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Abreviaturas mas frecuentes

ABREVIATURAS MAS FRECUENTES

AA:
AED:
AgNz:
AIC:
ANOVA:
AUCy™:
AUC,"/D:

AUCEE:

CEs:
Clso:

CIM:
Cly:

EEG:
EER:
Emax:

fLZ
FLAzI

acontecimiento adverso

analisis estadistico descriptivo

actividad enzimatica

criterio de Akaike

analisis de la varianza

area bajo la curva de concentracion vs tiempo desde 0 hasta infinito

area bajo la curva de concentracion vs tiempo desde 0 hasta infinito en relacion
a la dosis administrada

area bajo la curva durante un intervalo de dosificacion en estado de equilibrio
estacionario

concentracion plasmatica promedio en estado de equilibrio estacionario
concentracion eficaz 50%

concentracion inhibitoria 50%

Centre d’Investigacié del Medicament

aclaramiento plasmatico que representa las vias de eliminacion no afectadas por
el AM-24

aclaramiento plasmatico total

aclaramiento hepético

cambio en la actividad enzimatica intrinseca

concentracion plasmatica maxima

concentracion plasmatica minima en estado de equilibrio estacionario
concentracion plasmatica maxima en estado de equilibrio estacionario
concentracion plasmatica maxima en relacion a la dosis administrada
ciclooxigenasa

concentracion plasmatica del farmaco

dosis maxima tolerada

efecto a tiempo 0

electroencefalograma

error estandar relativo

efecto maximo

biodisponibilidad

fraccion de farmaco libre en plasma

fosfolipasa A,
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Abreviaturas mas frecuentes

FLAP:

FLC:

v:

HED:
HETE:
HPETE:
HPLC:

KW:
LTBg4:
LOX:

MAICE:

NOAEL:

NOEL:
PG:
PGI,:
PK/PD:
PNT:
PTF:

Qint:
ty:
tioKa:

proteina activadora de la 5-lipooxigenasa, “five lipooxygensae activating
protein”

fosfolipasa C

sigmoidicidad de la curva

dosis equivalente humana, “human equivalent dose”
acido hidroeicosatetraenoico

acido hidroperoxieicosatetraenoico

cromatografia liquida de alta resolucion, “high performance liquid
chromatography”

intervalo de confianza
maxima capacidad inhibitoria

microconstante de velocidad de paso desde el lugar de absorcion al
compartimento central

constante de eliminacion

constante de velocidad de primer orden que controla la velocidad de recambio
de la cantidad de enzima

constante de afinidad por el receptor

concentracion plasmatica a la que la velocidad de metabolizacion se
corresponde con la mitad de la velocidad méxima

test no paramétrico de comparacion de rangos de Kruskal-Wallis
leucotrieno By
lipooxigenasa

estimado minimo del criterio de Akaie, “minimum Akaike information
criterion estimates”

nivel al que no se observan efectos adversos, “ non-observed adverse effect
level”

nivel al que no se observan efectos, “ non-observed effect level”
prostaglandina

prostacilina

farmacocinética/farmacodinamia

procedimiento normalizado de trabajo

indice de fluctuacion pico-valle

flujo plasmatico hepatico

cantidad de fArmaco en el intestino

tiempo de semivida de eliminacion

tiempo de semivida de absorcion
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Abreviaturas mas frecuentes

tmax :

TX:

Vd/F:
VHB:
VHC:

VII:
VIH:
Vmax:

tiempo en el que se alcanza la concentracion plasmatica maxima
tromboxano

volumen de distribucion aparente

virus de la hepatitis B

virus de la hepatitis C

variabilidad interindividual

virus de la inmunodeficiencia humana

velocidad maxima de metabolizacion del farmaco
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Introduccion

1.- MEDIADORES DE LA COMUNICACION BIOLOGICA A PARTIR DE
LOS FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA

1.1.- Inflamacion

1.1.1.- Concepto

La inflamacion es la respuesta defensiva de los tejidos vascularizados ante cualquier tipo de
agresion (estimulos fisicos —calor, traumatismos-, quimicos —acido urico, pirofosfato-,
bioldgicos —bacterias, virus- o inmunoldgicos —inmunocomplejos, entre otros). La reaccion
vascular es el componente mas importante de la inflamacion. Permite la afluencia a la zona
afectada de moléculas y células, encargadas de neutralizar y retirar los agentes agresores y los
restos de tejido dafiado. El objetivo final de la respuesta inflamatoria es, en definitiva, la
reparacion del dafio sufrido por el organismo, mediante la proliferacion de células especificas,
con regeneracion total o bien su substitucion por fibroblastos, dejando en este caso como

secuela una cicatriz.

Entre los mediadores de la inflamacion se encuentran los metabolitos del 4cido araquidonico
(mediadores de la comunicacion bioldgica a partir de los fosfolipidos de membrana), que son
agentes biologicos muy potentes con una amplia variedad de efectos. Su concentracion en
sangre circulante es minima, por ser altamente inestables (tromboxano A, (TXAz) y
prostaciclina (PGI,) o por la accion de enzimas que los degradan con rapidez. Su corta vida
media explica que actien a nivel local, alli donde son generados y durante periodos breves.
Ademas, estos mediadores no pueden ser almacenados, sino que deben ser sintetizados “de
novo” por las células ante los estimulos adecuados (Alvaro y Lopez Bote, 1996) ‘B 46ido araquiddnico
deriva del metabolismo del 4cido linoléico. Se ingiere como componente de la carne y se
almacena formando parte de los fosfolipidos de la membrana celular **Peine 1%82) gy
liberacion se produce como respuesta a un numero diverso de estimulos fisicos, quimicos o
mecanicos y es metabolizado por dos sistemas enzimaticos principales: 1) la ciclooxigenasa
(COX), de cuya actuacion proceden los prostanoides (prostaglandinas (PG), tromboxanos
(TX) y la PGL); en la actualidad se conoce la existencia de, por lo menos, dos tipos de COX:

hay una enzima constitutiva, que se encuentra en todas la células nucleadas del organismo
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(COX-1) y una forma inducible por la accion de substancias proinflamatorias (COX-2). Una
vez iniciada la sintesis por la COX-1 o COX-2, el tipo de prostanoide producido en cada
tejido dependera del enzima/isomerasa que éste posea y 1ii) las diversas lipoxigenasas (LOX)
(5-lipoxigenasa, 12-lipoxigenasa y 15-lipoxigenasa), que median la produccion de los

leucotrienos, lipoxinas y hepoxilinas (quimiotaxinas), respectivamente S ™ay Sharma. 1997)

1.1.2.- Mediadores

Estructura Quimica:

Todos estos compuestos derivados de la metabolizacion del acido araquidonico, que es el
acido poli-insaturado mas relevante de los lipidos de membrana, se denominan eicosanoides,
tienen estructuras quimicas diferentes entre si y Unicamente tienen en comun 20 atomos de

carbono en su molécula condicionado por sus precursores comunes.

Los prostanoides, (las PGs, los TXs y la PGI,) estan formados por un anillo ciclopentano y
dos cadenas laterales. La estructura del anillo con diversas sustituciones, es designada por las
letras mayusculas A, B, C, etc.; la posicion del OH en el carbono 9 da origen a dos formas: o
y B. El subindice 1, 2 y 3 sefiala el numero de enlaces dobles en las cadenas laterales e
identifica el acido graso precursor; por ejemplo, los derivados del acido araquidonico forman
la serie 2, que es la mas importante en el ser humano. Asi, en la figura I-1, se pueden observar
los anillos fundamentales de las PGs D, E y F, de los endoperdxidos ciclicos G y H, de la

PGI; y del tromboxano A (TXA).
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Figura I-1: Mediadores de la inflamacion: Estructuras del acido araquidonico, de los anillos
fundamentales de las prostaglandinas naturales D,E y F, de los endoperdxidos cicilicos G y H,
de la prostaciclina (I) y del tromboxano A (TXA).
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Los leucotrienos (LT) son sustancias que carecen de anillo. Su disposicion lineal posee los
enlaces dobles propios del acido graso precursor, cuatro en el caso del acido araquiddnico, si
bien tres de ellos estdn dispuestos de manera conjugada. Su nombre deriva de su estructura
quimica y del hecho de que su sintesis mayoritaria se realiza en los leucocitos S*™uelsson 1983)
La letra que acompana al leucotrieno (LT), A, B, C, D, E o F, indica la naturaleza de los
sustituyentes y el subindice numérico indica el niimero de dobles enlaces presentes en la
molécula. Esta nomenclatura es andloga a la utilizada para los prostanoides. El sitio de
oxidacion inicial es el carbono 5, por lo que derivan del 4cido 5-hidroperoxieicosatetraenoico
(5-HPETE), y se denominan LTA4, LTB4, etc. Existen otros derivados eicosanoides con

oxidacién en posicion 12 (12-HPETE) y 15 (15-HPETE) y que dan lugar a las hepoxilinas y

lipoxinas respectivamente " sPlugues ¥ Bamachina. 2003) ‘o, 4 6110 se puede observar en la figura I-3.

5 de 279



Introduccion

1.2.- Eicosanoides

1.2.1.- Biosintesis de los eicosanoides

La liberacion del acido araquidonico a partir de los fosfolipidos de la membrana es el paso
limitante que condiciona la velocidad de sintesis de los eicosanoides. Se desencadena como
respuesta a estimulos de muy diverso origen: impulso nervioso, antigenos, reacciones
inmunitarias, dafio celular, isquemia, hormonas, neuropéptidos, etc. Intervienen dos
mecanismos diferentes: el primero, de un solo paso, catalizado por la fosfolipasa A, (FLA;)
escinde la estructura de los glicerofosfolipidos liberando el acido graso y un lisofosfolipido.
En el segundo mecanismo, en que intervienen 2 pasos sucesivamente, primeramente, se
rompe el fosfolipido por la accion de la fosfolipasa C (FLC) en la union éster-fosfato y se
produce 1,2-diaglicerol, sobre el cual actian a continuacion diversas lipasas que originan

acido araquid(')nico y gliCGI’Ol (Samuelsson et al., 1987; Esplugues y Barrachina, 2003; Sharma y Mohammed, 2005)

1.2.2.- Catabolismo del acido araquidonico

1.2.2.1.- Via de la ciclooxigenasa (COX)

La ciclooxigenasa se encuentra en la mayoria de las células de los mamiferos y fue la primera
enzima microsoOmica descrita con capacidad de actuar sobre el acido araquidénico libre.
Existen principalmente dos isoformas, la COX-1 y la COX-2. Ambas isoenzimas presentan
una homologia del 60%, manifiestan valores similares de Ky, los mismos sitios de union para
el 4acido araquidonico y se metabolizan mediante mecanismos similares. Sin embargo, se
diferencian en su especificidad de sustrato, pues la COX-2 acepta mayor rango de ellos que la
COX-1. Se ha demostrado que los genes encargados de su sintesis son diferentes, de manera
que los relacionados con al COX-2 tienen lugares de unidon especificos para los
glucocorticoides, interleucina 6 (IL-6) y otras citocinas. La COX-1 es una enzima constitutiva
encargada de la sintesis de prostanoides, implicados en la homeostasis general y, en
consecuencia, estd expresada en la mayoria de los tejidos del organismo (rifién, estomago,
plaquetas, vasos), si bien los niveles de dicha expresion pueden variar entre los distintos tipos
celulares. Los valores de esta enzima se mantienen constantes dentro de una misma poblacion
celular, aunque pueden aparecer pequefios incrementos por estimulos hormonales o factores
del crecimiento. El endotelio vascular y las plaquetas se caracterizan por presentar niveles de

COX-1 muy elevados (Esplugues y Barrachina, 2003)
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La COX-2, por el contrario, es una isoenzima indetectable de forma basal en la mayoria de
los tejidos y se encarga de producir prostanoides en los lugares inflamados o que han
padecido un dafio celular. Hay ciertas excepciones, ya que se han encontrado niveles altos de
esta isoenzima en la prostata, el timo del recién nacido y el cerebro. En el resto de tejidos, su
expresion puede ser precipitada por estimulos adecuados (mitogenos, citocinas, factores

tumorales) y es inhibida por la accion de los corticoides.

Datos recientes sugieren que podria existir otro tipo de COX a nivel cerebral que seria
inhibida selectivamente por el paracetamol, fenacetina, antipirina y dipirona y que se
denomina COX-3. La inhibicién de este isoenzima de la COX, parece que podria representar
el mecanismo primario central por el que actuarian estos farmacos para dismiuir el dolor y

probablemente la fiebre (Chandrasekharan et al., 2002)

Actuacion de la COX

La COX tiene una doble accion sobre el acido araquiddnico: primeramente se encarga de su
ciclacion y oxigenacion formando la prostaglandina G, (PGG;) y después reduce la PGG; y
origina la prostaglandina H, (PGH,). Estos dos compuestos se denominan endoperdxidos
intermedios, son quimicamente inestables pero tienen una gran actividad bioldgica. La

mayoria de los tejidos son capaces de sintetizar endoperdxidos intermedios.

A partir de la PGH, a través de la accion de las endoperoxido-isomerasas se sintetizan la
prostaglandina E, (PGE,) y la prostaglandina D, (PGD) y tras un proceso de reduccion la
PGFy,.

Sobre la PGH, también pueden actuar otros 2 enzimas: la tromboxano-sintetasa y la
prostaciclin-sintetasa. A través de la accion de la tromboxano sintetasa se originan dos
compuestos inestables muy potentes, el TXA, que se metaboliza muy rapidamente (semivida
inferior a 3 minutos) de forma no enzimadtica y el TXB,, mucho mas estable desde el punto de
vista quimico, pero también bioldgicamente mucho menos potente. A través de la accion de la
prostaciclin-sintetasa se origina la PGI,, que también se metaboliza muy rapidamente

o - Samuelsson., 1987; Espl Barrachina, 2003
(semivida inferior a 3 minutos)2muetsson splugues y Barrachina, 2003)
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Figura I-2: Via de la ciclooxigenasa (COX): biosintesis de los derivados del acido
araquiddnico producidos por ciclooxigenacion.

} Acido grasc

HC C Acido araquidonice

P04 — Colina isenna, atc

ACIDO ARAQUIDONICO

COOH

::!Ii OH OH OH
/ e, PGH; \
PROSTACICLINA (PGls) -
. | PR CIC 3 / l \ [ A |
cooH /' COOH - COOH : COOH

OH OH fo OH OH OH ; OH

Ceto-PGFy, | PGE PGD, [PGF2, TXB;

PG: prostaglandina. TX: Tromboxano.
1.2.2.2.- Via de la lipoxigenasa (LOX)

Las lipoxigenasas constituyen una familia de enzimas citosolicas encargadas de oxidar (sin
ciclar) los &cidos grasos poliénicos a la altura del carbono 5 (5-lipoxigenasa), 12 (12-
lipoxigenasa) o 15 (15-lipoxigenasa) formando los correspondientes hidroperoxidos lipidicos:

HPETE, que conforman el substrato de los leucotrienos y otros eicosanoides.

La actuacion de la 12-lipoxigenasa sobre el acido araquidonico produce el 12-HPETE,
mientras que la 15-lipoxigenasa sintetiza el 15-HPETE. Los derivados del 12-HPETE se
denominan hepoxilinas y tienen un papel fisioldgico poco estudiado. Las lipoxinas, originadas

en los neutrdfilos tienen un origen combinado entre la 15- y la 5-lipoxigenasa Samuetsson et al.

1987; Esplugues y Barrachina, 2003)

La 5-lipoxigenasa es la mas importante de las tres y se localiza sobre todo en células que
participan en la respuesta inflamatoria, como los neutroéfilos, los eosinofilos, los monocitos, y
los macrofagos y da lugar a la formacion de leucotrienos. La secuencia de aminoacidos de la
S-lipoxigenasa no se conocié hasta que se consiguié su clonacion en 1988, viéndose que se
trata de una proteina de 78 kDa, compuesta por 674 aminoacidos.

Al contrario que la ciclooxigenasa, la 5-lipoxigenasa necesita ser activada y ello implica su
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movilizacion desde el citoplasma hasta la membrana celular donde, tras unirse a la proteina
activadora de la 5-lipoxigenasa (FLAP), convierte al acido araquidonico en acido 5-

hidroperoxi 6,8,1 1,14-eicosatetraen0ico (S-HPETE) (Samuelsson et al., 1987; Crooke et al., 1991; Henderson,

1994a)

Importancia de la FLAP (“five lipoxygenase activating protein”)
Hay diversas proteinas que son capaces de unirse a los 4cidos grasos (Pxn ¢t al- 1990: Coey Bemlohr
1 .. . . , .

%% A pesar de ello las distintas funciones que ejercen son, en su mayoria desconocidas. La
FLAP es un miembro de la familia de proteinas con unidén a acidos grasos asociadas a la
membrana celular que puede ser importante en diversos contextos. Se trata de una proteina

transmembrana de 18 Kda que es un cofactor esencial para la 5-lipoxigenasa (5-LOX) Mancini et

al. 1999 Hay trabajos que muestran que puede tener funciones independientes de la LOX,
como por ejemplo, la activacion de la COX. Otro ejemplo de su posible actuacion
independiente seria la accion de ciertos inhibidores de la FLAP (MK886) provocando
apoptosis celular incluso en ausencia de LOX. Asi la concentracion de MK886 necesaria para
producir inhibicién de la LOX es de unos 3 nM V™ 999 mientras que para inducir la

apoptosis se requieren concentraciones 10 nM.

En cuanto a su accién como activadora de la LOX, se produce mediante un mecanismo que
no es del todo conocido, aunque el mas plausible, en base a los conocimientos actuales, es el
que refiere Ford-Hutchinson™ord-Huchinson. 191 " iyognés de la activacion con hidroperoxidos,
ATP y Ca'"’, la 5-lipoxigenasa se transforma a la forma férrica activa y se transloca a la
membrana uniéndose a la FLAP. Una vez situada en la membrana actua sobre el substrato que
es oxidado mediante un proceso radicalario estereoselectivo. Tanto la actividad enzimatica en
si misma como la traslocacion a la membrana son dependientes de la concentracion de calcio
citosolico. El resultado final de la accion de la 5-LOX sobre el acido araquiddnico es la

formacion de 5-HPETE.

Una vez obtenido el 5S-HPETE, éste puede ser metabolizado a su vez por dos vias distintas;
pasa a formar acido 5-hidroeicosatetraenoico (5-HETE) tras ser degradado por una peroxidasa
mientras que si su degradacion se produce por la accion de la 5-lipoxigenasa (5-LOX), dara
lugar al Leucotrieno A4 (LTA4). A su vez, el LTA4, compuesto con un tiempo de semivida

muy corto, puede seguir dos vias metabolicas; por una parte puede dar lugar a productos de
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hidrolisis no enzimatica, los cuales presentan una actividad reducida, y por otra a productos
de hidroélisis enzimatica, a través de la leucotrieno-A hidrolasa, como son el leucotrieno By
(LTB4) y conjugandose con glutation mediante la glutation-S-transferasa, los denominados
péptido-leucotrienos o cisteinil-leucotrienos [leucotrieno C4 (LTC,), leucotrieno Dy (LTDy) y

leucotrieno E4 (LTE,)] los cuales presentan una gran actividad biologica (Smulesson et al. 1987 Sala
et al., 1990; Henderson, 1994a) (Figura 1_3)

Las sustancias de reaccion lenta liberadas en el curso de las reacciones alérgicas e inmunes,
que fueron denominadas SRS-A (“slow reacting substance of anaphylaxis™) son una mezcla

de LTC4, LTD4 y LTE4 siendo el LTDy4 el compuesto biologico mas activo.

Las diferentes poblaciones celulares son capaces de producir leucotrienos distintos y, por

ejemplo, los eosinofilos humanos producen mayoritariamente LTC,4, mientras que el LTB4

predomina en los neutrofilos (Henderson. 1994a)

Figura 1I-3: Via de la lipooxigenasa (LOX): biosintesis de los derivados del acido
araquidonico producidos por la accion de las 5, 12 y 15 lipooxigenasas.

5 - HPETE 15 - HPETE

HO | I oH ¥ : o
i e ' v
| ' CcooH

Of ~ [ 5 - HETE LTA, 15 - HETE
HEPOXILIN A, HEPOXILINAB;  12.HETE " LIP(;):INAS
OH o

COOH

HPTE: acido hidroperoxieicosatetraenoico. HETE: acido hidroeicosatetraenoico. LT: leucotrieno.
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1.2.3.- Leucotrienos

1.2.3.1.- Control de la produccion de LTB, y péptido-leucotrienos

La disponibilidad de acido araquidonico depende del grado de activacion de las fosfolipasas
de la membrana y del grado de incorporacion de 4cido araquiddnico a los fosfolipidos de
membrana. También son fundamentales para la sintesis de LTB, la activacion de la 5-LOX y

de la FLAP.

Las moléculas que inducen el aumento de liberacion de dacido araquidénico son las
endotoxinas, el complemento 5a (C5a), la interleucina 1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF alfa), el factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GMCSF), el
factor inhibidor de leucemia (Lif), el factor activador de las plaquetas (PAF), la elastasa de los

neutrofilos y el propio LTB, Pxonetal- 1990)

La activacion (“up-regulation”) de la 5-LOX se produce por la presencia de C5a, GMCSF,
factor del crecimiento transformador beta (TGF beta), interleucina 8 (IL-8), factor activador

de las plaquetas (PAF), formil-metionil-leucil fenilalanina (FMLP), 12-HPETE y LTBa.

La expresion de la FLAP aumenta por la accion de la interleucina 3 (IL-3), GMCSF, TNF

alfa. vitamina ])3 y dexametasona (Vickers et al, 1995; Crooks y Stockley, 1998).
9

La expresion de la 5-LOX parece restringida a los leucocitos de la linea mieloide. Sin

embargo, otros tipos celulares que no poseen 5-LOX pueden producir LTB4 y péptido-
leucotrienos a partir de LTA4 (Jakobsson et al., 1991; Grimminger et al., 1991; Sola et al., 1992; Busse et al. 1998; Figueroa et

al., 2003)

1.2.3.2.- Mecanismo de accion y receptores de leucotrienos

La caracterizacion de receptores para leucotrienos estd poco definida. Se admite la existencia
de un receptor comtn para LTD4/LTE4 cuya activacion estimularia la FLC modulando, tanto
la produccion de inositoltrifosfato, como la movilizaciéon de Ca™ y la génesis de metabolitos

del 4cido araquidénico con funciones de segundos mensajeros intracelulares. Los estudios con
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radioligandos también sugieren la presencia de receptores para LTBs y LTC,4 capaces de

L o Sarau et al. 1999
aumentar la produccion de inositoltrifosfato®* 2 1999),

Los receptores para LTB4 se encuentran a nivel de la membrana plasmatica de los neutréfilos.
Son receptores acoplados a proteinas. La unidn al receptor puede ser de alta o baja afinidad.
Las uniones de alta afinidad dan lugar a la adhesion y migracion quimiotactica de los
polimorfonucleares (PMN), mientras que las uniones de baja afinidad, dan lugar a la
desgranulacion de PMN. Aunque como ya se ha dicho, los receptores se encuentran
fundamentalmente a nivel de los neutréfilos, también se ha descrito su presencia a nivel del
pulmon. Se han descrito dos tipos de receptores para el LTB4, el receptor de tipo 1 para el

leucotrieno B (BLT)) y el receptor de tipo 2 para el leucotrieno B (BLT,) (Goldman et al. 1987: Sarau

et al. 1999; Heise et al, 2000 'g] BT T, aunque habia sido caracterizado farmacoldgicamente, no fue
hasta 1999 en que se caracteriz6 su composicion molecular; se trata de un receptor unido a

proteina de 352 aminoécidos MeMillan. 2001)

Ambos receptores difieren en su afinidad y especificidad para el LTBy; el receptor de tipo 1
(BLT)) presenta alta afinidad mientras que el de tipo 2 (BLT,) es de baja afinidad Ve ¢t @
2000)- T 3 distribucion tisular de ambos receptores es distinta y todavia se desconoce el papel

- Yokomizo et al., 2001
exacto de cada tipo de receptor (Yokomize etal 2001)

El resto de péptido-leucotrienos (LTC4, LTD4, LTE,4) también se une a dos tipos de receptores
especificos para producir su actividad denominados receptor de tipo 1 para los péptido-
leucotrienos (CysLT;) y receptor de tipo 2 para los péptido-leucotrienos (CysLT,). Al igual
que en el caso del receptor de BLT; la caracterizaciéon molecular del CysLT; fue posterior a
su caracterizacion farmacoldgica, e incluso a la aprobacion de farmacos antagonistas de dicho
receptor. Se trata de un receptor de 336 aminoacidos unido a proteina G (McMillan, 2001) " Qe g
descrito la presencia de receptores para LTC4 a nivel de células endoteliales, rifién y
neutrofilos mientras que los de LTD4 se han hallado a nivel de PMN y macréfagos alveolares
(Brom et al., 1988; Snyderman y Uhling, 1988; Andazola ct al, 1992; Sherman tal., 1992) A pive] del receptor CysLT
acttian el LTC4 LTDy4 y el LTE4. Sobre el CysLT; tinicamente actian el LTC, y el LTDa. (Leff,
299D Todo ello tiene implicaciones terapéuticas en cuanto al desarrollo de antagonistas de los

distintos tipos de receptores, como se describe mas adelante.
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1.2.3.3.- Actividad biologica del LTB4 y los péptido-leucotrienos

En un principio, el papel de los leucotrienos parecia que se limitaba a mediar numerosos
cuadros fisiopatologicos (asma, bronquitis cronica, fibrosis quistica, shock séptico, psoriasis,
enfermedad inflamatoria intestinal e isquemia miocardica) y s6lo en fecha reciente empez6 a
conocerse su posible papel fisiologico en aspectos de la respuesta inflamatoria, en la
transmision nerviosa y, sobre todo en su participacion en el proceso de sefalizacién en las

’ . T t al., 2002
vias que conducen a la apoptosis celular (T*& ta!-2002),

Intracelularmente el LTB4 actia como ligando del receptor proliferador de peroxisoma
activado de tipo alfa (PPARa), un factor de transcripcion que juega un importante papel en la

degradacion oxidativa de los 4cidos grasos y sus derivados, incluyendo al propio LTBj4
(Devchand et al., 1996)

Los péptido-leucotrienos son mediadores proinflamatorios que juegan un papel importante en
la fisiopatologia del asma. Son potentes broncoconstrictores, al menos de 100 a 1000 veces
mas potentes que la histamina. También producen vasoconstriccion e incrementan la
permeabilidad vascular permitiendo la exudacion de macromoléculas desde el plasma, lo que
conduce al edema en la via aérea que caracteriza al asma bronquial (®seaard: 200D,
Adicionalmente, los péptido-leucotrienos estimulan la secreciéon mucosa e inhiben la limpieza

mucociliar. Hay evidencia de que tanto el LTD4 como el LTE4 atraen de forma potente y

especifica a los esosinéfilos, lo que también tiene importancia en la fisiopatologia del asma
(Bisgaard, 2001)

e Participacion en el proceso inflamatorio

Los derivados de la lipoxigenasa se forman y son liberados por neutrofilos, eosinofilos y

macrofagos convenientemente estimulados.

El LTB4 es uno de los agentes quimiotacticos mas potentes que se conocen; su actividad
favorece la concentracion de neutrofilos, su desgranulacion, la generacion de radicales
superoxido, agregacion y adherencia a las paredes de las vénulas poscapilares. Asi mismo

facilita la migracion de los polimorfonucleares (PMN) a través del endotelio merced a la
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interaccion entre las integrinas y el resto de las moléculas que intervienen en la adhesividad
de los leucocitos al endotelio. Esta potente accidon contribuye notablemente a promover la
liberacion local de mediadores que amplifican de este modo el fendmeno inicial y contribuyen
a producir los fenomenos inflamatorios. EI LTB4 también produce hiperalgesia en presencia
de neutrdfilos. Tanto LTBs como el LTC4 y el LTDy4 facilitan la adhesién y transito de
leucocitos a través del endotelio vascular mediante la expresion de moléculas de adhesion en
la superficie de leucocitos y células endoteliales, contribuyendo al aumento de la

permeabilidad vascular y la permeabilidad plasmatica (Henderson. 1994b: Busse etal, 1998)

e Efectos sobre el sistema vascular

El1 LTC4y el LTD4 contraen las arterias coronarias, pulmonares y mesentéricas, careciendo de

(Drazen et al., 1980; Soter at al., 1983) Su efecto es

efectos sobre otros grandes territorios vasculares
particularmente acusado sobre los vasos arteriovenosos de menor calibre y los capilares,
donde dosis bajas ocasionan un importante aumento de la permeabilidad endotelial y
condicionan a una extravasacion plasmadtica intensa capaz de desencadenar una acusada

hipotensi(')n sistémica (Dahlen et al., 1981; Soter et al., 1983; Bisgaard , 2001)

e Efectos sobre el pulmo6n

Los acidos hidroeicosatetraenoicos (HETE), en particular el 15-HETE, son los metabolitos del
acido araquidénico mas abundantes en el tejido pulmonar, donde ocasionan un aumento

moderado del tono y de la secrecion bronquial.

El LTCy4, el LTD4 y el LTE4 también son producidos en los mastocitos y su sintesis es la
responsable de los fendomenos de reduccion del calibre y aumento de la secrecidon mucosa
bronquial durante las crisis alérgicas; los asmaticos muestran una especial sensibilidad a sus
efectos contracturantes. El LTE4 produce una constriccion bronquial inferior a la producida
por LTC4 y LTDy4, pero de mas larga duracion. El LTA4 ocasiona una profunda y duradera
contraccion del musculo liso bronquial, pero no se ha podido determinar su relacién con el

broncoespasmo alérgico (Dahlen et al., 1983; Henderson, 1994b; Sharma, 2005)
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e Efectos sobre el Sistema Nervioso

El principal sistema enzimatico encargado de metabolizar el dcido araquidénico en el SNC es
el de la 12-LOX. Su sintesis seria iniciada por la activacion de un nimero diverso de
receptores en la membrana neuronal y sus acciones consisten en la modulacion de la actividad
de los canales de K" y la inhibicion de la actividad protein-cinasa II Ca™ -calmodulina-
dependiente. En consecuencia, provocan inhibicion presinaptica de la liberacion de

Li et al., 2002 ,
(Lietal. 2000 A demas algunos de los

neurotransmisores, como noradrenalina, histamina, etc
metabolitos del acido araquidénico desempefian un importante papel como segundos
mensajeros intraneuronales (hepoxilina A) o como factores de sincronizacion en la funcion

de un conjunto neuronal (12-HPETE) (cller etal. 1993)

También existe actividad de la 5-LOX en el tejido nervioso y los leucotrienos resultantes
pueden regular la actividad de diferentes canales i6nicos de la membrana. Los resultados de
un estudio realizado por Klegeris y McGeer en 2003 (Klegeris y MeGeer, 2003) © gy oi0ren que la
inhibicion de la produccion de leucotrienos mediante inhibidores de la 5-LOX podria reducir
selectivamente la toxicidad sobre las células de la microglia y ser por tanto beneficiosa en las

patologias neuroinflamatorias.

Entre los leucotrienos, el LTB4 produce hiperalgesia, pero mediante una accion indirecta, ya

- - - - Andoh y Kuriashi, 2005
que parece que requiere la presencia de leucocitos polimorfonucleares (Aot Y Kuriashi, 2005)

e [Efectos sobre el sistema digestivo

Los leucotrienos, en particular el LTC4 acompafian a los fendémenos ulcerativos que aparecen
en multitud de modelos experimentales, proponiéndose como causa de algunos tipos de
ulceracion péptica o de la enfermedad inflamatoria intestinal. Su accién lesiva seria
consecuencia de la reduccion del riego sanguineo de la mucosa, de la vasoconstriccion y la
extravasacion plasmatica y de la activacion de fendmenos inmunitarios. Algunos derivados de
la 5-LOX también desempefian un importante papel en la regulaciéon de la motilidad
gastrointestinal, reduciendo el tiempo de transito gastrointestinal, aumentando la secrecion de
agua y electrolitos. La activacién de su sintesis se ha propuesto como causa de diarreas y

. . . . . . . . Dias et al.
trastornos motores durante episodios inflamatorios e infecciosos gastrointestinales P ¢t 2

1992)
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e Efectos sobre la piel

Los efectos fisiopatologicos de los leucotrienos y en particular del LTB4 sobre la piel son
bastante desconocidos. La inactivacion inicial del LTB4 en los queratinocitos, a diferencia de
lo que ocurre en hepatocitos y leucocitos, se produce por la enzima 12-hidroxieicosanoide-
deshidrogenasa "Vrectan etal- 1993) "g| 1 TB, ejerce un importante efecto mitogénico a nivel de los
queratinocitos epidérmicos “in vitro Krevalle ctal- 1983) 1 o¢ células epiteliales participan en las

(Eberhard et al., 2002)

fases iniciales de la inflamaciéon como fuente de LTB4 . La aplicacion

(Seyger et al., 1997)

epicutanea de LTB4 da lugar a una respuesta inflamatoria y experimentos

realizados en animales han mostrado que el LTB4 puede estar implicado en los mecanismos

que conducen al dolor y prurito (Levine et al., 1984; Amann et al., 1996; Andoh, 2006)

En la tabla I-1 se resumen los efectos fisioldgicos previamente descritos del LTB4 y los

péptido-leucotrienos sobre los distintos sistemas del organismo.

Tabla I-1: Principales efectos fisiologicos de los leucotrienos.

Localizacion LTB4 LTC4-LTD,
Musculo liso
Bronquial Contrae Contrae
Uterino Contrae Contrae
Gastrointestinal Contrae Contrae
Vascular Nula o contrae Nula o contrae
Sistemas
Cardiovascular Nulo o vasoconstrictor
T permeabilidad vascular
Sangre T funcion leucocitaria
Digestivo 1 lesién mucosa T lesién mucosa
Nervioso 4 Umbral del dolor Modula la actividad neuronal

e Efectos sobre la respuesta inmune

Existe un didlogo cruzado entre las citoquinas y los eicosanoides, fundamentalmente los
leucotrienos. Una citoquina denominada GM-CSF estimula la produccion de leucotrienos. Por
otra parte, el LTB, estimula la produccion de citoquinas (interleucina 6 (IL-6), IL-1 y factor
de necrosis tumoral (TNF). El LTB, estimula asi mismo la produccion de IL-8 e IL-6,
citoquinas implicadas en diversas enfermedades autoinmunes y en procesos inflamatorios
cronicos. Por otra parte, la IL-1 y el TNF son capaces de estimular la produccion de PGI; y

PGE; quienes a su vez inducen la expresion génica de la ciclooxigenasa (COX).
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Otra funcion importante del LTB4 es su capacidad de estimular la expresion del receptor de

IL-2 fundamental en los procesos de crecimiento y diferenciacion de los linfocitos B %

Hutchinson et al., 1980; Long, 1992; Rola-Pleszcynski y Stankova, 1992) POI' otra parte el mismo receptor tiene un
M b

papel central en la expresion clonal de linfocitos T activados. También se la ha relacionado

con la actividad citotoxica mediada por células K (Mantovani et al., 1992; Stankova et al., 1992; Smith, 1992;

Minami et al., 1992; Gerritsen y Bloor, 1993; Stankova et al., 1993; Stenke et al., 1993; Henderson, 1994a)

(Crooks y Stockley,

Crooks y Stockley 199%) han revisado el efecto que produce el LTBy sobre los

distintos tipos celulares y los resultados se resumen en la tabla I-2.

Tabla I-2: Efecto del LTB, sobre los distintos tipos celulares.

Tipo celular Efecto del LTB4

Neutrdfilos Quimiotaxis
Liberacion de enzimas lisosémicas y generacion de radicales superoxidos.
Produccién de IL-8 y LTB4
Aumenta la expresion del receptor de C3b.

Eosinodfilos Quimiotaxis
Activacion de la NADPH oxidasa
Monocitos/macroéfagos Quimiotaxis
Produccién de IL-1, IL-6, IL-8
TNF alfa

Expresion del receptor de la IL-2
Expresion de c-fos y c-jun
Produccién de H,0, y citotoxicidad tumoral

Linfocitos Células NK: expresion de la IL-2R beta
Células T: produccién de IFN gamma, IL-2,IL-4, IL-5, IL-10.
LTs CD8+: proliferacién celular
LTh CD4+: proliferacion disminuida.

Adaptada de Crooks y Stockley, 1998. Explicacion de abreviaturas: IL:interleucina. C3b: complemento 3b. NADPH: fosfato
dinucleodtido de adenosina nicotinamida. c-fos y c-jun: vias de activacion intracelulares. IL-2R: receptor de interleucina 2. IFN:
interferon. LT: linfocitos T. NK: natural killer. LTs: linfocitos T supresores. LTh: linfocitos T colaboradores.

e Participacion en el proceso de apoptosis celular

Tanto la 12-LOX como la 5-LOX presentan una funcidn pro-supervivencia y anti-apoptosis

(Tang y Honn, 1997) (Ding et

en ciertas células de leucemia/linfoma
al., 1999)

, en células de cancer de pancreas

, en células de cancer de mama AV et al» 200

(Mezhybovska et al., 2006)

y en células epiteliales neoplasicas

intestinales
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Desde hace tiempo, evine: 1982

se sabe que las células tumorales generalmente producen
niveles superiores de metabolitos del acido araquidonico que las células normales. Por ello, se
postuldé que los eicosanoides podrian regular positivamente la proliferacion celular. Asi,
diversos trabajos (Ohuchi y Levine, 1978; Parker et al., 1987; Wu et al., 1988; Noguchi et al., 1995; Hong et al., 1999) han
mostrado que diversos reguladores del crecimiento, incluyendo mitégenos, estimuladores de
los tumores y proteinquinasas, son capaces de activar el metabolismo del acido araquidonico.
Se cree que, tanto el 4cido araquidonico como sus metabolitos, son lipidos de sefializacion
celular bioldgicamente activos a concentraciones del orden de nano o micromolar y tienen un

efecto anti-apoptdtico, como minimo, en algunos sistemas celulares.

Hasta el momento, se han identificado dos vias apoptéticas principales: la via mediada por el
receptor de muerte celular y la via mitocondria] (12gmenny Brogers, 1997; Szekeres et al. 2000) 1 5 yrimera
via se inicia por la activacion mediante diversos ligandos de los receptores de muerte celular
pertenecientes a la superfamilia de los receptores de TNF, lo que deriva en la activacion de la
caspasa 8. La segunda via, la mitocondrial, se inicia por sustancias quimicas, deprivacion de
factores de crecimiento o irradiacion. Esta via implica la liberacion de citocromo C por parte
de la mitocondria y la activacion de la caspasa 9. La activacion de las caspasas 8 ¢ 9 inicia la
via de las caspasas (3, 6 y 7) que al unirse a sus substratos respectivos provocan los tipicos
cambios apoptoticos. Se ha demostrado que los inhibidores de la lipoxigenasa son capaces de

inducir la liberacién de citocromo C y activar la via de las caspasas (70" ©t @!» 2002 Tong et al.

2002b)

La mecénica de la forma en que estos acidos grasos modulan el crecimiento celular, no es del

todo conocida, pero ultimamente cone ¢t al- 200D

se cree que el acido araquidonico evitaria la
transicion a la forma permeable de la membrana mitocondrial, que permite la liberacion y
paso del citocromo C a través de la membrana, mecanismo que ha sido propuesto como un

iniciador importante de la apoptosis celular.

Por otra parte, el metabolismo oxidativo de estas sustancias lipidicas derivadas del acido
araquidonico, da lugar al aumento de sustancias oxidantes; que estas substancias estan
implicadas en los procesos de apoptosis se deriva de que los antioxidantes inhiben esta forma

de muerte celular en muchos sistemas (Admsy Cory; 1998)
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1.2.3.4.- Catabolismo de los leucotrienos

El LTC,4 se destruye sobre todo en higado, pulmén y rifiones por una doble via, al poder
convertirse en LTE4, o ser oxidado y originar un derivado sulféxido. En el caso del LTBy,
parece que es modificado en el neutrofilo, mediante una m-oxidacion por enzimas

intracelulares de escasa especificidad, siendo excretado por orina.

1.2.3.5.- Implicacion de los leucotrienos en diversas patologias

e Asma bronquial

La hiperreactividad del asma bronquial se debe a un proceso inflamatorio de las vias aéreas.
Los tipos celulares implicados en la génesis y mantenimiento del asma bronquial son los
neutrofilos, eosinofilos y macréfagos. Todos ellos producen importantes cantidades de
leucotrienos los cuales estdin muy aumentados en los pacientes asmadticos, habiéndose

. .7 . - K 1., 1992; D t al.
constatado un importante aumento de la excrecion urinaria de LTE,. (Knapp et al., 1992; Drazen et al,

1992; Henderson, 1994b: Green et al., 2004) * Agi mismo, los leucocitos de pacientes asmaticos presentan

una mayor capacidad biosintética de LTB4 y una mayor fluidez de su membrana celular.

A nivel pulmonar, los leucotrienos incrementan la permeabilidad microvascular, modulan el
sistema nervioso aferente, estimulan la secrecion de moco, enlentecen el transporte de moco y
disminuyen la actividad del sistema ciliar respiratorio. Todos estos efectos tienen importancia
en la hiperreactividad bronquial, deterioro del transporte mucociliar, formacion de acumulos
de moco, descamacion de células epiteliales, estrechamiento de las vias aéreas e influjo de las
células inflamatorias. M@ e al. 1995: Bisgaard, 2000) ‘yy.0 ovidencia de que la sintesis de péptido-
leucotrienos aumenta durante las crisis asmaticas, asi como inducida por los alérgenos o el
ejercicio #2009 g 1 TD, junto con el PAF es la causa principal del incremento de
permeabilidad vascular en el territorio pulmonar. Asi mismo, la secreciéon de moco por el PAF
estd mediada por la sintesis de leucotrienos (Marom et al., 1982; Coles et al., 1983; Lundgren et al., 1990). En el
pulmoén se ha descrito la presencia de receptores para LTDy a los que se pueden unir distintos

leucotrienos (Shirley y Cheng, 1991; Labat et al., 1992; Hidi et al., 1992; Leff, 2001)

19 de 279



Introduccion

e Dermatitis atopica (DA)

Es la manifestacion cutanea del estado atopico. Las personas afectas de dermatitis atdpica
suelen tener historia familiar de asma, fiebre del heno o dermatitis. Las manifestaciones
cutaneas suelen ser piel seca, pruriginosa, respuestas vasculares cutdneas andmalas y en
muchas ocasiones se acompafia de aumento de las concentraciones séricas de IgE. Los
cambios histopatologicos en la epidermis no son especificos y consisten en acantosis y
espongiosis, mientras que en la dermis se encuentran infiltrados de células polimorfonucleares
y lil’lfOCitOS T (Leung et al., 1983; Reinhold et al., 1991; van der Heikden et al., 1991)‘ Parece ser que el LTB4 jugaria

. .y . . . : P tzl, 1 ;
un papel en el reclutamiento y acumulacion de linfocitos en la piel lesionada F¥any Goetzl. 1983:

Ternowitz et al, 1987)

Un estudio piloto realizado en DA con zileuton, farmaco inhibidor de la 5-LOX, (Voodmansee y

Simon. 1999) ha mostrado resultados esperanzadores en cuanto a la disminucion de las lesiones y
del prurito. En esta enfermedad, la causa del prurito no es enteramente conocida, y se ha
relacionado en ocasiones con la secrecion de neuropéptidos y sustancia P, sobre todo en los
brotes de DA de causa psicogena. En estudios preclinicos realizados en ratas, se ha observado
que el prurito inducido por la sustancia P no se puede inhibir mediante antihistminicos, ni
inhibidores de la ciclooxigenasa (indometacina, diclofenac) y si en cambio por el inhibidor de

(Andoh et al. 2001) " pgtos resultados sugieren que el LTB4 y los

la 5-lipoxigenasa, zileuton
queratinocitos, células que lo producen, juegan un importante papel en el circulo picor-
rascado inducido por la sustancia P en la rata. Por ello sugieren que los inhibidores de la 5-

lipoxigenasa podrian utilizarse con fines antipruriticos ‘"4 2006),

¢ Enfermedad inflamatoria intestinal

Este es un término general que engloba a diversas enfermedades inflamatorias cronicas del
tubo digestivo, entre ellas la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn. Los sintomas de la
colitis ulcerosa son las diarreas hemorragicas y el dolor abdominal que se acompafia a
menudo de fiebre. Histoldgicamente se caracteriza por afectacion de las células superficiales y
de las criptas de la mucosa intestinal que son capaces de sintetizar LTB,4 , lo que promueve la
formacion de infiltrados de neutrofilos que alcanzan la submucosa y destruyen las criptas al

provocar abscesos (P12 ¢tal-1992)
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La enfermedad de Crohn también se presenta clinicamente como un cuadro diarreico
(generalmente no hemorragico) que se acompaiia de fiebre, dolor abdominal y fatiga
generalizada. Histologicamente, sin embargo, existe una afectacion de todas las capas de la

pared intestinal, mesenterio y ganglios linfaticos regionales Brmskow et al. 1989: Jewell y Snook., 1990:

Brynskov et al, 191 " qa han detectado concentraciones aumentadas de leucotrienos en las

. " Hend 1994
secreciones rectales de enfermos afectos de colitis ulcerosa (enderson: 1994a)

e Inflamaciones articulares y musculoesqueléticas

La osteoartritis es la forma mas frecuente de enfermedad articular en la que se produce
destruccion de la matriz extracelular, los condrocitos entran en division mitotica y aparecen

clones celulares. En la fase tardia de la enfermedad, el cartilago se hace hipocelular.

En modelos animales en que se provoca artritis mediante la aplicacion local de carragenina se

ha podido apreciar que los leucotrienos, y en particular el LTB4 es un mediador seriamente

oo . , .. (Higss y Salmon, 1979; Chem et al., 2006; Kim et al., 2006
implicado en la fisiopatologia de la artritis (i ¥ Salmon. 1979: Chem etal., 2006; Kim et al., 2000)

En pacientes afectos de enfermedades reumdticas como la artritis reumatoide, la
espondiloartritis, la gota, la osteoartritis y la artritis juvenil se ha detectado la presencia de

LTB4 LTC4 y 5-HETE en el liquldo sinovial (Klickstein et al., 1980; Rae et al., 1982; Koshihara et al., 1988)
, .

e Sindrome del distress respiratorio del adulto (SDRA)

El SDRA es una catastrofe inflamatoria asociada a sepsis, aspiracion pulmonar, coagulacion

intravascular diseminada, neumonia severa en unidades de cuidados intensivos,

: ., : Pepe et al., 1982 ; Fowler et
hipertransfusion, fractura de los huesos largos y pelvis, quemaduras, etc, (FePe et 2l 1982 Fowlere

1, 1983 ., . L
al. 1983) 1 a observacion microscopica muestra unas paredes alveolares edematosas cuyos

capilares contienen neutrofilos, plaquetas y coagulos de fibrina. Muchos espacios alveolares
estan inundados y delimitados por una membrana hialina. El componente celular del exudado

alveolar consiste bdsicamente en eritrocitos, macrofagos, neutrofilos y ocasionalmente

(Hill et al.,

. 1982; Pratt, 1982 .
eosinodfilos » Pratt. 1982) "B el lavado broncoalveolar de estos pacientes se encuentran

concentraciones elevadas de LTE, (Stcinberg etal, 1994)
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e Endotoxemia y sepsis

Las acciones mediadas por los leucotrienos, como la quimiotaxis de células inflamatorias,
liberacion de citoquinas (TNF e IL1), aumento de la permeabilidad vascular,
broncoconstriccion, disminucion de la funcion cardiaca y vasoconstriccion coronaria, renal,
pulmonar y de la musculatura esquelética sugieren que los leucotrienos estan implicados en la
patogénesis del shock SéptiCO (Hagmann et al., 1984; Cook et al., 1985; Puranapanda et al., 1987; Pacitti et al., 1987)‘ Por

otra parte, la inhibicioén de los leucotrienos ha mostrado ser beneficiosa en el tratamiento del

shock atribuible a traumatismos, isquemia del tracto intestinal, hemorragia y endotoxinas

(Bittermann y Lefer, 1988; Bitterman et al., 1988)

e Psoriasis

La psoriasis es un proceso mixto, inflamatorio y proliferativo en que se ha visto que existe
implicacion de los leucotrienos. La lesiones psoridsicas se inician con la desgranulacion de los
mastocitos, fenestracion e hipertrofia endoteliales y la espongiosis focal de la capa basal y
parte inferior de la capa de Malpighi. A estas lesiones iniciales, se le afade un infiltrado
perivascular con exocitosis y formacion de microabscesos de Munro junto a una hiperplasia
epidérmica. Diversos estudios (Wong et al., 1985; Ruzicka y Burg, 1987) 1 a1y demostrado que el LTBy
juega un papel fundamental en el inicio de la lesion, mientras que el 12-HETE estaria
implicado en la consolidacion de la misma. El LTB4 se genera en estos pacientes de forma

. C Luo et al, 2003
automoma en las celulas epidérmicas, ya que son capaces de expresar 5-LOX (-0 et@! 2009,

Se han detectado niveles de LTB4 cuatro veces superiores en orina en pacientes psoriaticos en

comparacion con voluntarios sanos Faer et al- 1992)

e Sindrome de Sjogren-Larsson (SSL)

Se trata de un sindrome congénito del metabolismo lipidico caracterizado clinicamente por
ictiosis congénita, retraso mental y espasticidad. Se acompafia de prurito muy severo. La
causa de este sindrome se relaciona con la actividad deficiente de la enzima microsémica

lipoaldehido-deshidrogenasa (LADH), debido a mutaciones en el gen de la LADH Rz« et al-

299D Entre otras funciones, esta enzima es responsable de la @-oxidacion del LTB4, por lo que
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se producen aumentos muy importantes de LTBs y de ®-OH- LTB4 lo que podria contribuir a
la patogénesis del SSL. En un estudio piloto realizado en 6 pacientes afectos de este sindrome
con el inhibidor de la S5-lipoxigenasa, zileuton, los resultados mostraron que las
concentraciones urinarias de LTB4 y de ®-OH-LT disminuian significativamente con el
tratamiento, pero no a nivel del LCR en que no se detectaban concentraciones elevadas de
estas sustancias en ningiin momento durante la enfermedad. No hubo mejoria en la evaluacion
neuropsicologica ni en el electroencefalograma (EEG), pero si disminuy6 significativamente
el prurito. Por tanto, los autores sugieren que el LTB4 jugaria un papel muy importante en la

(Willemsen et al., 2001)

patogenia del prurito asociado a este sindrome y que la mejoria clinica

conseguida se deberia a un efecto sistémico y no a nivel del SNC.

e Implicacion en la patogenia del cancer

En los ultimos afios, diversos estudios han sugerido la importancia de la via de la lipoxigenasa
en el desarrollo de los canceres humanos, incluyendo el pancreético, el cancer de mama, el de

pr(')stata y el de pulm(')n (Chen et al., 1994; Shureiqi y Lippman, 2001; Avis et al., 2001)

Chen y cols " ¢t 2199 qemostraron que tanto las células de cancer de colon, de carcinoma
de Walker de la rata, de melanoma del ratén como las del cdncer de pulmoén expresan ARNm

para la 12-LOX y producen 12-HETE.

Recientemente, Ghosh y Meyers (st y Mevers: 197 hap mostrado que la 5-LOX mas que la 12-
0 la 15-lipoxigenasa juega un papel critico en el crecimiento celular del cancer de prostata

estimulado por los derivados del 4cido araquidénico.

Los trabajos realizados por el grupo de Adrian en la Northwestern University Medical School
de Chicago (Ghosh y Meyers, 1997; Natarajan et al., 1997; Natarajan y Nadler, 1998) han demostrado que el bloqueo

de la via de la lipoxigenasa induce apoptosis en células de cancer pancreatico humano a través

de la via mitocondrial, con liberacién de citocromo C y activacion de las caspasas MeAbovska et

al. 2000 ] tratamiento mediante un inhibidor de la lipoxigenasa inhibié igualmente el
crecimiento de un injerto de células de cancer pancreatico realizado en ratas atimicas e indujo
apoptosis “in vivo”. Por tanto, este grupo concluye que el bloqueo de la via de la lipoxigenasa

podria resultar en nuevos tratamientos para el cancer de pancreas.
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Por otra parte, la disminucion de acidos poliinsaturados (PUFAs) mediante aceite de pescado
conlleva la disminucion de la concentracion de LTB4, aumentado en los pacientes con cancer

, H t al., 2006
de pancreas (Heucamp etal. 2006)

Natarajan y Nadler (N@rajan y Nadler. 1998) 1an mostrado que la 12-LOX de tipo leucocitaria se
encontraba estimulada (“up-regulated”) en muchas células y tejidos de cancer de mama, en
comparacion con células del epitelio mamario normal y tejidos adyacentes. Por otra parte,
encontraron una correlacion entre la estimulacion con EGF (factor de crecimiento epidérmico)
de las células de cancer de mama y un aumento dosis-dependiente de 12-HETE en dichas

(Avis etal. 200D) g6 ha demostrado que la adicién de 5-HETE a células

células. En otros trabajos
de cancer de mama daba lugar a una estimulacion del crecimiento, mientras que la aplicacion
de inhibidores de la 5-LOX o de la FLAP resultaba en una disminucion del crecimiento,
inducia apoptosis y detenia el crecimiento celular en fase G1, a través de la estimulacion de la

liberacion de citocromo C y activacion de la via de las caspasas (To€ ¢t @l 20020)

1.3.- Antileucotrienos: caracteristicas farmacologicas
1.3.1.- Generalidades

1.3.1.1.-Recuerdo historico del desarrollo de los farmacos moduladores de los

leucotrienos

Las actividades biologicas del LTB, y de los péptido-leucotrienos generaron un considerable
interés en la industria farmacéutica. Asi, a principio de la década de 1980 la mayoria de
compaiiias farmacéuticas importantes habian iniciado programas de buisqueda de farmacos
que modularan la accion de los leucotrienos, ya sea por el bloqueo de su accidon (antagonistas
de los péptido-leucotienos) o bien por inhibicion de su biosintesis (inhibidores de la 5-
lipoxigenasa). Todos ellos iniciaron su desarrollo clinico para el tratamiento del asma

bronquial (McMillan, 2001)

Se han desarrollado diversos antagonistas de los leucotrienos e inhibidores de la 5-LOX, con
el objetivo de conseguir farmacos para el tratamiento del asma bronquial de administracion
oral y con un buen perfil de seguridad. De todas formas, unicamente algunos de ellos han

mostrado eficacia en el tratamiento de esta entidad. Unicamente zafirlukast, montelukast,
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pranlukast y zileuton estan actualmente disponibles y han sido aprobados por la FDA para el
tratamiento del asma bronquial. En la actualidad se encuentran comercializados en Espafia
montelukast y zafirlukast, no asi pranlukast y zileuton. El Coédigo ATC de este tipo

farmacologico es el RO3DC02: Antiasmaticos, antagonistas de leucotrienos.

1.3.1.2.- Puntos farmacoldgicos de actuacion a nivel de la via de los leucotrienos

Desde hace afios se estd investigando la forma de inhibir la sintesis de leucotrienos o la de
bloquear sus efectos. Los investigadores se han concentrado en cuatro puntos de la cascada de
los leucotrienos: los dos primeros estan relacionados con la biosintesis de los leucotrienos, ya
sea mediante la inhibicion de la 5-lipoxigenasa o bien mediante la inhibicion de la FLAP. Los
otros dos puntos de accion se encuentran situados mas adelante en la cascada de produccion
de los leucotrienos. Se trata de los denominados antagonistas de los receptores de los
leucotrienos D4 que bloquean la accion de los leucotrienos de tipo Cs4, D4y E4. Todo ello se

puede ver esquematizado en la figura [-4.

Figura I-4: Puntos de actuacion de los antileucotrienos.

| Bicapa lipidica |

V

| Acido Araquidénico |

5- lipoxigenasa

5-HPETE

, Hidrolasa

Rec. de . . e
V » —> Quimiotaxis de neutrdfilos

| TRl e | Glut-S-transf.

| Leucotrieno Cy4 |_\ . Aumento de permeabilidad vascular
Transpeptidasa '
| Leucotrieno Dy | ,

Aumento de permeabilidad
vascular

Broncoconstriccion e hipertrofia de
musculatura lisa

Aumento secrecion mucosa
Reclutamiento de eosindfilos
Modulacion de la regulacion neural
bronquial

Induccién de hiperreactividad
bronquial en asmaticos

Dipeptidasa '

| Leucotrieno E4

Adaptada de Garcia-Marcos y Schuster, 2001.

FLAP: proteina activadora de la 5-lipoxigenasa. Glut-S-Transf.: glutatién-S-transfersa. Rec. de LTB: receptor de leucotrieno B.
Rec Cys-LT+: receptor de tipo 1 para los péptido-leucotrienos. Rec Cys-LT,: receptor de tipo 2 para los péptido-leucotrienos.
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1.3.1.3.- Antagonistas de los receptores de los péptido-leucotrienos

En la tabla I-3 se muestra una vision general de los antagonistas de los receptores CysLT que
han iniciado su desarrollo, incluidos los que lo han completado y estdn actualmente

comercializados.

Tabla I-3: Vision general de los receptores CysLT y sus antagonistas.

CyslLT, CysLT:

Tejido Bronquio humano Vena pulmonar humana
Traquea de cobaya Traquea e ileo de cobaya
Vesicula biliar de cobaya Traquea y bronquio de cordero
Tira pulmonar de rata Traquea de rana

Antagonista FPL 55712 BAY u 9773
LY 171 883

ICI 198 615/ ICI 204 219 (zafirlukast)
MK 571/ MK 679/ MK 476 (montelukast)
SKF 104 353/ SKF 106 203

ONO 1078 (pranlukast)/ SB 205 312
RG 12 525

CGP 45715

BAY x7195 / BAY u 9773

Agonista LTC4=LTD4> LTE4 LTCs> LTDs>> LTE4

Tabla adaptada de Leff, 2001. LT: leucotrieno.

La biodisponibilidad oral era un criterio esencial en los programas de desarrollo de
antileucotrienos, ya que la mayoria de fAirmacos utilizados actualmente para el asma bronquial
se administran por via inhalatoria, por lo que la via oral presentaria la ventaja de una mayor
comodidad y mejor cumplimentacion. Uno de los primeros compuestos, el FPL55712,
presentaba una baja potencia, poca selectividad y una baja biodisponibilidad oral. Durante la
década de 1990 se desarrollaron y lanzaron con éxito 3 antagonistas de los péptido-
leucotrienos, activos y selectivos: estos fueron 1CI1204219 (zafirlukast, Accolate™, Astra-
Zeneca), MK0476 (montelukast, Singulair™, Merck) y ONO1078 (pranlukast, Onon™, Ono,
Aziaire™, Shering-Plough). Estos estructuralmente distintos antagonistas dan lugar a perfiles
farmacoldgicos preclinicos similares que se ilustrara a continuacién de forma breve utilizando
los datos de zafirlukast €2 2 199D Qe gbservé un antagonismo competitivo muy potente
frente a las acciones de los péptido-leucotrienos a nivel de los receptores CysLT; con valores

de K; que oscilan desde 0,2 nM a 1nM dependiendo del antagonista utilizado y de la especie
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estudiada. Contrariamente, zafirlukast es virtualmente inactivo a nivel de los receptores
CysLT; lo que queda manifiesto por presentar una Kj > 3 pM para antagonizar la union de
LTC, a las membranas pulmonares humanas. La selectividad se confirmo por el hecho de que
zafirlukast a una concentracion de 10° M no presentaba actividad frente a ningin otro
receptor, incluyendo receptor adrenérgico, histaminérgico, serotoninérgico, muscarinico, ni

prostanoide.

Los estudios con estos antagonistas se realizaron fundamentalmente en cobayas. En estos
animales, zafirlukast mostré una inhibicién dosis-dependiente de la disnea producida por la
administracion de LTD4 en aerosol con una concentracion eficaz 50% (CEsy) oral de
aproximadamente 0,5umol/kg. A esta dosis oral, los efectos de zafirlukast se mantuvieron
durante 16 horas. Todos ellos han mostrado que son activos frente al broncoespasmo inducido
por alergenos, frio y ejercicio. Todos ellos fueron efectivos frente a la fase precoz y tardia del

broncoespasmo y redujeron igualmente la hiperreactividad bronquial.

1.3.1.4.- Inhibidores de la 5-lipoxigenasa

El interés de la industria farmacéutica por obtener compuestos capaces de antagonizar la 5-
lipoxigenasa radica en que, al menos tedricamente, tendrian la ventaja de bloquear la accion

de todos los metabolitos biologicamente activos que genera su activacion.

Se han evaluado muchos compuestos clinicamente, pero uUnicamente uno (zileuton) ha
. .« . K. 1.1 . ,
obtenido la aprobacién por las Agencias Reguladoras ®# ¢ 21996 [ a5 primeras moléculas
que se intentaron desarrollar, fueron compuestos redox, pero todos ellos presentaban una baja

biodisponibilidad oral y un mal perfil de seguridad, por lo que no continuaron su desarrollo.

