.

Tabla I11. 14 Elementos esenciales para definir un modelo farmacoestadistico.

-Modelo estructural farmacocinético y/o farmacodinamico que describa la
respuesta observada (p.ej. evolucion temporal de las concentraciones
plasmaticas de un farmaco) en un determinado individuo.

-Modelo de regresion que describa la relacion cuantitativa entre las
caracteristicas individuales del paciente y sus parametros
farmacocinéticos y farmacodinamicos (Vq, Cl, ECsg, Emax, Keo, etc)-
-Modelo de varianza interindividual que describa la variabilidad
inexplicable por el modelo de regresion de los parametros del modelo
estructural.

-Modelo de varianza residual que describa la variabilidad de las
observaciones inexplicable por diferencias interindividuales.

Estos elementos caracterizan el modelo farmacoestadistico poblacional en el cual
se pueden distinguir tres tipos de parametros: parametros de efecto fijo y parametros

de efecto aleatorio interindividual e intraindividual (Sheiner, 1991).

Parametros de efecto fijo. Cuantifican el comportamiento cinético y/o dinamico
medio del farmaco en la poblacién asi como, las relaciones existentes entre los
parametros del modelo estructural y las caracteristicas individuales de los pacientes
(modelos de regresion). Estos parametros son, por ejemplo, los valores medios de los
volumenes de distribucién en una poblacién especifica o los valores de los coeficientes
de regresion de la relacion establecida entre el aclaramiento del farmaco y el

aclaramiento de creatinina.
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Estos parametros se convierten en una herramienta util para la toma de decisiones
clinicas y de investigacion, ya que permiten desarrollar una recomendacion “a priori” de

la dosificacién para una poblacion especifica de pacientes.

Pardmetros de efecto aleatorio interindividual. Cuantifican la magnitud tipica de
la variabilidad cinética y/o dinamica entre los individuos de una poblacion; es decir,
describen la distribucion de los valores de los parametros individuales con respecto al

valor tipico poblacional.

La magnitud de la variabilidad en wun parametro farmacocinético y/o
farmacodinamico puede ser un indicador util para la seguridad del farmaco. De hecho,
una aproximacion para definir el indice terapéutico de un medicamento administrado
de forma croénica puede ser la relacion entre el ambito de concentraciones plasmaticas
en estado estacionario y el valor de la variabilidad interindividual del aclaramiento. A
partir de esta definicion, se pueden identificar situaciones en las que sea necesario la
monitorizacion y ajuste de dosis de los pacientes. Asi, en dos poblaciones con los
mismos valores medios de parametros farmacocinéticos, pero con diferentes grados
de variabilidad interindividual, al administrar una misma dosis estandar se obtendran
efectos farmacolégicos con mayor variabilidad en la poblacién de mayor valor en la
variabilidad de sus parametros cinéticos. Por esta razén, los parametros de efecto
aleatorio interindividual permiten evaluar la incertidumbre, cinética o dinamica,
asociada a una recomendacién posolégica realizada, tanto a priori como a posteriori,
en un paciente que pertenece a la poblacion para la cual se ha caracterizado su
comportamiento cinético y/o dinamico. Desde el punto de vista del disefio
experimental, estos parametros son los principales determinantes del tamafio de la
muestra de pacientes necesarios para la correcta caracterizacion del comportamiento

farmacocinético-dinamico poblacional.

Parametros de efecto aleatorio intraindividual. Cuantifican la magnitud de la
variabilidad residual, incluyendo entre otras, la variabilidad cinética y dinamica
intraindividual, el error de la técnica analitica, el error en la seleccion del modelo
farmacoestadistico, el error en los tiempos de muestreo, etc. Estos componentes de la

varianza residual no se pueden estimar facilmente por separado, ya que para ello se
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necesitaria un numero importante de datos clinicos suficientemente detallados y
completos. Su principal utilidad reside en poder detectar la fuente de error y su

magnitud.

Desde el punto de vista del disefio experimental, estos parametros son los
principales determinantes del numero 6ptimo de muestras a obtener de un paciente
para la correcta caracterizacion del comportamiento poblacional. En la estimacién
bayesiana de parametros individuales para la individualizacién posoldgica, la magnitud
de la variabilidad residual condiciona la utilidad de la informacién individual disponible
(Yamaoka, 1985), hasta tal punto que cuando la magnitud de la variabilidad residual es
muy superior a la magnitud de la variabilidad interindividual, el numero de
observaciones necesarias para estimar correctamente el comportamiento cinético y/o
dinamico a nivel individual puede ser tan elevado que esta practica sea inabordable y

la mejor solucién sea la administracion de pautas posoldgicas estandar.

Tradicionalmente, se han utilizado los parametros de efecto fijo para establecer
una pauta de dosificacion inicial. No obstante, de esta forma s6lo se puede predecir el
comportamiento medio del cual el paciente puede diferir significativamente. Solo el
conocimiento de los parametros de efecto aleatorio permite estimar cuanto puede
desviarse del valor medio el comportamiento individual; es decir, cual es el nivel de
confianza del régimen de dosificacion seleccionado. De aqui se desprende la
trascendencia clinica de la estimacién exacta y precisa de estos parametros (Sheiner,
1991).

111.5.2. Métodos de estimaciéon de parametros poblacionales

Desde un punto de vista estadistico, los métodos de estudio poblacional se
pueden clasificar en funcion de las asunciones realizadas acerca de la distribucion de
probabilidad de los parametros farmacocinéticos o farmacodinamicos. Asi, los métodos
paramétricos asumen una distribucion de probabilidad conocida, generalmente una
distribucion normal o normal-logaritmica, de la cual se desconocen sus caracteristicas
(primer y segundo momento). Los métodos no paramétricos no realizan asuncién

alguna acerca de la distribucién de los datos y el investigador tendra que estimar la
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funcién de distribuciéon de probabilidad (tabla I11.15). Otra clasificacion es agrupar los

métodos en funcion de la forma en que se realiza la estimaciéon de los parametros

poblacionales, es decir, métodos en una etapa y métodos en dos etapas.

Tabla I11. 15 Clasificacion de los métodos de estudio poblacional.

A. METODOS PARAMETRICOS

.

« Métodos simples de datos

= Método simple promedio de
datos
= Método simple de combinacion
de datos
+ Métodos en dos etapas

B. METODOS NO PARAMETRICOS

« Métodos no paramétrico de maxima

verosimilitud
% Método no paramétrico de maxima
expectacion

% Método no paramétrico uniforme de

Método estandar

Método global

Método iterativo

Método de filtrado no lineal
Algoritmo EM

+» Modelo no lineal de efectos mixtos

K2

% Meétodos bayesianos:Gibbs

maxima verosimilitud
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111.5.2.1. Modelo no lineal de efectos mixtos

El modelo de efectos mixtos (en inglés, Nonlinear Mixed Effects Model, NONMEM)
(Beal, 1979) fue desarrollado para solventar los inconvenientes inherentes a los
métodos en dos etapas. El término “modelo de efectos mixtos” hace referencia a la
inclusion de parametros de efecto fijo y aleatorio, tanto interindividual como
intraindividual, en el modelo farmacoestadistico con el fin de ser estimados en una
Unica etapa. En realidad, este método es la primera aproximacion farmacoestadistica
para el analisis de datos poblacionales capaz de utilizar los datos obtenidos en la
practica clinica, en especial cuando éstos son de escasa calidad. De hecho este
método permite estimar la variabilidad interindividual sin obviar la gran cantidad de

limitaciones presentes en los datos observacionales (Sheiner, 1977; Steimer, 1984).
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En un modelo farmacoestadistico general, la j-ésima medida de concentracion
plasmatica o efecto farmacoldgico, en el individuo i-ésimo de la poblacién de estudio

puede expresarse como:

yij = f(@.x;.7 ) +&j  Ecuacion 1. 29

y la linealizacion del modelo farmacoestadistico mediante series de Taylor de
primer orden con respecto a las variables que cuantifican los efectos aleatorios puede

expresarse como:

yij = f((p,Xij )+Gij(Cp,Xij )7]i +Eij +}/ij Ecuacion I11. 30

oA (D, xij .7 .5 )

donde G'J ((D,Xij )=
o

Ecuacion 111, 31

17;=0

donde Gj (6,x;) es la matriz 1-p de las primeras derivadas de f(6,x;, 77, &;) con respecto a
n, en n;igual a cero y y;es el término asociado al error cometido en la linealizacion. En
este ejemplo, el modelo es lineal en ¢; y por tanto, no es necesario linealizar la funcion
respecto de g;. En algunas ocasiones, puede ser conveniente una transformacion de
los datos, como la transformacion logaritmica, para garantizar la linealidad con
respecto a ¢;. Por otra parte, el método NONMEM asume que los parametros de efecto
aleatorio, ¢; y 7, son independientes y su funcién de distribucion de probabilidad sigue
una ley normal, cuya media y varianza viene expresada de la siguiente forma:

&jj N(O,a2 ) Ecuacion I1. 32

n = N(0,02) Ecuacién 111. 33

donde 2 es la matriz de varianza-covarianza P-P de los P vectores 7; (Sheiner, 1977).
La funcién de distribuciéon de probabilidad normal se elige principalmente por dos
razones. En primer lugar, esta funcién de distribucion de probabilidad proporciona un

modelo de varianza empirico, pero razonable para muchas situaciones reales que
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implican procesos aleatorios, como pueden ser numerosos procesos bioldgicos. Por
otra parte, desde el punto de vista matematico, se prefiere la funcion de distribucion de
probabilidad normal porque los componentes aleatorios individuales contribuyen de
forma aditiva a los datos observacionales. Este hecho permite desarrollar con relativa
facilidad funciones matematicas de menor complejidad que pueden ser resueltas
mediante procedimientos iterativos. Las funciones de distribucion de probabilidad no
normales son dificiles de resolver y la obtencion de las estimaciones de los parametros

del modelo consume mucho tiempo, incluso en potentes ordenadores.

Teniendo en cuenta, las asunciones sobre la funcion de distribuciéon de
probabilidad de & y 1, su independencia y la linealizacion del modelo
farmacoestadistico, la esperanza matematica y la matriz de varianza-covarianza de las
observaciones del individuo i-ésimo de la poblacién pueden expresarse de la siguiente

forma:

Ei=f(D,x) Ecuacion I11. 34

Ci =G(@,% )2(D.x ) +021,; Ecuacion I11. 35

donde f(®,x;) es el vector de las predicciones de y;, G(®,x;) representa la matriz N;P de
las primeras derivadas de f(®,x; ;&) con respecto a 7. Cuando #; es igual a cero I,
representa la matriz identidad de tamafio n. Segun el principio de maxima
verosimilitud, los parametros del modelo mas probables son aquellos que hacen
maxima la funcién de verosimilitud, es decir, la probabilidad de obtener los valores
observados. Asi, la estimacion de los parametros farmacocinéticos poblacionales
mediante el método de maxima verosimilitud se obtiene al minimizar -2 veces el
logaritmo de la verosimilitud poblacional (-2LL) de la forma expresada en la siguiente

ecuacion:

N
OBJnonveM = —2LL = Z[Iog(det(Ci N+(yi —E)'TCii(y; - E; )|Ecuacion 111. 36
i=1
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Como se puede apreciar, la minimizacion de la funcién objetivo se realiza en
funcién de los valores poblacionales @, 2, o°. Esta funcién objetivo es muy similar a la
empleada por el método global en dos etapas, pero en este caso se emplean las
observaciones realizadas de cada individuo, contenidas en el vector y;, mientras que el
método global utiliza el vector de los parametros individuales obtenido en la primera
etapa. Esto hace que los dos métodos compartan algunas propiedades y limitaciones
estadisticas (Rodriguez, 1996b).

La aproximacion descrita hasta aqui se denomina aproximacion de primer orden
del método NONMEM (en inglés, First Order, FO) y probablemente, se trata del
método mas utilizado y validado en el analisis farmacocinético y farmacodinamico
poblacional (Mandema, 1995). Los estudios de simulacion evidencian la superioridad
de este método frente al método estandar en dos etapas y los métodos simples de
datos en cuanto a la exactitud y precision de la estimacion de parametros
farmacocinéticos poblacionales de distintos modelos estructurales, bien con datos
experimentales donde la superioridad se manifiesta en la estimacion de los parametros
de efecto aleatorio (Grasela, 1986; Collart, 1992; Arons, 1991b; Kaniwa, 1990; Pai,
1992), bien con datos observacionales donde la superioridad se manifiesta tanto en los
parametros de tendencia central como de variabilidad (Sheiner, 1980; Sheiner, 1981a;
Sheiner, 1983; Beal, 1984; Steimer, 1984; White, 1991, Mentré, 1995). Es mas, a
medida que la variabilidad residual se incrementa, los métodos en dos etapas y los
métodos simples de datos tienen una mayor pérdida de exactitud y precision en la
estimacion de los parametros poblacionales que la aproximacion de primer orden del
método NONMEM.

La correcta caracterizacion de la variabilidad interindividual exige el analisis de un
numero suficiente de individuos representativos de la poblacion de estudio que permita
caracterizar esta magnitud. En cualquier caso, el numero de individuos necesarios
para un estudio poblacional y el numero de observaciones necesarias en cada
individuo dependen del modelo farmacoestadistico utilizado y pueden ser
determinadas a priori mediante estudios de simulacion (Edrenyi, 1981; Al-Banna, 1990;
Ette, 1993; Pérez-Ruixo, 1998).
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El posible sesgo cometido en el proceso de estimacion de parametros,
condicionado por el error cometido en la aproximacion de primer orden, y, en algunas
ocasiones puede distorsionar considerablemente los parametros obtenidos. En 1984,
por primera vez, se evalud el impacto de la linealizacion del modelo farmacoestadistico
mediante la comparacion con la solucion exacta obtenida de los parametros
farmacocinéticos poblacionales de un modelo monocompartimental mediante Ila
estimacion por maxima verosimilitud (Beal, 1984). En este caso, no existieron
diferencias significativas en la exactitud y precision de la estimacion de los parametros
farmacocinéticos poblacionales y el método NONMEM con aproximacion de primer
orden puede utilizarse sin cometer ningun sesgo cuando la variabilidad interindividual
es menor del 25%. Posteriormente, se demostré que el sesgo inherente a la
aproximacion de primer orden se incrementa cuanto mayor sea la magnitud de la
variabilidad interindividual y la variabilidad residual (White, 1991). Este sesgo podria
ser debido bien a la utilizacion de un modelo de varianza log-normal para la simulacion
de los datos analizados, bien a la evaluacion de la aproximacion de primer orden en 7;
igual a cero. En cualquier caso, la bondad de la aproximacion de primer orden
depende de la magnitud de la variabilidad interindividual y de la no linealidad del
modelo. Por ello, en el analisis de datos reales estos problemas pueden ser resueltos
parcialmente mediante la incorporacion de covariables predictoras que reduzcan el

grado de variabilidad interindividual.

Recientemente se ha desarrollado la aproximacion de primer orden condicional
(en inglés, First Order Conditional Estimation, FOCE). Con este método, la
linearizacion en serie de Taylor se hace para 77/=77*,-, lo cual permite solventar, en parte,
el sesgo en la estimacion de los parametros poblacionales. En cambio, el tiempo
requerido para el procesado de los datos con este método puede incrementarse
considerablemente. Ademas, el valor de la funcion minimo objetivo obtenido no es

comparable con el que se obtiene con el método de primer orden.

En la identificacion de covariables para la construccion del modelo
farmacoestadistico poblacional final suele utilizarse el método de primer orden,
siempre y cuando la correlacion entre concentraciones observadas y estimadas con el

modelo basico (sin covariables) no aparezca sesgada. En este caso, una vez obtenido
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el modelo final pueden reestimarse los parametros farmacocinéticos poblacionales con
el método de primer orden condicional (Burtin, 1994). En cambio, cuando la correlacion
entre concentraciones observadas y estimadas con el modelo basico aparece
sesgada, debe emplearse el método de primer orden condicional. Si de esta forma el
sesgo no desaparece, puede ser debido a un error en la seleccion del modelo
estructural (Sheiner, 1992).

El método NONMEM también permite la aplicacion de modelos de regresion
multiple para estudiar la influencia de las caracteristicas antropométricas, biométricas,
fisiopatoldgicas o cualquier otro predictor de los pacientes sobre los parametros
farmacocinéticos. En el caso de los modelos de regresion lineal es posible utilizar la
propuesta por Hosmer y Lemeshow (1989) para obtener el mejor modelo predictivo.
Asi se pueden detectar interacciones entre farmacos (Grasela, 1987) e incluso mejorar
el disefio y la recopilacion de datos de ensayos clinicos (Antal, 1989). La gran ventaja
de este método es la posibilidad de emplear datos de rutina clinica que dificiimente
podrian ser utilizados en otros métodos. Asimismo, las ventajas estadisticas de este
método, sobre el método en dos etapas, incluyen mayor eficacia en la estimacion de
los parametros poblacionales, la posibilidad de estimar intervalos de confianza no sélo
de los parametros de efecto fijo, sino también de los de efecto aleatorio, la capacidad
de evaluar el modelo obtenido ponderando automaticamente los datos y la exactitud y
precision de las estimas de los parametros citados, independientemente del nimero de

concentraciones plasmaticas por paciente y dosis (Sheiner, 1983).

Las aproximaciones paramétricas descritas hasta aqui asumen que los parametros
farmacocinéticos proceden de una distribucion de probabilidad normal o log-normal,
definida por unos parametros desconocidos como son la media y su varianza. Mallet,
describié una aproximacion no paramétrica, que no realiza ninguna asuncién sobre la
forma de la distribucién de probabilidad de los parametros poblacionales, sino que
estima esta funcién en la muestra de estudios a partir de datos mediante el
procedimiento de maxima verosimilitud (Mallet, 1986). De esta forma, los métodos no
paramétricos han sido los ultimos métodos incorporados al analisis poblacional de
datos, siendo posible explorar las distribuciones de probabilidad de los parametros en

su totalidad y detectar posibles multimodalidades, excesos de variabilidad, asimetrias,
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valores extremos o sesgos en las distribuciones. Esta posibilidad les confiere una
importante ventaja respecto a los métodos paramétricos y justifica su mayor utilizacién
como herramienta exploratoria de los datos que complementa la informacién obtenida
mediante los métodos paramétricos. Ademas, estos métodos pueden servir para
verificar la validez de las asunciones estadisticas realizadas mediante el analisis por
métodos paramétricos y obtener estimaciones refinadas de la variabilidad
interindividual cuando existen factores desconocidos por el investigador que influyen
significativamente en la variable respuesta (Dodge, 1991; Rodriguez, 1996¢c; Ette,
1998; Karlsson, 1998). Por otra parte, se trata de métodos en una etapa, al igual que el
modelo no lineal de efectos mixtos, que permite incorporar pacientes de los que
Unicamente se disponga de una observacion. Basicamente, existen dos métodos no
paramétricos: el método no paramétrico de maxima verosimilitud (NPML) y el método

no paramétrico de maxima expectacion (NPEM).

Los métodos no paramétricos presentan una serie de inconvenientes comunes,
como la complejidad tedrica, la dificultad de su implementaciéon del software y el
excesivo tiempo de procesado de datos. Tampoco es posible obtener directamente los
intervalos de confianza para los parametros poblacionales estimados y por tanto, no
permiten una valoracion estadistica de los resultados obtenidos. En general, se
prefiere una funcion de distribucion de probabilidad continua en lugar de la soluciéon
discreta que estos programas generan como consecuencia de su mayor aplicabilidad.
Por otra parte, en los métodos no paramétricos es necesario conocer previamente el
modelo de varianza residual, que no siempre esta disponible ni es facil de obtener, por
lo que en numerosas ocasiones requiere asumir el modelo de error derivado de la
técnica analitica como modelo de varianza residual. Esta asuncion implica considerar a
la técnica analitica como la principal fuente de variabilidad residual (Mallet, 1986;
Dodge, 1994; Rodriguez, 1996¢).

Estos problemas, unido a la complejidad y escasa disponibilidad de programas
informaticos que implementen los algoritmos no paramétricos, en contraste con la
relativa simplicidad y amplia divulgacion de los métodos paramétricos y la mayor
eficiencia y poder de los estos ultimos justificaria su menor utilizacion y aplicacion en el

analisis de los datos. No obstante, la utilidad del analisis poblacional no paramétrico ha
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sido ampliamente utilizada en los Ultimos afios con diversos farmacos en distintas
poblaciones como es el caso de la gentamicina en neonatos (Dodge, 1993), neonatos
de bajo peso (Dodge, 1991), en patologia vascular periférica (Izquierdo, 1991; Tesis
Doctoral Izquierdo, 1993), en pacientes con indicadores de desnutricion (Kisor, 1992),
en pacientes criticos (Watling, 1993; Tesis Doctoral Mateu, 1997), en pacientes con
lesion espinal (Gilman, 1993); gentamicina y tobramicina en pacientes oncoldgicos
(Ordovas, 1994); tobramicina en pacientes criticos (Tesis Doctoral Mateu, 1997);
zidovudina (Mentré, 1992); ciclosporina (Mallet, 1988); vancomicina en pacientes
criticos (Llopis, 1997); trimetoprim (Jelliffe, 1997); litio (Taright, 1994); 5-Fluoruracilo
(Tesis Doctoral Climente, 1997) y docetaxel (Bruno, 1996).
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Iv. MATERIAL Y METODOS

El estudio de la variabilidad en la respuesta farmacocinética de la poblacion, se ha
dividido en tres etapas: disefio del estudio, seleccion del modelo farmacoestadistico,
estimacion de los parametros de efecto fijo y de efecto aleatorio mediante los métodos
seleccionados e influencia de las covariables. Se trata en definitiva de un estudio
clinico prospectivo, sin grupo control, no aleatorizado, que analiza el comportamiento
farmacocinético de ciclofosfamida con una aproximacién farmacodinamica en
pacientes con cancer de mama de alto riesgo subsidiarias de quimioterapia de

intensificacion.

IV.1. Pacientes y Tratamiento Farmacoterapéutico

La poblacion de estudio esta compuesta por pacientes diagnosticadas de cancer

de mama de alto riesgo en tratamiento con quimioterapia a altas dosis y posterior
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rescate con células progenitoras hematopoyéticas de sangre periférica, en el Hospital

Clinico Universitario y en el Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia.

IV.1.1.Criterios de inclusion y exclusion de pacientes

Para este estudio se han seleccionado las pacientes que cumplian los siguientes

criterios de inclusion:

1. Pacientes con carcinoma de mama de alto riesgo:
-pacientes con diagnostico histolégico de adenocarcinoma de mama
en estadio Il y Ill, con mas de 10 ganglios axilares afectados tras
cirugia reglada sin resto tumoral (mastectomia radical 6 mastectomia
radical modificada con vaciamiento axilar) o,
-pacientes con diagnostico histolégico de adenocarcinoma de mama
en estadio Il y Ill con mas de 4 ganglios axilares afectados tras
quimioterapia neoadyuvante o,
-pacientes con carcinoma inflamatorio de mama.
2.  Biopsia de médula ésea sin afectacion metastasica
Edad menor de 65 afios y mayor de 18 afios
4.  Estado general inferior a 2 segun la escala ECOG, 6 superior a 60%
en la escala Karnofsky. Es decir, pacientes con actividad normal, sin
ningun sintoma de enfermedad, 6 con restriccion fisica de la actividad,
aunque puedan desarrollar su vida de forma ambulatoria y realizar
trabajo ligero.
5. Inicio del tratamiento sistémico adyuvante en las primeras 6 semanas
tras la cirugia.
6. Ausencia de enfermedad neoplasica (excepto carcinoma cutaneo
basocelular 6 carcinoma de cervix in situ 6 carcinoma de mama
contralateral) 6 tratamiento con quimioterapia previo.
7.  Funcion medular normal; es decir, hemoglobina (Hb) superior a 11
g/dL, recuento de leucocitos superior a 3-10° /L y plaquetas superior a
100-10° /L.
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8.  Funcién renal conservada; es decir, creatinina sérica (Cr;) inferior a
1.5 mg/dL.

9.  Funcion cardiaca normal, confirmada por electrocardiograma y fraccion
de eyeccion ventricular (FEV) superior al 50%.

10. Funcion hepatica conservada; es decir, bilirrubina, AST y ALT
inferiores a 2.5 veces el limite superior de la normalidad

11.  Funcioén respiratoria normal, confirmada mediante pruebas funcionales
con DLCO (difusion del pulmén para el monéxido de carbono).

12.  Ausencia de anticuerpos contra el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH).

13. Ausencia de embarazo o lactancia materna

14. Firma del consentimiento informado para el tratamiento con altas
dosis y reinfusion de células precursoras hematopoyéticas de sangre

periférica.

Cuando los pacientes cumplian los criterios de inclusién anteriores, el Unico requisito
adicional necesario para su inclusion en el estudio fue la firma de su consentimiento
para la monitorizacion de concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida, tras ser
informado verbalmente y por escrito de los objetivos y metodologia del estudio que
evalua la relacion entre el comportamiento farmacocinético de ciclofosfamida y la

respuesta clinica del paciente (Anexo 2).

Asimismo, se han excluido del estudio los pacientes que cumplian al menos uno de

los siguientes criterios de exclusion:

1. Presencia de neoplasia o antecedentes de cancer distinto al
carcinoma cutaneo basocelular o carcinoma de cervix in situ 6 carcinoma
de mama contralateral.

2. Embarazo o lactancia materna

3. Enfermedad no oncoldgica significativa, incluida la infeccién por VIH
no documentada, la hipertension no controlada (presion diastélica superior

a 115 mmHg), insuficiencia cardiaca congestiva (clase Ill y IV de la
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clasificacion funcional de la New York Heart Association —NYHA) o
antecedentes de arritmia cardiaca no controlada.

4. Trastornos psiquiatricos, adictivos 6 de cualquier tipo que comprometa
la capacidad para otorgar el consentimiento informado verdadero para la
participacion en el estudio.

5. Cualquier circunstancia que impida que el tratamiento y su
seguimiento se realicen segun el protocolo establecido, como puede ser la
progresion de la enfermedad, la aparicion de cardiotoxicidad y el
descenso de la FEV por debajo de los limites normales, la toxicidad
pulmonar 6 neuroldgica grado 3 6 superior (segun escala de la OMS) y la
presencia de cistitis hemorragica secundaria a la administracion de

ciclofosfamida.

IV.1.2.Tratamiento farmacoterapéutico

Las pacientes seleccionadas recibieron como tratamiento sistémico adyuvante
entre 4 y 6 ciclos de quimioterapia segun el esquema FEC (fluorouracilo 600 mg/m? IV,
epirrubicina 75 mg/m? IV y ciclofosfamida 600 mg/m? IV) 6 AC (adriamicina 40 mg/m?
IV dia 1 y ciclofosfamida 200 mg/m? PO, dias 3-6). Salvo en el caso en que se
administré quimioterapia neoadyuvante, previa a la mastectomia radical 6 mastectomia

radical modificada, el nimero total de ciclos de quimioterapia no fue superior a 6.

El tratamiento sistémico adyuvante se inicié durante las primeras 6 semanas tras la
cirugia. Cada ciclo se administr6 con una periodicidad de 21 dias, siempre que el
recuento absoluto de neutréfilos (ANC) fuese superior a 1.5-10° /L, las plaquetas se
situaran por encima de 100-10° /L y no existiese mucositis residual. Cuando el ANC era
inferior a 1.5-10° /L, se retrasaba la administracion de la quimioterapia y se repetia la
monitorizacion del ANC cada tres dias, hasta alcanzar valores superiores 1.510° /L,
momento en el cual se administraba el 100% de las dosis de los farmacos citostaticos
del esquema de quimioterapia y se iniciaba simultaneamente tratamiento con rHuG-
CSF a dosis de 5 pg/kg/dia, entre el dia 5 y 12 después de la administracion de la
quimioterapia. Cuando el retraso era superior a una semana, con independencia de si
se hubiese o no administrado rHuG-CSF o si apareciese neutropenia febril y/o

trombopenia grave (< 25:10° /L), las dosis de los farmacos citostaticos se reducian un
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15%. En caso de mucositis grado Ill o superior, no se administraba el ciclo hasta que la
paciente estuviese recuperada. En este caso se reducian las dosis de los farmacos un
15% en los ciclos sucesivos. Si persistia este problema en ciclos sucesivos, la

reduccion podia alcanzar hasta el 30%.

Tras la quimioterapia adyuvante, se procedi6 a la obtencion y conservacion de las
células precursoras hematopoyéticas de sangre periférica. Para ello se administraron
dosis comprendidas entre 10 y 20 ug/kg/dia de filgrastim o 5 ug/kg/dia de lenograstim,
desde el dia después de la administracion de la quimioterapia y hasta que el recuento
de neutréfilos alcanzase un nivel estable, compatible con la interrupcion del
tratamiento. La leucoaféresis se realizé cuando el recuento de leucocitos tras el nadir
habia aumentado lo suficiente como para alcanzar una elevada tasa de células CD34+

en sangre periférica.

Transcurridas entre cuatro y seis semanas desde la ultima leucoaféresis, las
pacientes ingresaban en el hospital para la administracion de altas dosis de
quimioterapia y rescate hematopoyético con células precursoras de sangre periférica.
La quimioterapia a altas dosis se basa en el esquema STAMP-V y consta de la
administracién intravenosa de ciclofosfamida 1.5 g/m?dia, tiotepa 125 mg/m?dia y
carboplatino 200 mg/mzldl’a, en perfusién continua de 24 horas, durante cuatro dias
seguidos. La administracion de la quimioterapia se realizaba a través de un catéter
central de doble luz, mediante una bomba de perfusién. El tiotepa se administraba en
Y por la misma via que la fluidoterapia y la mezcla intravenosa binaria ciclofosfamida-
MESNA se administraba en Y con el carboplatino por la otra via (tabla IV.1). Tres dias
después de finalizar la quimioterapia se procedid a la reinfusion de las células

precursoras de sangre periférica obtenidas mediante la aféresis.

La administracion de la quimioterapia a altas dosis exige un tratamiento de soporte
basado en la hidratacién, alcalinizacion y diuresis forzada, tratamiento antiemético,
profilaxis y tratamiento de infecciones oportunistas, tratamiento con factores
estimulantes de colonias de granulocitos y soporte nutricional. La pauta de hidratacion,
alcalinizacién y diuresis forzada, habitualmente se realizd mediante la administracion

diaria de 3000 mL/m? de solucién glucosalina 1/3 con 90 mEq/m2 de cloruro potasico,
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240 mEq de bicarbonato sédico y 20 mg de furosemida cada 12 horas. El tratamiento
antiemético consistié en la administracion de antagonistas 5-HT;, ondansetrén (8 mg
cada 8-12h) o tropisetron (5 mg cada 24h) o granisetron (2 mg cada 24h), junto con
dexametasona 4 mg/m? cada 12 horas, durante al menos los 5 dias siguientes al inicio
de la quimioterapia. Asimismo, también se administré profilaxis antibiética por via oral,
desde el inicio de la quimioterapia, mediante norfloxacino 400 mg cada 12 horas o
ciprofloxacino 500 mg cada 12 horas, aciclovir 400 mg cada 8 horas y fluconazol 200
mg cada 24 horas. En caso de neutropenia febril, el tratamiento antibiético por via
intravenosa consistié en amikacina 1 g cada 24 horas y piperacilina/tazobactam 4/0.5 g
cada 6 horas. Si en 48 horas, no aparecia respuesta al tratamiento, se afiadia
empiricamente vancomicina 1 g cada 12 horas; y si transcurridas 72 horas desde el
inicio de la fiebre la paciente continuaba sin responder al tratamiento, se iniciaba
tratamiento con anfotericina B, inicialmente a dosis de 0.5 mg/kg/dia que
posteriormente se individualizaba en funcién de la situacion clinica del paciente. En
caso de ser necesario, el tratamiento antibidtico se ajusté a la funcién renal de las

pacientes.