Debido a que la reaccion de redox catalizada por la lipoxigenasa es dependiente de hierro, se
desarrollaron diversos compuestos utilizando ligandos para el hierro, como es el caso del
zileuton (Abbot). El problema principal de los inhibidores de la 5-lipoxigenasa basados en los
ligandos para el hierro, es su baja selectividad, ya que también presentan una actividad de 10
a 30 veces superior sobre la ciclooxigenasa, lo que podria generar broncoespamo en pacientes

asmaticos que presenten intolerancia a los inhibidores de la ciclooxigenasa.
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Posteriormente, dos clases de inhibidores de la sintesis de leucotrienos han demostrado un
incremento marcado de la selectividad, sin producir inhibicion de la ciclooxigenasa. El
primero de esta clase es ZD2138 (AstraZeneca). El segundo grupo incluye los antagonistas de
la FLAP como MK886 (Merck) que impiden la activacion de la 5-LOX. Tanto algunos de los
compuestos redox como los antagonistas de la FLAP han sido ensayados en voluntarios sanos
y en pacientes, ninguno de ellos ha seguido el desarrollo mas alld de la fase II. En la
actualidad se ha postulado un nuevo mecanismo de accion para el MK886 por el que se le

confieren propiedades antitumorales M2Purd etal- 2006)

Las caracteristicas farmacoldgicas de los inhibidores de la sintesis de leucotrienos se
asemejan a las de los antagonistas de los cisteinil-leucotrienos aunque no son capaces de
bloquear las acciones de los leucotrienos administrados en aerosol. Estos compuestos
presentan, por otra parte, actividad en modelos inflamatorios que no son sensibles a la accion
de los antagonistas de los receptores de cisteinil-leucotrienos, como la inhibicion de la
infiltracion por los neutrofilos y el edema vascular en piel de raton o conejo, ya que estas

acciones estarian mediadas por la accion del LTB,.

1.3.2.- Caracteristicas clinicas de los antileucotrienos comercializados

Actualmente, en los Estados Unidos y Canada estan comercializados tres antagonistas de los
receptores de LTD4, (montelukast, pranlukast y zafirlukast) y un antagonista de la 5-
lipoxigenasa (zileuton). Las caracteristicas de los antileucotrienos e inhibidores del la 5-LOX
comercilizados se pueden ver de forma esquematica en la tabla I-4. Todos ellos se presentan
en formulacion en comprimidos por v.o. y su posologia varia entre una (montelukast) y 4
(zileuton) dosis al dia Med Letter: 2000 By Egpafia se encuentran comercializados zafirlukast y

montelukast inicamente.

Todos ellos han mostrado una eficacia clinica en el asma bronquial comparable, aunque no se
han realizado estudios comparativos entre los diversos antileucotrienos. En casos de asma
atopica, los antagonistas de los receptores de LTD4 produjeron una inhibicion de la respuesta
precoz de la via aérea de hasta un 81% y de hasta un 57% de la respuesta tardia tras la
exposicién al alergeno (Findlay et al., 1992; Diamant et al., 1996; Hamilton et al., 1997). En cambio zileuton tiene

una accién inhibitoria minima sobre la respuesta precoz y ninguna accion sobre la respuesta
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(Hui et al, 1991) :

tardia, tras la administracion del alergeno impidiendo, sin embargo, la infiltracion

L gy - : Leff, 1997; R t al.
de la via aérea por eosinéfilos y disminuyendo su presencia en la sangre (o 1997 Ramsay et al.

1997; Knorr et al., 1998)

Los antileucotrienos poseen la capacidad de disminuir la respuesta de la via aérea a la

metacolina. los alergenos al aire frio o al ejercicio (Taylor et al., 1991; Fujimura et al., 1993; Fisher et al., 1995)
9 b .

Asi mismo, se han mostrado eficaces en la reduccion de los sintomas de broncoconstriccion y

(Israel et al., 1993a; Yamamoto et

gastrointestinales producidos por el AAS en pacientes hipersensibles
al., 1994)

Tabla I-4: Caracteristicas de los antileucotrienos para el asma comercializados.

Farmaco Jdentlflcacmn Esta_dq de_ . Edad (afios) Dosis Precio
el compuesto comercializacion
Antagonistas de los receptores del leucotrieno D,
Montelukast MK-0476 Lanzado en Canada, 2.5 afios 4 mg/d
(Singulair) (Merck Frosst) Mexico ,EEUU, Japon, de 6-14 afios 5 ma/d 75.80 $
ltalia, Grecia, Alemania y | 55,7 2™ 10 mgg i 4433 €
Espafia
Pranlukast ONO-1078 Lanzado en Japén.
(Onon) (ONO) Adultos 300-450 mg/1 6 ND
(Azlaire) (Shering- Lanzado en Mexico 2xd
Plough)
Zafirlukast ICI-204219 Lanzado en Canada, > 12 afios 20 mg/2xd 52.50%
(Accolate) (Astra-Zeneca) EEUU y Espaia 47 ,42€
Inhibidor de la 5- Lipoxigenasa
Z("Zeyfultg)” ?Af)‘t‘gg Lanzado en EEUU > 12 afios 600 mg/4xd 75.00%

Tabla adaptada de Leff, 2001. ND: no disponible

Todos ellos han demostrado una clara eficacia en el tratamiento del asma leve al compararlos
con placebo. Durante el tratamiento con antileucotrienos los pacientes mejoraron la

sintomatologia, reduciendo sensiblemente (30%) la utilizacion de agonistas [3;, menor nimero

de despertares nocturnos y mejorando la sintomatologia diurna (¢! ¢ 2l 1993b: Reiss et al. 1996)

También han mostrado buenos resultados en cuanto a mejoria del FEV1, disminucién del uso

. . . . , . . v~ K
de agonistas 3, y mejora en la calidad de vida en los ensayos clinicos realizados en nifios <"

etal., 1998)

Los efectos terapéuticos de los antileucotrienos en el asma bronquial son como minimo

(Hofstra et al., 1997) 1 (Sahn et al., 1997) (Schwartz

comparables a los del cromoglicato , nedocromi y teofilina

tal., 1l . . . . . .
<tal. 1995 1 a desventaja principal es que algunos pacientes no responden a los antileucotrienos
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probablemente debido a que en ellos los leucotrienos no representan un factor importante en

sus vias de la inflamacion.

Al ser administrados por via oral, la cumplimentacion terapéutica deberia ser mejor que la de
los farmacos administrados por via inhalatoria, sobre todo en el caso de los nifios. Por otra
parte, representan un ahorro de tiempo en la consulta ya que no se requiere educar a los
pacientes. La relacion coste-efectividad de estos farmacos es comparable a la de los agonistas

B2 de accion prolongada.
Montelukast

Accion y mecanismo:

Actua antagonizando selectivamente los receptores de péptido-leucotrienos (CysLT) en las
vias respiratorias, reduciendo la broncoconstriccion, secrecion mucosa, permeabilidad
vascular y reclutamiento de eosindficos mediada por la secrecion de leucotrienos. Posee
efectos broncodilatadores aditivos con agonistas [-adrenérgicos y corticoides. Inhibe la
broncoconstriccion de las fases temprana y tardia del asma mediada por antigenos ™*ham ¥

Faulds, 1998 L : o o o ,
aulds. 1998) Reduce significativamente los eosinofilos en vias aéreas y en sangre periférica, asi

como la broncoconstricciéon mediada por el ejercicio.

Farmacocinética:

Via oral. Comprimidos recubiertos. La biodisponibilidad oral es del 64% obteniéndose la
concentracion plasmatica maxima a las 3h. Los alimentos no modifican la biodisponibilidad
oral. Comprimidos masticables: la biodisponibilidad oral es del 73% en ayunas y del 63% con
la comida, obteniéndose la concentracion plasmatica maxima a las 2h. Su volumen aparente
de distribucion (Vd) es de 8-11L, siendo muy reducidas las cantidades de farmaco que
alcanzan tejidos diferentes al respiratorio. El grado de unidn a las proteinas plasmaticas es del
99%. Se metaboliza ampliamente en el higado, originando metabolitos sin actividad
farmacologica. El aclaramiento plasmatico es de 45 mL/min en adultos sanos. Montelukast y
sus metabolitos se excretan casi exclusivamente por heces. No es preciso modificar la dosis en

ancianos o pacientes con insuficiencia hepatica moderada. Se desconoce si es dializable '™

2001) (Tabla I-5).
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Indicaciones aprobadas:
Asma:

e Tratamiento del asma como terapia adicional en pacientes con asma persistente leve a
moderada no controlados adecuadamente con corticoides inhalados y en quienes los
agonistas [-adrenérgicos de accién corta “a demanada” proporcionan un control
clinico insuficiente del asma.

e Profilaxis del asma cuyo componente principal es la broncoconstriccion inducida por
el ejercicio.

e Tratamiento de la rinitis alérgica estacional.

Posologia:

Via oral, 1-2 horas después de las comidas
Adultos (>15 a): 10mg/24 h al acostarse
Nifios (6-14 a) 5 mg/24 h al acostarse

Nifios (2-5 a): 4 mg (1 comprimido masticable) /24 h al acostarse

En ensayos clinicos controlados con placebo, motelukast ha sido modestamente efectivo
como tratamiento de mantenimiento en adultos y niflos con asma intermitente o persistente.
Se administra una vez al dia por via oral por la noche, con o sin comida. Como monoterapia
es menos efectiva que los corticosteroides inhalados y no debe sustituir a la dicha terapia,
pero la adicion de montelukast permite una reduccion en la dosis de corticoides necesarios
(Muijers y Noble, 2002) '\ fontelukast afiadido a corticosteroides inhalados u orales puede mejorar los
sintomas en los pacientes que presentan asma por intolerancia a la aspirina. Reduce

(Pearlman et al, 2006)

significativamente el asma inducido por el ejercicio y posee un efecto

complementario de mejora en la calidad de vida de los pacientes al disminuir la inflamacién
(Biernacki, 2005)

También ha mostrado eficacia significativa frente a placebo en el tratamiento de la rinitis

alérgica estaciona] ¢! etak- 2005

Se ha descrito la aparicion de una vasculitis de Churg-Strauss, aunque no se ha podido
corroborar de forma absoluta la causalidad con el farmaco, ya que también podria tener su

origen en una retirada brusca del tratamiento corticoideo.
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Formulaciones aprobadas en Espafia para su comercializacion por los Laboratorios Merk-
Sharp-Dhome:
Singulair® 10mg, 28 comprimidos (fecha de comercializacion: 1.03.1998)
Singulair® 5mg, 28 comprimidos masticables (fecha de comercializacion: 1.03. 1998)
Singulair® 4mg 28 comprimidos masticables (fecha de comercializacon: 16.08.2001)

Singulair® 4mg granulado, 28 sobres (fecha de comercializacion: 11.06.2003)

Zafirlukast

Accion y mecanismo:

Zafirlukast es un péptido activo por via oral, competitivo y altamente selectivo como
antagonista del receptor de los leucotrienos LTC4, LTD4 y LTE4. Los estudios “in vitro” han
mostrado que zafirlukast antagoniza la actividad contréctil de los tres péptido-leucotrienos
(leucotrienos C4, D4 y E4) en el mismo grado, sobre el musculo liso de las vias respiratorias en

humanos.

Farmacocinética:

Via oral. Se absorbe répidamente, alcanzando la concentracion plasmatica maxima de
568ng/mL a las 3 horas. La ingesta conjunta con la comida disminuye su biodisponibilidad de
forma muy marcada (un 40%). El efecto terapéutico es evidente a los 3-14 dias. Se metaboliza
extensamente en el higado, con participacion del citocromo P450 (CYP2(C9), originando
derivados hidroxilados con actividad 90 veces menor que el farmaco de origen. La teofilina
administrada conjuntamente puede disminuir su efecto. Hay un tnico caso publicado en el
que la toma conjunta con teofilina dio lugar a la presencia de concentraciones plasmaticas
toxicas de esta ultima. El zafirlukast aumenta las concentraciones séricas de los
anticoagulantes orales y puede dar lugar a hemorragias. Los metabolitos de zafirlukast son
eliminados mayoritariamente por las heces (89%) y el resto por la orina. La semivida

plasmética es de 10h Py 6022000 (Papa [-5),

Indicaciones aprobadas:
e Zafirlukast estd indicado en la profilaxis y tratamiento cronico del asma como
terapia adicional de mantenimiento en pacientes asmaticos en los que los B-
agonistas de accion corta “a demanda” no proporcionan suficiente control
clinico del asma, asi como en pacientes con asma persistente leve o moderada

no adecuadamente controlados con corticoides inhalados.
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Posologia:
Via oral, una hora antes o dos horas después de las comidas.
Adultos y niflos mayores de 12 a: 20 mg/12 h.

En ancianos ajustar la dosis segun tolerancia.

Zafirlukast ha mostrado una eficacia moderada como monoterapia de mantenimiento de los

. . .. . Laiti
pacientes con asma leve o moderada. Es menos efectivo que los corticoides inhalados "

et al., 2005)

Como efectos adversos poco frecuentes se podria citar la cefalea, molestias gastrointestinales
y aumento de AST. En un paciente se ha comunicado la aparicion de un lupus inducido por el
farmaco. También se ha comunicado vasculitis de Churg-Strauss en relacion al uso de

zafirlukast, aunque no se ha establecido con certeza la causalidad del farmaco.

Formulaciones aprobadas en Espafa para su comercializacion por los Laboratorios Astra-
Zeneca:

Accolate® 20mg, 60 comprimidos recubiertos (fecha de comercializacion: 1.03.1999)

Pranlukast

Accion y mecanismo:
Es un antagonista selectivo de los leucotrienos C4/D4/E4s que actia sobre los receptores LTD4

y LTE4 principalmente y menos sobre el receptor de LTCj.

Farmacocinética:

Su absorcion tras administracion oral puede ser influenciada por la administracion de
alimentos, aunque se desconoce en qué proporcion. Se alcanzan las concentraciones maximas
a las 3 horas de su administracion (5 h con alimentos). Se une en un 99% a las proteinas
plasmaticas y se presume que presenta metabolismo hepatico (no hay datos en humanos). El
tiempo de semivida de eliminacién oscila entre 1,7 y 9 horas en funcion de la pauta de

dosificacion y dosis administrada <™ 2299 (Tap]a [-5).
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Indicaciones aprobadas en Japon y México:
Profilaxis y el tratamiento cronico del asma bronquial. No ha sido aprobado, hasta la fecha,

por la FDA ni por la EMEA.

Posologia:
Adultos: 225-450 mg /dos veces al dia.
No hay datos en nifios.

En ancianos, se recomienda una dosis de inicio de 112 mg/dos veces al dia.

Ha mostrado actividad clinica moderada para reducir el volumen espiratorio forzado en un
segundo (FEV1) asi como los sintomas de asma, reduciendo la dosis requerida de
corticosteroides inhalados. Su combinacion con agonistas P-adrenérgicos inhalados, ha
mostrado que permite la reduccion de la aplicacion de estos ultimos aunque no ha mostrado

una mayor eficacia. En un estudio ha mostrado disminuir el asma inducida por el ejercicio.

Aunque sea muy poco frecuente (incidencia menor al 0,1%), se ha comunicado la aparicion
de angeitis granulomatosa alérgica, con eosinofilia, leucocitosis e infiltracion pulmonar y
cardiaca. Otros sintomas de caracter infrecuente son las alteraciones de los parametros

analiticos hepaticos o la cefalea.

Pranlukast no se encuentra comercializado en Espaia.

Tabla I-5: Caracteristicas farmacocinéticas de los antagonistas de los leucotrienos y de la 5-
LOX.

T Dosis L
Prinicpio Crax tmax Biodispo- U PP . tiz vd - L.
activo "(fn‘g)a (ng/mL)  (h)  nibilidad (%)  MWetabolismo ) Eliminacion
64 (No mod CYP450,
Montelukast 10/d 350 3 por 99 3A4,2A6, 2C9 2,7-5 8-11 Heces
alimentos) Met inact
0, 0,
Zafirlukast 20/2xd 568 3 lel40%con g9 CYP 2C9 10 Heces 89%
alimentos Met inact. Orina
Pranlukast 222450/ u5700 34 Comidatla g4 02 179 +Heces?
2xd absorcién
CYP3A4
Zileuton 600/4xd 1.3 Noinfluencia g, Isémeros 5405 12 Renal
alimentos estereo 7mL/min/kg
selectivos

U PP: unién a proteinas plasmaticas. Met inact: metabolito inactivo
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Zileuton
Accion y mecanismo:

Su mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la 5-LOX (Ve 2002),

Farmacocinética:

Su absorcion se produce por via oral, no siendo influida por la presencia de alimentos.
Alcanza su concentracion maxima entre 1-3 h de la administracion. Se une a las proteinas
plasmaticas en un 93%, alcanzando un volumen de distribucion de 1,2L. Se metaboliza a
través del citocromo P450 3A4, 1A2 y 2C9. Se transforma en isémeros estereoselectivos que
presentan todavia una elevada actividad farmacologica. Administrado conjuntamente, puede
disminuir la eliminacién de la teofilina y aumentar sus concentraciones plasmaticas, asi como

1 (Awni et al.,

las de warfarina y propranolo 19978 Esta contraindicada su administracién conjunta

con farmacos ergdticos. Su eliminacion es fundamentalmente por via renal, con un
aclaramiento de 7mL/min. Su semivida de eliminacién oscila entre las 2,1-2,5 horas (McGill y
Busse, 1992) " Zileuton es bien tolerado en los pacientes con insuficiencia renal moderada, severa

y también en pacientes hemodializados "™ €21~ 19970)

Indicaciones aprobadas (en EEUU):

e Profilaxis y tratamiento cronico del asma bronquial en pacientes a partir de 12 afios.

Posologia:
Via oral.

600 mg cuatro veces al dia (2400 mg/dia)

Contraindicado en pacientes con alteraciones renales activas, aumento de los enzimas
hepaticos 3 veces superior al limite de normalidad e hipersensibilidad a zileuton o sus
excipientes. Se debe administrar con precaucion a pacientes que tengan antecedentes de

enfermedad hepatica, junto con la ingesta de alcohol o durante las crisis agudas de asma.

Zileuton ha mostrado eficacia como tratamiento de mantenimiento del asma, aunque ha de
ser administrado en cuatro tomas diarias y se debe monitorizar el perfil hepatico de los
pacientes. En un estudio de comparacion directo con teofilina, los resultados mostraron que
zileuton era igualmente efectivo en el tratamiento del asma persistente pero con un inicio de la

accion mas lento. No existen estudios controlados de comparacion con corticoides inhalados.
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Cuando se afiade zileuton al tratamiento con corticoides por via inhalatoria, se produce un
mayor control del asma y de los sintomas nasales en los pacientes que presentan asma

inducida por la aspirina (" y Mehammed, 2006)

Zileuton no se encuentra comercializado en Espaia.

1.3.3.- Seguridad de los antileucotrienos

Estos farmacos estan comercializados hace 10 afos, y actualmente se empiezan a conocer los

efectos a largo plazo en pacientes afectos de asma cronica.

Generalmente la tolerabilidad de estos farmacos es buena, siendo el efecto secundario mas
frecuentemente observado la cefalea, aunque su frecuencia de aparicion es comparable a la

que aparece en los pacientes que han tomado placebo (Israel et al., 1993; Spector et al., 1994; Reiss et al., 1996;

Kohrogi et al., 1997)

Se han retirado diversos antileucotrienos debido a su toxicidad hepatica. En el caso de

zileuton, se ha descrito un aumento de las transaminasas de 3 veces su valor basal en un 2-5%
. . ... . (Med Letter, 199

de los pacientes y en ocasiones puede producir ictericia ™4 1"~ 7 Todos estos efectos

desaparecieron al interrumpir la administracion del farmaco.

Los antagonistas de los receptores de los leucotrienos presentan un riesgo de teratogenia
durante el embarazo de categoria B y pueden ser utilizados en las pacientes asmaticas
embarazadas cuando el tratamiento sea claramente necesario para el control de su
enfermedad. En el caso de zileuton, al igual que los corticoides y los agonistas [3,, estad
catalogado en la categoria C, por lo que s6lo debe utilizarse cuando el beneficio obtenido
pueda justificar los riesgos potenciales que puede sufrir el feto.

El Grupo de Trabajo de los Antileucotrienos (“Antileukotriene Working Group™) Spector
290D "ha estado revisando y evaluando los resultados de los ensayos clinicos publicados y
también de resultados obtenidos en la practica clinica habitual en referencia a la utilizacion de
los antileucotrienos, para valorar de una forma real el perfil de tolerabilidad y seguridad de

estos farmacos. En la tabla I-6 se pueden observar los resultados de este trabajo de
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investigacion, donde consta el nimero de pacientes que han participado en los distintos
estudios asi como el porcentaje de acontecimientos adversos aparecidos que fuesen > al 2% y

mayor numéricamente al compararlo con placebo.

Tabla I-6: Acontecimientos adversos mas comunes de los antileucotrienos.

Farmaco Acontecimiento adverso Antileucotrienos Placebo
(% de pacientes) (%)
Cefalea 12,9 11,7
zafirlukast (n= 4058) Infeccion 3,5 3.4
vs placebo (n= 2032 Nauseas 3,1 2.0
Diarrea 2,8 2.1
Cefalea 18,4 18,1
Gripe 4,2 3,9
montelukast (n=1955) .
vs placebo (n=1180) Dolor abdominal 2,9 2,5
Tos 2,7 2,4
Dispepsia 2.1 1,1
Cefalea 24.6 24
Dispepsia 8,21 2,9
Dolor no especificado 7,8 5,3
zileuton (n=475) Nauseas 5,5 3,7
vs placebo (n=491) Dolor abdominal 46 2,4
Astenia 3,8 2,4
Lesién accidental 34 2
Mialgia 3,2 2,9

La revision exhaustiva realizada por este grupo de trabajo refiere que el porcentaje de
aparicion de Sindrome de Churg-Strauss en pacientes que reciben el tratamiento con
antileucotrienos es comparable al que aparece en la poblacion asmatica global, y que podria
ser, que el tratamiento con estos farmacos desenmascarase un proceso vasculitico de base ya

preexistente.

1.3.4.- Posicion en terapéutica

En EEUU, las directrices mas recientes para el tratamiento del asma bronquial fueron
publicadas en 2002 por el Programa Nacional de Educacion y Prevencion del Asma, Panel de
Expertos 2 junto con NIH (Instituto Nacional de Salud, Instituto de Corazén, Pulmén y

(NIH,

Sangre) 2992 "En dichas guias se recomienda, en el caso de los nifios menores de 5 afios, la

administracion de antileucotrienos como una alternativa en combinacion con los corticoides
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inhalados a dosis bajas o media en pacientes con asma moderada persistente asi como
tratamiento alternativo en monoterapia en nifios con asma leve persistente. En el caso de los
nifios mayores de 5 afios y los adultos afectos de asma moderada persistente, se recomienda la
utilizacion de antileucotrienos como tratamiento alternativo asociado a los corticoides
inhalados a dosis bajas o medias. En el caso de asma leve persistente, se pueden utilizar en
monoterapia como alternativa al tratamiento con corticoides inhalados a dosis bajas.

En Espaiia se publicé en el 2003 la Guia Espafiola para el Manejo del Asma “FM4 299 ¢yyo
contenido viene avalado por las distintas sociedades implicadas en el manejo del asma
bronquial, como son la Sociedad Espafnola de Médicos de Atencion Primaria (SEMERGEN),
la Sociedad de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR), el Grupo de Respiratorio de
Atencion Primaria (GRAP), la Sociedad de Neumologia Pediatrica (SENP) y la Associacid
Asmatologica Catalana (AAC). En las figuras I-5 e I-6 se puede observar graficamente la
posicidon de cada una de las opciones terapéuticas de mantenimiento recomendadas para cada
una de las formas clinicas de asma en nifios y adultos. En dicha guia, la recomendacion de
utilizacion de los antileucotrienos es coincidente con las recomendaciones de la guia

anteriormente citada del NIH.

Figura I-5: Opciones terapéuticas de tratamiento de mantenimiento en nifios, recomendadas
por la Guia Espafiola para el tratamiento del Asma (GEMA).

Tratamiento de mantenimiento
Nifo

Esteroides ARLT Teofilina lEsteroides

inh 2 vo

Persistente . eqTier afadir si control
a demanda 400-800 pgldia | g hOldid | afadir sicontrol f 75 150 g2 | insuficiente
Grave He <10 mg/dia

Persistente . S<50pg/dia | afadir si dosis ™M
Moderada a demanda 200-400 pgidia F<8 pg/dia esteroides inh

Episédica alternativa en
a demanda <200 pg/dia algunos casos a

Frecuente esteroides inh

Episodica
Ocasional

,-CD = agonista adrenérgico-p corta duracion (salbutamol 6 terbutalina)
LD = agonista adrenérgioo-{ larga duracion (S = saimeterol; F = fonoterol)
Esteroides inhalados: budesonida, beclometasona, fluticasona (a mitad de las dosis); ides orales: predni ipredi
6

a demanda

ARLT = de los de los.
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Figura I-6: Opciones terapéuticas de tratamiento de mantenimiento en adultos, recomendadas
por la Guia Espafiola para el tratamiento del Asma (GEMA).

Tratamiento de mantenimiento
Adulto

Esteroides Teofilina |Esteroides
inh) Yo vo Vo

anadir si control

Persistente $=50-100 pg/dia | afiadir si insufici
a0 =50~ pgldia | anadir si control insuficiente
& GEmENGE gltonoE =9-36 pg/dia insuficiente || 100-300 mg/12h ajustando a

Grave minima dosis
]

Persistente $=50-100 pgldia 120" si dosis T

a demanda 200-1.000 pg/dia 9. : esteroides inh
Moderada F=9:36 ugldia = ~-g40 ,g/dia)

Persistente / Ialternativa )
a demanda <500 pg/dia algunos casos a
Leve esteroides inh

Intermitente a demanda

-CD = agonista adrenérgico-f corta duracién ésalbutamol 6 terbulallna)
LD agonista adrenérgico- larga duracion (S = salmeterol; F = form J . ’ .
oldes |nhahdos budesonlda beclometasona fluticasona (a mllad de Ias DSIS) i orales:

En la mayoria de pacientes, los efectos terapéuticos de los antileucotrienos en el asma

(Sahn et al., 1997)

bronquial son como minimo comparables a los del cromoglicato , nedocromil

(Hofstra et al. 1997) ¢ dosis bajas de corticoides inhalados ™ ¢t 2l 1999 Dyiversos estudios han
demostrado que su empleo conjuntamente con los corticoides inhalados consigue una

reduccion de la dosis de corticoides utilizada (Tamaoki et al., 1997; Virchow et al., 1997; Malmstrom et al., 1999;

Lofdahl etal. 1999) "\ fontelukast ha mostrado ser eficaz para el tratamiento de la rinitis alérgica en
ninos desde los 6 meses de edad por lo que ha sido aprobada esta indicacion por la FDA en

Julio de 2005 (Patel et al., 2005).

No estan indicados para el tratamiento de las exacerbaciones agudas del asma y deben ser
siempre prescritos en combinacioén con agonistas B, inhalados de accion corta. En caso de que
se produzca un deterioro clinico del paciente, se deberan afiadir, si es necesario, corticoides

inhalados o sistémicos al tratamiento.

Son la primera generacion de fArmacos con accion especifica sobre la diana terapéutica, pero
lo importante en el futuro serd conseguir determinar, a priori, los pacientes respondedores a

los mismos.

39 de 279



Introduccion

Su utilizacion deberia ser considerada en las siguientes circunstancias:

e Pacientes afectos de asma leve o moderada en los que los corticoides no sean de primera
eleccion.
e Terapia preventiva en pacientes afectos de asma inducida por alergenos, ejercicio o AAS.

e Terapia adicional en pacientes mal controlados con corticoides inhalados.

El médico debe esperar una mejoria en el 50% de los pacientes. Si no se produce mejoria
clinica en 14 dias, se debe interrumpir el tratamiento, ya que probablemente se trata de un

paciente no respondedor.

1.3.5.- Futuro del desarrollo de nuevos antileucotrienos

e Nuevos antileucotrienos en desarrollo para el asma bronquial

El ABT-761 (Abbot) es un inhibidor de la 5-LOX que presenta una potencia 150 veces
superior a la de zileuton. A pesar de llegar a la fase III de desarrollo para la indicacion de

(Reid, 2001)

asma bronquial , en la actualidad todavia ho ha sido aprobado por las agencias

reguladoras.

e Antileucotrienos en patologias distintas al asma

Debido al conocimiento cada vez mayor del origen, produccion, metabolismo e implicaciones
fisiopatologicas de los leucotrienos, asi como su participacion en diversas patologias, es de
prever que se procedan a realizar estudios con los compuestos actualmente comercializados o
se inicie la biisqueda de nuevos compuestos activos en esta via metabdlica para ser utilizados
en la prevencion y tratamiento de ciertos canceres, tratamiento de la dermatitis atopica y otras
patologias que presentan prurito asociado asi como para la enfermedad inflamatoria intestinal

y la psoriasis, entre otras.

Actualmente se encuentran en fases iniciales de desarrollo inhibidores duales que interfieren
simultaneamente en diversas vias de la inflamacion. El derivado natural de la Isatis tinctoria,

tripantrina (ZE550), ha mostrado capacidad de inhibir la COX2 y la produccion de LTB4 con
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una potencia similar a la de zileuton en diversas lineas celulares (°* ¢ * 22 Otro inhibidor
dual de la COX1 y de la 5-LOX es la denominada hiperforina, derivado natural del

Hypericum perforatum. Esta substancia se ha utilizado en medicina natural para el tratamiento

., : : : h t al., 1999;
de la depresion leve. Por otra parte, ha mostrado propiedades antibacterianas (Shempp et al- 1999:

Ficbisch et al., 1999; Albert et al.. 2002) i hibicion de la proliferacion de células mononucleares y células

(Schempp et al., 2000; Albert et al.,

, . ., . 2002
tumorales asi como induccion de apoposis ). Es un extracto

quimicamente inestable y que en ocasiones desencadena fotosensibilidad y presenta
interacciones farmacologicas con otras substancias, por lo que, a pesar de haber iniciado su
desarrollo con intencion de mostrar eficacia para el tratamiento de enfermedades cutdneas

alérgicas o inflamatorias, dificilmente pasara a fases subsiguientes.

El LDP-392 es un antagonista dual del factor activador de las plaquetas (PAF) con una
potencia similar al MK280 (antagonista del PAF) y de la 5-lipoxigenasa con una potencia
17,9 veces la de zileuton. Sus caracteristicas farmacologicas se han probado ex vivo
mostrando inhibicién de la produccioén de LTBy4 e “in vivo” disminuyendo el edema inducido
en la oreja de raton y también el eritema provocado por la aplicacion de luz UV en el cobaya.

Se inicio el desarrollo clinico para el tratamiento de la psoriasis y la dermatitis atopica (Quian et

al- 200D " hero todavia no ha concluido. Otro inhibidor dual, en este caso de la 5-lipoxigenasa (5
veces mas potente que zileuton) y de la TXA, sintetasa es el E3040. Ha mostrado inhibir la
produccion de LTB4 y tromboxano B, en células peritoneales de rata y en células sanguineas

humanas (Oketani et al., 2001)

y su desarrollo se ha iniciado con idea de obtener un nuevo principio
activo para el tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal. Por el momento no se ha
iniciado la fase clinica. Por ultimo, se han iniciado estudios preclinicos “in vivo™ con el SC-
57461 A, el primer inhibidor selectivo de la leucotrieno A4 hidrolasa. Ha mostrado ser eficaz
tanto oral como topicamente en la reduccion del edema de la oreja de ratdon inducida por acido

.1 . (Kachuretal., 2002
araquidénico (*achuretal- 2002)

A pesar de que ninguna de estas substancias haya terminado el desarrollo clinico, las vias
metabolicas derivadas de la activacién del acido araquidonico es un campo terapéutico
altamente interesante, en el que se requiere el desarrollo de nuevos compuestos con actividad
sobre ellas, particularmente sobre la lipoxigenasa y sus compuestos biologicos activos. En
todo caso, el descubrimiento de las implicaciones de estas substancias bioldgicas en la
sefializacion de los procesos de proliferacion y de apoptosis celular amplian
considerablemente el campo de posible actuacion de los antileucotrienos y renuevan el interés

en su desarrollo como medicamentos.
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2.- DESARROLLO CLINICO DE NUEVOS FARMACOS

El desarrollo clinico de los farmacos se inicia tras finalizar la fase preclinica, en que el
principio activo ha debido demostrar datos de eficacia farmacoldgica en estudios “in vitro”,
ex vivo, y/o, “in vivo”, asi como datos de ausencia de toxicidad en estudios de toxicidad aguda

y cronica en, al menos, dos especies animales distintas.

Tras esta fase, el laboratorio promotor tiene la obligacion de preparar un amplio informe con
todos los datos preclinicos disponibles y el plan de desarrollo clinico de un producto, que se
debe presentar a la Agencia Espafiola del Medicamento junto con el protocolo del primer
ensayo clinico para que dé su aprobacion para empezar los estudios en seres humanos. En

Espafia esta calificacion es conocida como PEI, producto en fase de investigacion clinica
(RD223/04)

La Ley 29/2006 de Garantia y Uso Racional del Medicamento™**"*® utiliza la siguiente
definicion de ensayo clinico: a los efectos de esta Ley, se entiende por ensayo clinico toda
investigacion efectuada en seres humanos, con el fin de determinar o confirmar los efectos
clinicos, farmacoldgicos y/o demas efectos farmacodinamicos, y/o de detectar las reacciones
adversas, y/o de estudiar la absorcion , distribucidon , metabolismo y eliminacion de uno o

varios medicamentos en investigacion con el fin de determinar su seguridad y/o su eficacia.

El desarrollo clinico se inicia con el primer estudio en humanos y esta constituido por 4 fases
sucesivas distintas que presentan cada una sus caracteristicas y objetivos particulares y que se

exponen a continuacion.

2.1.- Ensayos clinicos de fase I

La fase I, que algunos autores han sugerido que se denomine “farmacologia humana” es una
prolongacién natural de la investigacion preclinica y constituye un puente de union entre la
investigacion basica en animales y la investigacion terapéutica que se inicia con al fase II. El
objetivo principal de esta fase consiste en establecer la eventual dosis maxima tolerada y el
perfil de seguridad clinicobiolégico del compuesto en investigacion. También se investiga en
esta fase clinica el comportamiento farmacocinético del mismo y se intentan valorar los

efectos farmacolégicos en el hombre (figura 1-7).
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Figura I-7: Ilustracion grafica de los distintos componentes de los estudios de fase 1.

FARMACOCINETICA FARMACODINAMIA
- Absorcion (Biodisponibilidad) ESTUDIOS PRECLINICOS - Efectos indeseables
- Distribucién - Efectos farmacolégicos
- Metabolismo (Modelos adecuados y no
(Biotransformacion) invasivos)
- Excrecion

TOLERABILIDAD Y SEGURIDAD
FARMACOLOGICA
12 Dosis en el hombre
Dosis maxima tolerada

> ENSAYOS TERAPEUTICOS

En general en los ensayos de fase I, los principios activos se administran a voluntarios sanos,
a excepcion de determinados compuestos altamente toéxicos como los inmunosupresores o
antineoplasicos, que se administran directamente a pacientes. Sin embargo, el desarrollo de un
farmaco no siempre sigue la secuencia clasica establecida entre las fases I, II y III. Asi por
ejemplo, la evaluacion de bioequivalencia entre diferentes formulaciones de un farmaco ya
comercializado (fase IV) se realiza de hecho en voluntarios sanos (fase I). Igualmente sucede

cuando se realizan estudios farmacodinamicos y/o de interaccion con farmacos ya registrados.

El niimero de sujetos por estudio suele ser bastante pequefio, entre 8 y 36, y en toda la fase I
suelen participar un total de 30 a 100 voluntarios sanos. En cuanto al disefio, los estudios de
fase I pueden ser controlados o no controlados, aleatorizados o no aleatorizados, abiertos,
simple ciego o doble ciego. La duracion total de la fase I suele ser de 9 a 18 meses. Cada
ensayo de fase I se suele realizar en un solo centro, ya que el numero de sujetos es pequefio y

asi se reduce la variabilidad (Bakke etal.1994)

Si bien el concepto de voluntario es facil de entender desde el punto de vista ético, ya que el
libre consentimiento informado es un requerimiento imprescindible previo a su participacion
en el estudio, no es tan simple definir el concepto de voluntario sano bajo criterios médicos.

Segtin el Royal Collage of Physiciang ®oyal Coll Phys.1986)

, un voluntario sano es un sujeto que,
seglin la informacién disponible, no padece ninguna enfermedad significativa con relevancia

para el estudio propuesto, cuyas proporciones corporales y peso estdn dentro de los limites
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normales, y que tiene un estado mental que le perminte comprender y otorgar su
consentimiento valido para el estudio. Otros autores afiaden que es un sujeto que no va a

obtener ning(in beneficio terapéutico de su participacién en el ensayo clinico B9,

Los principales motivos por los que los estudios de fase I se realizan en voluntarios sanos son

los siguientes (Bakke et al., 1994b):

- Los datos preclinicos no suelen ser buenos indicadores de un efecto terapéutico en
pacientes.

- Es dificil justificar una monitorizacion intensiva y a veces molesta en pacientes.

- Los sujetos sanos tienen mayor autonomia para expresar su consentimiento
libremente.

- Las enfermedades pueden producir alteraciones farmacocinéticas imprevisibles.

- En pacientes, los efectos de los farmacos se pueden confundir con sintomas de la
enfermedad

- Finalmente, el objetivo de estos estudios es disponer de suficiente informacion

sobre seguridad y posologia antes de administrar el farmaco a pacientes

necesitados de tratamiento.

Los motivos por los que los sujetos sanos participan en los ensayos clinicos es la
compensacion econdémica, aunque existen otros como el interés cientifico, la curiosidad, la
busqueda de nuevas experiencias, el altruismo o para ayudar al equipo investigador. Los
sujetos que participan en ensayos clinos en fase I suelen tener ciertas caracteristicas de
personalidad, suelen ser extrovertidos, optimistas, con mas autoconfianza, desinhibidos,

susceptibles al aburrimiento, y les gusta el riesgo y las nuevas sensaciones Fieters et al- 1992 Faré et

al., 1995)

En la actualidad los requisitos técnico-sanitarios de las unidades donde se llevan a cabo
ensayos clinicos con medicamentos sin finalidad terapéutica para los sujetos que participan en
ellos estd legislado en Catalufia desde la Direccid General de Recursos Sanitaris de la

Generalitat (tp//gencat.es)

y se especifica el tipo de personal con el que se debe contar, el tipo de
instalaciones necesarias, la sistematica de trabajo, que implica la utilizacion de
procedimientos normalizados de trabajo (PNTs) y el equipo y aparataje requerido. Por otra
parte también incluye especificaciones en relacion a la gestion de los datos obtenidos en los

ensayos.
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2.1.1. Riesgo de los ensayos de fase I

Para que los estudios de fase I se puedan realizar en voluntarios sanos el riesgo debe ser
minimo Y €O Phys-1989) g cuanto a la magnitud del riesgo, se ha calculado que el riesgo de
complicacién menor es de 1 a 100 por mil, y el riesgo de complicacion grave de 0,01 a 1 por

(Bakke et al. 1994%) " pero debemos considerar que puede existir otro riesgo desconocido,

mil
especialmente cuando se trata de la primera vez que se administra un farmaco a seres

humanos.

Al revisar los acontecimientos adversos (AA) que se han descrito en la literatura en ensayos
clinicos de fase I, podemos concluir que el riesgo para los sujetos es muy bajo. En un analisis
de 524 ensayos realizados de 1985 a 1995 en 1015 voluntarios se encontrd una incidencia de
AA de 12,8% (13,7% entre los sujetos que recibieron farmaco y 7,9% en los que recibieron

ibille et al, 1998 oo .
(Sibille et al. 199%) 'No hubo ningun caso de muerte, y unicamente el 3% de los AA

placebo
notificados fueron de intensidad severa. En un estudio realizado en el Centro donde se ha
desarrollado el presente proyecto (CIM-Sant Pau) en el que se analizaron 15 ensayos clinicos
de fase I, se pudo observar que los acontecimientos adversos son mas frecuentes en estudios

de dosis repetida, en mujeres y en voluntarios que han participado més de una vez “Amenioa ¢t

al., 2000)

2.1.2.- Estudios de seguridad y tolerabilidad

Estos estudios constituyen sin duda la primera etapa en la investigacion de un farmaco en el
hombre. A partir de la informacién preclinica se deben determinar la primera dosis a
administrar, sus incrementos subsiguientes y la frecuencia de administracion (VY Vaidya. 1981)
Aunque se han sugerido numerosos métodos para tomar estas decisiones, todos ellos tienen en
comun el objetivo de garantizar la maxima seguridad a los participantes en el estudio. Es
importante destacar que la dosis maxima que se evaluard, si no parecen efectos sobre ninguno

de los pardmetros estudiados, debe ser determinada a priori.

En estos estudios se suelen evaluar los cambios inducidos por las dosis administradas en los
signos vitales, con la ayuda de cuestionarios, sobre sintomas (subjetivos), y sobre variables de
laboratorio que incluyen pruebas habituales hematoldgicas y bioquimicas en sangre y en

orina.
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Si bien existe una amplia variabilidad en los disefios que se utilizan en estos estudios, es una
practica habitual que las primeras evaluaciones sean abiertas, reservandose los disefios a
simple y doble ciego para ensayos posteriores con finalidad confirmatoria de los hallazgos
obtenidos en las fases mas tempranas. Sin embargo, mientras no exista un claro consenso
sobre la forma de tomar decisiones, solo la experiencia de los investigadores puede valorar, en

su verdadero alcance, los resultados obtenidos.

2.1.3.- Estudios farmacocinéticos

El objetivo de estos estudios se centra en obtener informacion sobre los procesos de
absorcion, distribucion, metabolizacion y excrecion de farmacos. La exigencia de disponer de
un método analitico (cromatografia liquido-liquido, de gases, técnicas inmunologicas,
espectrometria de masas, e incluso utilizaciéon de sustancias con maracador radioactivo) que
sea suficientemente sensible, preciso, exacto y reproducible es condicion obligada para

determinar los niveles del fArmaco y/o sus metabolitos en liquidos biologicos (oo™ ¢ta!-1990),

Los estudios farmacocinéticos se realizan en general en condiciones abiertas, a no ser que
interese evaluar paralelamente la tolerabilidad de una nueva forma de dosificacion frente a
una ya conocida. En estos casos se debe utilizar la técnica de doble ciego e incluso de doble
enmascaramiento. Los tiempos de muestreo se decidirdn segin la informacioén obtenida a
partir de datos previos existentes sobre el perfil cinético del farmaco. Si estos no existen, se
debera realizar un estudio piloto para decidir los tiempos de recogida de muestras de sangre
y/u orina. Para cada exponencial que se requiera para caracterizar adecuadamente la curva de
los niveles plasmaticos del farmaco en estudio, se precisara disponer por lo menos de 3 puntos
experimentales. Asimismo, se debera efectuar un seguimiento de los niveles plasmaticos del

farmaco hasta transcurridas como minimo tres semividas biologicas Toe™ €2k 1990,

Por ultimo, se deberd disponer de programas informaticos que permitan ajustar los datos
experimentales a modelos compartimentales usando para ello técnicas de regresion lineal y no
lineal y que también permitan el calculo amodelistico de los parametros cinéticos o™ 2!
1988: Obach. 1989) A ctualmente la tendencia es la de utilizar programas informaticos que permitan
integrar el tratamiento simultaneo de los parametros cinéticos y dinamicos y de esta forma

permitan describir el modelo cinético-dinamico al que mejor se ajustan los datos obtenidos
(Colburn, 1986)
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2.1.3.1.- Tipos de estudios farmacocinéticos en fase I

Estudios farmacocinéticos tras administracion de dosis unicas

Caracterizacion de parametros cinéticos por via oral, intramuscular, endovenosa,
rectal y topica.

Estudios de linealidad cinética

Calculo de la biodisponibilidad absoluta y relativa

Estudios de bioequivalencia

Obtencion de perfiles de liberacion “in vivo” de las formulaciones retardadas

Estudios farmacocinéticos tras la administracion de dosis repetidas

Caracterizacion de parametros representativos de las concentraciones en estado de
equilibrio estacionario “steady state".

Bioequivalencia (datos obtenidos a partir de concentraciones plasmaticas de un
intervalo en equilibrio estacionario).

Linealidad cinética (administracion de régimenes posologicos diferentes)

Estudios de prediccion de niveles en equilibrio estable a partir de los datos obtenidos

tras una dosis unica.

Estudios de interacciones farmacocinéticas

2.14.-

Coadministracion de dos farmacos a dosis Unicas o repetidas.
Pretratamiento continuado y administracion aguda de otro farmaco.
Interacciéon con otros factores: ayuno/comida, edad (adultos, jovenes, ancianos),

tabaco, alcohol.

Estudios farmacodinamicos: evaluacion del efecto farmacoldgico

La evaluacion de los efectos que los farmacos inducen en el hombre es, sin duda, el campo

mas atractivo y desafiante de los estudios en fase I. Sin embargo, no hay que olvidar que la
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eficacia clinica, propiamente dicha, de cualquier sustancia so6lo se puede establecer en los
grupos en que su accion es potencialmente necesaria, es decir, en los pacientes afectos de la

patologia correspondiente (B2kke et al- 19940)

En la practica clinica habitual son muchos los factores que influyen en la eficacia de la

terapéutica farmacoldgica. Se podrian resumir en los siguientes puntos:

a. Féarmaco: composicion y forma de prescripcion (via, dosis, intervalo de
dosificacion)

b. Efecto placebo: depende de la patologia, del farmaco y de factores externos.

c. Interacciones farmacologicas positivas o negativas por la coadministracion de
farmacos.

d. Factores ambientales

e. Factores impredecibles

f. Evolucion espontdnea de la enfermedad

En los estudios farmacodinamicos que se realizan en individuos sanos en las unidades de fase
I se intenta determinar el efecto farmacologico que posee el farmaco en estudio para intentar

: . : Torrent et ., 1990
determinar el efecto que poseera en los pacientes (7o ¢t 1990)

Pueden acontecer diversas situaciones:

- No se observan efectos ni en los sujetos sanos ni en los pacientes: se puede deber a
que el farmaco sea inactivo, o bien que la via de administracion elegida no es la
adecuada por lo que el farmaco no alcanza la biofase, la dosis puede ser insuficiente o

bien que la variable evaluada sea irrelevante.

- No se observa ningun signo de actividad en los sujetos sanos: es una situacion
frecuente y se debe a que el farmaco s6lo actua sobre un sistema alterado. Para
obviar esta situacion se disefian modelos farmacoldgicos para imitar la patologia
observada en la poblaciéon de pacientes. En algunos casos no implica grandes
dificultades, pero en otros, como en los casos de los antiepilépticos o antidepresivos

es muy dificil e incluso imposible el establecimiento de un modelo en humanos sanos.
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- El farmaco es activo tanto en sistemas normales como alterados: en este caso son
factibles las predicciones directas a partir de sujetos sanos. Este es el caso de los
farmacos que actiian en una cascada bioquimica (IECAs) o bien en rutas metabdlicas

con retroalimentacion (inhibidores de la HMG-Co A reductasa).

- El farmaco es activo sobre una determinada variable en sujetos sanos, pero es inactivo
sobre esa misma variable en los pacientes: esto sugiere que el farmaco solo es activo
en un sistema reactivo. Se considerarian sistemas "no reactivos" los tejidos
esclerosados o bien los déficits enzimaticos. Esta situacion puede conllevar la
prediccion incorrecta de los efectos y/o una incorrecta estimacion de la variabilidad

en la relacion dosis-efecto en los pacientes.

- En el caso de que la variable a estudiar pretenda evaluar el efecto preventivo de un
farmaco sobre una determinada funcion biologica (por ejemplo antiagregantes
plaquetarios) el valor predictivo a partir de los voluntarios sanos suele ser muy

limitado.

Los componentes que se integran en la respuesta a un farmaco son la dosis, la concentracion
plasmatica, la biofase, la interaccion con el receptor, la respuesta y los mecanismos

homeostaticos.

Como ya hemos visto anteriormente, la farmacodinamia va a permitir relacionar las
concentraciones plasmaticas del farmaco con la respuesta. Es importante para explicar la
variabilidad intra e interindividual. Es esencial definir la entidad quimica activa, ya sea el
compuesto originario, un metabolito activo o un determinado isémero y también conocer la
fraccion libre del farmaco, es decir, no unida a proteinas. En los procesos farmacodindmicos a
su vez influye el estado de los receptores, que no es estatico sino que puede haber variaciones
homeostaticas mediante fenomenos de desensibilizacion y supersensibilidad. Por otra parte,
pueden ocurrir los denominados acontecimientos post-receptor, que implican cambios en
determinadas funciones fisioldgicas que pueden dar lugar a retrasos temporales en la
respuesta. Finalmente, las propias respuestas generadas pueden retroalimentar todo el proceso,

pudiendo producir variaciones en la disponibilidad del farmaco en el lugar de accion.
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Debido a todo lo expuesto, se comprende que la medicion del efecto y su interpretacion es
compleja y variable por lo que deben existir unos requerimientos basicos en relacion a las

variables a evaluar, la metodologia a seguir y el andlisis a aplicar.

Idealmente, las variables deben ser “no invasivas” para ser €ticamente aceptables, sensibles a
cambios de dosis y concentraciones cuando se consideran respuestas graduales, reproducibles
intrasujeto e interinvestigadores, selectivas en relacion a la funcion evaluada, especificas en
relacion al mecanismo de accion del farmaco, robustas en términos de facilidad en la
ejecucion y susceptibilidad a influencias externas. Las variables deben estar validadas en

relacion al fenomeno clinico objeto de interés.

El diseno experimental de los estudios farmacodinamicos es complejo e incluye todo lo
siguiente: un periodo de entrenamiento previo, tanto para el voluntario como para el
investigador. Se deben realizar mediciones de las variables objeto de estudio, pre y
postratamiento. Debe existir control con placebo y con un estandar positivo (medicacion de
referencia) y evaluarse diferentes dosis del farmaco experimental. El disefo, en la medida de
lo posible, debe ser cruzado y doble ciego, teniendo en cuenta el tiempo necesario que debe

transcurrir entre la administracion de los distintos tratamientos (periodo de blanqueo).

Debe hacerse especial énfasis en el sexo, edad y peso de los sujetos asi como en la
determinacion de ciertas caracteristicas que variaran en funcion del tipo de estudio particular,
como criterios de inclusion adicionales. Se debe realizar un control estricto de determinadas
condiciones que pueden influir sobre la variable que se evalia, como son las horas de suefo,
la ingesta de comida y bebida, el momento del dia y de la semana, la situaciéon ambiental, el
orden en que se llevan a cabo las evaluaciones e incluso la propia actitud del investigador. No
hay que olvidar que generalmente los participantes serdn voluntarios sanos que percibiran

remuneracion econdmica (Bakke etal, 19945)

El céalculo del tamafio de la muestra en este tipo de estudios no se realiza de forma reglada,
sino que se efectia mas basado en datos obtenidos de la experiencia previa. Debido a que se
estudian de forma simultdnea un gran nimero de pardmetros y que se desconoce en ocasiones
cudl de ellos es mas relevante, no se pueden utilizar las estrategias de inferencia estadistica
habitual para interpretar los resultados. Por ello se ha desarrollado la aproximacion

denominada "andlisis estadistico descriptivo" (AED), en que se obtiene un valor de p para
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cada una de las comparaciones estadisticas individuales. Cada uno de estos valores de p
indicard la probabilidad de obtener una discrepancia igual o mayor a la observada en la
muestra cuando H, es cierta. Se crea de esta forma un cierto patréon de valores en el que
aquellas p menores serdn indicativas de areas donde las diferencias observadas,
potencialmente podran ser consideradas consecuencia real del efecto farmacolégico. En
ningln caso, sin embargo, pueden ser interpretadas como criterio de decision para rechazar
una hipdtesis nula individual. De todas formas, adicionalmente, en la interpretacion de los
resultados del AED se debe tener en cuenta la relevancia biologica de los efectos observados

y la secuencia temporal en la valoracion de la respuesta.

En definitiva, los estudios farmacodindmicos en voluntarios sanos tienen como objetivo, por
una parte, la predictibilidad de los efectos deseados y/o no deseados de los farmacos, estudio
de potencia entre distintas dosis (relaciones dosis-respuesta), comparar distintas
formulaciones (estudios de bioequivalencia) o comparar efectos entre firmacos de un mismo
grupo terapéutico (relacion de dosis clinicamente equivalentes). Mediante los estudios de fase
I también es posible evaluar el curso temporal de los efectos de los farmacos, efectuar
estimaciones del intervalo de dosificacion y determinar si el efecto es debido al farmaco en
estudio o bien a un metabolito activo. Otro objetivo de estudio de maximo interés en las
investigaciones farmacodindmicas en fase I es la evaluacion de interacciones, entre fAirmacos,

. . . . T t et al., 1990
con comida u otras circunstancias varias (Torentetal. 1990)

Como conclusion podriamos decir que los estudios en fase I, pueden generar resultados que
proporcionen informacion relevante sobre efectos farmacodindmicos de un nuevo compuesto
que sea de interés terapéutico. Estos estudios iniciales en voluntarios sanos, como se vera
mas adelante durante el desarrollo de este trabajo, pueden ser de gran ayuda en la toma de
decisiones sobre las fases siguientes del desarrollo clinico de un farmaco, cuando se
planifican los estudios en pacientes. Sin embargo, las limitaciones de las investigaciones
farmacodinamicas no deben olvidarse, ya que la eficacia terapéutica de un farmaco sélo puede
establecerse de forma incontrovertida alli donde se requiere, esto es, en pacientes. En
cualquier caso, su correcta evaluacion permitird que los estudios sucesivos se lleven a cabo de

. : . 4y: . (Torrentetal., 1990
forma mas segura y eficiente, y por tanto mas ética (Toren et @k 1990)
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2.1.4.1.- Métodos farmacodinamicos disponibles en fase I

Métodos que evaluan cambios directos inducidos por la administracion de un farmaco

sobre un determinado organo o sistema:

Modelos fisiologicos (sin agente de provocacion)

- Registros continuos de la presion arterial y frecuencia cardiaca

- Registros continuos de ECG (Holter 24 h)

- Evaluacion de parametros cardiovasculares: Pletismografia digital, doppler,
ecocardiografia, andlisis computorizado de intervalos sistolicos, ECG automatizado y
ortostatismo (mesa basculante).

- Cuantificacién de la secrecion acida gastrica

- Registro de la motilidad gastrointestinal

- Estudio de la agregacion plaquetar

Meétodos que evaluan cambios inducidos por el farmaco sobre un determinado oérgano o

sistema que previamente ha sido modificado (modelo farmacodinamico)

. . . . . , . (Bakke et al., 1994
Modelos inducidos con provocacién farmacolégica o estimulo nocivo ®**** “

Variable Provocacion
- Pépula cutanea Inyeccion intradérmica de histamina
- Eritema cuaneo Histamina, serotonina, irradiacién ultravioleta
- Dolor Electricidad, frio, presion mecéanica
- Secrecion gartica de HCL Pentagastrina
- Broncoespasmo Histamina, metacolina
- Ansiedad Estrés
- Actividad simpatica Esfuerzo fisico, estrés psiquico
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2.2.- Ensayos clinicos de fase 11

Esta fase del desarrollo de un fArmaco consiste en pequefios ensayos en sujetos que padecen la
enfermedad a tratar (generalmente ensayos de 24 a 300 pacientes). Los objetivos de los
estudios de fase II es comprobar el hipotético efecto terapéutico, identificar la poblacion de
pacientes a los que ira dirigido el tratamiento y en los que parece poseer efecto terapéutico y

. , . . ., . .. Bakke et al.
determinar un régimen de dosificaciéon para estudios subsiguientes a gran escala Bee e 2l

1994a)

Su objetivo es demostrar la eficacia del nuevo farmaco, delimitar un intervalo de dosis
terapéuticas y la variabilidad individual dentro de ese intervalo, verificar la seguridad de
dichas dosis y valorar la relacion eficacia-efectos adversos. Para ello se utilizan los ensayos de
busqueda de dosis que pueden ser de dosis escalonada o titulacién de dosis en que todos los
pacientes empiezan con una dosis baja supuestamente eficaz y segun la respuesta observada
se aumenta la dosis hasta alcanzar la eficacia 6ptima o hasta que aparezcan efectos adversos.
La otra modalidad es disefiar ensayos a dosis fijas, en que se administran distintas dosis a los

pacientes que se mantienen constantes a lo largo del tiempo.

El paciente tiene siempre el derecho a retirarse del ensayo en cualquier momento. Se evitaran
factores de confusion y se extremaran las precauciones, incluyendo a pacientes con una
enfermedad bien definida y excluyendo a nifios, embarazadas y ancianos. De forma
excepcional pueden realizarse ensayos en fase II en estos grupos cuando el farmaco vaya a

utilizarse prioritariamente en ellos.

Los ensayos de fase II se realizan en un nimero pequefio de pacientes (100-400), con estricta
supervision médica y del cumplimiento terapéutico, y suelen ser de corta duracion usandose
variables intermedias o subrogadas para obtener unos resultados mas rapidos. Suele tratarse
de ensayos clinicos aleatorizados, doble-ciego, controlados con placebo y con criterios de
inclusion muy restrictivos para tener una muestra muy homogénea que nos permita
comprobar la eficacia con un pequefio numero de pacientes. Esta fase del desarrollo clinico

suele durar de 1 a 3 afios.
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2.3.- Ensayos clinicos de fase 111

Los estudios de fase III son ensayos clinicos destinados a evaluar la seguridad y eficacia del
tratamiento experimental a corto y largo plazo, intentando reproducir las condiciones de uso
habituales y considerando las alternativas terapeuticas disponibles en la indicacion estudiada.
Se realiza en una muestra de pacientes mas amplia que en la anterior y representativa de la
poblacion general a la que iria destinado el medicamento. Ademas, se compara el nuevo
farmaco con otros tratamientos en uso y se analizan otros datos, como numero de tomas al
dia, preferencia del paciente y necesidad de controles clinicos o analiticos. Cuando la
enfermedad es poco frecuente, suelen realizarse estudios multicéntricos que permiten reunir

un nimero suficiente de casos en poco tiempo.

Los estudios de fase Illa son los que se llevan a cabo una vez determinada la eficacia
terapéutica, tras el envio a las autoridades reguladoras de la solicitud de aplicacién del nuevo
compuesto (New Drug Application (NDA)). Son estudios controlados, aleatorizados y
enmascarados en gran nimero de pacientes con criterios de inclusion y de exclusion laxos
(estudios de efectividad o pragmaticos) y constituyen la evidencia de efectividad terapéutica
que las autoridades reguladoras exigen para la tramitacion del expediente del nuevo
compuesto. Por eso, con frecuencia son considerados como ensayos fundamentales (“pivotal
trials”). Una vez aceptada la tramitacion y antes de la aprobacién y comercializacion del

: . Bakke et al., 1994
nuevo compuesto, se realizan los llamados estudios de fase I1Tb (Bakke etal- 1994)

Asi pues, los ensayos clinicos de fase III son un eslabon fundamental en el desarrollo de la
investigacion de un fAirmaco. Es importante que las condiciones en que se realiza el ensayo se
aproximen lo mas posible a la situalcion real en que luego va a ser utilizado el farmaco y que
la muestra elelgida permita hacer una extrapolacion amplia de los resultados que se obtengan.

Los factores de error que pueden influir sobre los resultados en el fase III son muy numerosos.
La mejor forma de paliarlos es recurrir a la realizacion de ensayos controlados, aleatorizados

y ciegos.

La realizacion del ensayo en fase III exige: una dura justificacion de la hipotesis de trabajo;

una motivacidon suficiente; un protocolo financiero bien definido; una dotacion técnica

adecuada y el cumplimiento de los requisitos legales vigentes en Espaiia ®P22¥%%,
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2.4.- Ensayos clinicos de fase IV

Los estudios que se realizan con posterioridad a la comercializacion del farmaco son los de
fase IV. En las fases anteriores las poblaciones a estudio son restringidas y la exposicion del
paciente al farmaco es limitada. Por tanto, es importante continuar con estudios que amplien
el conocimiento sobre: 1) la eficacia del farmaco durante un uso prolongado, pues el curso
natural de la enfermedad puede modificarse a lo largo de meses o afios; 2) las reacciones
adversas que ocurren menos frecuentemente o con el uso del tratamiento a largo plazo; 3) la
informacion sobre datos comparativos a largo plazo; 4) las causas por las que algunos
pacientes no responden al tratamiento; 5) la sobredosificacion, mala utilizacion y abuso de
farmacos; 6) las interacciones medicamentosas; y por Ultimo 7) la accion en poblaciones
especiales (ancianos, nifios, gestantes). En la fase [V se mezclan con frecuencia los objetivos
técnicos y los comerciales y a veces es dificil trazar la linea de separacion entre ambos.

Actualmente se encuentran regulados por la Circular 15/2002 (15/2002)
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3.- INVESTIGACION “IN NUMERO’”: APROXIMACION
POBLACIONAL

Durante mucho tiempo, las areas farmacolédgicas de la farmacocinética y la farmacodinamia
fueron consideradas como disciplinas separadas. La farmacocinética se limitaba a la
descripcion del curso temporal de las concentraciones plasmaticas en los distintos fluidos
corporales y la farmacodinamia a la caracterizacion del la intensidad del efecto. Sin embargo,
al considerarse por separado, la informacion proporcionada por ambas disciplinas es limitada.
El modelado farmacocinético/farmacodinamico (PK/PD) constituye el puente entre esas dos
disciplinas clasicas de la farmacologia. Relaciona el cambio temporal de las concentraciones
plasmaticas evaluado farmacocinéticamente, con la relacion, en la mayoria de los casos
estatica, entre la concentracion en el lugar del efecto y la intensidad de la respuesta observada,
establecida mediante la farmacodinamia. Asi, los modelos resultantes, los denominados
modelos PK/PD permiten la descripcion completa del curso temporal de los efectos, deseados

o no deseados, como respuesta a un régimen de dosificacion Perendort et al.1999)

3.1.- Estudios “in numero”

El modelado PK/PD pasa a ser considerado un “estudio in numero” en
oposicién/complemento a los tradicionales “estudios in vivo” (experimentales) (A2 et al- 200D,
Un estudio “in niimero” es una investigacion particular llevada a cabo utilizando técnicas
matematicas, estadisticas y numéricas en un entorno informatico. Su objetivo es responder a
una pregunta especifica pertinente en relacion con el farmaco en cuestion, con la intencion de,
por ejemplo, justificar la seleccion de un régimen terapéutico de dosificacion, proporcionar
argumentos para la toma de decisiones en el proceso de desarrollo o justificar la demanda de
cierto etiquetaje del compuesto. Se puede llevar a cabo en la poblacion general de pacientes,
en poblaciones especiales o en sujetos sanos. Puede plantearse de forma prospectiva como
parte del plan estratégico de desarrollo clinico o iniciarse como reaccion a resultados
inesperados procedentes de uno o varios ensayos clinicos. A priori, un estudio “in numero” no
requiere un nuevo ensayo clinico sino que se basa en (incluso de forma mas precisa, consiste
en) el modelado matematico y andlisis estadistico de datos ya existentes, seleccionados en

funcion de los objetivos planteados. En general, el analisis sera combinado e implicara la
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reunion de datos procedentes de diferentes estudios. Un protocolo del estudio “in numero”
debe consensuarse antes de iniciar el analisis para explicitar los objetivos, las etapas a llevar a
cabo en el modelado incluyendo los criterios de seleccion de los datos y los resultados
esperados, y las etapas a efectuar en los procesos de validacion y simulacidn, en caso de que

se consideren necesarios.

En la tabla siguiente se exponen las caracteristicas fundamentales de ambos tipos de estudios.

Tabla I-7: Estudios “in vivo” frente a estudios “in numero”: dimensiones de ambos tipos de
estudio.

Estudio “in vivo” Estudio “in numero”
Disefio Especificado en el protocolo clinico l\EASéE’Se cificado en el protocolo de
Recoleccion de datos Totalmente detallado Seleccion de es“!‘?'os’ datos
totalmente especificados
Calidad BPC,BPL, PNTs BPP, M&S Buenas Practicas
Objetivos Preestablecidos Preestablecidos
. Preestablecido Preestablecido
Analisis - ' . . ) .
(exploratorio/confirmatorio) (exploratorio/confirmatorio)
Informe Informe del estudio segun guias Informe segun guias (no
memorando)
Prioridad Alta y rigurosa Alta y rigurosa
Promotor Identificable Identificable
Investigador Grupo clinico y otros definidos Grupo de evaluacion definido
Costes/presupuesto Aprobado/fijo Aprobadof/fijo

Tabla adaptada de Aarons et al, 2001. M&S: modelado y simulacién. BPC: Buenas practicas clinicas. BPL: buenas practicas
de laboratorio; PNTs: procedimientos normalizados de trabajo. BPP: mejor prediccion posible (“best posible prediction”).

3.2.- Aproximacion poblacional

Mayoritariamente el objetivo que se plantea en la investigacion consiste en conocer el
comportamiento de una determinada poblacion, entendiendo por poblacion el conjunto de
elementos que comparten unas determinadas caracteristicas. En general a partir de la
informacion obtenida en una muestra se pretende describir las caracteristicas de la poblacion,
esto es: (i) ;cudl es el comportamiento medio?, (ii) ;jqué factores influyen en ese

comportamiento y (iii) ;qué grado de incertidumbre esta asociado a ese comportamiento?.
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Existen diferentes métodos de andlisis para aproximarnos a esos objetivos segin el

procedimiento que se utilice en el manejo de los datos. Se pueden llegar a describir seis

distintos

a)

b)

d)

(Barbanoj al., 2006),

Aproximacion de mezcla inocente de datos (“Naive pooled data approach”), donde se
obtiene un modelo sin variabilidad entre sujetos (VES) ni variabilidad entre ocasiones

(VEO) a partir de la mezcla de los datos de todos los individuos.

Aproximacion de promediado inocente de datos (“Naive averaged data approach”),
donde el modelo se obtiene, también sin VES ni VEO a partir de los datos promedio de

todos los individuos.

Aproximacion estandar en dos etapas (“Standard two-stage approach”) que implica la
existencia de dos fases para obtener los estimados finales. En la primera etapa se
estiman los pardmetros para cada individuo a partir de sus datos y en la segunda etapa
se calcula la media y la varianza poblacional de cada pardmetro y se explora su posible

relacion con covariables.

Aproximacion en tres etapas (“Three stage analysis”). Las dos primeras etapas son
idénticas a las de la aproximacion estdndar en dos etapas y en la tercera etapa se
selecciona el mejor modelo de distribucion aleatoria para VES basandose en
diferencias en el valor de la funcion objetiva. Solo es aplicable a datos en los que los
individuos se hayan caracterizado de manera intensiva, provenientes de disefios

experimentales con un elevado nivel de control, balanceados y sin pérdida de valores.

Estimacion bayesiana (“Bayesian estimation”). Se utilizan la distribucion previa de los
estimados de los parametros y los datos obtenidos para estimar la distribucion posterior
de los parametros. El método es aplicable a datos provenientes de disefios
observacionales (datos oportunistas), sin embargo, es necesario un consenso sobre los
estimados previos y su variabilidad, dependiendo la calidad de los resultados de la

incertidumbre de los priores.
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f) Analisis en una etapa (“Linear and non-linear mixed effects modelling”). En estos
métodos todos los individuos son analizados simultdneamente, se explora la relacion
entre las covariables y posteriormente, los pardmetros individuales pueden obtenerse
utilizando estimados bayesianos empiricos. Se pueden estimar las variabilidades entre-
sujetos (VES), entre-ocasiones (VEO) e intra-sujeto (VIS), tanto a partir de datos
provenientes de disefios observacionales (con bajo nimero de muestras por individuo y
escasa informacion por muestra) como de disefios experimentales con elevado nivel de

control.

Mayoritariamente en el area del modelado PK/PD se plantea como equivalente el llevar a
cabo una aproximacion poblacional y el utilizar el método de andlisis en una etapa. En estos
analisis la estimacion de los pardmetros se realiza generalmente mediante el principio de
maxima probabilidad (“maximum likelihood”), habiéndose publicado y experimentado varios
tipos de aproximaciones a la estimacion de la maxima probabilidad (NONMEM:
aproximacion no-lineal, NPLM: aproximaciéon no-paramétrica, POPKAN: aproximacion
bayesiana). Sin embargo, el claro dominio de la aplicacion de NONMEN (modelos no lineales
de efectos mixtos) como programa para llevar a cabo los calculos ha conllevado, en la

practica, su conversion como sindnimo de aplicar estos métodos de anélisis.

3.2.1.- Estructura basica de un modelo poblacional

Un modelo poblacional consiste en la integracion de dos modelos, los denominados modelo

estructural y modelo estadistico (figura I-8).
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Figura I-8: Representacion esquematica de un modelo poblacional en que se puede observar
la integracion entre el modelo estructural y el estadistico.

Modelo Estructural

Modelo de

Covariables
cL

Relacién /

Lineal

Variabilidad
Interindividual

Variabilidad
Residual

Relacién
Discreta f

Lento Rapido
Fenotipo

Variabilidad
Entre Ocasiones

Modelo Estadistico

El modelo estructural es el que define el comportamiento PK/PD en el individuo tipico
(medio) de la poblacion en funcion de ciertos factores capaces de alterarlo. Estara compuesto
por un modelo PK/PD y un modelo de Covariables. El modelo PK/PD ser4 el que identificara
los pardmetros que caracterizan el comportamiento medio y el modelo de Covariables sera el
que identificara los factores que afectan a ese comportamiento medio del fArmaco a través de
un cambio en alguno de los parametros PK/PD. Las covariables potencialmente a tener en
cuenta podrian clasificarse en: demograficas (sexo, peso, talla, edad, superficie corporal,
raza), hébitos (consumo de alcohol, tabaco, dieta), de laboratorio (creatinina sérica,
bilirrubina, albimina, genotipos, fenotipos), o fisiopatoldgicas (co-medicaciones, duracion de
la enfermedad, severidad de la enfermedad). Los pardmetros del modelo estructural reciben el

nombre de parametros fijos (“fixed parameters”™) al ser comunes a todos los individuos.

El modelo estadistico es el que cuantifica el grado de incertidumbre en los pardmetros y en las
observaciones y estd compuesto, como minimo, por dos términos: la variabilidad

interindividual (VII) y la variabilidad residual.

60 de 279



Introduccion

La variabilidad interindividual cuantifica las desviaciones de los parametros de cada individuo
respecto al valor tipico poblacional 0. Para un determinado parametro, el conjunto de todas las
desviaciones (1) forma una variable al azar denominada “random effect parameter”
caracterizada por un valor medio = 0 y una varianza = ®’. Para un niimero n de individuos de

un estudio, un determinado parametro 01 acontecera que:

01.=01xe ”91’%1
01 =01x "2

01 ,=01xen%i™

Presentando, m 01, i=1; n 01, i=2;...; n 01, i=n, una distribucién con un valor medio =0 y

una varianza = o’

La variabilidad intraindiviudal (residual) cuantifica las desviaciones de las predicciones de
cada respuesta (concentraciones plasmaticas o efecto) respecto al valor observado. Para una
determinada respuesta el conjunto de todas las desviaciones (€) forma también una variable al
azar (“random effect”) caracterizada por un valor medio = 0 y una varianza =c”. Para un

namero n de observaciones de un estudio:

C1: Cl + €1
C=Cr+tge

Siendo C 1....n= predicciones individuales del modelo (funcion del modelo estructural, VII) y

e, . . 2
presentando, €, €,..., &, una distribucién con un valor medio = 0 y una varianza=c¢" .

Considerese, entonces, OBS;; una observacion (nivel plasmatico, o valor de respuesta
farmacologica) obtenida en el individuo i al tiempo j. Ese valor es funcion (o esta
determinado) de una serie de factores, como por ejemplo el valor de la dosis administrada a
ese individuo Dj, el valor del aclaramiento, volumen de distribucion, Emax, Cso para ese
individuo, CL;, Vi, Emaxi, Csoi, respectivamente, sus caracteristicas demograficas Xj, y por
aquellos errores que se hayan cometido durante la extraccion de muestras, su determinacion,

etc.
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Si englobamos el conjunto de pardmetros farmacocinéticos y farmacodinamicos del

individuo i dentro del vector PK/PD; tendremos (Bocckmann etal., 1994).

OBS;;= f (D;, PK/PD;, Xj) + &j;,

donde “f” representa la estructura del modelo seleccionado, que puede ser cualquiera de los
distintos modelos farmacocinéticos/farmacodindmicos desarrollados. & hace referencia a la
diferencia entre OBS;; y el valor predicho por el modelo f(D;,PK/PD;,X;). Se asume en general
que los valores €; son independientes entre si (individuo independientes) y forman parte de

. . e e . 2
una variable al azar simétricamente distribuida alrededor del valor 0 y con varianza G*.

3.3.- Recuerdo historico

En los ultimos 40 afios el modelado PK/PD ha evolucionado desde el concepto basico de la
relacion dosis-respuesta hasta modelos sofisticados que permiten profundizar en el
conocimiento de los mecanismos subyacentes a la accion de los fArmacos. Este cambio se ha
producido, principalmente ante la mejora de los métodos de cuantificacion de farmacos, los
avances en las posibilidades informaticas, el creciente interés de las agencias reguladoras y de
la academia, y el continuo desarrollo de modelos farmacodinamicos basados en mecanismos

fisiologicos.

A pesar de que la farmacologia y las matematicas por separado, tienen una larga historia, su

integracion en el modelado PK/PD es un area de conocimiento reciente, siendo inexistente

- Hochhaus et al., 2000
hasta inicios del siglo XX (Hochhaus etal., 2000)

En 1924, Widmar y Tandberg (Vi4mary Tandbere: 1924) fy0r0n los primeros en aplicar ecuaciones

. o o . Teorell
matematicas para describir la eliminacion de farmacos y fue en 1937, en que Teorell T

¥3establecio los fundamentos de la farmacocinética (PK) moderna. En 1953 en una
publicacion de Dost P %99 aparecié por primera vez la palabra farmacocinética y en 1962
se celebrd el primer Simposium en Farmacocinética en Alemania. El periodo entre 1960 y

1980 resultd en una explosion de estudios farmacocinéticos e importantes avances en este
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campo, basicamente debido a la disponibilidad de mejores recursos para los calculos
(calculadoras de bolsillo, ordenadores) y la disponibilidad de técnicas analiticas mas sensibles
(cromatografia de gases y liquidos). Se inicia la subespecialidad de farmacocinética clinica
debido a la importancia que le empieza a dar la comunidad médica al impacto directo sobre la

individualizacion terapéutica.

Las caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas (PK/PD) de los farmacos se
empezaron a relacionar entre si mediante la utilizacién conjunta de modelos compartimentales
farmacocinéticos y modelos farmacodinamicos lineales y log-lineales hacia 1950. En 1964,

L eVy(Levy y Nelson, 1964)

realizd los primeros estudios sistemdticos relacionando la
farmacocinética con la respuesta farmacoldgica. Con el avance de la informatica, en el afio
1969 aparecid el programa NONLIN, que facilit6 en gran manera los calculos
farmacocinéticos. Entre 1980 y el afio 2000, diversos autores contribuyeron a consolidar los

(Galeazzi et al, 1976) el dlluCldaI‘ el

conocimientos de PK/PD. Asi, se debe a Lewis Sheiner
problema de la histéresis, situaciéon en la que las concentraciones plasmaticas no eran
descriptor directo del efecto, introduciendo el concepto de compartimento del efecto. Jusko y
Boudinot crearon en 1986 (Beudinet etal. 1986: Boudinot y Jusko, 1986) ¢ 1o delos fisiologicos de efecto
indirecto, pero no fue hasta 1992 que Peck ®eF ¢ 2 1992 inteors estos conceptos en el
desarrollo de farmacos. Mediante modelos matematicos de PK/PD se sentaron las bases para
la definicion y validacion de variables subrogadas utilizadas en los ensayos clinicos y se debe
a Pauli y Evans el que en 1998 se integraran estas técnicas en la practica clinica asistencial.

Shei t al, 1977 A
(Sheiner et al, ) sentd las bases de la

Paralelamente, desde el afio 1977, Lewis Sheiner
aproximacion poblacional en farmacocinética, definiendo y plasmando los conceptos basicos
en su libro “Estimation of population characteristics of PK parameters from routine clinical
data”. Esta aproximacion se pudo desarrollar gracias a la aparicion del programa informatico
NONMEN. En principio, esta aproximacion poblacional se utilizd fundamentalmente para
optimizar la monitorizacion de los fdrmacos, pero posteriormente se vio su utilidad en el
desarrollo de nuevos compuestos, mediante disefios farmacodindmicos poblacionales o bien
disefiando ensayos clinicos mediante simulacion. En 1999 la FDA public6 la primera Guia

para la industria denominada “Population Pharmacokinetics” y las tltimas directrices sobre

buenas practicas de modelado y farmacocinética, fueron publicadas en el afo 2000 por

Holford (Holford et al, 2000)
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De esta forma, se inici6 una etapa de la farmacologia, en la que, en la actualidad van
adquiriendo cada vez una mayor relevancia los estudios basados en célculos matematicos
(estudios “in numero”) frente a los estudios farmacolédgicos clasicos “in vivo”. Sin embargo,
a pesar de los avances significativos en los ultimos afios en la aplicacion del modelado PK/PD
en farmacologia clinica y terapéutica, su importancia no ha sido universalmente aceptada.
Todavia hay cierto escepticismo sobre los beneficios que puede ofrecer, posiblemente debido,
entre otras, a las siguientes razones: (i) la aproximacion continia siendo un misterio para
muchos; la metodologia es relativamente nueva y no bien entendida por muchos potenciales
usuarios. (ii) El proceso puede parecer costoso y consumidor de tiempo; la recoleccion de
datos y su analisis consumen dinero y tiempo, no estando claro si los beneficios compensaran
ese esfuerzo. (iii) Existe el peligro de que los resultados de un anélisis PK/PD poblacional
susciten cuestiones nuevas y la consiguiente necesidad de darles respuesta. En cualquier caso,
su utilizacion y rentabilidad en el futuro se veran sin duda reforzadas y aumentadas. En este

futuro se produciré la integracion de aspectos relacionados con la biologia molecular ™ ¥

Relling, 1999 : e . .
clling. 1999) ¢ 1a incorporacion de nuevos conceptos en el planteamiento de los ensayos clinicos

(Sheiner y Steimer, 2000)

La introducciéon de los avances de las ciencias bdasicas (gendmica, farmacogenética,
protedmica) puede, por un lado proporcionar avances significativos en la identificacion de
biomarcadores, todavia necesarios, y la subsiguiente utilizacion clinica de su modelado
PK/PD, mediante la provision de biomarcadores mas predictivos, y por otro lado, puede
proporcionar avances significativos en el campo del analisis poblacional mediante el aporte de
conocimiento mecanistico y explicacion sobre la variabilidad farmacodinamica en los
pacientes, por ejemplo, al identificar polimorfismos genéticos que pueden afectar la respuesta
terapeutica. Los ensayos “de aprendizaje” (estudios “in numero’) iran tomando protagonismo
frente a los ensayos “confirmatorios” (estudios “in vivo™). Cada vez se dispondra de mayor
cantidad de argumentos para evitar/limitar, los ensayos ‘“confirmatorios” definidos por el
paradigma tradicional sobre la “puesta a prueba de hipdtesis” en favor de los ensayos “de

aprendizaje” plenamente enraizados en el analisis modelistico.
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3.4.- Areas de utilidad de los estudios “in numero”

Muchas y variadas son las areas de la farmacologia en que los estudios “in numero” han

mostrado ya su utilidad y relevancia (Figura I-9).

Figura I-9: Areas de la farmacologia en las que los estudios “in numero” han mostrado su
utilidad y relevancia.

Aplicada Academia
Desarrollo de
nuevos farmacos
Industria Agencias Practica Investigacion Investigacion
Farmacéutica Reguladoras || clinico-asistencial farmacologica fisiolégica

3.4.1.- Aplicada
3.4.1.1.- Desarrollo de nuevos farmacos

Industria Farmacéutica

Considerando la complejidad, el riesgo y el coste implicados en el proceso de descubrimiento
y desarrollo de farmacos, es imperativo que las compafiias adopten estrategias que faciliten la
identificacion y desarrollo rapidos de nuevos farmacos que presenten caracteristicas
optimizadas en relacion con su seguridad y eficacia. Asi, velocidad, informacidn, integracioén
y cualidad en el desarrollo farmacoldgico son ingredientes clave para garantizar la
competitividad en el mercado farmacéutico. Esto puede alcanzarse mediante la incorporacion
del modelado y la simulacion PK/PD. Tal incorporacion permitird al promotor definir

apropiadamente y caracterizar el perfil clinico de un compuesto durante las fases iniciales "de
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aprendizaje" del desarrollo (fases 0, I y Ila), eliminando tempranamente candidatos no
prometedores cuando los costes del desarrollo son relativamente bajos e identificando
candidatos con una elevada probabilidad de éxito clinico. La creacion de una buena base de
datos PK/PD durante las fases posteriores “confirmatorias” del desarrollo de un compuesto
puede proporcionar un marco esencial para un refinamiento y mejoria continuados a lo largo

del uso del farmaco post-comercializacion.

Hay numerosos elementos a lo largo del proceso de desarrollo donde el modelado y la

simulacién PK/PD pueden aportar un valor afiadido.

A parte de paradigma tradicional consistente en utilizar fracciones de las dosis no
clinicamente toxicas en animales para disefiar los primeros esquemas de dosificacion en el
hombre, la utilizacion del modelado PK/PD durante el desarrollo pre-clinico inicial permitiria
definir de forma mas precisa las relaciones dosis-concentracidon-efectos farmacologicos y
dosis-concentracion-toxicidad. La extrapolacion de estos resultados al hombre utilizando una
combinacion de datos "in vitro"” e "in vivo"” podria ser particularmente util para determinar el
régimen de dosificacion en los estudios de fase I y para guiar el escalado de dosis con el
objetivo de alcanzar rapidamente aquellas concentraciones sistémicas, en el hombre, que se
espera estén asociadas con efecto farmacologico. Ademads, los estudios PK/PD pre-clinicos
pueden sugerir una serie de importantes estudios mecanisticos para explorar cualquier
disociacion entre las concentraciones plasmaticas y la duracion del efecto farmacologico. La
aplicacion del modelado PK/PD en los estudios pre-clinicos también puede ayudar en la
generacion de informacion sobre los efectos del fArmaco que en el hombre seria dificil de
obtener (por ejemplo, la utilizacion de microdialisis "in vivo"” para muestrear o administrar el
farmaco en la biofase). Ademas, la utilizacion de aproximaciones mecanisticas, utilizando los
nuevos avances tecnologicos en la validacion de las "dianas terapéuticas" (biologia funcional,
proteondmica, gendmica, monitorizacion de expresion génica) y la correlacion de estos
efectos con el estado patologico o los efectos toxicos, puede ser relevante para ampliar el
conocimiento disponible acerca de los procesos patolégicos o toxicoldgicos, para mejorar la
predictibilidad de los datos farmacoldgicos y toxicologicos pre-clinicos en humanos y para
proporcionar una definicion temprana de posibles marcadores farmacodindmicos y variables
surrrogadas adecuados para su utilizacion en los estudios PK/PD tanto pre-clincos como
propiamente clinicos. Un ejemplo de la rentabilidad de la aplicacion del modelado PK/PD en

los estudios preclinicos puede evidenciarse en Kawai y cols.: a partir de un modelo
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farmacocinético fisiologico de ciclosporina A desarrollado en ratas se pudo predecir el perfil
farmacocinético en humanos, tras administracion endovenosa en sujetos sanos y tras

administracion oral repetida en pacientes con transplante renal <V €@ 1999,

La aplicacion del modelado PK/PD en los estudios de fase I es importante para entender la
relacion dosis-concentracion-efecto, tanto farmacologico como toxicologico, en voluntarios
sanos. La aplicacion del modelado PK/PD en los estudios de fase I también es importante en
la caracterizacion de la farmacocinética y la farmacodinamia en poblaciones especiales y para
indagar el efecto de las interacciones farmaco/farmaco y farmaco/trastorno que podrian
esperarse que perturbaran la relacion PK/PD del compuesto. Una importante decision para
que los datos obtenidos sean tan Utiles como sea posible en la prediccion de los efectos
farmacoldgicos en pacientes, es la seleccion de variables farmacodindmicas apropiadas a
monitorizar. En algunos casos, la relacion entre el marcador farmacodindmico o la variable
surrogada de un efecto farmacoldgico y su capacidad predictiva respecto a los mecanismos de
la enfermedad, al efecto del fAirmaco en pacientes, o en ultima instancia, al resultado final
terapéutico esperado, puede no estar totalmente esclarecida. Sin embargo, a pesar de estas
posibles incertidumbres, hay unos objetivos minimos plenamente alcanzables en estos
estudios PK/PD clinicos iniciales, a destacar, la verificacion de la actividad biologica en la
pretendida diana "in vivo"” y la garantia de que la accion en la diana es de intensidad y
duracion adecuada con relacion al intervalo de dosificacion. Chaikin y cols. muestran como a
partir del modelado PK/PD de un compuesto administrado en sujetos sanos en el que se
evidencia la presencia del farmaco y de un metabolito activo con distinto perfil temporal de
concentraciones plasmaticas y distinta potencia simulan la respuesta farmacodinamica en

equilibrio estacionario alcanzable para distintos regimenes de dosificacion en estudios de fase
[ (Chaikin et al., 2000)

Informacién obtenida en el modelado PK/PD en estudios iniciales en fase I puede ser util en
la determinacion inicial de los regimenes de dosificacion a utilizar en los ensayos de fase II
disefiados con el objetivo de obtener evidencia inequivoca del efecto terapéutico deseado en el
grupo de pacientes de interés (“prueba de concepto’). Sin embargo, deberia tenerse en cuenta
que la predictibilidad de respuesta en los pacientes puede ser menor que en sujetos normales
sanos, debido, entre otras razones, a posibles diferencias en los mecanismos de control
fisiologico, cambios en la sensibilidad de los receptores o a la presencia de medicaciones

concomitantes. Asi, la aplicacion del modelado PK/PD en estos ensayos de fase Il con un
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elevado nivel de control es esencial para confirmar y/o adicionalmente explorar la relacién
entre dosis-concentracion-efecto y para examinar una variedad de dianas terapéuticas con el
objetivo de identificar aquella que podria ser mas satisfactoria para el modelado. La base de
datos PK/PD generada durante los estudios de fase I y fase II puede ser muy util como guia en
el disefio de los regimenes de dosificacion a utilizar en los estudios de fase III. Ademas, la
simulacion de estudios clinicos basada en la informacion obtenida en los estudios de fase I y
Il puede aplicarse en la prediccion de la distribucion de probabilidad de resultados
procedentes de estudios clinicos adicionales, en la exploracion de la sensibilidad de esos
resultados debida a factores no controlados, y en el escrutinio de las ventajas de los disefos y
analisis a llevar a cabo. La no disponibilidad de esta informacién puede conllevar la
realizacion de un desarrollo con una mayor potencial frecuencia de efectos adversos
inaceptables, una evidencia de efectividad marginal, o una falta de informacién sobre cémo
individualizar las dosis para mantener unos resultados terapéuticos 6ptimos. Un ejemplo de la
aplicacion del modelado y simulacion PK/PD a partir de datos obtenidos en estudios de fase 11
para predecir aquello que sucederd cuando se lleve a cabo un estudio de fase IIl y su
comparacion con los datos empiricos obtenidos, concretamente con un agente

L : Kimko et al., 2
antiesquizofrénico puede encontrarse en Kimko y cols, (imko etal- 2000

La planificacién prospectiva del andlisis poblacional y correlaciones PK/PD en los ensayos
clinicos de las ultimas fases del desarrollo deberia complementar los estudios PK
tradicionales en subpoblaciones al identificar grupos con o sin problemas. El modelado y
simulacion PK/PD puede convertirse en esencial, en las etapas finales del desarrollo clinico,
momento en el que hay una clara necesidad de un mejor conocimiento de la relacion régimen
de dosificacion-concentracion-eficacia/toxicidad en un grupo de pacientes mas amplio. El
resultado de este tipo de andlisis puede tener un fuerte impacto en la aprobacion del nuevo
compuesto y en las decisiones finales de su etiquetaje en relacion a la individualizacion de la
dosis para alcanzar un efecto terapéutico Optimo y balancear convenientemente el cociente
beneficio/riesgo. Un ejemplo de optimizacion de la disponibilidad de datos obtenidos en
ensayos clinicos efectuados en etapas finales del desarrollo farmacologico en los que se
dispone de informacién de pacientes con datos farmacocinéticos completos (antes y 2 horas
post-administracion en distintos dias durante el régimen de administracion repetida), pacientes
con datos farmacocinéticos incompletos y pacientes sin datos farmacocinéticos y con
diferentes combinaciones respecto a la disponibilidad de informacién farmacodinamica,

l(Wade y Samb01,1995)‘ Los

puede encontrarse en Wade y Sambo autores tras efectuar el analisis
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correspondiente evidenciaron un efecto de la edad sobre la farmacocinética y la
farmacodinamica de un antihipertensivo, recomendando una dosis de inicio determinada,

especialmente en la poblacion de gente mayor.

Asi, conceptos derivados del modelado y simulacion PK/PD tienen la potencialidad de poder
ser utilizados como instrumentos de ayuda en la toma de decisiones, tanto cientificas como
estratégicas, en todas las etapas del desarrollo de un fiarmaco, al sugerir los disefios
experimentales Optimos en cada situacion y por tanto reducir los costos y el tiempo del
proceso. Sin embargo, aunque hay numerosos ejemplos del efecto beneficioso que supone la
aplicacion de los conceptos PK/PD y su consecuencia en el ahorro de tiempo en el desarrollo
de nuevos compuestos, posiblemente serian necesarias investigaciones adicionales sobre su
supuesto beneficio econdmico para consolidar de forma mas fehaciente su papel en ese

proceso de desarrollo.

Agencias Reguladoras

Los conceptos del modelado y simulacion PK/PD también permiten su utilizacién con el
objetivo de proporcionar ayuda en las decisiones a tomar por las agencias reguladoras, tanto
aportando mayor certidumbre en las decisiones sobre seguridad o eficacia como aportando
informacion de apoyo en el proceso de aprobacion, por ejemplo con relacion a los ajustes de

dosis y regimenes de dosificacion o en decisiones relativas al etiquetaje final.

En algunas situaciones, los datos PK/PD pueden utilizarse como apoyo a la comercializacion
sin necesitar datos clinicos de eficacia adicionales. A) Para farmacos genéricos, la
bioequivalencia de su formulacion con relacion a la formulacién de referencia puede
establecerse en funcion de la similitud de sus perfiles cinéticos, asumiendo que perfiles
cinéticos similares conllevardn farmacodinamia similar. Tal aproximacion también puede
utilizarse para justificar el acceso al mercado de una formulacion distinta a la previamente
utilizada en la realizacion de los ensayos clinicos donde se evidencio la eficacia. Sin embargo,
algunas veces los limites de confianza del 90% en estos estudios de bioequivalencia son
superiores a los limites establecidos del 80%-125%. Entonces, antes que reformular el
compuesto o repetir el estudio de bioequivalencia, el promotor puede plantear, basindose en

evidencia PK/PD, que unos limites mas amplios no son indicativos de riesgo en la seguridad
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ni una pérdida de efectividad. B) Datos PK/PD pueden apoyar el acceso al mercado de una
nueva presentacion galénica (por ejemplo, una formulacion de liberacion sostenida) cuando el
patrén farmacocinético es intencionadamente distinto del correspondiente al producto
aprobado (por ejemplo, una formulacion de liberacién inmediata). La relacion PK/PD
evidenciada puede determinar el significado clinico de la magnitud de la diferencia en la
exposicion farmacocinética y determinar si son necesarios datos de eficacia clinica
adicionales. C) Informacion PK/PD puede utilizarse para tomar decisiones regulatorias en
relacion a nuevos esquemas de dosificacion (de dos veces al dia a una tnica toma al dia) con
o sin cambios en la formulaciéon. Los datos PK/PD pueden evidenciar el rango de
concentraciones alcanzado con esos cambios y si esos cambios son suficientemente grandes o
pequefios para conllevar una respuesta clinica insatisfactoria. D) Menos frecuentemente se
utilizan los datos PK/PD para aprobar una dosis que no ha sido evaluada en ensayos clinicos.
Normalmente, la dosis aprobada se encuentra dentro del rango de dosis evaluado
clinicamente, siendo dificil aplicar esta aproximacién para expandir el rango de dosis
aprobado mas alla del estudiado sin datos de eficacia y seguridad adicionales. E) Utilidad en
la identificacion de covariables demograficas y/o patofisiologicas relevantes (por ejemplo,
asumiendo unos criterios de inclusion amplios en los estudios de fase III), disminuyendo la
necesidad de ejecutar estudios de farmacologia clinica tradicionales en grupos de pacientes

A i i i : ot - (Veyrat-Follet
més amplios, por ejemplo, en determinado subgrupo con cierta caracteristica comin ¥Felle

etal. 2000 4 con el objetivo de recomendar ajustes de dosis en grupos especiales de pacientes.

En algunas situaciones, los datos PK/PD pueden apoyar ciertos etiquetajes que el promotor
desea incorporar con relacion al significado clinico de los cambios en la exposicion sistémica
del fArmaco como consecuencia de factores extrinsecos e intrinsecos. A) Irrelevancia de los
cambios observados tras la administracion conjunta con alimentos a partir de un estudio de
bioequivalencia cuando los intervalos de confianza del 90% superan los margenes de 80%-
125%. B) Sugerencias respecto al ajuste de dosis en pacientes con determinadas
caracteristicas (interacciones farmaco/fdrmaco, trastorno renal, hepatico, sexo, edad, raza).
Tanto en recomendaciones especificas con relacion a la dosis de inicio y/o a la dosis de
mantenimiento, como argumentando la no necesidad de llevar a cabo ajustes de dosis a pesar

de haber evidenciado cambios estadisticamente significativos en la farmacocinética.

En otras ocasiones, los datos PK/PD pueden ayudar en dilucidar cuestiones y requerimientos

con relacion a la seguridad y eficacia de los farmacos. A) Cuestiones relativas a la seguridad
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de un compuesto relacionadas con la presentacion de respuestas anormales en algunos
pacientes, para las que los datos PK/PD podrian ser ttiles aportando explicacion de las
observaciones. B) Cuando la patofisiologia de un trastorno y el mecanismo de accion
terapéutico son bien conocidos, en ciertas condiciones, se podria permitir el acceso de un
compuesto al mercado basandose en variables surrogadas validadas y apoyandose en
relaciones PK/PD (aprobacion acelerada: “fast-track regulations”), como ha sucedido con
ciertos retrovirales. C) La informaciéon PK/PD es especialmente util en firmacos con un
indice terapéutico estrecho y con una relacion dosis-exposicion impredecible dada una
elevada variabilidad inter e intra pacientes, en los que su administracion segura y eficaz solo

es asumible si se monitorizan los niveles plasmaticos y/o los efectos.

Para la agencia reguladora, las relaciones PK/PD proporcionan una comprension mecanista de
la relacion dosis-concentracion-respuesta que ayuda en el establecimiento de los limites de la
equivalencia, al entender mejor las distintas interrelaciones. Las evaluaciones PK/PD,
conjuntamente con los datos tradicionales derivados de los ensayos clinicos llevados a cabo,

proporcionan evidencia adicional para argumentar el uso seguro y efectivo de un farmaco
(Williams y Ette, 2000)

3.4.1.2.- Practica clinico-asistencial

La utilidad de las técnicas del modelado y simulacion PK/PD en el entorno clinico-asistencial
se centran de forma mas importante en la definicién de estrategias para individualizar los

regimenes de dosificacion para asegurar un resultado terapéutico 6ptimo.

A partir de la identificacion de la denominada concentracion-diana o del efecto-deseado se
lleva a cabo una prediccion de los requerimientos sobre la pauta de administracion que en un
caso particular serdn necesarios para alcanzarlos. La base para efectuar tal prediccion es un
modelo PK/PD de las mencionadas concentraciones/efectos. Los parametros que describen el
modelo pueden utilizarse, bien para estimar los requerimientos de dosificacidn iniciales, bien
para guiar los cambios subsiguientes tras derivar informacion de los resultados obtenidos tras
la primera administracion efectuada (monitorizacion utilizando métodos bayesianos de
retroalimentacion). Por ejemplo, la aplicacion de estas técnicas a los datos obtenidos en

neonatos tras administracion de cafeina permitié identificar como covariables significativas el
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peso actual (g) y la edad postnatal (dias) para el aclaramiento y el peso actual (g), la edad
postnatal (dias) y la edad gestacional (semanas) para el volumen de distribucion, de tal
manera que se determinaron las dosis de cafeina (mg/24 horas) requeribles para alcanzar unas
concentraciones en equilibrio estable de 35mg/L (concentracion que se identifica como
deseable en la estimulacion respiratoria en neonatos con apnea recurrente), légicamente en
funcion del peso, de la edad postnatal y de forma especifica para una edad gestacional < a 28

semanas (Lee et al., 1997).

La integracion del modelado y simulacion PK/PD en clinica también se ha producido en otros
ambitos distintos a la tradicional monitorizacion terapéutica. Como ejemplos comentar su uso
para cuantificar la toxicidad hematologica en pacientes que reciben etoposido con el objetivo
de estimar las consecuencias previsibles ante la administracion de diferentes estrategias de

(Karlsson et al., 1995)

dosificacion , para disefiar pautas de administracion que reduzcan el desarrollo

(Bauer et al., 1997)

de tolerancia frente a la nitroglicerina o para optimizar el disefio galénico de los

sistemas de dispensacion de principios activos (oehhaus etal., 2000)

Una situacion clinica donde el uso del modelado y la simulacién PK/PD ha adquirido una
especial relevancia es en el campo de la anestesia permitiendo la utilizacion del EEG como
medida de la profundidad del estado anestésico (Stanski, 1992) " Qe han relacionado parametros
derivados del EEG con la respuesta clinica a estimulos nociceptivos, con el despertar y con la
concentracion de farmacos anestésicos, tanto opioides (alfentanil), benzodiacepinas
(midazolam) o propofol. Una aplicacion peculiar de estos estudios PK/PD puede encontrarse

en SCthlden y COIS (Schwilden et al., 1987)

en la que utilizando un algoritmo de retroalimentacion
en base a un modelo PK/PD relacionando la administracion de un farmaco y el efecto,
construyen un sistema de control de lazo-cerrado para controlar “automdticamente” la

profundidad anestésica.

3.4.2.- Academia

El modelo y simulacion PK/PD también ha dado sus frutos cuando se ha aplicado con el
objetivo de obtener informacion con finalidad no aplicada sino mas bésica, en la
investigacion, tanto en el campo mas especifico de la farmacologia como en ¢l mas general de

la fisiologia.
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3.4.2.1.- Investigacion farmacologica

Se han estudiado, por ejemplo, las propiedades de la interaccidon con el receptor “in vivo”,
tanto en benzodiacepinas como en opioides utilizando la cuantificacion de la relacion
concentracion en plasma/efecto sobre EEG. Se ha evidenciado una gran variabilidad entre los
distintos ligandos benzodiacepinicos en relacion a su potencia, CEsg y a su eficacia intrinseca
(Eppay) Mandema y Danhof 1992) 1y o CEqy se situd siempre en el mismo rango de concentraciones
requerido para producir el 50% de ocupacion del receptor “in vitro”, esto es, se obtiene una
excelente correlacion (r= 0.993; n= 6) entre la CEs( y los valores de afinidad al receptor (ki).
Ademas, las importantes diferencias en el efecto sobre el EEG maximo entre agonistas,
agonistas parciales, antagonistas y agonistas inversos se corresponden con las conocidas
diferencias en eficacia intrinseca de estos compuestos sobre el complejo receptor BZD-
GABA-CI. También se ha comparado la potencia entre distintos opioides ¢ ¢t - 199,
Alfentanilo, fentanilo y sulfentanilo producen el mismo efecto maximo, pero las CEsy se
sittan entre 520ug/L para el alfentanilo, 6,9ug/L para el fentanilo y 0,68ug/L para el
sulfentanilo. Ademas, en relacion con la velocidad de equilibrio entre el plasma y el
compartimento del efecto se encontrd que para el alfentanilo era mas rapida (tiempo de
semivida, t;»= 1,Imin) que para el fentanilo y el sulfentanilo (t;,=6,4 y 6,2min,
respectivamente), de tal manera que el retraso entre el plasma y el compartimento del efecto
era 6 veces mayor para el fentanilo en relacion con el alfentanilo. Esto, conjuntamente con el
menor volumen de distribucion inicial del alfentanilo explicaria porque la relacion de potencia
clinica de un bolus entre el alfentanilo y el fentanilo estd mas proxima a 7:1 que a 75:1 como

cabria esperar de la relacion de CEsy.

También se ha estudiado el mecanismo de las interacciones entre distintos farmacos, entre un
compuesto y sus metabolitos o entre los enantidmeros que constituyen un racémico. Por
ejemplo, se confirmé un modelo de interaccion competitivo entre midazolam 'y
concentraciones crecientes de flumacenil al observarse un desplazamiento en paralelo hacia la
derecha de la curva que relaciona concentraciones y efecto sobre el EEG ®reimeretal- 191 ‘paq
la administracion de midazolam, éste es metabolizado a distintos compuestos, algunos de los
cuales tienen actividad biologica. La caracterizacion PK/PD llevada a cabo permitio

establecer que los pardmetros farmacodindmicos del midazolam y del o-hidroxi-midazolam

no presentaban diferencias estadisticamente significativas, concluyendo que el metabolito o-
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hidroxi es tan potente como el farmaco administrado y contribuye de forma significativa a los
efectos observados cuando la via y el régimen de dosificacion condicionan la presencia de
concentraciones relevantes del metabolito Mdem €t 2l 1992) “Qehiittler y cols (Sehitler et al- 1987)
evaluaron los efectos de ketamina tras su administracion endovenosa en humanos usando el
cambio en la frecuencia media del EEG como variable farmacodindmica. La relacion
concentracion-efecto EEG del racemato y de los dos enantidémeros pudo describirse siguiendo
un modelo sigmoide En.x. El efecto maximo para el enantiomero R fue significativamente

menor que el observado para el enantiomero S, sugiriendo que el primero presentaba una

actividad como agonista parcial.

3.4.2.2.- Investigacion fisiologica

La aplicacion del analisis PK/PD también puede aportar informacién relevante en otras areas
del conocimiento distintas a la propia farmacologia, por ejemplo, en el modelado del estado
alterado subyacente en cualquier trastorno/enfermedad, como se lleva a cabo en los estudios

en los que se pretende caracterizar un marcador biolégico como variable surrogada "™

2000)

Otra posibilidad consiste en utilizar a un determinado farmaco como elemento diseccionador
con el objetivo de revelar distinto funcionalismo de ciertos sistemas de receptores como
explicacion de posibles diferencias observadas en los sujetos sanos o en los pacientes. En este

(Urbano et al., 2001) \y4i1i7ando una aproximacion PK/PD poblacional tras

contexto Urbano y cols.
una administracion endovenosa y oral de una benzodiacepina y evaluando los efectos a nivel
neurofisioldgico (EEG), conductual (atencioén) y subjetivo (sedacion) han podido constatar
diferencias en la sensibilidad (potencia-CEsy) y/o eficiencia (actividad intriseca-En.x) del
sistema receptor GABA-BZD-CI" entre individuos sanos clasificados psicométricamente

mediante cuestionarios en sujetos con personalidad ansiosa alta, normal o baja.
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4.- AM-24

AM-24 es un nuevo compuesto sintetizado en el Servicio de Farmacia del Hospital de la Santa

Creu 1 Sant Pau de Barcelona.

4.1.- Caracteristicas fisico-quimicas

El producto AM-24 es el 2,4, 6-Triyodofenol que se obtiene por sintesis.

Su peso molecular es de 471,800 daltons.

Su formula desarrollada es la siguiente:

OH

Es un producto solido, cristalino, de color blanco y olor caracteristico que recuerda al yodo.

En el analisis quimico del producto, éste presenta un punto de fusion por DSC (colorimietria
diferencial de barrido) con un pico maximo de 162°C e inicio a los 158,5°C. La pureza

obtenida en dicho anélisis fue del 99,5% con una presencia de impurezas inferior al 1%.

Tras ser sometido a pruebas de estabilidad, el AM-24 no presentdé modificaciones en sus
caracteristicas organolépticas, ni aparecieron productos de degradacion. A partir de estos
analisis de estabilidad se determind que las condiciones de almacenamiento no debian ser
particularmente estrictas, ya que el sustrato no es sensible a los factores habituales que
determinan la caducidad o la pérdida de actividad de los medicamentos, como son la

humedad, el calor o la sensibilidad a la luz.

Es un producto insoluble en agua y soluble en medio bésico.
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4.2.-Toxicologia

4.2.1.- Pruebas “in vitro”

Ensavo de inhibicién de la bioluminescencia:

Se somete a la bacteria marina bioluminescente Photobacterium Phosphoreum a diluciones
progresivas de la sustancia de ensayo o de su extracto acuoso. Se mide la inhibicion de la luz
tras una exposicion de 15 min y se calcula la concentracion que produce el 50% de inhibicion

respecto al lixiviado. Resultado: CEsy 500.000 mg/L. No ecotoxico.

4.2.2.- Pruebas “in vivo”

4.2.2.1.- Toxicidad cronica a 6 meses en rata por via oral

En este estudio se evalu6 el efecto toxico de AM-24 en 120 ratas Wistar, cepa ICO WI (IOPS
AF/Han), 60 machos y 60 hembras. Se les administr6 el farmaco en estudio mezclado con el
pienso alimentario por via oral, 6 dias a la semana durante 6 meses. Como dosis mas baja (25
mg/kg) se tomo una dosis superior a la prevista para uso terapeutico en la especie humana (1-
4 mg/kg) y se le administrd a 30 animales (15 machos y 15 hembras). A los otros 3 grupos de
30 animales (siempre 15 machos y 15 hembras por grupo) se les administré 125 mg/kg, 300
mg/kg y 0 mg/kg (grupo control), respectivamente. Durante el ensayo se evalud el peso
corporal, el consumo de alimento, dosis de la sustancia a ensayar y asi mismo se procedio a

practicar pruebas hematologicas, de coagulacion, bioquimicas e histopatoldgicas.

Los resultados mostraron que AM-24 provocaba congestion de la cavidad abdominal que se
relacionaba directamente con la dosis administrada. En los machos que recibieron la dosis
mas alta se produjo un aumento de neutréfilos segmentados asi como presencia de cristales

aciculares en el sedimento urinario.

Dado que la dosis terapéutica para uso humano se establece entre 1-4 mg/kg, se puede

concluir que la sustancia de ensayo presenta una excelente relacion dosis activa/dosis toxica.
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4.2.2.2.- Dosis maxima tolerada oral en perro beagle (4 semanas)

En este ensayo se evaluaron los efectos toxicos de AM-24 en 4 perros Beagle (2 machos y 2
hembras) a los que se les administraron, por via oral, dosis crecientes del mismo, partiendo de
una dosis de 200 mg/kg/d hasta alcanzar los 2000 mg/kg/dia durante como minimo 27 dias y

como maximo 94 dias de tratamiento.

La administracion de la dosis de 2000 mg/kg/d durante 27 dias no produjo mortalidad entre
los animales tratados ni alteraciones clinicas, hematoldgicas o histopatologicas destacables,

por lo que se puede concluir que AM-24, a estas dosis, carece de efecto toxico relevante.

4.2.3.- Pruebas de mutagenicidad

Mutagénesis en Salmonella typhymurium. Test de Ames

Se valor6 el potencial mutagénico de AM-24 en cuatro cepas de Salmonella typhimurium
auxotrofas para la histidina, en presencia y ausencia de un sistema de activacion metabdlica
(s-9) obtenido mediante induccion con Aroclor 1254 en higado de rata. La mutagenicidad se
detecta por un incremento significativo en el nimero de revertientes respecto al nivel
espontaneo de reversiones. El sistema de activacion metabodlico se utiliza para determinar si la

sustancia necesita ser metabolizada para que se produzcan mutaciones.

Se realizO un ensayo previo para valorar la toxicidad de AM-24 sobre las bacterias,
observandose que la dosis de 3000 pg/mL era la primera, a dosis decreciente, que no producia
la muerte de todas las bacterias, sino unicamente de una parte de ellas. Asi pues, las
concentraciones de ensayo se determinaron a partir de la concentraciéon de 3000 pg/mL y

haciendo diluciones ' hasta una dilucion minima de 94 pg/mL.

Los resultados de este ensayo permiten concluir que AM-24 no posee actividad mutagénica,

en ninguna de las cuatro cepas bacterianas utilizadas, a las concentraciones estudiadas.
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4.3.- Estudios farmacologicos pre-clinicos
4.3.1.- Estudios “in vitro” del efecto antiinflamatorio de AM-24

4.3.1.1.- Estudio comparativo del efecto de AM-24 sobre la biosintesis de derivados del

acido araquidodnico via 5- lipoxigenasa en leucocitos polimorfonucleares

La actividad inhibidora de la 5-lipoxigenasa se comprobd en polimorfonucleares humanos
mediante sustrato radiactivo suministrado exdgenamente, lo que comporta una mayor
especificidad sobre la 5-LOX que la utilizacion de sustrato endégeno generado a partir de la

esterificacion de los lipidos de membrana.

La concentracion de 50uM inhibe totalmente la produccion de los eicosanoides producidos
por la via de la 5-lipoxigenasa, es decir el LTB4, los dos isomeros 6-trans-LTBy, el 5S-HETE y
el LTB,4 w-oxidado en suspensiones de leucocitos polimorfonucleares. Esta inhibicion es
concentracion dependiente y mas potente que la producida por el ketoconazol y el

benoxaprofeno.

4.3.1.2.- Estudio del efecto del AM-24 sobre la inhibicion de la ciclooxigenasa en

suspensiones de plaquetas lavadas

En este ensayo, AM-24 mostr6 un ligero efecto de inhibicion de la ciclooxigenasa plaquetar
que puede contribuir al efecto antiinflamatorio observado para esta molécula, no siendo en

ningln caso su mecanismo principal de accion.
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4.3.2.- Estudios en animales

4.3.2.1.- Modelos de inflamacion

Modelo murino de inflamacion cutdnea inducida por dcido araquidonico

En este ensayo se usaron ratones Balb/c hembra de 6-8 semanas de edad, con pesos
comprendidos entre los 17-23g que se repartieron en 3 grupos; un grupo control, uno tratado
con indometacina y otro tratado con AM-24. A todos ellos, se les aplico acido araquidonico
de forma tdpica a nivel de la cara interna del pabellon auricular derecho e inmediatamente
después se procedio a la administracion del farmaco por via oral. Al cabo de una hora, tras
sacrificar a los animales, se extrajeron discos de tejido de ambas orejas, comparandose sus
pesos respectivos para valorar el grado de inflamacion. El grado de inhibicion de la
inflamacion se obtuvo mediante la comparacion de los pesos medios de cada grupo con el

peso medio del respectivo grupo control.

Este estudio permitié conocer la dosis por debajo de la cual no se observan efectos adversos
(NOAEL=non observed adverse effects level) para AM-24, estableciéndose en 0,5mg/kg. A
dosis equimolares de indometacina (10mg/kg) y de AM-24 (13,5mg/kg), la inhibicidén
producida por AM-24 es del 54.8% frente a la producida por indometacina (41.1%), lo que

evidencia un mayor poder antiinflamatorio.

Segun este ensayo, se considera que la dosis Optima de AM-24 para los modelos animales de
inflamacion cutanea es la de Smg/kg, ya que consigue una inhibicion de la inflamacion del

49,5%.

Prueba de la carragenina

Se realizd en 3 grupos de ratas Wistar del mismo sexo (control, tratadas con indometacina via
oral (v.0.) y tratadas con AM-24 (v.0.) e intramuscular (i.m.)), con pesos entre los 180 y 200g.
Se indujo la inflamacion mediante la inyeccion subplantar de solucion de carragenina al 1%
en la pata posterior derecha e inmediatamente se procedi6 a administrar los distintos

tratamientos. Tanto indometacina como AM-24 se adminstraron a dosis de 10mg/kg
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suspendidos o disueltos adecuadamente para la administracion oral o intramuscular. La
inhibicion de la inflamacioén se calculd respecto al incremento de volumen medio de los
animales control. La administracion de AM-24, tanto por via oral como intramuscular, mostrd
una actividad antiinflamatoria igual a la de la indometacina. A la dosis de Smg/kg v.o., se

obtienen resultados muy semejantes para ambos farmacos (ver tabla I-8).

Tabla I-8: Actividad antiinflamatoria comparativa de indometacina y AM-24 evidenciada
mediante la prueba de la carragenina efectuada en ratas Wistar, tras administracion oral de los
farmacos.

Tiempo 1h 3h 5h
% inhibiciéon indometacina 5mg/kg v.o. 83% 79% 81%
% inhibicion AM-24, 5mg/kg v.o. 75% 74% 81%

v.0.: via oral. h: horas

4.3.2.2.- Modelos de dolor

Actividad analgésica: writing test

Se utilizaron 16 ratones para este ensayo a los que se les administraron 10 mg/kg por v.o. de
AM-24 (n=5), 3 mg/kg de indometacina por v.o. (n=5) y 6 de ellos no recibieron tratamiento
alguno. Tras 1 hora se administrd acido acético por via intraperitoneal y se valoro el grado de
inhibicion sobre el numero de contracciones que se producian, concluyéndose que AM-24
presenta un moderado efecto analgésico (50,3% de inhibicién de las contracciones) en
comparacion con indometacina (89%) aunque dichos resultados eran estadisticamente

significativos respecto al grupo control.

4.4.- Estudios farmacocinéticos pre-clinicos

4.4.1.- Estudio farmacocinético en la rata

Se ensaydo AM-24 en ratas Wistar hembra de 180-250g de peso a las que se les administr6é una
solucién que contenia 0,5¢ de AM-24 por via oral e intravenosa a razén de 0,ImL por cada
100g, lo que corresponde a una dosis de Smg/kg, extrayéndose posteriormente 8 muestras de

sangre venosa hasta los 180 minutos tras la administracion intravenosa (i.v.) y hasta los 240
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minutos tras la administracion oral. Dichas muestras se analizaron por cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC). Para la caracterizacion farmacocinética se aplicaron varios
modelos, de los cuales el bicompartimental presentaba un mejor ajuste, segun los criterios de
MAICE (“Minimum Akaike Information Criterion Estimates™) y en el estudio amodelisitico
presentaba igualmente una relacion o/f de 13,7. Se obtuvieron concentraciones maximas
(Cmax) de 5,73£0,43mg/L. a los 44,9 minutos de su administracion. Presentd una
biodisponibilidad en magnitud del 73,4%. La semivida bioldgica de este farmaco fue
relativamente larga, si se tiene en cuenta el animal de experimentacion utilizado. El estudio de
las constantes de absorcion y eliminacion permitieron prever que no habia problemas en la

absorcion (Peraire et al., 1988).

4.4.2.- Estudio farmacocinético en el perro

Para este estudio se utilizaron 7 perras de raza Beagle de 9-10 meses de edad, a las que se les
administr6 AM-24 a dosis de Smg/kg i.v. y tras 10 dias de descanso, por v.o. En ambos
periodos experimentales se extrajeron 13 muestras de sangre venosa hasta las 48h de la dosis
administrada. Dichas muestras se analizaron por HPLC y permitieron la obtencién de los
pardmetros farmacocinéticos: tras la administracion oral el Cy,.x promedio fue de 4,8+1,6
mg/L con una biodisponibilidad en magnitud de 0,914+0,33 con coeficiente de variacion de
36,5%, lo que muestra la gran variabilidad interindividual existente. El farmaco presenta
caracteristicas bicompartimentales. El tiempo de semivida de eliminacion (t;2p) es de

7,8+1,17 h.

4.4.3.- Estudio farmacocinético en el caballo

En este estudio se administré AM-24 a dosis de Smg/kg por via oral e intravenosa a 3 yeguas
de 4-10 afios de edad y con un peso aproximado de 400kg. Posteriormente se realizaron 15
extracciones de sangre venosa hasta las 48h postadministracion para cada via estudiada y para
el estudio farmacocinético a dosis repetidas se continuaron administrando dosis diarias de 5
mg/kg hasta 23 dias después del inicio del estudio. Durante este periodo se procedié a la
obtencion de muestras plasmaticas y de liquido sinovial para valorar la farmacocinética a

dosis repetida. Las concentraciones de AM-24 en las muestras plasmaticas y de liquido
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sinovial se cuantificaron por HPLC. El modelado farmacocinético de los resultados obtenidos

mostré que AM-24 se ajusta mejor a un modelo bicompartimental de acuerdo a los valores de

[ndice de Akaike (AIC)Y*mackactal- 1978) yhtenidos.

Tras la administracion por via oral a dosis Unica se alcanzaron concentraciones plasmaticas
maximas promedio (Cyax) de 2,27+0,57ug/mL a las 12,5442,30h de su administracion (tmax).
Esto contrasta con los valores mucho mas altos obtenidos tras la administracion a dosis
repetida (Cpin 4,5£3,6 y Chax 25,2844,01ug/mL), lo cual era dificil de predecir. El t;;,
obtenido tras administracién i.v. es relativamente largo (24,9£8,1h), lo que facilitaria su

administracidon en tratamientos cronicos.

La biodisponibilidad en magnitud es del 23,124+8.69%, valor muy bajo que se podria explicar

por una absorcioén incompleta del farmaco o bien a que existe un fenémeno de primer paso.

4.5.- Conclusiones

AM-24 es un compuesto con alta estabilidad quimica, ausencia de toxicidad, potente actividad
antiinflamatoria (inhibiendo la 5-LOX no selectivamente, ya que también inhibe
parcialmente, aunque con menor potencia, la ciclooxigenasa) y vida media larga. Ante estas
caracteristicas se decidio iniciar el desarrollo clinico del producto planteandose la realizacion

del primer ensayo en humanos.
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1.- OBJETIVOS

1.1.- Objetivo principal

Proponer la pauta de dosificacion de un compuesto, AM-24, a utilizar en pacientes (fase II),
esto es, una pauta de dosificacion que proporcionara unos niveles plasmaticos asociados con

actividad farmacologica.

1.2.- Objetivos intermedios

a) Determinar la Dosis Méaxima Tolerada tras administracion unica.
b) Determinar las caracteristicas farmacocinéticas tras administracion oral tnica
c¢) Determinar si el compuesto presenta linealidad cinética al incrementar la dosis

d) Determinar la existencia de una relacion entre niveles plasmaticos y efecto farmacologico.

e) Determinar la tolerabilidad del compuesto tras administracion repetida
f) Determinar las caracteristicas farmacocinéticas tras administracion oral repetida

g) Determinar si el compuesto presenta linealidad cinética tras administracion repetida.
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2.- HIPOTESIS

La disponibilidad de informacion obtenida en voluntarios sanos jovenes (fase I) relativa a la
tolerabilidad, a la farmacocinética de distintas dosis de un compuesto (tras administracion
unica y tras administraciéon repetida), y a la eventual relaciébn entre concentraciones
plasmaticas y efecto farmacologico, permitird proponer una pauta de dosificacion a utilizar en

pacientes (fase II).

a) La dosis méaxima tolerada tras administracion unica:
Se determinara cuando se alcance la Dosis Minima Intolerada, o en su defecto, se

establecera en la dosis mas alta evaluada.

b) Las caracteristicas farmacocinéticas tras administracion oral tinica:
Se determinaran describiendo pardmetros amodelisticos que caracterizan la

biodisponibilidad en magnitud y en velocidad, la distribucion y la eliminacion.

c¢) La linealidad cinética al incrementar la dosis:
Se determinard contrastando la hipotesis nula (Hy) de igualdad en los parametros
amodelisticos entre las distintas dosis unicas administradas. Aquellos que deberian ser
dependientes de la dosis, corregidos por la dosis administrada y aquellos que no

deberian ser dependientes de la dosis, directamente.

d) La existencia de una relacion entre niveles plasmaticos y efecto farmacoldgico:
Se determinara describiendo los pardmetros farmacodinamicos que se deriven del
modelo que se seleccione que mejor describa la relacion entre las concentraciones

plasmaticas de AM-24 y las concentraciones plasmaticas de LTBs.

e) La tolerabilidad del compuesto tras administracion repetida
Se determinard describiendo el perfil de tolerabilidad clinico-biologico
(acontecimientos adversos, constantes vitales, pardmetros -electrocardiograficos,

parametros clinicos de laboratorio, hormonas tiroideas y sangre oculta en heces).
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f) Las caracteristicas farmacocinéticas tras administracion oral repetida:
Se determinaran describiendo parametros amodelisticos que caracterizan el estado de

equilibrio estacionario.

g) La linealidad cinética tras administracion repetida:
Se determinard contrastando la hipdtesis nula (Hy) de igualdad de parametros
amodelisticos que caracterizan la biodisponibilidad en magnitud y en velocidad, la
distribucion y la eliminacion, obtenidos tras administracion tnica y los obtenidos tras

administracion repetida.
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3.- DESARROLLO

En funcién de la hipétesis subyacente y con la finalidad de alcanzar los objetivos propuestos

se ha planteado el presente proyecto de investigacion con las siguientes etapas secuenciales:

a) Determinacion de la primera dosis a administrar en voluntarios sanos.

b) Estudio experimental en voluntarios sanos tras administracion oral unica de AM-24 en el

rango de dosis de 6 a 1200 mg.

Para dar respuesta a los objetivos intermedios:
e Determinar la Dosis Méaxima Tolerada tras administracion unica.
e Determinar las caracteristicas farmacocinéticas tras administracion oral inica
e Determinar si el compuesto presenta linealidad cinética al incrementar la dosis
e Determinar la existencia de una relacion entre niveles plasmaticos y efecto

farmacologico.

¢) Determinacion de la pauta de dosificacion a evaluar para caracterizar la administracion

repetida (estudio de simulacién)

d) Estudio experimental en voluntarios sanos tras administracion oral repetida de AM-24 a las

dosis de 240, 350 y 500 mg (una vez al dia durante 6 dias) y controlado con placebo

Para dar respuesta a los objetivos intermedios:
e Determinar la tolerabilidad del compuesto tras administracion repetida
e Determinar las caracteristicas farmacocinéticas tras administracion oral repetida
e Determinar si el compuesto presenta linealidad cinética tras administracion

repetida.

e) Determinacion de la pauta de dosificacion a proponer para continuar con el desarrollo del

compuesto en pacientes (estudio de simulacion).