El tratamiento con factores estimulantes de colonias de granulocitos se inicio el dia
siguiente a la reinfusion de las células precursoras de sangre periférica (dia +1), o bien
transcurridos 5 dias desde la reinfusion (dia +5). Asi, se administrd, via intravenosa o
subcutanea, filgrastim 300 o 480 ng/dia o lenograstim 263 pg/dia hasta que las cifras
de neutrdfilos se encontraran por encima de 1.5-10° /L durante tres dias consecutivos.
El soporte nutricional en los pacientes cuya ingesta caldrica no cubria mas del 50% de
sus necesidades se baso en nutricion parenteral total y se desarrollo segun los

protocolos establecidos en cada hospital.
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Tabla IV. 1 Tratamiento farmacoterapéutico de los pacientes (protocolo STAMP-V).

Principio activo

Pauta posoldgicay duracién del tratamiento

Ciclofosfamida

Mesna

Tiotepa
Carboplatino

Fluidoterapia

Bicarbonato sédico
Ondansetron
Dexametasona
Clorhexidina
Nistatina
Anfotericina B
Norfloxacino
Aciclovir
Fluconazol
Magaldrato
Ranitidina
Lactitol
Loracepam
Alopurinol

Furosemida

1.5 g/mZ en 500 mL de G5%, PIV de 24 h, durante 4 dias
375 mg/m2 en 100 mL de G5%, dosis Unica previa al inicio
de la quimioterapia, después 1.5 g/m2 junto con la
ciclofosfamida, PIV de 24 h, durante 4 dias

125 mg/m2 en 500 mL NaCl 3%, PIV de 24 h, durante 4 dias
200 mg/m2 en 500 mL de G5%, PIV de 24 h, durante 4 dias
2000 mL/m? de solucion glucosalina 1/3, con 90 meq/m2 de
cloruro potasico, PIV de 24 h

1/6 M 1000 mL PIV de 24 h

8 mg i.v. cada 8 h, durante 5 dias

8 mg i.v. cada 8h, durante 5 dias

enjuagues con 10 mL VO cada 6 h

enjuagues con 10 mL VO cada 6 h

aerosol4 mg cada 12 h

400 mg VO cada 12h

400mg VO cada 8h

200mg VO cada 24 h

2000 mg VO cada 8h

300mg VO cada 24 h

1sobre VO cada 24 h

1comp VO cada 24 h

300mg VO cada 24 h

20mg iwv. cada 12h

PIV: Perfusién intravenosa; VO: via oral: i.v. Intravenoso; G5%: Glucosa 5%.

IV.2. Recogida de Datos de la Historia Clinica

De todas las pacientes incluidas en el estudio se han registrado, siempre que ha

sido posible y se han encontrado en la historia clinica, los datos correspondientes a las

caracteristicas  antropométricas, parametros bioquimicos y hematoldgicos,

caracteristicas clinicas de interés y tratamiento farmacoterapéutico desde el inicio del

tratamiento con quimioterapia a altas dosis hasta el alta hospitalaria del paciente. Asi
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se recogieron las caracteristicas antropométricas: edad (afos), peso (kg), talla (cm),
superficie corporal (m?) calculada mediante el nomograma de Du Bois y Du Bois; los
datos bioquimicos: glucosa sérica (mg/dL), urea (mg/dL), acido urico (mg/dL),
creatinina sérica (mg/dL), proteinas totales y albumina (g/dL), colesterol total y
triglicéridos (mg/dL), enzimas hepaticos (UI/L): aspartato aminotransferasa (AST),
alanino aminotransferasa (ALT), gamma-glutamil transpeptidasa (GGT), lactato
deshidrogenasa (LDH) y fosfatasa alcalina (FA). También se recogieron los datos
hematoldgicos: hemoglobina (g/dL), plaquetas (U/mm®) y recuento de leucocitos,
neutrdfilos, linfocitos, eosindfilos y basofilos (U/mm?). También las caracteristicas
clinicas referentes al diagndstico, antecedentes personales, antecedentes médico-
quirurgicos, patologias asociadas, fraccion de eyeccion ventricular, aféresis de CD34+
(U/kg), fecha de la reinfusiéon de células progenitoras hematopoyéticas de sangre
periférica, necesidades transfusionales y otras complicaciones significativas que

pudieran surgir durante el ingreso.
IV.3. Técnica Analitica

El disefio del estudio farmacocinético ha exigido disponer previamente de la
técnica analitica adecuada para determinar las concentraciones plasmaticas de
ciclofosfamida. La puesta a punto de la técnica analitica para la determinacion de
ciclofosfamida ha incluido el desarrollo y la validacion de la misma, asi como el
establecimiento de su modelo de varianza, respectivamente (Tesis Doctoral Medina,
1999).

IV.3.1. Material, soluciones madre y patrones

La determinacion de las concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida en las
muestras de sangre obtenidas de los pacientes se realizd mediante cromatografia
liquida de alta eficacia (CLAE). Se utilizé un equipo cromatografico Hewlett-Packard®
de la serie 1100, provisto de una valvula de inyeccion rotatoria Rheodyne® con un
bucle de 20 ul, inyector automatico, bomba cuaternaria con posibilidad de realizar
elucion en gradiente, detector UV-visible de longitud de onda variable y un

compartimento termostatizador de columna. La adquisicion y tratamiento de datos se
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llevdo a cabo mediante un ordenador Pentium 90, HP-Vectra de Hewlett-Packard®,
provisto del programa HPChemstation® (versién 1996).

Para ajustar el pH de las disoluciones y/o fases moviles se utilizé un pH-metro
Hanna Instruments®, modelo HI 9017 y pH-metro Crison®, modelo micropH 2000,
provisto de un electrodo de vidrio-calomelanos.

Las muestras de plasma se centrifugaron mediante una ultracentrifuga con la
temperatura controlada a 4°C (Heraeus®). Para realizar la extraccion en fase sélida se
empled una estacion de vacio Vac Elut® 20 (Varian Sample Preparations Products®).

Los principios activos ciclofosfamida e ifosfamida han sido cedidos por los
laboratorios Funk®, a través de la division ASTA médica, Prasfarma, SA. Segun el
informe remitido junto con los productos, la ciclofosfamida poseia una riqueza del
99.7%, la ifosfamida del 99.5%.

Los reactivos empleados fueron de calidad para andlisis. En la preparacion de las
fases moviles se emplearon disolventes especificos para CLAE. Los reactivos
utilizados fueron: monohidrégeno fosfato potasico 99%, acido fosférico (p.a.),
acetonitrilo, metanol y 2-propanolol. Todos ellos de Carlo Erba®. Ademas, se utilizo
hidroxido sodico de Panreac®. Como reactivo derivatizante 2,4-dinitrofenilhidracina fue
obtenido E. Merck.

El agua utilizada en la preparacion de las disoluciones fue de calidad ultrapura,
obtenida con un desionizador E-pure Barnstead®. Las fases moéviles y disoluciones,
fueron filtradas a través de una membrana de 0.22 um de poro de Osmonics®, con
ayuda de un sistema de succion a vacio.

Con plasma humano “blanco” libre de otros farmacos o sustancias que pudieran
interferir, obtenido de donantes.

Como fase estacionaria para la determinaciéon de ciclofosfamida se empled una
columna kromasil C8 de 250 mm de longitud y 4.6 mm de diametro medio y un tamano
de particula de 5um, cuyo relleno esta formado por grupos octilo quimicamente ligados
a kromasil 100 A. La velocidad de flujo fue de 1 mL/min y la longitud de onda de
deteccion fue de 200 nm. A partir de éstas se prepararon soluciones de referencia de

ciclofosfamida en agua desionizada.
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Con plasma humano “blanco” y a partir de las soluciones de referencia anteriores,
se prepararon disoluciones de ciclofosfamida en plasma a las concentraciones de 3, 5,

10, 20, 40 y 50 pg/mL. Como valor cero se ha utilizado el plasma humano referido.

IV.3.2. Método analitico

Preparacion de las muestras de sangre. La muestra de 2-3 mL de sangre,
extraida de la paciente y recogida en tubos EDTA, se centrifugé a 3000 rpm durante 10
minutos y se separo el plasma de los elementos formes de la sangre. Las muestras de
plasma una vez obtenidas y procesadas se congelaron a una temperatura de —4°C y
se conservaron hasta el momento de realizar el analisis en un tubo de vidrio a menos
30 °C donde la estabilidad del farmaco es, al menos, de 20 dias (Tesis Doctoral
Medina, 1999). A 250ul de muestra se afiadian 40 pl de la disolucion de ifosfamida de
200 pg/mL (patron interno) y 750 pl de tampdn fosfato 0.025 M de pH=4.2. Los
cartuchos de extraccion en fase sdlida (columnas CH, ciclohexilo) se activaron
haciendo pasar metanol (2-3 mL) y se acondicionaron con 2-3 mL de tampén fosfato
0.025 M de pH 4.2. Posteriormente, 1 mL de la muestra se introdujo en el cartucho y
se forz6 su paso mediante la aplicacion de vacio (velocidad de paso aproximada 9
mL/min). Los cartuchos se lavaron con 2-3 mL de una disolucién compuesta por
tampoén fosfato y acetonitrilo en proporcién 90:10 y se procedié a la elucién de la
muestra a través de los cartuchos mediante 500 ul de una disolucién de tampén fosfato
y acetonitrilo en proporcion 60:40. Finalmente, 20 pl del eluato se inyectaron en el

sistema cromatografico.

Condiciones cromatogréficas

Para la determinacion de ciclofosfamida. El sistema cromatografico utilizado fue
un sistema de fase inversa, es decir, con fase estacionaria apolar y fase moévil polar. La
fase estacionaria utilizada fue una columna Kromasil®, con particulas de silice de 5 um
de tamario con radicales octilo quimicamente ligados a kromasil 100 A (Cg) unidos
quimicamente y empaquetada en una columna de acero inoxidable de 250 mm de
longitud y 4.6 mm de diametro interno. Con el fin de evitar la adsorcion irreversible de
pequefias particulas en la cabeza de la columna y alargar el tiempo de utilizacion de la
columna, se utilizé una precolumna de composicion similar, con un tamafo de particula

de 5 um. La fase mdvil utilizada estaba constituida por tampén fosfato 0.025 M y
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acetonitrilo en proporcién 75:25 y poseia un pH = 4. Su preparacioén se realizaba de la
siguiente forma: se disolvian 3.4 g de potasio dihidrégeno fosfato (calidad CLAE) en
1000 mL de agua desionizada y la disolucion resultante se filtraba a través de un filtro
de 0.22 um (Osmonics ®) y se desgasificaba antes de su utilizacion. Como patrén
interno se utilizo ifosfamida a concentracion de 200 ug/mL. En cada valoracioén, se han
inyectado 20 uL de muestra con una velocidad de flujo 1.0 mL/min. La deteccién se ha
realizado a la longitud de onda de 200 nm y la temperatura de la columna se ha

mantenido constante a 25 °C.

Validacién del método analitico
Determinacion de ciclofosfamida:

Recuperacion. Durante el proceso de extraccion puede perderse parte del
farmaco presente en las muestras de plasma. Con la finalidad de valorar
cuantitativamente la recuperacion del farmaco presente en las muestras de plasma, se
realizaron tres ensayos de recuperacion tras la técnica de extraccion en fase solida de
la ciclofosfamida en plasma. Asi, se prepar6 una recta patron de calibrado de
ciclofosfamida en disoluciéon acuosa, en el ambito de concentraciones comprendido
entre 3 y 50 ug/mL. La determinacién de la concentracion de ciclofosfamida presente
en las muestras se basaba en la relacion lineal existente entre la concentracion
plasmatica y la relacion de areas de los picos correspondientes a ciclofosfamida e
ifosfamida en el cromatograma. Por ello, fue necesario verificar la linealidad del modelo
para garantizar la extrapolacion de los resultados. Asimismo, se determind la
sensibilidad, exactitud y precision del método analitico de ciclofosfamida en disolucion
acuosa, a partir de una recta de calibracién basada en 6 disoluciones que abarcaban el

ambito de concentraciones entre 3 y 50 ug/mL.

Posteriormente, durante tres dias consecutivos, se prepararon dos disoluciones de
ciclofosfamida en plasma a las concentraciones teoricas de 5 y 40 ug/mL, que se
sometieron al proceso de extraccién y posteriormente, se analizaron cuantitativamente.
La relacion de areas de los picos cromatograficos obtenidos para la ciclofosfamida y la

ifosfamida se interpol6 en la recta patrén de calibrado en disolucién acuosa y de esta
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forma se obtuvieron las concentraciones experimentales de ciclofosfamida. El

porcentaje de recuperacion se calculé mediante la expresion:

_Cpew 100
Cptedrica

Recuperacion (%) = Ecuacion IV. 1

Linealidad. La capacidad del método analitico para obtener resultados
linealmente proporcionales a la concentracion plasmatica de ciclofosfamida se evalué
mediante el analisis de la curva de calibrado que relacionaba la concentracion de
ciclofosfamida con la respuesta cromatografica (relacién entre las areas de los picos
cromatograficos de la ciclofosfamida y la ifosfamida). Para ello, se prepararon patrones
en plasma de ciclofosfamida a las concentraciones de 3, 5, 10, 20, 40 y 50 ug/mL.
Cada disolucion se traté de la misma forma que las muestras problema y se valoraron
por quintuplicado. La relacion entre los pares de valores concentracion plasmatica y
relacion de areas de los picos ciclofosfamida/ifosfamida se analizé6 mediante regresion

lineal por minimos cuadrados.

Exactitud y precision. La determinacion de la exactitud y la precision del método
analitico se evaluaron a las concentraciones de 3, 5, 10, 20, 40 y 50 pg/mL. Cada
concentracion fue procesada varias veces y se determiné su concentracion como si se
tratara de una muestra. Los valores obtenidos para cada patrén se promediaron y se
calculd su desviacion estandar y coeficiente de variacion. La exactitud del método de
valoracion se cuantificé mediante el error relativo existente entre los valores tedricos y
los obtenidos para cada patrén y la precision se expres6 mediante el coeficiente de

variacion de cada medida.

Limite de cuantificacién. El limite mas bajo que permite realizar mediciones
cuantitativamente precisas de la concentracion plasmatica de ciclofosfamida se calculo
mediante el método propuesto por Miller (1993). Este método considera el limite de
cuantificaciéon como la concentracion de analito que proporciona una sefal igual a la
sefial del blanco mas tres veces la desviacion estandar del blanco. En este caso, al no

disponer de la desviacion estandar del blanco como tal, se ha calculado el limite de
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cuantificacion como la concentracion ciclofosfamida correspondiente a 3 veces la

desviacion estandar de la concentracion mas baja del calibrado (3 ng/mL).

Control del proceso analitico. La determinacion de las concentraciones
plasmaticas de ciclofosfamida lleva implicito un error analitico que puede ocasionar
una estimacién sesgada de los parametros farmacocinéticos del paciente y en
consecuencia, invalidar los resultados obtenidos sobre el comportamiento
farmacocinético. Para garantizar la fiabilidad de la informacion obtenida de las
concentraciones de ciclofosfamida determinadas en el laboratorio de Farmacocinética
Clinica del Servicio de Farmacia del Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia se
establecieron los limites de alerta e invalidacién para la determinacion de las

concentraciones de referencia de ciclofosfamida correspondientes a 5, 10 y 20 ng/mL.

Los limites de alerta se definieron a partir del intervalo central de valores que
contienen el 95% de los resultados de cada concentracion de referencia. Los limites de
invalidaciéon se calcularon a partir del intervalo central de valores que comprende el
99% de los resultados obtenidos. Con los valores de las determinaciones de las
concentraciones de referencia se construyeron los diagramas de control de Shewart.
En estos graficos se representa en el eje de abscisas el orden cronoldgico de las
determinaciones realizadas y en ordenadas el valor observado. El grafico resultante
informa sobre la precisién de los resultados obtenidos. Una vez establecidos estos
diagramas, el procedimiento a seguir consistia en determinar la concentracion de
ciclofosfamida en al menos dos muestras de plasma fortificadas preparadas en el
laboratorio. Cada muestra se analizaba por triplicado y se determinaba su valor medio
y su desviacion estandar. Si los resultados encontrados se encontraban dentro de los
limites de alerta establecidos se considerara que el proceso analitico era estable y se
procedia al anadlisis de las muestras de los pacientes de acuerdo con el protocolo
descrito. Si los resultados se encuentran fuera de los limites de invalidacion o fuera de
los limites de alerta dos veces consecutivas, se analizaban las posibles causas que

ocasionan una falta de control en el procedimiento analitico.

Modelos de varianza de la técnica analitica. Es una funcién explicita que

relaciona el valor de una determinada concentracion del farmaco (concentracion de
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referencia) y la variabilidad del método analitico asociada a esa concentracién. En este
caso, se han seleccionado 6 concentraciones de referencia, correspondientes al
ambito de valores que se obtienen tras la administracion de ciclofosfamida a altas
dosis, en funcion de las caracteristicas farmacocinéticas del farmaco. Asi, se realizaron
medidas repetidas de las concentraciones de 3, 5, 10, 20, 40 y 50 ng/mL con el fin de
caracterizar su valor medio y su variabilidad, cuantificada mediante la desviacion
estandar. La relacion existente entre la media y la desviacion estandar de las
concentraciones de referencia se estudid6 mediante distintos modelos de varianza
derivados de una ecuacion polindmica de tercer orden, mediante la supresion de alguno
o algunos términos del polinomio de modo secuencial. La estimacién de los parametros
del modelo se realizé por regresion lineal por minimos cuadrados ordinarios y minimos
cuadrados ponderados. En este Ultimo caso, el factor de ponderacion fue el nimero de
replicas realizadas para cada concentracion de referencia. La seleccion del modelo de
varianza que caracteriza la variabilidad de la técnica analitica de ciclofosfamida se realizé
en base a los resultados del ajuste de los modelos en términos de suma de cuadrados de
los residuales (SS), coeficiente de determinacion ajustado (r* adj) y criterio de informacion
de Akaike (AIC).

IV.4. Diseiio del Estudio Farmacocinético

El disefio experimental farmacocinético se desarrollo a partir del establecimiento
de una estrategia de monitorizacién de las concentraciones de ciclofosfamida que
optimizara la informacién obtenida de Ilas concentraciones plasmaticas de
ciclofosfamida, con la finalidad de obtener una estimacion exacta y precisa de los

parametros farmacocinéticos individuales (Pérez-Ruixo, 1998).

La seleccion de una estrategia de monitorizacion de los pacientes consistié en
establecer los tiempos 6ptimos a los cuales deben realizarse las extracciones de sangre,
con el fin de optimizar la informacién obtenida para la estimacion de los parametros
farmacocinéticos en un paciente determinado. El procedimiento utilizado para
establecer esta estrategia se basa en los modelos farmacocinéticos del estudio de

monitorizacion realizado a partir de la literatura cientifica para describir el
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comportamiento farmacocinético de ciclofosfamida (D’Argenio, 1981; Mentré; 1995;
Sallas, 1995).

El resultado obtenido fue que con 50 pacientes y cinco concentraciones plasmaticas
por paciente era posible caracterizar los parametros con suficiente exactitud y precision.
Los tiempos de muestreo asi obtenidos se combinaron entre si considerando las
limitaciones practicas en la monitorizacion de estos pacientes (limite de cuantificacion de
la técnica analitica, descanso nocturno del paciente, horarios del personal de enfermeria,
etc.) (Pérez-Ruixo, 1998).

Una vez seleccionada la estrategia de monitorizacion de los pacientes y con el
objetivo de facilitar el trabajo al personal de enfermeria encargado de la extracciéon de
muestras, se disefid un impreso especifico para la solicitud de la monitorizacion de
concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida capaz de recoger la informacion
minima necesaria para el tratamiento farmacocinético de los datos obtenidos (Anexo
3). El personal sanitario recibié una serie de sesiones de aprendizaje sobre la extraccion
y preparacion de las muestras de sangre y la cumplimentacion del impreso de solicitud
de monitorizacion de las concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida disefiado para la

recogida de datos (Tesis Doctoral Pérez, 1999).

Al tiempo recomendado para cada extraccion, se interrumpié la perfusion
intravenosa, se extrajeron y desecharon aproximadamente 3 mL de sangre con el fin
de evitar la hemodilucion y a continuacién se recogieron entre 2-3 mL de sangre en un

tubo con EDTA (Vacutainer® tapén morado).

IV.5. Analisis Farmacocinético

A los tiempos predefinidos se obtuvieron las muestras de sangre para las
pacientes. Y con las concentraciones plasmaticas obtenidas a los tiempos reales se
realizé un analisis descriptivo, media, desviacion estandar y coeficiente de variacion.
Ademas de una exploracion grafica de la relacion concentracion tiempo tanto de los
valores individuales como de los valores medios con sus intervalos de confianza

mediante el programa Sigmaplot.
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Para el andlisis farmacocinético se utilizd las concentraciones plasmaticas y el
logaritmo de las concentraciones plasmaticas. El logaritmo de las concentraciones fue

realizado con el programa Excel.

El método utilizado para estimar los parametros poblacionales fue el modelo no
lineal de efectos mixtos (en inglés, Nonlinear Mixed Effects Model, NONMEM) que
incluye en el modelo parametros de efecto fijo y aleatorio, tanto interindividual como
intraindividual. La estimacién de los parametros farmacocinéticos poblacionales se
realizd mediante regresion no lineal por minimos cuadrados extendidos, con doble
precision estimacién de primer orden (FO) y de primer orden condicional con
interaccion (FOCEI) implementada en el software NONMEM (Version V, nivel 1.0). Con
la subrutina ADVANG6 de NONMEM, con el objetivo de poder utilizar las ecuaciones
diferenciales (Beal, 1989; Beal, 1992).

Ademas, la subrutina $MIX (modelo mixture) permite caracterizar a priori diferentes
subpoblaciones para uno o mas parametros en el modelo (Frame, 2003). El modelo
mixture asume que en la poblacion existen dos o mas subpoblaciones con diferentes

medias y puede que diferente variabilidad.

La magnitud de la variabilidad interindividual e intraindividual en los parametros
farmacocinéticos fue modelizada mediante el modelo exponencial. Cuando el analisis
se ha realizado con el logaritmo las concentraciones el modelo de variabilidad
intraindividual utilizado ha sido el modelo aditivo que corresponde al equivalente del

exponencial.

Las covariables fueron exploradas como se describe en el apartado 1V.5.4.2.

Los resultados para realizar las graficas de la bondad del ajustado han sido
obtenidos a partir de las tablas de salida del NONMEM vy las graficas se han creado

mediante el programa Sigmaplot y Xpose31 (S-PLUS, version 6).
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Con objeto de simplificar las representaciones graficas se ha simulado un individuo
tipico medio de la poblacion para cada uno de los ajustados de cada modelo. La
superficie corporal del individuo medio de la poblacién fue 1.6 m? y por ello se
administra 9600 mg (6g/m?) de ciclofosfamida en perfusion continua durante 96 horas
a una velocidad de 100 mg/h. Simulando las concentraciones plasmaticas y la cantidad

de enzima.

La estadistica ha sido realizada con el programa SAS Guide Enterprise (Versién
4.1).

La validacién interna del modelo final ha sido realizada mediante el “visual
predictive check” para el cual se ha realizado una simulaciéon de 1040 pacientes de la
poblacién a partir de los parametros obtenidos del modelo final. Se ha calculado los
percentiles 5, 50 y 95 % de los valores simulados para ver si las observaciones se

encuentran en el interior de estos limites.

Con el fin de comprobar el efecto de la concentracion plasmatica de ciclofosfamida
sobre su autoinduccién, con el modelo final se simulo un individuo tipo a diferentes
dosis y se calculd el AUC y C. a las diferentes dosis mediante el analisis no

compartimental con el programa WinNonlin (Version 3.3).

IV.5.1. Base de datos

El fichero de la base de datos fue confeccionado a partir de la informacién
proveniente de la hoja de monitorizacion (dosis, tiempo de duracion de la perfusion,
tiempo reales), de la historia clinica (datos antropométricos, bioquimicas, medicacion)
y de las determinaciones plasmaticas de ciclofosfamida. Los datos fueron introducidos
manualmente en un fichero Excel y guardado el fichero en el formato de Excel
delimitado por espacios. Este fichero fue verificado por una segunda persona (control
de calidad).

El fichero de datos utilizado para realizar el analisis farmacocinético contiene las

siguientes variables (Anexo 6):
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ID: Identificaciéon de las pacientes, nimero correlativo de acuerdo al orden en que
fueron reclutadas.

TIME: Tiempo de administracion y de muestreo en horas.

CFA: Concentraciéon plasmatica de ciclofosfamida y el logaritmo de las
concentraciones (Ln) pg/mL. En NONMEM, la concentraciéon corresponde a la variable
dependiente (DV).

AMT: Dosis administrada en mg. Esta dosis fue calculada mediante el nomograma
de Du Bois y Du Bois por el oncélogo a partir de la superficie corporal de las pacientes
y teniendo en cuenta que la dosis total 6 g/m? durante 4 dias (96 horas). Se utiliza la
dosis administrada por dia para cada una de las perfusiones a las 0, 24, 48 y 72 horas.
En un grupo de pacientes no fue posible conocer el tiempo de perfusiéon diaria y por
ello se utilizo la dosis completa.

RATE: Velocidad de administracion en mg/h. Se calculo dividiendo la dosis
administrada por la duracién de cada perfusion diaria a los diferentes intervalos de
tiempo de 0-24, 24-48, 48-72 y 72-96 horas. En un grupo de pacientes no fue posible
conocer el tiempo de perfusién diario pero se conocia la duracién de la perfusién en el
intervalo 0-96 horas. La velocidad fue calculada dividiendo la dosis total por la duracion
del intervalo.

CMT: Especifica el nimero del compartimento de observaciones y dosis. Donde el
compartimento 1 corresponde a las observaciones y dosis de ciclofosfamida y el
compartimento 2 corresponde solo a la dosis de enzima. Se asume que el enzima se
encuentra en estado estacionario y el valor de dosis es 1.

MDV: La variable dependiente “missing”, donde los valores MDV son:

0 DV es una observacion (DV no es “missing”).

1 DV no es una observacion (DV es “missing”). El dato DV es ignorado.

Para el estudio de las covariables al fichero de datos se le incorporaron las
distintas covariables recogidas de la historia clinica de cada paciente. Asi se
recogieron las caracteristicas antropométricas: edad (afos), peso (kg), talla (cm),
superficie corporal (m?) calculada mediante el nomograma de Du Bois y Du Bois; los
datos bioquimicos: glucosa sérica (mg/dL), urea (mg/dL), acido urico (mg/dL),
creatinina sérica (mg/dL), proteinas totales (g/dL) y albumina (g/dL), colesterol total

(mg/dL) vy triglicéridos (mg/dL), enzimas hepaticos (Ul/L): aspartato aminotransferasa
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(AST), alanino aminotransferasa (ALT), gamma-glutamil transpeptidasa (GGT), lactato
deshidrogenasa (LDH) y fosfatasa alcalina (FA). También se recogieron los datos
hematoldgicos: hemoglobina (g/dL), plaquetas (U/mm?®), fraccion de eyeccion

ventricular (Anexo 9).
IV.5.2. Fichero control

Se escribi6 la sintaxis para todos los modelos que se encuentran descritos en el
apartado siguiente (apartado 1V.5.3).
Cada fichero control fue nombrado con la palabra “run” seguidos de un numero

«

correlativo segin como se han ido ejecutando y con la extensiéon “.mod”, al fichero
salida se le ha dado el mismo nombre que al fichero de entrada pero con la extension
“Ist’. Las diferentes tablas de salida fueron sdtab, patab, mytab, cotab, catab con el
numero correspondiente de analisis. Sdtab es la tabla estandar que contiene la
informacion suficiente para poder realizar los graficos de la bondad de ajuste:
identificacion (ID), tiempo (TIME), predicciones individuales (IPRED) y residuales
ponderados individuales (IWRES), ya que por defecto el NONMEM incluye variable
dependiente (DV), las predicciones poblacionales (PRED), residuales (RES) y
residuales ponderados (WRES). Patab es la tabla de los parametros (ID, ETA1,
ETAZ2...). Mytab es la tabla para variables creadas en NONMEM como cantidad de
enzima (ENZ) y la clasificacion de la subpoblaciones (EST). Cotab y Catab son las
tablas para covariables continuas y categdricas, respectivamente, utilizadas para la

exploracién de las covariables mediante GAM ("Generalised Additive Modeling, GAM").

1V.5.3. Modelos farmacoestadisticos

Para seleccionar el modelo farmacocinético poblacional que mejor refleja la
evolucion del farmaco en el organismo, los pares de valores concentracion plasmatica
de ciclofosfamida tiempo y el logaritmo de las concentraciones tiempo, se ajustaron a

los siguientes modelos farmacoestadisticos:

En el modelo 1, se describe el comportamiento farmacocinético de ciclofosfamida
con un modelo monocompartimental con administracién en perfusion intravenosa

continua a velocidad constante y eliminacion de primer orden no inducida (Figura IV.1).
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Ko

CENTRAL
Vv

v

Figura IV. 1 Modelo 1. CFA: Modelo monocompartimental con administracion en
perfusién continua, con eliminacién lineal de ciclofosfamida.

@ =K, —C—I - CFA Ecuacion IV. 2
dt \

La ecuacion diferencial 1V.2, describe el intercambio de masas respecto al tiempo
para el compartimento considerado. En esta ecuacion CFA representa la
concentracion plasmatica de ciclofosfamida y se expresa en pg/mL. K, es la constante
de orden 0, Cl es el aclaramiento plasmatico en L/h y V es el volumen de distribucion

aparente de ciclofosfamida en litros.