88 de 279



Voluntarios y Método

VOLUNTARIOS Y METODO

89 de 279



Voluntarios y Método

90 de 279



Voluntarios y Método

1.- INVESTIGACION “IN VIVO”

1.1.- Diseno de los estudios

Se ha planteado la realizacion de dos estudios, cada uno con su propio disefio en funcion de

los objetivos a alcanzar:

Estudio 1: ensayo clinico de fase I de tolerabilidad en el sujeto sano, aleatorizado,

simple ciego, dosis unicas, dosis crecientes (9 dosis) y paralelo.

Estudio 2: ensayo clinico de fase I de tolerabilidad en el sujeto sano, aleatorizado,
doble ciego, dosis Unicas y repetidas, comparativo de 3 dosis controlado con placebo y

paralelo.
Determinacion del tamafio de la muestra
En ambos estudios no se procedid al calculo formal del tamano de la muestra, ya que se
trataba de los primeros estudios en humanos con el objetivo principal de valorar la
tolerabilidad del compuesto, aportando datos iniciales de farmacocinética (niveles

plasmaticos) y de farmacodinamia (cuantificacion “ex vivo” de la produccion de LTBy).

Segun la tradicion en la realizacion de estos estudios se considerd como adecuado y suficiente

para alcanzar los objetivos propuestos un tamafio muestral de:

Estudio 1: 46 voluntarios (n= 4/grupo en los 4 grupos primeros y n=6/grupo en los

5 grupos siguientes.)

Estudio 2: 32 voluntarios (n=8 voluntarios/grupo).
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1.2.- Poblacion a estudiar

En ambos estudios se incluyeron voluntarios sanos, jovenes, de sexo masculino (ya que se
trataba de una primera administracion del farmaco en humanos) que debian cumplir todos los

criterios de inclusion exigidos para su participacion en el estudio y ninguno de exclusion.

En los dos estudios los criterios de inclusion fueron los mismos: varones entre 18-45 afios,
con un peso corporal dentro del rango de la normalidad (indice de Quetelet entre 19 y 26
kg/m?), con historia clinica, exploracion fisica por aparatos y pruebas complementarias dentro
de la normalidad y sin evidencia de enfermedad significativa, organica o psiquiatrica. Las
pruebas de laboratorio (hemograma y bioquimica incluyendo TSH) debian estar dentro del
rango de la normalidad, de acuerdo con los valores normales de referencia del laboratorio del
Centre d’Investigacié del Medicament (CIM), PNT FASE I. Doc/015 (ver Anexo I),
admitiéndose variaciones segun criterio del investigador. Las constantes vitales (presion
arterial, frecuencia cardiaca y temperatura) asi como el registro ECG debian estar dentro de la
normalidad. Los voluntarios no debian haber participado en otro ensayo clinico durante los 2
meses anteriores al inicio del estudio actual ni debian haber donado sangre en las 4 semanas

previas. Para poder participar, debian aceptar libremente dando su consentimiento por escrito.

Los motivos de exclusion en ambos estudios incluian los antecedentes de alergia,
idiosincrasia, hipersensibilidad a farmacos, incluidos antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs), asi como los antecedentes de intolerancia digestiva tras la ingesta de acido
acetilsalicilico (AAS) o AINEs. Tampoco podian participar los voluntarios que presentaran
historia o evidencia clinica de patologia cardiovascular, respiratoria, renal, hepatica,
endocrina, gastrointestinal, hematologica, neurologica u otras enfermedades cronicas. Se
excluyeron igualmente aquellos que habian sido intervenidos quirdrgicamente durante los 6
meses anteriores, los que habian tomado cualquier medicacion en los 15 dias anteriores al
ensayo o los que presentaron serologia positiva para hepatitis B, C o para el virus HIV.
Asimismo, se excluyeron los que presentaban alcoholismo o drogodependencias, los
consumidores de mas de 450 cc de alcohol a la semana, los fumadores de mas de 10
cigarrillos al dia, los consumidores importantes de bebidas estimulantes (mas de 5 cafés,
bebidas de cola o tés al dia) y aquellos que presentaron positividad en las pruebas de

deteccion de drogas en orina (cannabis, cocaina, anfetaminas, benzodiacepinas y opiaceos).
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1.3.- Tratamientos

En el estudio 1 la medicacion de estudio fue el AM-24 en formulacion en capsulas a dosis
unicas y crecientes de 6 a 1200 mg (total 9 dosis distintas). La duracion del estudio fue
distinta en funcion de la dosis administrada, siendo de 24h para los voluntarios 1 a 18 (dosis
de 6mg a 120mg), de 48h para los voluntarios 19 a 28 (dosis de 240mg y 350mg) y de 72h
para los voluntarios 29 a 46 (dosis de 500mg a 1.200mg).

La dosis de inicio se determino segin el procedimiento de célculo mediante un factor (ver

Resultados, Parte I de esta tesis doctoral) y fue de 6mg.

A partir de aqui los niveles de dosis siguientes se seleccionaron siguiendo la progresion de
Fibonacci modificada, eliminando algunas dosis intermedias en el tramo inferior de la
escalada de dosis. Se escogieron las dosis de 6mg, 30mg, 60mg, 120mg, 240mg, 350mg,
500mg, 700mg y 1.200mg. La dosis presuntamente terapéutica debia oscilar alrededor de los
5 mg/kg segun la informacion contenida en el PEI ®*" 9 1o que se corresponde con una
dosis de 350mg en humanos. Por ello se eligio una escalada de dosis que alcanzase una dosis

maxima equivalente a 3 veces la presuntamente terapéutica.

En el estudio se incluyeron 4 voluntarios sanos por cada dosis en las 4 primeras dosis (6mg,
30mg, 60mg y 120mg) y 6 voluntarios sanos en las 5 dosis restantes (240mg, 350mg, 500mg,
700mg y 1.200mg). Cada una de las dosis se administré inicialmente a 2 voluntarios y, tras
comprobar su buena tolerabilidad tras una unica administracion, se completd la muestra con 2
0 4 voluntarios segun el nivel de dosis considerado, tal como se puede observar en la tabla

M-1.
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Tabla M-1: Esquema del nimero y distribucion de los sujetos del ensayo segun el nivel de
dosis (Estudio 1).

Grupo A B C D E F G H I
6 mg 30 mg 60mg | 120 mg | 240 mg | 350 mg | 500 mg | 700 mg 1200 mg |
1 2
2 2
3 2
4 2
5 2
6 4 2
7 2
8 4 2
9 4 2
10

En este estudio estaba prevista la utilizacion de placebo en caso de aparicion de problemas de
tolerabilidad. Para su evaluacion se adjuntd una tabla de criterios de gravedad grados I a III

segl'm propuesta de la OMS (WHO. Adverse Reaction Dictionary, 1986).

En caso de aparecer una intolerancia de grado I, se tendria que administrar esa misma a dosis
a 3 voluntarios mas y concomitantemente placebo a otros 3 voluntarios. En caso de aparicion
de un efecto con un grado de intolerancia II o III o bien la aparicion de una alteracion de
grado I en mas de 6 sujetos y en ninguno tras placebo, se deberia suspender la escalada de

dosis.

En el estudio 2 la medicacion de estudio fue el AM-24 en formulacion en capsulas a dosis de

240mg, 350mg y 500mg y también capsulas de placebo.

Se establecieron cuatro condiciones de tratamiento: placebo, AM-24 240mg, AM-24 350mg 6
AM-24 500mg. Se evalué una administracion oral Unica (dia 0) y posteriormente en los
mismos participantes se inicidé un régimen de administracion repetida (dia 7) (una
administracion oral/dia durante 6 dias). La duracion del estudio fue de 19 dias para cada
sujeto incluido. Se incluyeron 8 voluntarios sanos por cada tratamiento. La asignacion de cada
voluntario al tratamiento correspondiente se hizo siguiendo el orden establecido mediante una
tabla de aleatorizacion. Este esquema de aleatorizacion se generd mediante una tabla de
numeros aleatorios forzandose la obtencidn final de una tabla equilibrada en bloques de 4

(Tabla M-2).
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Tabla M-2: Tabla de aleatorizacion de los voluntarios a los distintos tratamientos (Estudio 2).

Voluntario Tratamiento* Voluntario Tratamiento*
1 D 17 A
2 C 18 B
3 B 19 C
4 A 20 D
5 B 21 D
6 C 22 A
7 A 23 B
8 D 24 C
9 C 25 D
10 B 26 A
11 A 27 B
12 D 28 C
13 D 29 A
14 A 30 D
15 B 31 B
16 C 32 C

*A = placebo; B = AM-24 240 mg; C = AM-24 350 mg; D = AM-24 500 mg.

1.4.- Variables objeto de estudio
1.4.1.- Tolerabilidad

1.4.1.1.- Cuestionario de acontecimientos adversos sugeridos

Cuestionario politomico en el que los participantes debian asignar uno de los siguientes

descriptores: nada, un poco, mucho o fuerte a una lista de 24 items.

Los items incluidos eran:

Boca seca, vision borrosa, cara ruborizada, dolor de cabeza, mareo al incorporarse,
vértigo, palpitaciones, ardor, molestias gastricas, nauseas, diarrea, estrefiimiento,
acorchamiento de extremidades, calambres, cansancio general, falta de fuerza en las
extremidades, marcha inestable, temblores, somnoliento, insomnio, intranquilo,

deprimido, sensacion de embriaguez, desconectado.

Tiempos de evaluacion en el Estudio 1: basal (premedicacion), +15min, +30min, +45min,

+1h, +1,5h, +2h, +2,5h, +3h, +4h, +6h, +8h, +10h, +12h y +24h.
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Tiempos de evaluacion en el Estudio 2: Dias 0 y +12: basal, +2h, +4h, +5h, +12h, +24h,
+48h (dia +2, dia +14), +72h (dia +3, dia +15), +96h (dia +4, dia +16), + 120h (dia +5, dia
+17) y + 144h (dia +6, dia +18). A tiempo premedicacion los dias +7 a +11.

1.4.1.2.- Registro de acontecimientos adversos reportados espontineamente por los

voluntarios y/o alteraciones analiticas evaluados segin las recomendaciones de la OMS
(WHO, 1986)

La posibilidad de anotar AA reportados de forma espontdnea estuvo presente a lo largo de la
realizacion experimental de los correspondientes estudios, debiéndose registrar en el
formulario de descripcion de AA. Asi mismo se consideraron como AA y se registraron todas
las alteraciones analiticas de aquellos parametros que rebasaran los limites, tanto superior
como inferior, aceptados por el CIM (PNT Fasel. Doc/015) y aquellos no incluidos en el PNT
correspondiente (Anexo I) e incluidos en la tabla de criterios de gravedad grados I a III segtin

propuesta de la OMS VHO1986)(Anexo II).

En el registro de cualquier acontecimiento adverso debian constar todos los parametros
siguientes y ser evaluados segun se describe a continuacion para cada uno de ellos

(independientemente de la relacion de causalidad imputada):

1. Descripcion del acontecimiento adverso (Grave: si 0 no)
Fecha y hora en que se informa

Fecha y hora de la ingesta de la ultima dosis

Fecha y hora de inicio del acontecimiento adverso
Fecha y hora de remision

Duracion y evaluacion del acontecimiento adverso

NS kR

Intensidad:
Leve: No interfiere con la vida cotidiana del sujeto
Moderada: Interfiere pero no impide la actividad habitual
Severa: Interfiere en algin aspecto importante de la vida cotidiana e
incluso obliga a abandonar el tratamiento

8. Frecuencia definida como: puntual, recurrente o persistente
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9. Relacion con el farmaco objeto de estudio:

Cierta: Existe una secuencia temporal razonable en relacion con la
administracion del farmaco o con las concentraciones plasmaticas o
tisulares del mismo. La manifestacion observada coincide con el
esquema de reacciones adversas conocidas del fairmaco implicado.
Mejora al interrumpir la administracion del farmaco y reaparece al

administrarlo de nuevo.

Probable: Secuencia temporal razonable. Coincide con el esquema de
reacciones adversas conocidas. Mejora al interrumpir la administracion

del farmaco y no se explica por la situacion clinica del sujeto.

Posible: Secuencia temporal razonable. Coincide con el esquema de
reacciones adversas conocidas. Puede ser debida a la situacion clinica

del sujeto o a otros farmacos administrados concomitantemente.
Improbable: Secuencia temporal razonable. No coincide con el esquema
de reacciones adversas conocidas y no puede ser explicada por la

situacion clinica del sujeto.

No relacionada: No cumple ninguno de los criterios mencionados.

1.4.1.3.- Exploracion fisica

Esta evaluacion incluyd un examen de la apariencia general, piel y mucosas, ojos, garganta-

nariz-oidos, sistema cardiovascular, respiratorio, digestivo, locomotor, nervioso y linfatico.

El examen del tracto genital, urinario y rectal no se efectud de forma rutinaria.

Tiempos de evaluacion en el Estudio 1: basal (premedicacion) del dia del ensayo y a
+24h tras la administracion de la dosis unica.
Tiempos de evaluacion en el Estudio 2: basal (premedicacion) del dia 0 (dosis Unica) y

dia +18, al finalizar el estudio.
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1.4.1.4.- Constantes vitales

Se realizaron registros de constantes vitales. La presion arterial (sistolica y diastolica) y la
frecuencia cardiaca se registraron mediante el sistema DINAMAP CRITIKON 8100 en
posicion de decubito supino (manteniendo el brazo a una altura proéxima a la del corazon y
tras 5 minutos de sedestacion). La temperatura se tomo con termémetro de mercurio tras cinco

minutos de colocacidn axilar.

e Tiempos de evaluacion en el Estudio 1: basal (premedicacion), +15min, +30min,
+45min, +1h, +1,5h, +2h, +2,5 h,+3h, +4h, +6h, +8h, +10h, +12h y a +24h de la toma
de la medicacion.

e Tiempos de evaluacion en el Estudio 2: Dias 0 y +12: basal, +2h, +4h, +5h, +12h,
+24h, +48h (dia +2, dia +14), +72h (dia +3, dia +15), +96h (dia +4, dia +16), + 120h
(dia +5, dia +17) y + 144h (dia +6, dia +18). A tiempo premedicacion los dias +7 a
+11.

1.4.1.5.- Electrocardiograma

Se realizaron ECGs, mediante un aparato Siemens (SICARD 460) con 12 derivaciones
evaludndose los siguientes parametros: frecuencia ventricular, onda P, intervalo QRS,

intervalo PR, intervalo QT e intervalo QTc.

e Tiempos de evaluacion en el Estudio 1: basal y a +24h de la administracion de
medicacion.

e Tiempos de evaluacion en el Estudio 2: a tiempo basal (premedicacion) los dias 0
(administracion Unica), dia +1 (+24h dosis Unica), dia +9 (premedicacion 3* dosis
administracion repetida), dia +12 (premedicacion 6* dosis, ultima de la administracion
repetida), dia +13 (+24h ultima dosis repetida) y dia +18 (al finalizar el estudio, +144h

de ultima administracion repetida).

Ademas, en el Estudio 1, se efectud una registro limitado a la derivacion DII: en los siguientes

tiempos: + 30min,+1h, +2h, +4h, +6h, +8h y +12 h horas de la toma de medicacion.
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1.4.1.6.- Parametros de laboratorio

Todos los parametros de laboratorio evaluados lo fueron:
e Estudio 1: basal (premedicacion) y +24h postmedicacion.
o Estudio 2: basal (premedicacion) dia 0 (dosis unica) y dia +18, al finalizar el

estudio.

Hematologia

Se evaluaron los siguientes parametros analiticos:

Leucocitos, formula leucocitaria, hematies, hemoglobina, hematocrito, volumen
corpuscular medio (V.C.M), hemoglobina corpuscular media (H.C.M), concentracién
corpuscular media de hemoglobina (C.C.M.H), amplitud de distribucién de los
hematies (R.D.W.), plaquetas, plaquetocrito, volumen plaquetario medio (M.P.V).

Bioquimica

Se evaluaron los siguientes parametros analiticos estandar:

A nivel sanguineo: Proteinas totales, glucosa, urea, creatinina, bilirrubina total,
bilirrubina  directa, triglicéridos, colesterol, aspartato-aminotransferasa (AST),
alanina-aminotransferasa (ALT), fosfatasas alcalinas y gamma-glutamil-transpeptidasa

(GGT).

A nivel urinario: pH, albimina, glucosa, cuerpos cetonicos, urobilindgeno, pigmentos

biliares, hematies.

Adicionalmente, se evaluaron los niveles plasmaticos de hormona tireotropa (TSH), ante la
presencia de yodos en la estructura molecular del compuesto; y se verifico la posibilidad de
sangre oculta en heces, ante el eventual mecanismo de acciéon como inhibidor de la sintesis de

PGs.
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Niveles de TSH: se determinaron por immunoanalisis quimioluminométrico, presentando el

método un limite de deteccion de 0,03 mUI/L.

Sangre oculta en heces: se determiné mediante el método consistente en la reaccion de

oxigeno liberado por la peroxidasa tras el contacto de la hemoglobina con el guayaco.

Sedimento urinario

Se evaluaron los siguientes parametros analiticos:

Deteccion de: células de descamacion epitelial, leucocitos, hematies, tincion de Gram:

presencia de gérmenes.

1.4.2.- Farmacocinética

1.4.2.1.- Obtencion de las muestras

Tras la toma de la medicacion y en cada uno de los tiempos experimentales, se extrajeron 3
mL de sangre, siempre con anticoagulante (heparina litica). Tras la centrifugacion de los tubos
a temperatura ambiente y a 3500r.p.m. durante 15 minutos, se procedio a la separacion del
sobrenadante introduciéndolo en tubos de polipropileno. Las muestras de plasma se

congelaron tan pronto como fue posible a —40+5°C hasta el momento del analisis.

Estudio 1: Los tiempos de toma de muestras de sangre para la determinacion de AM-24 en

plasma se detallan a continuacion y que se reflejan en la Tabla M-3:

Dosis de 6mg, 30mg, 60mg y 120mg (2 voluntarios) : a tiempo basal, +1h y +2h

Dosis de 120mg (2 voluntarios) v 240mg (2 voluntarios): a tiempo basal, +30min,
+1h, +1,5h, +2h, +4h, +6h, +8h, +10h, +12h y +24h.

Dosis de 240mg (4 voluntarios) y 350mg: a tiempo basal, +30min, +1h, +1,5h, +2h,
+4h, +6h, +8h, +10h, +12h, +24h y +48h.

Dosis de 500mg, 700mg v 1200mg: a tiempo basal, +1h, +1,5h, +2h, +4h, +6h, +8h,
+10h, +12h, +24h , +48h y +72h.
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Tabla M-3: Distribucién temporal de puntos de extraccion en cada voluntario en funcién del
nivel de dosis administrada (Estudio 1).

vqu'::ario Dosis (mg) Nivel puﬁ:os Basal |+30’ | +1h | +1,5h | +2h | +4h | +6h | +8h |+10h |+12h|+24h|+48h (+72h
1a4 6 A 3 X X X
5a8 30 B 3 X X X
9a12 60 C 3 X X X
13, 14 120 D 3 X X X
15, 16 120 D 11 X X X X X X X X X X X
17,18 240 E 11 X X X X X X X X X X X
19 a 22 240 E 12 X X X X X X X X X X X X
23 a 28 350 F 12 X X X X X X X X X X X X
29 a 32,35,36 500 G 12 X X X X X X X X X X X X
33,34,37 a 40 700 H 12 X X X X X X X X X X X X
41 a 46 1200 | 12 X X X X X X X X X X X X

Las dosis utilizadas para caracterizar la farmacocinética fueron las de 240mg, 350mg, 500mg,
700mg y 1200mg (zonas sombreadas en la Tabla M-3), ya que en las dosis inferiores el

numero de puntos de extraccion fue claramente insuficiente para valorar dicho objetivo.

Estudio 2: Los tiempos de toma de muestras de sangre para la determinacion de AM-24 en

plasma se detallan a continuacion y se reflejan en la Tabla M-4:

Dosis unica: Basal, +2h, +4h, +4,5h, +5h, +5,5h, +6h, +12h, +24h (dia +1), +48h (dia
+2), +72h (dia +3), +96h (dia +4), +120 (dia +5), +144h (dia +6).

Dosis repetida: +168h (basal, dia +7), +192h (pre, dia +8), +216h (pre, dia +9), +240h
(pre, dia +10), +264h (pre, dia +11), +288h (pre, dia +12, ultima dosis), +290h (+2h),
+292h (+4h), +292,5h (+4,5h), +293h (+5h), +293,5h (+5,5h), +294h (+6h), +300h
(+12h), +312h (dia +13), + 336h (dia +14), +360h (dia +15), +384h (dia +16), +408h
(dia +17) y + 432h (dia +18).

En la tabla M-4 se puede observar esquemadticamente la distribucion de las extracciones

plasmaticas.
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Tabla M-4: Distribucion temporal de las extracciones para el estudio farmacocinético a dosis
unica y repetida (Estudio 2).
FARMACOCINETICA DE DOSIS UNICA

Dia 0 Dia +1 Dia +2 Dia +3 Dia +4 Dia +5 Dia +6
Basal | +2h | +4h | +45h | +5h +55h | +6h | +12h | +13h | +24h +48h +72h +96h +120h +144h
Xe X X X X X X X X X X X X X

FARMACOCINETICA DE DOSIS REPETIDA

Dia + 12 Dia +13 | Dia +14
+288h (+24h) | (+48h)
#312h | +336h

Dia+7 | Dia+8 | Dia+9 | Dia+10 | Dia +11
+168h | +192h | +216h | +240h | +264h

+2h | +4h | +45h | +5h | +55h | +6h | +12h | +13h

X|eo

X X X X X X X X X

Dia +15 | Dia+16 | Dia+ 17 | Dia+18
(#72h) | (+96h) | (+120n) | (+144h)
+360h | +384h | +408h | +432h

X X X X

»: Toma de medicacion. X: extraccién sanguinea para estudio farmacocinético.

1.4.2.2.- Método analitico

Las determinaciones de las concentraciones plasmaticas de AM-24 se efectuaron mediante
HPLC en fase reversa. El método utilizado es el descrito por L Garcia-Capdevila y cols. (92
Capdevila et al. 1998) Josarrollado en el Laboratorio de Sintesis del Institut de Recerca del HSCSP.
El método fue validado para plasma humano dentro de un rango de concentraciones adecuado

a los niveles plasmaticos del farmaco en este estudio.

El equipo cromatografico utilizado fue de Waters, S.A. y estaba compuesto por dos bombas
modelo 510, un inyector automatico Ultrawisp 715, un detector ultravioleta modelo 486 y un
sistema de integracion y tratamiento de datos, Maxima 820 Chromatography Data Station. La
separacion se realizo mediante una columna Nova-Pak C;g de 4 um de tamafio de particula,

150mm de longitud y 3.9mm de didmetro interno.

La fase movil utilizada fue una mezcla de acetonitrilo: agua (68:38). La mezcla se filtro y
desgasifico a través de un filtro Millipore de 0,45 um y la cromatografia se realizo a 20°C con
un flujo de 1,0 mL/min y una presion de la columna de aproximadamente 1.500p.s.i. Los
picos de AM-24 y MDF (estandar interno) se detectaron por absorcion al ultravioleta a una

longitud de onda de 277nm y el volumen de inyeccion fue de 10uL.
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La preparacion de las muestras se hizo por extraccion liquido—-liquido con acetato de etilo.
Las muestras de plasma se descongelaron a temperatura ambiente y se tomaron alicuotas de
100uL para el analisis. Se anadieron 100uL del estdndar interno por 100uL del plasma
(muestra o estandar). Para la extraccion se emple6 ImL del disolvente, agitandose
vigorosamente y separandose la fase organica por centrifugacion (Smin a 2.000r.p.m.). La
fase organica se evapord en corriente de nitrogeno o argon y se reconstituy6 el residuo con
50uL de fase movil. La muestra asi preparada se traspasd a un microvial de inyeccion,

cromatografiandose 10uL.

Para la cuantificacion se utilizaron las curvas de calibrado. El célculo se realiz6 a partir de la
relacion de alturas de los picos de AM-24 y de MDF (farmaco/estandar interno). Se ajusto el
logaritmo de la concentracion en pg/mL frente al logaritmo de la relacion de alturas. La
concentracion de AM-24 en las muestras se obtuvo directamente con el programa Maxima por
interpolacion de la relacion de alturas en la curva de calibrado como dato primario, no
sufriendo los resultados ninguna transformacion o manipulacion. Se eligid un ajustado
logaritmico debido a que, al haber recibido los voluntarios distintas dosis del farmaco, el
margen de concentraciones plasmaticas era muy amplio y este ajustado ofrecia una mayor

exactitud.

Los limites de deteccion y de cuantificacion se establecieron a partir de la respuesta
observada en los blancos y de los resultados de los estandares mas bajos de las curvas de
calibrado. Se tom6 como limite de deteccion la concentracion de AM—24 mas baja que tuviera
una respuesta igual a la del ruido observado en los blancos mas tres veces su desviacion

estandar y que fue de 0,05mg/L.

El método analitico descrito fue aplicado para la cuantificacion del AM-24 en los 2 estudios
descritos anteriormente, tomandose en ambos casos como limite de cuantificacion el estandar
mas bajo de la validacion, que en el primer estudio (busqueda de DMT) fue de 0,Img/L y en
el segundo (estudio de dosis tinica y dosis repetidas) fue de 0,25 mg/L. En ambos casos esta
cifra correspondid a la concentracion mas baja que se incluyo en la calibracion y para la que

se conocian su precision y su exactitud.
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1.4.2.3.- Evaluacion de los resultados

Se utilizo la aproximacion amodelistica para caracterizar la curva farmacocinética de forma
individual para cada voluntario por separado. Se aplic6 el modelo no compartimental tras

administraciéon extravasal mediante el programa de farmacocinética Winnonlin, version

2 O(Winnonlin)

e FEstudio 1

Para cada una de las siguientes dosis orales de AM-24: 240mg, 350mg, 500mg, 700mg y

1200mg se calcularon los siguientes parametros, tras administracion tnica:

a. - Parametros que caracterizan la biodisponibilidad en magnitud:
- AUC,” ((mg/L)*h): area bajo la curva de concentracion vs tiempo desde 0
hasta infinito.
-AUC,"/D (h/L): area bajo la curva de concentracion vs tiempo desde 0 hasta

infinito en relacion a la dosis administrada.

b. - Parametros que caracterizan la biodisponibilidad en velocidad:
- Ciax (mg/L): concentracion plasmatica maxima.
- CmaX/D(L'l): concentracion plasmdtica méaxima en relacion a la dosis
administrada.

- tmax (h): tiempo en el que se alcanza la concentracion plasmatica maxima.

c. - Parametro que caracteriza la distribucion:

- Vd/F (L): volumen de distribucion aparente

d. - Parametros que caracterizan la eliminacion:
- CI/F (L/h): aclaramiento plasmatico total
- ke: constante de eliminacion

- t 5 (h): tiempo de semivida de eliminacion
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e Estudio 2

Para cada una de las siguientes dosis orales de AM-24: 240mg, 360mg y 500mg se calcularon

los siguientes pardmetros:

Tras administracion unica:
a. - Parametros que caracterizan la biodisponibilidad en magnitud:
-AUCy”((mg/L)*h): area bajo la curva de concentracion vs tiempo desde 0

hasta infinito.

b. - Parametros que caracterizan la biodisponibilidad en velocidad:
- Cmax (mg/L): concentracion plasmatica maxima.

- tmax (h): tiempo en el que se alcanza la concentracion plasmatica maxima.

c. - Parametro que caracteriza la distribucion:

- Vd/F (L): volumen de distribucion aparente

d. - Pardmetros que caracterizan la eliminacion:
- CI/F (L/h): aclaramiento plasmatico total
- ke: constante de velocidad de eliminacion

-ty (h): tiempo de semivida de eliminacién

Tras administracion repetida (6 dias):
a.- Parametros que caracterizan la biodisponibilidad:

AUC™F ((mg/L)*h): area bajo la curva de concentracion vs tiempo durante un
intervalo de dosificacion en estado de equilibrio estacionario.
Cmin ", (mg/L): concnetracion plasmatica minima en estado de equilibrio
estacionario
Cmac ™, (mg/L): concentracién plasmatica maxima en estado de equilibrio
estacionario
Ca, (mg/L): concentracion plasmatica promedio en estado de equilibrio
estacionario
tmax, (h): tiempo en el que se alcanza la concentracion plasmatica maxima.

PTF (%): indice de fluctuacion pico-valle
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b.- Pardmetro que caracteriza la distribucion:

Vd/F (L): volumen de distribucion aparente

c.- Pardmetros que caracterizan la eliminacion:
CIF (L/h), : aclaramiento plasmatico total aparente
ke : constante de velocidad de eliminacion

t1/2 (h): tiempo de semivida de eliminacion

En todos los casos, los parametros relacionados con las concentraciones (Cpax, Coin™, Cora ¥,
Co™ y el tiempo en que se alcanzan las concentraciones méximas (tma) se obtuvieron
directamente de los datos origianles. El tiempo de semivida de eliminacion (t;2) se calculd de
la siguiente forma: t;»,=0,693/k., donde k. es la pendiente de la parte terminal de la curva de
concentracion vs tiempo obtenida por regresion lineal tras transformacion semilogaritmica. La
seleccion de los puntos para calcular k. fue proporcionada automaticamente por el programa
informatico utilizado (Winnonlin Pro 2.0). Las areas bajo la curva de concentraciéon vs tiempo
se calcularon siguiendo el método log-trapezoidal. El AUC,” se calculé de la siguiente forma:
AUC*= AUC™ + Cy /ke, donde ty es el tiempo con la atltima concentracion de AM-24 (Cy)
superior al limite de cuantificacion. El volumen de distribucion aparente se calculd de la
siguiente forma: Vd/F=D/(k. * AUC,”), donde D es la dosis y F es la biodisponibilidad oral.
El aclaramiento plasmatico total se calculd de la siguiente forma: CI/F = D/AUC,” y el indice

de fluctuacion pico-valle, PTF% = 100 (CmaxEE - Coi®/ CWEE).

En la tabla M-5 se puede observar un resumen de los parametros farmacocinéticos estudiados.

Tabla M-5: Parametros farmacocinéticos estudiados. Para cada uno de los parametros se
calcul6 la media, desviacion estandar, minimo y méaximo.

Parametros . . .
e Dosis unica Dosis repetida
farmacocinéticos
Biodisponibilidad AUCG” , Crax ., tmax AUCF® ,Cmin , Cracs Cav'y tmax, PTF(%)
Distribucion Vd/F Vd/F
Eliminacion Cl/F, ke, tip CI/F Ke, ti2
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1.4.3.- Farmacodinamia

1.4.3.1.- Obtencion de las muestras

Para la caracterizacion “ex vivo” del perfil farmacodindmico del AM-24 en el hombre
(relacion entre los niveles plasmaticos del farmaco y la inhibicion de la produccion de LTB,),
se extrajeron muestras adicionales de sangre de 5 ml a los voluntarios sanos participantes en

el Estudio 1.

En la tabla M-6 los tiempos marcados con una X corresponden a las extracciones realizadas
para la caracterizacion farmacocinética (AM-24) y han sido descritos con anterioridad en este
texto, mientras que los marcados con * y sombreados, son aquéllos en los que se procedid a
extraer sangre adicional para la caracterizacion farmacodinamica (LTB4). Esta caracterizacion
se realizo para las dosis de 120mg a 1200mg a tiempo basal y a las dos horas tras la
administracion del farmaco. Asi pues las concentraciones utilizadas para caracterizar la
farmacodinamia fueron las resultantes de la administracion de las dosis de 120mg, 240mg,

350mg, 500mg, 700mg y 1200mg.

Tabla M-6: Distribucion temporal de puntos de extraccion sanguinea para la caracterizacion
farmacodinamica.

N° voluntario | Dosis (mg) Nivel | N° puntos |Basal| +30’ | +1h | +1h30 | +2h | +4h | +6h | +8h |+10h | +12h | +24h | +48h | +72h
1a4 6 A 3 X X X
5a8 30 B 3 X X X
9a12 60 C 3 X X X
13,14 120 D 3 X X X
15, 16 120 D 1 X X X X X X X X X X X
17,18 240 E 1 x| X X X X | X X X X X X
19a22 240 E 12 x| X X X X | X X X X X X X
23a28 350 F 12 x| X X X X | X X X X X X X
29a32,35,36 500 G 12 X X X X X X X X X X X X
33,34,37 a 40 700 H 12 X X X X X X X X X X X X
41a46 1200 | 12 X X X X X X X X X X X X

Las muestras de sangre total se congelaron a -20°C hasta ser remitidas al Centro Analitico

para su procesamiento y analisis.
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1.4.3.2.- Método analitico para determinar la actividad de la enzima 5- LOX

Tras la descongelacion de las muestras mediante su incubacion en un bafio de agua agitado a
37°C se obtuvieron alicuotas por duplicado de 0,5 ml que se incubaron a 37°C durante
10min. A continuacion se estimularon con ionéforo calcico A23187 (30uM, concentracion
final) durante 30min a 37°C, lo que produce la activacion de la 5-LOX, centrifugandose a
2.500 giros durante 2min. El plasma resultante se separd y se procedi6 a su inmediato analisis.
En estas muestras se determind la concentracion de LTB4 mediante inmunoensayo enzimatico
(EIA: Amersham), obteniéndose de esta forma las concentraciones de LTB, a los distintos

tiempos de extraccion.

1.4.3.3.- Evaluacion de los resultados

Los resultados de las concentraciones de LTB4 obtenidos a los distintos tiempos de
extraccion se introdujeron en el programa WinNonlin Pro 2.0 y se procedid a un andlisis del
efecto de inhibicion en la produccion de LTB,4 en relacion a las concentraciones plasmaticas
obtenidas de AM-24 a los mismos tiempos, mediante el modelo farmacodindmico de efecto
inhibitorio de tipo sigmoide con efecto residual por encima de la linea basal (Modelo 108 del

programa WinNonlin. Pro 2.0) (Figura M-1).

Figura M-1: Modelo farmacodinamico de efecto inhibitorio de tipo sigmoide con efecto
residual por encima de la linea basal.

Efecto inhibitorio sigmoide:

Emax .
E=Enax-(Emax-Eo)* (C "/ (C " +CE5")) -
£ 4
E e efecto maximo -
E,. efecto a C= g':'
Cl;sg: concentracion del efecto inhibitorio 50%. o C C I S I
y: sigmoidicidad de la curva Concertration
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Con estos calculos se pretendia obtener el valor aproximado de concentracion plasmatica a
que se alcanza la concentracion inhibitoria 50% (Clso) (mg/L), es decir, una concentracion

plasmatica a la cual el efecto inhibitorio producido es igual a la mitad del efecto méaximo.

La estrategia de calculo aplicada fue la aproximacién de mezcla inocente de datos (“Naive
pooled data approach”). Mediante esta aproximacién los parametros farmacodinamicos se

obtuvieron a partir de la mezcla de los datos de todos los individuos.

1.5.- Desarrollo de los estudios

1.5.1.- Screening pre-estudio

Los sujetos fueron examinados (en ayunas de 10 horas) dentro de las tres semanas previas al
inicio del correspondiente estudio. Se recogieron y consignaron los datos que se relacionaron
en la correspondiente hoja de seguimiento individual de cada voluntario, incluyéndose: datos
personales, historia médica detallada, exploracion fisica general y por aparatos, constantes
vitales, electrocardiograma, examen analitico incluyendo bioquimica, hematologia,
uriandlisis, sedimento de orina, serologias para el virus de la hepatitis B (VHB), virus de la
hepatits C (VHC) y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) asi como pruebas

toxicolodgicas de deteccion drogas en orina descritas anteriormente.

Durante el screening pre-estudio, la presion sistdlica, diastdlica y frecuencia cardiaca se
registraron primeramente en posicidn ortostatica y seguidamente, tras 5 minutos de

sedestacion, en decubito supino.

1.5.2.- Institucionalizacion y supervision de los sujetos

e FEstudio 1

Los voluntarios llegaron al CIM del Institut de Recerca de I’Hospital de la Santa Creu 1 Sant
Pau hacia las 7.00 h de la mafiana del dia de estudio, tras ayuno de 10 horas para alimentos
solidos y liquidos. Segun la dosis administrada, los voluntarios permanecieron hospitalizados

un namero de horas distintas. Asi pues, para las dosis iniciales (6bmg, 30mg, 60mg y 120mg),
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los voluntarios permanecieron en el CIM tUnicamente 13h mientras que para las dosis
posteriormente analizadas (240mg, 350mg, 500mg, 700mg y 1200mg), lo hicieron durante
24h (voluntarios 17 a 46), volviendo para una extraccion a las 48h (voluntarios 19 a 46) y

también a las 72h (voluntarios 29 a 46).

e Estudio 2

Los dias 0 y 12 (administracion de la dosis unica y ultimo dia de la administracion
farmacoldgica repetida, respectivamente) los voluntarios acudieron al CIM del Institut de
Recerca de ’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau hacia las 7.00h de la mafiana del dia de
estudio, tras ayuno de 10 horas para alimentos solidos y liquidos y permanecieron ingresados
hasta +24h postmedicacion. Los dias en los que se realizé seguimiento de la dosis unica (dias
2 a 6) los voluntarios acudieron al CIM, siempre a la misma hora, para realizar los pertinentes
controles. Seguidamente, se procedio a la administracion farmacologica repetida (dias 7 a 12)
y se realizd asimismo el seguimiento tras administracion repetida (dias 14 a 18), durante el
cual, los voluntarios acudieron igualmente en ayunas a la misma hora a los controles

pertinentes.

e En ambos estudios

Las distintas variables de la tolerabilidad: cuestionarios estandarizados de acontecimientos
adversos sugeridos, constantes vitales (presion arterial sistdlica y diastélica, frecuencia
cardiaca y temperatura), ECG, las analiticas, y las exploraciones fisicas se realizaron a los
tiempos previamente descritos. Asimismo, en caso de experimentar algiin acontecimiento
adverso en tiempos distintos a los citados o de detectarse alguna alteracion analitica relevante,

también se notificaba en una hoja de recogida de AA esponténeos.

Durante el tiempo de ingreso en el CIM se les insertd una canula en una vena antecubital,
provista de mandriles heparinizados intercambiables, para permitir la extraccion repetida de
muestras sanguineas con el objetivo de determinar los niveles plasmadticos del farmaco a
distintos tiempos (estudio 1 y 2), su actividad “ex vivo” (estudio 1), asi como para la préctica
de analiticas a tiempo basal y final del periodo experimental (estudios 1 y 2). Asi mismo, en
ambos estudios, a tiempo basal y final se recogieron muestras de heces para realizar el “test de

sangre oculta en heces” y muestras de orina para la practica de uriandlisis y sedimento.
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Cuando en un punto temporal coincidian determinaciones de tolerabilidad y extracciones de
sangre, estas se efectuaban coincidiendo con el tiempo establecido y las evaluaciones de

tolerabilidad se realizaban 5 minutos después.

Cuando la medicacion era administrada debia ingerirse con 125ml de agua, dejando 5 minutos

de intervalo entre cada voluntario que participaba en el mismo dia experimental.

El dia experimental (estudio 1) y los dias 0 y +12 (estudio 2), los voluntarios recibieron un
desayuno, comida y cena estandar a +2h, +6h y +13h post-medicacion respectivamente,

permitiéndose la toma de agua de forma libre durante todo el periodo experimental.

1.6.- Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se efectuaron mediante el programa SPSS 8.0G"55199%),

1.6.1.- Tolerabilidad

1.6.1.1.- Evaluacion individualizada

A parte de efectuar el registro y evaluacion de cualquier acontecimiento adverso segun los
pardmetros que se han descrito previamente (ver Material y Métodos, punto 1.4.1.2)
(independientemente de la relacion de causalidad imputada), las diferentes variables
cuantificadas: exploraciones fisicas, constantes vitales, ECG y pruebas de laboratorio fueron
clasificadas individualmente como normales o con alteraciones clinicamente relevantes,
siguiendo los valores aceptados por el CIM (PNT Fasel. Doc/015) (Anexo I) o bien, siguiendo
una tabla de criterios de gravedad seglin propuesta de la OMS (WHO Adverse Reaction Dictionary, 1986)

(Anexo II) en aquellos casos que no se encontraban incluidos en el PNT anteriormente citado.
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Se consideraron como valores normales en las constantes vitales, cifras dentro de los

siguientes intervalos:

Presion arterial sistolica: 90-140 mmHg
Presion arterial diastélica: 50-90 mmHg
Frecuencia cardiaca: > 40 < 100 pulsaciones/minuto

Temperatura axilar: 35-37°C

O en el ECG cifras por debajo de los siguientes limites:

Onda P <120 ms
PR <220ms
QRS <120ms
QT <440ms
QTc <440 ms

1.6.1.2.- Estadistica descriptiva

Las variables continuas se describieron mediante estadigrafos cuantitativos, presentando la
media y DS de los valores obtenidos. Las variables no-continuas se describieron mediante
estadigrafos discretos, presentando estadigrafos de orientacion central (mediana, moda) y
estadigrafos de dispersion (rango, maximo y minimo) cuando la escala de medida era ordinal,

y tabulacién de frecuencias cuando la escala de medida era nominal.

1.6.1.3.- Estadistica inferencial

Los parametros obtenidos en el momento final se compararon mediante un test de t de datos

apareados, con relacion a los valores obtenidos en el momento basal.

En todos los andlisis se consider6 un nivel de significacion a=0,05 (bilateral).
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1.6.2.- Farmacocinética

1.6.2.1.- Estadistica descriptiva

Las caracteristicas farmacocinéticas tras administracién Unica y tras administracion repetida
fueron descritas mediante estadigrafos cuantitativos, presentando la media y DS de los valores

obtenidos en los distintos voluntarios en las distintas variables calculadas.

1.6.2.2.- Estadistica inferencial

Linealidad cinética al incrementar la dosis

Para que exista linealidad cinética se debe cumplir el principio de superposicion entre las
distintas dosis, es decir, que los parametros farmacocinéticos enumerados a continuacién no
deberian variar con el aumento de la dosis: AUCy”*/D, Cuax/D, tmax, VA/F, CI/F, K¢ y t15. En
cambio, los parametros AUC,” y Cpax si deberian variar con el aumento de la dosis siguiendo

una relacion lineal.

Se procedid a someter los parametros mencionados a un analisis de la varianza (ANOVA) de
un sélo factor, en relacion a las 5 dosis analizadas, tras realizar un test de Levene y comprobar
la homogeneidad de las varianzas. Si el resultado de la ANOVA resultaba estadisticamente
significativo se procedid a realizar un test de Duncan (subconjuntos homogéneos) para valorar
entre qué dosis existian diferencias. En los casos en los que no habia homogeneidad de las
varianzas, los parametros se sometieron al test no paramétrico de comparacion de rangos de
Kruskall Wallis (KW)( Conover: 1980: SPSS.1998) ¢ a6 mismo a la prueba de Jonckheere-Terpstra;
(Hollander, 1973: SPSS. 1998) 13 segunda mencionada, no es tan conocida, pero es mas potente y
ademas detecta diferencias tanto en localizacion (también la de KW) como en la forma. En los
casos en los que el test de KW resultd estadisticamente significativo, se procedio a valorar
entre qué dosis existian las diferencias mediante el método de Conover, realizado con una

hoja de calculo (MS.Excel,1997; SPSS, 1998)
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Linealidad cinética tras administracion repetida

Para que exista linealidad cinética se debe cumplir el principio de superposicion entre la
primera dosis (o dosis Unica) y esa misma dosis en un intervalo de dosificacién en estado
estacionario tras administracion repetida, es decir, que los parametros farmacocinéticos
enumerados a continuacion no deberian variar con la administracion repetida: AUC,”,
AUC™", Vd/F, CI/F, ke ni t; .

Se procedid a someter los parametros mencionados, separadamente para cada uno de los tres

niveles de dosis, a un test de t de medidas repetidas.

En todos los analisis se considerd un nivel de significacion a=0,05 (bilateral).

1.6.3.- Farmacodinamia

1.6.3.1.- Estadistica descriptiva

Las caracteristicas farmacodindmicas fueron descritas mediante los valores de los parametros

modelados y su intervalo de confianza estimado.

1.7.- Condiciones éticas y legales

Ambos estudios se llevaron a cabo segin las recomendaciones éticas para la realizacion de
ensayos clinicos e investigacion en humanos (Declaraciones de Helsinki y Tokio) y en
conformidad con la legislacion espanola vigente en el momento de realizar los estudios en
materia de ensayos clinicos (Real Decreto 561/1993, de 16 de abril de 1993)®P %1% Antes
de incluir a cualquiera de los sujetos en los estudios realizados, el Comité Etico de
Investigacién Clinica del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y la Agencia Espafiola del
Medicamento aprobaron los protocolos, la informacién que se didé a los voluntarios y el
modelo de consentimiento informado que se utilizd. Todos los sujetos fueron informados de
la naturaleza, objetivos y riesgos del estudio, dando su consentimiento por escrito e
informéandoles que hubieran podido suspender su participacion en el mismo en el momento en
que lo hubieran deseado. También se les especificod la cuantia econdmica que recibirian como

contraprestacion por su participacion.
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2.- INVESTIGACION “IN NUMERO”: SIMULACIONES

2.1.- Desarrollo de los modelos para describir las concentraciones
plasmaticas

2.1.1.- Pauta de dosificacion a evaluar para caracterizar la administracion repetida

Para determinar la pauta de administracion repetida, se procedi6 a ajustar las concentraciones
plasmaticas obtenidas en el estudio 1 a distintos modelos farmacocinéticos con el objetivo de
determinar aquel que mejor las describia y a partir de los pardmetros que lo caracterizaban
proceder a simular aquellas concentraciones que se alcanzarian tras administracion repetida,

asumiendo un comportamiento lineal.

Se aplicaron dos aproximaciones para la identificacion del modelo farmacocinético: la
estrategia de promediado simple y la estrategia de promediado en dos etapas. Mediante la
estrategia de promediado simple los paradmetros farmacocinéticos se obtienen a partir de las
concentraciones plasmaticas medias para cada dosis, mientras que mediante la estrategia en
dos etapas se obtienen primeramente los parametros farmacocinéticos individuales para cada
voluntario y en una segunda fase se realiza la media de cada uno de los pardmetros para cada

una de las dosis administradas.

Se utilizaron los siguientes modelos para ajustar la curva farmacocinética, efectuandose los

calculos mediante el programa Winnonlin Pro 2.0 (Vinmontin. 1998).

- Modelo monocompartimental con eliminacién lineal (Modelo 3) (Figura M-2)
- Modelo bicompartimental con eliminacion lineal (Modelo 11) (Figura M-3)
- Modelo monocompartimental con eliminacion de Michaelis-Menten (Modelo 303)

(Figura M-4)
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Figura M-2: Modelo monocompartimental con eliminacion lineal.

C=D* (ky/V(ka-ke))*(e*-e™ )

Ko01=k,
K10=k,

K01 K10

Los parametros que caracterizan al modelo monocompartimental con eliminacion lineal son:

- AUCy” ((mg/L)*h): area bajo la curva desde tiempo 0 hasta infinito

- AUCy”/D (h/L): area bajo la curva desde tiempo 0 hasta infinito en relacion a la
dosis administrada

- Cpax (mg/L): concentracion plasmatica maxima

- Cmax/D(L'l): concentracion plasmatica maxima, en relacion a la dosis administrada

- tmax (h): tiempo a que se alcanza la concentracion plasmatica maxima

- Vd/F (L): volumen de distribucion en relacion a la biodisponibilidad

- Cl(L/h): aclaramiento

- ke (h"): constante de eliminacion

- ti2(h): tiempo de semivida de eliminacion desde el compartimento 1

- ku: constante de absorcion

- tinka: tiempo de semivida del paso del compartimento 0 al 1

No se proporcionaron estimas iniciales para estos parametros.
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Figura M-3: Modelo bicompartimental con eliminacion lineal.

C=A*e™ + B* P+ C#e*®

Kol

K10

K12 l TKQI

KO1=k,
K10=k.

Los parametros que caracterizan al modelo bicompartimental con eliminacion lineal son:

- AUC,” ((mg/L)*h): area bajo la curva desde tiempo 0 hasta infinito

- AUC,"/D (h/L): area bajo la curva desde tiempo 0 hasta infinito en relacion a la dosis

administrada.

- Cumax (mg/L): concentracion plasmatica maxima

-1 s 7 e yo . ., . ..
- Cha/D(L7): concentracion plasmatica maxima, en relacion a la dosis administrada

- tmax (h): tiempo a que se alcanza la concentracion plasmatica méxima

- Vd/F (L): volumen de distribucion en relacion a la biodisponibilidad

- Cl (L/h): aclaramiento

- ke: constante de eliminacion

-tz (h): tiempo de semivida de eliminacion desde el compartimento 1

- ka: constante de absorcion

- ti2ka: tiempo de semivida del paso del compartimento O al 1

- k12: microconstante de velocidad de paso del compartimento central al periférico

- ti2k12 : tiempo de semivida en relacion a la k12

- k21: microconstante de velocidad de paso del compartimento periférico al

compartimento central

- t12k21: tiempo de semivida en relacion a la k21

- o constante de disposicion rapida del modelo bicompartimental

- PB: constante de disposicion lenta del modelo bicompartimental

- tpa: tiempo de semivida en relacion a alfa

- t12B: tiempo de semivida en relacion a beta
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- A (mg/L): intercepcion con el eje Y del segmento exponencial de la curva,
relacionado con la fase de distribucion

- B (mg/L): intercepcion con el eje Y del segmento exponencial de la curva,
relacionado con la fase de eliminacioén

No se proporcionaron estimas iniciales para estos pardmetros.

Figura M-4: Modelo monocompartimental con eliminacion de Michaelis-Menten.

Vimax
VimarKom W‘
/

m
v § 3 V. .C
Cl=—528 ® & Rate=-2=_—
K, +C g & ntC
o - —dC:Vmax *C
o dt Km+C

Concentration

Los parametros que caracterizan al modelo monocompartimental con eliminacion de

Michaelis-Menten son:

- Vd/F (L): Volumen de distribucién en relacion a la biodisponibilidad

- Viax: velocidad maxima de metabolizacion del farmaco.

- Ku: concentracion plasmatica del farmaco a la que la velocidad de metabolizacion se
corresponde con la mitad de la velocidad méaxima.

- ka: microconstante de velocidad de paso desde el lugar de absorcion al compartimento
1 6 central.

- tink,: tiempo de semivida del paso del comparimento 0 al 1
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Las estimas de los valores iniciales de la Vy., y de la K, propios del modelo
monocompartimental con eliminacién de Michaelis-Menten, se le debieron proporcionar
externamente al programa Winnonlin. Debido a que no existian datos previos sobre los

., . L Noe et al.
valores de estas constantes, se reviso en la bibliograia distintos valores de Viax ¥ K (Noe et al.,

1990: Berg et al.. 1992) ¢ g6 consideraron limites validos para iniciar el ajuste farmacocinético un
valor de 0 como limite inferior para ambas constantes y 150mg/L*h y 500mg/L. como limite

superior para la Vi« y la Ky, respectivamente.

2.1.2.- Pauta de dosificacion a proponer para continuar con el desarrollo del compuesto

en pacientes

Para determinar la pauta de dosificacion a proponer para continuar con el desarrollo del
compuesto en pacientes se procedio a ajustar las concentraciones plasmaticas obtenidas en el
estudio 2 a distintos modelos farmacocinéticos con el objetivo de determinar aquel que mejor
las describia y a partir de los parametros que lo caracterizaban poder simular aquellas
concentraciones que se alcanzarian tras pautarlo en las subsiguientes fases del desarrollo

clinico.

Se aplico una Unica aproximacion para la identificacion del modelo farmacocinético: analisis
en una etapa o analisis poblacional (“Linear and non-linear mixed effects modelling”).
Mediante este método todos los individuos son analizados simultdneamente, pudiéndose, los
parametros individuales obtenerse utilizando estimados bayesianos empiricos. Este tipo de
analisis permite describir tendencias tipicas (medias) poblacionales y ademas los perfiles
individuales dando también unas estimas de variabilidad interindividual. El software
empleado fue NONMEM (version V, level 1,1, GloboMax LLC, Hanover MD, USA) (Beal y
Sheiner, 1992) ' a nomenclatura y los conceptos utilizados en el proceso llevado a cabo pueden
encontrase en Troconiz ("% 1999 Qe aplico el método de estimacion condicional de primer

orden con la opcion de INTERACTION.

La estrategia seguida para desarrollar el modelo fue comenzar desde el modelo mas simple
(monocompartimental, absorcion de primer orden) para ir incorporando complejidades hasta
llegar a una descripcion satisfactoria de las observaciones. Se exploraron 58 modelos

farmacocinéticos distintos.
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Para describir el proceso de absorcion se valoro:
(1) la posibilidad de una dependencia, tanto en la absorcion en magnitud como en
velocidad, de la dosis de farmaco administrada
(2) mecanismos de absorcion distintos del clasico 1° orden, como por ejemplo orden 0,
cinéticas mixtas, la existencia de partes diferenciadas dentro del tracto
gastrointestinal donde diferentes fracciones de la dosis administrada se absorben con

diferente velocidad, etc.

En relacion a la disposicion del fArmaco en el plasma:
(1) se testaron modelos de uno o varios compartimentos
(2) la presencia de varias rutas de eliminacion

(3) lano-linealidad en el proceso de eliminacion.

Dos parametros influencian el AUC: la biodisponibilidad (F) y el Cl. Ambos pueden ser
modificados por un cambio en la actividad enzimatica intrinseca (CLint), entre otros factores.
Considerando el modelo “de compartimentos bien agitados” (well-stirred model) de
(Pang y Rowland, 1977)

eliminacion hepatica , las siguientes ecuaciones representan el modelo

utilizado para relacionar el aclaramiento hepatico (CLy) y la F relativa con el CLint:

Q * CLinr*fL

(1) CLii
Q+ CLinr*fi
Q
(2) F=
Q+ CLint*f,

donde Q y fi representan el flujo plasmatico hepatico y la fraccion libre en plasma,
respectivamente. Durante el analisis, Q fue uno de los pardmetros estimados por el modelo, y

de forma estricta, el CLint representa el producto entre la actividad enzimatica intrinseca y fi.

(CLinT*fL).

Se exploraron los siguientes modelos para explicar la no-linealidad, esto es, los decrementos
en CLnT ocasionados por el farmaco: (i) saturacion de la actividad enzimatica debida a altas

concentraciones de farmaco, modelandose dicha saturacion mediante una cinética de
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Michaelis-Menten, (ii) posibilidad de un metabolito competitivo, asumiendo la produccion de
un metabolito hipotético que compite con AM-24 por el lugar de unién del enzima
responsable de su eliminacion, (iii) inhibiciéon reversible de la formacion del enzima
metabolizador, (iv) estimulacion reversible de la degradacion del enzima metabolizador y (v)

pérdida irreversible de cantidad del enzima metabolizador.

Todos los modelos se evaluaron también con las versiones extremas del CLy, esto es, no solo
utilizando las ecuaciones previamente descritas que relacionan CLy y la F relativa y el CLin,
sino con las expresiones correspondientes a un aclaramiento restrictivo (CLy = CLint X fr ¥

F=1) y a un aclaramiento no-restrictivo (CLy= Q y F= Q/CLnr X f1).

También se estudid sobre qué parametros farmacocinéticos, la inclusion de variabilidad
interindividual mejoraba significativamente el ajustado. La variabilidad interindividual se
modeld exponencialmente. La variabilidad residual, reflejando la diferencia entre las
observaciones y las predicciones del modelo, se model6 inicialmente con un modelo de error

combinado, aditivo y proporcional.

2.2.- Seleccion del modelo final

Aproximacion de promediado simple y en dos etapas (datos del estudio 1)

Para valorar la bondad del ajuste a cada uno de los modelos y seleccionar el optimo, se utilizd
el criterio de AIC Y™ 1978 a¢f como el indice de correlacion. Igualmente se valoré para
cada uno de los parametros la plausibilidad de las estimaciones mediante los intervalos de
confianza obtenidos, siendo desestimadas las observaciones en las que dicho intervalo incluia

el valor 0.
El criterio de AIC se calcula mediante la siguiente ecuacion:
AIC=NInR¢+2p

en donde N corresponde al nimero de puntos experimentales, p es el nimero de parametros

estimados en cada modelo y R, corresponde a la suma de cuadrados de los residuales. Este

121 de 279



Voluntarios y Método

criterio es una forma de expresar numéricamente una cantidad de informacién con la ventaja
de que dicha informacion, en nuestro caso la bondad de ajuste calculada como suma de
cuadrados, se relativiza, en funcion del nimero de puntos y del nimero de pardmetros (esto
es, el nimero de exponenciales) implicados. La ecuacion que presenta el minimo AIC se
considera como el mejor modelo que explica la relacion concentracion-tiempo y por tanto se
corresponde con el modelo més ajustado. Este método es pues una buena medida de la

bondad del ajuste.

Aproximacion en una etapa o analisis poblacional (datos del estudio 2)

Para seleccionar el modelo més apropiado se siguieron los siguientes criterios:

- La exploracion gréfica de las figuras donde observaciones y predicciones, tanto

medias como individuales, son representadas en funcion del tiempo.

- Los valores de los estimados medios muestrales o poblacionales y de su
variabilidad interindividual. Estos estimados tenian que tener un valor razonable o
esperado; por ejemplo, no seria aceptable un volumen de distribucion aparente mas
pequeno que el volumen de agua plasmatica (3L). Seria también cuestionable que
para un determinado pardmetro en esta muestra tan homogénea, la variabilidad

interindividual fuera estimada en un 200%.

- Los coeficientes de variacion de los estimados. Su valor no deberia superar el 50%.

El criterio de comparacion que utiliza el valor minimo de la funcion objetiva suministrado por
NONMEN (-2 LL) se utiliz6 s6lo de manera orientativa, cuando las predicciones, estimados y
coeficientes de variacion eran aceptables. Un modelo se acepta que es superior a otro modelo
anidado cuando -2LL se reduce en 3,84 puntos (p< 0,05). Sin embargo, algunos de los
modelos comparados no eran anidados. En esos casos se utilizd el valor de AIC,
computorizado como —2LL-2 + Np, donde Np se corresponde con el nimero de parametros
del modelo. Se selecciond aquel que presentaba un valor de AIC més bajo, siempre que la

precision de los parametros del modelo y la descripcion de los datos fuesen adecuados.
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2.3.- Validacion del modelo seleccionado

Con el fin de obtener ciertas garantias acerca de la capacidad predictiva del modelo
seleccionado en nuevas administraciones del farmaco a nuevos individuos pertenecientes a la
misma poblacion que la muestra estudiada deberia realizarse una validacion interna y una

externa del modelo.

En la modelizacion de las concentraciones plasmaticas del estudio 1 no se llevaron a cabo
tales evaluaciones, dado que el desarrollo “in vivo” del estudio 2 permitia evaluar
convenientemente la capacidad predictiva del modelo seleccionado en la modelizacion de las

concentraciones plasmaticas del estudio 1.

Modelizacion concentraciones plasmaticas del estudio 2

2.3.1.- Validacion interna

Para cada dosis (240, 350 6 500 mg) se simularon, utilizando los tiempos de extraccion
originales, y el modelo y sus estimados finales, 1000 perfiles de concentracion plasmatica en
funcion del tiempo. Cada uno de estos 1000 perfiles virtuales eran distintos ya que fueron
creados en base a los valores de los estimados medios poblacionales (iguales para todos) y un
valor de m; extraido de la distribucién caracterizada por media 0 y varianza o® (pueden
extraerse cuantos valores distintos se quieran de tal distribucion, no tienen porqué ser iguales,
solo cumplir la condicidon de pertenecer a una distribucion de media 0 y varianza el estimado
del ®” para un determinado pardametro). Una vez obtenidos los perfiles simulados, se calculd
el perfil correspondiente a la mediana en cada tiempo ademds de los percentiles 5 y 95.
Posteriormente, se representaron graficamente los percentiles 5 y 95, mediana y la totalidad
de las observaciones. Este procedimiento permite valorar si las distribuciones de variabilidad
interindividual estan centradas alrededor del valor medio 0 y si sus estimados son reflejo de la

variabilidad en los datos observados.
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2.3.2.- Validacion externa

Con la estructura del modelo seleccionado y los estimados de los parametros poblacionales se
simul6 los perfiles medios que se obtendrian tras la administracion oral de una dosis Unica a
voluntarios sanos en las dosis previamente administradas en el estudio de dosis unica (estudio
1). Graficamente se representaron los perfiles simulados junto con las observaciones

obtenidas en ese ensayo.

2.4.- Simulacion

2.4.1.- Pauta de dosificacion a evaluar para caracterizar la administracion repetida

La pauta de dosificacion para caracterizar la administracion repetida se gener6 a partir del
modelo seleccionado tras la administracion de una dosis tnica de AM-24 (datos estudio 1),

asumiendo un comportamiento lineal.

Se procedi6 a la simulacion de los perfiles farmacocinéticos que se obtendrian tras la
administracion de 6 dosis orales de 240mg, 350mg y 500mg de AM-24 respectivamente, con
un intervalo de dosificacion de 24h. Para ello se aplicé el modelo que se escogié como
representativo de la farmacocinética tras la dosis oral Unica, incorporandole los estimados
iniciales de los parametros previamente calculados. De esta forma se obtuvieron las curvas
farmacocinéticas hasta + 408h para cada una de estas tres dosis (817 puntos, uno cada media

hora).

2.4.2.- Pauta de dosificacion a proponer para continuar con el desarrollo del compuesto

en pacientes

Ante la necesidad de proponer la posible pauta de dosificaciéon para continuar con el
desarrollo del compuesto en pacientes se planted abordar si ante el comportamiento
farmacocinético que AM-24 presentaba era posible alcanzar un estado de equilibrio
estacionario tras una administracion repetida, y si fuera ese el caso, describir el régimen de

dosificacion que cabria plantear para alcanzar y mantener una concentraciones en plasma de
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AM-24 dentro de un margen 6ptimo. En base a los datos de farmacodinamia obtenidos en el

estudio 1, donde se habia estimado la Clsy, se consider6 un determinado intervalo de

concentracion plasmatica como optimo.

Las distintas simulaciones fueron realizadas con los estimados poblacionales variando la dosis

y el intervalo de dosificacion.

Tabla M-7: Tabla resumen de los estudios 1 y 2.

Estudio 1

Estudio 2

Titulo

Estudio de tolerabilidad de Bobel-24 tras Ila
administracion oral a dosis Unicas crecientes para
determinar la dosis maxima tolerada (DMT) en el
voluntario sano

Ensayo clinico aleatorizado, paralelo, doble
ciego y controlado con placebo para evaluar la
tolerabilidad y la farmacocinética de tres
distintas dosis de AM-24 tras su administracion
unica y repetida, en el voluntario sano

CARACTERISTICAS GENERALES

Objetivos Tolerabilidad, farmacocinética, farmacodinamia | Tolerabilidad y farmacocinética
Diseft Ensayo de fase |, simple ciego, dosis | Ensayo de fase |, paralelo, aleatorizado,
isefio - .
crecientes y paralelo doble ciego y controlado con placebo
N 46 32
Edad (afos) x x=24,17 + 3,44 X = 25,69+3,05
Muestra de estudio Peso (kg) x=70,96 + 6,92 X = 72,25+ 9,14
Talla (cm) x=175,3 + 6,28 X = 178,88+7,89
I. Quetelet (kg/m®) x =23,11+1,41 X = 23,50+1,70
Dosis utilizadas (mg) 6, 30, 60, 120, 240, 350, 500, 700, 1200. 240, 350, 500
Tratamientos 1 DU: 1(dia 0).

N° dosis administradas

DM: 1/24 horas/6 dias (dias +7 a +12)

Muestras

PK: 3 ml; tubos con heparina litica
PD: 5 ml sangre total

3 ml; tubos con heparina litica

EVALUACIONES DE TOLERABILIDAD

Cuestionario de Acontecimientos Adversos

Basal,+15min, +30 min, +45min, +1h, +1,5h,
+2h, +2,5h, +3h, +4h, +6h, +8h, +10h, +12h,
+24h.

Dias 0 y +12: basal, +2h, +4h, +5h, +12h,
+24h, +48h (dia +2, dia +14), +72h (dia +3,
dia +15), +96h (dia +4, dia +16), + 120h
(dia +5, dia +17) y + 144h (dia +6, dia
+18). A tiempo premedicacion los dias +7
a+11.

Exploracion fisica

Basal y final (+ 24h)

Dias 0 basal. Dia + 18 final.

Constantes vitales
(PAS/PAD; FC; T?)

Basal, +15min, +30min, +45min, +1h, +1,5h,
+2h, +2.5h, +3h, +4h, +6h, +8h, +10h, +12h,
+24h.

Dias 0 y +12: basal, +2h, +4h, +5h, +12h,
+24h, +48h (dia +2, dia +14), +72h (dia +3,
dia +15), +96h (dia +4, dia +16), + 120h
(dia +5, dia +17) y + 144h (dia +6, dia
+18). A tiempo premedicacion los dias +7
a+11.

Electrocardiograma

12 derivaciones: basal,+24h
Tira de DII: +30min, +1h, +2h, +4h, +6h, +8h,
+12h.

A tiempo basal (premedicacion) los dias 0
(administracion unica), dia +1 (+24h dosis
Unica), dia +9 (premedicacién 32 dosis
administracion repetida), dia +12
(premedicacion 62 dosis, Ultima de la
administracion repetida), dia +13 (+24h
ultima dosis repetida) y dia +18 (al finalizar
el estudio, +144h de ultima administracion
repetida)

Analiticas (Hematologia, sedimento

orina, test de bencidina)

bioquimica,

Basaly +24 h

Dia 0 basal, dia + 18 final.

... (continuia)
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...(continuacion)

Estudio 1

Estudio 2

Titulo

Estudio de tolerabilidad de Bobel-24 tras la
administracion oral a dosis Unicas crecientes para
determinar la dosis maxima tolerada (DMT) en el
voluntario sano

Ensayo clinico aleatorizado, paralelo, doble
ciego y controlado con placebo para evaluar la
tolerabilidad y la farmacocinética de tres
distintas dosis de AM-24 tras su administracion
Unica y repetida, en el voluntario sano

EVALUACIONES FARMACOCINETICAS

Tiempos de extraccién: Dosis Unica

Basal,+ 30min, +1h, +1,5h,+2h, +4h, +6h, +8h,
+10h, +12h, +24h (+48h 6 +72h en funcion de
la dosis administrada)

Basal, +2h, +4h, +4,5h, +5h, +5,5h, +6h,
+12h, +24h (dia +1), +48h (dia +2), +72h
(dia +3), +96h (dia +4), +120 (dia +5),
+144h (dia +6)

Tiempos de extraccién: Dosis repetida

n.p.

+168h (basal, dia +7), +192h (pre, dia +8),
+216h (pre, dia +9), +240h (pre, dia +10),
+264h (pre, dia +11), +288h (pre, dia +12,
ultima dosis), +290h (+2h), +292h (+4h),
+292,5h (+4,5h), +293h (+5h), +293,5h
(+5,5h), +294h (+6h), +300h (+12h), +312h
(dia +13), + 336h (dia +14), +360h (dia
+15), +384h (dia +16), +408h (dia +17) y +
432h (dia +18)

Procesamiento de muestras

Centrifugacion a temperatura ambiente
-3500r.p.m. durante 15 minutos
-separacion del sobrenadante
Congelacion a — 40+5°C

Centrifugacion a temperatura ambiente
-3500r.p.m. durante 15 minutos
-separacion del sobrenadante
Congelacion a — 40+5°C

Método analitico: Cuantificacion de AM-24

Garcia-Capdevila L et al. High performance
liquid chromatography analysis of "Bobel-24 in
biological samples for pharmacokinetic,
metabolic and tissue distribution studies. J
Chromatography 1998;B,708: 169-175

Garcia-Capdevila L et al. High
performance liquid chromatography
analysis of "Bobel-24 in biological samples
for pharmacokinetic, metabolic and tissue
distribution studies. J Chromatography
1998;B,708: 169-175

Limite cuantificacion

0,1 mg/L

0,25 mg/L

Analisis de los resultados

Calculo amodelistico

Calculo amodelistico

“in vivo”
Aproximacion de promediado simple: absorciéon | Aproximacion de analisis poblacional:
de 1% orden, monocompartimental, con | Absorcién de 1er orden,
eliminacion lineal monocompartimental, eliminaciéon por 2
In nd vias, lineal y no lineal por inhibicion
n numero

Simulacion de administracién de DU y DM de 1
dosis cada 24 h hasta + 6d.

reversible de la formaciéon de enzima
responsable de la metabolizacén.
Simulaciéon de administracién de DU y DM
de 1 dosis cada 24 h

EVALUACIONES FARMACODINAMICAS

Tiempos de extraccién: Dosis Unica Vol 17-46: Basal, +2h. n.p.
Tiempos de extraccion: Dosis repetida n.p. n.p.
Congelacién sangre total, tras extraccion. -20° | n.p.
C
Incubacion en bafio de agua agitado a 37°C
Procesamiento de muestras durante 10 min n.p.
Estimulacion con ionéforo de Ca (A23187;
30uM, concentracion final)
Centrifugado a 2500g durante 2min
Determinacion de la concentraciéon de LTB,
Método analitico: Cuantificacion de LTB, mediante inmunoensayo enzimatico
(EIA:Amersham)
Aproximacion de mezcla inocente de datos: | n.p.

Analisis de los resultados

Modelo farmacodinamico de efecto inhibitorio
sigmoide

n.p.: no procede

126 de 279




Resultados

RESULTADOS

127 de 279



Resultados

128 de 279



Resultados |

PARTE |: DETERMINACION DE LA PRIMERA DOSIS A
ADMINISTRAR EN VOLUNTARIOS SANOS

La primera administracién en humanos es el primer paso en el desarrollo clinico de cualquier
molécula que ha mostrado posible actividad terapéutica en evaluaciones preclinicas. El
objetivo principal del estudio en que se lleva a cabo esa primera administracion en humanos
es evaluar la tolerabilidad del nuevo compuesto tras administracion a dosis Gnica y generar
alguna informacion inicial/preliminar sobre la farmacocinética y farmacodinamia (si es

posible) del farmaco en humanos.

Un elemento esencial de este tipo de ensayos es el calculo de la dosis de inicio, es decir de la
primera dosis que se administrara al ser humano. La determinacion de esa dosis es una
actividad muy comun e importante y sin embargo hay poca uniformidad o estandarizacién en
el tipo de procedimientos a seguir. El calculo de la dosis de inicio se puede realizar de
multiples formas, incluso de forma empirica y el método utilizado depende en gran medida de
la experiencia de los investigadores participantes y del contexto industrial o académico. En
cualquier caso es importante hallar una dosis de inicio lo suficientemente baja como para ser
segura en los humanos pero no tan conservadora que requiera posteriormente un proceso de
escalado de dosis excesivamente costoso y con gran consumo de tiempo. La dosis inicial
deseable seria aquella que es segura, que no presenta efectos farmacodindmicos pero que se
encuentra proxima a una dosis que si los genera. Las dosis excesivamente bajas suponen una
utilizacion excesiva de tiempo y recursos, mientras que una dosis demasiado alta compromete
la seguridad de los sujetos o bien puede impedir la observacion de ciertas consideraciones

clinicas para dosis inferiores.

La estimacion de la primera dosis en humanos es complicada y representa un nuevo reto cada
vez que se realiza, ya que la extrapolacion de las dosis desde los animales a los humanos esté
basada en multiples asunciones en relacion al comportamiento del compuesto en las distintas
especies, que pueden variar entre ellas y entre los distintos compuestos. La FDA public6 en
2005 unas directrices sobre la forma de estimar la dosis inicial mas segura en ensayos clinicos

(FDA, 2005)

con vountarios sanos en las que se incluyen las recomendaciones que sugiere dicha

Agencia sobre este tema, sin tratarse, en ningin momento de un requisito regulatorio. El
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calculo de la dosis de inicio es un proceso que se requiere para todas las moléculas en el

momento inicial de su desarrollo.

De forma general, la forma de elegir una dosis de inicio, se puede decidir siguiendo el

algoritmo representado en la figura RI-1

Figura R-I-1: Arbol de decision para el calculo de la dosis de inicio.

¢ Se trata de un compuesto citotoxico, para ser desarrollado
como antineoplasico?

Si No
\ 4
Usar 1/3 dela DTM o 1/10 de la Calcular la primera dosis en
DL1o obtenidas en los estudios base al NOAEL en las especies
de toxicologia con animales mas sensibles en los estudios
de toxicologia.

La dosis de inicio calculada,
¢£,S€e supone que sera
farmacodinamicamente activa?

/

Si No

Recalcular la dosis basandose Utilizar la dosis calculada
en la dosis mas alta no
farmacodinamicamente activa
en los estudios farmacoldgicos
preclinicos

Adaptado de Reigner y Blesch, 2002. DTM: dosis téxica minima. DL10: dosis letal 10%. NOAEL: “Non-Observed Adverse
Effect Dose Level”, dosis a la que no se observan efectos adversos.

En el caso de los compuestos oncologicos, se plantea que la dosis inicial se puede hallar a
partir de la denominada dosis toxica minima (DTM) o de la denominada dosis letal 10%
(DL1o) que es la dosis que produce la muerte a un 10% de los animales que no presentan
tumor. Asi, esa primera dosis podria derivarse como un tercio de la dosis téxica minima en
animales grandes (perro, mono) o bien, como una décima parte de la dosis letal 10% en el

raton.
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En el caso de los compuestos no oncologicos la dosis inicial suele plantearse a partir de la
denominada NOAEL (“Non-Observed Adverse Effect Dose Level”). La NOAEL consiste en
identificar la dosis mas elevada (expresada generalmente en mg/kg/dia) que no presenta
efectos toxicos en los animales més sensibles en los que ha sido probado el farmaco en

estudios desde 4 semanas a 13 semanas.

Se han utilizado distintas aproximaciones para calcular la dosis de inicio que segun Reigner
(Reigner y Blesch. 2002) 1 drian clasificarse en cuatro grupos: 1) calculo de la dosis mediante un
factor, que es el que finalmente ha tenido una mayor aceptacion en el entorno de las
directrices publicadas por la FDA FPA 2% 2y calculo de la dosis a partir de farmacos
similares, 3) célculo de la dosis guiado farmacocinéticamente y 4) calculo de la dosis
comparativo. En general, hay una tendencia progresiva en transformar el célculo de la dosis

de inicio desde una aproximacion eminentemente empirica a una aproximacion mas

mecanistica basada en la farmacocinética y la farmacodinamia del compuesto.

1.1.- Calculo de la dosis mediante un factor

Una vez identificada la NOAEL, consistiria en disminuir la dosis mediante un factor de
sensibilidad. Este factor se deriva de las diferencias interespecie en la sensibilidad a la

toxicidad de los farmacos publicada en 2005 en EEUU por la FDA ®P# 29 De acuerdo con

esta normativa la dosis de inicio seria la menor de las siguientes tres dosis:

1/10 de la mayor dosis sin efecto adverso en roedores
1/6 de la mayor dosis sin efecto adverso en perros

1/3 de la mayor dosis sin efecto adverso en primates.

Las dosis determinadas en las distintas especies animales pueden, previamente convertirse en
las denominadas HED (“Human Equivalent Dose”), habiéndose descrito en la directriz de la
FDA #PA2%%9) también distintos procedimientos para llevar a cabo esta conversion, como por
ejemplo factores de conversion basados en el area de superficie corporal (0,162 para los
roedores o 0,541 para los perros) o factores de conversion basados en el peso corporal y un

exponente alométrico (0,33), derivandose en este tltimo caso la siguiente ecuacion:
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HED= NOAEL animal en mg/kg * (peso animal en kg /peso humano en kg)* 0,33

Si por cualquier razon, se intuye que pueda haber problemas de seguridad con la dosis

calculada, se puede reducir adicionalmente la dosis utilizando un factor arbitrario.

Valoracion critica

Se han utilizado multiples variaciones de esta aproximacién que permiten la obtencion de
resultados mas o menos conservadores. Esta es una aproximacion clasica que ha sido
utilizada ampliamente y que generalmente proporciona dosis de inicio seguras para los
estudios de primera administracion en humanos. Ha sido criticada por ser demasiado empirica
y simplista, pero de todas formas, ha sido incluida en las tltimas directices de la FDA sobre
busqueda segura de la dosis de inicio en voluntarios sanos"™™* 2°°>. Por otra parte, en general,
proporciona dosis de inicio muy conservadoras que requieren posteriormente excesivos
escalados de dosis hasta alcanzar dosis farmacodindmicamente activas o la dosis maxima

tolerada.

1.2.- Calculo de la dosis a partir de farmacos similares

Esta aproximacion es aplicable cuando existen datos de seguridad en humanos disponibles de
algin farmaco similar al farmaco en investigacion que pudiesen servir como punto de

referencia par estimar la dosis de inicio.

Valoracion critica

Este método no es nuevo, tiene un componente intuitivo importante y proporciona dosis de
inicio seguras. La principal limitacion es que se debe asumir que las variaciones
farmacocinéticas y farmacodinamicas entre los animales y el hombre son las mismas para

ambos compuestos.
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1.3.- Calculo de la dosis guiado farmacocinéticamente

Este método se esté utilizando cada vez con mas frecuencia en las compaiiias farmacéuticas y
en las instituciones Bonaiey Howard: 20000 (41175 1a exposicion sistémica, en vez de la dosis, para
la extrapolacion desde el animal al hombre, un concepto que ya habia sido propuesto
originariamente en 1967 por Brodie y Reid ®rodie Y Reid- 1967 15 qosis de inicio se calcula a
partir de un parametro farmacocinético de exposicion sistémica (p.ej, el AUC) en la especie
en la que su valor es menor. Este valor se corresponderia con la exposicion sistémica a la
dosis NOAEL. El aclaramiento para calcular la dosis inicial por este método, se predice

utilizando un escalado alométrico (Mahmood, 1999; Mahmood y Balian, 1999; Lave et al., 1999)

Valoracion critica

Los métodos estandar, obtienen resultados mas fiables en farmacos que presentan excrecion
renal, ya que los métodos alométricos son menos fiables para los farmacos que se eliminan
primariamente por metabolismo hepatico. Sin embargo, Gltimamente se ha evidenciado que
las predicciones pueden ser acertadas en mas del 80% de los casos cuando se combina la
utilizacion de datos “in vivo” en animales e “in vitro” en hepatocitos humanos &V ¢t 2~ 1999),
Esta aproximacion farmacocinética puede incorporar, a demas, complejidades adicionales.
Las concentraciones plasmadticas a determinar son las de farmaco libre, ya que son las
concentraciones que producen el efecto farmacodindmico. En general se asume una

farmacocinética lineal, por lo que en casos de no linealidad del compuesto esta eventualidad

puede incorporarse en la aproximacion, asi como la presencia de posibles metabolitos activos.

1.4.- Calculo de la dosis comparativo

Esta aproximacion consiste en estimar la dosis de inicio utilizando como minimo dos, pero a
ser posible los tres, métodos descritos y comparar posteriormente los resultados e interpretar

las diferencias para llegar de forma critica a la dosis de inicio Optima.
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Valoracion critica

Es un método poco utilizado y ha sido descrito por primera vez en la literatura en el articulo
de Reigner y Blesch (Reigner y Blesch. 2002) g n0dria criticar este método por considerar que
conlleva un excesivo consumo de tiempo. Los autores, sin embargo, opinan que la
importancia de obtener una dosis de inicio Optima que sea segura y eficiente justifica el
esfuerzo. Por otra parte, el guiarse unicamente del resultado de una de las aproximaciones

deberia ser cuestionado.

1.5.- Determinacion de la primera dosis de AM-24 a administrar en
voluntarios sanos

La dosis de inicio se determind segun el procedimiento de calculo mediante un factor.

La NOAEL en la especie mas sensible fue la obtenida en el raton, en particular en un estudio

realizado en ratones Balb C, determinandose en 0,5 mg/kg (ver Introduccion, punto 4.3.2.1).

Se aplico el factor correspondiente a los roedores (1/10) resultando en 0,05 mg/kg, con lo que
se planted que para voluntarios entre 60 y 80kg de peso la dosis correspondiente oscilaria

entre 3 y 4 mg.

Teniendo en cuenta que la Dosis Eficaz 50 (DEs() obtenida en el raton se situé en 5 mg/kg
(correspondiente a dosis entre 300 y 400 mg en el hombre), y para evitar excesivos escalados
de dosis se plante6d que la primera dosis de AM-24 a administrar en voluntarios sanos fuera 6

mg.
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PARTE Il: INVESTIGACION “IN VIVO™: ESTUDIO EXPERIMENTAL
EN VOLUNTARIOS SANOS TRAS ADMINSTRACION ORAL UNICA
DE AM-24 EN EL RANGO DE DOSIS DE 6 mg A 1200 mg

1.- DESCRIPCION DE LA POBLACION PARTICIPANTE

1.1.- Datos demograficos

Se incluyeron un total de 46 voluntarios varones sanos de raza blanca caucésica. La edad de
los mismos oscilé entre los 18 y 31 afios (x=24,17+3,44), el peso entre 56,7 y 85kg (x
=70,96+6,92) y la talla entre 161 y 190cm (x175,3+6,28). Presentaron un indice de Quetelet
(I de Quetelet=peso (kg) / talla® (m)) que oscilé entre 19,90 y 25,86 kg/m* (x=23,11+1,41).

En la tabla R-II-1 se muestran los valores de la media y desviacion estandar de los parametros

demogréaficos de los voluntarios sanos, para cada una de las dosis administradas.

Tabla R-II-1: Medias y desviacion estdndar (DE) de los parametros demograficos de los
voluntarios sanos que recibieron medicacion, para cada una de las dosis administradas.

Dosis Edad Peso Talla indice de ,

(afios) (kg) (cm) Quetelet (kg/m?)
6mg Media 26,25 75,90 179,50 23,25
DE 4,11 10,03 9,68 1,89
30mg Media 24,75 68,90 172,25 23,00
DE 3,30 10,69 6,65 2,00
60mg Media 21,25 73,50 175,50 23,50
DE 1,71 5,82 3,00 1,73
120mg Media 22,75 69,30 175,75 22,75
DE 1,26 5,61 5,32 1,50
240mg Media 22,17 71,83 174,00 24,00
DE 4,88 5,89 6,32 1,10
350mg Media 2417 67,10 171,83 22,83
DE 1,94 5,73 6,01 1,33
500mg Media 24,33 68,32 174,33 22,50
DE 3,33 7,16 7,76 1,38
700mg Media 26,67 70,83 176,33 22,83
DE 3,93 6,18 4,68 1,17
1200mg Media 24,33 74,18 178,83 23,50
DE 2,94 6,03 5,64 0,84
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1.2.- Anamnesis y exploracion fisica

En el momento de la seleccion, los resultados de la anamnesis de los voluntarios sanos,
antecedentes patologicos, médicos y quirtrgicos, mostré como dato mas significativo la
elevada frecuencia de las enfermedades tipicas de la infancia. Se anotaron también como

datos relevantes distintas intervenciones quirurgicas.

En relaciéon con los antecedentes familiares destacé la presencia de enfermedades

cardiovasculares, oncoldgicas y neurologicas.

Habitos toxicos: 28 de los 46 voluntarios no eran fumadores. Los 18 restantes fumaban como
maximo 10 cigarrillos diarios. En cuanto a la ingesta de alcohol, 8 voluntarios no eran
consumidores y el resto no excedia un volumen de 304cc por semana, tampoco eran
consumidores importantes de bebidas estimulantes (mas de 5 cafés, bebidas de cola o tés al
dia) y ninguno de ellos presentd positividad en las pruebas de deteccion de drogas en orina

(cannabis, cocaina, anfetaminas, benzodiacepinas y opiaceos).

Antes de la realizacion del estudio, los voluntarios no tomaron farmacos, salvo dos sujetos, en
los que se verificod la toma ocasional de vitaminas con fecha anterior a 15 dias del inicio del

estudio.

Todas las exploraciones fisicas realizadas a los voluntarios por sistemas en el momento de la
seleccion (piel y mucosas, ojos, oidos, nariz y garganta, sistema cardiovascular, respiratorio,

digestivo, locomotor, nervioso y linfatico) fueron normales.

1.3.- Constantes vitales

En la tabla R-II-2 se recogen la media y la desviacion estandar (DE) de las constantes vitales
obtenidas en los voluntarios en el momento de la seleccidn, en particular de la presion arterial
sistolica (PAS), presion arterial diastolica (PAD) y frecuencia cardiaca (FC), tanto en

decubito supino como en ortostatismo y de la temperatura axilar (T).
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Tabla R-II-2: Valores medios (+DE) de las constantes vitales (PAS, PAD, FC y T),
obtenidos en los voluntarios sanos en el momento de la seleccion, para cada una de las dosis
posteriormente administradas.

Dosis 6mg (n=4) 30mg (n=4) 60mg (n=4) 120mg (n=4)
Parametro Media = DE Media + DE Media = DE Media + DE
fr;enf;jl’g)a”e”a' sistolica 120,25¢7,93  122,25:6,65  129,25:427  117,00+14,12
- o
(Pnr]enf'ﬂg)a”e“a' diastdlica 66,00+5,72 64,50826  64,75+9,00 61,00+5,35
L. . PUTTION
fnﬁenf'a’;f”e“a' sistolica 119,00¢572  121,0042,11  128,0048,16  118,75+7,50
., . . b
(F’r;enf'agf”e”a' diastolica 71,50+6,35 685108 7425685  70,75519
. e a
mﬁ}f;anc'a cardiaca 68,50+5,74 57,25+10,14  70,75+5,85 56,25+10,05
. , b
(Fr;?rf}f)enc'a cardiaca 76,00+7,53 79,75+12,12  76,00¢1590  57,0046,32
;I;%r;]peratura axilar 36,05+0,17 36,2+0,50 36,30+0,59 36,20+0,22
Dosis 240mg (n=6) 350mg (n=6) 500mg (n=6) 700mg (n=6) 1200mg (n=6)
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE  Media = DE Media = DE
.z . . 3 a
(Pnr]enf;jg)a”e”a' sistolica 118506078  123,50£10,13 118,67+11,79 111674659  119,33+6,09
Presion arterial diastolica®
(mm Ho) 66,67+10,37  62,83+12,46  65,17+7,63  61,17:7,68  68,679,65
L. . . b
'(Dr;enf'ag)a”e”a' sistolica 122,6748,82  127,17+11,16  124,00+11,64 118,67+12,40  127,17+8,50
Presion arterial diastélica”
(mm Hg) 67,33:8,20  70,17+11,51  74,17+9,50  63,33t550  77,00+7,51
. H a
(Fr;?rf_‘f)enc'a cardiaca 63,50+9,87  62,00:8,07  68,00:9,70  6500+4,94  64,00+4,94
: : b
E;?r‘:_‘f;*”c'a cardiaca 73,8311,14  66,33+12,24  77,67+1223  7550£521  77,50+7,48
Temperatura axilar 36,1740,24  36,02:0,31  36,330,28  36,03t0,08  36,10£0,25

(°C)

a: decubito supino; b: ortostatismo

1.4.- Electrocardiograma

En la tabla R-II-3 se recogen la media y la desviacion estandar (DE) de los parametros

derivados del electrocardiograma de los voluntarios en el momento de la seleccion.
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Tabla R-II-3: Valores medios (£DE) de los principales parametros electrocardiograficos
(ECG de 12 derivaciones) obtenidos en los voluntarios sanos en el momento de la seleccion,
para cada una de las dosis posteriormente administradas.

Dosis 6mg (n=4) 30mg (n=4) 60mg (n=4) 120mg (n=4)
Parametro Media £ DE Media + DE Media + DE Media + DE
F(Lficnﬂe)”c'a cardiaca 56,25+8,42 57,25+10,81 62,50+13,80 53,2519,60
a:ga P 101,50+5,74 95,00+12,38 99,00+11,49 89,50+11,59
:rr‘rﬁ;"a'o QRS 88,50+3,00 101,00+8,08 101,00+8,25 94,00+6,93
Intervalo PR

() 160,00+8,00 133,00+22,42 164,50+18,57 149,00+25,38
:’;‘:};"ab Qr 401,00+13,22 389,00£30,31 378,00+25,87 398,00£31,54
zﬁggva'o QTte 393,50+17,62 382,75+13.96 381,00£12,19 385,00£17,11
Dosis 240 mg (n=6) 350 mg (n=6) 500 mg (n=6) 700 mg (n=6) 1200 mg (n=6)
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
F(:ﬁiCnL.‘%”C'a cardiaca 59,83+8,93 56,17+8,89 59,83+7,60 61,83+5,38 60,50+5,99
Onda P

me) 94,33+9,91 94,00+14,31 101,3349,77  100,33+12,23  100,00+10,35
:rr‘r:‘:;"a'o QRS 94,33+4,46 86,00+4,56 08,67+7,34 91,00+9,36 95,33+12,88
:rr‘rﬁ;"a'o PR 132,33+8,33  138,33+20,09  149,00+1538  153,00+15,89  145,00+21,04
:rr‘rﬁ')“’a'o QT 373,33+1429  397,33+2123  388,67+16,67 387,67+34,05  391,00+24,75
Intervalo QTC

(me) 371,8346,31  390,17+10,38  387,33+12,37  389,83+31,49  390,67+22,24

min: minutos. ms: milisegundos.

1.5.- Parametros de laboratorio

1.5.1.- Hematologia

En la tabla R-1I-4 se recogen la media y la desviacion estandar (DE) de los parametros

hematolégicos de los voluntarios en el momento de la seleccion.
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Tabla R-II-4: Valores medios (£DE) de los parametros hematoldgicos obtenidos en los
voluntarios sanos en el momento de la seleccion, para cada una de las dosis posteriormente

administradas.

Dosis 6mg (n=4) 30mg (n=4) 60mg (n=4) 120mg (n=4)
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
Hemoglobina (g/dl) 152,75+8,50 147+15,73 144,50+1,91 143,50+8,89
Hematocrito (L/L) 0,45+0,02 0,43+0,05 0,41+0,01 0,42+0,01
Hematies (X10E12/L) 4,86+0,36 4,8310,64 4,69+0,30 4,84+0,33
VCM (fL) 93,92+3,71 89,92+2,82 88,5314,43 87,35+7,80
CCMH (g/L) 335,00+9,52 339,00+11,78 348,50+9,68 336,75+10,97
HCM (pg) 31,45+0,81 30,47+1,88 30,88+2,07 29,47+3,09
RDW (%) 13,92+0,63 13,65+0,68 14,85+1,02 14,47+1,33
Plaguetas (X10E9/L) 225,75+30,63 166,00+42,67 193,25+26,89 218,25+38,06
VPM (fL) 8,63+0,45 9,80+1,27 9,1340,72 8,27+0,82
Plaguetocrito (%) 0,20+0,00 0,18+0,05 0,20+0,00 0,20+0,00
Leucocitos (X10E9/L) 7,23+0,86 5,53+0,94 4,99+0,39 4,70+0,87
Neutrofilos seg.( X10E9/L) 3,76+0,82 3,39+0,51 2,78+0,30 2,74+0,75
Eosindfilos (X10E9/L) 0,22+0,14 0,22+0,08 0,15+0,07 0,14+0,05
Basofilos (X10E9/L) 0,06+0,02 0,03+0,02 0,04+0,01 0,03+0,02
Monocitos (X10E9/L) 0,48+0,10 0,32+0,05 0,3940,17 0,25+0,04
Linfocitos (X10E9/L) 2,71£0,65 1,56+0,53 1,63+0,26 1,54+0,26
Dosis 240mg (n=6) 350mg (n=6) 500mg (n=6) 700mg (n=6) 1200mg (n=6)
Parametro Media + DE Media = DE Media + DE Media + DE Media + DE
Hemoglobina (g/dl) 150,50+9,33  149,50+10,71  147,50+10,03 147,17+9,56 150,17+5,60
Hematocrito (L/L) 0,44+0,02 0,44+0,03 0,44+0,03 0,44+0,04 0,44+0,02
Hematies (X10E12/L) 5,14+0,31 5,08+0,24 5,18+0,46 4,98+0,29 5,08+0,37
VCM (fL) 85,72+3,68 85,97+6,05 84,45+4,78 88,32+4,54 87,58+4,42
CCMH (g/L) 341,67+9,46 343,17+7,36 338,00+7,80  335,83+10,91 338,67+9,35
HCM (pg) 29,30+1,11 29,48+2,16 28,53+1,44 29,62+0,77 29,65+1,56
RDW (%) 14,35+0,83 14,40+1,03 14,52+0,73 14,20+1,20 14,22+1,10
Plaquetas (X10E9/L) 192,83+29,42 229,33+52,82 235,50+60,79 212,83+46,92 230,67+39,16
VPM (fL) 8,92+0,78 8,47+0,65 8,77+1,02 8,17+0,87 8,63+1,05
Plaguetocrito (%) 0,20+0,00 0,22+0,04 0,22+0,04 0,18+0,04 0,20+0,06
Leucocitos (X10E9/L) 5,68+0,89 6,35+1,16 6,28+1,19 6,80+1,41 5,72+1,07
Neutréfilos seg.( X10E9/L  3,13+0,97 3,57+0,92 3,42+1,20 3,92+0,70 3,27+0,95
Eosindfilos (X10E9/L) 0,17+0,10 0,16+0,11 0,14+0,04 0,26+0,12 0,16+0,11
Basofilos (X10E9/L) 0,04+0,01 0,05+0,02 0,04+0,02 0,05+0,02 0,03+0,02
Monocitos (X10E9/L) 0,43+0,06 0,39+0,12 0,56+0,27 0,36+0,09 0,30+0,09
Linfocitos (X10E9/L) 1,91+0,64 2,17+0,80 2,13+0,65 2,21+0,68 1,95+0,11
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1.5.2.- Bioquimica
1.5.2.1.- Estandar

Sangre

En la tabla R-II-5 se recogen la media y la desviacion estandar (DE) de los parametros

bioquimicos estandar en sangre de los voluntarios en el momento de la seleccion.

Tabla R-II-5: Valores medios (+DE) de los parametros bioquimicos obtenidos en los
voluntarios sanos en el momento de la seleccion, para cada una de las dosis posteriormente
administradas.

Dosis 6mg (n=4) 30mg (n=4) 60mg (n=4) 120mg (n=4)
Parametro Media = DE Media + DE Media + DE Media + DE
Glucosa (mmol/L) 4,00+0,29 4,20+0,34 4,38+0,21 4,45+0,37
Urea (mmol/L) 5,35+1,35 5,45+0,51 5,48+1,88 5,27+0,33
Creatinina (Umol/L) 97,25+10,14 93,75+11,56 90,75+8,92 101,50+3,11
Bilirrubina total (Umol/L) 11,7546,90 14,75+4,57 12,00+5,10 11,50+7,14
Bilirrubina directa (Umol/L) 4,50+2,38 5,50+1,73 5,25+2,06 4,75+2,99
Triglicéridos (mmol/L) 0,94+0,43 1,12+0,68 0,60+0,16 0,63+0,21
Colesterol total (mmol/L) 5,04+1,27 4,40+0,72 3,66+0,38 4,10+0,32
ASAT (UI/L) 18,00+3,37 18,2545,25 16,25+3,77 19,00+3,92
ALAT (UI/L) 18,75+7,80 17,00+3,46 16,00+5,77 13,7545,44
Fosfatasa alcalina (UI/L) 156,50+26,79 143,50+23,42 128,50+30,82 126,75+23,51
GGT (UIL) 21,75+11,15 17,00+2,94 16,25+4,79 13,50+3,32
Proteinas totales (g/L) 72,90+4,42 74,78+4,39 71,10+3,24 71,10+2,79
Dosis 240mg (n=6) 350mg (n=6) 500mg (n=6) 700mg (n=6) 1200mg (n=6)
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
Glucosa (mmol/L) 4,45+0,34 4,18+0,33 4,02+0,43 4,57+0,23 4,17+0,44
Urea (mmol/L) 4,90+0,42 6,27+0,49 5,75+1,27 5,85+1,23 5,02+0,80
Creatinina (Umol/L) 96,0046,07 100,67+13,79  103,17+10,89 95,50+6,50 95,83+9,28
Bilirrubina total (Umol/L) 13,33+1,97 9,17+3,25 12,8315,64 14,50+7,71 14,17+2,23
Bilirrubina directa (Umol/L)  4,83+1,47 3,67+1,37 3,50+1,76 4,1742,23 5,33+1,63
Triglicéridos (mmol/L) 0,5940,28 0,96+0,42 0,81+0,41 0,87+0,44 0,68+0,15
Colesterol total (mmol/L) 3,85+0,93 4,79+1,11 4,66+1,23 4,58+0,92 4,21+0,37
ASAT (UI/L) 17,83+4,83 20,83+4,54 20,33+5,28 17,83+3,19 17,50+2,43
ALAT (UI/L) 16,83+11,96 22,17+48,33 20,50+9,52 18,00+4,60 15,00+3,85
Fosfatasa alcalina (UI/L) 152,17+45,32  144,50+32,75 142,00+13,33  123,50+34,97 133,33+£2,73
GGT (UI/L) 17,6745,13 18,3348,76 14,00+2,00 13,6745,13 13,33+2,73
Proteinas totales (g/L) 73,78+3,54 75,5845,45 73,07+3,14 73,82+4,04 73,05+3,48
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Orina

Los valores obtenidos en los pardmetros del uriandlisis en los voluntarios sanos en el

momento de la seleccidn estuvieron en todos los casos dentro de la normalidad.

1.5.2.2.- Especifica

Niveles de TSH

En la tabla R-1I-6 se recogen la media y la desviacion estandar (DE) de las concentraciones de

TSH en plasma de los voluntarios en el momento de la seleccion.

Tabla R-II-6: Valores medios (= DE) de los niveles de TSH obtenidos en los voluntarios
sanos en el momento de la seleccion, para cada una de las dosis posteriormente
administradas.

Dosis 6mg (n=4) 30mg (n=4) 60mg (n=4) 120mg (n=4)

Parametro Media = DE Media + DE Media = DE Media + DE

Tirotropina (mUI/L) 1,79+0,40 2,04+0,62 1,11£0,20 1,15+0,39

Dosis 240mg (n=6) 350mg (n=6) 500mg (n=6) 700mg (n=6) 1200mg (n=6)
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media = DE Media + DE
Tirotropina (mUI/L) 2,68+0,97 2,24+0,78 1,78+0,66 1,90+0,51 2,28+0,68

Sangre oculta en heces

El analisis de sangre oculta en heces efectuado en el momento de la seleccion fue negativo en

todos los casos.

1.5.3.- Sedimento urinario

Los valores obtenidos en el anélisis microbiolégico del sedimento de orina en los voluntarios

sanos en el momento de la seleccidn estuvieron en todos los casos dentro de 1a normalidad.
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1.6.- Otras evaluaciones efectuadas en el momento de la seleccion

Los resultados de la serologia realizada para los virus de la hepatitis C, hepatitis B y VIH

fueron negativos en todos los casos.

El screening urinario de drogas fue negativo para todas las drogas testadas en el periodo de

seleccion en todos los voluntarios.
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2.- TOLERABILIDAD

Todos los sujetos acudieron a las visitas hospitalarias establecidas en el protocolo y
completaron la fase experimental del ensayo. Consecuentemente, todos los datos pudieron ser

considerados para la tolerabilidad y la aceptabilidad del producto.

Los voluntarios tomaron la medicacion del estudio en presencia de un miembro del equipo

investigador. El cumplimiento fue del 100% para todas las dosis de tratamiento.

Aunque estaba permitida la toma de paracetamol y metamizol (Nolotil®) excepcionalmente y
a criterio del investigador, durante el estudio no fue necesaria su administracion en ningun

caso.

Debido a que durante el desarrollo del estudio no se produjo ninguna de las eventualidades
mencionadas en el apartado de material y métodos (intolerancia grados I, II ¢ III), no fue
necesaria la utilizacion de placebo y se pudieron administrar todas las dosis inicialmente

previstas en el protocolo.

2.1.- Cuestionario de acontecimientos adversos sugeridos

En la tabla R-II-7 se recoge el numero de individuos que reportan cada uno de los AA
sugeridos que se registraron durante el estudio para cada una de las dosis administradas. Los

voluntarios podian reportar mas de un acontecimiento adverso.
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Tabla R-II-7: Numero de individuos que reportan cada uno de los acontecimientos adversos
sugeridos, expresado por tipo de acontecimiento adverso y por tratamiento administrado, en
orden de frecuencia.

o

Nodetem. Erecto | & | 30| 60| 120|240 1350 | 500 | 700 14200 ] 1oy, | PGIET
voluntarios

20. Somnoliento, con modorra 3 2 3 3 6 3 2 1 1 | 24/46 52,17

1. Boca seca 3 1 2 1 4 3 3 4 2 | 23/46 50

15. Cansancio general 2 1 1 1 4 0 1 2 1 13/46 28,26

4. Dolor de cabeza 2 0 2 0 4 0 0 2 0 |10/46 21,73

9. Molestias gastricas 1 0 2 0 3 3 0 0 0 9/46 19,56

5. Mareado al incorporarse 1 0 1 0 2 1 0 0 0 5/46 10,86

3. Cara ruborizada 3 0 0 0 1 0 0 0 0 4/46 8,69

8. Ardor (malestar epigastrico) 1 0 0 0 1 1 0 1 0 4/46 8,69

2. Vision borrosa 0 0 0 0 2 0 0 0 1 3/46 6,52

12. Estrefiimiento 0 1 1 0 1 0 0 0 0 3/46 6,52

22. Intranquilo, nervioso 1 0 0 0 2 0 0 0 0 3/46 6,52

7. Palpitaciones 0 0 0 0 1 0 0 1 0 2/46 4,34

14. Calambres 0 0 0 0 2 0 0 0 0 2/46 4,34

21. Insomnio 1 0 0 0 1 0 0 0 0 2/46 4,34

10. Nauseas 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1/46 2,17

13. Acorchamiento de extremidades| 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1/46 2,17

17. Falta de fuerza en extremidades| 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1/46 2,17

18. Marcha inestable 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1/46 2,17

19. Temblores 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1/46 2,17

25. Desconectado 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1/46 2,17

26. Otros o |1Sequedad| o | o | o | o |0 | 0| 0 |1ue 2,17

6. Vértigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0/46 0

11. Diarrea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0/46 0

16. Falta de fuerza en caderas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0/46 0

23. Deprimido, triste 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0/46 0

24. Sensaciéon de embriaguez 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0/46 0

Total 18 6 13| 6 39 | 11 6 11 5

* Los voluntarios podian sefialar mas de un acontecimiento adverso.

De los 26 items contenidos en el cuestionario de AA referidos, el que senalaron mas
voluntarios fue el de “somnoliento, con modorra” (52,17% de los voluntarios participantes),
seguido de “boca seca” 50%, ‘“cansancio general” 28,26%, “dolor de cabeza” 21,73%,
“molestias gastricas” 19,56%, “mareado al incorporarse” un 10,86% y los items ‘“cara
ruborizada” y “ardor, malestar epigastrico” en un 8,69 % de los voluntarios. Notificaron

“vision borrosa”,’estrefiimiento” e “intranquilo, nervioso” un 6,52% y los items,

“palpitaciones”, “insomnio” y “calambres” un 4,34%. Los items “nauseas”, “acorchamiento
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de extremidades”, “falta de fuerza en la cadera”, “marcha inestable” y “desconectado” fueron
sefalados mucho menos frecuentemente (2,17%). Un voluntario en la dosis de 30 mg refirio
sequedad de la mucosa nasal. Ninguno de los voluntarios sefial6 en el cuestionario los items

“vértigo”, “diarrea”, “sensacion de embriaguez” ni “deprimido, triste”.

En la tabla R-II-8 se puede observar el nimero total de AA sugeridos reportados durante todo
el estudio, desglosados en funcion del acontecimiento adverso por orden de frecuencia, de la

dosis administrada y del momento de su notificacion (basal/final).

Tabla R-II-8: Numero total de ocasiones en las que se reportan acontecimientos adversos
sugeridos en orden de frecuencia con relacion al tratamiento administrado y al momento de
notificacion (basal/final).

Dosis 6mg 30mg 60mg 120mg 240mg 350mg 500mg 700mg 1200mg
N° AA (%)
N° Item. Efecto B F B F B F B F B F B F B F B F B F
20. Somnoliento, con modorra 2 18 2 9 3 10 2 14 4 58 2 27 1 11 1 5 0 1 170 (31,07)
1. Boca seca 3 4 1 7 2 13 1 9 2 15 1 13 2 12 1 27 1 14 | 128(23,40)
15. Cansancio general 1 12 1 1 0 8 1 2 4 29 0 0 0 1 1 11 0 2 74 (13,53)
4. Dolor de cabeza 0 6 0 0 1 1 0 0 0 19 0 0 0 0 0 3 0 0 40 (7,31)
5. Mareado al incorporarse 0 1 0 0 0 1 0 0 1 22 0 5 0 0 0 0 0 0 30 (5,48)
9. Molestias gastricas 1 2 0 0 0 3 0 0 0 3 0 4 0 0 0 0 0 0 13 (16,45)
19. Temblores 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12 0 0 0 0 0 0 0 0 12 (2,19)
25. Desconectado 0 0 0 0 0 0 1 1 1 8 0 0 0 0 0 0 0 0 11 (2.01)
21. Insomnio 1 1 0 0 0 0 0 0 1 7 0 0 0 0 0 0 0 0 10 (1,83)
8. Ardor (malestar ol 1l olololoflolol 1]l 1]o]ls]oflo]lol 1] o] o] sues
epigastrico)
12. Estrefiimiento 0 0 0 1 1 4 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 7(1,28)
3. Cara ruborizada 0 4 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 6(1,1)
13. Acorchamiento de olololololoflolo|lols]loflo|loflo|lo]of|l o] ol sy
extremidades
22. Intranquilo, nervioso 0 1 0 0 0 0 0 0 2 3 0 0 0 0 0 0 0 0 6(1,1)
2. Vision borrosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 2 5(0,91)
14. Calambres 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 5(0,91)
26. Otros (Sequedadmucosa [ o | g [ o | 5 | o [ o | o[ oo o]l o] ol ool o] of o] o]l soe
nasal)
7. Palpitaciones 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 4(0,73)
17. Falta de fuerza en oflolololols3fo]loflolo|lolo]lolo]ol|lo]olfolswss
extremidades
10. Nauseas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2(2,38)
18. Marcha inestable 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1(0,18)
6. Vértigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11. Diarrea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16. Falta de fuerza en oloflofofo]o]o]lo]lo|lo|lo|lofofo]o]o]o]o 0
caderas
23. Deprimido, triste 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
24. Sensacién de embriaguez 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 8 50 4 23 7 53 5 26 18 197 3 54 3 24 4 48 1 19 547

B:basal. F: final. AA: acontecimientos adversos
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El nimero total posible de AA sugeridos, en el caso de que cada uno de los voluntarios
hubiese anotado cada uno de lo items sugeridos en cada uno de los tiempos de registro,

hubiese sido de 17.940 AA sugeridos.

El nimero total real de AA tras cuestionario fue de 547. El mas frecuentemente notificado fue
el item “somnoliento” con una frecuencia del 31,07%, seguido de “boca seca” con 23,40%,
“cansancio general” en un 13,53%, “dolor de cabeza” en un 7,31%, “mareado al incorporarse”
en un 5,48%, “molestias gastricas” en un 2,38%, “temblores” en un 2,19%, “desconectado” en
un 2,01% e “insomnio” en un 1,83 %. Con menor frecuencia se notificé “estrefiimiento”
(1,28%) ““cara ruborizada”,“acorchamiento de extremidades” e “intranquilo”(1,1%), “vision
borrosa”, ‘“calambres” y “otros” (0,91%), “palpitaciones” (0,73%), “falta de fuerza”

(0,55%), nduseas” (0,36%) y “marcha inestable” (0,18%.).

Si se analiza la frecuencia de aparicion de AA adversos sugeridos en relacion al tratamiento
administrado, se puede observar que la dosis a la que se notificaron mas AA fue la de 240mg
(39,39 %) con una gran diferencia respecto al resto de tratamientos administrados. Le
siguieron en frecuencia los tratamientos con 60mg, 6mg, 350mg y 700mg tras los que se
notificaron un 13,13%, 10,60%, 10,42% y 9,51% de los AA, respectivamente. Seguidamente,
fue igual el porcentaje de AA notificados para la dosis de 500mg y 30mg (9,51%) y del 3,66%
para la dosis de 1200mg.

De las 15 ocasiones en las que se facilitaba a los voluntarios el cuestionario de AA para ser
contestado, unicamente 1 se realizaba en el momento basal y las 14 restantes a lo largo del
estudio, quedando englobadas dichas anotaciones como registro en el momento final del

estudio.

Asi, en el momento basal aparecieron un total de 53 AA lo que representa un 9,69% de los
AA sugeridos sefialados. En el momento final del estudio aparecieron globalmente 494 AA
tras cuestionario, lo que representa un 90,31% del los AA notificados por esta via (Tabla R-II-

9).

Asi, el andlisis de los AA segin el momento de su notificacion (basal/final) y en funcion de
los tratamientos administrados muestra que de los 215 AA reportados para la dosis de 240mg,

el 8,37% (18 AA) fue en el momento basal y el 91,62% (197AA) en el momento final. Esta
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tendencia se repite para el resto de tratamientos administrados tal como se puede observar en
los datos contenidos en la tabla R-II-9 y en la figura R-II-1, donde se encuentran
representados graficamente el nimero de AA notificados para cada uno de los tratamientos

administrados y desglosados en funcion del momento de la notificacion (basal/final).

Figura R-II-1: Numero de AA notificados en el cuestionario de acontecimientos sugeridos en
funcién del tratamiento administrado y desglosado segun el momento de la notificacion
(basal/final).

250
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200 - B Global
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6mg 30mg 60mg 120mg 240 mg 350 mg 500 mg 700 mg 1200
mg

Tratamiento

Tabla R-II-9: Tabla resumen del nimero de AA sugeridos desglosados por tratamiento y
momento de la notificacion (basal/final).

Z":'“e"m 6 30 60 120 240 350 500 700 1200 . . % sobre

Notificacion ™9 mg mg mg mg mg mg mg mg el total
Basal 8 4 7 5 18 3 3 4 1 53 9,69
Final 50 23 53 26 197 54 24 48 19 494 90,31
Total (%) 58 27 60 31 215 57 27 52 20 o 100%

(10,60) (4,94) (13,13) (5,67) (39,39) (10,42) (4,94) (9,51) (3,66)

Asi pues, en cuanto a los AA sugeridos, se aprecian diferencias notables en su notificacion
unicamente tras la dosis de 240 mg. Este hecho no parece relacionado con el farmaco en
estudio ya que no se evidencia una tendencia a la apariciéon de problemas de tolerabilidad
dosis-dependiente. El nimero limitado de voluntarios por dosis (n=6) y algin factor ligado al
dia de estudio podrian explicar esta diferencia que no se repite con las dosis subsiguientes. A
pesar de que se notificaron muchos mas acontecimientos en el momento final que en el
momento basal, este hecho era de esperar, ya que dicha evaluacion contiene la mayoria de
ocasiones de notificacion de AA y a demas ocurri6 de forma similar para todos los

tratamientos administrados, incluso para las dosis mas bajas.
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2.2.- Acontecimientos adversos reportados espontineamente por los
voluntarios y/o alteraciones analiticas evaluadas segun las recomendaciones

de la OMS (WHO:1986)

En la tabla R-II-10 se recogen los acontecimientos adversos espontaneos y/o alteraciones

analiticas que presentaron los voluntarios participantes en el estudio.

Tabla R-II-10: Acontecimientos adversos notificados espontaneamente por los voluntarios
sanos y/o alteraciones analiticas evidenciadas durante el estudio.

Vol. Acontecimiento Dosis T|em|_oo_ desd_e' la Intensidad Causalidad Dura0|9n_del /Accion tomadal
administracion acontecimiento

II;H Hipercolesterolemia 6mg -- Leve NR -- -

3. L , .

JMB Pirosis 6mg 2h 15 Leve Posible 5h --

12, sgf}‘;ﬁ?ﬁ(‘)‘f::ta 60mg 12h 50' Leve Posible 1 seg -
OSN

Flatulencia 60mg 6h 50' Leve Posible 16h --
. Vendaje

4. | Roturaparcialde | 45, 13h 50 Moderada NR 33 dias compresivo y
GBD ligamento izq. reposo
F1R§P Distensién abdominal 240mg 47h 10' Leve Posible 30 --
J1I\jI)B Herpes Labial 240mg 2h 30' Leve N R 10 dias --

2 _ 2h 15’ Moderada N R 5h 30’ -
GAF Odontalgia 240mg 10h 15" Moderada NR 12h 30" Agua con

clorhexidina

23. . . .

JAG Anemia 350mg -- Leve Posible 84 dias -

35. Dolor regién dorsal

RBR muslo derecho 500mg 34h Leve NR 19h -

41. Mal sabor de boca 1200mg 2h 20' Leve Posible 48h --

CJ Olor extrafio en orina | 1200mg 12h Leve Posible 60h --

43 Hematomas simétricos

JFV en cara interna de 1200mg 56h Leve Posible 13 dias 16h --

antebrazo
ox Epigastralgia 1200mg 29h 20' Leve Posible 30' -

Se notificaron un total de 14 AA de forma espontanea y 2 alteraciones analiticas relevantes en
12 de los 46 voluntarios participantes en el estudio (26,09%). Se constatdé que durante la
administracion de la dosis de 1200mg se notificaron 4 acontecimientos, tras la dosis de
240mg, se notificaron 3 de los 13, 2 acontecimientos tras las dosis de 60mg y unicamente un
acontecimiento adverso espontaneo tras las dosis de 6, 120 y 500mg. Las alteraciones

analiticas se notificaron tras las dosis de 6 y 350mg.
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Todos ellos fueron distintos e incluyeron alteraciones clinicas como pirosis, mucosidad
sanguinolenta, flatulencia, rotura parcial del ligamento lateral izquierdo, distension
abdominal, herpes labial, odontalgia, dolor en region dorsal del muslo derecho, mal sabor de
boca, olor extrafio de la orina, epigastralgia o hematomas simétricos en la cara interna del
antebrazo. Asi mismo, se registraron alteraciones analiticas como un caso de
hipercolesterolemia (Grado I (leve): 6,5-8 mmol/L) y otro de anemia (Grado I (leve): 125-130

g/L), que no presentaron expresion clinica.

Al evaluar el tiempo transcurrido entre la aparicion del AA y la toma de medicacion, éste fue
muy variable, con una media de 13 horas y 40 minutos acompanado de una amplia dispersion

(minimo: 2 horas 15 minutos; maximo: 2 dias y 8 horas).

En cuanto a su intensidad, un 80% de los 15 AA notificados espontaneamente fueron

catalogados de leves y un 20% de moderados, no notificindose ninguno de intensidad grave.

Al analizar la causalidad atribuida a los 15 AA notificados espontaneamente, en un 60% de
los casos se considerd que su relacion con el tratamiento del estudio podia ser posible y en un

40% de los casos se consider6d que no presentaba ninguna relacion.

La duracién media de dichos acontecimientos fue de unas 271h (11dias y 8 horas) con un

intervalo muy amplio que oscil6 desde 1 segundo a 84 dias.

Enun 13,33% de los casos, se debieron tomar las medidas oportunas para corregir dichos AA.

2.3.- Exploracion fisica

Todas las exploraciones fisicas realizadas a los voluntarios por sistemas (piel y mucosas, 0jos,
oidos, nariz y garganta, sistemas cardiovascular, respiratorio, digestivo, locomotor, nervioso y
linfatico) fueron normales tanto a nivel basal (antes de la toma de medicacion) como al final

del estudio (+24h).
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2.4.- Constantes vitales

2.4.1.- Determinaciones en el momento basal (premedicacion)

En la tabla R-II-11 se recogen la media y desviacion estandar (DE) de las constantes vitales
obtenidas en el periodo basal (premedicacion), en particular de la presion arterial sistdlica
(PAS), presion arterial diastolica (PAD) y frecuencia cardiaca (FC), en dectbito supino y de

la temperatura axilar (T).

Tabla R-II-11: Valores medios (+DE) de los principales parametros hemodinamicos (PAS,
PAD, FC y T) obtenidos en el periodo basal (premedicacién), para cada una de las dosis
administradas.

Dosis 6mg (n=4) 30mg (n=4) 60mg (n=4) 120mg (n=4)
Parametro Media = DE Media = DE Media + DE Media = DE
— —
(oniogy el sitatica 114754492 11625¢11,98  120,75+10,81  118,5047,77
(Pr:]erﬁ'az)a”e“a' diastolica 62,0045,94 68,0046,32 67,50+12,40  64,25+1374
. ’ a
(Fnrﬁrf_‘{;*”c'a cardiaca 62,50+8,23 61,50+7,55 67,50+3,30 59,50+8,81
I,%Tperat“ra axilar 36,30+0,24 36,03:0,35 36,000,39 36,0740,38
Dosis 240mg (n=6) 350mg (n=6) 500mg (n=6) 700mg (n=6) 1200mg (n=6)
Parametro Media + DE Media + DE Media = DE Media + DE Media = DE
fr;enf;fi’g)a”e”a' sistdlica 117,5045,96  118,00:9,19  109,67+8,36  114,33:582  122,00+11,05
.y . . s a
fnqenf'ﬂ;)""”e”a' diastolica™  6r 331007  61,83:773 58504812  6167:989  64,33:8,14
. H a
(Fr;?rf_‘f)enc'a cardiaca 64,17+11,55  57,83:7,68  59,50+1221  58,67+8,73  57,8346,15
Z,%Tperat“ra axilar 36,25:043 3628029  36,23+0,21 36,1210,34  35,93+0,24

a: decubito supino

2.4.2.- Evolucion tras administracion de la medicacion

En las figuras R-II-2, R-II-3, R-II-4 y R-II-5 se representa graficamente la evolucion en el
tiempo tras la administracion de la medicacion de las medias de las constantes vitales, en
particular de la presion arterial sistdlica (PAS), la presion arterial diastolica (PAD), la
frecuencia cardiaca (FC), todas ellas en decubito supino, y de la temperatura axilar (T),

respectivamente.
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Figura R-II-2: Representacion grafica de los valores medios de la presion arterial sistolica
obtenidos para cada una de las dosis administradas.
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Figura R-II-3: Representacion gréafica de los valores medios de la presion arterial diastolica
obtenidos para cada una de las dosis administradas.
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Figura R-II-4: Representacion grafica de los valores medios de la frecuencia cardiaca
obtenidos para cada una de las dosis administradas.
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Figura R-II-5: Representacion grafica de los valores medios de la temperatura axilar
obtenidos para cada una de las dosis administradas.
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No se observaron alteraciones clinicamente relevantes en ninguna evaluacion individual de las

distintas constantes vitales registradas.

Los valores medios de la PAS en funcion de la dosis se mantuvieron siempre dentro de los
limites de la normalidad (90-140mmHg), asi como los de la PAD, (50-90mmHg), la FC (40-
100 latidos/minuto), y T (< 37°C).
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2.5.- Electrocardiograma

2.5.1.- Determinaciones en el momento basal (premedicacion)

En la tabla R-II-12 se recogen la media y desviacion estandar (DE) de los parametros

obtenidos a partir del electrocardiograma en el periodo basal (premedicacion).

Tabla R-II-12: Valores medios (£ DE) de los principales parametros electrocardiograficos
(ECG de 12 derivaciones) obtenidos en los voluntarios sanos en el periodo basal
(premedicacion), para cada una de las dosis administradas.

Dosis 6mg (n=4) 30mg (n=4) 60mg (n=4) 120mg (n=4)
Parametro Media + DE Media £ DE Media + DE Media + DE
E;?rf.‘f)enc'a cardiaca 63,00+6,38 58,00+9,201 65,25+15,46 58,00+7,39
8::)3 P 104,00+7,83 93,50+5,978 97,00+14,38 98,00+10,71
:?Tﬁ;"a'o QRS 91,00+9,31 103,00+8,08 106,50+12,79 90,50+5,74
:’:T:‘:')Nab PR 168,00+12,65 134,00+18,55 160,50+13,89 165,50+26,45
:?;2;“'0 Qr 384,00+34,29 395,00+23,80 374,50+32,92 385,50+22,41
:rr‘;‘:;"a'o Qe 388,75+25,50 391,25+13,72 382,25+6,24 381,00+11,05
Dosis 240mg (n=6) 350mg (n=6) 500mg (n=6) 700mg n=6) 1200mg (n=6)
Parametro Media + DE Media £+ DE Media + DE Media + DE Media + DE
(Fr;?rf.‘f)enc'a cardiaca 61,33+12,36 57,17+7,36 55,17+8,33 58,50+6,38 57,67+3,56
Onda P

ms) 99,33+11,00  92,00412,33  103,33+1521  105,00+16,19  98,00013,275
:rr‘r:‘:;"a'o QRS 95,00+7,56 89,00+4,56 99,33+3,50 91,67+7,94 98,00+13,39
mig"ab PR 134,6749,27  138,67+24,29  156,33+17,55  154,97+417,05  148,67+20,73
:rr‘rfi')“’a'o Qr 377,33+20,85  386,33+26,82  399,00+28,08  39533+24,94  400,33+21,67
:’:;i;vab QTe 379.83+14,15  380,67+1581  390,83+18,64  393,00+29,16  396,50+17,20

min: minutos. ms: milisegundos.

2.5.2.- Evoluacion tras administracion de la medicacion

En la tabla R-II-13 se identifican aquellos parametros obtenidos a partir del
electrocardiograma que mostraron una diferencia estadisticamente significativa al comparar
los valores obtenidos en el periodo basal (premedicacion) con los obtenidos a +24 horas tras

administracion de la medicacion.
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Tabla R-II-13: Parametros obtenidos a partir del electrocardiograma que mostraron una
diferencia estadisticamente significativa al comparar los valores obtenidos en el periodo basal
(premedicacion) con los obtenidos a +24 horas tras administracién de la medicacion.

Parametro Unidades Dosis Bgsal +?4h Valor de p Sentido_ del
(mg_]) Media + DE Media + DE (vs. basal) cambio
QRS ms 120 90,50+5,74 95,50+7,55 0,03 1
PR ms 240 134,67+9,27 139,67+10,69 0,014 1
QT ms 350 386,33+26,82 401,33+25,79 0,040 1
Frec Ventr Lat/min 1200 57,67+3,56 52,00+4,38 0,007 !

ms: milisegundos. Lat/min: latidos por minuto.

No se observaron alteraciones clinicamente relevantes en ninguna evaluacion individual de

los distintos parametros derivados.