Los siguientes modelos estan basados en el hecho que la curva de perfusion no
presenta un estado estacionario estable sino que adquiere pendiente negativa, la
autoinduccion de la ciclofosfamida podria ser la responsable. Existen datos en la
bibliografia sobre el comportamiento tiempo dependiente de ciclofosfamida, esto hace
que se considere la posibilidad de modelizar con el modelo del compartimento enzima.
De esta manera, estos modelos incluyen parametros farmacocinéticos adicionales. La
autoinduccioén de ciclofosfamida se modeliza mediante un incremento no lineal o lineal
de la velocidad de produccion de la cantidad de enzima. La “enzima” responsable es
considerada como un compartimento con formacion enzimatica a velocidad constante
(orden cero) y desaparicion del organismo segun una cinética de orden uno. En
condiciones basales, en este caso pacientes sin ciclofosfamida (tiempo 0, predosis), se

asume que la cantidad de enzima se encuentra en estado estacionario (fisioldgico) y
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no cambia con el tiempo, es decir las velocidades de entrada y salida del
compartimento del enzima son iguales. Al no conocer la cantidad real de enzima en su
compartimento se considera valor 1 (fraccion del valor basal igual a 100%);
consecuentemente, la constante de formacion (Kenzin) se iguala al producto constante
de eliminaciéon enzimatica (Kenzout) por la cantidad de enzima (Enz basal). (Ecuacion
IV.3.y V.4.).

dEnz 5
at = Kgnzin — Kenzow 'ENZ - Ecuacion 1V. 3
KENZin = KENZout'EanasaI Ecuacion IV. 4

Al considerar el valor basal de Enz=1 resulta que Kenzin=Kenzout-

El modelo 2, describe el comportamiento farmacocinético de ciclofosfamida con
un modelo monocompartimental con administracion en perfusién intravenosa continua
a velocidad constante y la eliminacion de primer orden inducible. En este modelo se
considera un compartimento adicional, que mimetiza la evolucion temporal de la
actividad enzimatica y el modelo E,.x representa la funcion no lineal que incrementa la
produccion de actividad enzimatica (factor de autoinduccién de ciclofosfamida). Se
asume que la actividad enzimdtica inicial es estacionaria, se produce mediante un
mecanismo de orden 0 y se elimina mediante un proceso de primer orden (Figura
IV.2). Este modelo corresponde a una modificacién del modelo de E., que fue testado
por Hassan y Huitema (Hassan, 1999; Huitema, 2001), pero no fue reportado como

modelo final.
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Epna -CFA
.................... > . cra
KO ....... K y (1+ ECSO : CFA)
ENZIMA Kenz
CENTRAL |
\Y
Cl-Enz

Figura IV. 2 MODELO 2. CFA: Modelo monocompartimental con administracion en
perfusion continua, con eliminacion lineal de ciclofosfamida con autoinduccion.
ENZIMA: Modelo monocompartimental con formaciéon enzimatica de orden 0 e
induccion no lineal por ciclofosfamida (modelo E,.,) y eliminacion enzimatica lineal.

dCFA =K, -C—I-EnZ-CFA Ecuacion IV. 5
dt \/
dEnz E,x - CFA y
T = KENZ (l+ m) — KENZ EnZ Ecuacion IV. 6

En las ecuaciones diferenciales 1V.5 y IV.6, describen el intercambio de masas
respecto al tiempo para cada uno de los compartimentos considerados. En esta
ecuacion CFA representa la concentracion plasmatica de ciclofosfamida y se expresa
en yg/mL. K, es la constante de orden 0, Cl es el aclaramiento plasmatico en L/h y V
es el volumen de distribucion aparente de ciclofosfamida en litros. Enz representa la
actividad enzimatica. Kgnz representa la constante de produccion y de eliminacion de la
actividad enzimatica en h™. El modelo E.. representa la funcién no lineal que
incrementa la produccidon de actividad enzimatica (factor de autoinducciéon de

ciclofosfamida). Donde E,.x corresponde al efecto maximo de induccion y ECs,
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corresponde a la concentraciéon de ciclofosfamida que produce la mitad del efecto

maximo de induccidn.

En el modelo 3, describe el comportamiento farmacocinético de ciclofosfamida
con un modelo monocompartimental con administracion en perfusiéon intravenosa
continua a velocidad constante y la eliminacion de primer orden inducible. En este
modelo se considera un compartimento adicional, que mimetiza la evolucién temporal
de la actividad enzimatica y su autoinduccion por ciclofosfamida. Se asume que la
actividad enzimatica inicial es estacionaria, se produce mediante una velocidad de
orden 0. Se prueba el modelo Huitema modificado, se considera uUnicamente la
formacion del enzima monocompartimental, sin tener en cuenta la inhibicion de tiotepa
ya que no se conoce la concentracién de la misma en las pacientes (el modelo de
Huitema asume que el enzima activo esta en equilibrio con el enzima inactivo y la

tiotepa favorece el paso de enzima activo a inactivo) (Huitema, 2001) (Figura IV.3).

............................. > -,

K - -
Ko enz ECy + cFa’

ENZIMA
CENTRAL

Figura IV. 3 MODELO 3. CFA: Modelo monocompartimental con administracion en
perfusion continua, con eliminacién lineal de ciclofosfamida con autoinduccion.
ENZIMA: Modelo monocompartimental con formacion enzimatica de orden 0 e
inducible por ciclofosfamida (modelo E.).

9CFA _k,- Sl Enzcra- e
dt Y Y,

‘CFA Ecuacién IV. 7
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dEnz CFA

T = KENZ (m) Ecuacion V. 8

En las ecuaciones diferenciales IV.7. y IV.8., describen el intercambio de masas
respecto al tiempo para cada uno de los compartimentos considerados. En esta
ecuacion CFA representa la concentracion plasmatica de ciclofosfamida y se expresa
en ug/mL. K, es la constante de orden 0, Cl es el aclaramiento plasmatico inducible en
L/h y V es el volumen de distribuciéon aparente de ciclofosfamida en litros. Cl, es el
aclaramiento plasmatico no inducible en L/h y Enz representa la actividad enzimatica.
Kenz representa la constante de produccion de la actividad enzimatica en h'. La
induccion fue modelada con el mecanismo “on-off”. Este mecanismo “interruptor” es
descrito mediante una funcién E.,. Antes del tratamiento, cuando la ciclofosfamida no
esta presente y la induccion esta en “off’ por tanto los niveles de enzima estan en
estado estacionario, al no conocer la cantidad real de enzima en su compartimento se
considera valor 1 (fraccion del valor basal igual a 100%). Cuando ciclofosfamida esta
presente y la concentracion es considerablemente mayor que la concentracion de
ciclofosfamida que produce la mitad del efecto maximo de inhibicion (IC50), el
resultado es la autoinduccién maxima (Enay). La eliminacion de la actividad enzimatica

después del tratamiento con ciclofosfamida no pudo ser cuantificable (Huitema, 2001).

En el modelo 4, describe el comportamiento farmacocinético de ciclofosfamida
con un modelo monocompartimental con administracién en perfusiéon intravenosa
continua a velocidad constante y la eliminacion de primer orden inducible. En este
modelo se considera un compartimento adicional, que mimetiza la evolucion temporal
de la actividad enzimatica y su autoinduccién por ciclofosfamida. Se asume que la
actividad enzimatica inicial es estacionaria, se produce mediante un mecanismo de

orden 0 y se elimina mediante un proceso de primer orden (Figura IV.4).
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Kenz(1+SCp-CFA)

Ko

KENZ

CENTRAL ENZIMA
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v

cL, CL-Enz

Figura IV. 4 MODELO 4. CFA: Modelo monocompartimental con administracién en
perfusion continua, con eliminacién lineal de ciclofosfamida con autoinduccion.
ENZIMA: Modelo monocompartimental con formacion enzimatica de orden 0 e
inducible por ciclofosfamida y eliminacion enzimatica lineal.

@ =K, -C—I-Enz-CFA— cl, ‘CFA Ecuacion IV. 9
dt V
dEnz

. Kenz 1+ SCp-CFA) — K\, -Enz  Ecuacion IV. 10

En las ecuaciones diferenciales 1V.9. y IV.10., describen el intercambio de masas
respecto al tiempo para cada uno de los compartimentos considerados. En esta
ecuacion CFA representa la concentracion plasmatica de ciclofosfamida y se expresa
en mg/mL. K, es la constante de orden 0, Cl es el aclaramiento plasmatico inducible en
L/h y V es el volumen de distribucion aparente de ciclofosfamida en L. Cl, es el
aclaramiento plasmatico no inducible en L/h. Enz representa la actividad enzimatica.
Kenz representa la constante de produccion y de eliminacion de la actividad enzimatica
en h™. SCp representa la pendiente de la funcién lineal que incrementa la produccién
de actividad enzimatica (factor de autoinduccion de ciclofosfamida). Este modelo es el
modelo de Hassan modificado (Hassan, 1999), ya que Hassan modeliza la

ciclofosfamida como bicompartimental. No se dispone de informacién suficiente en la
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fase terminal de eliminacion de ciclofosfamida para modelizar la ciclofosfamida como

bicompartimental.

El modelo 5, describe el comportamiento farmacocinético de ciclofosfamida con un
modelo monocompartimental con administracion en perfusion intravenosa continua a
velocidad constante. La eliminacion de primer orden inducible puede ser diferente
teniendo en cuenta 2 subpoblaciones con inductores rapidos y lentos. En este modelo
se considera un compartimento adicional, que mimetiza la evolucion temporal de la
actividad enzimatica y su autoinduccién por ciclofosfamida. Se asume que la actividad
enzimatica inicial es estacionaria, se produce mediante un mecanismo de orden 0 y se

elimina mediante un proceso de primer orden (Figura IV.5).

Kenz(1+SCp-CFA))

" e >

KENZ

CENTRAL | ENZIMA R
v

€«
(CL+ACL:pop)-Enz

pop= 1 subpop 1
pop= 0 subpop 2

Figura IV. 5 MODELO 5. CFA: Modelo monocompartimental con administracién en
perfusion continua, con eliminacion lineal de ciclofosfamida con autoinduccién dos
subpoblaciones. ENZIMA: Modelo monocompartimental con formacion enzimatica de
orden 0 e inducible por ciclofosfamida y eliminacion enzimatica lineal.

Las ecuaciones diferenciales 1V.11. y 1V.12., describen el intercambio de masas
respecto al tiempo para cada uno de los compartimentos considerados. En esta
ecuacion CFA representa la concentracion plasmatica de ciclofosfamida y se expresa

en ug/mL. K, es la constante de orden 0, Cl corresponde al aclaramiento plasmatico,
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ACI es el incremento de aclaramiento en L/h, "pop” clasifica las subpoblaciones de
manera que para metabolizadores lentos pop= 0 por lo tanto no hay incremento del
aclaramiento y para los metabolizadores rapidos pop = 1 por lo tanto el aclaramiento
se incrementa (Cl = Cl + ACI). V es el volumen de distribuciéon aparente de
ciclofosfamida en L. Enz representa la actividad enzimatica. Kgy; representa la
constante de produccion y de eliminacién de la actividad enzimatica. SCp representa la
pendiente de la funcién lineal que incrementa la produccion de actividad enzimatica

para cada una de las subpoblaciones.

dCFA
dt

_Cl+ACI- POP Enz.CFA Ecuacion Iv. 11

KO

dEnz _ Kenz @+ SCp-CFA) — Ky, 'Enz  Ecuacion IV. 12

dt

IV.5.4. Desarrollo de los modelos farmacoestadisticos

El desarrollo del modelo se realizd6 mediante la aplicacion simplificada del
procedimiento general descrito por Mandema (1992). En primer lugar se selecciona el
modelo farmacoestadistico. En segundo se procede a evaluar la influencia de

diferentes covariables sobre cada uno de los parametros farmacocinéticos del modelo.

IV.5.4.1. Seleccion del modelo farmacoestadistico

La concentracion y el logaritmo de la concentraciéon plasmatica de ciclofosfamida
de la poblacién de estudio se utilizaron para caracterizar el modelo farmacoestadistico
que describe el comportamiento farmacocinético de ciclofosfamida. Mediante el
modelo no lineal de efectos mixtos a través de la regresién no lineal por minimos
cuadrados extendidos, con doble precision estimacion de primer orden (FO) y
estimacion de primer orden condicional con interaccién (FOCEI), implementada en el
software NONMEM (Versién V, nivel 1.0). Se utilizé la subrutina ADVANG6 de NONMEM
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con el objetivo de poder utilizar las ecuaciones diferenciales (Beal, 1989; Beal, 1992).
Este modelo asume que los parametros farmacocinéticos individuales proceden
aleatoriamente de una funcioén de distribucién de probabilidad, cuyos primeros dos
primeros momentos estadisticos son directamente estimados del conjunto de
concentraciones plasmaticas existentes en la muestra a estudio. Cuando el nimero de
concentraciones plasmaticas por paciente es superior a 1, la regresion por minimos
cuadrados extendidos, implementada en NONMEM, puede estimar la variabilidad
interindividual no explicada por los modelos de regresion basados en covariables
predictoras y la variabilidad residual en las concentraciones plasméticas de
ciclofosfamida. Esta variabilidad es debida al error existente en las dosis
administradas, la velocidad de administracion, el tiempo de extraccion de las
concentraciones plasmaticas, la preparaciéon de la muestra, la técnica analitica, e

incluso el propio modelo farmacocinético seleccionado.

La magnitud de la variabilidad interindividual en los parametros farmacocinéticos
fue modelizada mediante el modelo de varianza exponencial. A modo de ejemplo se
representa la ecuacion del modelo de variabilidad interindividual para cualquier
parametro de los modelos: V el volumen de distribucién, Cl aclaramiento plasmatico,
Kenz constante enzimatica, E. corresponde al efecto maximo de induccién y ECs
corresponde a la concentracion de ciclofosfamida que produce la mitad del efecto
maximo de induccion, SCp representa la pendiente de la funcién lineal que incrementa

la produccion de actividad enzimatica o Cl, el aclaramiento plasmatico no inducible

P, =P*exp () Ecuacion IV. 13

donde P; es la estimacion del parametro del individuo j-ésimo realizada por el modelo
de regresion, P representa el valor medio poblacional del parametro y 7,, representa
la diferencia entre el parametro en el individuo j-ésimo y la media poblacional del
parametro y se asume que es una variable aleatoria independiente con media 0 y

varianza «?.

La magnitud de la variabilidad residual en las concentraciones plasmaticas de

ciclofosfamida y se modelizé mediante un modelo de varianza exponencial (ecuacion
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IV.14). La magnitud de la variabilidad residual al utilizar los logaritmos de las
concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida se modelizé mediante un modelo de
varianza aditivo que equivale al modelo de varianza exponencial en escala lineal

(ecuacion IV.15).

C; =C; -exp(e;) Ecuacion IV. 14

INC;; =InC; +¢; Ecuacion IV. 15

donde C,-j* es la i-ésima concentracion de ciclofosfamida en el paciente j-ésimo, C; es
la prediccion de la concentracion plasmatica de ciclofosfamida realizada por el modelo
farmacoestadistico y g; representa la diferencia entre la i-ésima concentracion de
ciclofosfamida en el paciente j-ésimo y la prediccion realizada por el modelo
farmacoestadistico y se asume que es una variable aleatoria independiente con media
0 y varianza & La magnitud de la variabilidad residual, o, esta expresada,
aproximadamente, como coeficiente de variacion puesto que procede de un modelo de
varianza exponencial.

Se obtuvieron las estimaciones bayesianas de los parametros farmacocinéticos
individuales mediante la opcion POSTHOC del software NONMEM cuando fue

utilizado el método de estimacion FO.

El modelo farmacoestadistico basico de ciclofosfamida se describié mediante
un modelo estructural basado en el modelo farmacocinético monocompartimental
abierto con administracion intravenosa a velocidad constante y eliminacion de primer
orden. A partir de este modelo se establecié las condiciones de referencia. Donde la
seleccion de la utilizacion de la concentracion o el logaritmo de la concentracion
plasmatica de ciclofosfamida se realizo teniendo en cuenta el cambio de funcién
minima objetiva, errores estandar de estimacion de los parametros farmacocinéticos
poblacionales y el andlisis grafico de la dispersion de los residuales ponderados frente
a las predicciones. La seleccion del método de estimacion, de primer orden (FO) o de
primer orden condicional con interaccién (FOCEI) teniendo en cuenta las diferencias

en la variabilidad interindividual y residual, ademas de la precision de los parametros.
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Un vez fijadas las condiciones de referencia con el modelo farmacoestadistico
basico, se desarrollan modelos mas complejos. Estos modelos tienen en cuenta que la
curva de concentracion plasmatica tiempo tras administracion en perfusién IV presenta
un aspecto atipico ya que no se observa un estado estacionario estable. Ademas
existen en la bibliografia datos sobre el comportamiento tiempo dependiente de

ciclofosfamida.

En esta Memoria se aborda de una manera mas fisiologia el fendmeno de
autoinduccion mediante la existencia de un “compartimento del enzima”. Este se
fundamenta en que la ciclofosfamida es un profarmaco que es metabolizado via
hepatica a través de diferentes microsomas del citocromo P-450. La induccion del
citocromo P-450 es conocida por ser genéticamente regulable, asi pues la variaciéon en
la incidencia de la autoinduccion puede resultar de los diferencias en el genotipo
(Nebert, 1986). Estos modelos son descritos en el apartado 1V.5.3., incluyen
parametros farmacocinéticos adicionales con respecto al modelo farmacoestadistico

basico.

La seleccion del modelo farmacoestadistico final a partir del basico se realiza
mediante la integracion de los siguientes criterios: cambio de la funcién minima
objetiva, error estandar de la estimaciéon de los parametros farmacocinéticos,
correlaciones entre los distintos parametros y dispersion de los residuales ponderados
en funcioén del tiempo (Beal, 1992). El cambio en la funcién minima objetiva (AFMO) se
evalu6 para aplicar la prueba de razén de verosimilitud (RV). EI AFMO representa un
estadistico que es proporcional a menos dos veces el logaritmo neperiano de la
verosimilitud de los datos (-2LL) y se distribuye asintéticamente como una distribucion
de y? con tantos grados de libertad como nimero de parametros afiadidos al modelo
(Sheiner, 1977; Beal, 1989). Siempre que los modelos al comparar sean anidados. De
esta forma, se necesita un AFMO superior a 7.88 y 10.6 para alcanzar la significacion
estadistica de p < 0.005 para la inclusiéon de 1 y 2 parametros de efecto fijo o aleatorio,
respectivamente cuando el método de estimacion usado sea FO. En el caso de FOCE
y FOCEI un valor menos conservativo de 3.84 deberia ser considerado significante
(<0.05).
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Sin embargo, para modelos no anidados AFMO no puede ser usado como test, en

esta situacion el criterio de Akaike puede ser usado (Akaike, 1974).

AIC = Funcion minima objetiva+ 2-par Ecuacién IV. 16

donde par= numero total de parametros en el modelo. EI modelo con el AIC mas

bajo es el mejor.

Se realizé la deteccidn de subpoblaciones de pacientes a través de parametros de
eliminacion de ciclofosfamida. Para poder caracterizar las subpoblaciones se
graficaron los histogramas de los valores de las variabilidades individuales de los
parametros para detectar una distribucion bimodal que nos indicara la posible
existencia de subpoblaciones con diferente autoinduccién de la ciclofosfamida,
metabolizadoras rapidas y lentas. Se utilizd la subrutina $MIX (modelo mixture) que
permite caracterizar a priori diferentes subpoblaciones para uno o mas parametros en
el modelo (Frame, 2003). EI modelo mixture asume que en la poblacion existen dos o
mas subpoblaciones con diferentes medias y puede que diferente variabilidad. Cuando
se ajusta con el “mixture model” ademas de la media y la variabilidad también estima la
proporcion de pacientes que pertenece a cada subpoblacion para un parametro.

Una vez se disponia del modelo farmacoestadistico final. Se realizo un analisis

exploratorio de las covariables.

IV.5.4.2. Exploracion de las covariables.

Para el estudio de las covariables al fichero de datos se le incorporaron las
distintas covariables recogidas de la historia clinica de cada paciente. Asi se
recogieron las caracteristicas antropométricas: edad (afos), peso (kg), talla (cm),
superficie corporal (m?) calculada mediante el nomograma de Du Bois y Du Bois; los
datos bioquimicos: glucosa sérica (mg/dL), urea (mg/dL), acido urico (mg/dL),
creatinina sérica (mg/dL), proteinas totales (g/dL) y albumina (g/dL), colesterol total
(mg/dL) y triglicéridos (mg/dL), enzimas hepaticos (Ul/L): aspartato aminotransferasa
(AST), alanino aminotransferasa (ALT), gamma-glutamil transpeptidasa (GGT), lactato

deshidrogenasa (LDH) y fosfatasa alcalina (FA). También se recogieron los datos
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hematolégicos: hemoglobina (g/dL), plaquetas (U/mm®), fraccién de eyeccidn

ventricular (Anexo 9).

La influencia de las variables predictoras de caracter continuo y categorico sobre
los parametros farmacocinéticos de ciclofosfamida se analiz6 mediante el analisis
exploratorio de los datos obtenidos en la muestra de pacientes a estudio. La seleccion
del modelo de covariables examina la adicion de las diferentes covariables disponibles
en el modelo estructural basico mediante la utilizacibn de modelos generalizados
aditivos ("Generalised Additive Modeling, GAM").

Para encontrar que covariables pueden ser susceptibles de ser incluidas en el
modelo se dispone principalmente de:

+ La distribucion de los valores individuales de variabilidad interindividual (ETA) vs
las covariables identificadas como posible influencia de variables predictoras

*+ GAM ("Generalised Additive Modelling"): identifica las covariables susceptibles
de ser incluidas en el modelo (Mandema, 1992)

El GAM es similar a la regresion lineal multiple pero no estrictamente lineal.

El GAM se ejecuta con el programa Xpose31 (S-PLUS, version 6), asumiendo la

siguiente funcion general:

Donde p; es el i-ésimo valor de los parametros individuales, a es la constante de
interseccion, z;, es el i-ésimo valor de los individuales del n-ésimo covariable y f(C)s
son funciones lineales o no lineales que relacionan la influencia de la covariables con
los parametros.

El proceso de identificacion de covariables significativas mediante el GAM, se
realiza mediante un proceso por etapas. En este proceso, se examinan distintas
combinaciones de diferentes modelos con las covariables. La discriminacion entre
modelos se lleva a cabo mediante la comparacién del criterio de informacion de Akaike
(Akaike information criterion, AIC). La busqueda por etapas se lleva a cabo de acuerdo
con una jerarquia definida de posibles relaciones funcionales (una para cada
covariable), las cuales por defecto son: la covariable no es incluida en el modelo, la
covariable es incluida de forma lineal en el modelo y la covariable es incluida de forma
no lineal. En cada paso y para cada covariable, se aplican los distintos modelos dentro

de la jerarquia establecida y el modelo que disminuye mas el AIC es retenido en el
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siguiente paso. La busqueda termina cuando ningun otro modelo puede disminuir mas
el valor de AIC (Jonsson, 1999).

Mediante este proceso, cada vez que se ejecuta el GAM sobre un parametro
farmacocinético, se analiza el posible efecto de las covariables sobre dicho parametro.
Antes de utilizar estos modelos es conveniente examinar las correlaciones entre
covariables. Si algunas covariables estan altamente correlacionadas, como por
ejemplo el peso y la altura, se tendera a utilizar la covariable con mayor significado

clinico.

La Xpose31 es una interfase que se ejecuta bajo el programa estadistico S-PLUS
y permite realizar el analisis exploratorio de los datos en estudio.

El programa Xpose toma las tablas de salida (patab, cotab, catab) del NONMEM y
mediante sistema de menus, se puede seleccionar la creacion de diferentes tipos de
analisis y graficas. Entre ellos destacar el GAM, que permite evaluar las covariables
relevantes susceptibles de ser incluidas en el modelo poblacional y graficas que

ayudan en el desarrollo del modelo de covariables.

IV.5.4.3. Efecto de la concentracion de ciclofosfamida sobre su
autoinduccion.

Con el fin de comprobar el efecto de la concentracion de ciclofosfamida sobre su
autoinduccion con el modelo final, se comparé sobre un individuo tipo, el efecto de las
diferentes dosis sobre la cinética de ciclofosfamida. Se simulé (en base a los
parametros obtenidos en el modelo final) el perfil cinético de un individuo tipo
administrado con una perfusién continua durante 96 horas en un rango de dosis desde
2000 mg a 20000 mg.

Se realizo el analisis no compartimental para los pares de valores concentracion
tiempo obtenidos mediante el programa WinNonlin (version 3.3.). Con los parametros
obtenidos, el area bajo la curva (AUC y AUC,) y la concentracion maxima obtenida
(Cmax) €n el rango de dosis se estudio la linealidad mediante la regresiéon potencial

aplicando la siguiente ecuacion (Smith, 2000):

Parametro = a-Dose® Ecuacién IV. 18



124 Modelado Farmacocinético de Ciclofosfamida en Pacientes con Cancer de Mama

Consiste en realizar la regresion para la estimacion del coeficiente (a) y el
exponente (b) con su intervalo de confianza del 95% con el programa SAS Guide

Enterprise (version 4.1).

IV.5.4.4. Validaciéon del modelo

La validacion del modelo poblacional puede realizarse mediante una validacion
interna o externa. La validacion del modelo poblacional puede ser analizada mediante
la medida de las predicciones que provienen de los mismos datos utilizados para

construir el modelo (exploracién interna) o de datos diferentes (exploracion externa).

En la presente memoria ha sido utilizada la validacion interna, hace referencia a
diferentes técnicas de analizar los datos utilizados para construir el modelo. La
comprobacion visual predictiva (“Visual Predictive Check”) es una de estas técnicas
donde se simulan 1000 pacientes utilizando las estimas del modelo final y se compara
la distribucion de los valores observados con los simulados. Se representa
graficamente la mediana y los intervalos de prediccion del 90%. De manera que el
modelo puede razonablemente predecir las concentraciones en el tiempo, si el 90% del
intervalo de confianza cubre las concentraciones observadas y las observaciones

deberian estar distribuidas alrededor del perfil tipico (Nick y Mats, 2008).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1. Pacientes y Tratamiento Farmacoterapéutico

La presente Memoria se ha realizado con una muestra de 52 pacientes, mujeres,
diagnosticadas de cancer de mama de alto riesgo, que han sido tratadas con un
régimen de quimioterapia a altas dosis (STAMP-V) y posterior rescate con células

progenitoras hematopoyéticas de sangre periférica.

De estas 52 pacientes, 46 pertenecen al Hospital Clinico Universitario y 6 al
Hospital Universitario Dr Peset de Valencia. Aunque el tamafo inicial de la muestra era
de 60 pacientes, finalmente se decidié excluir del estudio a 8 pacientes por no cumplir

los criterios de seleccion predefinidos.

Las caracteristicas antropomeétricas de los pacientes estudiados se encuentran

resumidas en la tabla V.1. y de forma detallada en el Anexo 4. La aplicacion de las
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pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilks establece que tanto la edad, como el
peso, la talla y la superficie corporal, presentan distribuciones de probabilidad que no

difieren significativamente de una distribucién normal (p>0.05).

Tabla V. 1 Estadistica descriptiva de las caracteristicas antropométricas de las
pacientes.

Desviacién i
Poblaciéon Media 3 CV(%) Ambito
estandar
Edad (afios) 46.17 9.17 19.86 29.00 - 62.00
Peso (kg) 69.20 11.81 17.07 45.50 - 99.30
Talla (cm) 157.82 6.08 3.85 148.00 — 181.00
SC (m?) 1.71 0.14 8.05 1.37-2.05

SC: superficie corporal; CV: Coeficiente de variacion.

En la figura V.1. Se muestran los histogramas de estas cuatro variables

antropomeétricas.
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Figura V. 1 Histogramas de las variables antropométricas: edad, peso, talla, superficie
corporal, respectivamente.
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En la figura V.2 se muestra la distribucion de frecuencias relativas referentes al
diagnostico de las pacientes, con carcinoma de mama de alto riesgo, incluidas en este
estudio. El diagnostico individual de cada una de las pacientes estudiadas se
encuentra en el Anexo 5. Asi, se distinguen los pacientes con diagndstico histolégico
de adenocarcinoma de mama en estadio Il y Ill con mas de 10 ganglios axilares
afectados tras cirugia reglada sin resto tumoral (59.6%), los pacientes con diagnéstico
histolégico de adenocarcinoma de mama en estadio Il y Ill con mas de 4 ganglios
axilares afectados tras quimioterapia neoadyuvante (28.8%) y los pacientes con

carcinoma inflamatorio de mama (11.5%).

C inflamatorio

11.5%

>4 ganglios afectos

ganglios afectos

Figura V. 2 Diagrama de sectores de la frecuencia relativa del diagnéstico del cancer
de mama.

Durante el ingreso hospitalario requerido para la administracion de quimioterapia a
altas dosis en estas pacientes se originaron un total de 943 estancias. La mediana de
la estancia fue de 22 dias por paciente. Ninguna paciente fue dada de alta antes de
transcurrir 18 dias desde su ingreso y en una paciente la estancia se prolong6 durante
54 dias debido a la lenta recuperacion de la plaguetopenia ocasionada. En la tabla
V.2., se muestra la estadistica descriptiva (media y desviacion estandar) de los

parametros bioquimicos monitorizados en la muestra de pacientes estudiadas a lo
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largo del ingreso hospitalario: acido urico, ALAT, albumina, ASAT, bilirrubina directa,
bilirrubina indirecta, creatinina sérica, fosfatasa alcalina, glucosa, y-glutamil

transferasa, lactato deshidrogenasa, proteinas totales y urea.

Tabla V. 2 Evolucion de los parametros bioquimicos de los pacientes durante su
ingreso. Los resultados se presentan como media (desviacion estandar).

Ingreso Fin CT RCPH Alta
Acido urico (mg/dL) 4.2(1.1) 2.9(0.7) 2.3(0.7) 2.2(1.3)
ALAT (UI) 32.3 (28.1) 39.3 (45.0) 80.0 (57.0) 17.7 (28.0)
Albumina (g/dL) 4.2 (0.4) 3.8(0.7) 4.6 (0.3) 4.5(0.6)
ASAT (Ul) 20.2 (15.3) 22.2(21.6) 51.4 (30.0) 43.7 (83.0)
Bilirrubina
directa (mg/DI) 0.15(0.08) 0.19 (0.13) 0.16 (0.07) 0.178 (0.48)
Bilirrubina

Lo 0.30 (0.12) 0.41 (0.14) 0.40 (0.30) 0.37 (0.30)
indirecta (mg/dL)

Creatinina

sérica (mg/dL) 0.9 (1.0) 0.7 (0.13) 0.7 (0.2) 0.7 (0.2)
Fosfatasa alcalina (Ul) 148 (139) 136 (87) 226 (444) 311 (307)
Glucosa (mg/dL) 114 (35) 119 (48) 116(48.0) 107 (29)
y-Glutamil transferasa

(un 24.4 (19.8) 29.6 (31.4) 62.5 (50.0) 85.6 (62.7)
Lacta!to 226 (107) 237 (104) 834 (651) 300 (83)
deshidrogenasa (Ul)

Proteinas totales (g/dL) 6.7 (0.6) 6.2 (0.6) 6.6 (0.63) 6.6 (0.9)
Urea (mg/dL) 26.9 (7.1) 23.9 (8.0) 32.0 (12.0) 38.09 (25.3)

CT: quimioterapia; RCPH: reinfusion de células precursoras hematopoyéticas.

Estos mismos estadisticos se muestran en la tabla V.3 para los parametros
hematolégicos: recuento de leucocitos, neutréfilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos,
basofilos, plaquetas, tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina parcial activada,
fibrinbgeno y hemoglobina. La evolucion temporal de estos parametros se describe
mediante cuatro cortes realizados al ingreso hospitalario (dia —7), tras la finalizacion de
la quimioterapia a altas dosis (dia —4), en la reinfusién de células progenitoras

hematopoyéticas de sangre periférica (dia 0) y al alta hospitalaria de la paciente.
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La comparacion de las medias de los parametros bioquimicos y hematoldgicos al
ingreso y al alta hospitalaria evidencié diferencias estadisticamente significativas para
las plaquetas y la hemoglobina, posiblemente debido a que la recuperaciéon de estos
parametros hasta los niveles previos al tratamiento con quimioterapia a altas dosis
todavia no se ha alcanzado en el momento del alta hospitalaria. Asimismo, se
evidencio un incremento significativo de parametros de funcionalidad hepatica como la
fosfatasa alcalina, la y-glutamil transferasa y el fibrindgeno, atribuible a la toxicidad
hepatica secundaria a la administracion del tratamiento antineoplasico. La disminucion
del &acido urico respecto a los valores al ingreso hospitalario se debe a la

administracién mantenida del alopurinol durante el ingreso.