Los valores medios de la frecuencia ventricular se mantuvieron dentro de los limites de la
normalidad (40-80 lat/min), asi como los de la onda P (<120), los del intervalo QRS (<120
ms), los del intervalo PR (<220 ms), los del intervalo QT (<440 ms) y los del intervalo QTC
(<440). Las diferencias estadisticamente significativas encontradas carecieron de relevancia

clinica.

Asi mismo, no se detectd ningun cambio con relevancia significativa en los registros de la
derivacion DII efectuados a +30min, +1h, +2h, +4h, +6h, +8h y +12h de la toma de

medicacion en ninguna de las dosis unicas evaluadas.

2.6.- Parametros de laboratorio
2.6.1.- Hematologia

2.6.1.1.- Determinaciones en el momento basal (premedicacion)

En la tabla R-II-14 se recogen la media y desviacion estandar (DE) de los parametros

hematologicos obtenidos en el periodo basal (premedicacion).
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Tabla R-II-14: Valores medios (+DE) de los pardmetros hematologicos obtenidos en los
voluntarios sanos en el periodo basal (premedicacion), para cada una de las dosis.

Dosis 6mg (n=4) 30mg (n=4) 60mg (n=4) 120mg (n=4)
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
Hemoglobina (g/dl) 142,25+9,91 147+£14,13 143£7,70 138,75+£10,08
Hematocrito (L/L) 0,41+0,03 0,40+0,04 0,42+0,02 0,41+0,03
Hematies (X10E12/L) 4,50+0,48 4,67+0,61 4,85+0,19 4,79+0,16
VCM (fL) 91,4045,25 85,75+3,43 85,92+4,00 85,65+7,02
CCMH (g/L) 347,50+5,97 342,25+2,75 342,75+2,87 338,75+7,18
HCM (pg) 31,77+£2,38 29,35+1,21 29,43+1,21 29,02+2,60
RDW (%) 13,9810,79 15,2011,44 15,28+1,38 14,47+0,74
Plaquetas (X10E9/L) 204,75+54,06 163,75+40,67 186,75+28,30 220,75+38,43
VPM (fL) 8,6310,33 9,63+1,50 9,35+0,81 7,60+1,42
Plaquetocrito (%) 0,18+0,05 0,15+0,06 0,18+0,05 0,15+0,06
Leucocitos (X10E9/L) 6,95+1,69 5,94+1,69 6,05+0,82 6,06+1,38
Neutrofilos seg.( X10E9/L) 3,37£0,92 3,54+1,34 3,1340,55 3,24+1,10
Eosindfilos (X10E9/L) 0,25+0,15 0,32+0,22 0,17+0,08 0,19+0,07
Basofilos (X10E9/L) 0,06+0,02 0,03+0,01 0,04+0,01 0,03+0,02
Monocitos (X10E9/L) 0,44+0,20 0,37+0,15 0,45+0,06 0,41+0,08
Linfocitos (X10E9/L) 2,83+0,73 1,69+0,56 2,25+0,36 2,19+0,66
Dosis 240mg (n=6) 350mg (n=6) 500mg (n=6) 700mg (n=6) 1200mg (n=6)
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
Hemoglobina (g/dl) 144,0049,55 141,83+11,03 143,83+8,08 142,67+5,85 146,56+5,56
Hematocrito (L/L) 0,43+0,03 0,43+0,03 0,42+0,03 0,44+0,03 0,45+0,02
Hematies (X10E12/L) 5,01+0,28 4,85+0,24 5,07+0,36 4,80+0,24 4,84+0,29
VCM (fL) 85,23+3,14 88,3216,74 82,92+3,63 91,6545,88 93,25+4,06
CCMH (g/L) 337,33+3,83 331,83+9,04 342,67+4,23  325,17£11,18  324,00£3,58
HCM (pg) 28,75+1,24 29,25+1,86 28,40+1,37 29,77+0,95 30,22+1,09
RDW (%) 14,88+0,85 13,70+1,51 14,90+0,74 13,65+0,60 13,30+0,55
Plaquetas (X10E9/L) 187,33429,69  213,17+40,77 214,83+55,66 217,00£59,10 214,67+38,19
VPM (fL) 8,43+0,42 8,18+0,66 9,02+0,70 8,63+0,62 8,95£0,73
Plaguetocrito (%) 0170+0,05 0,18+0,04 0,18+0,04 0,22+0,04 0,18+0,04
Leucocitos (X10E9/L) 6,00£0,71 6,15+0,63 5,95+1,33 6,01+0,80 6,13+1,01
Neutrofilos seg.( X10E9/L) 2,94+0,47 3,37+0,54 3,18+1,19 2,93+0,40 2,90+0,66
Eosindfilos (X10E9/L) 0,19+0,08 0,17+0,10 0,21+0,08 0,33+0,19 0,19+0,13
Basdfilos (X10E9/L) 0,03+0,01 0,04+0,01 0,04+0,01 0,05+0,02 0,03+0,02
Monocitos (X10E9/L) 0,48+0,04 0,41+0,09 0,36+0,11 0,45+0,07 0,37£0,10
Linfocitos (X10E9/L) 2,37+0,70 2,45+0,48 2,16+0,42 2,26+0,44 2,64+0,54
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2.6.1.2.- Evolucion tras administracion de la medicacion

En la tabla R-II-15 se identifican aquellos pardmetros hematologicos que mostraron una
diferencia estadisticamente significativa al comparar los valores obtenidos en el periodo basal

(premedicacion) con los obtenidos a +24 horas tras administracién de la medicacion.

Tabla R-II-15: Parametros hematoldgicos que mostraron una diferencia estadisticamente
significativa al comparar los valores obtenidos en el periodo basal (premedicacion) con los
obtenidos a +24 horas tras administracion de la medicacion.

Parametro Unidades Dosis Bgsal + ?4 h Valor de p Sentido_ del
(mg) Media + DE Media + DE (vs. basal) cambio
Hematocrito % 60 0,42+0,002 0,45+0,01 0,022 T
Hematocrito % 240 0,43+0,03 0,45+0,01 0,014 T
Hematocrito % 1200 0,45+0,02 0,46+0,01 0,031 1
Hematies X10E12/L 60 4,85+0,19 5,14+0,19 0,004 1
Hematies X10E12/L 240 5,01+0,28 5,20+0,20 0,037 1
Hematies X10E12/L 1200 4,84+0,29 5,02+0,29 0,028 1
Hemoglobina g/dL 240 144,0049,55 150,045,93 0,023 1
Hemoglobina g/dL 1200 146,17+5,56 150,33£3,50 0,019 )
VCM fL 700 91,65+5,88 90,53+4,84 0,044 !
VPM fL 240 8,43+0,42 9,55+0,40 0,001 1
VPM fL 700 8,63+0,62 8,05+0,62 0,0005 !
VPM fL 1200 8,95+7,73 8,08+0,66 0,005 !
Leucocitos X10E9/L 500 5,95+1,33 6,21+1,28 0,034 T
Leucocitos X10E9/L 700 6,01+0,80 7,07+1,13 0,006 T
Linfocitos X10E9/L 120 2,19+0,61 1,70£0,41 0,025 !
Neutrdfilos X10E9/L 500 3,18+1,19 3,43+1,15 0,022 1
Neutréfilos X10E9/L 700 2,93+0,40 3,79+0,42 0,006 !
Basofilos X10E9/L 240 0,03+0,01 0,04+0,01 0,020 1
Eosindfilos X10E9/L 700 0,33+0,19 0,38+0,16 0,044 1

En un voluntario que recibio la dosis de 350mg, en la analitica final se evidenci6 la presencia
de anemia de grado I (leve: 95-109¢g/dL), que no presentd expresion clinica y que revirtid
espontaneamente a los 83 dias de la finalizacién del estudio. Este hecho se notific6 como
acontecimiento adverso, tal como se puede observar en el apartado 2.2 de la parte II de

resultados de esta tesis doctoral.

Los valores medios de los distintos pardmetros hematoldgicos se mantuvieron dentro de los
limites de la normalidad descritos en el PNT correspondiente. Las diferencias

estadisticamente significativas encontradas carecieron de relevancia clinica.
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2.6.2.- Bioquimica

2.6.2.1.- Determinaciones en el momento basal (premedicacion)

Estandar

Sangre

En la tabla R-II-16 se recogen la media y desviacion estandar (DE) de los pardmetros

bioquimicos estandar en sangre obtenidos en el periodo basal (premedicacion).

Tabla R-II-16: Valores medios (= DE) de los parametros bioquimicos obtenidos en los
voluntarios sanos en el periodo basal (premedicacion), para todas las dosis administradas.

Dosis 6mg (n=4) 30mg (n=4) 60mg (n=4) 120mg (n=4)
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
Glucosa (mmol/L) 3,87+0,22 3,95+0,17 4,50+0,51 4,50+0,42
Urea (mmol/L) 5,35+1,35 5,45+1,20 5,50+1,36 6,58+1,01
Creatinina (Umol/L) 95,00+12,49 91,25+12,28 95,25+8,50 111,50£9,75
Bilirrubina total (Umol/L) 8,50+2,38 9,75+4,11 14,50+9,18 9,75+5,91
Bilirrubina directa (Umol/L) 3,25+096 3,25+1,50 5,00+3,46 4,00+2,45
Triglicéridos (mmol/L) 1,10£0,74 1,02+0,53 0,92+0,31 1,02+0,43
Colesterol total (mmol/L) 4,79+1,19 4,22+0,64 3,80+0,49 4,45+0,47
ASAT (UI/L) 17,00+3,47 18,75+4,27 14,25+3,30 18,00+2,16
ALAT (UI/L) 18,50+11,27 18,00+4,24 14,75+9,95 13,50+3,11
Fosfatasa alcalina (UI/L) 156,75+31,87 150,50+34,38 127,00+28,15 125,25+29,67
GGT (Ul/L) 21,75+12,74 16,00+1,83 14,00+3,56 12,50£1,73
Proteinas totales (g/L) 69,83+2,38 72,60+2,27 69,13+2,03 73,05+4,48
Dosis 240mg n=6) 350mg (n=6) 500mg n=6) 700mg (n=6) 1200mg (n=6)
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
Glucosa (mmol/L) 4,77+0,43 4,25+0,46 3,97+0,58 4,50+0,37 4,20+0,06
Urea (mmol/L) 4,73+0,39 5,93+1,38 4,38+0,95 6,38+0,56 5,60+0,98
Creatinina (Umol/L) 89,33+8,19 98,50+10,13  100,67+9,27 96,17+7,19 95,67+11,52
Bilirrubina total (Umol/L) 12,20+4,02 6,83+2,64 13,50+2,07 7,33+1,51 11,67+7,92
Bilirrubina directa (Umol/L) 4,75+1,50 2,50+0,84 4,33+0,82 2,33+0,52 4,17+£2,79
Triglicéridos (mmol/L) 0,67+0,44 0,86+0,19 0,71+0,33 0,86+0,50 0,65+0,19
Colesterol total (mmol/L) 3,57+0,86 4,57+0,92 4,17+1,02 4,10+0,54 3,71+0,25
ASAT (UI/L) 18,8314,31 18,17+2,71 17,83+2,79 26,00+24,17 16,00+6,07
ALAT (UIL) 13,67+8,73 19,8314,36 17,5046,19 16,33+7,84 11,00£3,41
Fosfatasa alcalina (UI/L) 135,67+45,17 137,00+24,85 131,00£20,54 117,17+31,73 124,17+27,52
GGT (UllL) 15,67+4,93 17,00£8,90 11,83£2,79 11,17£2,79 17,17+£10,97
Proteinas totales (g/L) 68,62+3,13 69,82+4,56 68,18+2,67 69,10+4,43 68,08+3,21
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Orina

Los valores obtenidos en los pardmetros del urianalisis realizados en el periodo basal

(premedicacion) estuvieron en todos los casos dentro de la normalidad.

Especifica

Niveles de TSH

En la tabla R-1I-17 se recogen la media y desviacion estandar (DE) de los niveles de TSH

obtenidos en el periodo basal (premedicacion).

Tabla R-II-17: Valores medios (£ DE) de los niveles plasmaticos de TSH obtenidos en los
voluntarios sanos en el periodo basal (premedicacion) para todas las dosis administradas.

Dosis 6 mg (n=4) 30 mg (n=4) 60 mg (n=4) 120 mg (n=4)

Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE

Tirotropina (mUI/L) 2,83+0,72 2,76+0,81 1,41+0,45 1,95+0,35

Dosis 240 mg (n=6) 350 mg (n=6) 500 mg (n=6) 700 mg (n=6) 1200 mg (n=6)
Parametro Media + DE Media = DE Media + DE Media + DE Media + DE
Tirotropina (mUI/L) 3,10+1,08 1,96+0,68 1,78+0,28 1,77+0,59 3,29+2,46

Sangre oculta en heces

El analisis de la sangre oculta en heces efectuado en el periodo basal (premedicacion) fue

negativo en todos los casos.

2.6.2.2.- Evolucion tras administracion de la medicacion

2.6.2.2.1.- Estandar

Sangre

En la tabla R-1I-18 se identifican aquellos parametros bioquimicos estdndar en sangre que
mostraron una diferencia estadisticamente significativa al comparar los valores obtenidos en
el periodo basal (premedicacion) con los obtenidos a +24 horas tras administracion de la

medicacion.
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Tabla R-II-18: Pardmetros bioquimicos que mostraron una diferencia estadisticamente
significativa al comparar los valores obtenidos en el periodo basal (premedicacion) con los
obtenidos a +24 horas tras administracion de la medicacion.

Parametro Unidades Dosis Bgsal + ?4 h Valor de p Sentido_del
(mg) Media + DE Media + DE (vs. basal) cambio
Colesterol mmol/l 240 3,57+0,86 3,84+0,88 0,0002 1
Proteinas Totales g/L 240 68,62+3,13 72,48+4,07 0,003 1
Proteinas Totales g/L 1200 68,08+3,21 71,07+2,76 0,031 1
ASAT ul/L 500 17,8312,79 16,50+2,17 0,025 !
GGT ul/L 240 15,67+4,93 17,3314,59 0,020 1
Fosfatasa Alcalina ul/L 700 117,17431,73  124,17+31,53 0,034 1

En un voluntario que habia recibido la dosis de 6mg, al final del estudio se evidencid la
presencia de hipercolesterolemia que no se manifestd clinicamente y que revirtid
espontaneamente al finalizar el estudio. Este hecho se notificé como acontecimiento adverso,

tal como se refleja en el apartado 2.2 de la parte II de resultados de esta tesis doctoral.

Los valores medios de los distintos pardmetros bioquimicos estdndar en sangre se
mantuvieron dentro de los limites de la normalidad descritos en el PNT correspondiente. Las

diferencias estadisticamente significativas encontradas carecieron de relevancia clinica.

Orina

Los valores obtenidos en los parametros del urianalisis realizados a +24 horas tras

administracion de la medicacion estuvieron en todos los casos dentro de la normalidad.

Especifico

Niveles de TSH

En la tabla R-II-19 se identifican aquellas observaciones de los niveles de TSH que mostraron
una diferencia estadisticamente significativa al comparar los valores obtenidos en el periodo

basal (premedicacion) con los obtenidos a +24 horas tras administracion de la medicacion.
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Tabla R-II-19: Observaciones de los niveles de TSH que mostraron una diferencia
estadisticamente significativa al comparar los valores obtenidos en el periodo basal
(premedicacion) con los obtenidos a +24 horas tras administracién de la medicacion.

Parametro Unidades Dosis Be_lsal +24h Valor de p Sentido_
(mg) (Media+DE) (MediazDE) (vs. basal) del cambio
Tirotropina mUI/L 240 3,10+1,08 2,07+0,61 0,028 l
Tirotropina mUl/L 500 1,78+0,28 1,01+0,41 0,001 !
Tirotropina mUI/L 700 1,77+0,59 1,05+0,52 0,001 l
Tirotropina muUl/L 1200 3,294+2,46 1,93+1,70 0,013 !

No se observaron alteraciones clinicamente relevantes en ninguna evaluacion individual de

los niveles de TSH.

Los valores medios obtenidos tras la administracion de las distintas dosis se mantuvieron
dentro de los limites de la normalidad (0,25-5,0mUI/L). Las diferencias estadisticamente
significativas encontradas carecieron de relevancia clinica.

Sangre oculta en heces

El andlisis de sangre oculta en heces efectuado +24 horas tras administracion de la

medicacion fue negativo en todos los casos.

2.6.3.- Sedimento urinario

2.6.3.1.- Determinaciones en el momento basal (premedicacion)

Los valores obtenidos en el analisis microbioldgico del sedimento de orina en el periodo basal

(premedicacion) estuvieron en todos los casos dentro de la normalidad.

2.6.3.2.- Evolucion tras administracion de la medicacion

Los valores obtenidos en el andlisis microbiologico del sedimento de orina +24 horas tras

administracion de la medicacion estuvieron en todos los casos dentro de la normalidad.
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3.- FARMACOCINETICA

De los nueve niveles de dosis administrados, unicamente fueron caracterizados
farmacocinéticamente 5 de ellos (240mg, 350mg, 500mg, 700mg y 1.200mg) debido a que
para las dosis de 6, 30, 60 y 120mg el nimero de puntos de extraccion era insuficiente para

poder llevar a cabo los procedimientos planteados.

3.1.- Concentraciones plasmaticas

Los valores basales aportados por el centro responsable del andlisis para todos los sujetos
fueron en todos los casos de no detectables, considerandose como tal toda concentracion

inferior a 0,05 mg/L (limite de deteccion).

En la figura R-1I-6 se muestran los valores medios de las concentraciones plasmaticas del
farmaco a lo largo del tiempo, comparando las cinco dosis analizadas (240mg, 350mg,

500mg, 700mg y 1.200mg).

Figura R-II-6: Valores medios de las concentraciones plasmaticas de AM-24 a lo largo del
tiempo tras una Unica administracion oral de distintas dosis.

Concentraciones Plasmaticas

—

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72
Tiempo (horas)

—0—240 mg —{1+—350 mg —4A— 500 mg 700 mg —%—1200 mg
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3.2.- Parametros farmacocinéticos: aproximacion amodelistica

En la dosis de 240 mg sdlo se han tenido en cuenta los 4 voluntarios de los que se obtuvieron
datos hasta + 48 h post-dosis. En 1 voluntario sobre 6 para la dosis de 500mg y en 3
voluntarios sobre 6 para la dosis de 1200mg no se pudo calcular ninguno de los siguientes
parametros farmacocinéticos: AUC,", Vd/F, CI/F, ke ni t». Ello fue debido a que estos
voluntarios presentaban un t.,, de 48h, siendo imposible por tanto, calcular la fase de

eliminacion de la curva.

Los resultados obtenidos para los parametros que caracterizan la biodisponibilidad en
magnitud y en velocidad, la distribucion y la eliminacién tras una tUnica dosis oral se

encuentran en las tablas R-I1I-20 y R-1I-21.

Tabla R-II-20: Descriptivos de los parametros farmacocinéticos que caracterizan la
biodisponibilidad (magnitud y velocidad): media (desviacion estandar).

Parametro 240mg 350mg 500mg 700mg 1200mg
(DE) (59,52) (116, 13) (906,06) (769,36) (49,08)
AUC"D (hL) 1,36 1,47 2,70 3,09 2,72
(DE) (2,480) (3,32) (1,81) (1,10) (49,08)
Crnax (MglL) 9,54 14,09 16,17 24,26 29,02
(DE) (1,58) (4,86) (3,77) (8,44) (30,90)
Cmax/D (L'1) 0,04 0,04 0,03 0,03 0,02
(DE) (0,06) (0,01) (0,07) (0,01) (0,03)
tmax (D) 4,67 517 12,67 5,67 29,17
(DE) (3,66) (1,83) (17,32) (59,76) (75,25)
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Tabla R-II-21: Descriptivos de los parametros farmacocinéticos que caracterizan la
distribucion y la eliminacion: media (desviacion estandar).

Parametro 240mg 350mg 500mg 700mg 1200mg
Distribucion
Vd/F (L) 29,59 29,32 32,04 35,89 46,65
(DE) (7,11) (9,87) (8,74) (16,97) (9,19)
Eliminacién
CI/F (L/h) 0,75 0,72 0,49 0,38 n
(DE) (0,14) (0,22) (0,24) (0,22) P
ke (0" 0,03 0,03 0,02 0,01 n
(DE) (0,007) (0,009) (0,008) (0,004) P
tiz (h) 27,48 30,00 64,34 69,76 n
(DE) (5,72) (13,51) (60,16 ) (29,56) P

Es de destacar que para las dosis estudiadas, en todos los casos el porcentaje medio de
extrapolacion desde el altimo tiempo experimental hasta el infinito es superior al 32% (Tabla

R-11-22).

Tabla R-1I-22: Media (desviacion estandar) del porcentaje de extrapolacion del AUC desde
el ultimo punto experimental hasta el infinito, seglin la dosis administrada.

Dosis n % de ext.rapolacién
(mg) Media (DE)
240 6 ?'70’;1493)

350 6 (:13523:35)
500 ° (gg:%)
700 6 (?45122?)
1200 3 o
Total 26 (?gzgg)

3.3.- Linealidad cinética al incrementar la dosis

De los parametros evaluados, Cyax/D, VA/F, CI/F, ke, no pudo rechazarse la hipdtesis nula de
homogeneidad de varianzas, por lo que se les aplico la aproximacion paramética (ANOVA).
Los parametros AUCy”/DYy ti» no presentaron varianzas homogéneas por lo que se les aplico
la aproximacién no paramétrica (test de comparacion de rangos de Kruskall-Wallis y prueba

de Jonckheere-Terpstra) (Conover: 1970: Hollander. 1973) P R-11-23).
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No se hallaron diferencias estadisticamente significativas para el Cp,/D ni para el VA/F tras

realizar el ANOVA de un solo factor.

A los parametros que presentaron diferencias estadisticamente significativas tras la ANOVA
de un solo factor, CI/F y ke, se les aplico un test post hoc de Duncan que mostrd que, tanto
para el CI/F como para el ke, las dosis de 240mg y 350mg eran claramente diferentes de las
dosis de 700mg y 1200mg, mientras que para la dosis de 500mg no existieron diferencias

significativas en relacion al resto de dosis estudiadas.

Los parametros que no presentaron varianzas homogéneas se sometieron al test de

comparacién de rangos de Kruskall-Wallis (©omover- 1970)

(Hollander, 1973)

y a la prueba de Jonckheere-Terpstra
, mostrando de esta forma que existian diferencias estadisticamente significativas
entre las dosis administradas. Siguiendo el método de Conover, se puso de manifiesto que
para el t;, las dosis de 240 mg y 350mg se diferenciaban claramente de las de 700mg y
1200mg. No se encontraron diferencias en cuanto a la dosis de 500mg en relacion a las de
350mg, 700mg ni 1200mg pero si en relacion a la dosis de 240mg. Para el AUC,"/D, se
observo la existencia de diferencias estadisticamente significativas de la dosis de 240mg en

relacion a las de 500mg, 700mg y 1200mg, asi como entre las dosis de 350mg y 700mg.

Tabla R-I1-23: Valores de “p” tras la realizacion del ANOVA de un solo factor, del Test de
Kruskal-Wallis o de la Prueba de Jonckheere-Terpstra (Homogeneidad de las varianzas
comprobada mediante el test de Levene).

Parametro p ANOVA de un p tras Test de p tras Prueba de Homogeneidad de
solo factor Kruskal-Wallis Jonckheere-Terpstra varianzas*
AUG D 0,0602 0,005 0,015
(h/ml)
Crmax/D 00598 e e 0,424
(ml)
Vd/F 02158 e e 0,113
(ml)
CUF 0,0183 e e 0,743
(ml/min)
Ke
h) 0,0020 @@ e 0,548
3 S 0,0066 0,0001 0,031

*significacion de p: p < 0.05
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En la figura R-II-7 se presenta una representacion grafica de los resultados obtenidos en
aquellas variables en las que la comparacion estadistica mostro la no presencia de la

linealidad cinética tras distintas dosis orales Unicas.

Figura R-II-7: Pardmetros farmacocinéticos en que se han hallado diferencias
estadisticamente significativas en relacion a las diferentes dosis administradas, tras aplicar el
test de Duncan o de Conover, segun la homogeneidad de las varianzas comprobada.

Parametro Dosis*

AUC,* /D (hiL) ———

N\

CI/F (L/h)

.
Kq () . Q>\
ICIREio)

S

/<
/<

1
tV (h) &

*Dosis: 1= 240 mg, 2= 350 mg, 3= 500 mg, 4= 700 mg y 5 = 1200 mg
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4.- FARMACODINAMIA

Las muestras obtenidas de los voluntarios n° 27, 37, 39, 40, 41, 44 y 45 (28%) no presentaron
evidencia de inhibir la produccion de LTB4, por lo que no fueron incluidos en los calculos,
incluyéndose los 18 voluntarios restantes (72%). La media de las concentraciones plasmaticas

en el analisis fue de 9,75+6,38mg/L, presentando los sujetos unos niveles medios de LTB4 de

8,37+5,54pg/L a nivel basal y postadministracion de 4,16+3,10ug/L (Tabla R-11-24).

Tabla R-1I-24: Numero de voluntario, dosis administrada, tiempo de extraccion final (ya que
el tiempo basal siempre fue 0), concentraciones plasmaticas de AM-24 en mg/L obtenidas a
tiempo final (a tiempo basal son todas igual a 0), concentracion basal y final de LTB,4 en pug/L

(LTB4By LTB,F, respectivamente).

VOL DOSIS TIE CON LTB.B LTB4F
(mg) (h) (mg/L) (pg/L) (pg/L)

15 120 2 4,45 14,3360 5,7344
16 120 2 3,78 8,6016 6,0032
17 240 2 8,15 13,8880 5,7344
18 240 2 7,75 12,9920 8,9600
19 240 2 1,57 3,9424 1,5232
20 240 2 5,24 1,5232 0,9856
21 240 2 4,96 4,8384 3,6736
22 240 2 9,24 3,6736 2,8224
23 350 2 1,99 12,9920 10,3040
24 350 2 10,32 42112 3,2256
25 350 2 1,99 4,0768 2,5088
26 350 3 22,19 3,3152 2,4640
28 350 3 7,20 4,0320 2,1504
29 500 2 16,61 3,7632 1,8368
30 500 2 7,05 10,9760 6,9888
31 500 2 4,82 16,1280 4,8384
32 500 2 8,32 3,0464 1,9264
35 500 3 17,26 15,2320 3,4048
36 500 2 7,34 10,7520 3,1808
33 700 2 12,25 17,9200 13,8880
34 700 2 20,00 17,4720 1,7472
38 700 2 9,35 2,9568 2,1504
42 1200 2 11,51 2,5088 2,5088
43 1200 2 24,61 12,5440 2,1504
46 1200 2 15,82 3,5840 3,3152
Media 9,7508 8,3722 4,1610

DE 6,38 5,542499 3,102846

EEM 1,95016 1,108499 0,6205692

Vol: voluntario. Tie: tiempo. Con: concentracion. LTB4B: concentracion basal de LTB,4. LTB4F: concentracion final de LTB,.
DE: desviacion estandar. EEM: error estandar de la media.
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Los resultados de la aplicacion del modelo farmacodinamico inhibitorio de tipo sigmoide
(modelo 108) siguiendo una estrategia de calculo consistente en la mezcla inocente de datos
se recogen en la Tabla R-II-25 y su representacion grafica en la Figura R-11-8. El AIC del
modelo fue de 14,180, el indice de correlacion de 0,2944 e incluyo el 0 en el intervalo de

confianza (IC) de los parametros Ey y gamma.

Figura R-II-8: Representacion grafica de la relacion entre las distintas concentraciones
plasmaticas de AM-24 y la magnitud del efecto sobre las concentraciones finales de LTB..
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Tabla R-I1-25: Parametros farmacodinamicos finales.

Parametro Valor EsEt;LoJar CV % I(i:nl:::i\:)arr. Igulpjxr;ir\ilz:-
Emax 4,646 0,773 16,64 3,038 6,253
Clso 16,563 6,335 38,25 3,388 29,738
Eo 1,880 3,260 173,34 -4,899 8,660
Gamma 9,968 48,772 489,29 -91,458 111,394

CV: coeficiente de variacion. IC Univar. inferior: limite inferior del intervalo de confianza univariante. IC Univar. superior: limite
superior del intervalo de confianza univariante. En.x: efecto maximo de LTB,. Clso: concentracion inhibitoria 50% de AM-24. Ey:
efecto a C = «». Gamma: sigmoidicidad de la curva.
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PARTE IlI: INVESTIGACI(:)N “IN NUMERO”: DETERMINACION DE LA
PAUTA DE DOSIFICACION A EVALUAR PARA CARACTERIZAR LA
ADMINISTRACION REPETIDA.

1.- DESARROLLO Y SELECCION DEL MODELO

Se procedio a ajustar las concentraciones plasmaticas obtenidas en el Estudio 1 a los modelos

previamente descritos:

- Modelo monocompartimental con eliminacion lineal.
- Modelo bicompartimental con elimininacion lineal.

- Modelo monocompartimental con eliminacion de Michaelis-Menten.

Se aplico como estrategia de célculo, tanto la aproximacion de promediado simple como la

aproximacion de promediado en dos etapas.

La valoracion de la bondad del ajuste y la seleccion del modelo 6ptimo se llevd a cabo

C (Yamaoka, 1978)

mediante la evaluacion del Al , €l indice de correlacion y el IC de los parametros

obtenidos.

1.1.- Criterio de AIC

Bajo la estrategia del promediado simple, el ajuste para las dosis inferiores (240mg y 350mg)
fue mejor para el modelo bicompartimental, mientras que para las dosis de 500mg y 1200mg
fue mejor para el modelo monocompartimental con eliminacion lineal e igual para los dos
modelos anteriormente mencionados para la dosis de 700mg (Tabla R-III-1). En ninguna
dosis se consiguié un mejor ajuste al aplicar el modelo monocompartimental con eliminacién

de Michaelis-Menten.
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Bajo la estrategia de dos etapas, de forma global, se observo un mejor ajuste para el modelo
bicompartimental para la dosis de 240mg. Para el resto de dosis el ajuste fue mejor para el
modelo monocompartimental con eliminacion lineal (Tabla R-III-1). Sin embargo, evaluado
el criterio sujeto por sujeto, para la dosis de 240mg, 4 de los 6 voluntarios se ajustaron mejor
al modelo monocompartimental; para la dosis de 350mg lo hicieron igualmente 4 de los 6
voluntarios, mientras que a partir de la dosis de 500mg el perfil farmacocinético mejor para
todos los voluntarios fue el modelo monocompartimental con eliminacion lineal. En ninguno
de los casos se consigui6 un mejor ajuste al aplicar el modelo monocompartimental con

eliminacion de Michaelis-Menten.

Tabla R-III-1: Comparacion del AIC en las distintas estrategias de calculo y en los distintos
modelos farmacocinéticos.

Dosis Monocomp Mono+MM Bicompart
240mg 29,88 31,94 27,81
p diad 350mg 37,18 39,24 36,50

romediado
simple 500mg 42,00 44,01 46,00
700mg 44,28 46,27 44,28
1200mg 43,43 45,42 47,43
240mg 34,98 37,01 32,19
b 350mg 46,52 48,56 51,26
os

etapas 500mg 42,80 44,82 54,92
700mg 56,74 58,75 75,02
1200mg 59,23 61,24 78,69

Monocomp: modelo monocompartimental. Mono+MM: modelo monocompartimental con cinética de Michaelis-Menten.
Bicompart: modelo bicompartimental.

mejor valor de ajuste.
igualdad en el valor de ajuste.

1.2.- Indice de Correlacién

Bajo la estrategia de promediado simple, las dosis de 240mg y 350mg presentaron un ajuste
mejor para la aproximacion bicompartimental; la dosis de 500 mg presentd una bondad de
ajuste igual para los modelos monocompartimental con eliminacion lineal vy
bicompartimental, la dosis de 1200mg también present6d igualdad del ajuste entre ambos
modelos monocompartimentales y para la dosis de 700mg el ajuste fue igual para los 3

modelos estudiados (Tabla R-I11-2).
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Bajo una estrategia de dos etapas, de forma global, se observo para la dosis de 240mg que el
mejor ajuste lo fue para el modelo bicompartimental, para la dosis de 1200mg fue igual para
el modelo monocompartimental con eliminaciéon lineal y el monocompartimental con
eliminacion de Michaelis-Menten y para el resto de dosis, el ajuste fue mejor para el modelo
monocompartimental con eliminacion lineal (Tabla R-III-2). Sin embargo, evaluando el
criterio sujeto por sujeto, para la dosis de 240mg, todos los voluntarios se ajustaron mejor al
modelo bicompartimental; para la dosis de 350mg lo hicieron 1 de los 6 voluntarios al modelo
monocompartimental con eliminacién lineal; a partir de la dosis de 500mg, los resultados de
ajuste obtenidos fueron también favorables al modelo monocompartimental con eliminacion
lineal excepto en 2 de los 6 casos para la dosis de 500mg, 2 de los 6 casos para la dosis de
700mg y 1 de los 6 casos para la dosis de 1200mg, en los que se ajustd mejor al modelo

farmacocinética monocompartimental con eliminacion de Michaelis-Menten.

Tabla R-III-2: Comparacion del indice de Correlacion en las distintas estrategias de calculo y
en los distintos modelos farmacocinéticos.

Dosis Monocomp Mono+MM Bicompart
(mg)
240mg 0,8563 0,8566 0,8723
350mg 0,8765 0,8763 0,8877
Promediado

simple 500mg 0,83 0,8299 0,83
700mg 0,8459 0,8459 0,8459
1200mg 0,8147 0,8147 0,8146
240mg 0,7963 0,7960 0,8169
350mg 0,8348 0,8345 0,8136

Dos

etapas 500mg 0,8232 0,8231 0,7220
700mg 0,7984 0,7983 0,6205
1200mg 0,7925 0,7925 0,5973

Monocomp: modelo monocompartimental. Mono+MM: modelo monocompartimental con cinética de Michaelis-Menten.
Bicompart: modelo bicompartimental.

mejor valor de ajuste.
Igualdad en el valor de ajuste.

1.3.- Inclusion de 0 en los IC de los distintos parametros

Bajo la estrategia de promediado simple y la aproximaciéon monocompartimental con
eliminacion lineal, inicamente incluyo el 0 el IC de la k, para la dosis de 1200mg. En la

aproximacion monocompartimental con eliminaciéon de MM, no se incluyo el 0 en los
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parametros Vd ni k, para ninguna de las dosis, mientras que los parametros V., y Kp, si
incluyeron el 0 en su IC para todas las dosis. Para la aproximacion bicompartimental, todos

los parametros y para todas las dosis estudiadas incluyeron el 0 en sus IC (Tabla R-III-3).

Bajo la estrategia de dos etapas, en la aproximacion monocompartimental con eliminacién
lineal, para el Vd en 1 caso sobre 6 para la dosis de 350mg y en 2 casos sobre 6 para la de
700mg, se incluy6 el 0 en el IC. Para la k,, el 0 fue incluido en 1 caso sobre 6 para la dosis de
350mg y 1 sobre 6 para la dosis de 700mg. Para la ke, el 0 fue incluido en 3 casos sobre 6 para
la dosis de 240mg, 2 casos sobre 6 para la de 350mg, 2 casos sobre 6 para la de 700mg y 4

casos sobre 6 para la de 1200mg.

Tras la aproximacion monocompartimental con eliminacién de Michaelis-Menten y para el
Vd, presentaron inclusion de 0 en el IC 2 casos sobre 6 para la dosis de 240mg, 2 casos sobre
6 para la de 350mg, 1 sobre 6 para la dosis de 500mg y 2 casos sobre 6 para la dosis de
1200mg. El pardmetro k, incluy¢ el 0 en su IC en 5 casos sobre 6 para la dosis de 240mg, en 3
casos sobre 6 para la dosis de 350mg, en 1 caso sobre 6 para la dosis de 500mg, en 3 casos
sobre 6 para la dosis de 700mg y en 2 casos sobre 6 para la dosis de 1200mg. Los parametros

Vi y Ki, presentaron inclusion de 0 en el IC para todas las dosis y todos los sujetos.

En cuanto al modelo bicompartimental bajo esta misma estrategia presenté igualmente
inclusion de 0 en el IC de todos los parametros, para todas las dosis estudiadas y en todos los

sujetos.
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Tabla R-III-3: Comparacion de la inclusion o no del 0 en los IC de los pardmetros obtenidos
en las distintas estrategias de calculo y en los distintos modelos farmacocinéticos.

Dosis Monocompartimental Monocompartimental+MM Bicompartimental
(mg) Parametro Inclde 0 enIC | Parametro Incde 0enlC| Parametro IncldeOenliC
Promediado simple
Vd/F no Vd/F no Vd/F si
Ka no Ka no Ka si
240 ke no Vi si Ke si
Km si k12 si
k21 si
Vd/F no Vd/F no Vd/F si
Ka no Ka no Ka si
350 ke no Vm si Ke si
Km si k12 si
k21 si
Vd/F no Vd/F no Vd/F si
Ka no Ka no Ka si
500 Ke no Vm si Ke si
Km si k12 si
k21 si
Vd/F no Vd/F no Vd/F si
Ka no Ka no Ka si
700 Ke no Vi si Ke si
Km si k12 si
k21 si
Vd/F no Vd/F no Vd/F si
Ka no Ka no Ka si
1200 ke si Vi si Ke si
Km Si k12 dkkkkkkkk
k21 *hkkkkkkkk
Dos etapas
Vd/F no Vd/F si Vd/F si
Ka no Ka si Ka si
240 Ke si=3 Vi si Ke si
Km si k12 si
k21 si
Vd/F si=1 Vd/F si Vd/F si
Ka si=1 Ka si Ka si
350 Ke si=2 Vi si Ke si
Km si k12 si
k21 si
Vd/F no Vd/F si Vd/F si
Ka no Ka si Ka si
500 ke no Vi si Ke si
Km si k12 si
k21 si
Vd/F si=2 Vd/F no Vd/F si
Ka si=1 Ka si Ka si
700 Ke si=2 Vi si Ke si
Km si k12 si
k21 si
Vd/F no Vd/F si Vd/F si
Ka no Ka si Ka si
1200 Ke si=4 Vi si Ke si
Km si k12 si
k21 si

Monocompartimental: modelo monocompartimental. Monocompartimental+MM: modelo monocompartimental con cinética
de Michaelis-Menten. Bicompartimental: modelo bicompartimental. Incl de 0 en el IC: inclusion del O en el Intervalo de
confianza.

peor valor de ajuste por inclusion de 0 en el IC
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1.4.- Modelo seleccionado

Ante el ajuste individual de voluntarios a diferentes modelos para la misma dosis se decidio

seleccionar como estrategia de célculo la aproximacion de promediado simple.

Ante los resultados obtenidos en el AIC, indice de correlacion y la pausibilidad de las
estimaciones de los parametros se decidi6 seleccionar como modelo que presentaba una

mayor bondad de ajuste el modelo monocompartimental con eliminacién lineal.

Los parametros que se obtuvieron que caracterizaban al modelo monocompartimental con
eliminacion lineal bajo la estrategia de promediado simple para las 3 dosis Uinicas en las que

no se podia descartar que hubiera linealidad cinética se presentan en la tabla R-II1-4.

Tabla R-I1I-4: Valores obtenidos para los parametros farmacocinéticos calculados mediante
el ajuste de un modelo farmacocinético monocompartimental con eliminacién lineal bajo la
estrategia de promediado simple.

Dosis 240mg 350mg 500mg

Parametro Unidades Valor EEP Valor EEP Valor EEP
AUCo” (mg/L)h 246,58 (27,85) 417,72 (19,08) 1240,19 (60,21)
AUC,"/D (h/L) 1,03 (27,85) 1,19 (19,08) 2,48 (60,21)
Chax (mg/L) 8,42 (18,74) 12,32 (35,93) 14,83 (22,28)
Cmax/D () 0,04 (18,74) 0,04 (35,93) 0,03 (22,28)
tmax (h) 5,93 (56,40) 7,21 (44,59) 12,04 (66,09)
Vd/F (L) 22,76 (20,28) 23,53 (50,88) 30,89 (20,89)
CI/F (L/h) 1,05 (32,73) 0,87 (25,21) 0,43 (70,69)
Ke (h™" 0,05 (30,27) 0,05 (51,33) 0,02 (69,61)
t12 (h) 15,92 (30,73) 19,71 (62,29) 52,49 (0,77)
Ka (h™" 0,65 (77,48) 0,45 (60,69) 0,42 (32,23)
t1/2Ka (h) 1,75 (75,20) 1,44 (46,81) 1,78 (31,87)

EEP: error estandar del parametro. Variabilidad dependiente del modelo farmacocinético al que se ajusta.
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2.- SIMULACIONES

Para la simulacion a dosis repetida se utilizo el modelo seleccionado (monocompartimental
con eliminacion lineal bajo estrategia del promediado simple) con los parametros

correspondientes, asumiendo un comportamiento lineal (Tabla R-III-5).

Tabla R-III-5: Pardmetros empleados para las dosis de 240mg, 350mg y 500mg de AM-24.

Dosis volumen/F k K
(mg) (L) : ¢
240 22,76 0,65 0,05
350 23,53 0,45 0,05
500 30,89 0,42 0,02

2.1.- Dosis de 240mg/dia durante 6 dias

Para la dosis de 240mg, el Cy,.x obtenido fue de 14,930mg/L el Cy,in de 8,216mg/L, el C,y, de
11,876mg/L y la fluctuacion equivalente a un 56,532%. (Figura R-III-1; Tabla R-III-6)

Figura R-III-1: Concentracion (mg/L)-tiempo (h) de la simulacién a dosis repetida para la
dosis de 240 mg.
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2.2.- Dosis de 350mg/dia durante 6 dias

Para la dosis de 350mg, el Cy,x obtenido fue de 21,420mg/L, el Cpnin de 11,810mg/L, el C,, de

17,210mg/L y la fluctuacion equivalente a un 55,822% (Figura R-II1-2; Tabla R-1II-6).

Figura R-III-2: Concentracion (mg/L)-tiempo(h) de la simulacién a dosis repetida para la
dosis de 350mg.
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2.3.- Dosis de 500mg/dia durante 6 dias

Para la dosis de 500mg, el Cy,,x obtenido fue de 49,100mg/L, el Cp,in de 37,600mg/L, el C,, de

45,378mg/L y la fluctuaciéon equivalente a un 25,342% (Figura R-III-3; Tabla R-II1-6).
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Figura R-III-3: Concentracion (mg/L)-tiempo(h) de la simulacion a dosis repetida para la
dosis de 500mg.
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Tabla R-III-6: Tabla resumen de los parametros finales obtenidos tras la simulacion a dosis

repetida.

Dosis Cmax Chin Cav Fluctuacion
(mg) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (%)
240 14,930 8,216 11,876 56,532
350 21,420 11,810 17,210 55,822
500 49,100 37,600 45,378 25,342

2.4.- Propuesta de disefio para la realizacion del estudio a dosis repetida

En vista de los resultados expuestos previamente, se cree que el disefio mas apropiado para un

estudio a dosis repetida seria el de un Ensayo Clinico de fase I, unicéntrico, aleatorizado,

paralelo, doble ciego y controlado con placebo, en voluntarios sanos.

Debido a que el objetivo principal de ese ensayo seria la evaluacion de la tolerabilidad, se

considera indispensable la existencia de un tratamiento control con placebo. De forma

secundaria se evaluaria la farmacocinética del farmaco.

Los resultados obtenidos en el estudio realizado “ex vivo” en el hombre en relacion al grado

de inhibicion de la produccion de LTB4, que a su vez indica el grado de inhibicion de la

enzima 5-LOX por el farmaco en estudio, AM-24, conjuntamente con los obtenidos a partir
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de la simulacién del perfil farmacocinético a dosis repetidas, nos indican que el régimen
posoldgico que con mayor probabilidad permitiria alcanzar la concentracion plasmatica capaz
de ejercer un efecto inhibitorio del 50% seria el de 350mg orales de AM-24 cada 24 horas.
Por ello, para el protocolo de Ensayo Clinico se propusieron como dosis a evaluar, una
inferior y una superior a la presuntamente terapéutica, es decir, las dosis de 240mg, 350mg y

500mg.

Se creyd que con 32 voluntarios sanos seria suficiente para alcanzar los objetivos planteados
(n=8 por grupo experimental). El estudio tendria una duracion total de 19 dias. En un primer
dia experimental se procederia a la valoracion farmacocinética tras administraciéon de una
dosis oral tnica y al que seguiria un periodo de seguimiento de 6 dias. A continuacion se
administraria medicacion, tras la realizacion de una extraccion basal durante 6 dias,
procediéndose en este momento a realizar la valoracion farmacocinética tras dosis repetida. Se

continuaria con un periodo de seguimiento de 6 dias, momento en que finalizaria el ensayo.
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PARTE IV: INVESTIGACION “IN VIVO”: ESTUDIO EXPERIMENTAL
EN VOLUNTARIOS SANOS TRAS ADMINISTRACION ORAL
REPETIDA DE AM-24 A LAS DOSIS DE 240, 350 Y 500 mg (UNA VEZ
AL DiA DURANTE 6 DIAS)

1.- DESCRIPCION DE LA POBALCION PARTICIPANTE

1.1.- Datos demograficos

Se incluyeron un total de 32 voluntarios varones sanos de raza blanca caucésica. La edad de
los mismos oscild entre los 20 y 32 afios (x =25,69+3,05), el peso entre 54,1 y 92kg (x
=72,25+9,14) y la talla entre 157 y 194cm (x178,88+7,89). Presentaron un indice de Quetelet
(I de Quetelet= peso (kg) / talla* (m)) que oscild entre 20 y 26kg/m* (x=23,50+1,70).

En la tabla R-IV-1 se muestran los valores de la media y desviacion estandar de los

parametros demograficos de los voluntarios sanos, para cada una de las dosis administradas.

Tabla R-IV-1: Medias y desviaciones estandar (DE) de los parametros demograficos de los
voluntarios sanos que participaron en el estudio, para cada una de las dosis administradas y
para placebo.

Dosis Edad Peso Talla indice de
(afos) (k@) (cm) Quetelet (Kg/m?)
Media 24,38 66,03 171,25 22,50
Placebo
DE 2,56 7,79 8,36 1,60
Media 27,25 74,00 175,75 23,88
240 mg
DE 2,12 7,23 5,28 1,81
Media 24,88 76,82 176,88 24,50
350 mg
DE 3,04 7,16 8,04 1,20
Media 26,25 72,16 175,63 23,13
500 mg
DE 3,88 11,57 9,58 1,73
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1.2.- Anamnesis y exploracion fisica

Los resultados de la anamnesis de los voluntarios sanos, antecedentes patoldgicos, médicos y
quirurgicos, mostré que la mayor parte de ellos no presentaban antecedentes patologicos; en
cuanto a aquellos voluntarios sanos incluidos que si presentaban, el dato mas relevante fue el
antecedente de intervenciones quirirgicas menores: apendicectomia, adenoidectomia, fimosis

e intervenciones por causas traumatologicas.

En relacion con los antecedentes familiares destaca la presencia de enfermedades oncoldgicas

y cardiovasculares.

De los 32 voluntarios, 18 no eran fumadores y los 14 restantes fumaban como maximo 10
cigarrillos diarios. En cuanto a la ingesta de alcohol, 16 voluntarios no eran consumidores y el
resto, 16, no excedia un volumen de 150c.c. por semana, tampoco eran consumidores
importantes de bebidas estimulantes (mas de 5 cafés, bebidas de cola o tés al dia) y ninguno
de ellos presentd positividad en las pruebas de deteccion de drogas en orina (cannabis,
cocaina, anfetaminas, benzodiacepinas y opiaceos). Los voluntarios no tomaban

habitualmente ninguna medicacion.

Todas las exploraciones fisicas realizadas a los voluntarios por sistemas en el momento de la
seleccion (piel y mucosas, ojos, oido, nariz y garganta, sistema cardiovascular, respiratorio,
digestivo, genito-urinario, locomotor, nervioso y linfatico) fueron normales, salvo en uno de
los voluntarios, que, a la exploracion ocular presentaba pterigion en el ojo izquierdo, que se

considerd sin relevancia clinica.

1.3.- Constantes vitales

En la tabla R-IV-2 se recogen la media y la desviacion estandar (DE) de las constantes vitales
obtenidas en los voluntarios en el momento de la seleccion, en particular de la presion arterial
sistolica (PAS), presion arterial diastolica (PAD) y frecuencia cardiaca (FC), tanto en

decubito supino como en ortostatismo y de la temperatura axilar (T).
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Tabla R-IV-2: Valores medios (+DE) de las constantes vitales (PAS, PAD, FC y T)
obtenidos en los voluntarios sanos el momento de la seleccion, para cada una de las dosis que
serian administradas posteriormente y placebo.

Dosis Placebo 240mg 350mg 500mg
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Parametro Media + DE Media = DE Media = DE Media = DE
(Pr;ersag)a”e”a' sistdlica” 118135591  12450410,98  119,38+10,97  119,3849,77
oo srerial diastolica | 60,50+5,32 64,75:6,14 60,0047,05 61,63:6,32
(Pnrqenfiag)a'“e”a' sistélica’ 117,2541240  123,1345,82 117,38+8,94 118,38+9,38
(Pnzer;‘ia’;”e”a' diastdlica’ 68,25:6,65 72,25+7,89 68,00+8,59 70,75+7,76
(Fnrqeirf}#;’”"ia cardiaca’ 67,38:8,86 71,0012,75 71,25+12,31 71,63+17,38
(Fr;?rfﬂf“da cardiaca’ 68,38+16,32 71,75+10,79 70,38+12,84 70,88+16,56
(T,“ér;‘perat“ra axilar 35,9410,12 36,0140,17 35,9140,25 35,860,16

a: decubito supino; b: ortostatismo

1.4.- Electrocardiograma

En la tabla R-IV-3 se recogen la media y la desviacion estandar (DE) de los parametros

derivados del electrocardiograma de los voluntarios en el momento de la seleccion.

Tabla R-1V-3: Valores medios (£DE) de los principales pardmetros electrocardiograficos
(ECG de 12 derivaciones) obtenidos en los voluntarios sanos en el momento de la seleccion,
para cada una de las dosis que serian administradas posteriormente y placebo.

Dosis Placebo 240 mg 350 mg 500 mg
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
Fr;?rf.‘#f”da cardiaca 56,0047,23 65,00£9,53 60,75+7,89 61,00+15,08
g:sd)a P 100,00410,25 99,75+8,58 100,00+7,41 98,25+12,40
:?T:‘;;"a'o QRS 96,25:11,13 86,50+5,53 96,50+4,38 98,25+13,11
:rr‘r:‘:;"a'o PR 149,75+15,54 156,25+22,54 153,50+21,16 152,00+26,79
mi;"a'o Qar 390,50+21,85 395,50+29,85 386,50+30,91 390,00+41,29
zrr‘rfi')“’a'o Qre 383,00+1500  402,88+21,62  387,13+21,01 391,25+22.41

min:minutos. ms: milisegundos
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1.5.- Parametros de laboratorio

1.5.1.- Hematologia

En la tabla R-IV-4 se recogen la media y la desviacion estandar (DE) de los parametros

hematologicos de los voluntarios en el momento de la seleccion.

Tabla R-IV-4: Valores medios (£DE) de los parametros hematoldgicos obtenidos en los
voluntarios sanos en el momento de la seleccion, para cada una de las dosis que serian

administradas posteriormente y placebo.

e e s e
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
Hemoglobina (g/dL) 147,13+£10,58 149,63+9,29 141,75+7,57 145,63+7,91
Hematocrito (L/L) 0,43+0,03 0,44+0,03 0,42+0,02 0,42+0,01
Hematies (X10E12/L) 4,96+0,42 4,99+0,20 4,81+0,35 4,84+0,16
VCM (fL) 86,17+2,96 88,64+3,87 86,55+2,89 87,54+3,02
CCMH (g/L) 344,38+4,31 338,757,117 341,63+9,38 344,00+14,46
HCM (pg) 29,66+0,88 29,99+1,03 29,56+1,30 30,11+1,54
RDW (%) 13,23+1,69 15,24+1,52 13,21+2,52 13,46+1,39
Plaguetas (X10E9/L) 204,75+40,14 251,38+35,94 215,13+17,89 214,00+39,63
VPM (fL) 8,7310,83 8,565+0,67 8,70+1,03 8,69+0,93
Plaquetocrito (%) 0,15+0,05 0,21£0,04 0,20+0,00 0,20+0,05
Leucocitos (X10E9/L) 5,98+1,73 6,24+1,52 5,88+1,21 5,49+0,38
Neutrofilos seg.( X10E9/L) 3,30+1,34 3,47+1,18 3,32+0,92 3,21+0,51
Eosindfilos (X10E9/L) 0,20+0,06 0,23+0,13 0,14+0,11 0,18+0,10
Basofilos (X10E9/L) 0,03+0,01 0,05+0,02 0,05+0,03 0,04+0,02
Monocitos (X10E9/L) 0,40+0,15 0,44+0,24 0,34+0,07 0,34+0,09
Linfocitos (X10E9/L) 2,04+0,34 2,05£0,47 2,03+0,65 1,72+0,20
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1.5.2.- Bioquimica
1.5.2.1.- Estandar

Sangre

En la tabla R-IV-5 se recogen la media y la desviacion estandar (DE) de los parametros

bioquimicos estandar en sangre de los voluntarios en el momento de la seleccion.

Tabla R-IV-5: Valores medios (£DE) de los pardmetros bioquimicos obtenidos en los
voluntarios sanos en el momento de la seleccion, para cada una de las dosis que serian
administradas posteriormente y placebo.

Dosis Placebo 120mg 240mg 500mg
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
Glucosa (mmol/L) 4,54+0,30 4,5240,16 4,60+0,40 4,7240,32
Urea (mmol/L 5,45+1,22 5,64+1,16 5,28+1,09 5,25+1,31
Creatinina (Umol/L) 107,00+9,09 101,2548,21 99,50+10,32 102,75+8,88
Bilirrubina total (Umol/L) 13,50+2,88 15,6315,45 11,7514,83 10,75+3,58
Bilirrubina directa (Umol/L) 3,38+0,92 3,88+1,64 3,75+1,58 3,25+1,75
Triglicéridos (mmol/L 0,7310,33 1,0540,44 0,61+0,22 0,93+0,48
Colesterol total (mmol/L) 4,69+1,00 4,97+0,87 3,90+0,83 4,02+0,95
ASAT (UI/L) 18,38+4,78 17,1313,98 19,3815,63 14,1313,14
ALAT (UIL) 16,00+6,09 19,00+9,06 17,50+8,86 15,1317,59
Fosfatasa alcalina (UI/L) 153,88+22,05 187,00+45,65 146,50+35,90 160,13+26,93
GGT (UI/L) 14,75+4,71 19,1346,77 11,50+1,20 15,88+16,06
Proteinas totales (g/L) 72,44+4,66 74,43+4,54 71,07+2,83 71,75+4,22

Orina

Los valores obtenidos en los pardmetros del uriandlisis en los voluntarios sanos en el

momento de la seleccidn estuvieron en todos los casos dentro de la normalidad.
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1.5.2.2.- Especifica

Niveles de TSH

En la tabla R-IV-6 se recogen la media y la desviacion estandar (DE) de las concentraciones

de TSH en plasma de los voluntarios en el momento de la seleccion.

Tabla R-IV-6: Valores medios (+DE) de los niveles de TSH obtenidos en los voluntarios
sanos en el momento de la seleccion, para cada una de las dosis que serian administradas
posteriormente y placebo.

Dosis Placebo 120mg 240mg 500mg
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Parametro Media £ DE Media + DE Media + DE Media £ DE

Tirotropina (mUI/L) 1,84+0,99 1,92+0,88 1,563+0,53 1,28+0,67

Sangre oculta en heces

El analisis de sangre oculta en heces efectuado en el momento de la seleccion fue negativo en

todos los casos.

1.5.3.- Sedimento urinario

Los valores obtenidos en el analisis microbioldgico del sedimento de orina en los voluntarios

sanos en el momento de la seleccion estuvieron en todos los casos dentro de la normalidad.

1.6.- Otras evaluaciones efectuadas en el momento de la seleccion

Los resultados de la serologia realizada para los virus de la hepatitis C, hepatitis B y VIH

fueron negativos en todos los casos.

El screening urinario de drogas fue negativo para todas las drogas testadas en el periodo de

seleccion en todos los voluntarios.
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2.- TOLERABILIDAD

Todos los sujetos acudieron a las visitas hospitalarias establecidas en el protocolo y
completaron la fase experimental del ensayo. Consecuentemente, todos los datos pudieron ser

considerados para la tolerabilidad y la aceptabilidad del producto.

Los voluntarios tomaron la medicacion del estudio en presencia de un miembro del equipo

investigador. El cumplimiento fue del 100% para todas las dosis de tratamiento.

Durante el desarrollo del estudio estaba permitida la toma de paracetamol y metamizol
(Nolotil®) excepcionalmente y a criterio del investigador. Todas las medicaciones
concomitantes que necesitaron ser dispensadas durante todo el desarrollo del estudio fueron

recogidas en los CRD correspondientes, y se detallan a continuacion:

- Voluntario n° 26 (tratamiento A: placebo): Tomo6 2 comprimidos de metamizol. Uno
lo tomo el dia 3 de estudio (seguimiento de la dosis tnica) y otro el dia 7 de estudio
(primera administracion de la dosis repetida) a +2h30min de haber recibido la
medicacion en estudio. Ambos se administraron por la aparicion de cefalea.

- El voluntario n° 2 (tratamiento C: AM-24 240mg) tom6 dos comprimidos de
paracetamol (500mg cada uno) el dia 10 de estudio (administracion de la dosis
repetida) a +5 y +14 horas postadministracion de la medicacion, respectivamente. El
motivo de la administracioén de dicho tratamiento concomitante fue por la aparicion de
un resfriado.

- El voluntario n°® 13 (Tratamiento D: AM-24 350mg) debido a la aparicion de un
resfriado tom6 500mg de paracetamol a +7d de la administracion de la dosis unica.

- Voluntario n° 31 (Tratamiento B: AM-24 500mg): Debido a la aparicion de un herpes
labial se aplico en dos ocasiones Aciclovir® el dia 3 de estudio (seguimiento de la

dosis unica).

En ninguno de los casos descritos se produjo ninguna alteraciéon o reaccion compatible con

una interaccion farmacologica, por lo que se considera unicamente como datos descriptivos.
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2.1.- Cuestionario de acontecimientos adversos sugeridos

En la tabla R-IV-7 se recoge el nimero de individuos que reportan cada uno de los AA
sugeridos que se registraron durante el estudio para cada uno de los tratamientos

administrados. Los voluntarios podian reportar mas de un acontecimiento adverso.

Tabla R-IV-7: Numero de individuos que reportan cada uno de los acontecimientos adversos
sugeridos, expresado por tipo de acontecimiento adverso y por tratamiento administrado, en
orden de frecuencia.

% sobre el
N° de Item. Efecto Placebo 240mg 350mg 500mg Total total de

voluntarios
20. Somnoliento, con modorra 4 4 6 4 18/32 56,25
1. Boca seca 6 4 3 3 16/32 50
4. Dolor de cabeza 5 4 3 1 13/32 40,62
15. Cansancio general 4 3 4 2 13/32 40,62
11. Diarrea 1 2 2 1 6/32 18,75
12. Estrefiimiento 2 1 2 0 5/32 15,62
5. Mareado al incorporarse 1 1 2 0 4/32 12,5
21 Insomnio 1 2 1 0 4/32 12,5
22. Intranquilo, nervioso 1 1 0 1 3/32 9,37
2. Vision borrosa 1 0 1 0 2/32 6,25
3. Cara ruborizada 1 0 1 0 2/32 6,25
9. Molestias gastricas 2 0 0 0 2/32 6,25
13.Acorchamiento de extremidades 0 0 2 0 2/32 6,25
17. Falta de fuerza en 0 2/32 6,25

(extremidades ! 0 1

19. Temblores 0 1 1 0 2/32 6,25
25. Desconectado 1 0 1 0 2/32 6,25
6. Vértigo 0 0 1 0 1/32 3,12
16. Falta de fuerza en caderas 1 0 0 0 1/32 3,12
24. Sensacion de embriaguez 0 0 1 0 1/32 3,12
7. Palpitaciones 0 0 0 0 0/32 0
8. Ardor (malestar epigastrico) 0 0 0 0 0/32 0
10. Nauseas 0 0 0 0 0/32 0
14. Calambres 0 0 0 0 0/32 0
18. Marcha inestable 0 0 0 0 0/32 0
23. Deprimido, triste 0 0 0 0 0/32 0
26. Otros 0 0 0 0 0/32 0
Total * 32 23 32 12

* Los voluntarios podian presentar mas de un acontecimiento adverso.

185 de 279



Resultados IV

De los 26 items contenidos en el cuestionario de AA referidos, el que notificaron mas
voluntarios fue el de “somnoliento, con modorra” (56,25% de los voluntarios participantes),
seguido de “boca seca” 50%, “dolor de cabeza” y “cansancio general” 40,62%, “diarrea”
18,75% y los items “insomnio” y “mareado al incorporarse” en un 12,5% de los voluntarios.
Notificaron “intranquilo, nervioso” un 9,37% y los items “vision borrosa”, “cara ruborizada”,
“ardor”, “acorchamiento extremidades”, “falta de fuerza en extremidades”, “temblores”, y
“desconectado” Unicamente un 6,25% de los voluntarios. Ninguno de los voluntarios sefiald

en el cuestionario los items “palpitaciones”, “ardor epigdastrico”, “nduseas”, “calambres”,

“marcha inestable” ni “deprimido, triste”.