Tabla V. 3 Evolucién de los parametros hematoldgicos de los pacientes durante su
ingreso. Los resultados se presentan como media (desviacion estandar).

Ingreso Fin CT RCPH Alta

Leucocitos (10%mm?) 5.4 (3.4) 5.8 (2.4) 1.0 (0.7) 5.1 (4.5)
Neutréfilos (10%mm?) 4.5 (3.1) 5.7 (2.6) 0.9 (0.7) 4.9 (3.8)
Linfocitos (10%mm?®) 1.2 (0.6) 0.5(0.98) 0.26(0.1) 0.6(0.8)
Monocitos (/mm?) 527(327) 372 (234) 9 (27) 534 (391)
Eosinéfilos (/mm®) 161(161) 35 (73) 1(2) 21(54)

Baséfilos (10°/mm?®) 31.3 (42.9) 6 (17) 4 (16) 17.7 (29)
Plaquetas (10%/mm?) 212 (109) 194 (96) 129 (66) 216 (14)
Tiempo de protrombina (seg) 15.1 (18.6) 12.1(0.7) 11.2(0.5) 12.0(0.6)

Tiempo de tromboplastina

parcial activada (seg) 40.0(42.0) 31.4(10) 32.9(9.6) 65 (57)
Fibrinégeno 3.1(0.6) 2.7(0.95) 3.2(0.8) 5.7 (2.0)
Hemoglobina (g/dL) 11.1 (1.3) 10.1 (1.0) 104 (1.1) 9.2(1.3)

CT: quimioterapia; RCPH: reinfusion de células precursoras hematopoyéticas.

V.2. Técnica Analitica

Con el método cromatografico puesto a punto para determinar ciclofosfamida en
muestras bioldgicas los tiempos de retencion de la ciclofosfamida e ifosfamida fueron
11.64 min y 12.81 min, respectivamente. En la figura V.3, se muestran los

cromatogramas correspondientes a las concentraciones plasmaticas de 5y 40 pg/mL.



130 Modelado Farmacocinético de Ciclofosfamida en Pacientes con Cancer de Mama

Patr6on 5 ,g/mL

Ifosfamida

o] Patrén 40 ,g/mL

Ifosfamida

Ciclofosfamide

2 ‘ 4 ‘ ‘ ‘ 6 ‘ ‘ 8 ‘ ‘ 10 ‘ ‘ 12 ‘ ‘ 14 ‘ mir
Figura V. 3 Cromatogramas correspondientes a las concentraciones plasmaticas de 5y
40 yg/mL de ciclofosfamida.

V.3. Analisis Farmacocinético

El cumplimiento del disefio experimental se extrae de la informacién recogida en
las tablas V.4. y V.5 donde se puede ver la estadistica descriptiva de los tiempos de

muestreo y de las concentraciones plasmaticas.
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Tabla V. 4 Tiempo de muestreo de ciclofosfamida.

Tiempo de muestreo (h)

Predefinido N Media (DE) CV% IC 95%
6 35 6.0 (1.0) 16.7 58-6.2
24 59 22.2 (3.8) 171 21.5-229
48 55 47.3(4.4) 9.3 46.5-48.2
72 45 72.1(2.2) 3.1 716-725
96 77 95.4 (1.6) 1.7 95.1-95.6
98 27 98.3(0.6) 0.6 98.1-98.4
100 16 101.2 (1.8) 1.8 100.5-101.8

DE: Desviacién estandar; CV: Coeficiente de variacion; IC: Intervalo de confianza.

Tabla V. 5 Concentracion plasmatica de ciclofosfamida.

Concentracion plasmatica (ug/mL)

Tiempo

Predefinido(h) N Media (DE) CV % IC 95%

6 35  206(87) 422 18.5-22.7
24 59 39.2(12.5) 319 36.9-41.5
48 55 386(12.8) 33.2 36.2-41.0
72 45  34.6(10.9) 315 32.3-36.8
96 77 29.2(95) 325 27.7-307
98 27 26.1(11.7) 448 22.8-29.3
100 16 24.2(136) 56.2 19.4 - 29.1

DE: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion; IC: Intervalo de confianza.

El diseio del estudio farmacocinético de ciclofosfamida ha supuesto la
monitorizacion de 314  concentraciones plasmaticas de  ciclofosfamida
correspondientes a 52 pacientes (6.04 muestras por paciente), que ocasionaron 622
determinaciones, es decir, en promedio cada muestra se replico 1.98 veces. En el
38.5% de los pacientes se tomaron 7 muestras, 6, 5 y 4 muestras fueron tomadas en el

34.6%, 9.6% y 17.3% de los pacientes, respectivamente. En 82.7% de pacientes
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fueron tomadas de 5 o mas muestras. Los valores individuales de los tiempos de
extraccion de las muestras y de las concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida se

muestran en el Anexo 6.

Los coeficientes de variacion (CV%) de los tiempo de muestreo de ciclofosfamida
fueron mas elevados durante la primeras 48 horas, siendo para 6, 24 y 48 horas de
16.7, 17.1 y 9.3 %, respectivamente. A partir de las 72 h los coeficientes de variacion

son inferiores, para 72, 96, 98 y 100 horas de 3.1, 1.7, 0.6 y 1.8 %, respectivamente.

Los coeficientes de variacion (CV%) de las concentraciones plasmaticas de
ciclofosfamida fueron por debajo del 50 % excepto para las 100 h donde el valor fue
56.2%. A los demas tiempos el rango de los coeficientes de variacion de las

concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida fue de 31.5 a 44.8 %.

El numero de pacientes y el numero de muestras tomadas fueron las suficientes
teniendo en cuenta el disefio experimental previo donde, el disefio con 50 pacientes y
cinco concentraciones plasmaticas por paciente caracteriza los parametros con
suficiente exactitud y precision. Queda demostrado que un estudio de simulacion
previo al experimental, facilita su disefio y puede incrementar significativamente la
eficacia de la estimacidon de los parametros farmacocinéticos poblacionales (Pérez-
Ruixo, 1998).

Se han considerado diferentes intervalos de tiempo alrededor de cada horario de
extraccion, con el fin de poder estimar los valores medios de las concentraciones

plasmaticas asociadas a cada tiempo de muestreo.

En la Figura V.4 se representa la media y los intervalos de confianza del 95%
(IC95%) de las concentraciones plasmaticas y de los tiempos de muestreo
correspondientes a las tablas V.4. y V.5. En la figura se puede observar la disminucion
de las concentraciones plasmaticas. En el Anexo 7, se puede observar la relacion

concentracion plasmatica tiempo para cada una de las pacientes.
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Concentracion plasmatica (ug/mL)
&

Figura V. 4 Media e intervalo de confianza del 95% de las concentraciones plasmaticas
y de los tiempos de muestreo.

El analisis farmacocinético de ciclofosfamida ha sido posible realizarlo, sin
grandes sesgos en la recogida de la informacion, por la elevada adherencia al
protocolo de tratamiento establecido; este aspecto se resalta por la dificultad inherente
a este tipo de estudios, en el ambito asistencial y también por tratarse de una
estrategia de monitorizacion de ciclofosfamida compleja que se ha incorporado a la
practica del hospital de forma voluntaria. No obstante, la variabilidad en los tiempos
reales a los que se realizaron las extracciones de muestras de sangre, ponen de
manifiesto como una importante fuente de la variabilidad residual en el modelo
farmacoestadistico (Schumacher, 1985) (tabla V.4) y la variabilidad obtenida en los
valores medios de concentraciones plasmaticas obtenidos para los siete tiempos de
muestreo (tabla V.5) para ciclofosfamida. Ademas, la exactitud y la precision de
algunos parametros farmacocinéticos pueden verse modificada. Es decir, la
informacion que aportaran las concentraciones plasmaticas extraidas alrededor de las
6 y las 100 horas desde el inicio de la perfusiéon es menor de la establecida por cuanto
que estos dos tiempos de monitorizacion son los mas afectados ante la falta de
adherencia al protocolo establecido. Por estos motivos, la caracterizacion del volumen
de distribuciéon y su variabilidad puede verse sensiblemente afectada por la calidad de

las muestras de las 6 horas postperfusion intravenosa.
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Figura V. 5 Concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida en funcion del tiempo

La curva de concentraciéon plasmatica tiempo tras administracién en perfusion 1V
presenta un aspecto atipico ya que no se observa un estado estacionario estable; se
observa un incremento de las concentraciones plasmaticas durante las primeras 24
horas, las concentraciones obtenidas a las 48 horas fueron menores que las obtenidas
a las 24 horas, de modo que se observa una disminucidn de las concentraciones
plasmaticas, aunque en valor medio son del mismo orden, las concentraciones medias
fueron de 39.2 y 38.6 ug/mL. La concentracion plasmatica media a las 72h fue de 34.6
pug/mL, valor menor que el obtenido a las 48h. A 96 h, la concentracion plasmatica
media fue 29.2 pg/mL, la concentracion disminuye respecto al tiempo anterior (tabla
V.5. y Figura V.5.). Este comportamiento no caracteristico de las perfusiones continuas
hace que en la mayoria de las pacientes adquieran una pendiente negativa. En este
punto cabe plantearse ciertos supuestos respecto a la linealidad de los procesos
cinéticos de la ciclofosfamida, en los que participa y en particular su aclaramiento en el

tiempo.

Dado que la ciclofosfamida se distribuye en el agua corporal total, uniéndose en un
20% a proteinas plasmaticas, es previsible que esta unién no experimente cambios
dosis dependientes. En cambio, sus metabolitos se unen en mayor porcentaje a las
proteinas (67%), pero este extremo no ha sido considerado (Edwards, 1980; Moore,
1991).
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En cuanto a la linealidad o no linealidad de los procesos cinéticos en los que
participa la ciclofosfamida, sefialar hasta un 20% de la dosis de ciclofosfamida se
elimina de forma inalterada en la orina (Fasola, 1991; Bailey, 1991; Boddy, 2000), por
lo que se asume que este proceso cinético es lineal, tal y como se considera en la
bibliografia (Chen, 1995; Hassan, 1999). Solo 4% es excretado por la bilis (Dooley,
1982). La eliminacién mayoritaria de ciclofosfamida ocurre por transformacion
metabdlica. Aunque esto puede ocurrir predominantemente en el higado, la activacién
o inactivacion metabdlica puede ocurrir en otros lugares del organismo, incluyendo los

eritrocitos (Dockham, 1997) y el mismo tumor.

La ciclofosfamida es un profarmaco que requiere una biotransformacion para
generar especies alcalinas activas. El paso de ciclofosfamida a 4hidroxiciclofosfamida,
ha sido estudiado in vitro por Anderson L.W. y cols (Anderson, 1996), a las
concentraciones plasmaticas alcanzadas cuando se administran 6 g/m? de
ciclofosfamida, en pacientes que reciben en combinacién con tiotepa, tal y como
sucede en el esquema STAMP-V, confirmando que se trata de un proceso no
saturable, es decir, serian necesarias concentraciones mucho mas elevadas para su
saturaciéon. En este mismo sentido, Chen y Cols (Chen, 1995) exponen diferentes
razones en el marco de la disposicion de ciclofosfamida administrada a altas dosis,
que permiten asumir como el proceso de eliminacion no puede no parecer saturable a
las dosis convencionales. No obstante en estas condiciones Grochow, (Grochow,
1983), Chang (Chang, 1993) y cols detectaron cinética saturable en algunos pacientes
que recibian dosis de 1g/m? de ciclofosfamida. Esta situacion también puede
presentarse durante la administracion de inductores e inhibidores enzimaticos ya que
pueden alterar la cinética de ciclofosfamida y por ello su respuesta terapéutica o téxica
(Ayash, 1992; Bagley, 1973).

Las concentraciones plasmaticas obtenidas (tabla V.5.) confirman que no parecen
existir procesos cinéticos saturados. Ademas, incluso si la ciclofosfamida tuviera
eliminaciéon saturable, este efecto seria perceptible sélo en la fase inicial de la
perfusion intravenosa debido a que posteriormente se solaparia con los cambios mas

grandes, causados por la induccién (Hassan, 1999).
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Con relacion a los procesos de metabolizacion de ciclofosfamida, varios estudios
clinicos han observado el incremento del aclaramiento de ciclofosfamida, disminucién
de su semivida bioldgica y area bajo la curva (AUC), tras repetidas administraciones,
debido a que ciclofosfamida induce su propio metabolismo (Kritz, 1993; Graham, 1983;
Sladek, 1984; D’lnacalci, 1979). Esta disminucion de la concentracion de
ciclofosfamida también se observa en los pacientes incluidos en la presente Memoria,

en la figuras V.4.y V.5.

Yule y cols describen una alteracion del metabolismo de ciclofosfamida al
incrementar el tiempo de perfusion de ciclofosfamida y apuntan al hecho como ventaja
terapéutica potencial (Yule, 2001). Esto es explicable mediante una cinética tiempo
dependiente (autoinduccion) donde hay un cambio gradual del aclaramiento de
ciclofosfamida en el tiempo después de un periodo de latencia (Chen, 1995; Tesis
Doctoral Pérez-Ruixo, 1999). En ambos casos se intenta explicar el cambio producido
en la concentracion de ciclofosfamida mediante un mecanismo no fisiolégico en el

cambio del aclaramiento, sin indagar en cual es el proceso responsable.

En esta Memoria se aborda de una manera mas fisiologia el fendmeno de
autoinduccion mediante la existencia de un “compartimento del enzima”. Este se
fundamenta, la ciclofosfamida es un profarmaco que es metabolizado via hepatica a
través de diferentes microsomas del citocromo P-450. La induccion del citocromo P-
450 es conocida por ser genéticamente regulable, asi pues la variacion en la incidencia

de la autoinduccion puede resultar de los diferencias en el genotipo (Nebert, 1986).

La “enzima” responsable es considerada como monocompartimental con
formacién enzimatica a velocidad constante (orden cero) y desaparicion del organismo
segun una cinética de orden uno. En condiciones basales, en este caso pacientes sin
ciclofosfamida (tiempo 0, predosis), se asume que la cantidad de enzima se encuentra
en estado estacionario (fisioldgico) y no cambia con el tiempo, es decir, las velocidades
de entrada y salida del compartimento del enzima son iguales. Al no conocer la
cantidad real de enzima en su compartimento se considera valor 1 (fraccion del valor

basal igual a 100%); consecuentemente, la constante de formacion (Kenzin) se iguala al
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producto constante de eliminaciéon enzimatica (Kgnzout) poOr la cantidad de enzima (Enz

basal).

Desde el momento en que se inicia la administracion de ciclofosfamida se rompe
el equilibrio anterior porque se supone que se incrementa la constante de formacion
del enzima, pudiendo ser este incremento lineal o no lineal. Como consecuencia del
mismo la cantidad de enzima cambia respecto a su valor inicial (basal) actuando como
un compartimento del enzima y aumentando la eliminacion de ciclofosfamida. Este
modelo es semejante en su disefio y planteamiento a los “modelos de efecto indirecto”
establecidos (Hassan, 1999; Huitema, 2000b, E. de Jonge, 2004b; E de Jonge, 2005a;
E de Jonge, 2005b). Este disefio es la base de desarrollo de los diferentes modelos

estructurales descritos en la presente Memoria.

Las pacientes han recibido quimioterapia a altas dosis basada en el esquema
STAMP-V que consta de la administracion intravenosa de ciclofosfamida 1.5 g/mz/dia,
tiotepa 125 mg/m?/dia y carboplatino 200 mg/m?dia, en perfusion continua de 24
horas, durante cuatro dias seguidos. No se ha podido tener en cuenta las interacciones
posibles con la administracion de los farmacos concomitantes. En especial aquellos
farmacos que son metabolizados por el citocromo P-450 y en especial por los
isoenzimas CYP2B6, CYP2C9 y CYP3A4 (Ren, 1997; Chang, 1993 y 1997; Hassan,
1999). Ademas el glutation S transferasa (GST) y aldehido deshidrogenasa (ALDH). El
polimorfismo de estos enzimas puede afectar a la farmacocinética de ciclofosfamida
por lo tanto a su toxicidad o efectividad. En el estudio realizado por Ekhart, la
evaluacion de la variante de los alelos en CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4,
CYP2A5, GSTA1, GSTP1, ALDH1A1 y ALDH3A1 no explica la variabilidad
interindividual en la farmacocinética de la ciclofosfamida y 4hidroxiciclofosfamida,
probablemente no son la causa de la variabilidad en la toxicidad observada (Ekhart,
2008a). Es conocida la interaccion de ciclofosfamida y tiotepa utilizadas en este
esquema, sin embargo no se pudo cuantificar esta interaccién debido a no conocer los
niveles plasmaticos de la misma. En 1996, la relevancia clinica de esta observacién no
habia sido establecida; sin embargo, en un estudio en in vitro se vio que la tiotepa
inhibia el metabolismo de ciclofosfamida (Anderson, 1996). En 2001, Huitema y cols

estudian esta interaccion in vivo, describiéndola como una fuerte y reversible inhibicion
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de la conversién de ciclofosfamida en 4hidroxiciclofosfamida. El valor 1C50, inhibicion
de la formacién de 4hidroxiciclofosfamida por tiotepa fue 23uM. Este valor estaba en
concordancia con el obtenido por Anderson, IC50 entre 1 y 40 uM (Huitema, 2000b;
Huitema, 2001). Esto prueba la hipétesis de la inhibicién por tiotepa de los enzimas del
citocromo P450 responsable de la metabolizacion de ciclofosfamida. La ciclofosfamida
y tiotepa son ambos metabolizados por los enzimas de clase 2B y 2C (Chang, 1993 y
1997). La ciclofosfamida muestra una autoinduccidn que como consecuencia
disminuye su exposicién e incrementa la exposicion de 4hidrociclofosfamida durante el
tratamiento (Huitema, 1999; Ren, 1998). El AUC y C,,.x de 4hidrociclofosfamida fueron
fuertemente reducidos cuando es administrada la tiotepa antes que ciclofosfamida, ya
que estas pacientes reciben perfusiones de ciclofosfamida, carboplatino y tiotepa de
aproximadamente de 1 hora durante 4 dias, una infusion detras de otra en un mismo
dia.

El incremento del AUC 4hidoxiciclofosfamida fue acompafiado con una
disminuciéon del AUC de ciclofosfamida, ya que la mayor via de eliminacion de la
ciclofosfamida es la formacion de 4hidroxixciclofosfamida. Sin embargo, también es
metabolizada a 2-decloroetilciclofosfamida. Una cantidad (17-29%) considerable de
ciclofosfamida es eliminada por la orina de forma inalterada (Ren, 1998; Chen 1995).
La eliminacion via 2-decloroetilciclofosfamida es aproximadamente del 5 % (Ren,
1998; Busse, 1999). Chen y cols no han encontrado una diferencia significativa en la
eliminacion de ciclofosfamida inalterada en la orina cuando esta combinada con tiotepa
(Chen, 1995; Huitema, 2001). Sin embargo, Busse y Huitema han encontrado un
incremento del aclaramiento renal (ciclofosfamida inalterada) y la formacién de 2-
decloroetilciclofosfamida en tratamientos con altas dosis de ciclofosfamida en
comparacion con dosis convencionales (Busse, 1999, Huitema, 2000). Tanto
ciclofosfamida como 2-decloroetilciclofosfamida no tiene actividad antitumoral.
Recientemente, Ekhart estudié la alteracion de la farmacocinética de ciclofosfamida y
tiotepa en pacientes con insuficiencia renal moderada; los resultados sugieren que no
es necesario ajustar la dosis de ciclofosfamida en estos pacientes. Sin embargo, hay
que tener precaucion con la tiotepa pues existe una correlacién entre exposicion y
toxicidad (Ekhart, 2008b).
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En suma, el estudio de Huitema mostré que la bioactivacion de ciclofosfamida es
fuertemente reducida por tiotepa tanto in vitro como en pacientes con cancer. Para una
perfusion de 24 horas se reduce aproximadamente 3 veces la semivida de
ciclofosfamida. En la presente Memoria al no poder cuantificar la inhibiciéon de tiotepa
en combinacién con ciclofosfamida se intentara modelar esta interaccion mediante el

compartimento enzima.

En esta Memoria se plantean dos vias de eliminacion para la ciclofosfamida, una
via de eliminacién no inducida y otra via inducida por la cantidad de enzima, esta
induccion puede ser lineal pero también puede ser no lineal. Dentro de todos los
modelos no lineales el modelo de efecto maximo es el utilizado en esta memoria. De
esta manera se parte de modelos mas sencillos, hasta llegar a modelos mas

complicados con induccién enzimatica.

V.3.1. Desarrollo de los modelos farmacoestadisticos

Los resultados del analisis farmacocinético poblacional por el modelo no lineal de
efectos mixtos considerando un modelo de varianza interindividual exponencial son
descritos mediante los parametros de efecto fijo, parametros de efecto aleatorio,
variabilidad interindividual e intraindividual con sus correspondientes errores
estandares. También la funcién minima objetiva (FMO) correspondiente a cada
ajustado.

Se comprueban los graficos mas significativos para valorar la bondad de los ajustados
para cada uno de los modelos descritos:
- La grafica superior izquierda muestra las predicciones tipicas de la poblacion
vs. la variable dependiente (concentracién plasmatica de ciclofosfamida
observada). La linea de identidad de regresion cruza por el medio de los
datos.
-La grafica superior derecha muestra las predicciones individuales vs. la
variable dependiente (concentracion plasmatica de ciclofosfamida observada).
La linea de identidad cruza por el medio de los datos.
-La grafica inferior izquierda muestra las concentraciones plasmaticas de

ciclofosfamida respecto al tiempo con la superposiciéon de la simulacién de las
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concentraciones plasmaticas asumiendo un individuo medio de la poblacion
utilizando el ajuste correspondiente.

-La grafica inferior derecha muestra la cantidad de enzima respecto al tiempo
con la superposicion de la simulacion de la cantidad de enzima asumiendo un
individuo medio de la poblaciéon utilizando el ajuste correspondiente (en
modelos del 2 al 5).

Las graficas de los residuales:

-La grafica superior izquierda se muestra los residuales vs. la variable tiempo.
-La grafica superior derecha se muestra los residuales ponderados vs. la
variable tiempo. Esta grafica da informacion acerca del modelo de error
residual y permite diagnosticar el ajustado, indicando que el modelo estructural
es adecuado al no mostrar tendencias relevantes.

-La grafica central izquierda se muestra los residuales vs. las predicciones
individuales.

-La grafica central derecha se muestra los residuales ponderados vs. las
predicciones individuales.

-La grafica inferior izquierda se muestra los residuales ponderados
individuales vs. la variable tiempo.

-La grafica inferior derecha se muestra los residuales ponderados individuales

vs. las predicciones individuales.

Se comprueban los histogramas de los valores de variabilidad interindividual de los
parametros para valorar la distribucion alrededor de cero.

Los diferentes ajustados de cada modelo se nombrar con las siglas “EE” seguidos

de numero correlativo.

Los modelos estudiados con método no lineal de efectos mixtos (NONMEM)
son el modelo 1 con una via de eliminacion sin induccién enzimatica (EE-1, EE-2 y
EE-3), el modelo 2 con induccién enzimatica no lineal (EE-4 y EE-5), el modelo 3 con
induccion no lineal con el mecanismo “on-off’ con una o dos vias de eliminacion (EE-6,

EE-7 y EE-8), el modelo 4 con induccion lineal con una o dos vias de eliminacion (EE-
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9, EE-10, EE-11 y EE-12) y finalmente el modelo 5 con induccion enzimatica lineal
teniendo en cuenta los metabolizadores rapidos y lentos, asumiendo dos
subpoblaciones de aclaramiento (EE-13). Las estimas iniciales de los parametros

farmacocinéticos obtenidas son utilizadas para los tratamientos cinéticos posteriores.

El modelo de varianza interindividual y residual seleccionado para el andlisis
farmacocinético ha sido el exponencial. Esta decision se basa en que es el que mejor
describe los datos experimentales para la ciclofosfamida (Peck, 1992; Mandema, 1995;
Rodriguez, 1996a).

El método no lineal de efectos mixtos, dada su amplia utilizacion en el campo
de la farmacocinética poblacional, ha sido elegido para definir el comportamiento

farmacocinético de ciclofosfamida en pacientes con cancer de mama.

V.3.1.1. Seleccion del modelo farmacoestadistico

El modelo farmacoestadistico basico (modelo 1), que describe la evolucién
temporal de la concentracion plasmatica de ciclofosfamida mediante el modelo
monocompartimental con administracién en perfusion intravenosa continua a velocidad

constante y eliminacion de primer orden no inducida representado en la figura IV.1.

La magnitud de la variabilidad interindividual en los parametros farmacocinéticos

fue modelizada mediante el modelo exponencial.

Con este modelo se ha tratado de seleccionar las condiciones de referencia con
respecto a las concentraciones o el logaritmo de las concentraciones plasmaticas de
ciclofosfamida, asi como el método de estimacién mas adecuado primer orden (FO) o
primer orden condicional con interaccion (FOCEI).

Los parametros obtenidos con el modelo 1 ajustados EE-1, EE-2 y EE-3 son
descritos en la tabla V.6. El ajustado EE-1 se realizo a partir de las concentraciones
plasmaticas y el método de estimacion FO. El ajustado EE-2 se realizo con el logaritmo
de las concentraciones plasmaticas y el método de estimacion FO. A partir de los

resultados obtenidos en el ajustado EE-1 en comparacion con EE-2, se decidio el
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realizar la transformacion logaritmica de las concentraciones plasmaticas de

ciclofosfamida por varias razones:

- Asimetria en residuales ponderados (WRES)

- La relacion las predicciones a poblacional (PRED) vs
concentraciones de ciclofosfamida (DV) muestra una desviacion que no
la muestra las predicciones individuales (IPRED) vs. DV. Esto indica que
la media geométrica es una mejor medida de tendencia central cuando
los datos tienes un desplazamiento (skewness) a la derecha
(Carroll&Ruppert, 1998).

- La transformacion logaritmica mejora las estimas de la matriz de
omega. Ademas, hace que el andlisis sea mas estable y el tiempo de
analisis es mas corto en comparacion con el analisis con las

concentraciones no transformadas.

El ajustado EE-3 se realizo con el logaritmo de las concentraciones plasmaticas y
el método de estimaciéon FOCEI. Cuando fue comparado con el ajustado EE-2, se
observo que la estimacion FOCEI producia una disminucion de la variabilidad
interindividual, un incremento de la variabilidad residual y una mayor precisién en la
estimacion de estos parametros, fundamentalmente cuando no existia interaccion
entre la variabilidad interindividual y la variabilidad residual. Estos resultados coinciden

con las propiedades de los algoritmos utilizados (Beal, 1992).
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Tabla V. 6 Parametros farmacocinéticos estimados (error estandar) mediante el modelo
no lineal de efectos mixtos, con un modelo de varianza interindividual exponencial.
Modelo 1 sin induccion.

Modelo 1
Parametros
EE-1(run11)? EE-2(run12)*® EE-3(run13)"°

CL(L/h) 2.90(0.115) 3.16(0.130) 3.05(0.097)

V(L) 17.3(1.67) 16.7(1.79) 18.2(1.26)

ocL(%) 26.4(12.4) 26.0(11.6) 25.8(3.00)

av (%) 81.2(57.9) 60.5(34.6) 51.4(8.29)
ocra (%) 26.9 (1.58) 50.7(2.15) 51.5(2.35)

FMO 1739.946 -361.667 -356.955
MPE (%) 9.60 (3.75) 0.530 (7.61) 0.695 (7.84)

aFO.

® Transformacion logaritmica de las concentraciones plasmaticas de los parametros.
°FOCEL.

MPE: media del error de prediccién (desviacion estandar).

El modelo 1 corresponde a los 3 ajustados EE-1, EE-2 y EE-3, con modelos de
varianza interindividual y residual exponencial, donde se alcanza para los parametros,
la varianza interindividual y residual del aclaramiento y del volumen de distribucion
estimaciones precisas con errores estandares relativos (ERR) inferiores a los umbrales
del 20% y 50%, respectivamente (Ette, 1993). Ademas, no existe correlacion entre
ambos parametros superior al valor umbral aceptado 0.75. Se observa un sesgo en la
dispersion de los residuales ponderados, frente a la predicciéon de la concentraciéon de
ciclofosfamida que no proporciona una distribucion aleatoria de los residuales. Los
modelos estructurales y las estimas de las variabilidades de los ajustados EE-1, EE-2 y
EE-3 son consideradas exactos porque media de los errores de prediccion (MPE) es
menor al 15%. La precisién de los ajustes ha sido determinada como la desviacion

estandar de la media de los errores de prediccion (Sheiner, 1981b; Fadiran, 2000). Los
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valores de la variabilidad interindividual de los pardmetros se distribuyen alrededor de
cero (Figuras V. 12).
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Figura V. 6 Relacion entre las concentraciones plasmaticas obtenidas y las
predicciones poblacionales e individuales por el modelo 1 (EE-1). Superposicion en la
relacion concentracion plasmatica tiempo de un individuo medio de la poblaciéon
obtenida con modelo 1 (run11.mod).

Se observa que el perfil de un individuo medio de la poblaciéon obtenido con el
ajustado EE-1 no describe las concentraciones de ciclofosfamida observadas, ya que
no tiene en cuenta que la curva de concentracion plasmatica tiempo tras

administracion en perfusion IV no alcanza el estado estacionario estable debido a la
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autoinduccién de la ciclofosfamida. El perfil medio que describe este ajustado es un

perfil plano tipico de una perfusion continua IV.
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Figura V. 7 Evolucion temporal de los residuales y los residuales ponderados
poblacionales e individuales y su dispersion en funcién de la prediccion por el modelo 1
(EE-1) (Run11.mod).
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Se observa un sesgo en la dispersion de los residuales ponderados, frente a la
prediccion de la concentracidon de ciclofosfamida que no proporciona una distribucion

aleatoria de los residuales (Figura V.7.).
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Figura V. 8 Relacion entre las concentraciones plasmaticas obtenidas y las
predicciones poblacionales e individuales por el modelo 1 (EE-2). Superposicion en la
relacion concentracion plasmatica tiempo de un individuo medio de la poblaciéon
obtenida con modelo (run12.mod).



Resultados y Discusion 147

44 44
3 3
o o
1 | = oo o
2 2 o %S ° .
'g 14 o 14 8 & oo & o e}
2 o o o 9 009 & o &eo
s, 0 8GR © 7 0o Q@ B S o&R ., 4
E S S 3 7o26 5o ° S oo
NE K S :
o o
o o o
2] g .12 2
-3 4 -3 4 ©
o
4 4] ©
[e}
-5 T T T T T T T T T T T -5 T T T T T T T
0O 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 0O 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120

Tiempo (h)

Tiempo (h)

44 44
34
2 ] .
3 "
] T T T T T T
3 3
; é .|
34 34
44 44
5 -5
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4
Prediccion de concentracion (ug/mL) Prediccion de concentracion (ug/mL)
15 15
1.0 4 1.0 4
El El
he} o he}
2 GO ° o 2
2 o054 2 . o g o
S 0o OTEE © © o
0.0 15353 8o~ - |
¥ .c
= © o o
3 054 o g -0.
o
¢ o 0 ¢
1.0 4 R
15 15

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Tiempo(h)

Prediccion individual de concentracion plasmatica (ug/mL)

Figura V. 9 Evolucion temporal de los residuales y los residuales ponderados
poblacionales e individuales y su dispersion en funcién de la prediccion por el modelo 1

(EE-2). (Run12.mod).

Se observa un sesgo en la dispersion de los residuales ponderados frente a la

prediccion de la concentracion de ciclofosfamida de manera que no proporciona una

distribucion aleatoria de los residuales (Figura V.9.).
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obtenida con modelo 2 (run13.mod).
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Figura V. 11 Evolucién temporal de los residuales y los residuales ponderados
poblacionales e individuales y su dispersion en funcion de la prediccion por el modelo 1

(EE-3)(Run13.mod).

Se observa un sesgo en la dispersion de los residuales ponderados frente a la

predicciéon de la concentracion de ciclofosfamida de manera que no proporciona una

distribucion aleatoria de los residuales (Figura V.11.).
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Las distribuciones de los valores de variabilidad interindividual de los parametros,
CL (ETA_CL), V (ETA_V) para el modelo 1, ajustados EE-1, EE-2 y EE-3 se pueden

observar en la siguiente figura V.12. revelando una distribucion alrededor de cero en

los estimados de estos parametros.
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Figura V. 12 Distribucion de los valores individuales de variabilidad interindividual de
los parametros CL (ETA_CL) V (ETA_V) para el modelo 1, ajustados EE-1, EE2 y EE-

3.
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TablaV.7 Shrinkage_ETA

Shrinkage_ETA

(%)
Sh_ETAcL Sh_ETAy
EE-1 3.9 40.4
Modelo 1 EE-2 7.9 26.8
EE-3 8.1 23.0

Los valores de shrinkage son inferiores al 30% para el aclaramiento para los
ajustados EE-1, EE-2 y EE-3. Los valores de shrinkage para el volumen de distribucion
son inferiores 30% excepto para el ajustado EE-1 donde son superiores a 30%. Por
encima de 30%, significa que no hay suficiente nimero de muestras por paciente para
caracterizar de forma individual el parametro del volumen de distribucién en el ajustado
EE-1 (Karlsson, 2007; Savic, 2008).

Tabla V. 8 Parametros estadisticos de la recta de regresion entre las concentraciones
plasmaticas observadas y la prediccidon poblacional de los modelos para
ciclofosfamida, modelo de varianza interindividual exponencial.

EE-1 Coeficiente Error Intervalo de confianza t

(RUN11) estandar 95% P
Ordenada 12.3262 0.8681 10.6179-14.0345 14.1983 <0.0001
Pendiente 0.6255 0.0249 0.5764-0.6745 25.1055 <0.0001
r 0.8205 5.7154 0.7802-0.8540 20.1964 <0.0001
EE-2 Coeficiente Error Intervalo de t

(RUN12) estandar confianza 95% P
Ordenada 0.0911 0.1407 -0.1858-0.30798 0.6475 0.5178
Pendiente 0.9669 0.0413 0.8856-1.44817 23.4052 <0.0001
r 0.8010 0.3650 0.7569-0.8378 19.2035 <0.0001
EE-3 Coeficiente Error Intervalo de ¢

(RUN13) estandar confianza 95% P
Ordenada 1.0299 0.0765 0.8794-1.1804 13.4661 <0.0001
Pendiente 0.6951 0.0224 0.6597-0.7392 31.0130 <0.0001
r 0.8710 - 0.8411-0.8956 23.3150 <0.0001

*En este caso el estadistico de contraste es “z” no “t”

En la recta de regresion lineal entre la concentracion de ciclofosfamida y las
predicciones realizadas, el intervalo de confianza del 95% de la ordenada en el origen
y la pendiente incluyen el 0 y 1 en el ajustado EE-2, sin embargo en los ajustados EE-1

y EE-3 noincluyen el 0 y 1, respectivamente (tabla V. 8).
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Por razones expuestas, las condiciones de referencia de aqui en adelante son:
transformacién logaritmica de las concentraciones plasmaticas y el método de
estimacion FOCEI. E. de Jonge en su articulo también utiliza el logaritmo de las

concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida (E. de Jonge, 2004b).

Un vez fijadas las condiciones de referencia con el modelo farmacoestadistico
basico, se desarrollan modelos mas complejos donde se tiene en cuenta que la curva
de concentracion plasmatica tiempo tras administracion en perfusion IV presenta un
aspecto atipico ya que no se alcanza un estado estacionario estable. Los datos
existentes en la bibliografia sobre el comportamiento tiempo dependiente de

ciclofosfamida es la base de los siguientes modelos.

Los modelos del 2 al 5, abordan de una manera mas fisiologia el fendmeno de
autoinduccion mediante la existencia de un “compartimento del enzima”. Estos
modelos estan descritos en las figuras IV.2 a la IV.5 con sus correspondientes

ecuaciones diferenciales (Ecuaciones IV.3. a IV.12)

La farmacocinética de la ciclofosfamida esta caracterizada por bajo aclaramiento
total clasificada como un farmaco con una tasa de extraccion baja (Moore, 1991).
Administraciones repetidas o continuas infusiones de ciclofosfamida en pacientes de
cancer durante un periodo de varios dias producen un incremento del aclaramiento
total de ciclofosfamida pero no existe una alteracion en el volumen de distribucion o
aclaramiento renal y por ello la disminucion de la semivida es debido a la tasa de

extraccion hepatica (Graham, 1983; Moore, 1991; Fasola, 1991).

Como se puede observar en la figura V.5, las concentraciones plasmaticas de
ciclofosfamida no presentan un estado estacionario estable sino que adquiere una
pendiente negativa tanto en la poblacién como en determinados pacientes. En los
siguientes modelos, el desarrollo de la autoinduccién fue modelado usando un
(hipotético) compartimento enzima descrito por diferentes autores Hassan, Kerbusch,
Huitema, E de Jonge (Hassan, 1999; Kerbusch, 2000; Huitema, 2001; E de Jonge,
2004b; E de Jonge, 2005a; E de Jonge, 2005b). El aclaramiento de ciclofosfamida es

directamente proporcional a la cantidad de enzima en este compartimento.
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En el modelo 2, describe el comportamiento farmacocinético de ciclofosfamida
con un modelo monocompartimental con administraciéon en perfusion intravenosa
continua a velocidad constante y la eliminacién de primer orden inducible. En este
modelo se considera un compartimento adicional, que mimetiza la evolucién temporal
de la actividad enzimatica y su autoinduccién por ciclofosfamida se modela mediante
un modelo no lineal de efecto maximo (Emax). EI modelo En. representa la funcion no
lineal que incrementa la produccién de actividad enzimatica (factor de autoinduccion de
ciclofosfamida). Donde E,.x corresponde al efecto maximo de induccion y ECs,
corresponde a la concentraciéon de ciclofosfamida que produce la mitad del efecto
maximo de induccién. Se asume que la actividad enzimatica inicial es estacionaria y se
produce mediante una velocidad de orden 0 y se elimina mediante una velocidad de

primer orden.

Los parametros obtenidos con el modelo 2 (con induccion enzimatica no lineal)

ajustados EE-4 y EE-5 son descritos en la tabla V.9.

El modelo 2 que corresponde a los ajustados EE-4 y EE-5, con modelos de
varianza interindividual y residual exponencial, alcanza para los parametros, la
varianza interindividual y residual, estimaciones precisas con errores estandares
relativos (ERR) inferiores en el ajustado EE-5 a los umbrales del 20% y 50%,
respectivamente (Ette, 1993). Sin embargo, para el ajustado EE-4 las estimaciones no
son precisas con errores estandares relativos (ERR) superiores al umbral del 20% para
la varianza interindividual y en el caso de la varianza residual los EER son inferiores al
umbral 50%. Ademas, no existe correlacion entre ambos parametros superior al valor
umbral aceptado 0.75. Del mismo modo, no se observa un sesgo en la dispersion de
los residuales ponderados, frente a la prediccidn de la concentracion de ciclofosfamida
que proporciona una distribucién aleatoria de los residuales. Los modelos estructurales
de los ajustados EE-4 y EE-5 son considerados exactos porque MPE es menor que
15%, ademas las estimas de las variabilidades son consideradas exactas porque MPE
es menor. La precision de los ajustados ha sido determinada por la desviacion
estandar de la media del error de prediccion (Sheiner, 1981b; Fadiran, 2000). Los
valores de la variabilidad interindividual de los parametros se distribuyen alrededor de

cero (Figuras V. 17).
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Tabla V. 9 Parametros farmacocinéticos estimados (error estandar) mediante el modelo
no lineal de efectos mixtos, con un modelo de varianza interindividual exponencial.
Modelo 2 con induccion no lineal (modelo E.y).

Modelo 2
Parametros
EE-4(run41a) EE-5(run41b)

CL(L/h) 2.39(0.168) 2.40(0.165)
Kenz (h) 1.29-10%(8.34-10®) 9.05-10°%(1.84:10%)

V(L) 22.9(2.27) 22.8(2.26)

Ermax 33.9(23.0) 49.5(12.1)

ECso(ug'mL™") 0.011(0.010)2 1.26FIXEDP

aci (%) 22.4(11.5) 24.3(11.5)
okenz(%) - -

(%) 48.5(25.2) 48.5(25.3)
Oemax (%) 69.9(49.1) 71.3(49.7)
WEC50 (%) - -
ocra (%) 48.7(1.99) 48.7(1.99)

FMO(FOCEI) -391.186 -391.124
MPE (%) 0.478(6.89) 0.482(6.89)

3 valor por debajo del limite de cuantificacion (0.2 ug-mL™").
® fijlado a la concentracion mas baja de ciclofosfamida segun articulo de Huitema (Huitema, 2001).
MPE: media del error de prediccién (desviacion estandar).

La inclusién del compartimento enzima (modelo 2, EE-4 y EE-5) mejora de forma
significativa el ajustado de los datos experimentales, respecto al modelo 1 ajustado
EE-3.

Este modelo 2 es una modificacion de los modelos de efecto maximo testados por
Hassan y Huitema, tal y como explica en sus articulos en ningun caso fue el modelo
final (Hassan, 1999; Huitema, 2001). Para Hassan, el modelo E,.x €s mas complejo y
no describe mejor los datos. La autoinduccion de ciclofosfamida en el tiempo provoca

una disminucion de la concentracion plasmatica que podria ser explicada mediante un
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modelo de induccién no lineal donde ciclofosfamida estimula la formacion del enzima
que a su vez metaboliza a la ciclofosfamida, la induccion enzimatica (Kgnz) viene
representada por una formaciéon enzimatica no lineal y una eliminacién enzimatica de
primer orden. En el ajustado EE-4, se ha estimado EC50 pero el valor obtenido fue
0.011 pg/mL, valor por debajo del limite de cuantificacion de la técnica analitica (0.2
pg/mL). Por ello se decidio fijar EC50 al valor mas bajo de concentracion plasmatica de
ciclofosfamida determinado que corresponde 1.26 pug/mL (logaritmo de 3.52 ug/mL) en
el ajustado EE-5. El ajustado EE-5 disminuye AIC con respecto al ajustado EE-3 (AIC
(EE-5):-377.151; AIC (EE-3):-346.955) sin embargo la estimacion de la constante de
eliminacion del enzima (Kgnz) era muy pequefia de manera que la semivida del enzima
era muy grande. El valor del parametro no era fisiolégico si comparamos con la

semivida de los enzimas (tabla V.9).
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Figura V. 13 Relaciéon entre las concentraciones plasmaticas obtenidas y las
predicciones poblacionales e individuales por el modelo 2 (EE-4). Superposicion en la
relacion concentracion plasmatica tiempo de un individuo medio de la poblaciéon
obtenida con modelo 2. Superposién en la relacion cantidad de enzima tiempo de un
individuo medio de la poblacién (run41a.mod).
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Figura V. 14 Evolucion temporal de los residuales y los residuales ponderados
poblacionales e individuales y su dispersion en funcion de la prediccion por el modelo 2

(EE-4) (Run41a.mod).

Se observa que el perfil de un individuo medio de la poblacion obtenido con el

ajustado EE-4 describe mejor las concentraciones de ciclofosfamida observadas, tiene

en cuenta que la curva de concentracion plasmatica tiempo tras administracién en

perfusion IV no alcanza el estado estacionario estable debido a la autoinduccién de la

ciclofosfamida. La cantidad de enzima ha sido obtenida a partir del ajustado. Vemos

que inicialmente tiene un valor 1 (Enz basal), el enzima se encuentra en estado

estacionario, la ciclofosfamida no se encuentra circulando por organismo. Cuando la
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ciclofosfamida esta presente estimula la produccién de enzima. El perfil medio de la
poblacién al principio describe bien la cantidad de enzima pero a partir de las 48 horas

esta infraestimado.

No se observa un sesgo en la dispersion de los residuales ponderados, frente a la
predicciéon de la concentracion de ciclofosfamida que no proporciona una distribucién

aleatoria de los residuales (Figura V.14).
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Figura V. 15 Relacién entre las concentraciones plasmaticas obtenidas y las
predicciones poblacionales e individuales por el modelo 2 (EE-5). Superposicién en la
relacion concentracion plasmatica tiempo de un individuo medio de la poblaciéon
obtenida con modelo 2. Superposién en la relaciéon cantidad de enzima tiempo de un
individuo medio de la poblacién (run41b.mod).



158 Modelado Farmacocinético de Ciclofosfamida en Pacientes con Cancer de Mama
5 5
4+ 4 -
s
2 o

Residual (ug/mL)
L o
L

o
5
ooQg
oo
‘O

Residual ponderado

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Tiempo (h)

Tiempo (h)

44 44
3 34
.2 o 5 o
7] N o
3 oo
E 0 o+
§ E
2| g -]
34 34
o
-4 4 4 4 o o ©
o
-5 -5
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Log prediccion de concentracion (ug/mL) Log prediccion de concentracion (ug/mL)
15 15
3 1.0 3 1.0
E E
2 o o 2
E 0.5 Q go 'E .
Q S0 o
S ok 0o © °
0.0 —Q&Q—go— —— o B .
8 o
8 o
3 °8 o ’ 3
054 o -0.
b © 3
8 ° ° 8 °o ©
1.0 1.0
15 T T T T T T T T T T T 15 T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 0 1 2 3 4 5

Tiempo(h)

Log prediccion individual de concentracién plasmatica (ug/mL)

Figura V. 16 Evolucion temporal de los residuales y los residuales ponderados
poblacionales e individuales y su dispersion en funcion de la prediccion por el modelo 2

(EE-5) (Run41bmod).

No se observa un sesgo en la dispersion de los residuales ponderados, frente a la

prediccion de la concentracidon de ciclofosfamida que no proporciona una distribucion

aleatoria de los residuales (Figura V.16).
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Las distribuciones de los valores de variabilidad interindividual de los parametros
CL (ETA_CL), V (ETA_V) y Eax (ETA_Eax) para el modelo 2, ajustados EE-4 y EE-5

se pueden observar en la siguiente figura V.17. revelando una distribucion alrededor

de cero en los estimados de estos parametros.
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Figura V. 17 Distribucién de los valores de variabilidad interindividual de los parametros
(ETA_CL, ETA_V y ETA_E, s para el modelo 2, ajustados EE-4 y EE-5.
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Tabla V. 10 Shrinkage_ETA

Shrinkage_ETA

(%)
Sh ETAc.c Sh ETAy  Sh ETAgmax
Modelo2  EE4 225 19.5 36.2
EE-5 22.3 19.6 35.4

Los valores de shrinkage son inferiores 30% para el aclaramiento y el volumen de
distribucion en los ajustados EE-4 y EE-5. Sin embargo para E,. el valor es superior a
30% en ambos ajustados EE-4 y EE-5, esto significa que no hay suficiente nimero de
muestras por paciente para caracterizar de forma individual este parametro (Karlsson,
2007; Savic, 2008).

Tabla V. 11 Parametros estadisticos de la recta de regresion entre las concentraciones
plasmaticas observadas y la prediccion poblacional de los modelos para
ciclofosfamida, modelo de varianza interindividual exponencial.

EE-4 Error Intervalo de

(RUN41a) Coeficiente estandar confianza 95% t P
Ordenada 0.7877 0.0710 0.6469-0.9263 11.0962 <0.0001
Pendiente 0.7661 0.0208 0.7256-0.8075 36.8162 <0.0001
r 0.9035 0.1699 0.8806-0.9222 25.9957 <0.0001
EE-5 Coeficiente Error Intervalo de confianza ¢

(RUN41b) estandar 95% P
Ordenada 0.7882 0.0708 0.6488-0.9276 11.1272 <0.0001
Pendiente 0.7659 0.0208 0.7251-0.8068 36.8890 <0.0001
r 0.9038 0.1696 0.8810-0.9224 26.0242  <0.0001

*En este caso el estadistico de contraste es “z” no “t”

El ajustado EE-4 y EE-5 del modelo 2, los intervalos de confianza del 95% de la
ordenada en el origen y la pendiente de la recta de regresion lineal entre la
concentracion de ciclofosfamida y las predicciones individuales, no incluyen el valor 0 y
1, por tanto la relacion entre la concentracion de ciclofosfamida y las predicciones
poblacionales e individuales difieren significativamente de la linea identidad (tabla
V.11).
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Los parametros obtenidos con el modelo 3 (con induccién no lineal con el
mecanismo “on-off’ con una o dos vias de eliminacion) ajustados EE-6, EE-7 y EE-8
son descritos en la tabla V.12. Donde el ajustado EE-6 y EE-7 se considera una via de
eliminacion inducible y para el ajustado EE-8 se consideran dos vias de eliminacion

una inducible y otra no inducible.

Tabla V. 12 Parametros farmacocinéticos estimados (error estandar) mediante el
modelo no lineal de efectos mixtos, con un modelo de varianza interindividual
exponencial modelo 3 con induccién no lineal. Modelo de Huitema

Modelo 3
Parametros
EE-6(run49) EE-7(run49B) EE-8(run49c2)
CL(L/h) 2.39(0.167) 2.40(0.164) 1.08(0.620)
CLo(L/h) - - 1.24(0.719)
Kenz (h)? 4.34:10%(1.38:107%) 0.0045(0.0014) 0.0101(0.006)
V(L) 22.8(2.27) 22.8(2.26) 23.0(2.22)
ICso(ug-mL™") 0.0109 (0.0513)° 1.26 FIXED® 1.26 FIXED®
aci(%) 22.4(11.5) 22.6(11.5) -
cio(%) - - 49.8 (48.8)
Okenz(%) 70.1(49.0) 71.3(49.7) 81.4(49.4)
av(%) 48.47(25.22) 48.5(25.4) 48.5(25.3)
wicso (%) 52.0(57.0) - -
ocra (%) 48.7(1.99) 48.7(1.99) 48.2(2.04)
FMO(FOCEI) -391.225 -391.151 -393.762
MPE(%) 0.478(6.89) 0.478(6.89) 0.388(6.67)

2 Kenz corresponde a la formacion enzimatica.
® Valor por debajo del limite de cuantificacion (0.2 pg-mL™).

¢ El valor IC50 se ha fijado a la concentracion mas baja de ciclofosfamida segun articulo de Huitema

(Huitema, 2001).

MPE: Media de error de prediccion (desviacion estandar)
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El modelo 3 que corresponde a los 3 ajustados EE-6, EE-7 y EE-8, con el
modelos de varianza interindividual y residual exponencial, alcanza para los
parametros, la varianza interindividual y residual, el grado de precision de la estimacion
de los parametros es inferior en los ajustados EE-6 y EE-8, con errores estandares
relativos (ERR) superiores en el ajustado los umbrales del 20% y 50%,
respectivamente (Ette, 1993). Sin embargo, los EER en el ajustado EE-7 de los
parametros son inferiores los umbrales del 20% y 50%, respectivamente, excepto para
EER de Kgnz (31.6%). Ademas, no existe correlacion entre ambos parametros superior
al valor umbral aceptado 0.75. Del mismo modo, no se observa un sesgo en la
dispersion de los residuales ponderados, frente a la prediccion de la concentracion de
ciclofosfamida que proporciona una distribuciéon aleatoria de los residuales. Los
modelos estructurales de los ajustados EE-6, EE-7 y EE-8 son considerados exactos
porque MPE es menor que 15%, ademas las estimas de las variabilidades son
consideradas exactas porque MPE es menor. La precision de los ajustados ha sido
determinada por la desviacion estandar de la media del error de prediccién (Sheiner,
1981b; Fadiran, 2000).

La inclusién del compartimento enzima (modelo 3, EE-6, EE-7 y EE-8) mejora de
forma significativa el ajustado de los datos experimentales, respecto al modelo 1
ajustado EE-3.

En el modelo 3, la induccién enzimatica es no lineal como el modelo descrito
Huitema y cols, es capaz de estimar la formacién enzimatica pero no es capaz de
estimar su eliminacion. Ademas, Huitema fija el parametro IC50 al valor mas bajo de
concentracion de ciclofosfamida (Huitema, 2001). En el ajustado EE-6, se ha estimado
IC50, el valor obtenido fue 0.0109 pg/mL concentracion por debajo del limite de
cuantificacion (0.2 pg/mL). Por ello se decidié fijar IC50 al valor mas bajo de
concentracion plasmatica de ciclofosfamida que corresponde 1.26 pg/mL (logaritmo de
3.52 pg/mL) en el ajustado EE-7. En el ajustado EE-8, se estimo dos vias de
eliminacion una via inducible y otra no inducible, incrementando la constante de
formacion enzimatica. El ajustado EE-7 disminuye AIC con respecto al ajustado EE-3
pero no respecto al ajustado EE-5 (AIC (EE-7): -377.151; AIC (EE-5):-377.151; AIC
(EE-3):-346.955). La Kgyz fue Unicamente estimada para la formacién enzimatica. No
se pudo estimar la eliminacion enzimatica con este modelo tal y como habia sido

descrito por Huitema (Huitema, 2001).
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Figura V. 18 Relacion entre las concentraciones plasmaticas obtenidas y las
predicciones poblacionales e individuales por el modelo 3 (EE-6). Superposicién en la
relacion concentracion plasmatica tiempo de un individuo medio de la poblacion
obtenida con modelo 2. Superposién en la relaciéon cantidad de enzima tiempo de un
individuo medio de la poblacion (run49.mod).

Se observa que el perfil de un individuo medio de la poblacion obtenido con el
ajustado EE-6 describe las concentraciones de ciclofosfamida observadas, teniendo en
cuenta que la curva de concentracion plasmatica tiempo tras administracion en
perfusion IV no alcanza el estado estacionario estable debido a la autoinduccién de la

ciclofosfamida.

La cantidad de enzima que ha sido obtenida a partir del ajustado vemos que
inicialmente tiene un valor 1 (Enz basal), cuando el enzima se encuentra en estado
estacionario y no hay ciclofosfamida circulando en el organismo. Vemos como cuando

la ciclofosfamida esta presente en el organismo estimula la produccion de enzima. El

120
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perfil medio de la poblacion al principio pasa por en medio de los valores pero a las 48

horas vemos que queda por debajo.
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Figura V. 19 Evolucion temporal de los residuales y los residuales ponderados
poblacionales e individuales y su dispersion en funcién de la prediccion por el modelo 3

(EE-6) (Run49.mod).

No se observa un sesgo en la dispersion de los residuales ponderados, frente a la

prediccion de la concentracion de ciclofosfamida que proporciona una distribucion

aleatoria de los residuales (Figura V.19).
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Figura V. 20 Relacién entre las concentraciones plasmaticas obtenidas y las
predicciones poblacionales e individuales por el modelo 3 (EE-7). Superposicién en la
relacion concentracion plasmatica tiempo de un individuo medio de la poblacion
obtenida con modelo 2. Superposién en la relaciéon cantidad de enzima tiempo de un
individuo medio de la poblacién (run49b.mod)
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Figura V. 21 Evolucion temporal de los residuales y los residuales ponderados
poblacionales e individuales y su dispersion en funcién de la prediccion por el modelo 3

(EE-7) (Run49b.mod).
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No se observa un sesgo en la dispersién de los residuales ponderados, frente a la
prediccion de la concentracién de ciclofosfamida que proporciona una distribucién

aleatoria de los residuales (Figura V.21).
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Figura V. 22 Relacién entre las concentraciones plasmaticas obtenidas y las
predicciones poblacionales e individuales por el modelo 3 (EE-8). Superposicién en la
relacion concentracion plasmatica tiempo de un individuo medio de la poblacién
obtenida con modelo 3. Superposién en la relaciéon cantidad de enzima tiempo de un
individuo medio de la poblacién (run49c2.mod).
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Se observa que el perfil de un individuo medio de la poblaciéon obtenido con el
ajustado EE-7 describe las concentraciones de ciclofosfamida observadas, teniendo en
cuenta que la curva de concentracion plasmatica tiempo tras administracion en
perfusion IV no alcanza el estado estacionario estable debido a la autoinduccién de la
ciclofosfamida.

La cantidad de enzima que ha sido obtenida a partir del ajustado vemos que
inicialmente tiene un valor 1 (Enz basal) cuando el enzima se encuentra en estado
estacionario y no hay ciclofosfamida circulando en el organismo. Vemos como cuando
la ciclofosfamida esta presente en el organismo estimula la produccion de enzima. La
cantidad de enzima en este ajustado EE-7 es superior a los ajustados y modelos
anteriores pues los niveles mas altos hasta el momento eran alrededor de 2 excepto
una paciente valores estimados de 3.5, pero en este ajustado el maximo valor esta
alrededor de 4.5. Esto podria ser debido a que este ajustado tiene 2 vias de
eliminacion una inducible y otra no inducible. El perfil medio de la poblacion al principio

pasa por en medio de los valores pero a las 48 horas vemos que queda por debajo.
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Figura V. 23 Evolucién temporal de los residuales y los residuales ponderados
poblacionales e individuales y su dispersion en funcion de la prediccion por el modelo 3
(EE-8). (Run49c2.mod).
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No se observa un sesgo en la dispersién de los residuales ponderados, frente a la

prediccion de la concentracion de ciclofosfamida que proporciona una distribucion

aleatoria de los residuales (Figura V.23).

Las distribuciones de los valores de variabilidad interindividual de los parametros,
CL (ETA_CL), V (ETA_V), Kenz (ETA_Kenz), I1Cso (ETA_ICs) y Cl, (ETA_Cl,) para el

modelo 3, ajustados EE-6, EE-7 y EE-8 se pueden observar en las siguientes figuras

V.25. y V.25. revelando una distribucion alrededor de cero en los estimados de estos

parametros, excepto para Kgyz € I1Cs.
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Figura V. 24 Distribucién de los valores de variabilidad interindividual de los parametros
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Figura V. 25 Distribucién de los valores de variabilidad interindividual de los parametros
(ETA_CL, ETA_V, ETA_Kenz Y ETA_CL,) para el modelo 3, ajustados EE-7 y EE-8.

Tabla V. 13 Shrinkage_ETA

Shrinkage_ETA

(%)
Sh ETAc.  Sh_ETAy  Sh ETAcse  Sh_ETAxenz
EE-6 225 19.5 100 35.6
Modelo 3 EE-7 22.3 19.6 - 35.4
EE-8 25.6 19.9 - 2.61

Los valores de shrinkage son inferiores 30% para el aclaramiento y el volumen de
distribucion en los ajustados EE-6, EE-7 y EE-8 y Kgyz en el ajustado EE-8. Sin
embargo para IC50 en el ajustado EE-6 y Kgyz en ajustado EE-6 y EE-7, el valor es
superior a 30% esto significa que no hay suficiente niumero de muestras por paciente

para caracterizar de forma individual estos parametros (Karlsson, 2007; Savic, 2008).
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Tabla V. 14 Parametros estadisticos de la recta de regresion entre las concentraciones
plasmaticas observadas y la prediccién individual de los modelos para ciclofosfamida
modelo de varianza interindividual exponencial.

EE-6 Coeficiente Error Intervalo de confianza t

(RUNA49) estandar 95% P
Ordenada 0.7874 0.0709 0.6478-0.9269 11.1000 <0.0001
Pendiente 0.7661 0.0208 0.7252-0.8071 36.8485 <0.0001
r 0.8166 0.1698 0.7756-0.8508 19.9904 <0.0001
EE-7 Coeficiente Error Intervalo de confianza t

(RUN49b) estandar 95% P
Ordenada 0.7833 0.0268 0.9149-1.0199 11.1623  <0.0001
Pendiente 0.7676 0.9104 -1.0571-2.5117 37.3702  <0.0001
r* 0.8193 0.1689 0.7788-0.8530 20.1326  <0.0001
EE-8 Coeficiente Error Intervalo de confianza t

(RUN49c2) estandar 95% P
Ordenada 0.7565 0.0693 0.6202-0.8528 10.9222  <0.0001
Pendiente 0.7746 0.0203 0.7346-0.8145 38.1497  <0.0001
r* 0.9093 0.1658 0.8878-0.9269 26.6062 <0.0001

En este caso el estadistico de contraste es “z” no “t”

Los ajustados EE-6 y EE-8 del modelo 3, los intervalos de confianza del 95% de la
ordenada en el origen y la pendiente de la recta de regresion lineal entre la
concentracion de ciclofosfamida y las predicciones individuales, no incluyen el valor 0 y
1, por tanto la relacion entre la concentracion de ciclofosfamida y las predicciones

poblacionales e individuales difieren significativamente de la linea identidad.

Con el ajustado EE-7 los intervalos de confianza del 95% de la ordenada en el
origen no incluye el 0 y la pendiente de la recta de regresion lineal entre la
concentracion de ciclofosfamida y las predicciones individuales incluyen 1 por tanto la
relacion entre la concentraciéon de ciclofosfamida y las predicciones poblacionales e

individuales no difiere significativamente de la linea identidad.

Los parametros obtenidos con el modelo 4 (con induccién lineal con una o dos
vias de eliminacion) ajustados EE-9, EE-10, EE-11 y EE-12 son descritos en la tabla
V.15. En los ajustados del EE-9 al EE-11 solo se tiene en cuenta una via de
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eliminacion inducible y el ajustado EE-12 se tiene en cuenta dos vias una inducible y

otra no inducible.

Tabla V. 15 Parametros farmacocinéticos estimados (error estandar) mediante el
modelo lineal de efectos mixtos, con un modelo de varianza interindividual exponencial
modelo 4 con induccion lineal. Modelo de Hassan modificado.