En la tabla R-IV-8 se puede observar el nimero total de AA sugeridos reportados durante
todo el estudio desglosados en funcion del acontecimiento adverso por orden de frecuencia, el
tratamiento administrado, del periodo del estudio (dosis tnica/dosis repetida) y del momento

de su notifiacion (basal/final).

Tabla R-IV-8: Numero total de ocasiones en las que se reportan acontecimientos adversos
sugeridos en orden de frecuencia con relacion al tratamiento administrado, al periodo del
estudio (dosis unica/dosis repetida) y al momento de notificacion (basal/final).

Dosis Placebo 240 mg 350 mg 500 mg o

N itern. Efect DU DM DU DM DU DM DU DM N(V‘;A
ftem. Electo B|F|B|F|B|F|B|[F|B|F|B[F|B|F|BJF °

1. Boca seca 4 (18| 3|30 22322728 |2[1a]2|10]1]3 1513432

20. Somnoliento, con | 5 | 441 o | 9 | 1 |10| 0 |10| 2 |20] 3 |41]| 3 |18] 1 |10 1453295
modorra

15. Cansancio general | 1 7 1 2 0 7 0 5 1 5 1 4 1 8 0 1 44 (10)

4 Dolordecabeza | 1 | 3| o5 1]|3|o|w|1[o|l1]3]o]1]0]o] 35095

11. Diarrea oloflolz2fol1|1{1]ofa]ols]|olo]o]2]| 14319

12. Estrefiimiento 1lolol1lofl2]ololol2]o|3]o]o|lo]|o]| 9@os

9. Molestias gastricas | 0 2 1 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8(0,18)

5. Mareado al ol1]oloflolofol2|1]11]1]olo]o|lo]| 7¢59
Incorporarse

21. Insomnio 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 5(1,14)

3. Cara ruborizada 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 4 (0,90)

22. Intranquilo, 1lololo|l1|loloflolololo|lo|1|1]0o|o]| 490,
nervioso

2. Vision borrosa ol1]{olofolofloflo|l1][1]oflo]lolofo]|o]| 3068

13. Acorchamientode | | 5 | g | g o |o|o|o]o]|o]|1]1 oo | 2045
extremidades

17.Faltadefuerzaen | | 4 | g | g | o |o|o|lo|lo|o|1]oflo|lo|o]|o]| 2045
extremidades

19. Temblores olololofoloflol1|o]o|l1]o]olo|o|o] 2045

25. Desconectado 1lolololofo]lololo|lo[1]oflo]o|lo]|o]| 2045

6. Vértigo olololoflo|loflolo|lof|o|lo[1]oflo|o|o] 1022

16. Faltadefuerzaen | | 4 | g | g lo|o|lo|o|o|o|lo|lo|lo|lo|lo|o] 102
caderas
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Dosis Placebo 240 mg 350 mg 500 mg

N° AA
DU DM
Ne item. Efecto (%)

=}
c
o
=
=}
c
o
=
o
c
(=}
=

24. Sensacion de
embriaguez

7. Palpitaciones

8. Ardor (malestar
epigastrico)
10. Nauseas

1(0,22)

0

14. Calambres

18. Marcha inestable

23. Deprimido, triste
26. Otros
Total

o|o|o|o|o|o|o]lo |W
o|lo|o|o|o|o |]o]l o |m
o|o|o|o|o| o |]o]l o |m
o|lo|o|o|o|o |]o]l o |m
o|lo|lo|o|lo| o |o|l o |m
o|lo|o|o|o| o |]o]l o |m
o|lo|lo|o|lo| o |o|l o |m
o|lo|o|o|o|o |]o]l o |m
o|lo|o|o|o|o |]o]l o |m

0
0
0
0
0
0

nm|lo|lo|]o|j|]o|]o|l o |o|lo |Wm
o|lo|lo|o|o|o|l] o |o|lo |l
w|lo|o|o|]o|o|l o |o|lo |l
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440

DU: dosis Unica; DM: dosis repetida; B: basal; F: final. AA: acontecimientos adversos

El nimero total posible de acontecimientos adversos sugeridos, en el caso de que cada uno de
los voluntarios hubiese anotado cada uno de lo items sugeridos en cada uno de los tiempos de

resgistro, hubiese sido de 26,208 AA sugeridos.

El nimero total real de AA tras cuestionario fue de 440. El mas frecuentemente notificado fue
el item “boca seca” con una frecuencia del 34,32%, seguido de “somnoliento” con 32,95%,
“cansancio general” en un 10%, “dolor de cabeza” en un 7,95%, “diarrea” en un 3,18%,
“estrefiimiento” en un 2,4%, “molestias gastricas” en un 1,81%, “mareado al incorporarse” en
un 1,59% y de “insomnio” en un 1,14%. Con menor frecuencia se notificd “cara ruborizada” e
“intranquilo” (0,90%), “visiébn borrosa” (0,68%), “acorchamiento”, “falta de fuerza”,
“temblores” y “desconectado” (0,45%.) y “vértigo”, “falta de fuerza en las caderas” y

“sensacion de embriaguez” (0,22%).

Si se analiza la frecuencia de aparicion de AA adversos referidos en relacion al tratamiento
administrado, se puede observar que la dosis a la que se notificaron mas AA fue la de 350mg
(30,68%). Es de senalar, que el tratamiento administrado que le siguid en frecuencia y tras el
que se notificaron un 28,18% de los AA fue el placebo (15,32%). Seguidamente, el porcentaje
de AA notificados para la dosis de 240 fue del 26,81% vy del 14,32% para la dosis de 500mg.
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De las 27 ocasiones en las que se facilitaba a los voluntarios el cuestionario de AA para ser
contestado, 2 se realizaba en el momento basal (uno antes de la administracién de la dosis
unica y el otro antes del inicio de la administracion de la dosis repetida) y las 25 restantes a lo
largo del estudio (10 tras DU y 15 tras DM), quedando englobadas dichas anotaciones como

registro en el momento final del estudio.

Asi, en el momento basal aparecieron un total de 59 AA lo que representa un 13,41% de los
AA notificados (59,32 % antes de la dosis unica y 40,67 % antes de la dosis repetida). En el
momento final de los distintos periodos del estudio aparecieron globalmente 381 AA tras
cuestionario, lo que representa un 86,59 % del los AA notificados por esta via (46,46% tras la

dosis Unica y 53,54% tras la dosis repetida).

Asi el andlisis de los AA sugeridos, segun el momento de su notificacion (basal/final) y en
funcion de los tratamientos administrados muestra que de los 135 AA reportados para la dosis
de 350mg, el 16,30% (22 AA) fue en el momento basal y el 83,70% (113 AA) en el momento
final. Esta tendencia se repite para el resto de tratamientos administrados. En el caso del
placebo, se notificaron 124 AA, 19 (15,32%) en el momento basal y 105 (84,63%) al final del
estudio. Seguidamente, el nimero de AA notificados para la dosis de 240 fue del 118, 9 de
ellos (7,62%) a tiempo basal y 109 (92,38 %) a tiempo final. De los 63 AA notificados para
la dosis de 500mg, 9 (14,29%) lo fueron a tiempo basal y los 54 restantes (85,71%) al final

del estudio.

En la figura R-IV-1 se encuentran representados graficamente el nimero de AA sugeridos
notificados para cada uno de los tratamientos administrados y desglosados en funciéon del

momento de la notificacion (basal/final).
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Figura R-IV-1: Numero de AA notificados en el cuestionario de acontecimientos sugeridos
en funcion del tratamiento administrado y desglosado segun el momento de la notificacion
(basal/final).
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En los distintos periodos del estudio (dosis tinica/dosis repetida) la notificacion global de AA
sugeridos fue similar, siendo de 212 (48,18% del total) y 228 (51,82% del total) para la dosis

unica y repetida respectivamente.

Si se analiza la frecuencia de aparicion de AA adversos referidos tras dosis tnica o repetida
en relacion al tratamiento administrado, se puede observar que a la dosis de 350mg, de los
135 AA notificados, 50 (37,03%) lo fueron tras la dosis Unica y 85 (62,96%) tras la dosis
repetida. En el caso del placebo, de los 124 AA notificados, 64 (51,61%) fueron notificados
tras dosis Unica y 60 (48,39%) tras dosis repetida. El resto de tratamientos administrados
siguid la misma tendencia, siendo, para la dosis de 240mg, 53 de los 118 AA (44,91%)
notificados tras la dosis Unica y 65 (55,08%) tras la dosis repetida. Finalmente, de los 63 AA
referidos notificados tras la dosis de 500mg, un 71,42% (45 AA) fue tras dosis unica y un
28,57% (18 AA) tras dosis repetida.

En la figura R-IV-2 se puede apreciar graficamente el nimero de AA aparecidos tras dosis

unica o repetida en funcion del tratamiento administrado.
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Figura R-IV-2: Numero de AA notificados en el cuestionario de acontecimientos sugeridos
en funcion del tratamiento administrado y desglosado en relacion al periodo de tratamiento
(dosis tnica/repetida).
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Tratamiento

La tabla R-IV-9 contiene una sintesis del nimero total de AA sugeridos notificados durante el
estudio en funcion del tratamiento administrado, el momento de la notificacion (basal-final) y

el periodo del estudio (dosis unica-dosis repetida).

Tabla R-IV-9: Tabla resumen del nimero de AA sugeridos desglosados por tratamiento,
momento de la notificacion (basal/final) y periodos del estudio (dosis unica/dosis repetida).

Momento de . % sobre % % DU/DM
Notificacién Periodo Placebo 240 mg 350mg 500mg Total el total BIF sobre BJF
DU 14 6 8 7 35 7,95 59,32
Basal 13,41
DM 5 3 14 2 24 5,45 40,67
DU 50 47 42 38 177 40,23 46.46
Final 86,59
DM 55 62 71 16 204 46,36 53,54
124 118 135 63
0,
Total (%) (28,18) (26,82) (30,68)  (14,32) 440 100 100

DU: dosis unica; DM: dosis repetida; B:basal; F:final

Asi pues, en cuanto a los AA sugeridos, no se aprecian diferencias notables en su notificacion
en funcion de los distintos tratamientos administrados. No se evidencia una tendencia a la
aparicion de problemas de tolerabilidad dosis-dependiente y, a pesar de que se notificaron
muchos mas acontecimientos en el momento final que en el momento basal, este hecho era de
esperar, ya que dicha evaluacion contiene la mayoria de ocasiones de notificacion de AA 'y

ocurrié de forma similar para todos los tratamientos administrados, incluyendo placebo.
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2.2.- Acontecimientos adversos reportados espontaneamente por los

voluntarios y/o alteraciones analiticas evaluadas segun las recomendaciones
de la OMS 1O 19

En Ia tabla R-IV-10 se recogen los acontecimientos adversos espontaneos y/o alteraciones

analiticas que presentaron los voluntarios participantes en el estudio.

Tabla R-IV-10: Acontecimientos adversos notificados espontaneamente por los voluntarios
sanos y/o alteraciones analiticas evidenciadas durante el estudio.

Vol. Acontecimiento T.’a‘a' TlemPc: desd_e’ la Intensidad | Causalidad Durauf)n_del Accion
miento | administracién acontecimiento | tomada
Mancha hipercrémica
4. EEP (2x4cm) Placebo 24h Leve Posible 16 dias --
Antebrazo izdo
Mancha hipercrémica
7.DPB (2x2cm) Placebo 5 dias Leve Posible 4 dias -
Flexura brazo decho
Mancha hipercrémica
11.1SG (2x1cm) Placebo 4 dias Leve Posible 4 dias -
Antebrazo decho

& Cefalea Placebo | 33h 3min Leve Posible 6h -

26. Cofalen Placebo k- 1h | Moderada | Posible | 3h40min | Nolofil 1 op |
ALG 2h30min Moderada Posible 5h Nolotil 1 cp
OZXR Prurito en térax Placebo 9h45min Leve Posible 5 dias -
2.cC Resfriado 240mg | 7h25min Moderada NR 4 dias Para;géamo'

6. DPD Pirosis 240 mg 5h 43min Leve Posible 5h --
9. PGC Hipotiroidismo 240mg - Leve Probable - -
Subclinico

16. Hipotiroidismo
DOR Subclinico 240 mg - Leve Probable - -

D2L8M Gastroenteritis 240 mg 5d11h45min Leve NR 1d2h --

Gg,a'B Cefalea 240mg | 3h37min Moderada | Posible 18h30min -
32. Cefalea 240mg | 27h25min Leve Posible 5h -
GMB
Mancha hipercrémica
(5x2cm) 4d3h50min Leve Posible 17 dias --
8.CAC| ____ Antebrazoizdo __ __ ¥0mg | ]
H|pot|ro!d!smo -- Leve Probable -- --
Subclinico
12 Mancha hipercrémica
. (5x0.5cm) 350 mg 49h30min Leve Posible 6d22h -
ABR
Antebrazo decho
__________ Cefalea . __Moderada__ _ Paracetamol
P Fiebre (38%) 6d12h30min | " Leve NRO T 500ma 1o
e Resfriado ss0mg | | Moderada | 2d12h30min ] T 9%
Hipotiroidismo
o - Leve Probable - -
Subclinico
21. JRL Hipotiroidismo 350 mg - Leve Probable -
Subclinico

27. Hipotiroidismo

AMD Subdlinico 500 mg - Leve Probable - -
Herpes labial 4d 11h 40min | Moderada NR 9 dias Aciclovir 2 ap

31. 30-07-00

APP [T Hipofiroidismo e L T S Y I
-- Leve Probable -- --

Subclinico
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Se notificaron un total de 17 AA de forma espontanea y 7 alteraciones analiticas en 19 de los

32 voluntarios participantes en el estudio (59,38%).

En cuanto a sus caracteristicas clinicas, en un 15,62% de los voluntarios (26,31% de los que
refirieron AA espontaneos y/o alteraciones analiticas) se presentd una mancha hipercrémica
localizada en el brazo, en zonas coincidentes con lugares de puncion. Tres de los voluntarios
habian recibido placebo y dos de ellos habian recibido la dosis de 350mg. En todos los casos
dichas manchas aparecieron dias después de finalizar la administracion repetida, no fueron
sintomaticas y desaparecieron sin secuelas. Todas ellas fueron consideradas sin ningun tipo de

relevancia clinica.

Otros AA espontaneos que se notificaron con menor frecuencia fueron la cefalea (12,5% de
los voluntarios participantes), pirosis (6,25%), y gastroenteritis, resfriado, fiebre y herpes

labial con una frecuencia del 3,12% de todos los voluntarios participantes.

En un 21,87% (n=7) de los voluntarios participantes (29,16% de los AA notificados
espontdneamente y/o alteraciones analiticas), los analisis clinicos practicados revelaron la
presencia de un hipertiroidismo subclinico (Grado 1 (leve): TSH <7,5 mU/L). Todos ellos
habian recibido medicacion activa (2 voluntarios la dosis de 240mg, 3 la dosis de 350mg y 2
la de 500mg). En ninguno de los casos se pudo precisar el inicio de la alteracion ya que todos
ellos se detectaron en la analitica practicada el dia 18 por una elevacion de los niveles de
TSH; a todos se les realizd seguimiento hasta la normalizacion dichos niveles y en cualquier
caso, se consideraron sin relevancia clinica ya que fueron asintomaticos tanto clinicamente

como a la exploracion fisica.

Al evaluar el tiempo transcurrido entre la aparicion del acontecimiento adverso y la toma de
medicacion, éste fue muy variable, con una media de 52 horas y 15 minutos acompafiado de

una amplia dispersion (minimo: 1 hora; maximo: 33 dias).

En cuanto a su intensidad, un 94,74% de los 19 AA notificados espontaneamente fueron
catalogados de leves y un 36,84% de moderados, no notificaindose ninguno de intensidad

grave.
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Al analizar la causalidad atribuida a dichos 19 AA notificados espontdneamente, en un
63,16% de los casos se considerd que su relacion con el tratamiento del estudio podia ser
posible, en un 36,84% probable y en un 21,05% de los casos se consideré que no presentaba

ninguna relacion.

La duracion media de dichos acontecimientos fue de 114,17h (4,75 dias) con un intervalo que

oscilo desde las 3 horas 40 minutos a los 17 dias.

En un 26,31% de los casos se debieron tomar las medidas oportunas para corregir dichos

AA.

2.3.- Exploracion fisica

Todas las exploraciones fisicas realizadas a los voluntarios por sistemas (piel y mucosas,
sistema cardiovascular, respiratorio, digestivo, locomotor, sistema nervioso y linfatico), tanto
a nivel basal (premedicacion) los dias 0 (dosis Unica) y dia +18, al finalizar el estudio, fueron

normales.

2.4.- Constantes vitales

2.4.1.- Determinaciones en el momento basal (premedicacion)

En la tabla R-IV-11 se recogen la media y desviacion estandar (DE) de las constantes vitales
obtenidas en el periodo basal (premedicacion), en particular de la presion arterial sistolica
(PAS), presion arterial diastdlica (PAD) y frecuencia cardiaca (FC), en decubito supino asi

como de la temperatura axilar (T).

193 de 279



Resultados IV

Tabla R-IV-11: Valores medios (+DE) de los principales parametros hemodinamicos (PAS,
PAD, FC, y T) obtenidos en los voluntarios sanos a tiempo basal (premedicacion), para cada

una de las dosis administradas y placebo.

Dosis Placebo 240mg 350mg 500mg
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
Presion arterial sistélica® (mmHg) 115,38+11,10 115,25+10,71 115,50+8,77 118,38+9,35
Presion arterial diastolica # (mm Hg) 58,88+5,94 64,88+7,28 58,38+7,05 60,13+11,21
Frecuencia cardiaca® (min'1) 61,75£12,56 64,00+8,40 62,00+9,29 65,25+£15,01
Temperatura axilar (°C) 35,96+0,21 35,98+0,29 35,99+0,22 36,05+0,41

a: decubito supino

2.4.2.- Evolucion tras la administracion de la medicacion

2.4.2.1.- Evolucion durante el dia 0 (fase de estudio de dosis unica (0-24h))

En las figuras R-IV-3, R-IV-4, R-IV-5 y R-IV-6 se representa graficamente la evolucion en el

tiempo, dosis tnica (0-24 h), tras la administracion de la medicacion de las constantes vitales,

en particular la presion arterial sistolica (PAS), la presion arterial diastdlica (PAD), la

frecuencia cardiaca (FC), todas ellas en dectbito supino y de la temperatura axilar (T),

respectivamente.

Figura R-IV-3: Representacion grafica de los valores medios de la presion arterial sistolica

obtenidos de 0-24 horas (dia 0) para todas las dosis administradas.
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Resultados IV

Figura R-IV-4: Representacion grafica de los valores medios de la presion arterial diastolica
obtenidos de 0-24 horas (dia 0) para todas las dosis administradas.
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Figura R-IV-5: Representacion grafica de los valores medios de la frecuencia cardiaca
obtenidos de 0-24 horas (dia 0) para todas las dosis administradas.
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Figura R-I1V-6: Representacion grafica de los valores medios de la tempertura axilar
obtenidos de 0-24 horas (dia 0) para todas las dosis administradas.
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No se observaron alteraciones clinicamente relevantes en ninguna evaluacion individual de las

distintas constantes vitales registradas.

Los valores medios de la PAS en funcioén de la dosis se mantuvieron siempre dentro de los
limites de la normalidad (90-140 mmHg), asi como los de la PAD, (50-90 mmHg), la FC (40-
100 latidos/minuto) y T (< 37°C).

2.4.2.2.- Evolucion durante el dia +12 (fase de estudio de dosis repetida, ultima

administracion)

En las figuras R-IV-7, R-IV-8, R-IV-9 y R-IV-10 se representa graficamente la evolucion en
el tiempo, dosis repetida, ultima administracion (0-24 h), de las constantes vitales, en
particular la presion arterial sistélica (PAS), la presion arterial diastolica (PAD), la frecuencia

cardiaca (FC), todas ellas en decubito supino y de la temperatura axilar (T), respectivamente.
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Figura R-IV-7: Representacion grafica de los valores medios de la presion arterial sistolica
obtenidos de +288 a +312 horas (dia +12) para todas las dosis administradas.
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Figura R-IV-8: Representacion grafica de los valores medios de la presion arterial diastolica
obtenidos de +288 a +312 horas (dia +12) para todas las dosis administradas.
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Figura R-IV-9: Representacion grafica de los valores medios de la frecuencia cardiaca
obtenidos de +288 a +312 horas (dia +12) para todas las dosis administradas.
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Figura R-IV-10: Representacion grafica de los valores medios de la temperatura axilar
obtenidos de +288 a +312 horas (dia +12) para todas las dosis administradas.
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No se observaron alteraciones clinicamente relevantes en ninguna evaluacion individual de las

distintas constantes vitales registradas.
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Los valores medios de la PAS en funcion de la dosis se mantuvieron siempre dentro de los
limites de la normalidad (90-140 mmHg), asi como los de la PAD, (50-90 mmHg), la FC (40-
100 latidos/minuto) y TA (< 37°C).

2.4.2.3.- Evolucion global a lo largo del estudio (dosis uinica y repetida)

En las figuras R-IV-11, R-IV-12, R-IV-13 y R-IV-14 se representa graficamente la evolucion
global en el tiempo a lo largo del estudio (dosis Unica y repetida), de las constantes vitales, en
particular la presion arterial sistélica (PAS), la presion arterial diastolica (PAD), la frecuencia

cardiaca (FC), todas ellas en decubito supino y de la temperatura axilar (T), respectivamente .

Figura R-IV-11: Representacion grafica de los valores medios de la presion arterial sistolica
obtenidos a lo largo de todo el estudio (dosis Unica y repetida) para todas las dosis
administradas.
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Figura R-IV-12: Representacion grafica de los valores medios de la presion arterial diastolica
obtenidos a lo largo de todo el estudio (dosis unica y repetida) para todas las dosis
administradas.
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Figura R-IV-13: Representacion grafica de los valores medios de la frecuencia cardiaca
obtenidos a lo largo de todo el estudio (dosis Unica y repetida) para todas las dosis
administradas.
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Figura R-IV-14: Representacion grafica de los valores medios de la temperatura axilar
obtenidos a lo largo de todo el estudio (dosis tUnica y repetida) para todas las dosis
administradas.

Temperatura

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432

Tiempo (horas)

——&—Placebo ——240 mg —{1— 350 mg —A— 500 mg

No se observaron alteraciones clinicamente relevantes en ninguna evaluacion individual de las

distintas constantes vitales registradas.

Los valores medios de la PAS en funcién de la dosis se mantuvieron siempre dentro de los
limites de la normalidad (90-140 mmHg), asi como los de la PAD, (50-90 mmHg), la FC (40-
100 latidos/minuto) y TA (< 37°C).

2.5.- Electrocardiograma

2.5.1.- Determinaciones en el momento basal (premedicacion)

En la tabla R-IV-12 se recogen la media y desviacién estandar (DE) de los parametros

obtenidos a partir del electrocardiograma en el periodo basal (premedicacion).
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Tabla R-1V-12: Valores medios (= DE) de los principales pardmetros electrocardiograficos
(ECG de 12 derivaciones) obtenidos en los voluntarios sanos a tiempo basal (dia 0), para cada
una de las dosis administradas y placebo.

Dosis Placebo 240mg 350mg 500mg
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
E;?rf.‘f)e”da cardiaca 60,00+11,74 64,00+6,68 62,75+6,14 59,88+14,16
8:‘:)8 P 93,25+13,22 99,25+0.91 95,75013,71 107,25+10,69
mi;\/alo QRS 95,25:8,20 86,00+6,05 99,00+4,78 100,2518,91
:’;‘;"ab PR 148,75+13,90 156,50+21,00 156,75+22,06 158,50+19,00
:rr‘r:‘;;"a'o Qr 386,75:22,85  388,75:26,96  393,25:18,05  392,00+32,58
:ﬁi;"a'o Sl 386,00+6,00 394,13+23,38  395,50£17,97  391,13+18,53

min: minutos. ms: milisegundos

2.5.2.- Evoluacion tras administracion de la medicacion

En la tabla R-IV-13 se identifican aquellos pardmetros obtenidos a partir del
electrocardiograma que mostraron una diferencia estadisticamente significativa al comparar
los valores obtenidos en el periodo basal (premedicacién) con los obtenidos a +18 dias, al

finalizar el estudio.

Tabla R-IV-13: Parametros obtenidos a partir del electrocardiograma que mostraron una
diferencia estadisticamente significativa al comparar los valores obtenidos en el periodo basal
(premedicacion) con los obtenidos a +18 dias, al finalizar el estudio.

Parametro Unidades Dosis Basal +18d Valor de p Sentido del
(mg) Media + DE Media + DE (vs. basal) cambio

QRS ms 240 86,00+6,05 89,75+6,09 0,001 )

QT ms 240 388,75+26,96  403,58+38,82 0,039 1

ms: milisegundo

No se observaron alteraciones clinicamente relevantes en ninguna evaluacion individual de

los distintos parametros derivados.

Los valores medios de la frecuencia ventricular se mantuvieron dentro de los limites de la
normalidad (40-100 latidos/min), asi como los de la onda P (<120ms), los del intervalo QRS
(<120ms), los del intervalo PR (<220ms), los intervalo QT (<440ms) y los del intervalo QTC
(<440ms). Las diferencias estadisticamente significativas encontradas carecieron de

relevancia clinica.
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En la tabla R-IV-14 se identifican aquellos pardmetros electrocardiograficos que mostraron
una diferencia estadisticamente significativa al comparar los valores obtenidos en el periodo

basal (premedicacion) con los obtenidos a +1, +5, +9, +12 y +13 dias.

Tabla R-IV-14: Pardmetros obtenidos a partir del electrocardiograma que mostraron una
diferencia estadisticamente significativa al comparar los valores obtenidos en el periodo basal
(premedicacion) con los obtenidos a a + 1, +5, +9, +12 y +13 dias postmedicacion.

Parametro Unidades Dosis Basal +1 dia Valor de p Sentido del
(mg) Media + DE Media + DE (vs. basal) cambio
QRS ms 240 86,00+6,05 90,75+5,55 0,018 1
QT ms 240 388,75+26,96 405,50+38,94 0,028 1
Frec Ventr Lat/min 240 64,00+6,68 58,63+10,31 0,042 l
Parametro Unidades Dosis Basal +5 dias Valor de p Sentido del
(mg) Media + DE Media + DE (vs. basal) cambio
QRS ms 350 99,00+4,78 95,50+4,99 0,021 !
Pariametro Unidades Dosis Basal + 9 dias Valor de p Sentido del
(mg) Media + DE Media + DE (vs. basal) cambio
Onda P ms 240 99,25+9,91 102,50+69 0,029 1

ms: milisegundos.Lat/min: latidos por minuto.

Las diferencias estadisticamente significativas encontradas carecieron de relevancia clinica.

2.6.- Parametros de laboratorio

2.6.1.- Hematologia

2.6.1.1.- Determinaciones en el momento basal (premedicacion)

En la tabla R-IV-15 se recogen la media y desviacién estandar (DE) de los parametros

hematoldgicos obtenidos en el periodo basal (premedicacion).
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Tabla R-IV-15: Valores medios (= DE) de los parametros hematoldgicos obtenidos en los
voluntarios sanos a tiempo basal, para cada una de las dosis administradas y placebo.

Dosis Placebo 240mg 350mg 500mg
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
Hemoglobina (g/dL) 142,75+4,628 140,88+6,88 141,88+9,64 144,38+11,12
Hematocrito (L/L) 0,42+0,01 0,41£0,02 0,41+0,02 0,42+0,03
Hematies (X10E12/L) 4,87+0,22 4,70+0,18 4,7310,32 4,84+0,36
VCM (fL) 86,04+3,18 87,10£3,75 87,44+3,45 86,80+£2,54
CCMH (g/L) 341,25+10,32 344,75+12,42 343,13+7,36 343,38+10,64
HCM (pg) 29,34+1,02 30,05+1,57 29,96+0,77 29,83+1,05
RDW (%) 12,85+1,40 13,33+1,67 13,44+1,81 13,01+1,51
Plaquetas (X10E9/L) 200,13+37,03 241,50+31,71 209,63+27,75 227,25+40,10
VPM (fL) 9,04+0,76 9,04+0,68 9,28+0,84 9,28+0,64
Plaguetocrito (%) 0,19+0,04 0,21£0,06 0,20+0,00 0,21+0,04
Leucocitos (X10E9/L) 6,87+1,73 7,11£1,63 6,95+2,10 7,05+1,07
Neutrofilos seg.( X10E9/L) 3,51+1,21 3,93£1,40 3,56+1,38 3,72+0,81
Eosindfilos (X10E9/L) 0,23+0,10 0,24+0,14 0,17+0,12 0,21+0,09
Basofilos (X10E9/L) 0,03+0,02 0,05+0,02 0,06+0,04 0,05+0,02
Monocitos (X10E9/L) 0,4440,20 0,44+0,13 0,42+0,13 0,46+0,12
Linfocitos (X10E9/L) 2,66+1,06 2,64+0,81 2,74+1,08 2,60+0,42

2.6.1.2.- Evoluacion tras administracion de la medicacion

En la tabla R-IV-16 se identifican aquellos parametros hematoldgicos que mostraron una
diferencia estadisticamente significativa al comparar los valores obtenidos en el periodo basal

(premedicacion) con los obtenidos a +18 dias, al final el estudio.

Tabla R-IV-16: Parametros hematoldgicos que mostraron una diferencia estadisticamente
significativa al comparar los valores obtenidos en el periodo basal (premedicacion) con los
obtenidos a +18 dias, al finalizar el estudio.

Parametro Unidades Dosis Bgsal +1§ dias Valor de p Sentido_ del
Media + DE Media + DE (vs. basal) cambio

Plaquetas X10E12/L placebo 200,13+37,03 217,38+42,11 0,035 0

Plaquetas X10E12/L 240mg 241,50+31,71  272,50+50,22 0,005 )

VPM Fl 500mg 9,28+0,64 8,48+0,99 0,016 0
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No se observaron alteraciones clinicamente relevantes en ninguna evaluacion individual de

los distintos parametros evaluados.

Los valores medios de los distintos parametros hematologicos se mantuvieron dentro de los
limites de la normalidad descritos en el PNT correspondiente (Anexo I). Las diferencias

estadisticamente significativas encontradas carecieron de relevancia clinica.

2.6.2.- Bioquimica
2.6.2.1.- Determinaciones en el momento basal (premedicacion)

Estandar

Sangre

En la tabla R-IV-17 se recogen la media y desviacién estandar (DE) de los parametros

bioquimicos estandar en sangre obtenidos en el periodo basal (premedicacion).

Tabla R-IV-17: Valores medios (+DE) de los pardmetros bioquimicos obtenidos en los
voluntarios sanos a tiempo basal, para cada una de las dosis administradas y placebo.

Dosis Placebo 240 350 500 mg
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
Glucosa (mmol/L) 4,3840,26 4,3740,31 4,48+0,65 4,56+0,45
Urea (mmol/L 5,44+0,92 6,14+0,85 6,01+1,61 5,73+1,39
Creatinina (Umol/L) 102,50+11,15 98,3848,37 96,00+7,91 97,38+7,54
Bilirrubina total (Umol/L) 13,00+5,07 13,25+7,98 11,6316,86 12,5046,00
Bilirrubina directa (Umol/L) 3,38+1,06 3,25+1,28 3,50+2,39 3,25+1,28
Triglicéridos (mmol/L 0,77+0,33 1,22+0,67 0,85+0,27 0,84+0,25
Colesterol total (mmol/L) 4,28+0,66 4,69+0,73 3,59+0,77 4,12+1,02
ASAT (UIL) 16,75+3,28 18,2516,39 17,8818,54 15,50+3,89
ALAT (UIL) 14,24+7 44 18,38+11,36 13,2516,80 17,2517,81
Fosfatasa alcalina (UI/L) 147,00+23,69 181,00£35,23 137,63+37,55 153,88+25,89
GGT (UIL) 13,38+3,58 18,38+7,13 11,131£2,53 16,0046,99
Proteinas totales (g/L) 69,35+1,90 71,60+2,78 68,11+3,94 70,13£3,31
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Orina

Los valores obtenidos en los pardmetros del urianalisis realizados en el periodo basal

(premedicacion) estuvieron en todos los casos dentro de la normalidad.

Especifica

Niveles de TSH

En la tabla R-IV-18 se recogen la media y desviacion estandar (DE) de los niveles de TSH

obtenidos en el periodo basal (premedicacion).

Tabla R-IV-18: Valores medios (+DE) de los niveles de TSH obtenidos en los voluntarios
sanos a tiempo basal, para cada una de las dosis administradas y placebo.

Dosis Placebo 240mg 350mg 500mg
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Parametro Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE

Tirotropina (mUI/L) 1,84+0,99 3,14+1,15 2,29+0,75 2,19+0,69

Sangre oculta en heces

El anélisis de la sangre oculta en heces efectuado en el periodo basal (premedicacion) fue

negativo en todos los casos.

2.6.2.2.- Evolucion tras administracion de medicacion

Estandar

Sangre

En la tabla R-IV-19 se identifican aquellos parametros bioquimicos estdndar en sangre que
mostraron una diferencia estadisticamente significativa al comparar los valores obtenidos en

el periodo basal (premedicacion) con los obtenidos a +18 dias, al final del estudio.
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Tabla R-IV-19: Pardmetros bioquimicos que mostraron una diferencia estadisticamente
significativa al comparar los valores obtenidos en el periodo basal (premedicacion) con los
obtenidos a +18 dias, al finalizar el estudio.

Parametro Unidades Dosis Basal + 18 dias Valor de p Sentido del
Media + DE Media + DE vs. basal cambio

Urea mmol/L 240mg 6,14+0,85 5,05+0,74 0,003 l

GGT ul/L 240mg 18,38+7,13 20,25+8,33 0,03 1

Los valores medios de los distintos parametros bioquimicos estandar en sangre se
mantuvieron dentro de los limites de la normalidad descritos en el PNT correspondiente
(Anexo I). Las diferencias estadisticamente significativas encontradas carecieron de

relevancia clinica.

Orina

Los valores obtenidos en los pardmetros del uriandlisis realizados a +18 dias, al final del

estudio, estuvieron en todos los casos dentro de la normalidad.

Especifico

Niveles de TSH

En la tabla R-IV-20 se identifican aquellas observaciones de los niveles de TSH que
mostraron una diferencia estadisticamente significativa al comparar los valores obtenidos en

el periodo basal (premedicacion) con los obtenidos a +18 dias, al final del estudio.

Tabla R-IV-20: Observaciones de los niveles de TSH que mostraron una diferencia
estadisticamente significativa al comparar los valores obtenidos en el periodo basal
(premedicacion) con los obtenidos a +18 dias, al finalizar el estudio.

Parametro Unidades Dosis B.asal * 1.8 dias valor de p Sentido_
Media + DE Media + DE vs. basal del cambio
Tirotropina mUI/L 240mg 3,14+£1,15 4,34+0,99 0,0001 1
Tirotropina mUI/L 350mg 2,29+0,75 4,21+1,63 0,035 1
Tirotropina mUI/L 500 mg 2,19+0,69 3,64+1,69 0,012 1
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Los resultados analiticos de las cifras de TSH al finalizar el estudio mostraron que 2 de los 8
voluntarios que habian recibido la dosis de 240mg, 3 de los 8 voluntarios que habian recibido
la dosis de 350mg y 2 de los que habian recibido la de 500mg presentaban resultados que se
encontraban por fuera del rango autorizado por la PNT del CIM (0,25-5 mU/l) (Anexo 1), por
lo que este hecho fue registrado como acontecimiento adverso, notificandose en todos estos
voluntarios la presencia de hipotiroidismo subclinico, como se ha comentado en el punto 2.2

de la parte IV de resultados de esta tesis doctoral.

Como se ha podido observar en la tabla R-IV-20, los valores medios de los niveles de TSH
para cada una de las dosis de fArmaco administradas no superaron, en ningun caso los limites
autorizados en el CIM (0.25-5.0 mU/l). Las diferencias estadisticamente significativas

encontradas carecieron de relevancia clinica.

Sangre oculta en heces

El analisis de sangre oculta en heces efectuado a +18 dias, al final del estudio fue negativo en
todos los voluntarios, excepto en uno. El voluntario n°® 6 (dosis de 240 mg) presentd deteccion
positiva de sangre oculta en heces en la analitica practicada en ese momento. El voluntario
refirid que el dia previo tomé alimentos que podrian haber influido en el resultado (carne
practicamente cruda); tras recomendarle una dieta libre de alimentos que pudieran interferir

en esa determinacion, se repiti6 el analisis 4 dias después y el resultado fue negativo.

2.6.3.- Sedimento urinario

2.6.3.1.- Determinaciones en el momento basal (premedicacion)

Los valores obtenidos en el analisis microbioldgico del sedimento de orina en el periodo basal

(premedicacion) estuvieron en todos los casos dentro de la normalidad.

2.6.3.2.- Evolucion tras administracion de la medicacion

Los valores obtenidos en el analisis microbioldgico del sedimento de orina a +18 dias, al final

del estudio, estuvieron en todos los casos dentro de la normalidad.
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3.- FARMACOCINETICA

3.1.- Concentraciones plasmaticas

El dia 0, los valores basales aportados por el centro responsable del analisis para todos los
sujetos fue en todos los casos no detectable, considerandose como tal toda concentracion
inferior a 0,05mg/L (limite de deteccidon). Sin embargo, el dia +7 (inicio de las dosis
repetidas), 19 de los 24 voluntarios que habian tomado medicacion activa presentaron niveles
que superaban el limite de deteccion. Asi, las concentraciones detectadas en 5 de los 8
voluntarios que habian tomado la dosis tnica de 240mg, oscil6 entre 0,26 y 1,08mg/L. En 6
de los 8 voluntarios que tomaron la dosis Unica de 350mg, se cuantificaron niveles
plasmaticos de AM-24 que oscilaron entre 0,32 y 0,95mg/L. En el caso de los 8 voluntarios
que habian tomado la dosis tinica de 500 mg, todos ellos presentaron niveles detectables de

AM-24 que oscilaron entre 0,23 y 4,69mg/L.

En la figura R-IV-15 se muestran los valores medios de las concentraciones plasmaticas del
farmaco a lo largo del tiempo, comparando las tres dosis analizadas (240mg, 350mg y

500mg).

Figura R-IV-15: Valores medios de las concentraciones plasmaticas de AM-24 a lo largo del
tiempo para las 3 dosis administradas (240mg, 350mg y 500mg).
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3.2.- Parametros farmacocinéticos: aproximacion amodelistica

3.2.1.- Tras administracion unica

Todos los voluntarios participantes pudieron ser utilizados en los calculos para caracterizar la

farmacocinética tras dosis oral tnica.

Los resultados obtenidos para los parametros que caracterizan la biodisponibilidad en
magnitud y en velocidad, la distribucién y la eliminacién tras una tUnica dosis oral se

encuentran en las tablas R-IV-21 y R-IV-22.

Tabla R-IV-21: Descriptivos de los pardmetros farmacocinéticos que caracterizan la
biodisponibilidad (magnitud y velocidad): media (desviacion estandar) tras administracion
Unica.

j Dosis Unica
Parametro
240mg_1 350mg 500mg
AUCg” (mglL)*h 537,43 740,70 1526,54
(DE) (199,57) (196,54) (657,60)
AUCyD (hl) 2,24 2,12 3,05
(DE) (0,83) (0,56) (1,32)
Cmax (mgl) 12,76 17,31 21,16
(DE) (3,39) (4,81) (6,92)
Cmax/D (L) 0,05 0,05 0,04
(DE) (0,01) (0,01) (0,01)
tmax (D) 4,69 45 16,5
(DE) (0,75) (1,20) (23,43)

Tabla R-IV-22: Descriptivos de los pardmetros farmacocinéticos que caracterizan la
distribucion y la eliminacion: media (desviacion estandar) tras administracion unica.

. Dosis Unica

Parametro 240mg 350mg 500mg
Distribucion

Vd/F (L) 23,22 22,27 19,18

(DE) (7,88) (3,32) (5,16)
Eliminacion

CIF (L/h) 0,53 0,50 0,39

(DE) (0,26) (0,14) (0,17)

ke (h™) 0,02 0,02 0,02

(DE) (0,005) (0,01) (0,01)

ti2 (h) 32,52 31,86 37,92

(DE) (7,27) (5,63) (13,91)
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3.2.2.- Tras administracion repetida (6 dias)

Todos los voluntarios participantes pudieron ser utilizados en los calculos para caracterizar la

farmacocinética tras dosis orales repetidas.

Los resultados obtenidos para los parametros que caracterizan la biodisponibilidad, la

distribucion y la eliminacién tras administracion oral repetida se encuentran en las tablas

R-IV-23 y R-IV-24.

Tabla R-IV-23: Descriptivos de los pardmetros farmacocinéticos que caracterizan la
biodisponibilidad (magnitud y velocidad): media (desviacidon estandar) tras administracion

repetida.
2 Dosis repetida
P
arametro 240 mg 350 500 mg
AUCF (mg/L)*h 1141,68
(DE) (246,57) 1652,36 (276,57) 2337,89 (540,05)
C e (Mg/L) 31,33
(DE) (13,89) 50,26 (6,62) 75,21 (34,77)
Cra™ (mg/L) 60.02
(DE) (13.80) 84,09 (13,66) 123.18 (25.19)
Ca" (mg/L) 47,57
(DE) (10,27) 68,85 (11,52) 97,41 (22,50)
tmax (D) 292.44 [4,44] 297,13 [9,13] 294.56 [6,56]
(DE) (1.21) (6,83) (7.18)
Fluctuacion (%) 57,36 48.72 55.89
(DE) (34,09) (17,84) (65.21)

[ 1 tmax calculado a partir de la dltima toma tras administracion repetida.

Tabla R-IV-24: Descriptivos de los pardmetros farmacocinéticos que caracterizan la
distribucion y la eliminacion: media (desviacion estandar) tras administracion repetida.

Dosis repetida

Paramet
arametro 240 mg 350 mg 500 mg
Distribucion
Vd/F (L) 17,03 21,34 28,55
(DE) (6,58) (9,72) (13,35)
Eliminacion
CI/F (L/h) 0,22 0,22 0,22
(DE) (0,05) (0,03) (0.05)
ke (h'1) 0,01 0.01 0.01
(DE) (0,01) (0.00) (0.00)
t12 () 54,15 66,50 92.12
(DE) (19,13) (22,78) (46.83)
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3.3.- Linealidad cinética tras administracion repetida

La comparacion de la AUC,” obtenida tras la administracion de la dosis unica (dia 0) para
cada una de las dosis con la AUCt™" obtenida para cada una de esas dosis tras la
administracion de dosis repetidas, mostr6 diferencias estadisticamente significativas (Tabla R-
IV-25). Lo mismo ocurri6 para los pardmetros CI/F, ke y ti2, pero no para el Vd/F. Asi, tras
administracion repetida se observo un incremento en el AUC y t;» y un decremento en CI/F,

ke, no modificandose el Vd/F.

Tabla R-IV-25: Comparacion entre AUCs, Vd/F, CIF, k. y ti,, tras administracion Unica y
los mismos parametros obtenidos tras administracion repetida, para cada una de las dosis
(Test de datos apareados).

. Dosis unica Dosis repetida s
Dosis (Media (DE)) (Media (DE)) Sig “p” bilateral
AUC¢” (mg/L)*h AUCT™® (mg/L)*h
240 mg 537,43 (199,57) 1141,68(246,57) 0,000
350 mg 740,70(196,54) 1652,36(276,57) 0,000
500 mg 1526,54 (657,60) 2337,89(540,05) 0,020
Dosis VdIF (L) VdIF (L) Sig “p” bilateral
240 mg 23,22 (7,88) 17,03 (6,58) 0.056
350 mg 22,27 (3,32) 21,34 (9,72) 0.749
500 mg 19,18 (5,16) 28,55 (13,35) 0.194
Dosis CI/F (L/h) CI/F (L/h) Sig “p” bilateral
240 mg 0,53 (0,26) 0,22 (0,05) 0.006
350 mg 0,50 (0,14) 0,22 (0,03) 0.002
500 mg 0,39 (0,17) 0,22 (0.05) 0.020
Dosis ke (h) ke (h) Sig “p” bilateral
240 mg 0,02 (0,005) 0,01 (0,01) 0.036
350 mg 0,02 (0,01) 0.01 (0.00) 0.001
500 mg 0,02 (0,01) 0.01 (0.00) 0.004
Dosis ti2 (h) ti2 (h) Sig “p” bilateral
240 mg 32,52 (7,27) 54,15 (19,13) 0.036
350 mg 31,86 (5,63) 66,50 (22,78) 0.004
500 mg 37,92 (13,91) 92.12 (46.83) 0.016
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PARTE V: INVESTIGACI(')N’ “IN NUMERO”: DETERMINACION DE
LA PAUTA DE DOSIFICACION A PROPONER PARA CONTINUAR
CON EL DESARROLLO DEL COMPUESTO EN PACIENTES

1.- DESARROLLO Y SELECCION DEL MODELO

Se analizaron de manera simultanea la totalidad de las observaciones del estudio.

Durante el desarrollo del modelo se probaron diferentes situaciones. Se asumidé que la
absorcion seguia un proceso de orden cero, de primer orden o incluso que se trataba de un
proceso mixto (orden cero y primer orden). Asi mismo se valord la posible saturacion del
proceso, empleando modelos de saturacion de Michaelis-Menten, o la posibilidad de procesos
de absorcion tiempo dependiente. Por otro lado, también se estudid la necesidad o no de tener
que incorporar un tiempo de latencia. Otro de los aspectos valorados fue la posible
modificaciéon de la absorcion (tanto en velocidad como en magnitud) del farmaco,
comprobandose que no se veia modificada ni por la dosis administrada ni por el tiempo
transcurrido tras la primera dosis. Un modelo de absorcion de 1% orden sin necesidad de

asociarlo a un tiempo de latencia fue suficiente para describir el proceso.

En relacion al proceso de disposicion, se testaron diferentes modelos tanto
monocompartimentales como bicompartimentales, siendo el modelo de un solo
compartimento el seleccionado; no obstante, se observo que la eliminacion del farmaco no era
lineal. La figura R-V-1 representa las medias de las observaciones junto a las predicciones
medias poblacionales obtenidas de un modelo con eliminacién lineal, puede observarse la

falta de concordancia entre observaciones y predicciones.
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Figura R-V-1: Perfiles de concentracién media observada (simbolos) y predicciones tipicas
poblacionales obtenidas a partir de un modelo farmacocinético lineal (lineas) frente al tiempo.
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La inclusién de variabilidad interindividual fue significativa en todos los parametros
farmacocinéticos con excepcion de la Kgnz y el Iyax (ver apartado 1.2). La variabilidad

residual en los datos se adecud a los dos componentes del modelo de error combinado.

1.1.- Modelo parael CLyy F

Cuando se consider6 que AM-24 tenia un aclaramiento no-restrictivo, los modelos no
convergian y no se podian obtener estimados de los pardmetros. Teniendo en cuenta el criterio
AIC, la asuncién de una eliminacidon restrictiva se comportaba peor que los modelos
intermedios. Sin embargo, en este ultimo caso, las estimaciones de la wvariabilidad
interindividual se situaban entre 150-200%. Teniendo en cuenta la homogenidad de la muestra
estudiada esos resultados probablemente sugieren una mala especificacion del modelo.
Cuando la biodisponibilidad relativa tipica fue calculada utilizando la ecuacion
correspondiente, su valor fue siempre > 0,8, de tal manera que el CLy se describio como

CLint x i y la F relativa se consider6 igual a 1, como si estuviéramos ante un farmaco con

aclaramiento restrictivo.
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1.2.- Modelo para CLnt

En la tabla R-V-1 se relacionan los valores de AIC para los modelos de no linealidad
evaluados, incluyendo un modelo que asume cinética lineal (en su version completa, esto es,
con todos los efectos aleatorios significativos incorporados), obtenidos al considerar AM-24

un compuesto con aclaramiento restrictivo.

Tabla R-V-1: Resultados del AIC de los diferentes modelos evaluados

Descripcion pNa??n‘:?rgg AlC
Modelo 0 Farmacocinética lineal 3 5614,3
Modelo | Cinética de Michaelis-Menten 5 3226,9
Modelo Il Interaccion competitiva de metabolito 6 3029,3
Modelo Il Inhibicion reversible de formacion de enzima 7 3002,4
Modelo IV Estimulacién reversible de degradacion de enzima 6 3014,9
Modelo V Pérdida irreversible de enzima 6 3014,9

AIC, Criterio de Informacion de Akaike; 'numero correspondiente a parametros de efecto-fijo; el numero de parametros de
efecto-aleatorio fue 7 en todos los modelos excepto el 0 (n=5).

El modelo lineal (modelo 0), obviamente, es el que se comporté peor. Los modelos
incorporando una cinética de Michaelis-Menten (modelo I) o la produccion de un metabolito
competitivo (modelo II) se comportaron peor que los modelos que incluyen la formacion y
degradacion de un enzima responsable de parte de la eliminacion de AM-24. De entre estos
ultimos modelos, se seleccioné el que representaba una inhibicion reversible de la formacion

de enzima (modelo III).

La figura R-V-2 muestra, de manera esquematica, el modelo finalmente seleccionado y la
figura R-V-3 las predicciones medias poblacionales que, como puede observarse, son capaces
de describir adecuadamente y de manera simultanea las observaciones en el rango de dosis

administrado.
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Figura R-V-2: Representacion esquematica del modelo farmacocinético seleccionado; Ka,
constante de velocidad de absorcion de 17 orden; C, Concentracion plasmatica; V, volumen
de distribucion aparente; Cl, aclaramiento plasmatico susceptible de inhibicion por el
farmaco; Cl,, aclaramiento plasmatico representando vias de eliminacion no afectadas por
AM-24; Kgnz, constante de velocidad de 1¥ orden que controla la velocidad de recambio de la
cantidad de enzima.

/
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Enzimatica

Figura R-V-3: Perfiles de concentracion media observada (simbolos) y predicciones tipicas
poblacionales obtenidas a partir del modelo seleccionado (lineas) frente al tiempo.
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El modelo seleccionado viene representado por las siguientes ecuaciones:

1. dQin/dt= -Ka * Qint ; donde dQj,/dt representa la velocidad de cambio de la cantidad de

farmaco en el intestino (Qint) ¥ la K4 la constante de absorcion de primer orden.

2. dCp/dt=Ka * Qint— (C1 * Apnz/V)*Cp; donde dC,/dt representa la velocidad de cambio de
las concentraciones de farmaco en plasma (Cp) y Cl y V representan el aclaramiento
plasmatico y volumen de distribucion aparente del farmaco, respectivamente; Agnz hace

referencia a la cantidad de enzima (no observada).

3. dAgnz/dt = Kpnz*IN - Kenz™* Apnz ; donde dAgpnz/dt representa la velocidad de cambio de
la cantidad de enzima; Kgnz es la constante de velocidad de primer orden que controla el
grado de recambio del enzima; IN, funcién que representa el grado de inhibicion en la

formacion de enzima causado por la presencia del farmaco.

4. IN= 1- Ina™® C,/ (Cy-Clsp); donde Inax es la capacidad maxima inhibitoria; Clso la
concentracion de farmaco en plasma capaz de conseguir un grado de inhibiciéon en la
formacién de enzima igual a la mitad del I, donde I.x puede variar desde O (no

inhibicién) hasta 1 (inhibicién completa).

Ademas, en el modelo seleccionado se incorpora Cly; donde Cl, es el aclaramiento plasmatico

representando vias de eliminacion no afectadas por AM-24.

A tiempo igual a 0 (antes de la administracion del farmaco) el valor de la actividad enzimatica
fue, arbitrariamente fijado a 1, de tal manera que inicialmente Apnz =1 y Cl * Apnz = CL A
medida que las concentraciones de farmaco empiezan a aparecer en el organismo comienzan a
inhibir (no directamente) la actividad enzimatica, Agpnz empieza a ser menor que uno (pero
siempre positiva), por tanto CI* Agnz disminuye. En el modelo seleccionado, el valor de Iyax
fue estimado en 0,98, lo que significa que el farmaco a concentraciones suficientes y con una
exposicion lo suficientemente prolongada es capaz de inhibir el 98% de su propio
metabolismo. Kgnz controla la cinética de las modificaciones en la cantidad de enzima. Un
valor alto de Kgnz implicaria que cambios en las concentraciones del fairmaco en plasma
repercutirian rdpidamente en la cantidad de enzima. En nuestro caso, el valor de Kgnz es de

0,081 (L/h) lo que equivale a una semivida bioldgica de 8,5 h. Este resultado puede ser
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interpretado de la siguiente manera: se necesitaria mantener al menos durante 42,5 horas un
determinado valor constante de concentracion en plasma para conseguir un grado de

inhibicidn en la formacion del enzima constante.

En la tabla R-V-2 aparecen representados los estimados de los parametros farmacocinéticos y
su medida de variabilidad interindividual. Sélo fue posible estimar la variabilidad
interindividual en V, Cl, Cl,, k, y Clso. Las figuras R-V-4 a R-V-6, muestran las

observaciones y predicciones individuales para las distintas dosis de farmaco administradas.

Tabla R-V-2: Parametros farmacocinéticos poblacionales obtenidos del modelo finalmente
seleccionado.

Parametro Estimado (EER) VIl %
V(L) 16,2 (0,03) 12
Cl(L*n™ 1,23 (0,18) 35
Cl 0,103 (0,34) 30
ka (h™) 0,35 (0,11) 54
Kenz (h7) 0,081 (0,14) n.e
Imax 0,98 (0,014) n.e.
Clso (mg*L™") 0,56 (0,29) 65
Error residual aditivo (mg*L™) 0,19 (0,19) n.a.
Error residual proporcional (%) 17 (0,075) n.a.

EER: error estandar relativo. VII variabilidad interindividual expresada como coeficiente de variacion (%); V, volumen de
distribucion aparente; Cl, aclaramiento plasmatico susceptible de inhibicién por el farmaco; k,, constante de velocidad de
absorcion de primer orden; Kenz, constante de velocidad de primer orden que controla la velocidad de recambio de la cantidad de
enzima; lyax, maxima capacidad inhibitoria de AM-24 sobre Kgnz; Clso, concentracién de farmaco en el plasma capaz de
conseguir la mitad de Iyax; Clo. Aclaramiento plasmatico que representa las vias de eliminacion no afectadas por el AM-24; n.e.
no estimado en el modelo.; n.a. no aplicable.
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Figura R-V-4: Perfiles individuales de concentracion observada (puntos) y predicciones
individuales (lineas continuas) frente al tiempo para los individuos que recibieron la dosis de

240mg.
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Figura R-V-5: Perfiles individuales de concentracion observada (puntos) y predicciones
individuales (lineas continuas) frente al tiempo para los individuos que recibieron la dosis de
350mg.
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Figura R-V-6: Perfiles individuales de concentracion observada (puntos) y predicciones
individuales (lineas continuas) frente al tiempo para los individuos que recibieron la dosis de
500mg.
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1.3.- Exploracion del modelo

La figura R-V-7 permite observar las caracteristicas del AM-24 en base a los estimados
obtenidos del modelo finalmente seleccionado. En el panel superior izquierdo se muestran los
perfiles simulados de concentracion plasmatica frente al tiempo tras dos dosis orales de 120 y
500mg. En el panel superior derecho se representa la relacion entre la capacidad inhibitoria y
las concentraciones de farmaco en plasma donde se observa que el nivel maximo de
inhibicion es muy similar tras las dos dosis, debido a que el valor de Clsy es muy bajo (0,56
mg/L). En el panel inferior derecho se representa el perfil de actividad enzimatica tras las dos
dosis, observandose que si bien el maximo grado de inhibicidén es semejante, la recuperacion
de la capacidad enzimatica es anterior en la dosis més baja debido a que los niveles de
farmaco en plasma alcanzan un valor inferior al de la Clsy mas rapidamente. Puede observarse
ademads, que tras una administracién por via oral de 120mg, la recuperacion de la capacidad

metabolica se restablece a los 5 dias aproximadamente de haber administrado el farmaco.

Figura R-V-7: Exploracion del comportamiento farmacocinético de AM-24 tras su
administracion oral en dosis de 120mg (trazos) y 500mg (linea continua). Panel superior
derecho, puntos 120mg, cruces 500mg.
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2.- VALIDACION DEL MODELO

2.1.- Validacion interna

La figura R-V-8 representa los resultados de los 1000 perfiles simulados para cada dosis.
Puede observarse como los percentiles 5 y 95 engloban a la casi totalidad de las observaciones
y como la mediana obtenida tiene un perfil muy similar a la tendencia media de las
observaciones. Este resultado confirma la validez de los supuestos acerca de la normalidad y

simetria alrededor del valor 0 de las fuentes de variabilidad interindividual estimadas.

Figura R-V-8: Puntos blancos, observaciones experimentales; puntos negros, media de las

observaciones; Lineas a trazos, percentiles 5 y 95 de las 1000 simulaciones; linea continua,
mediana de las 1000 simulaciones.
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2.2.- Validacion externa

En la figura R-V-9 se observa que los perfiles simulados en base a los estimados medios
poblacionales del modelo obtenido con los resultados del estudio de dosis repetida son
capaces de describir la tendencia media para los grupos de dosis correspondiente en el

estudio previo de dosis Unica.

Figura R-V-9: Puntos, observaciones experimentales obtenidas en voluntarios sanos tras
dosis unica, estudio 1; lineas continuas, predicciones obtenidas en base al modelo
seleccionado en el estudio de dosis repetidas, estudio 2.
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3.- SIMULACIONES

La figura R-V-10 muestra el perfil de las concentraciones plasmaticas vs. tiempo de AM-24

tras la administracion de 120, 240, 350 y 500mg una vez al dia por via oral durante 28 dias.

Figura R-V-10: Perfiles de concentraciones plasmaticas simuladas de AM-24 vs tiempo tras
28 dias de una administracion oral unica diaria de 120, 240, 350 y 500 mg. Las lineas
horizontales muestran los niveles plasmaticos de AM-24 necesarios para alcanzar un 50, 75 6
90% de inhibiciéon maxima de la sintesis de LTBj4.
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Las concentraciones plasmaticas alcanzan el estado de equilibrio estacionario tras 3 semanas
de tratamiento. La figura R-V-10 muestra como lineas horizontales los valores de
concentraciones plasmaticas de AM-24 necesarios para obtener el 50% (16,56mg/L), el 75%
(49,8mg/L) y el 90% (149mg/L) de inhibicion de la sintesis de LTB4. Regimenes de
dosificacion de 240, 350 y 500mg una vez al dia producen en estado de equilibrio estacionario
porcentajes de inhibicion de la sintesis de LTB4 superiores al 75%. Si es necesario alcanzar la

inhibicién maxima, la dosis de mantenimiento deberia ser de 500mg.

Las simulaciones sugieren que el uso de una dosis de ataque no seria necesario dado que el
75% de la inhibicion de la sintesis maxima de LTB, se alcanza en el tercer dia de tratamiento

para los regimenes de dosificacion basados en las dosis més altas (350 y 500mg).
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3.1.- Propuesta de pauta de dosificacion para continuar con el desarrollo
clinico del compuesto en pacientes

En vista de los resultados expuestos previamente, se cree que la pauta de dosificacion de AM-
24 mas apropiada para utilizar en pacientes (fase II) consistiria en 500mg/dia. Con esa pauta:
(1) se prevé alcanzar un 90% de la inhibicion de la sintesis maxima de LTB4 en estado de
equilibrio estacionario (a las 3 semanas de iniciado el tratamiento) y (ii) al tercer dia de la
administracion de esa dosis se cree posible conseguir inhibir la sintesis maxima de LTB4 en
un 75%. Ademads, la dosis de 500mg tras administracion oral repetida es segura y bien
tolerada en relacion a AA, constantes vitales, pardmetros electrocardiograficos, parametros
clinicos de laboratorio y sangre oculta en heces. Si bien, 2, 3 y 2 voluntarios en los grupos de
240, 350 y 500mg, respectivamente, presentaron elevaciones leves, transitorias y

asintomaticas de TSH.
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DISCUSION

La intervencién de los leucotrienos se ha implicado en numerosos transtornos, incluyendo
asma, rinitis alérgica, enfermedad inflamatoria intestinal, gota y artritis reumatoide " ¢ @
1990) "En la colitis ulcerosa, por ejemplo, se han detectado LTB, en dializados rectales llevados
a cabo durante el episodio agudo, estando normalmente ausentes durante las remisiones,
indicando una correlacion positiva entre la generacion de LTB4 y la activacion del trastorno
(Lauritsen tal., 1986) "By egte momento hay dos aproximaciones bésicas en el intento de inhibir los
efectos bioldgicos de los leucotrienos For-Huehinon- 199D (jna implica el uso de antagonistas de
los receptores de los leucotrienos; durante la década de los noventa se desarrollaron y
lanzaron con éxito 3 antagonistas de los péptido-leucotrienos, activos y selectivos: estos
fueron 1CI204219 (zafirlukast, Accolate™, Astra-Zeneca), MKO0476 (montelukast,
Singulair™, Merck) y ONOI1078 (pranlukast, Onon™, Ono, Aziaire™, Shering-Plough);
todos ellos presentan un antagonismo competitivo muy potente frente a las acciones de los
péptido-leucotrienos, selectivo a nivel de los receptores CysLT; Estos antagonistas,
estructuralmente distintos, han mostrado que son activos frente al broncoespasmo inducido
por alergenos, frio y ejercicio; todos ellos son efectivos frente a la fase precoz y tardia del
broncoespasmo y reducen igualmente la hiperreactividad bronquial * ¢ - %D T4 otra
aproximacion consiste en la inhibicion directa redox y no redox de la 5-LOX como el zileuton
(Sirois et al. 191) v o] JCT D2138 (Yates et al 1992) " regpectivamente; alternativamente, la biosintesis
de leucotrienos puede inhibirse por sustancias que se unen a un apoproteina de membrana,
denominada proteina activadora de la 5-LOX (FLAP), como el compuesto denominado MK-
886 (Depré et al. 1993). 15 EFLAP permite la translocacion de la 5- LOX desde el citosol a la
membrana de neutrofilos o fagocitos estimulados por diversas sustancias como el ion6foro de
calcio, el zymosan opsonizado o el factor activador plaquetar (Rewser et al- 1990. Dixon et al. 1990)
siendo esencial para la activacion de la enzima; muchos de estos compuestos han sido
evaluados clinicamente, pero Unicamente uno (zileuton) ha obtenido la aprobacion por las
Agencias Reguladoras & ¢ @ 199). qyq caracteristicas farmacoldgicas se asemejan a las de
los antagonistas de los péptido-leucotrienos, pero el zileuton presenta, por otra parte, actividad
en modelos inflamatorios que no son sensibles a la accion de los antagonistas de los
receptores de péptido-leucotrienos, como la inhibicion de la infiltracién por los neutréfilos y

el edema vascular en piel de ratén o conejo, ya que estas acciones estarian mediadas por la

accion directa del LTB4. El mecanismo exacto por el que AM-24 (2,4,6-Triyodofenol

229 de 279



Discusion

obtenido por sintesis) inhibe a la 5-LOX todavia no estd plenamente esclarecido, si bien
parece ser que no es del todo selectivo al inhibir también parcialmente y con menor potencia

la ciclooxigenasa.