Modelo 4
Parametros
EE-9(run22b) EE-10(run27)
CL(L/h) 2.44(0.153) 2.44(0.153)
CLo(L/h) - -
Kenz (h™) 5.46:10%(1.44-10°) 0.00005(0.000013)
V(L) 22.8(2.21) 22.8(2.21)
SCp(mL/ug- h™) 21.4(4.61) 2.35(0.748)
oci(%) 25.3(12.7) 25.3(12.7)
ocio(%) - -
okenz(%)? 18.4(4.31)° -
ov(%) 47.5(25.3) 47.5(25.3)
oscp (%) 89.4(58.8)°" 89.6(58.8)
ocra (%) 48.7(2.03) 48.8(2.03)
FMO(FOCEI) -389.476 -389.459
MPE(%) 0.542(0.702) 0.541(0.703)

a2 | a variabilidad interindividual es estimada tanto para la formacién como para la eliminacion.
® Correlacion entre Kenzy SCp: -0.844
MPE: media del error de prediccién (desviacion estandar).
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Tabla V.15.(Cont) Parametros farmacocinéticos estimados mediante el modelo no
lineal de efectos mixtos, con un modelo de varianza interindividual exponencial modelo
4 con induccidn lineal. Modelo de Hassan modificado.

Modelo 4
Parametros
EE-11(run28b) EE-12(run46a2)

CL(L/h) 2.25(0.281) 1.19(0.439)
CLo(L/h) - 1.16(0.520)
Kenz (W) 0.0134(0.0083) 6.19-10°(2.69-10°)

V(L) 23.5(2.71) 22.9(2.19)

SCp (mL/ug- h™) 0.0213(0.0073) 3.79(0.896)
wci(%) 28.1(13.8) -

acio(%) - 57.5(47.9)
okenz(%)? 38.0(31.4) -

v(%) 46.2(25.9) 48.0(25.3)
wscp(%) - 103.0(58.8)
ocra (%) 49.2(2.12) 48.3(2.07)

FMO(FOCEI) -389.982 -391.422
MPE(%) 0.618(7.38) 0.412(6.84)

?la variabilidad interindividual es estimada unicamente en la eliminacién enzimatica.
MPE: media del error de prediccién (desviacion estandar).

El modelo 4, ajustado EE-9 con el modelo de varianza interindividual y residual
exponencial, alcanza para los parametros, la varianza interindividual y residual,
estimaciones precisas con errores estandares relativos (ERR) inferiores a los umbrales
del 20% y 50%, respectivamente, excepto para los parametros Kgyz vy SCp y la
variabilidad interindividual de Kgyz donde los errores son superiores a los umbrales
(26.28, 21.54 y 55.20 %, respectivamente) (Ette, 1993). Ademas, existe correlacion
entre ambos parametros superior al valor umbral aceptado (-0.844). Del mismo modo,

no se observa un sesgo en la dispersion de los residuales ponderados, frente a la
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prediccion de la concentracién de ciclofosfamida que proporciona una distribucién
aleatoria de los residuales.

El ajustado EE-10 con el modelo de varianza interindividual y residual exponencial,
alcanza para los parametros, la varianza interindividual y residual, estimaciones
precisas con errores estandares relativos (ERR) inferiores a los umbrales del 20% vy
50%, respectivamente, excepto para los parametros Kgynz y SCp donde los errores son
superiores a los umbrales (26.60 y 31.83 %, respectivamente) (Ette, 1993). Ademas,
no existe correlacién entre ambos parametros superior al valor umbral aceptado 0.75.
Del mismo modo, no se observa un sesgo en la dispersion de los residuales
ponderados, frente a la prediccion de la concentracion de ciclofosfamida que no
proporciona una distribucion aleatoria de los residuales.

El ajustado EE-11 con el modelo de varianza interindividual y residual exponencial,
alcanza para los parametros, la varianza interindividual y residual, estimaciones
precisas con errores estandares relativos (ERR) inferiores a los umbrales del 20% vy
50%, respectivamente, excepto para los parametros Kgy; y SCP, la variabilidad
interindividual de Kgyz donde los errores son superiores a los umbrales (61.34, 34.18 y
68.40 %, respectivamente) (Ette, 1993). Ademas, no existe correlacion entre ambos
parametros superior al valor umbral aceptado 0.75. Del mismo modo, no se observa un
sesgo en la dispersion de los residuales ponderados, frente a la prediccion de la
concentracion de ciclofosfamida que no proporciona una distribucidon aleatoria de los

residuales.

El ajustado EE-12 con el modelo de varianza interindividual y residual exponencial,
alcanza para los parametros, para la varianza interindividual y residual, estimaciones
precisas con errores estandares relativos (ERR) para los parametros son superiores al
umbral del 20% excepto para el volumen de distribucién y ERR para la varianza
interindividual es inferior al umbral del 50% excepto para el Cl, (69.39%) (Ette, 1993).
Ademas, no existe correlacion entre ambos parametros superior al valor umbral
aceptado 0.75. Del mismo modo, no se observa un sesgo en la dispersién de los
residuales ponderados, frente a la predicciéon de la concentraciéon de ciclofosfamida
que no proporciona una distribucion aleatoria de los residuales.

Los modelos estructurales de los ajustados EE-9, EE-10, EE-11 y EE-12 son

considerados exactos porque MPE es menor que 15%, ademas las estimas de las
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variabilidades son consideradas exactas porque MPE es menor que 15%. La precision
de los ajustados ha sido determinada por la desviacién estandar de la media del error
de prediccion (Sheiner, 1981b; Faridan, 2000).

La inclusion del compartimento enzima (modelo 4, EE-9, EE-10, EE-11 y EE-12)
mejora por tener un menor AIC respecto al modelo 1 ajustado EE-3 (AIC (EE-11):-
373.459; AIC (EE-3):-346.955).

Los resultados obtenidos por Hassan y cols que demostraron como la
autoinduccion de ciclofosfamida en tiempo que provoca una disminuciéon de la
concentracion plasmatica podria ser explicada mediante un modelo de induccion lineal
donde ciclofosfamida estimula la formacién del enzima que a su vez metaboliza a
ciclofosfamida (Hassan, 1999). En el modelo 4, se asume que la ciclofosfamida es
monocompartimental ya que el numero de puntos que tenemos en fase terminal es
relativamente pequefio para poder definir 2 compartimentos. En el ajustado EE-9, la
constante de induccion estimada es muy pequefia y ademas existe una correlacion
entre la variabilidad interindividual de Kgyz ¥ SCp (r=-0.844). En el ajustado EE-10, se
elimina la variabilidad de Kg\; porque parece que no se pueden estimar ambas
variabilidades por una sobreparametrizacion del modelo. Sin embargo, vemos que la
Kenz estimada sigue siendo muy pequeia. En el ajustado EE-11, se estima la
variabilidad interindividual unicamente en la constante de induccion en la eliminacion
enzimatica y sin variabilidad interindividual en la formacion enzimatica, ya que al
intentar estimar diferente variabilidad interindividual para la formacion y eliminacion
enzimatica, el valor obtenido para variabilidad interindividual para la formacion era
extremadamente pequefio muy cercano a cero. De este modo el valor obtenido de Kgyz
es un valor parecido al valor obtenido por Hassan. La semivida de ciclofosfamida es
menor que la semivida de enzimatica de modo que la ciclofosfamida no es un factor
limitante de la actividad enzimatica. En el ajustado EE-12 se intenta estimar dos vias
de eliminacién una via inducible y otra no inducible. Sin embargo esto no mejora la

estima de la Kgyz.
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Figura V. 26 Relacion entre las concentraciones plasmaticas obtenidas y las
predicciones poblacionales e individuales por el modelo 4 (EE-9). Superposicion en la
relacion concentracion plasmatica tiempo de un individuo medio de la poblaciéon
obtenida con modelo 2. Superposién en la relaciéon cantidad de enzima tiempo de un
individuo medio de la poblacién (run22b.mod).

Se observa que el perfil de un individuo medio de la poblacion obtenido con el
ajustado EE-9 describe las concentraciones de ciclofosfamida observadas, teniendo en
cuenta que la curva de concentracion plasmatica tiempo tras administracion en
perfusidn IV no alcanza un estado estacionario estable debido a la autoinduccién de la

ciclofosfamida.

La cantidad de enzima que ha sido obtenida a partir del ajustado vemos que
inicialmente tiene un valor 1 (Enz basal), cuando el enzima se encuentra en estado
estacionario y no hay ciclofosfamida circulando en el organismo. Vemos como cuando

la ciclofosfamida esta presente en el organismo estimula la produccion de enzima. El

110 120
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perfil medio de la poblaciéon al principio se pasa por en medio de los valores pero a las

48 horas vemos que queda por debajo.
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Figura V. 27 Evolucion temporal

Residual ponderado individual

Log prediccion individual de concentracién plasmatica (ug/mL)

de los residuales y los residuales ponderados

poblacionales e individuales y su dispersion en funcion de la prediccion por el modelo 4

(EE-9) (Run22b.mod).
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No se observa un sesgo en la dispersién de los residuales ponderados, frente a la
prediccion de la concentracion de ciclofosfamida que proporciona una distribucion

aleatoria de los residuales (Figura V.27).
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Figura V. 28 Relacion entre las concentraciones plasmaticas obtenidas y las
predicciones poblacionales e individuales por el modelo 4 (EE-10). Superposicién en la
relacion concentracién plasmatica tiempo de un individuo medio de la poblacion
obtenida con modelo 2. Superposién en la relaciéon cantidad de enzima tiempo de un
individuo medio de la poblacién (run27.mod)
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Figura V. 29 Evolucion temporal de los residuales y los residuales ponderados
poblacionales e individuales y su dispersion en funcion de la prediccion por el modelo 4

(EE-10) (run27.mod)

No se observa un sesgo en la dispersién de los residuales ponderados, frente a la

prediccion de la concentracion de ciclofosfamida que proporciona una distribucion

aleatoria de los residuales (Figura V.29).



Resultados y Discusion 181

8 8
] i
- a
:% :g
g g
0 T T T T 0
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4
Log prediccion poblacional de concentracion plasmatica (ug/mL) Log prediccion individual de concentraciéon plasmatica (ug/mL)
5 5
Ej 41
8 g
5 3
i 5
% §
k)
0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 o] 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tiempo(h) Tiempo (h)

Figura V. 30 Relacion entre las concentraciones plasmaticas obtenidas y las
predicciones poblacionales e individuales por el modelo 4 (EE-11). Superposicién en la
relacion concentracion plasmatica tiempo de un individuo medio de la poblacion
obtenida con modelo 2. Superposion en la relaciéon cantidad de enzima tiempo de un
individuo medio de la poblacién (run28b.mod).

Se observa que el perfil de un individuo medio de la poblacion obtenido con el
ajustado EE-11 describe las concentraciones de ciclofosfamida observadas, teniendo
en cuenta que la curva de concentracion plasmatica tiempo tras administracion en
perfusion IV no alcanza un estado estacionario estable debido a la autoinduccion de la

ciclofosfamida.

La cantidad de enzima que ha sido obtenida a partir del ajustado vemos que
inicialmente tiene un valor 1 (Enz basal), cuando el enzima se encuentra en estado
estacionario y no hay ciclofosfamida circulando en el organismo. Vemos como cuando
la ciclofosfamida esta presente en el organismo estimula la produccion de enzima. El
perfil medio de la poblacion describe la cantidad de enzima pasando por en medio de

los valores estimados de enzima.
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Figura V. 31 Evolucion temporal de los residuales y los residuales ponderados
poblacionales e individuales y su dispersion en funcién de la prediccion por el modelo 4
(EE-11) (run28b.mod)

No se observa un sesgo en la dispersion de los residuales ponderados, frente a la

prediccién de la concentracion de ciclofosfamida que proporciona una distribucion

aleatoria de los residuales (Figura V.31).
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Figura V. 32 Relacion entre las concentraciones plasmaticas obtenidas y las
predicciones poblacionales e individuales por el modelo 4 (EE-12). Superposicién en la
relacion concentracion plasmatica tiempo de un individuo medio de la poblacion
obtenida con modelo 4. Superposién en la relaciéon cantidad de enzima tiempo de un
individuo medio de la poblacién (run46a2.mod)
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Figura V. 33 Evolucion temporal de los residuales y los residuales ponderados
poblacionales e individuales y su dispersion en funcién de la prediccion por el modelo 4

(EE-12). (run46a2.mod)
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No se observa un sesgo en la dispersién de los residuales ponderados, frente a la

prediccion de la concentracion de ciclofosfamida que proporciona una distribucion

aleatoria de los residuales (Figura V.33).

Las distribuciones de los valores de variabilidad interindividual de los parametros,
CL (ETA_CL), V (ETA_V), Kenz (ETA Kenz ) Y SCp(ETA_SCp) para el modelo 4,
ajustados EE-9, EE-10, EE-11 y EE-12 se pueden observar en las siguientes figuras

V.34, V.35 y V.36 revelando una distribucién alrededor de cero en los estimados de

estos parametros.
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Figura V. 34 Distribucién de los valores de variabilidad interindividual de los parametros

(ETA_CL, ETA_V, ETA_Kenzy ETA_SCp) para el modelo 4, ajustado EE-9.
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Figura V. 35 Distribucion de los valores de variabilidad interindividual de los parametros
(ETA_CL, ETA_V, ETA _SCpy ETA _Kenz) para el modelo 4, ajustados EE-10 y EE-11.
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Figura V. 36 Distribucién de los valores de variabilidad interindividual de los parametros
(ETA_CL, ETA_V, ETA_CLoy ETA_SCp) para el modelo 4, ajustado EE-12.

Se puede apreciar que la distribucion de los valores de variabilidad interindividual
del aclaramiento plasmatico es bimodal en todos los ajustados de este modelo 4,
excepto en el EE-12 donde al estimar dos aclaramiento inducible y no inducible hace
que el aclaramiento no sea bimodal (Figuras V.34, V.35 y V.36)

Tabla V. 16 Shrinkage_ ETA

Shrinkage_ETA

(%)
Sh_ETAc. Sh_ETA y Sh_ETAkenz Sh ETAsc, Sh_ETAcwo
EE-9 222 20.3 97.6 31.2 -
Modelo 4 EE-10 20.4 - 31.2 223 -
EE-11 19.9 20.7 39.2 - -

EE-12 - 20.6 - 241 25.6
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Los valores de shrinkage son inferiores 30% para el aclaramiento y el volumen de
distribucion en los ajustados EE-9, EE-10, EE-11 y EE-12. Para SCp los valores de
shrinkage son inferiores 30% en los ajustados EE-10 y EE-12, sin embargo son
superiores para el ajustado EE-9. El valor de shrinkage para CLo es inferior a 30% en
el ajustado EE-12. Sin embargo para Kenz los valores de shrinkage son superiores
30% en los ajustados EE-9, EE-10 y EE-11 esto significa que no hay suficiente nimero
de muestras por paciente para caracterizar de forma individual estos parametros
(Kalsson, 2007; Savic, 2008).

Tabla V. 17 Parametros estadisticos de la recta de regresion entre las concentraciones
plasmaticas observadas y la prediccién individual de los modelos para ciclofosfamida
modelo de varianza interindividual exponencial.

EE-9 Coeficiente Error Intervalo de confianza t

(RUN22b) estandar 95% P
Ordenada 0.8015 0.0703 0.6632-0.9397 11.4086 <0.0001
Pendiente 0.7623 0.0206 0.7218-0.8028 37.0145 <0.0001
R* 0.9047 0.1681 0.8821-0.9232 26.1102 <0.0001
EE-10 Coeficiente Error Intervalo de confianza t

(RUN27) estandar 95% P
Ordenada 0.7981 0.0698 0.6619-0.9378 11.4275 <0.0001
Pendiente 0.7636 0.0205 0.7224-0.8033 37.3273 <0.0001
r* 0.9052 0.1675 0.8827-0.9235 26.2014 <0.0001
EE-11 Coeficiente Error Intervalo de confianza ¢

(RUN28b) estandar 95% P
Ordenada 0.8538 0.0712 -1.3445-1.2757 11.9905 <0.0001
Pendiente 0.7472 0.0209 0.9588-1.0360 35.8008 <0.0001
re 0.8988 0.1705 0.8749-0.9183 25.5595 <0.0001
EE-12 Coeficiente Error Intervalo de confianza t

(RUN463a) estandar 95% P
Ordenada 0.7775 0.0686 0.6426-0.9124 11.3415 <0.0001
Pendiente 0.7683 0.0201 0.7288-0.8079 38.2355 <0.0001
re 0.9096 0.1641 0.8888-0.9271 26.6365 <0.0001

*En este caso el estadistico de contraste es “z” no “t”

Los modelos EE-9, EE-10 y EE-12 los intervalos de confianza del 95% de la
ordenada en el origen y la pendiente de la recta de regresion lineal entre la
concentracion de ciclofosfamida y las predicciones individuales, no incluyen el valor 0 y
1, por tanto la relacion entre la concentracion de ciclofosfamida y las predicciones

poblacionales e individuales difiere significativamente de la linea identidad.

El modelo EE-11 los intervalos de confianza del 95% de la ordenada en el origen y

la pendiente de la recta de regresion lineal entre la concentracion de ciclofosfamida y
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las predicciones individuales, incluyen el valor 0 y 1, por tanto la relacion entre la
concentracion de ciclofosfamida y las predicciones poblacionales e individuales no

difiere significativamente de la linea identidad.

Los parametros obtenidos con el modelo 5, con induccidon enzimatica lineal
teniendo en cuenta los metabolizadores rapidos y lentos, asumiendo dos

subpoblaciones de aclaramiento, ajustado EE-13 descrito en la tabla V.18.

Tabla V. 18 Parametros farmacocinéticos estimados (error estandar) mediante el
modelo no lineal de efectos mixtos, con un modelo de varianza interindividual
exponencial modelo 5 con induccién lineal. Modelo de Hassan modificado.

Modelo 5
Parametros EE-13(run38b5)
Parametros Intervalo de

(error estandar) confianza 95%

CL(L/h) 1.70(0.231) 1.25-2.15

ACL(L/h) 1.30 (0.189) 0.93-1.67
Kenz (h™) 0.0179(0.007) 0.0042-0.0316

V(L) 23.7(2.64) 17.8-28.2

SCp(mL/ug h™

0.0212(0.007)

0.0075-0.0349

ci(%) - -
@KENzZout(%) 37.7 (27.4) -16.0-99.4
av(%) 46.2(25.8) -4.36-96.7
®scp(%) - -
ocra (%) 49.0(2.09) 44.9-53.1
P (%) 43.1(10.2) 23.1-63.1
FMO(FOCEI) -405.862 -
MPE(%) 0.688(7.50)

MPE: Media de los errores de prediccion (desviacion estandar)
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El modelo 5, ajustado EE-13 con el modelo de varianza interindividual y residual
exponencial, alcanza para los parametros, la varianza interindividual y residual,
estimaciones precisas con errores estandares relativos (ERR) inferiores a los umbrales
del 20% y 50%, respectivamente, excepto para los parametros Kgyz ¥ SCp, la
variabilidad interindividual de Kgyz donde los errores son superiores a los umbrales
(33.07, 40.45 y 52.89 %, respectivamente) (Ette, 1993). No existe correlacion entre
ambos parametros superior al valor umbral aceptado 0.75. Del mismo modo, no se
observa un sesgo en la dispersion de los residuales ponderados, frente a la prediccion
de la concentracién de ciclofosfamida que proporciona una distribucién aleatoria de los
residuales. El modelo estructural EE-5 es considerado exacto porque MPE es menor
que 15%, ademas las estimas de las variabilidades son consideradas exactas porque
MPE es menor que 15%. La precision del ajustado ha sido determinada por la
desviacion estandar de la media del error de prediccion (Sheiner, 1981b; Faridan,
2000).

La inclusion del compartimento enzima (modelo 5, EE-13) mejora de forma
significativa el ajustado de los datos experimentales, respecto al modelo 4 ajustado
EE-11 (AIC (EE-13):-387.862; AIC (EE-11):-373.459).
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Figura V. 37 Relacién entre las concentraciones plasmaticas obtenidas y las
predicciones poblacionales e individuales por el modelo 5 para las dos subpoblaciones
con aclaramiento 1.7 y 3.0 L/h (EE-13). Superposicién en la relacion concentracion
plasmatica tiempo de un individuo medio de la poblaciéon obtenida con modelo 5.
Superposion en la relacion cantidad de enzima tiempo de un individuo medio de la
poblacién (run38b5.mod)
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Figura V. 38 Evolucion temporal de los residuales y los residuales ponderados
poblacionales e individuales y su dispersion en funcion de la prediccion por el modelo 5
para las dos subpoblaciones con aclaramiento 1.7 y 3.0 L/h (EE-13) (run38b5.mod).
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Se observa que el perfil de un individuo medio de cada subpoblacién obtenido con
el ajustado EE-13 describe las concentraciones de ciclofosfamida observadas para
pacientes con aclaramiento mas bajo y por tanto niveles mas altos y también las
pacientes con aclaramiento mayor que hace que los niveles sen mas bajos. Ademas

cada curva es capaz de describir la autoinduccion de la ciclofosfamida.

La cantidad de enzima que ha sido obtenida a partir del ajustado vemos que
inicialmente tiene un valor 1 (Enz basal). Vemos como cuando la ciclofosfamida esta
presente en el organismo estimula la produccién de enzima. El perfil medio de las
subpoblacion describe la cantidad de enzima pasando por en medio de los valores

estimados de enzima para cada subpoblacion.

No se observa un sesgo en la dispersién de los residuales ponderados, frente a la
prediccion de la concentracion de ciclofosfamida que proporciona una distribucion

aleatoria de los residuales.

Las distribuciones de los valores de variabilidad interindividual de los parametros V
(ETA_V) y Kenz (ETA_Kenz) para el modelo 5, ajustado EE-13 se puede observar en la
siguiente figura V.39. revelando una distribucion alrededor de cero en los estimados de

estos parametros.
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Figura V. 39 Distribucién de los valores de variabilidad interindividual de los parametros
V'y Kenz (ETA_V, ETA_Kgnz) para el modelo 5, ajustado EE-13.

Tabla V. 19 .Shrinkage_ETA

Shrinkage_ETA
(%)
Sh_ETAv  Sh_ETAkenz
Modelo 5§ EE-13 20.8 235

Los valores de shrinkage son inferiores 30% para el volumen de distribucién y
Kenz significa que existen suficientes muestras por paciente para caracterizar de forma

individual los parametros en cuestion (Karlsson, 2007; Savic, 2008).
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En el modelo 5, ajustado EE-13 (run38b5.mod) no fue posible la incorporacion
simultanea un parametro de efecto aleatorio para describir la evolucion temporal del
aclaramiento plasmatico. En efecto, cuando se incorporaban la variabilidad, el modelo
se encontraba sobreparametrizado y la estimacion de un parametro de variabilidad
interindividual era tan proxima a 0 que obligaba a su eliminacion del modelo. Ademas,
la precision de la estimacion resultaba muy inestable. La variabilidad interindividual fue

posible estimarla para Kgnz y V.

Tabla V. 20 Parametros estadisticos de la recta de regresion entre las concentraciones
plasmaticas observadas y la prediccion poblacional de los modelos para
ciclofosfamida, modelo de varianza interindividual exponencial.

EE-13 Coeficiente Error Intervalo de confianza t p
(RUN38b5) estandar 95%

Ordenada -0.1955 0.1021 -0.3963-0.0053 -1.9154 0.0564
Pendiente 1.0571 0.0300 0.9981-1.1160 35.2663 <0.0001
re 0.8961 0.2219 0.8716-0.9161 25.3592 <0.0001

*En este caso el estadistico de contraste es “z” no “t”

Con el modelo EE-13 los intervalos de confianza del 95% de la ordenada en el
origen y la pendiente de la recta de regresion lineal entre la concentracion de
ciclofosfamida y las predicciones individuales, incluyen el valor 0 y 1, por tanto la
relacion entre la concentracion de ciclofosfamida y las predicciones poblacionales e

individuales no difiere significativamente de la linea identidad.

En las figuras V.40 a la V.48. se presenta la evolucion temporal de las
concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida (observaciones) y predicciones
poblacionales (PRED) e individuales (IPRED) de las concentraciones de ciclofosfamida

estimados mediante el modelo 5 ajustado EE-13 para las 52 pacientes.
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Figura V. 40 Evolucion temporal de las concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida
(ug/mL) en funcién de las predicciones poblacionales (PRED) e individuales (IPRED)
obtenidos con el modelo 5 ajustado 13 (run38b5.mod).
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Figura V. 41 Evolucion temporal de las concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida
(ug/mL) en funcion de las predicciones poblacionales (PRED) e individuales (IPRED)
obtenidos con el modelo 5 ajustado 13 (run38b5.mod).
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Figura V. 42 Evolucion temporal de las concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida
(ug/mL) en funcién de las predicciones poblacionales (PRED) e individuales (IPRED)
obtenidos con el modelo 5 ajustado 13 (run38b5.mod).
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Figura V. 43 Evolucion temporal de las concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida
(ug/mL) en funcion de las predicciones poblacionales (PRED) e individuales (IPRED)
obtenidos con el modelo 5 ajustado 13 (run38b5.mod).
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Figura V. 44 Evolucion temporal de las concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida
(ug/mL) en funcién de las predicciones poblacionales (PRED) e individuales (IPRED)
obtenidos con el modelo 5 ajustado 13 (run38b5.mod).
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Figura V. 45 Evolucion temporal de las concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida
(ug/mL) en funcién de las predicciones poblacionales (PRED) e individuales (IPRED)
obtenidos con el modelo 5 ajustado 13 (run38b5.mod).
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Figura V. 46 Evolucion temporal de las concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida
(ug/mL) en funcién de las predicciones poblacionales (PRED) e individuales (IPRED)
obtenidos con el modelo 5 ajustado 13 (run38b5.mod).
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Figura V. 47 Evolucion temporal de las concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida
(ug/mL) en funcion de las predicciones poblacionales (PRED) e individuales (IPRED)
obtenidos con el modelo 5 ajustado 13 (run38b5.mod).
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Figura V. 48 Evolucion temporal de las concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida
(ug/mL) en funcién de las predicciones poblacionales (PRED) e individuales (IPRED)
obtenidos con el modelo 5 ajustado 13 (run38b5.mod).
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En la figura V.49 se presenta a modo de ejemplo dos pacientes de cada una de las
subpoblaciones, la paciente 43 perteneciente a la subpoblacion con aclaramiento
plasmatico 3 L/h y por lo tanto tiene niveles mas bajos. La paciente 23 perteneciente a
la subpoblacién con aclaramiento plasmatico 1.7 L/h, tiene niveles mas altos. En el
Anexo 7, se presenta la evolucion temporal de las concentraciones plasmaticas de
ciclofosfamida para cada paciente y en el Anexo 8, se describe a que subpoblacion

pertenece cada paciente.

Paciente 43 Paciente 23
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Figura V. 49 Evolucion temporal de las concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida
en funcién de las predicciones poblacionales (PRED) e individuales (IPRED) obtenidos
con el modelo 5 ajustado 13 para cada paciente (run38b5.mod).

En la figura V.50 se presenta la superposicion de evolucion temporal de las
concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida (ug/mL), de las predicciones
poblacionales (PRED) e individuales (IPRED) de las concentraciones de ciclofosfamida
obtenidos con el modelo 5 ajustado EE-13 para las 52 pacientes respecto al tiempo.
Se puede observar como estan divididas las dos subpoblaciones tanto en las
predicciones poblacionales como individuales. En el Anexo 8, se describe a que

subpoblacion pertenece cada paciente.
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Prediction vs the independent variable (run 38b5)
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Figura V. 50 Evolucién temporal de superposicién de las concentraciones plasmaticas
de ciclofosfamida de las predicciones poblacionales (PRED) e individuales (IPRED)
obtenidos con el modelo 5 ajustado 13 para cada paciente respecto al tiempo.

En la figura V.51 se presenta la relacion entre los valores de variabilidad
interindividual de los parametros obtenidos con el modelo 5 ajustado EE-13. Donde
ETA1 y ETA2 corresponden a los valores de variabilidad interindividual de los

parametros Kgnz v V, respectivamente.
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Scatterplot matrix of the parameters (run 38b5)
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Figura V. 51 Relacion entre los valores de variabilidad interindividual de los parametros
obtenidos con el modelo 5 ajustado 13 (run38b5.mod).
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La tabla V. 21 es un resumen de nimero de parametros, método de estimacion, FMO

y AIC para poder comparar los modelos entre si.

Tabla V. 21. Resumen de la FMO y los AIC para cada modelo.

N parametros  Met estimacién FMO AIC
EE-1 5 FO 1739.946 -
Modelo1  EE-2 5 FOCE] -361.667 -
EE-3 5 FOCEI -356.955 -346.955
-391.186 -
Modelo2  EE* 9 FOCEI
EE-5 7 FOCEI -391.124 -377.124
EE-6 9 FOCEI -391.225 -
Modelo3  EE.7 7 FOCE] -391.151 -377.151
EE-8 8 FOCEI -393.762 -
EE-9 9 FOCEI -389.476 -
- -389.459 -
Modeloa  EE10 8 FOCEI
EE-11 8 FOCEI -389.982 -373.459
EE-12 9 FOCEI -391.422 -
Modelo5  EE-13 9 FOCEI -405.862 -387.862

En definitiva, considerando globalmente toda esta informacion el mejor ajuste de
los datos experimentales en los modelos estudiados se obtiene con el modelo 5
ajustado EE-13 caracterizado como modelo farmacoestadistico final. En primer
lugar, con este modelo se alcanza el menor valor de funcién minima objetivo. Ademas,
el EER de estimacion de los parametros de efecto fijo y efecto aleatorio no superan al
valor umbral del 20 y 50%, respectivamente. El andlisis del gréafico de dispersion de los
residuales ponderados frente a la prediccion hecha por el modelo poblacional y el
grafico de distribuciéon de los residuales ponderados frente al tiempo para de
ciclofosfamida, sugieren la ausencia de sesgo sistematico en el modelo. Ademas, en la
tabla V.20. el analisis de regresién entre las concentraciones plasmaticas y las
predicciones individuales con el modelo 5 ajustado EE-13 con un modelo de varianza
residual e interindividual exponencial confirman la ausencia de un sesgo sistematico
respecto a la linea identidad de los valores medios de las predicciones individuales
realizadas con este modelo. Los parametros farmacocinéticos poblacionales de
ciclofosfamida, estimados mediante el modelo no lineal de efectos mixtos, son el
volumen de distribucion 23.7 L (IC95% 17.8 a 28.2), aclaramiento plasmatico 1.7
(1C95%: 1.25 a 2.15 L/h) y incremento del aclaramiento plasmatico 1.3 L/h (IC95%:
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0.93 a 1.67 L/h) que diferencia a las dos subpoblaciones, constante de induccion Keyz
0.0179 h-1 (IC95%: 0.0042 a 0.0316 h™') y la pendiente SCp 0.0212 mL/ug-h" (1C95%:
0.0075 a 0.0349 ml/ug-h”). La proporcién de pacientes pertenecientes a cada
subpoblacion es 43.1% (1C95%: 23.1 a 63.1%). Es el modelo con AIC menor (tabla
V.21).

En este punto se considera el modelo 5, ajustado EE-13 como modelo
farmacoestadistico final. Ademas describir mejor las concentraciones plasmaticas y
explica mejor la autoinduccion de la ciclofosfamida. La constante de eliminacion del
enzima alcanza las caracteristicas aparentes por cuanto que existen diversos
isoenzimas encargados de metabolizar la ciclofosfamida y distintos medicamentos que
administrados concomitantemente provocan alteraciones del patrén metabdlico de
ciclofosfamida. Desde el punto de vista farmacogendmico, la existencia de diversos
isoenzimas encargados de metabolizar la ciclofosfamida sugiere la posibilidad de
identificar diferentes subpoblaciones de pacientes en cuanto a su perfil de
autoinduccioén. Por otra parte, las interacciones farmacolodgicas condicionan la validez
externa de los parametros farmacocinéticos obtenidos. Con nuestro modelo somos
capaces de diferenciar dos subpoblaciones con diferente aclaramiento, una
subpoblacién con un aclaramiento de 1.7 L/h que corresponde al 43.1 % de la
poblacién y la otra subpoblaciéon con un aclaramiento de 3.0 L/h que corresponde al
56.9 % de la poblacion. De manera que en nuestra poblacion existe una proporcion de
pacientes con un aclaramiento mayor.

Por tanto, el modelo 5 ajustado EE-13 con variabilidad interindividual exponencial

seria el modelo utilizado para la exploracion de las covariables.

V.3.1.2. Exploracion de las covariables

Exploracion de las covariables predictoras comienza mediante la estimacion
los valores de variabilidad interindividual de los parametros farmacocinéticos y el
analisis exploratorio de las potenciales relaciones entre las covariables predictoras y
cada uno de los parametros farmacocinéticos. Asi, se analizo la posible influencia de
variables predictoras como la edad (AGE), el peso (PE), la fraccion de eyeccion

ventricular (FE). Ademas, al ingreso hospitalario se consideraron la creatinina sérica
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(CR), las proteinas totales (PR), las enzimas hepaticos: AST (GO), ALT (GP), relacion
ALAT/ASAT (AS), GGT (GT) y LDH (LD), asi como la hemoglobina (HB), las plaquetas
(PL), la hemoglobina (HG), el tiempo de protrombina (TP), el tiempo protrombina
parcial activada (TTPA), el fibrinégeno (FI) y bilirubina (Bl). Ademas también se tuvo en

cuenta la administracion de antagonistas 5-TH3 (AE) (Anexo 8. Covariables).

Se explord la distribucion de los valores de variabilidad interindividual de los
parametros obtenidos por el modelo 5 (ajustado EE-13) vs. las covariables
identificadas como posible influencia de variables predictoras. En las Figuras V.48. a la
V.53., se representan los valores individuales de los parametros farmacocinéticos (la

linea de tendencia deberia ser horizontal sino hubiese ninguna correlacion).

El analisis grafico y exploratorio permitié ver influencia entre las covariables
predictoras y ETA_Kgnz (ETA1) para la edad (AG), la relacion ALAT/ASAT (AS), la
hemoglobina (HG), ALAT (GP), peso (PE), TTPA (TA), LDH (LD), ASAT (GO) y las
proteinas totales (PR). Con la técnica estadistica GAM, la discriminaciéon entre
modelos llevada a cabo mediante la comparacion del criterio de informacién de Akaike
determino que ninguna de las covariables analizadas eran susceptibles de ser

incluidas en el modelo poblacional.

El analisis grafico y exploratorio permitié ver influencia entre las covariables
predictoras y ETA_V (ETA2) para a la fraccion de eyeccion (FE), la relacion
ALAT/ASAT (AS), la administracién de antagonistas 5-HT3 (AE), TTPA (TA), la LDH
(LD), el tiempo de protrombina (TP) y ASAT (GO). Con la técnica estadistica GAM, la
discriminaciéon entre modelos llevada a cabo mediante la comparacion del criterio de
informacion de Akaike determino que las covariables susceptibles de ser incluidas en
el modelo poblacional la administracion de antagonistas 5-HT3, ALAT (GP) y proteinas

totales.
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Parameters vs covariates (run 38b5)

02 = T 02 o5
< o1 - B 2wy - < o1 % 15 CEs, 7 s
P 8 3 02 o 7 _ 5 g .
oo 7= P T RS [ oo T oot P 5 T 0
0.1 48 39 43, 753 52 a -0.1 a0 30 52
04 05 06 07 08 30 3% 4 4 50 5 60
FE AG
55 2% T
e 92 | 24 2 =2 e 22 = PR 20 ® g
X o1 s w o | = 2
00 = E 00 T s
o Tk = = BN z =
o1 |=e%F T 01 ® 2P o
1 2 3 4 5 6 150 155 160 165
AS HG
02 e 12
% g9 21 B
T P 4 s 0 o PN g W ot s o " 2 2 e
o ax8 M 64651445 145 87 15 60 5912 m 00 AT 24
01 & 4 11 o
01 00 01 02 20 40 60
ETA1 GP

Figura V. 52 Relacion de los valores de variabilidad interindividual de los parametros
Kenz (ETA1) vs. las covariables FE, AG, AS, HG, AE y GP para el modelo 5, ajustado
EE-13.
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Figura V. 53 Relacion de los valores de variabilidad interindividual de los parametros
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Parameters vs covariates (run 38b5)
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Figura V. 54 Relacion de los valores de variabilidad interindividual de los parametros
Kenz (ETA1) vs. las covariables LD, GT, CR, GO, TP y PR para el modelo 5, ajustado
EE-13.
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Figura V. 55 Relacion de los valores de variabilidad interindividual de los parametros V
(ETAZ2) vs. las covariables FE, AG, AS, HG, AE y GP para el modelo 5, ajustado EE-
13.
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Parameters vs covariates (run 38b5)
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Figura V. 56 Relacion de los valores de variabilidad interindividual de los parametros V
(ETAZ2) vs. las covariables HB, PL, Bl, PE, TA y Fl para el modelo 5, ajustado EE-13.
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La identificacion de covariables predictoras sera util para la monitorizacién de las
concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida y ajuste individualizado de dosis. En la

presente memoria, solo se ha realizado un analisis exploratorio.

Estas covariables intentarian explicar una parte de la variabilidad del valor
plasmatico de la lactato deshidrogenasa, como el tiempo de protrombina, TTPA, ALT
(GP), relacion ALAT/ASAT son indicadores de funcionalidad hepatica. Por otra parte, la
interaccion entre ciclofosfamida y ondansetrén ha sido confirmada por Gilbert y cols
(1998). Estos autores concluyen que la administracion concomitante de ondansetrén
altera la exposicién sistémica a ciclofosfamida. Sin embargo, el impacto real de la
interacciéon farmacocinética sobre la efectividad antiemética del ondansetréon no fue
evaluada explicitamente por que el grupo control no recibia tratamiento con otro
antagonista 5-HT3. Sobre la lactato deshidrogenasa hay diferentes publicaciones en
otros canceres donde relacionan niveles altos LDH (> 240 U/L) antes del tratamiento
indican un alto riesgo de recurrencia y baja efectividad al tratamiento (Stokkel, 1997;
Vitolo, 1997; Byhardt, 1986). En 28 pacientes de la presente Memoria tiene niveles por
debajo 240 U/L (39-230 U/L) y 24 pacientes tienen niveles LDH mayores que 240 U/L
(241-687 U/L).

Aproximadamente el 20% de ciclofosfamida se une a las proteinas plasmaticas y a las
dosis utilizadas en la practica clinica diaria no existe evidencia de tratarse de un
proceso saturable o dosis-dependiente. Los metabolitos del profarmaco se unen en
mayor proporcion a las proteinas plasmaticas, pero ninguno de ellos supera el umbral
del 70%.

V.3.1.3. El efecto de la concentracion de ciclofosfamida sobre su

autoinduccion

Con el fin de comprobar el efecto de la concentracion de ciclofosfamida sobre su
autoinduccion con el modelo final (run38b5), se comparé sobre un individuo tipo, el
efecto de las diferentes dosis sobre la cinética de ciclofosfamida. Se simulé (en base a

los parametros obtenidos en el modelo farmacoestadistico final) el perfil cinético de un
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individuo tipo administrado con una perfusion continua durante 96 horas en un rango
de dosis desde 2000 mg a 20000 mg. Donde se puede observar en la figura V.58. que
la autoinduccion es mas evidente cuando los niveles de ciclofosfamida son mas

elevados a dosis mas altas.
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Figura V. 58 Evolucion temporal de la superposicion de las concentraciones
plasmaticas de ciclofosfamida obtenidas de simulaciones a diferentes dosis. Evolucién
temporal de la superposicién de la cantidad de enzima obtenida de simulaciones a
diferentes dosis.
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Tabla V. 22 Parametros obtenido por WinNonlin para subpoblacion CL=1.7 L/h.

Dosis T (M) Crmax AUC; AUC
(mg) (Mg/mL) (h-pg/mL) (h-pg/mL)
2000 44 2.40 242.7 245.6
4000 36 3.03 313.9 322.1
6000 36 3.40 352.5 362.4
8000 30 3.65 378.1 388.2
10000 30 3.84 397.1 406.8
12000 30 4.00 4117 420.7
14000 24 4.12 4257 426.7
16000 24 4.24 4353 435.8
18000 24 4.34 443.6 4437
20000 22 443 449.9 4555

Tabla V. 23 Parametros obtenido por WinNonlin para subpoblacion CL=3.0 L/h.

Dosis Toae (M) Crmax AUC AUC
(mg) (Mg/mL) (h-pg/mL) (h-pg/mL)
2000 36 1.89 179.4 184.8
4000 30 2.55 248.3 250.5
6000 22 2.92 286.8 290.8
8000 22 3.19 312.9 317.9
10000 22 3.39 3325 337.9
12000 24 3.56 356.5 362.1
14000 22 3.70 360.5 366.0
16000 22 3.81 371.1 376.5
18000 22 3.92 380.3 385.5
20000 16 4.01 388.4 393.3

La tabla V.22 presenta los resultados de la comparacion entre la dosis, Cpax Y €l
area bajo la curva (AUC, AUC;) mediante el analisis de regresion para la subpoblacion
de aclaramiento plasmatico 1.7L/h. En la tabla V.23 se presenta la comparacién entre
la comparacion entre la dosis, C.ax Y €l area bajo la curva (AUC, AUC,) mediante el
analisis de regresion para la subpoblacion de aclaracién plasmatico 1.7L/h (Smith,
2000).
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Tabla V. 24 Analisis de regresion entre la dosis, C,.x Y €l area bajo la curva (AUC,
AUC,) para la subpoblacién con aclaramiento plasmatico 1.7L/h.

Parametro Coeficiente Exponente
Estima 1C95% Estima 1C95%
Crnax 10  -0.4607 -0.5524 -0.3691 0.2597 0.2366 0.2828
AUC, 10  1.5489 1.4195 1.6784 0.2603 0.2277 0.2929
AUC 10  1.5831 1.4183 1.7479 0.2533 0.2118 0.2949

Tabla V. 25 Andlisis de regresion entre la dosis, C.« y €l area bajo la curva (AUC,
AUC,) para la subpoblacién con aclaramiento plasmatico 3.0 L/h.

Parametro Coeficiente Exponente
Estima 1C95% Estima 1C95%
Crnax 10 -0.7484 -0.8773 -0.6195 0.3175 0.2850 0.3500
AUC; 10 12111 1.0361 1.3861 0.3250 0.2809 0.3691
AUC 10 1.2339 1.0706 1.3972 0.3210 0.2798 0.3621

En las tablas V. 24 y V.25 se presentan los intervalos de confianza obtenidos
(IC95%) en del analisis de regresion de la dosis v.s Cp,,y, dosis v.s AUC y dosis v.s
AUC, para la subpoblacién con aclaramiento plasmatico 1.7 y 3 L/h, respectivamente.
En ambas subpoblaciones, los intervalos de confianza del 95% para el exponente no
incluyen el 1, por lo tanto el C,,.x, AUC y AUC; no son proporcionales a la dosis en el
rango de 2000 a 20000 mg.

V.3.1.4. Validacion del modelo

Los percentiles del 5, 50 (mediana) y 95 % de las observaciones obtenidas
después de la simulacién de 1000 pacientes se han representado graficamente. Como
se puede observar en la grafica, las observaciones plasmaticas de ciclofosfamida se
encuentra en el interior de del intervalo de confianza del 90% para ambas

subpoblaciones
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Figura V. 59 Comprobacion visual predictiva (“Visual predictive check™). Percentil 5%,
mediana (Percentil 50%) y Percentil 95% para cada una de las subpoblaciones (CL=1.7L/h
y CL=3 L/h).
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VI. CONCLUSIONES

La ciclofosfamida es administrada en perfusion IV continua durante 96 horas,
sin embargo las concentraciones plasmaticas no alcanzan un estado

estacionario debido a que el aclaramiento no es constante.

El modelo con induccion enzimatica lineal propuesto es capaz de describir
adecuadamente la evolucién temporal de las concentraciones plasmaticas de

ciclofosfamida tras su administracién a dosis altas de ciclofosfamida.

La caracteristica principal de este modelo es el significado fisiologico de sus
parametros puesto que coinciden con los estimados por otros autores a traves

de diferentes metodologias.

El modelo mecanistico basado en la induccién enzimatica, donde la
farmacocinética del inductor y el pool de enzima hacen un buen balance para
describir la autoinduccion de la ciclofosfamida. Es razonable creer que la
ciclofosfamida afecte su propia eliminacion e incremente la velocidad de
produccion del enzima y por tanto incrementando la cantidad de enzima

incremente su eliminacion.

Desde el punto de vista farmacogendmico, la existencia de diversos
isoenzimas encargados de metabolizar la ciclofosfamida sugiere la posibilidad
de identificar diferentes subpoblaciones de pacientes en cuanto a su perfil de
autoinduccion. Con el modelo 5 se pueden de diferenciar dos subpoblaciones

con diferente aclaramiento.

Los parametros farmacocinéticos poblacionales de ciclofosfamida, estimados
mediante el modelo no lineal de efectos mixtos, son el volumen de distribucién
23.7 L (IC95% 17.8 a 28.2 L), aclaramiento plasmatico 1.7 L/h (1C95%: 1.25 a
2.15 L/h) y incremento del aclaramiento plasméatico 1.3 L/h (IC95%: 0.93 a
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1.67 L/h) que diferencia a las dos subpoblaciones, constante de induccion
Kenz 0.0179 h™' (IC95%: 0.0042 a 0.0316 h™) y la pendiente SCp 0.0212
mL/ug-h™ (1C95%: 0.0075 a 0.0349 mL/ug-h™). La proporcién de pacientes
pertenecientes a subpoblacion 1(CL=1.7 L/h) y 2 (CL= 3.0 L/h) es 43.1%
(IC95%: 23.1 2 63.1%) y 56.9% (IC95%: 36.9 a 76.9%), respectivamente.

El modelo ha sido evaluado mediante la comprobacién visual predictiva

“Visual Predictive Check” para cada subpoblacion.

En el analisis exploratorio de las covariables posiblemente las mas
importantes son las relacionadas con la funcion hepatica (LDH, relaciéon
ALAT/ASAT.) y las interacciones como la administracion de antagonistas 5-
HT3.

El incremento de la dosis produce un efecto no lineal tanto en la exposiciéon
como en el C,, debido a la autoinduccién dependiente de la concentracion

plasmatica de ciclofosfamida.



Anexos

221

ANEXOS

ANEXO 1 Acrénimos.

AC

ACI
AFMO
AlIC
A(D)
ALAT
ALDH
AMT
ANC
ASAT
ASCO
AUC
AUCt

B

BSO
C,CFA or CP
CAF
CALGB
Cb
CBP
CBz
CBZ-E
CCbT o CTCb
CCF
Ce
CFA
CG
CL/Clp
CLind
CLnon
CLsoHcr
CLAE
CMT
Cr,
Cmax

Co

cP

Adriamicina y ciclofosfamida
Incremento del aclaramiento

Cambio de la funcién minima objetiva
Criterio de informacion de Akaike
Adriamicina
Alanina-amino-transferasa

Aldehido deshidrogenasa

Dosis administrada en mg

Recuento absoluto de neutrdéfilos
Aspartato-amino-transferasa
American Society of Clinical Oncology
Area bajo la curva

Area bajo la curva hasta tiempo t
BCNU

Butionina-sulfoximina

Ciclofosfamida

Cafeina

Cancer and Leukemia Group B
Carboplatino

Ciclofosfamida, BCNU y carboplatino
Carbamazepina
Carbamazepina-10-11-epoxide
Ciclofosfamida, carboplatino y tiotepa
Cromatografia en capa fina
Concentracion plasmatica estimada
Ciclofosfamida

Cromatografia gaseosa

Aclaramiento plasmatico total
Aclaramiento inducible

Aclaramiento no inducible
Aclaramiento de 4-hidroxiciclopfosfamida
Cromatografia liquida de alta eficacia
Especifica el niumero del compartimento
Creatinina sérica

Concentracion maxima
Concentracion inicial

Cisplatino
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Crexp Concentracion experimental de ciclofosfamida

Cotesrica Concentracion tedrica de ciclofosfamida

CT Ciclofosfamida y tiotepa

CTC Ciclofosfamida, carboplatino y tiotepa

Ct Concentracion teorica

CVP Ciclofosfamida, etopésido y cisplatino

CYP Citocromo

C, Concentracion en estado estacionario

2DCECP Decloroetilciclofosfamida

DE Desviacién estandar

DNFH Dinitrofenilhidracina

DLCO Difusién del pulmén para el monéxido de carbono

DV Variable dependiente

E Epirrubicina

EE- Ajustado de cada modelo

ECOG Eastern Cooperative Oncologic Group

ECs, _Conce.n’tracién que produce la mitad del efecto maximo de
induccion

Emax Efecto maximo

EM Espectroscopia de masas

EST Clasificacion de las subpoblaciones

ETA/o Variabilidad interindividual

Enz/ENZ Enzima

ERR Error estandar relativo

FA Fosfatasa alcalina

F 5-Fluorouracilo

FAC/CAF 5-fluoruracilo, adriamicina y ciclofosfamida

FEC 5-fluoruracilo, epirubicina y ciclofosfamida

FEV Fraccion de eyeccion ventricular

FID Flame-inonization detection

FMO Funcién minima objetiva

FO First Order

FOCEI First Order Conditional with Interaction

G Glucosa

G5% Glucosa 5%

GAM Generalised Additive Modeling

G-CSF Factores estimulantes de colonias granulociticas

GM-CSF Factores estimulantes de granulociticas-monociticas

GGT Gamma-glutaril-transferasa

GST Glutation S transferasa

HDCT High-dose chemotherapy

Hb Hemoglobina

IC Intervalo de confianza
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ICs0

iv.

ID
IPRED
IWRES

KENZ

KENZin
KENZout
K

ko

LD
Ln
MDV
MDZ
M/MX
MESNA
MPE
NA
NacCl
NAD
NPEM
NPML
NSABP
40HCFA
par

P

PB
PIV
PK
PD
PM
PNFH
PO
Pop
PRED
PVC
PX

RATE
RCPH
RR

Concentracion que produce la mitad del efecto maximo de
inhibicién

Intravenosa

Identificaciéon de las pacientes

Predicciones individuales

Residuales ponderados individuales

Constante de produccion y eliminacion de la actividad
enzimatica

Constante de produccién de la actividad enzimatica
Constante de eliminacién de la actividad enzimatica
Constante Michaelis-Menten

Velocidad constante de orden O

Limite de Determinacién

Logaritmo neperiano

Variable dependiente “missing”

Midazolam

Metrotrexato

2-mercanosulfonato sédico

Media del error de prediccion

No aplicable

Cloruro sodico

Nicotin-adenin dinucleétido

Método no paramétrico de maxima expectacion
Método no paramétrico de maxima verosimilitud
National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project
4hidroxiciclofosfamida

Numero total de parametros en el modelo

Platino/ carboplatino

Fenitoina

Perfusion IV

Farmacocinética

Farmacodinamia

Mostaza fosfamida

p-nitrofenilhidracina

Per os

Clasificacion de las subpoblaciones

Predicciones poblacionales

3-Polivinil de cloruro

Paraxantina

Constante de intercambio entre compartimentos
Velocidad de administracion en mg/h

Reinfusion de células precursoras hematopoyéticas
Riesgo relativo
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RES Residuales

Run Fichero control

RV Razén de verosimilitud

SC Superficie corporal

SCp Pendiente de la funcién lineal

SIM Single ion monitoring

SS Suma de cuadrados de los residuales

STAMP-| Solid Tumor Autologous Marrow Program-|

STAMP-V Solid Tumor Autologous Marrow Program-V

T Taxanos (Paclitaxel / Docetaxel).

t/TIME Tiempo
El tiempo necesario para que la concentracion plasmatica

t509 se reduzca a la mitad

T2 Semivida de eliminacion

T90 Tiempo durant.e el cual la concentracic?p Fje_ .principio
activo es superior al 90% de la concentracion inicial.

Tt Tiotepa

V Etopdsido

V/IVy4 Volumen de distribucion

VIH virus de la inmunodeficiencia humana

V max Velocidad maxima

VO Via oral

WRES Residuales Ponderados

UPP Unién a proteinas plasmaticas

UV-Vis Ultravioleta visible

Variabilidad intraindividual
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ANEXO 2 Consentimiento informado de los pacientes para la monitorizacion de las
concentraciones de ciclofosfamida.

GENERALITAT
& VALENCIANA
HOSPITAL UNIVERSITARIO DR, PESET"

D™

Estimada paciente:

"

Usted va a ser tratada con ﬁn nento denominado Ciclofosfamida, que le
ha sido indicado por su especialista en Oncologia de este Hospital, para el tratamiento de
su enfermedad.

Habitualmente no se dispone de informacién que permita conocer la cantidad en
sangre de este medicamento y como se elimina del cuerpo. El analisis en sangre de
ciclofosfamida servira para mejorar los tratamientos que vayan a recibir otros pacientes.

Este estudio, forma parte de un proyecto de investigacién (n® 97/0758) del
Fondo de Investigaciones Sanitarias y ha sido aprobada su realizacion por el Comité
Etico de Ensayos Clinicos y la Comision de Investigacién del Hospital Universitario Dr.
Peset.

Deseamos pedirle su consentimiento para extraer en total siete muestras de
sangre (8 mL), repartidas durante los cuatro dias que durara su tratamiento para analizar
la ciclofosfamida. Igualmente, deseamos informarle que su participacién es voluntaria y
que usted puede dejar de participar en este estudio cuando lo considere oportuno.
Ademas su decision no va a influir en la manera en que le seguiremos atendiendo en el
hospital.

Le damos las gracias anticipadas por su colaboracion,

o: Dr Daniel Almenar
Jefe de Seccion Oncologia Médica

Firma interesada: Firma testigo:

Gaspar Aguilar, 90 - 46017 VALENCIA
Apartado 1891 - 46080 VALENCIA
Tel. 386 2500 - Fax: 386 2501

Hoja de consentimiento informado Hospital Universitario Dr. Peset.

ANEXO 3 Solicitud de monitorizacion de concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida.
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DETERMINACION DE NIVELES PLASMATICOS DE CICLOFOSFAMIDA
HQJA INDIVIDUAL DE RECOGIDA DE DATOS .

Propuesta marzo 1997
EDAD (afios) :.................. PESO(Kg) ............
DOSIS de CICLOFOSFAMIDA:...................
® PRIMER DIA de perfusion continita. Fecha: ......cecuen...
Hora INICIO 1* perfusion: . .. Hora FINALIZACION 1* perfusion: . . Incidencias:SI/NCO(*)
(*) Describir los tiempos de mrewpc;én de la velocidad de perﬁ:s:dn de c]clofosfam.lda o modi Jr” ficacién de la
misma:.
® SEGUNDO DIA de perfusi inua. Fecha: ...
Hora INICIO 2* perfusion: .. .. Hora FINALIZACION 2" perfusion: . .. Incidencias:SI/NO(*)
(*) Describir los tiempos de mremrpc:dn de la velocidad de perﬁls.lmi de clclofosfamda 0 modi f cacion de la
misma:. R

® TERCER DIA de perfusion continua. Fech@: .....vvivrenn.

Hora INICIO 3* perfusion: .. . Hora FINALIZACION 3° perfusién: ...... : ..... Incidenci :SIINO(*)
(*) Describir los nempns de .'mem.rpc;dn de la velocidad de perﬁts:dﬂ de ci famida o medificacion de la

mm?ra

¥ CUARTO DIA de perfusion continua. Fecha: .................. .
Hora INICIO 4* perfusién: .. .. Hora FINALIZACION 4 perfusién: . . Incidencias: SINO(*)
(‘) Descrlbu los uempos de mrerrupc:dn de la velocidad de pergﬁmén de uclcfosz‘anuda o modificacién de la

CALENDARIO PARA EL REGISTRO DE LAS MUESTRAS DE SANGRE (especificar dfa y hora de extraccién)

ora {00101 |02(03(04(05/06]|07/{08(09(10(11(12]|13]14)15(16(17|18|19|20(|21]|22]23
Dia

1° . 30

Ejemplo: muestra extraida el primer dia a las 17 horas, 30 minutos.
NUMEROQ DE MUESTRAS DE SANGRE ¥ HORARIOS PREDEFINIDOS
Dia Namero | Horarios predefinidos

Primero 2 12 y 24 horas desde inicio de la 1"perfusion IV

Segundo 2 36 y 48 horas desde inicio de la 1* perfusion IV

Tercero 1 72 horas desde ¢l inicio de 1a 1* perfusion IV

Cuarto 2 95 horas desde el inicio de la 1" perfusion IV (previa a finalizar la 4* perfusion [V) y una hora

de su finalization,
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ANEXO 4 Caracteristicas antropométricas de los pacientes.

La descripcion de los pacientes con nimeros correlativos, corresponden al orden en
que fueron incluidos en el estudio como se encuentran descritos en esta Memoria. La referencia
del hospital al que pertenecen las pacientes: “1” Hospital Clinico Universitario de Valencia y “2”
Hospital Dr Peset de Valencia. Fueron excluidas del estudio, por no pertenecer a la poblacion, las
pacientes 3, 4, 9, 19, 27, 47, 55, 58. En la tabla A.4. se presentan las caracteristicas
antropométricas de los pacientes junto con la dosis total de ciclofosfamida administrada, 6 g/m?(*-

"): no determinado.

Tabla A4. Caracteristicas antropométricas de la poblacion (l).

Paciente Hospital Edad (afios) Peso (kg) Talla (cm) Superficie Corporal (m?) Dosis (mg)

1 1 38 52.0 150 1.47 8800
2 1 48 83.3 164 1.90 11400
5 1 47 80.0 150 1.80 10800
6 1 47 81.0 155 1.86 11160
7 1 40 62.0 157 1.60 9600
8 1 48 84.0 158 1.90 11400
10 1 59 87.5 165 2.00 8840
1" 1 54 50.9 154 1.47 11200
12 1 47 86.0 151 1.87 9000
13 1 52 74.6 153 1.50 10680
14 1 51 72.0 160 1.78 11560
15 1 37 66.0 159 1.70 10200
16 1 33 74.0 158 1.80 10800
17 1 56 68.5 155 1.70 10200
18 1 44 74.0 166 1.84 11040
20 1 58 62.5 154 1.63 9760
21 1 55 85.0 149 1.88 11280
22 1 49 72.7 156 1.78 10660
23 1 56 75.5 156 1.77 10620
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Tabla A.4. Caracteristicas antropométricas de la poblacion (l1).

Paciente Hospital Edad (afios) Peso (kg) Talla (cm) Superficie Corporal (m?) Dosis (mg)

24 1 30 78.0 164 1.85 11280
25 1 35 66.0 158 1.67 10200
26 1 45 63.0 162 1.67 10080
28 1 42 74.0 167 1.83 11480
29 1 51 66.0 156 1.66 10140
30 1 39 53.3 162 1.56 9200
31 1 51 72.2 153 1.70 10480
32 1 49 455 149 1.37 8220
33 1 52 58.5 159 1.60 9600
34 1 38 54.0 162 1.57 9630
35 1 36 96.6 163 2.01 12560
36 1 61 64.2 156 1.64 9960
37 1 53 69.6 155 1.69 10380
38 1 49 53.8 150 1.48 8980
39 1 58 77.0 157 1.78 10980
40 1 34 56.0 159 1.57 9420
41 1 49 66.6 159 1.69 10260
42 1 61 62.5 164 1.68 10140
43 2 54 75.0 159 1.78 10920
44 2 38 69.5 157 1.70 10444
45 2 31 54.0 168 1.61 9480
46 2 57 85.0 167 1.94 11040
48 2 46 99.3 165 2.05 12780
49 1 48 71.0 155 1.70 10400
50 1 55 86.2 159 1.88 11400
51 1 59 73.0 151 1.69 10440
52 1 49 65.0 154 1.63 9960
53 1 55 72.7 151 1.69 10140
54 1 33 60.9 167 1.68 10020
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Tabla A.4. Caracteristicas antropométricas de la poblacion (l11).

Paciente Hospital Edad(afios) Peso(kg) Talla (cm) SuperficieCorporal(m?) Dosis (mg)
56 1 39 70.6 157 1.71 10500
57 1 46 64.0 154 1.62 9720
59 1 49 67.0 148 1.61 10080
60 1 32 495 157 1.47 8760
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ANEXO 5 Diagndstico de los pacientes

En la tabla A.5. se muestra el diagnostico de los pacientes incluidos en el estudio. Asi, se

distinguen los pacientes con diagndstico histologico de adenocarcinoma de mama en estadio Il y

Il con mas de 4 ganglios axilares afectados tras cirugia reglada sin resto tumoral (>4 ganglios

afectados tras cirugia), los pacientes con diagndstico histolégico de adenocarcinoma de mama

en estadio Il y Ill con mas de 10 ganglios axilares afectados tras quimioterapia neoadyuvante

(>10 ganglios afectados) y los pacientes con carcinoma inflamatorio de mama (11.9%). las

caracteristicas de la poblacién en cuanto a uno de los factores prondsticos como es el numero

de ganglios afectados.

Tabla A.5. Numero de ganglios afectados de cada una de las pacientes incluidas

Paciente Numero de ganglios afectados Paciente = Numero de ganglios afectados
1 > 10 ganglios afectados 32 > 10 ganglios afectados
2 > 10 ganglios afectados 33 > 10 ganglios afectados
5 carcinoma inflamatorio 34 > 4 ganglios afectados tras cirugia
6 > 10 ganglios afectados 35 > 10 ganglios afectados
7 carcinoma inflamatorio 36 > 10 ganglios afectados
8 > 10 ganglios afectados 37 > 10 ganglios afectados
10 > 4 ganglios afectados tras cirugia 38 > 10 ganglios afectados
11 > 4 ganglios afectados tras cirugia 39 > 10 ganglios afectados
12 > 4 ganglios afectados tras cirugia 40 > 10 ganglios afectados
13 > 4 ganglios afectados tras cirugia 41 > 10 ganglios afectados
14 > 4 ganglios afectados tras cirugia 42 > 10 ganglios afectados
15 carcinoma inflamatorio 43 > 10 ganglios afectados
16 > 10 ganglios afectados 44 > 10 ganglios afectados
17 > 10 ganglios afectados 45 > 4 ganglios afectados tras cirugia
18 > 10 ganglios afectados 46 > 10 ganglios afectados
20 > 10 ganglios afectados 48 > 4 ganglios afectados tras cirugia
21 > 4 ganglios afectados tras cirugia 49 > 10 ganglios afectados
22 > 10 ganglios afectados 50 > 10 ganglios afectados
23 > 10 ganglios afectados 51 > 4 ganglios afectados tras cirugia
24 carcinoma inflamatorio 52 > 10 ganglios afectados
25 > 10 ganglios afectados 53 > 10 ganglios afectados
26 > 10 ganglios afectados 54 > 10 ganglios afectados
28 carcinoma inflamatorio 56 carcinoma inflamatorio
29 > 4 ganglios afectados tras cirugia 57 > 4 ganglios afectados tras cirugia
30 > 4 ganglios afectados tras cirugia 59 > 4 ganglios afectados tras cirugia
31 > 4 ganglios afectados tras cirugia 60 > 4 ganglios afectados tras cirugia
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ANEXO 6 Concentraciones plasmaticas de ciclofosfamida de los pacientes monitorizados,
tiempo de muestreo y dosis.

En la tabla A.6. se muestran el tiempo de muestreo y los valores de concentracion
plasmatica de ciclofosfamida dosis y velocidad de perfusion para cada uno de los pacientes del

estudio.

Tabla A.6. Concentracion plasmatica ciclofosfamida, tiempo de muestreo y dosis (1).

i Dosis Velocidad de
Paciente N® Tiempo CFA perfusion
muestra (h)

(ug/mL) mg mg/h
1.00 1 19.00 35.30 8800 84.21
1.00 2 45.00 24.84
1.00 3 69.00 18.82
1.00 4 95.00 15.75
2.00 1 20.50 16.60 11400 120.00
2.00 2 44.50 46.26
2.00 3 68.25 47.85
2.00 4 94.75 47.57
2.00 5 95.75 22.61
2.00 6 99.37 3.52
5.00 1 17.00 58.10 10800 109.38
5.00 2 43.00 35.74
5.00 3 67.00 40.77
5.00 4 94.50 36.49
6.00 1 19.00 62.89 11160 117.47
6.00 2 43.00 61.05
6.00 3 96.00 42.46
6.00 4 100.00 12.65
7.00 1 19.00 25.92 9600 100.00
7.00 2 24.00 58.84
7.00 3 51.00 32.21
7.00 4 96.00 44.96
7.00 5 100.00 12.65
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Tabla A.6. Concentracion plasmatica ciclofosfamida, tiempo de muestreo y dosis (l1).

Dosis Velocidad de
N° CFA .,
Paciente Tiempo (h) perfusion
muestra
(ug/mL) mg mg/h

8.00 1 36.00 65.45 11400 118.97
8.00 2 60.00 63.09
8.00 3 77.00 57.08
8.00 4 96.00 48.86
10.00 1 6.00 18.81 8840 90.2
10.00 2 24.00 41.78
10.00 3 48.00 36.32
10.00 4 72.00 40.38
10.00 5 96.00 40.47
10.00 6 99.00 26.65
11.00 1 6.00 25.95 11200 105.51
11.00 2 24.00 43.77
11.00 3 48.00 38.32
11.00 4 72.00 37.88
11.00 5 96.10 29.52
11.00 6 97.00 26.74
12.00 1 24.00 23.29 9000 93.75
12.00 2 48.00 20.85
12.00 3 72.00 19.37
12.00 4 95.50 19.41
12.00 5 100.00 17.51
12.00 6 102.00 13.31
13.00 1 8.00 21.79 10680 119.32
13.00 2 24.00 47.09
13.00 3 90.50 36.28
13.00 4 92.50 30.28
14.00 1 6.00 9.65 11560 120.41
14.00 2 24.00 31.70
14.00 3 48.25 29.63
14.00 4 72.00 24.24
14.00 5 96.00 16.95
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Tabla A.6. Concentracion plasmatica ciclofosfamida, tiempo de muestreo y dosis (lII).

Dosis Velocidad de
. ° . CFA ..
Paciente Tiempo (h) perfusién
muestra (ng/mL)
mg mg’h

15.00 1 6.00 21.30 10200 108.51
15.00 2 24.25 32.10
15.00 3 48.25 28.94
15.00 4 72.25 31.07
15.00 5 94.00 32.98
15.00 6 95.00 18.50
15.00 7 97.00 14.83
16.00 1 22.00 42.68 10800 112.21
16.00 2 46.00 28.00
16.00 3 70.00 35.06
16.00 4 94.00 23.16
16.00 5 96.25 17.85
16.00 6 97.75 12.48
17.00 1 6.00 31.91 10200 106.52
17.00 2 24.00 19.90
17.00 3 47.75 30.52
17.00 4 71.75 16.12
17.00 5 95.75 20.69
18.00 1 6.00 18.01 11040 115.00
18.00 2 24.00 33.89
18.00 3 48.00 34.52
18.00 4 72.00 30.90
18.00 5 97.00 29.07
18.00 6 99.33 24.63
18.00 7 101.33 10.78
20.00 1 6.00 10.03 9760 96.47
20.00 2 24.00 20.29
20.00 3 48.33 25.64
20.00 4 72.50 18.58
20.00 5 96.50 15.74
20.00 6 103.17 15.95
20.00 7 105.17 13.26




234

Modelado Farmacocinético de Ciclofosfamida en Pacientes con Cancer de Mama

Tabla A.6. Concentracion plasmatica ciclofosfamida, tiempo de muestreo y dosis (1V).

Dosis Velocidad de
° CFA .,
Paciente Tiempo (h) perfusién
muestra
(ug/mL) mg mg/h

21.00 1 6.00 15.47 10280 118.73
21.00 2 24.00 37.09
21.00 3 48.00 33.67
21.00 4 72.00 33.55
21.00 5 96.00 19.76
21.00 6 97.00 23.03
21.00 7 99.00 18.05
22.00 1 6.00 19.27 10660 111.04
22.00 2 24.50 39.03
22.00 3 4717 28.99
22.00 4 73.17 31.71
22.00 5 96.00 17.07
22.00 6 97.00 14.90
22.00 7 99.00 6.67
23.00 1 6.00 32.99 10620 110.63
23.00 2 24.00 49.27
23.00 3 48.00 45.64
23.00 4 72.00 35.69
23.00 5 96.00 26.47
23.00 6 97.00 21.66
23.00 7 99.00 18.19
24.00 1 6.00 16.55 11280 117.50
24.00 2 24.00 26.65
24.00 3 48.00 23.91
24.00 4 72.00 23.33
24.00 5 96.00 21.93
24.00 6 97.00 20.33
24.00 7 99.00 11.26
25.00 1 6.00 15.71 10200 105.00
25.00 2 24.00 18.24
25.00 3 48.00 24.83
25.00 4 96.00 31.07
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Tabla A.6. Concentracién plasmatica ciclofosfamida, tiempo de muestreo y dosis (V).
Dosis Velocidad de

N° CFA ..
Paciente Tiempo (h) perfusion
muestra
(ng/mL) mg mg/h

25.00 5 97.00 27.10
25.00 6 99.00 14.77
26.00 1 6.00 1717 10080 105.00
26.00 2 23.83 25.24
26.00 3 47.83 38.76
26.00 4 70.50 34.59
26.00 5 94.92 30.81
26.00 6 98.42 19.09
26.00 7 100.41 16.08
28.00 1 6.00 22.49 11480 119.58
28.00 2 48.00 43.06
28.00 3 95.00 31.55
28.00 4 96.75 14.67
29.00 1 5.00 3.79 9600 100.00
29.00 2 24.50 37.45
29.00 3 48.67 30.04
29.00 4 72.25 26.86
29.00 5 98.25 24.55
30.00 1 5.50 17.48 2300 95.63
30.00 2 23.55 38.75 2300 99.65
30.00 3 47.47 38.83 2300 88.29
30.00 4 73.45 2817 2300 102.09
30.00 5 96.25 25.30
30.00 6 96.78 20.95
31.00 1 10.75 40.48 2620 118.28
31.00 2 22.75 50.35 2620 124.76
31.00 3 45.68 46.02 2620 104.80
31.00 4 69.92 32.38 2620 116.70
31.00 5 90.50 27.37
31.00 6 91.00 26.91
31.00 7 91.58 26.49
32.00 1 8.83 19.74 2055 83.70
32.00 2 22.83 22.41 2055 87.26
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Tabla A.6. Concentracion plasmatica ciclofosfamida, tiempo de muestreo y dosis (VI).

Dosis Velocidad de
N° CFA ..
Paciente Tiempo (h) perfusién
muestra
(ug/mL) mg mg/h

32.00 3 42.83 23.38 2055 85.45
32.00 4 72.83 2410 2055 86.89
32.00 5 97.33 25.23
32.00 6 97.92 18.52
33.00 1 6.58 17.45 4800 103.58
33.00 2 23.25 26.11
33.00 3 47.20 26.73 2400 99.59
33.00 72 2400 104.12
33.00 4 94.66 25.94
34.00 1 11.75 29.94 2340 96.86
34.00 2 22.84 41.53 2340 100.21
34.00 3 46.75 41.73 2340 97.50
34.00 4 70.59 39.96 2340 99.79
34.00 5 94.59 27.97
34.00 6 95.09 2112
34.00 7 95.59 23.85
35.00 0 3140 120.45
35.00 1 23.00 54.30 3140 12411
35.00 2 47.50 58.36 3140 135.34
35.00 3 72.00 52.00 3140 116.30
35.00 4 98.50 45.48
36.00 1 5.50 24.16 2490 111.16
36.00 2 22.60 59.45 2490 108.26
36.00 3 45.60 47.52 2490 105.96
36.00 4 72.00 42.34 2490 102.68
36.00 5 94.00 42.39
36.00 6 94.50 42.08
36.00 7 95.00 37.81
37.00 0 2595 107.45
37.00 1 24.42 58.99 2595 103.80
37.00 2 48.50 41.16 2595 110.66
37.00 3 73.75 37.71 2595 115.59
37.00 4 98.00 22.03
38.00 1 13.50 37.26 2245 92.77
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Tabla A.6. Concentracion plasmatica ciclofosfamida, tiempo de muestreo y dosis (VII).

Dosis Velocidad de
Ne° CFA L.
Paciente Tiempo (h) perfusién
muestra
(Hg/mL)) mg mg/h

38.00 2 25.33 42.15 2245 105.40
38.00 3 49.25 30.46 2245 92.39
38.00 4 70.75 25.88 2245 89.62
38.00 5 95.50 47.21
38.00 6 96.16 35.20
38.00 7 96.75 29.87
39.00 1 7.00 20.37 2745 109.15
39.00 2 31.00 52.56 2745 108.93
39.00 3 55.00 53.84 2745 113.52
39.00 4 79.00 43.74 2745 112.41
39.00 5 98.75 41.37
39.00 6 99.25 48.62
39.00 7 99.75 49.73
40.00 1 16.42 27.08 2355 105.13
40.00 2 47.50 26.13 2345 101.29
40.00 3 70.00 28.77 2345 100.00
40.00 4 94.00 29.53 2345 100.43
40.00 5 94.35 14.38
40.00 6 97.00 21.74
41.00 1 4.92 32.77 2365 106.88
41.00 2 26.08 43.65 7095 100.48
41.00 3 49.41 34.24
41.00 4 75.08 31.87
41.00 5 103.08 33.36
41.00 6 103.58 30.50
41.00 7 104.08 28.44
42.00 1 5.08 17.58 2535 96.94
42.00 2 26.00 51.60 2535 108.57
42.00 3 49.58 40.85 2535 120.71
42.00 4 75.42 30.77 2535 112.92
42.00 5 94.25 49.22
42.00 6 95.75 23.52
43.00 1 6.00 8.96 2730 116.42
43.00 2 26.66 31.45 2730 109.20
43.00 3 51.08 21.41 2730 113.04




238 Modelado Farmacocinético de Ciclofosfamida en Pacientes con Cancer de Mama

Tabla A.6. Concentracién plasmatica ciclofosfamida, tiempo de muestreo y dosis (VIII).
Dosis Velocidad de

CFA L
Paciente = N° muestra Tiempo (h) perfusién
(ng/mL) mg mg/h
43.00 4 74.82 20.46 2730 128.17
43.00 5 99.08 4.30
44.00 1 47.92 39.31 2610 107.45
44.00 2 71.50 53.34 2610 104.44
44.00 3 97.00 44.54 2610 112.79
44.00 4 97.50 31.56 2610 112.06
44.00 5 100.00 21.21
45.00 1 6.00 51.29 2370 97.53
45.00 2 22.00 67.18 2370 98.75
45.00 3 46.50 52.33 2370 101.72
45.00 4 71.00 28.48 2370 98.78
45.00 5 95.66 47.84
45.00 6 97.66 39.06
46.00 1 6.16 41.01 2760 115.00
46.00 2 24.41 50.56 2760 120.00
46.00 3 47.50 39.29 2760 104.94
46.00 4 71.50 41.91 2760 133.13
46.00 5 98.00 34.41
46.00 6 99.16 41.40
46.00 7 101.33 31.80
48.00 1 24.25 47.00 3195 133.13
48.00 2 48.08 71.09 3195 126.28
48.00 3 67.66 23.69 3195 184.30
48.00 4 93.75 26.91 3195 122.41
48.00 5 94.25 25.06
48.00 6 97.00 19.08
49.00 1 16.41 35.39 2600 107.00
49.00 2 27.16 50.90 2600 111.59
49.00 3 49.50 43.29 2600 107.00
49.00 4 75.41 36.70 2600 122.32
49.00 5 93.50 34.33
49.00 6 95.16 32.83
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Tabla A.6. Concentracion plasmatica ciclofosfamida, tiempo de muestreo y dosis (1X).
Dosis Velocidad de

CFA ..
Paciente = N° muestra Tiempo (h) perfusién
(pg/mL) mg mg/h

50.00 1 12.50 33.29 2850 122.32
50.00 2 23.16 37.29 2850 133.80
50.00 3 48.83 43.46 2850 126.39
50.00 4 72.83 34.03 2850 102.55
50.00 5 91.46 38.88
50.00 6 92.24 34.16
51.00 1 16.83 31.44 2610 102.55
51.00 2 21.42 37.28 2610 116.52
51.00 3 54.75 3243 2610 110.81
51.00 4 66.42 26.06 2610 112.02
51.00 5 107.25 50.68
52.00 1 6.66 19.64 2490 103.75
52.00 2 2512 34.95 2490 101.43
52.00 3 50.83 30.74 2490 105.73
52.00 4 74.00 34.42 2490 112.02
52.00 5 96.00 34.59
52.00 6 98.16 33.22
52.00 7 98.75 26.61
53.00 1 6.92 17.11 2535 105.63
53.00 2 26.92 32.40 2535 100.73
53.00 3 50.00 28.32 2535 107.64
53.00 4 72.42 34.82 2535 108.57
53.00 5 97.25 39.82
53.00 6 97.83 33.86
53.00 7 98.33 26.98
54.00 1 4.33 11.63 2505 108.21
54.00 2 24.50 35.65 2505 106.37
54.00 3 50.50 48.48 2505 103.30
54.00 4 73.58 40.10 2505 98.62
54.00 5 95.50 33.33
54.00 6 95.67 33.12
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Tabla A.6. Concentracion plasmatica ciclofosfamida, tiempo de muestreo y dosis (X).
Dosis Velocidad de

CFA L
Paciente = N° muestra Tiempo (h) perfusién
(ng/mL) mg mg/h

56.00 1 2.25 11.78 2625 109.38
56.00 2 25.75 55.41 2625 120.23
56.00 3 48.83 49.19 2625 118.61
56.00 4 73.75 33.77 2625 118.61
56.00 5 95.75 38.69
56.00 6 96.25 29.51
57.00 1 5.92 20.28 2430 103.40
57.00 2 18.75 39.96 2430 108.72
57.00 3 43.92 51.17 2430 103.85
57.00 4 73.17 60.91 2430 108.00
57.00 5 94.92 47.99
57.00 6 95.83 35.63
59.00 1 6.58 21.02 2520 111.75
59.00 2 25.25 35.16 2520 99.60
59.00 3 30.75 20.61 2520 98.60
59.00 4 50.17 35.38 2520 124 .44
59.00 5 95.08 38.23
59.00 6 96.08 24.93
59.00 7 97.58 20.90
60.00 1 16.25 48.36 2190 90.01
60.00 2 25.25 57.81 2190 92.54
60.00 3 49.63 71.59 2190 93.19
60.00 4 73.40 62.84 2190 97.33
60.00 5 95.00 48.96
60.00 6 96.83 39.82
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ANEXO 7 Relacion concentracién plasmatica tiempo para cada paciente.

En la tabla A.7. se muestran las relacion concentracion plasmatica tiempo para cada
paciente del estudio.

Figura A.7. Relacién concentracion plasmatica tiempo para cada paciente ().
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Figura A.7. Relacion concentracion plasmatica tiempo para cada paciente (11).
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Figura A.7. Relacién concentracion plasmatica tiempo para cada paciente (l11).
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Figura A.7. Relacion concentracion plasmatica tiempo para cada paciente (1V).
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Figura A.7. Relacidn concentracion plasmatica tiempo para cada paciente (V).
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Figura A.7. Relacion concentracion plasmatica tiempo para cada paciente (VI).

Paciente 36 Paciente 37
70 4 70 4
60 - -

50

3 3
g g
) ]
] ] -
é 40 - % 40 .
S S
g 30 g 30
gl " $ .
8 20 g 204
€
10 o g 10 4
o 0
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (h) Tiempo (h)
Paciente 38 Paciente 39
70 q 70 4
g’ 60 - % 60 4
=1 = .
8 50 8 50 ° rl
; ) :
L]
] . 2 .0 .
% 40 . . 3 40
o} ]
% 30 4 . L] _g 30 4
& ° &
8 20 B 201 e
E 10 4 E 10 4
0 T T T T T ! o T T T T T "
0 20 40 60 80 100 120 o 20 40 60 80 100 120
Tiempo (h) Tiempo (h)
Paciente 40 Paciente 41
70 4 70 4
% 60 o % 60 4
8 5o 8§ 50
.
g 40 o £ 40 o
ko] k<] . hd ° .
8 30 - - g 304 13
5 ° . . 5
20 4 § 20 4
.
10 o g 10 o
o o
o 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (h) Tiempo (h)



Anexos 247
Figura A.7. Relacién concentracion plasmatica tiempo para cada paciente (VII).
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Figura A.7. Relacién concentracion plasmatica tiempo para cada paciente (VIII).
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Figura A.7. Relacién concentracion plasmatica tiempo para cada paciente (1X).
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ANEXO 8 Subpoblaciones.

En la Tabla A.8. se muestran a que subpoblacién pertenecen las pacientes
subpoblacion 1 con CL 3 L/h subpoblacion 2 con CL 1.7 L/h.

Tabla A.8.Subpoblaciones (1)

Paciente Subpoblacién

-
oo
NN 2 @2 NN QD @A QAN 2 Q@ a a NN -2NDDMNDDNDNDDDDNDDNDAD A
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Tabla A.8. Subpoblaciones (II)

Paciente Subpoblacion

N

36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
48
49
50
51
52
53
54
56
57
59
60

N =N NN =2NDPNDDNDNPNNDNDNDMDNDNNDNN=2G2DNDNNDN=22DNDNNODN
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ANEXO 9 Covariables.

En la tabla A.9. se muestran las covariables para cada uno de los pacientes del estudio.

Tabla A.9. Covariables (1)

Fraccién

Paciente Peso Talla Eyeccion Edad BSA
1 52.0 150 0.61 38.40 1.46
2 83.3 164 0.66 47.93 1.90
5 80.0 150 0.68 46.86 1.75
6 81.0 155 0.79 46.68 1.80
7 62.0 157 0.62 39.99 1.62
8 84.0 158 0.52 48.29 1.85
10 50.9 154 0.80 58.52 1.47
11 86.0 156 0.65 54.44 1.86
12 74.6 153 0.79 46.52 1.72
13 72.0 160 0.72 51.50 1.75
14 84.0 161 0.80 50.92 -
15 66.0 159 0.72 37.02 1.68
16 74.0 158 0.69 33.37 1.76
17 68.5 155 0.72 56.36 1.68
18 74.0 166 0.69 44.44 1.82
20 62.5 154 0.65 58.10 1.61
21 85.0 149 0.82 55.24 1.79
22 72.7 156 0.69 48.76 1.73
23 75.5 156 0.61 56.18 1.76
24 78.0 164 0.71 29.65 1.85
25 66.0 158 0.60 35.42 1.67
26 63.0 162 0.62 45.06 1.67
28 74.0 167 0.63 41.84 1.83
29 66.0 156 - 51.00 -
30 53.3 162 0.55 39.41 1.56
31 72.2 153 0.79 50.58 1.70
32 455 149 0.71 48.93 1.37
33 58.5 159 0.75 52.36 1.60
34 54.0 162 0.69 37.97 1.57

35 96.6 163 0.69 36.08 2.01
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Tabla A.9. Covariables (II).

Fraccién

Paciente Peso Talla Eyeccion Edad BSA
36 64.2 156 0.69 60.58 1.64
37 69.6 155 0.74 53.00 1.69
38 53.8 150 0.76 49.27 1.48
39 77.0 157 0.61 57.98 1.78
40 56.0 159 0.79 33.78 1.57
41 66.6 159 0.48 49.24 1.69
42 62.5 164 0.55 60.79 1.68
43 75.0 159 0.60 54.19 1.78
44 69.5 157 0.50 38.32 1.70
45 54.0 168 0.45 30.65 1.61
46 85.0 167 0.48 56.86 1.94
48 99.3 165 0.53 46.18 2.05
49 71.0 155 0.58 47.55 1.70
50 86.2 159 0.39 55.34 1.90
51 73.0 151 - 59.75 -
52 65.0 154 - 50.17 -
53 72.7 151 0.63 56.25 -
54 60.9 167 - 34.42 -
56 70.6 157 0.76 39.00 -
57 64.0 154 0.73 46.25 -
59 67.0 148 0.57 49.00 -
60 49.5 157 0.57 32.58 -
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Tabla A.9. Covariables (lll).

Proteinas
Paciente Glucosa Urea Ac. trico Creatinina totales
1 84.0 26.0 2.7 0.7 7.8
2 117.0 36.0 4.4 1.0 6.8
5 123.0 26.0 4.4 0.8 6.9
6 94.0 26.0 1.1 0.8 6.7
7 90.0 25.0 1.9 0.6 5.4
8 96.0 30.0 6.2 0.9 7.2
10 126.0 30.0 3.8 0.7 6.5
11 125.0 25.0 29 0.8 6.2
12 101.0 30.0 5.5 0.9 6.9
13 104.0 23.0 2.4 0.9 6.9
14 95.0 17.0 - 0.8 6.6
15 96.0 22.0 3.5 0.7 6.6
16 131.0 16.0 21 0.8 6.9
17 98.0 40.0 34 0.8 7.9
18 94.0 38.1 4.0 0.8 7.3
20 126.0 20.0 4.6 0.8 6.4
21 104.0 32.0 6.4 0.8 7.7
22 117.0 38.0 6.0 0.8 6.6
23 62.0 29.0 2.6 0.7 6.7
24 82.0 30.0 3.5 0.8 71
25 83.0 21.0 2.7 0.7 5.9
26 92.0 38.0 3.4 0.8 6.9
28 207.0 19.0 4.0 0.9 71
29 - - - 0.7 71
30 88.0 20.0 4.1 0.6 7.4
31 108.0 29.0 5.0 0.7 6.1
32 143.0 27.0 4.3 0.7 6.8
33 100.0 24.0 4.2 0.6 5.9
34 121.0 33.0 4.0 0.7 6.2
35 79.0 37.0 6.1 0.7 6.1
36 118.0 28.0 5.7 0.8 5.8
37 104.0 27.0 4.3 0.7 6.0
38 114.0 23.0 4.7 0.9 6.6
39 112.0 29.0 6.1 1.2 6.8
40 103.0 31.0 1.7 0.7 6.7
41 99.0 54.0 4.9 0.8 7.2
42 96.0 22.0 4.1 0.8 6.7

43 223.0 30.0 9.8 0.6 7.3
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Tabla A.9. Covariables (V).

Proteinas
Paciente Glucosa Urea Ac. Urico Creatinina totales

44 120.0 26.0 3.9 0.6 5.9
45 213.0 22.0 3.0 0.6 5.4
46 96.0 33.0 7.1 1.0 6.4
48 107.0 29.0 5.6 0.8 6.3
49 90.0 28.0 4.9 0.7 71
50 93.0 30.0 2.5 0.7 7.5
51 112.0 35.0 1.8 0.8 6.8
52 134.0 143.0 5.1 2.0 6.7
53 146.0 76.0 3.1 1.2 -

54 107.0 33.0 - 0.6 -

56 100.0 19.0 - 0.8 7.1
57 111.0 56.0 - 0.7 6.7
59 125.0 46.0 1.3 0.6 7.4

60 129.0 35.0 - 0.6 6.4
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Tabla A.9. Covariables (V).

Paciente ALAT ASAT ALAT/ASAT GGT LDH
1 32 23 1.39 21 111
2 13 12 1.08 14 149
5 10 10 1.00 18 160
6 11 10 1.10 6 39
7 8 6 1.33 7 137
8 17 11 1.55 10 169
10 11 9 1.22 7 130
11 8 6 1.33 40 202
12 15 6 2.50 18 135
13 26 12 217 16 128
14 72 36 2.00 22 230
15 9 5 1.80 12 111
16 9 9 1.00 10 112
17 26 15 1.73 6 163
18 10 7 1.43 6 128

20 9 5 1.80 12 160
21 33 20 1.65 16 177
22 16 9 1.78 38 220
23 7 6 1.17 4 132
24 56 6 9.33 12 113
25 7 7 1.00 5 106
26 66 16 4.13 8 120
28 29 12 2.42 24 175
29 36 20 1.80 48 282
30 17 24 0.71 17 248
31 79 65 1.22 31 428
32 21 21 1.00 40 241
33 59 27 219 64 282
34 62 36 1.72 19 250
35 61 26 2.35 40 284
36 28 18 1.56 47 520
37 15 13 1.15 16 250
38 35 18 1.94 33 318
39 26 24 1.08 16 379
40 18 27 0.67 8 209
M1 17 27 0.63 28 394

42 15 18 0.83 21 205
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Tabla A.9. Covariables (VI).

Paciente ALAT ASAT ALAT/ASAT GGT LDH
43 53 33 1.61 64 277
44 118 56 211 22 368
45 80 47 1.70 14 314
46 11 11 1.00 22 293
48 31 18 1.72 25 402
49 34 31 1.10 16 287
50 121 65 1.86 455 614
51 7 20 0.35 75 513
52 35 14 2.50 111 226
53 42 42 1.00 221 294
54 43 35 1.23 39 228
56 36 20 1.80 48 282
57 15 15 1.00 20 200
59 81 29 2.79 71 687

60 34 43 0.79 12 387
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Tabla A.9. Covariables (VII).

Paciente Hemoglobina Plaquetas TP TTPA
1 11.6 268,000 11.0 34.2
2 10.6 355,000 10.8 254
5 13.5 128,000 11.0 25.0
6 12.2 224,000 11.7 324
7 11.9 136,000 134 374
8 13.3 314,000 11.5 30.4
10 12.0 217,000 11.0 28.0
11 10.9 295,000 11.2 33.9
12 13.4 263,000 11.5 36.0
13 13.1 293,000 10.7 20.9
14 11.4 160,000 10.9 26.3
15 11.2 233,000 10.9 27.8
16 10.8 216,000 12,5 28.5
17 11.8 208,000 12.9 28.3
18 12.3 73,000 12.2 29.2
20 7.8 257,000 10.5 26.3
21 12.5 226,000 12.1 311
22 10.9 220,000 12.6 275
23 11.4 166,000 11.7 257
24 12.0 579,000 11.3 29.2
25 9.9 197,000 12.9 33.8
26 12.1 143,000 12.7 30.7
28 10.4 134,000 12.2 38.6
29 8.2 12,000 13.7 46.2
30 11.3 238,000 12.7 31.7
31 121 97,000 11.9 251
32 10.8 95,000 11.5 225
33 9.5 284,000 10.0 255
34 10.0 277,000 11.0 30.0
35 9.7 131,000 11.2 28.6
36 8.8 273,000 12.0 255
37 10.3 201,000 11.6 254
38 9.2 263,000 11.5 24.4
39 9.9 332,000 11.2 37.2
40 10.6 214,000 11.6 31.7
41 11.7 228,000 11.2 33.2
42 12.9 254,000 12.2 28.8

43 10.7 280,000 12.0 89.0
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Tabla A.9. Covariables (VIII).

Paciente Hemoglobina Plaquetas TP TTPA
44 10.3 139,000 12.0 29.0
45 9.1 109,000 13.0 31.0
46 9.2 114,000 11.0 37.0
48 10.9 218,000 12.0 26.0
49 11.0 198,000 124 36.9
50 10.3 58,000 10.4 321
51 10.7 29,000 12.0 34.2
52 7.7 6,000 11.7 349
53 7.6 12,000 13.3 57.0
54 9.7 30,000 10.8 29.0
56 7.8 130,000 12.6 46.2
57 8.8 24,000 124 39.5
59 11.0 46,000 11.4 34.7
60 8.4 98,000 13.1 36.1
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Tabla A.9. Covariables (IX).

Paciente Fibrinégeno Bilirrubina 5HT3

1 2.8 0.6 Ondansetrén
2 4.3 0.5 Ondansetron
5 2.3 0.5 Ondansetron
6 3.8 0.4 Ondansetron
7 3.2 0.2 Ondansetron
8 3.7 0.4 Ondansetrén
10 24 0.7 Granisetron
11 4.2 0.3 Ondansetrén
12 3.0 0.3 Ondansetrén
13 4.2 0.3 Granisetron
14 2.7 - Ondansetron
15 2.7 0.4 Ondansetron
16 2.7 0.2 Ondansetron
17 2.7 0.3 Tropisetrén
18 3.1 0.7 Tropisetrén
20 2.7 0.6 Tropisetrén
21 3.4 0.5 Tropisetrén
22 3.2 0.4 Tropisetrén
23 3.6 0.2 Tropisetrén
24 3.7 0.3 Tropisetrén
25 1.8 0.2 Tropisetrén
26 1.9 0.5 Tropisetrén
28 2.4 0.3 Tropisetrén
29 3.5 - Tropisetrén
30 29 0.7 Tropisetrén
31 2.6 0.4 Tropisetrén
32 2.2 0.4 Tropisetrén
33 3.1 0.4 Tropisetrén
34 24 0.5 Tropisetrén
35 2.2 0.4 Tropisetrén
36 3.1 0.4 Tropisetrén
37 4.1 0.5 Tropisetrén
38 3.0 0.6 Tropisetrén
39 3.8 0.5 Tropisetrén
40 2.7 0.3 Tropisetrén
41 29 0.5 Tropisetrén
42 3.1 0.5 Tropisetrén

43 2.9 0.5 Ondansetron
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Tabla A.9. Covariables (X).

Paciente Fibrinégeno Bilirrubina 5HT3
44 3.2 0.2 Ondansetron
45 2.8 04 Ondansetron
46 3.1 0.2 Ondansetron
48 24 0.4 Ondansetrén
49 3.1 0.6 Tropisetrén
50 6.8 0.5 Tropisetrén
51 5.2 0.8 Tropisetrén
52 6.4 0.9 Tropisetrén
53 8.1 0.5 Tropisetrén
54 2.8 - Tropisetrén
56 3.5 - Ondansetron
57 2.8 - Ondansetrén
59 41 0.3 Ondansetrén
60 4.9 - Ondansetrén
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