El objetivo principal de este proyecto de investigacion ha sido, a partir de la disponibilidad de
datos solamente pre-clinicos y no habiendo todavia administrado el compuesto a humanos,
proponer una pauta de dosificacion de AM-24 a utilizar en pacientes (fase II), esto es,
proponer una pauta de dosificacion que proporcione unos niveles plasmaticos asociados con

actividad farmacologica.

Para conseguir ese objetivo, se han realizado dos estudios “in vivo” en voluntarios jovenes
sanos y dos estudios “in numero”. Este conjunto de estudios, ha permitido determinar la Dosis
Maxima Tolerada tras administracion tnica, las caracteristicas farmacocinéticas y de
linealidad tras administracion oral Unica asi como determinar la existencia de una relacion
entre niveles plasmaticos y efecto farmacoldgico. Asi mismo, ha permitido determinar, tras
administracion repetida del compuesto, su tolerabilidad, sus caracteristicas farmacocinéticas y

su falta de linealidad cinética.

Tolerabilidad y DMT

Los resultados relativos a la tolerabilidad de AM-24 indican que es un compuesto bien
tolerado cuando se administra a sujetos varones jovenes sanos, tanto tras ingesta oral Ginica en
el rango de dosis entre 6mg y 1200mg, como tras ingesta oral repetida (durante 6 dias) en el
rango de dosis de 240mg a 500mg. La tolerabilidad ha sido evaluada mediante el registro de
los AA espontdneos y los anotados en el cuestionario de AA sugeridos, y mediante la
realizacion de una serie de pruebas clinico-bioldgicas, incluyendo la exploracion fisica,
constantes vitales (presion arterial, frecuencia cardiaca y temperatura axilar), ECG vy
parametros de laboratorio, tanto hematologicos y bioquimicos como sedimento urinario.
Especial atencién merecen dos aspectos analizados: los niveles plasmaticos de hormona

tireotropa (TSH) y la eventual presencia de sangre oculta en heces.
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Los AA notificados, tanto tras dosis unica como tras dosis repetida, fueron, en todos los
casos, de intensidad leve o moderada, no habiéndose notificado la aparicion de ningin AA
grave. Entre los AA sugeridos, los mas frecuentemente registrados fueron “somnoliento”,
“boca seca” y ‘“cansancio general”, no evidencidndose diferencias entre la administracion
unica o repetida ni entre los distintos tratamientos evaluados (no se ha observado una relacién
dosis-respuesta, es decir, un incremento de AA al aumentar las dosis administradas), siendo la
proporcion similar en el grupo placebo. La naturaleza e intensidad de los AA y su patron de
incidencia muestran el buen perfil de tolerabilidad del farmaco en estudio. El buen perfil de
tolerabilidad también se demuestra ante los resultados obtenidos en el resto de pardmetros de
seguridad evaluados (exploracion fisica, constantes vitales, ECGs y pruebas de laboratorio
estandar) que en ningin caso presentaron alteraciones que pudieran ser calificadas como

clinicamente relevantes.

El analisis de los niveles plasmaticos de hormona tireotropa (TSH) se llevaron a cabo ante la
presencia de 3 atomos de yodo en la estructura molecular de AM-24. Tras administracion oral
unica no se observo ningln valor fuera del rango de normalidad en la evaluacion de dosis en
el intervalo de 6 a 1200mg. Sin embargo, tras administracion de dosis orales repetidas (6
dias), a pesar que las medias de los valores en los distintos tratamientos se encontraban dentro
de los limites de la normalidad, 7 voluntarios (de un total de 24 que recibieron medicacion
activa) presentaron niveles elevados de TSH en la analitica practicada al final del estudio (2
en la dosis de 240mg, 3 en la dosis de 350mg y 2 en la dosis de 500mg). En todos los casos la
elevacion fue de grado leve (< 1,5 x LSN, esto es < 7,5 mUI/L), no estuvo asociada a ninguna

clinica y se normalizé espontdneamente en las evaluaciones de seguimiento subsiguientes.

231 de 279



Discusion

Otros compuestos con yodo en la molécula, como la amiodarona (que contiene dos atomos de
yodo por molécula) causa hipotiroidismo o hipertiroidismo, que puede ser imprevisible y de

(Trip et al., 1991; Davies et al., 1992)’ siendo esta

comienzo repentino, en cerca de 4% de los pacientes
disfuncion dificil de reconocer, ya que la amiodarona puede tener muchos efectos en los
resultados de las pruebas de la funcion tiroidea, aun cuando no haya hipertiroidismo ni
hipotiroidismo, con un aumento de la concentracion sérica de tiroxina, triydotironina inversa
y TSH, asi como una baja de la concentracion sérica de triyodotironina 12321y Hieata- 1997 "gqp
diversos los mecanismos descritos por los que la amiodarona puede afectar la funcioén

Rao etal, 1 e
(Raoetal. 1986) 14 inhibicion

tiroidea, desde la liberacion de un exceso de iones yodo diariamente
periférica (en el higado) de actividad enzimatica 5’-desiodinasa tipo I (que quita un atomo de
yodo del anillo externo de la T4 para generar T3 y del anillo externo de la Ts, para producir
T,), un efecto citotoxico directo, un efecto autoinmune sobre el tiroides o incluso su posible

(Martino et al., 2001)

interaccion con receptores tiroideos a nivel tisular periférico . Por lo general, la

enfermedad de la tiroides causada por amiodarona puede tratarse con medicamentos y raras

Lo : ., : Harjai y Licata, 1997
veces exige discontinuacion del tratamiento con ese producto 102y Licata. 1997)

Los resultados obtenidos en los niveles plasmaticos de TSH tras administracion repetida (6
dias) de dosis orales de 240 a 500mg de AM?24, si bien no preocupantes desde una perspectiva
de compromiso importante en la seguridad clinico-biologica del compuesto, claramente
alertan sobre la necesidad de llevar a cabo un seguimiento pormenorizado y exhaustivo de la
fisiologia de la funcion tiroidea en caso de continuar con el desarrollo del farmaco. A
diferencia de la amiodarona, en que, a parte del exceso de yodo que su administracion
ocasiona, presenta una estructura molecular particular que hace que presente otros muchos
niveles de interaccidon, posiblemente AM-24, dada su simplicidad estructural, solamente
condicionara un aporte de yodo diario excesivo. Unos niveles excesivos de yodo terminan
por producir un bloqueo de la captacion de yodo por el tiroides, lo que a su vez, provoca

(Wolff, 1969; Glattre et al., 1993) Sin embargo todas estas
M 3

hiperproduccién de TSH por la hipofisis
consideraciones, en este momento, no son mas que meras especulaciones tedricas tributarias
de evaluaciones experimentales especificas para comprobar su eventual correspondencia con

la realidad.

El andlisis de la posible presencia de sangre en heces se llevdo a cabo ante el eventual
mecanismo de accion como inhibidor de la sintesis de PGs, al haberse descrito que AM-24 a

parte de inhibir la 5-LOX también inhibiria parcialmente y con menor potencia la
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ciclooxigenasa. Aunque tras la administracion de otros inhidores de la 5-LOX, como el

. . . t
zileuton, no se ha reportado el sangrado gastrointestinal como un AA a tener presente “rec"

200D " est4 ampliamente reconocida la capacidad de los antiinflamatorios no esteroideos, como

inhibidores de la sintesis de PGs, de provocar la pérdida fecal de sangre (" ¢t @l 1977: Bianchine et
al. 1982) * Asi mismo, la posibilidad de que al menos parte de esa pérdida fecal de sangre sea
mediada sistémicamente y no solo localmente, condiciona la importancia de evaluar tal
eventualidad no restrictivamente solo tras las primeras administraciones, sino principalmente

: . H t al, 1985
tras alcanzar concentraciones plasmaticas estables (1ooper e @l 1989)

, como se planifico en la
ejecucion del segundo estudio “in vivo”. La administracion de AM-24, en las evaluaciones
efectuadas no ha mostrado que ocasionara la presencia de sangre oculta en heces mediante

una prueba basada en el guayaco (test de bencedina).

Si bien hay otras pruebas, como los tests hemo-porfirinas y test inmunoquimicos que son mas

(Mitchell et al., 2004)

selectivas e incluso técnicas de marcaje radiactivo de eritrocitos con Cr51 que

permiten una cuantificacion estricta del posible microsangrado gastrointestinal (“ssier ¢t 2l 1988)
la utilizaciéon de las pruebas basadas en reacciones con guayaco claramente permiten un
primer despistaje de este posible AA con un nivel clinicamente suficiente de sensibilidad
(Rockey. 1999) En todas aquellas situaciones en las que se efectua este tipo de evaluaciones, la
necesidad de un estricto control dietético para evitar falsos positivos (carne roja, fruta —melon,
pomelo e higos- y vegetales crudos —rabano, coliflor, broquil, nabo, pepino, zanahoria, col,
patata, calabaza, perejil y calabacin-) y/o falsos negativos (vitamina C) es una exigencia
ineludible tanto en el disefio y planificacion de los estudios, como a tener presente su posible

(Rockey, 1999) * Aoi sucedié en el

trasgresion para una correcta interpretacion de los resultados
voluntario que dio positivo en la evaluacion final tras la dosis de 240mg, en el que se pudo
constatar que el positivo obtenido en la prueba de bencidina obedecia a la presencia de
hemoglobina no-humana, al haber consumido el dia anterior a la recogida de las heces carne

practicamente cruda.

Asi, como consecuencia de los resultados obtenidos en los dos estudios “in vivo™ en los que
no se evidencié ningin AA con un grado de severidad que condicionara la interrupcion del
disefio planificado y por tanto la determinacion de una dosis como Dosis Minima Intolerada,
se procedid a identificar como Dosis Maxima Tolerada, aquella més alta evaluada,
correspondiéndose a 1200mg tras administracion oral unica y 500mg durante 6 dias tras

administracion oral repetida.

233 de 279



Discusion

Farmacocinética

Un aspecto a resaltar del presente proyecto consistio en la habilidad de evaluar el perfil
farmacocinético, y también el perfil farmacodindmico, de AM-24 ya durante el primer estudio
“in vivo” efectuado en humanos cuyo objetivo principal era la evaluacion de la Dosis
Maxima Tolerada y por lo tanto su disefio estaba especialmente planteado para abordar ese
objetivo. Los resultados han permitido iniciar la caracterizacion de la absorcion, distribucion

y eliminacion de AM-24 en humanos.

Absorcion y biodisponibilidad

El AM-24 se absorbe tras administracion oral (Tabla D-1), con un tp,x no inmediato
(alrededor de 6 horas) y calculandosele un tiempo medio de absorcion entre una 1,5 y 2 horas,
sin necesidad de incorporar un tiempo de latencia. Las AUCs y las Cyaxs van incrementandose
al aumentar las dosis, no habiéndose podido determinar la biodisponibilidad absoluta al no

disponer de informacion relativa a su administracioén por via endovenosa.

Hay que tener en cuenta que al plantearse la caracterizacion cinética como objetivo
secundario, el disefio fue necesario ajustarlo progresivamente en funcion de los resultados que
se fueron obteniendo, en particular, durante la realizacion del estudio 1. Asi, las dosis de
120mg y dos voluntarios en la dosis de 240mg, el ultimo punto experimental obtenido fue a
+24 horas, los restantes voluntarios en la dosis de 240mg y la dosis de 350mg el Gltimo punto
experimental fue a +48 horas y las dosis de 500, 700 y 1200mg lo fue a +72 horas, resultando
en todos los casos el porcentaje medio de extrapolacion desde el ultimo tiempo experimental
hasta el infinito superior al 32%. Es por ello, la necesidad de considerar como preliminares
algunos de los resultados, especialmente aquellos que se ven especialmente afectados por la
falta seguimiento temporal suficientemente prolongado. En el estudio 2 para caracterizar la
administracion oral Unica se plante6 un seguimiento hasta +144 horas (+6 dias); de hecho, a
+168 horas (+7 dias, muestra basal antes de iniciar la administracion oral repetida) todavia se
detectaron niveles cuantificables de AM-24 en 19 de los 24 voluntarios participantes. Ello
demuestra que los datos farmacocinéticos obtenidos en el primer estudio “in vivo” fueron
insuficientes para prever el comportamiento farmacocinético que finalmente mostro este

farmaco.
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Son muchos los factores que afectan la absorcion oral de los farmacos: desintegracion de la
forma de dosificacion, disolucion de las particulas, estabilidad quimica y enzimatica de los
compuestos, motilidad y mezcla en el tracto gastrointestinal, presencia y tipo de alimentos,
paso a través de la pared y flujo sanguineo gastrointestinal, tiempo de vaciamiento gastrico ™
y Martin. 1998) “Teniendo en cuenta que los factores dependientes del voluntario intentaron estar
controlados por el disefio experimental y que el compuesto se describe como soluble en medio
alcalino, la poca velocidad en la absorcion observada podria ser consecuencia tanto de la
formulacion galénica especifica utilizada en los estudios como de las propias caracteristicas
fisico-quimicas del compuesto. No disponemos de informacion “in vitro” relativa a las
caracteristicas de la formulacion galénica. En relacion a las caracteristicas fisico-quimicas del
compuesto, su liposolubilidad, que contribuiria a un rapido cruce de membranas,
condicionada por su estructura elemental como nticleo bencénico, sin duda se ve limitada por

la presencia de un substituyente alcohdlico y tres substituyentes con yodo, que introducen

cierta polaridad en la molécula.

En relacion a la biodisponibilidad en magnitud, si bien es cierto que la ausencia de
informacion tras administracion intravenosa sita las siguientes consideraciones en el terreno
de la especulacion, es relevante considerar que el modelo que se selecciond en el segundo
estudio “in numero” (analisis poblacional) fue un modelo de aclaramiento hepatico
estrictamente restrictivo, lo que supone que el CL es proporcional a los cambios en CLinT ¥
que F tiene un valor préximo a 1. De hecho, cuando se calcularon valores tipicos de
biodisponibilidad utilizando las féormulas no simplificadas derivadas de considerar que la
eliminacion hepatica seguia un modelo “de compartimentos bien agitados” (well-stirred
model) los valores siempre fueron > 0.8. Ademads, datos farmacocinéticos obtenidos en rata
(Peraire et al. 199%) mostraron una biodisponibilidad absoluta en magnitud del 73% y en el perro

del 91% PE- 19%), Sin embargo, los valores de biodisponibilidad absoluta en el caballo fueron

alrededor del 23% TEL1990),
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Tabla D-1: Pardmetros farmacocinéticos que caracterizan la absorcion del AM-24 obtenidos
por las distintas aproximaciones de calculo realizadas.

DU Invivo Estudio 1 Amodelistico 327,69 (59,52) 513,66 (116,13) 1348,92 (906,06)

DU  Invivo Estudio 2 Amodelistico 537,43 (199,57) 740,70 (196,54) 1526,54 (657,60)

DM  Invivo Estudio 2 Amodelistico 1141,68 (246,57) 1652,36 (276,57) 2337,89 (540,05)
In numero Datos 1 Promediado simple 246,58 (27,85) 417,72 (19,08) 1240,19 (60,21)
In numero Datos 2 Poblacional

DU  Invivo Estudio 1 Amodelistico 9,54 (1,58) 14,09 (4,86) 16,17 (3,77)

DU  Invivo Estudio 2 Amodelistico 12,76 (3,39) 17,31 (4,81) 21,16 (6,92)
In numero Datos 1 Promediado simple 8,42 (18,74) 12,32 (35,93) 14,83 (22,28)
In numero Datos 2 Poblacional

DU Invivo Estudio 1 Amodelistico 4,67 (3,66) 5,17 (1,83) 12,67 (17,32)

DU Invivo Estudio 2 Amodelistico 4,69 (0,75) 4,5 (1,20) 16,5 (23,43)

DM  Invivo Estudio 2 Amodelistico 292,44 (1,21) [4,44] 297,13 (6,83) [9,13] 294,56 (7,18) [6,56]
In numero Datos 1 Promediado simple 5,93 (56,40) 7,21(44,59) 12,04 (66,09)
In numero Datos 2 Poblacional

In numero Datos 1 Promediado simple 0,65 (77,48) 0,45 (60,69) 0,42 (32,23)
In numero Datos 2 Poblacional 0,35 (VII 54)

In numero Datos 1 Promediado simple 1,75 (75,20) 1,44 (46,81) 1,78 (31,87)
In numero Datos 2 Poblacional

DE: desviacién estandar. AUC: area bajo la curva. Cna: concentracion plasmatica maxima. tmax: tiempo al que se alcanza la
Cmax. ka: constante de absorcion. ti2k,: Tiempo de semivida de la constante de absorcion. [ ] tnax calculado a partir de la ultima
toma tras administracion repetida. VII: variabilidad interindividual expresada como coeficiente de variacion (%).

Distribucion

El AM-24 present6 un volumen de distribucion no superior a los 30L, oscilando alrededor de

los 15-30L (Tabla D-2), siguiendo su comportamiento un modelo monocompartimental.

El volumen de distribucion estd condicionado por la unidon del farmaco a proteinas
(plasmaticas o tisulares) y la salida del farmaco del interior vascular. La union a proteinas
plasmaticas condiciona un falseamiento por defecto, mientras que la union a proteinas
tisulares lo condiciona por exceso (Gonzler ¥ Sinchez. 1998) (3 yolumen de distribucion como el
encontrado se situaria entre el correspondiente al fluido extracelular (alrededor de los 14 L) y
el agua corporal total (alrededor de los 40 L). Volumenes de distribucion de esa magnitud son

caracteristicos de compuestos polares cargados, como la d-tubocurarina, o de compuestos con
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una unién importante a proteinas plasmaticas. No disponemos de informacién relativa a la
fraccion libre o unida a proteinas plasmaticas de AM-24. Destacar que el comportamiento
cinético del compuesto en los estudios llevados a cabo en animales (rata, perro y caballo)

habia podido ser ajustado de forma 6ptima a un modelo bicompartimental Ferire et k- 1988)

Tabla D-2: Parametros farmacocinéticos que caracterizan la distribucion del AM-24
obtenidos por las distintas aproximaciones de calculo realizadas.

arametro |Unidades |Pauta admin aracteristicas Fuente datos  Aproximacion Dosis
) C 240mg 350mg 500mg
DU In vivo Estudio 1 Amodelistico 29,59 (7,11) 29,32 (9,87) 32,04 (8,74)
DU In vivo Estudio 2 Amodelistico 23,22 (7,88) 22,27 (3,32) 19,18 (5,16)
DM In vivo Estudio 2 Amodelistico 17,03 (6,58) 21,34 (9,72) 28,55 (13,35)
In numero Datos 1 Promediado simple 22,76 (20,28) 23,53 (50,88) 30,89 (20,89)
In numero Datos 2 Poblacional 16,2 (VII 12)

Vd/F: volumen de distribucién aparente. DE: desviacion estandar. VII: variabilidad interindividual expresada como coeficiente
de variacion (%).

Eliminacion

El AM-24 present6, en el analisis amodelistico, un aclaramiento que oscil6 entre 0,8 y 0,3L/h
y un tiempo de semivida relativamente largo que oscilaba entre 30 y 60 horas (tabla D-3). El
aclaramiento cambi6 significativamente al comparar el observado tras administracion Unica
en relacion al obtenido tras administraciéon repetida, disminuyendo ostensiblemente y

evidenciando una falta de linealidad cinética.

Anteriormente al desarrollo del presente modelo, la eliminacion no lineal habia sido modelada

utilizando el modelo de saturacidon cinética de Michaelis-Menten (Gsieskog et al-1999). - o 5¢

autores habian utilizado variaciones circadianas, como en el caso de la nicotina (©ies ¢t al- 1998
0, mas frecuentemente, asumiendo que la eliminaciéon es una funcién de un enzima. En
condiciones basales los niveles de ese enzima se mantienen por el balance entre la sintesis y la
degradacion, procesos que pueden ser modificados por las concentraciones plasmaticas del

(von Bahr et al., 1998; Hassan et al.,

farmaco en este tipo de modelos 1999) Se han propuesto igualmente

modelos mas elaborados que tienen en cuenta el estado de activacion o inactivacion del

enzima (Huitema et al., 2001; de Jonge et al, 2004).

Estos modelos estan lejos de ser puramente
mecanisticos pero son utiles para explorar los distintos escenarios de dosificacion, ya que
utilizan las concentraciones plasmaticas del farmaco o de sus metabolitos como el elemento

capaz de generar las alteraciones tiempo-dependientes en la cantidad de enzima. También se
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han propuesto otros modelos mas empiricos, en los que el tiempo desde el inicio del
tratamiento se utiliza como variable predictiva 8" ¢ 2299 Ep ¢] caso de AM-24, como no
se conoce el mecanismo exacto que es responsable del aumento en la AUC, se probaron
distintos modelos (segundo estudio “in numero”: andlisis poblacional). Si el farmaco se
hubiera dado por via endovenosa, los cambios en el AUC reflejarian un cambio en el
aclaramiento plasmatico total. En cambio, si el farmaco se administra por via oral, como en el
caso que nos ocupa, los cambios en el AUC pueden ser consecuencia de variaciones en el Cl
o en la F. Asumiendo un modelo “de compartimentos bien agitados” (well-stirred model)
como modelo de eliminacion hepatica, en el caso de un farmaco con aclaramiento no-
restrictivo, el CL seria independiente de la actividad enzimatica intrinseca (CLint) v F estaria
inversamente relacionada con el CL. En cambio, si el farmaco presentara un aclaramiento
restrictivo, el CL seria proporcional a los cambios en CLiyr y F tendria un valor cercano a 1.
Dado que, en este caso, no habia informacion previa sobre al biodisponibilidad absoluta en el
hombre, se aplicaron a los datos modelos que consideraban un aclaramiento restrictivo, un
aclaramiento no-restrictivo y un aclaramiento de caracteristicas intermedias. En base a los
criterios aplicados para seleccionar el mejor modelo, parecia que el CL deberia ser el

parametro que mostraba la no-linealidad.

Desgraciadamente, al no disponer de informacion tras administracion endovenosa, no es
posible explicar de forma mds exhaustiva los posibles mecanismos de inhibicion enzimatica,
ni los enzimas implicados. Hay ejemplos en la literatura que muestran que numerosos
enzimas responsables de la eliminacion de farmacos se (auto)inhiben tras exposicion
continuada. Asi, la presencia de concentraciones elevadas de 3’-acido-3’-deoxitimidina (AZT)
en cultivos de células placentarias primarias indujeron una disminucién en uridina difosfato
glucuroniltransferasa, resultando en una autoinhibicién del metabolismo del AZT (Collier et al-
2999 "En otros casos, se ha observado que la actividad del CYP 2D6 disminuia tras 6 semanas

. ., : . (Solai et al., 2002
de administracion continuada de paroxetina S ¢ 2 2002)

0 que el antagonista del calcio de
accion retardada, mibrefadil, era capaz de inhibir su propio metabolismo al disminuir la
actividad del CYP 3A4 (Welker et al. 1998) "qin embargo, en ninguno de los estudios citados se
intent6 modelar la cinética de este comportamiento de autoinhibicidn, por lo que no es posible
realizar comparaciones entre las estimas de los pardmetros de los modelos y, segun nuestro
conocimiento, el trabajo actual es el primero en que se comunica una modelizacion de una

autoinhibicion del aclaramiento de un farmaco. De todas formas, otros modelos utilizados

para explicar los fendmenos de induccion enzimdtica han reportado estimas para el pardmetro
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KENZ (h-l) [0’027 (Hassan et al., 1999); 0,041 (Huitema et al., 2001); 09034 (de Jonge et al., 2004)] que son de un

orden similar a la que se ha obtenido en el presente estudio (0,081).

El tiempo de semivida de eliminacion relativamente largo (entre 30 y 60 horas) observado, en
realidad, ante la no-linealidad cinética encontrada tras administracion repetida carece de una
inequivoca utilidad practica. Existen compuestos, sin embargo, con tiempos de vida media
incluso mas largos como por ejemplo la cloroquina o la amiodarona con valores entre 41 dias

(Latini et al., 1984, Frisk-Holmberg et al., 1984) El factor comun que presentan

y 17 dias, respectivamente
estos compuestos que contribuye a prolongar sus tiempos de vida media es su extensa
disponibilidad tisular mas que un bajo aclaramiento plasmatico. Por ejemplo, a pesar de
valores de aclaramiento plasmatico moderados de 8 a 25Lh™", los volumenes de distribucién
de amiodarona y cloroquina son 4.600 y > 20.000L, respectivamente, con cocientes entre las
concentraciones tejido: plasma alrededor de 500. Otro fenomeno que puede condicionar un
tiempo de vida media largo es la posibilidad de que el compuesto esté sujeto a una extensa

recirculacion enterohepatica (Shreet ¥ Yu. 19852)

No se dispone de informaciéon sobre la
importancia cuantitativa de la excrecion urinaria de AM-24 ni de su posible excrecion via
biliar. La relevancia y contribucidn relativa de estas consideraciones deberia ser objeto de

futuras evaluaciones.

Tabla D-3: Parametros farmacocinéticos que caracterizan la eliminacion del AM-24
obtenidos por las distintas aproximaciones de calculo realizadas.

Parametro Unidades auta Admin Caracteristicas Estudio Aproximacion Dosis
[CTIF (DE) L7h 240mg 350mg 500mg
DU In vivo Estudio 1 Amodelistico 0,75 (0,14) 0,72 (0,22) 0,49 (0,24)
DU In vivo Estudio 2 Amodelistico 0,53 (0,26) 0,50 (0,14) 0,39 (0,17)
DM In vivo Estudio 2 Amodelistico 0,22 (0,05) 0,22 (0,03) 0,22 (0,05)
In numero Datos 1 Promediado simple 1,05 (32,73) 0,87 (25,21) 0,43(70,69)
In numero Datos 2 Poblacional 1,23 (VII35)
[K. (DE) I 240mg 350mg 500mg
DU In vivo Estudio 1 Amodelistico 0,03 (0,007) 0,03 (0,009) 0,02 (0,008)
DU In vivo Estudio 2 Amodelistico 0,02 (0,005) 0,02 (0,01) 0,02 (0,01)
DM In vivo Estudio 2 Amodelistico 0,01 (0,01) 0,01 (0,001) 0,01 (0,001)
In numero Datos 1 Promediado simple 0,05 (30,27) 0,05 (51,33) 0,02 (69,61)
In numero Datos 2 Pobalcional
t7 (DE) h 240mg 350mg 500mg
DU In vivo Estudio 1 Amodelistico 27,48 (5,72) 30,00 (13,51) 64,34 (60,16 )
DU In vivo Estudio 2 Amodelistico 32,52 (7,27) 31,86 (5,63) 37,92 (13,91)
DM In vivo Estudio 2 Amodelistico 54,15 (19,13) 66,50 (22,78) 92,12 (46,83)
In numero Datos 1 Promediado simple 15,92 (30,73) 19,71 (62,29) 52,49 (0,77)
In numero Datos 2 Poblacional

CI/F: Aclaramiento. ke: cte de eliminacion. ty,: tiempo de semivida. DE: desviaciéon estandar. VII: variabilidad interindividual
expresada como coeficiente de variacion (%).
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Administracion repetida

En la administracion a dosis repetidas, cuando se efectu6 el primer estudio “in nimero” se
obtuvieron C,s de 11,88mg/L (240mg), 17,21mg/L (350mg) y 45,38mg/L (500mg) y
fluctuaciones equivalentes a un 56,53% (240mg), 55,82% (350mg) y 25,34% (500mg). Los
resultados derivados de la administracion durante 6 dias de esas dosis (estudio 2 “in vivo”
fueron unas C,s de 47,57mg/L (240mg), 68,85mg/L (350mg) y 97,41mg/L (500mg) y
fluctuaciones de 57,36% (240mg), 48,72% (350mg) y 55,89% (500mg).

Tras la administracion repetida de dosis iguales a un determinado intervalo de dosificacion,
las concentraciones plasmaticas alcanzan el estado de equilibrio estacionario. En este estado
estacionario los niveles plasmaticos fluctian entre la Cyax ¥ la Chin de forma constante.
Cuanto mayor es el numero de dosis administradas, menor es el grado de fluctuaciéon. Las
fluctuaciones de los niveles plasmaticos seran tanto mayores cuanto mas considerables sean
las diferencias entre el intervalo de dosificaciéon y el tiempo de semivida. Asi, en la
administracion crénica diaria de sulfamidas de accion prolongada el nivel es practicamente
constante mientras que con la penicilina se observan grandes fluctuaciones "y Yo 19850) ‘g
farmacos con un indice terapéutico estrecho, el intervalo de dosificacion no deberia ser mayor
que el tiempo de semivida de eliminacion. Para regular la fluctuacion, puede recurrirse, en
farmacos de tiempo de semivida corto, a la administracion de dosis mayores mas espaciadas
siempre que las fluctuaciones no excedan el limite superior y entren en la zona de toxicidad
(Shargel y Yu, 19850) "B o] caso de AM-24, si hubiera tenido un comportamiento cinético lineal y
ante un tiempo de tiempo de semivida relativamente largo (entre 30 y 60 horas) una pauta de

administracion adecuada consistiria en su administracion cada 24 horas, alcanzando el nivel

de equilibrio estable entre el quinto y el décimo dia.

Es de destacar que ante la disminucién del aclaramiento tras administracion repetida sin
cambios importantes en el volumen de distribucion (que condiciona un aumento de la
semivida) deberia observarse un aumento del nivel estable, del tiempo que tarda en alcanzarse
y una disminucion en la fluctuacion plasmatica. Los resultados obtenidos en el segundo
estudio “in vivo” claramente constataron el aumento del nivel estable previsible, sin embargo,
no se observé la eventual disminucion en la fluctuaciéon plasmatica. Esta solo se evidencid

cuando se llevd a cabo el primer estudio “in numero”, al simular el comportamiento de la

240 de 279



Discusion

administraciéon repetida de la dosis de 500mg (que ya se asociaba con un incremento
considerable de la semivida en relacion a dosis inferiores). La no evidencia de la reduccion
esperable en la fluctuacion plasmatica ante la disminucion del aclaramiento tras
administracion repetida podria ser un artefacto consecuencia de “haberse quedado corto” en el
régimen posoldgico en cuanto a dosis/dia a administrar para haber alcanzado plenamente la
situaciéon de equilibrio estacionario, al también aumentar el tiempo requerido para su

consecucion.

Linealidad cinética

El primer estudio “in vivo” tras administracion oral tnica de dosis crecientes (entre 6 y
1200mg) ya proporciond datos farmacocinéticos iniciales en los que el AUC,7/D, CI/F, ke y
t1» presentaban diferencias estadisticamente significativas al aumentar la dosis administrada,
lo que traduciria la existencia de no linealidad cinética. Las comparaciones post-hoc dos a dos
sugerian que la pérdida de linealidad cinética aparecia de forma inequivoca entre las dosis de
500 mg y 700mg. El comportamiento cinético no-lineal del firmaco quedd claramente
demostrado con los resultados obtenidos en el segundo estudio “in vivo” en el que la
comparacion de la AUC,” obtenida tras la administracion de una dosis tnica (dia 0) con la
AUCTEE obtenida tras la administracion de dosis repetida mostro diferencias estadisticamente
significativas para las tres dosis estudiadas (240, 350 y 500mg).

La falta de linealidad cinética puede producirse basicamente por tres mecanismos (GPretsson ¥

Weimar1979). (1) por efecto del transcurso del tiempo, caracterizada por la necesidad de
introducir el factor tiempo para que la no linealidad se manifieste, habiéndose descrito casos
de inhibicion por producto final (lidocaina), hepatotoxicidad (paracetamol a dosis altas) o
autoinduccion (carbamecepina) (RoWiandy Tozer, 1995 Garcia-Sinchez, 1997) . 43y hor efecto directo sobre
el aclaramiento, caracterizada por cambios en la perfusiéon o flujo en los oOrganos de
eliminacion como el higado o los rifiones, como en el caso de las alteraciones de la diuresis
en relacion a la eliminacion de teofilina; y (iii) por efecto sobre la capacitancia, cuando es
consecuencia de que alguna etapa presenta un comportamiento saturable, habiéndose descrito
ejemplos en la absorcion (riboflavina, amoxicilina), en el fenomeno de primer paso

(propranolol), en la distribucion, por presentar una unién a proteinas plasmaticas saturable

(disopiramida, acido valproico), en la excrecion (penicilina, acido ascoérbico) o en el
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metabolismo, ya sea por existir una biotransformacién de capacidad limitada (fenitoina) o por
una limitacion en el aporte de cofactores (salicilamida). También se ha descrito falta de
linealidad cinética como consecuencia de la baja solubilidad del compuesto (griseofulvina)
(Rowland y Tozer, 1995; Garcia-Sanchez, 1997) "By o] cago del AM-24 y como resultado del segundo estudio
“in numero” (aproximacion poblacional) se puede proponer como posible mecanismo
subyacente a su no-linealidad cinética el efecto del transcurso del tiempo, como consecuencia
de una inhibicion reversible en la formacion del enzima responsable de su eliminacion. El
estimado de 0,081h™ obtenido en el modelo seleccionado como Kgxyz (constante que controla
la velocidad de recambio de la cantidad de enzima) que se corresponde con una vida media de
recambio de 8,5 horas explicaria el hecho de que, mientras el tiempo para alcanzar el Cmax es
de alrededor de 6 horas, el tiempo para alcanzar la disminuciéon maxima de la cantidad de
enzima es aproximadamente de 2 dias. Sin embargo, la autoinhibicién ya ocurre tras una
unica administracion y puede tener consecuencias experimentalmente contrastables si el curso
temporal de las concentraciones plasmaticas que se obtienen supone alcanzar determinada

e, . . (Trocéniz et al., 2006
inhibicion en la formacion del enzima (Troconiz etal, 2006)

Es interesante destacar que la informacion pre-clinica de que se disponia no alertd
suficientemente de la posible importancia que podria suponer la posibilidad de una falta de
linealidad cinética, especialmente tras administracion repetida. En rata y perro solo se evaluo
el comportamiento cinético de AM-24 tras administracion Unica (PEL 1996) "En caballo, sin
embargo, se observo que los valores obtenidos tras administracion repetida (23 dias) eran

sensiblemente mas altos que los esperados & 1999,

Farmacodinamia

Farmacodindmicamente se evidenci6é una suficientemente buena relacion sigmoide entre las
concentraciones plasmaticas de AM-24 y la inhibicion de la biosintesis de LTBj tras
estimulacion con iondforo de calcio en sangre completa "ex vivo" con una concentracion

inhibidora del 50% (Clsg) de aproximadamente 16,56mg/L.

Dadas las caracteristicas del estudio (dos evaluaciones por sujeto tras las distintas dosis
administradas) la Unica estrategia de calculo que se pudo aplicar fue la conocida con el

nombre de método simple de combinacion de datos, en la que la elaboracion del "sujeto
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poblacional" se lleva a cabo combinando todos los datos provenientes de los N individuos

como si de uno s6lo se tratase Bere et al. 1992)

. Si bien esta estrategia presenta ciertas
limitaciones, es interesante destacar que otros farmacos inhibidores de la 5-LOX también han
mostrado una buena correlacion entre los niveles plasmaticos y el efecto inhibitorio en la
produccion de LTBy, como el MK-886 (PP ¢t al- 1993) o] \K (591 (Depre et al- 1994: Uematsu et al.

1994), pudiendo en este ultimo estudio también calcular la Clsy de ese compuesto, coincidiendo

los valores derivados del estudio "ex vivo" con los obtenidos previamente en estudios "in
vitro". En el estudio farmacodindmico realizado, la dosis que proporcionaria, tras una
administracion oral repetida, unas concentraciones plasmaticas (C,y) que se corresponderian
con las concentraciones capaces de producir el 50% del efecto maximo (Cls), en el supuesto
que la cinética siguiera un comportamiento lineal, seria la dosis de 350mg. Es interesante
destacar que a partir de datos pre-clinicos, en el modelo de inflamacién cutanea provocada por
el 4cido araquiddnico en ratones Balb/c hembra, la dosis inhibidora del edema en un 49.5%
era la de 5 mg/kg, que a nivel humano se corresponderia aproximadamente a Smg x 70kg, es

decir a 350mg. " 1999

Pauta de dosificacion para futuros estudios

Ante el escenario encontrado, un farmaco en fase inicial de desarrollo clinico que presenta
una cinética no-lineal tras administracion oral repetida, es importante determinar si se puede
alcanzar un estado de equilibrio estacionario tras multiples administraciones, esto es, si la
inhibicion del aclaramiento plasmatico era completa o no, y en caso de que no fuera completa,
explorar la posibilidad de disefar una pauta de dosificacion que permitiera mantener unas
concentraciones plasmaticas dentro de un margen Optimo para alcanzar los objetivos

terapéuticos.

La modelizacion de los datos obtenidos permitié anticipar que se podria alcanzar el estado de
equilibrio estacionario, dado: (i) que se derivd la posibilidad de que existiese una via de
eliminacion alternativa, no inhibida, y (i1) que el estimado del Iyax era significativamente
distinto de 1 (p<0,001). De todas formas, se debieron realizar simulaciones por ordenador
para investigar el momento en que se alcanzaria la concentracidon plasmatica apropiada tras el

inicio del tratamiento.
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Las enfermedades en que se requiere una inhibicioén de los LTB4 como el asma, la psoriasis, la

Tong et al., 2002
(Tong et al, 2002) "¢y enfermedades

artritis reumatoide y la enfermedad inflamatoria intestinal
cronicas de larga duracion y por ello no es de maxima importancia alcanzar las
concentraciones plasmaticas objetivo inmediatamente tras el inicio del tratamiento. En el caso
de AM-24 las simulaciones mostraron que: (i) las condiciones de estado de equilibrio
estacionario se pueden alcanzar tras tres semanas de tratamiento, (ii) que se puede alcanzar un
90% de la inhibicion de la sintesis maxima de LTB4 en estado de equilibrio estacionario

administrando una dosis de 500mg una vez al dia y (iii) que al tercer dia de la administracion

de dicha dosis ya es posible conseguir inhibir la sintesis maxima de LTB4 en un 75%.

La siguiente etapa en el proceso de desarrollo de AM-24 seria el disefio de un estudio de fase
IT en el que se pusiera a prueba experimental las hipotesis generadas tras la realizacion y
analisis efectuados hasta el momento. Este desafio experimental “in vivo” todavia no se ha
llevado a cabo. Sin embargo, en la literatura existen diversos ejemplos en que los resultados
obtenidos a través de la modelizacion farmacocinética-farmacodindmica mediante estimas
poblacionales (estudios “in numero ) han sido corroborados por datos reales en estudios “in

vivo” subsiguientes.

Un estudio realizado en voluntarios jovenes sanos para evaluar el efecto de la via de
administracion (intravenosa o subcutanea) sobre la farmacocinética y farmacodinamia de G-
CSF, un farmaco estimulador de la respuesta de los neutrofilos, confirmé la validez del
modelo PK/PD que habia descrito previamente unas caracteristicas de eliminacion de tipo
lineal y no-lineal simultaneas y que habia predicho, con gran exactitud, que la respuesta de los
neutrofilos al G-CSF administrado por via subcutdnea seria ligeramente superior a la
respuesta obtenida por via intravenosa, a pesar de presentar una biodisponibilidad absoluta del

(Wang et al. 1998) "B otro caso, los datos obtenidos en voluntarios jovenes

1 (Roskos et al., 1997)

65% por dicha via

sanos sobre la respuesta de las plaquetas a un ligando, el Mp , permitieron

desarrollar un modelo PK/PD que incluyd efectos patoldgicos en la megacariocitopoyesis, el

aclaramiento inmunolégico de las plaquetas, la utilizacién aleatoria de las plaquetas por el

endotelio y su envejecimiento (Tker et ak 2000, gt modelo fue aplicado en pacientes con

trombocitopenia secundaria a la infeccion por VIH y predijo, con éxito, una pauta posologica

para este tipo de pacientes ke etal- 1998)
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Métodos y procedimientos

Tomados en conjunto, los resultados descritos ponen de manifiesto como los pocos datos
farmacocinéticos y farmacodindmicos obtenibles en los primeros estudios efectuados en el
hombre (donde el objetivo principal es la evaluacion de la tolerabilidad) y la aplicacion de
técnicas de modelado y simulacion, pueden ampliar significativamente los conocimientos que
se derivan. Asi, complementariamente a conocer una tolerabilidad aceptable de AM-24 tras
administracion oral unica en el rango de dosis entre 6 y 1200mg y tras administracion oral
repetida (6 dias) en el rango de dosis entre 240 y 500mg una vez al dia, se han obtenido los
primeros datos farmacocinéticos en humanos evidencidndose una cinética no-lineal tras
administracion oral repetida (que ya se insinuaba tras administracion oral unica al administrar
dosis superiores a 500mg) y se ha constatado la produccion de un efecto farmacodindmico
tras su administracion oral. Ademads, se ha hipotetizado que el origen de la no-linealidad
podria radicar en una autoinhibicion de la formacion de los enzimas responsables de su
eliminacion y que, a pesar de ello, es posible alcanzar unos niveles plasmaticos en estado de
equilibrio estacionario en el rango de concentraciones que presuntamente se requeririan para

obtener una eficacia terapéutica del 90%.

Estudios “in vivo”

La necesidad de efectuar estudios en voluntarios jovenes sanos como paso intermedio entre
las evaluaciones efectuadas en animales y las efectuadas ya en los pacientes posibles
candidatos a utilizar un nuevo compuesto, se continian conceptualizando como irrenunciable,
a pesar de sucesos como el recientemente acontecido en el que la salud de un grupo de
voluntarios jovenes sanos ha quedado fuertemente comprometida como consecuencia de su
participacion en un estudio de primera administracién en el hombre ' **52°°% a informacion
que aportan estos estudios es necesaria para conocer el perfil de seguridad (y en determinadas
areas terapéuticas y aplicando determinados procedimientos, incluso el perfil de eficacia) de
los nuevos farmacos, sin comprometer con ello el estado de salud, ya alterado, de los
potenciales beneficiarios. La garantia de la seguridad de los participantes, por tanto, centra

buena parte del protagonismo en el disefio y realizacion de estos estudios.
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La aproximacion metodologica a los estudios de primera administracion en el hombre (“first-
in-man studies”) es basicamente secuencial y estd mucho menos formalizada que la
aproximacion metodologica de los estudios a efectuar en otras fases del desarrollo de los
farmacos (fases II, III y IV). En general comparten ciertas caracteristicas. Se identifican con
antelacion una serie de dosis crecientes del farmaco, siendo la menor de ellas aparentemente
muy segura (tanto como lo pueda garantizar la extrapolacion de los datos obtenidos en
animales). Un grupo de voluntarios, conocido como cohorte, es tratado concurrentemente,
recibiendo cada voluntario o solo una dosis o una dosis en cada uno de los periodos de
tratamiento consecutivos. Los datos de cada cohorte o de cada periodo efectuado en una
cohorte son evaluados antes de administrar el siguiente nivel de dosis. El objetivo es ir
escalando las dosis, segin un esquema predeterminado, hasta que un nivel de dosis se
identifica que podria ser el adecuado para utilizarse en estudios posteriores. Se alcanzan las
conclusiones y se toman las decisiones sobre la continuacion del estudio de manera
secuencial, sin un procedimiento estadistico explicito: no se aplican ecuaciones ni modelos
probabilisticos, sino que se utiliza el “criterio clinico” para dar sentido a las observaciones y

determinar qué actuacion debe seguirse.

Sin embargo, a pesar de esas caracteristicas compartidas, la heterogeneidad en los métodos
aplicados es considerable B0 2~ 2099). () participacién de voluntarios sanos o pacientes; (ii)
nivel de ocultamiento de la intervencion (abiertos, simple-, doble- ciego); (iii) incorporacioén o
no de placebo; (iv) nimero de voluntarios investigados por nivel de dosis (de 1 a 16 sujetos,
con una mayoria de estudios en los que sélo 8 6 menos sujetos constituyen el tamafo de la
cohorte evaluada), si se utiliza placebo la combinacion placebo vs. activo que se implementa
en la cohorte varia considerablemente; (v) el nuimero de dosis, esquema de escalado, dosis de
inicio y de paro; (vi) el disefio aplicado, utilizandose mayoritariamente disefios en paralelo,
pero también cruzados (tanto totalmente cruzados como alternantes). Ante esta
heterogeneidad, la seleccion de los métodos a emplear en los primeros estudios a realizar en el
hombre parece arbitraria. La mayoria son conservadores y parecen basarse mas en el hdbito y
la preferencia que en justificaciones cientificas y/o estadisticas que optimicen los resultados

alcanzables en estos estudios.

Un panorama distinto caracteriza el desarrollo de compuestos en el area de oncologia donde

. .. . . . hiteh
se han ido desarrollando procedimientos formales para guiar la toma de decisiones (Vhichead ¢t

al. 200D " Qerfa interesante que estos procedimientos fueran contemplados como expresion de
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aquello que puede alcanzarse y se utilizaran como estimulo y guia en el desarrollo de
aproximaciones similares, pero posiblemente mas complejas, para efectuar los primeros

estudios en el hombre con farmacos pertenecientes a otras areas terapéuticas.

Estudios “in numero”

La actividad que consiste en la utilizacion de técnicas matematicas, estadisticas y numéricas
en un entorno informatico para tratar de responder a una pregunta especifica: modelado y
simulacion PK/PD, claramente supone una herramienta de gran valor en el proceso de
desarrollo de nuevos compuestos dotados eventualmente de actividad terapéutica. Permite no
solo aportar posibles explicaciones ante la presencia de “complejidades” en el
comportamiento farmacocinético y/o farmacodindmico, sino también hipotetizar los hallazgos

que presumiblemente se obtendran con futuros estudios en nuevos escenarios.

En este contexto la aproximacion al analisis en una etapa, que se conoce, en general, como
aproximacion poblacional (“linear and non-linear mixed effects modelling”) es la que
claramente presenta una serie de ventajas en relacidn a otras aproximaciones de analisis
existentes, como por ejemplo, la estimacion de las variabilidades entre sujetos (VII), entre-
ocasiones (VIO) e intra-sujeto (VIS) tanto a partir de conjuntos de datos exhaustivos (disefios
experimentales con pocos sujetos y elevado nivel de control) como de conjuntos de datos

o - - - Piotrovsky, 2000
escasos (disefios observacionales con muchos sujetos y poco nivel de control) Fierevsky: 2000

)
presenta también como francos inconvenientes la complejidad tedérica y su laboriosa
implementacion practica, que condicionan la necesidad de largos periodos de aprendizaje y
una dificultad importante en la comprension de los resultados. No obstante estas limitaciones
el poder heuristico de esta aproximacién es enorme, prueba de ello es el constante y

progresivo incremento en su implantacion, no solo en los procesos de investigacion y

desarrollo de nuevos compuestos sino también en la practica clinica.

En el presente proyecto se han utilizado también otras aproximaciones analiticas, como la
mezcla inocente de datos (“naive pooled data approach”) para los datos farmacodinamicos y
el promediado inocente de datos (“naive averaged data approach”) para estimar los
parametros con los que efectuar la simulacion de las concentraciones plasmaticas que se

preveian se alcanzarian en la realizacion del segundo estudio “in vivo”. Si bien con
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(Rodriguez Larrea, 19962) " aynque de aprendizaje y aplicacién menos

limitaciones evidentes
complejos, su utilizacion, ante la disponibilidad de datos que existia y ante los objetivos que
requerian su uso (Rodriguez Lamea, 19960) 'po yermitido una eficiente resolucion de las cuestiones
que fueron planteadas en las distintas etapas del proceso, proporcionando estimas de los

parametros con calidad suficiente.
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1.- Lapauta de dosificacion de AM-24 que se propone a utilizar en pacientes (fase II)
consiste en 500mg/dia. Con esta pauta:

e Se prevé alcanzar un 90% de la inhibicidn de la sintesis maxima de LTB4
en estado de equilibrio estacionario (a las 3 semanas de iniciado el
tratamiento).

e Al tercer dia de la administracion de esa dosis se cree posible conseguir

inhibir la sintesis maxima de LTB4 en un 75%.

2.- LaDosis Maxima Tolerada de AM-24 tras administracion oral unica fue de 1200mg.

3.- AM-24 presentd una buena tolerabilidad clinico-bioldgica (acontecimientos adversos,
constantes vitales, pardmetros electrocardiograficos, parametros clinicos de laboratorio,
sangre oculta en heces) en los siguientes rangos de dosis:

e Administracion oral iinica de 6 a 1200mg.

¢ Administracion oral repetida (6 dias) de 240 a 500mg/dia.

Si bien, ante las elevaciones no graves de TSH observadas tras administracion repetida
en algunos voluntarios se plantea la conveniencia de efectuar un pormenorizado

seguimiento de la fisiologia del tiroides.

4.- AM-24 se absorbi6 tras administracion oral, con un ty,x alrededor de 6 horas (absorcion
de primer orden sin tiempo de latencia) y un volumen de distribucion no superior a 30L,
oscilando alrededor de 15-30L (modelo de distribucién monocompartimental).

e Tras administracion oral Unica se observé un aclaramiento entre 0,8 y 0,3
L/h y un tiempo de vida media relativamente largo, oscilando entre 30 y
60 horas.

e Tras administracion oral repetida no se alcanzé el nivel de equilibrio
estacionario como se previa obteniéndose unos niveles plasmaticos

superiores a los esperados.
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5.-

6.-

AM-24 no presentd un comportamiento cinético lineal:
e al proceder a incrementar las dosis orales Unicas, especialmente a partir
de 500mg.

e al proceder a administrarlo oralmente de manera repetida.

El modelado de la no linealidad cinética observada tras administracion oral repetida
sugiere que, asumiendo un modelo de aclaramiento hepatico “de compartimentos bien

agitados” (well-stirred model):

AM-24 estd sujeto a un aclaramiento hepatico restrictivo, presentaria una
biodisponibilidad absoluta no inferior a 0,8 y la no-linealidad cinética seria
consecuencia de una inhibicion reversible en la formacion del enzima responsable de
su eliminacion, con una vida media de recambio de ese enzima de unas 8,5 horas. Esta
inhibicion no llegaria a ser completa (cercana al 98%), identificaAndose otra via de

eliminacion que representaria menos del 10% del aclaramiento plasmatico total.

Se evidenci6 una relacion sigmoide entre las concentraciones plasmaticas de AM-24 y
la inhibicion de la biosintesis de LTBy4 tras estimulacion con iondforo de calcio en
sangre completa “ex vivo” con una Clsy de aproximadamente 16,56mg/L.

La utilizacién conjunta de estudios “in vivo” (voluntarios jovenes sanos) y estudios “in
numero”’ (modelado y simulacion) en fases iniciales del desarrollo clinico de un nuevo
compuesto se ha mostrado altamente eficaz para dar respuestas convenientes a las

cuestiones que de forma secuencial van surgiendo a lo largo del proceso.
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Anexo I:

Valores de normalidad del Laboratorio del Centre d’Investigacio de
Medicaments (PNT FASEI.Doc/015).



HOSPITAL DE LA

I SANTACREU 1

XY SANT PAU

Valores de Normalidad

Centre d’Investigacié de Medicaments

PNT FASEIL.Doc /015

Version 9; de 14 de julio de 2006, sustituye a version 8 de 26 de Septlﬁncgre de 2005

. r . %
Bioquimica @
Parametro Laboratorio Grado 0 Grado 1 Grado ;%%
Hombre Mujer | Hombre | Mujer
Na + (mmol/l) 136 — 145 134 -150 <134- >150 <120->160
K + (mmol/l) 3.5-5.10 34-52 <34->52 <3->6
Cl - (mmol/1) 98 — 107 90-120 <90- >120 <80->130
Ca ++ (mmol/l) 2.15-2.55 2.10=2:7 <21->2]7 <20- >27
Fosforo (mmol/l) 0.87 - 1.45 0.77-1.52 <0.77 - >1.52 <0.65- >1.80
Mlagassio 0.65—1.05 0.65 - 1.05 <0.65- >1.05 <0.65- >1.05
(mmol/l)
Urato (umol/l) 210-420 | 150-350 150 - 450 <150- >450 <140 - > 500
LDH (U/M) 240 — 480 230 -490 <230- >490 <210- >500
CK (Un) <174 <140 <250 <220 > 250 >270
Glucosa (mmol/l) 3.0-6.0 2.8-64 <28->64 <25->7
Urea (mmol/l) 2.1-171 1.7-78 <17->78 =2 b
iyt <115 <97 | <125 | <110 > 125 > 150
(umol/1)
Bilirrubina total <17 <25 =95 > 40
(umol/1)
Bilirrubina dcta
<

P <6 10 >10 >20
Triglicéridos
(mmol/l) <2126 <233 >2.33 >2.50
Colasterol <6.20 <65 >6.5 > 8.0
(mmol/l)
AST (U/) <37 <3l <45 <40 >45 > 150
ALT (U/N) <4] <31 <55 <45 =l > 200
Fostamens 40-130 |35-110 | 35— 140 | 30120 > 150 >300
alcalinas (U/T)
GGT (U/T) <54 <43 <60 <50 > 65 >200
Proteina total (g/1) 64 — 83 62 - 90 <62->90 <58->05
Albuimina (g/1) 34 -48 34 - 58 <34->58 <30
HGC (UI/1) <5 <5 <5 <5 <5
Institut de Recerca
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Anexo ll:

Adverse Reaction Dictionary. WHO Collaborating Centre for International
Drug Monitoring.
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RECOMENDACIONES PARA LA VALORACION DE LOS ACONTECIMIENTOS
(Modificaciones de la recomendaciones de la OMS)
GRADO 1 GRADD 2 GRADU 3 GRADOD 4
{Leve} {Moderado) {Grave) {Riesgo Vital)
PRESION ARTERIAL
- ] - Recurrente 0
l:";‘t:mmé“::; Zg“:‘“rgga' persistente, aumento en Crisis hipertgnsiva o que
. . g »26 mmHg {0) o hasta requiera hospitalizacio
Hiperiension (0} o hasta >150/100 si Requiers terapia 9 pitailzacion
P >1560/100 81 a causa de
anterir_}nnema mfN' No anteriommente DLAL Mo hip:::nszﬁ:
requiere iratamisnto requiere tratamisnto
Hipotension ortostatica Sintomas corregibles Reguiere liquidos
Hipotensidn transitoria, no requiere con tratamiento con intravesos, no reguiere | Requiere hospitelizacion
tratamiento liquldos hospitalizacion
NEUROTOXICIDAD
. . - Parestesias infolerables
RN parestesias y o reflgjo Parestesias severas yio - i
Periférica tendinoso disminuido debilldad feve yio pérdida fotora Pardlisis
. Paralisis, 0 confinado a
Neuro-motora (Astenia) Debilidad subjetiva, sin De*’““’a;::fg‘;iiz"e Debilidad objetiva con | Ia cama o il de ruedas
hallazgos objetives significativo de I funcian deterioro de la funcion a causa de la debilidad
muscular
Somnolencia severa,
. Somnolencia leve o Somnolencia moderada agitacion, confusion, Corna, convulsiones,
Neuro-cortical agitacidn o agitacién desorientacion 0 psicosis thxica
alucinaciones
Alaxia que requiere
i Temblor intencional, ayuda para caminar ¢
Neuro-cerebelar De z&%ggggg;g:m‘ dismetrfa, lenguaje | incoordinacion del brazo Incapaz de 55 stenarse
titubeante, nistagmo gue interfiere con lag o0 pe
Neuro-humor Ans:eda? o depresion Ans;e:;% :rggg;esmn Ansiedad o dzpresxon {deas suicidas
Asintormética, pérdida . n::gg: :;’:g’;gggn
Neuro-audicion auditva sélo enla Tinnitus b Sordera no corragible
sudiomatria pero comegible con
audifonos
Neuro-vision - - P romética Geguera
DOLOR {especificar . Moderado Severo intolerable, requiere uso
ipcalizachon) de narctticos
1.OCAL (especificar Dotor & hinchazén con . indicacion de cirugia
localizacién) Delor inflamacion o fiebitis UlceraciGn pléstica, dolor intratable
SINTOMAS PSEUDOGRIPALES
Fiebre Hasts 38,6 °C 38,7°C ~ 39,9°C >40°C Figbre con hipotension
Rigor que incapacita ai
Escalofrios Temblores leves a Tembiores intensos paciente para su
moderados actividad diaria
Cefalea <2 horas y no requiere 2 horas, pero<24 y 34 horas, requiere dosis | intratable, requiere dosis
= afnaig:gsiws ) requiere analgégicos r;;g;?ples dg analgégioox;z repetidas de narcéficos
omunica tatiga pero sin L ga que incapacita a
Faliga efecto sobre la actividad D:‘";'::gg’?d'::%g:ga paciente para su -
diaria actividad digria
Malestar generaf <24 hovas de duragion | 2448 horas de duracion Pers!z!gm;% de -
g . : Persisiente, >24 horas
Nauseas Ocasional y ransitoria persistente, >24 horas on vomitos dianios -
P Esporéadicos, no 82 - Emesis diania infolerable e
‘ Vomitos producen todos los dias Emesis diaria aue requiere fratamiento Vomilos infratables
Aumenio/perdida de peso 5,0-9.9% 10,6~ 18,8% 220,0% -
Doloren las Dolor en las
Artralgia articulaciones pefo no Disminucién moderata articulaciones que
afecta a la actividad en la actividad diaria incapacita al paciente
digria para su acfividad diaria
o Dolor muscilar paro at R Dolor muscular que
Wialgia afecta a funcionamiento D'zf:?;‘g:g ;ﬁ;ﬂa incapacita 8l paciente
diaric para su actividad diatia

* | NS = Limnite superior de normalidad
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RECOMENDACIONES PARA LA VALORACION DE LOS ACONTECIMIENTOS
ADVERSOS
(Modificaciones de la recomendaciones de la OMS)

GRADO 1 GRADO 2 GRADO 3 GRADO 4
{Levs) {Moderado} {Grave) {Riesgo Vital)
ANOMALIAS TIROIDEAS
TSH elevada, 14 baja, T
Hinotiroidi Elovacion limite de la | TSH elevada (2 1,5 LNS, | con clinica que requiere Miboedema o coma
ipotiroidismo TSH (<1,5 X LSN) T, baja, sin clinica terapia de reposicion mixaedematoss
tiroidea
. 1. ctovad TSl:ﬁ baja, 14 elevada, Crisis troidea,
4 L. . baja, Ty €l 3, con clinica que requiere hipertiroidismo poco o
Hiperiiroidismo TSH baja sin clinica terapla de reposicion | nada controtado con la
antitiroidea 1 medicacion antitiroldea
METABOLICOS
Hiperglucemia (mmolf) 6488 89137 13,8275 >27,5 o cetoacidosis
Hipoglucemia mmol/l) 30~-35 22-29 1,721 <17
y . . >1,56 % L8N, sin o
Hiperuricemia >LS 1,5 % LSN aintomas clinicas Gota clinica
Amilasa >LSM <1,6 x LSN 1,5-2.0%LSN 2,4 -50x%LSN 55,0 x LSN
Hipercaicemia {mmolfl) 26289 293,08 31-33 >33
Hipocalcemia (mmolf) 1,0-2,14 17 ~1.89 1,5—1,69 <15
Hipomagresemia (mmol/) 14-12 11-09 08-08 50,5
COAGULACION
Fibrindgeno 0,99 - 0,75 x LSN 0,74~ 0,50 x LSN 0,49 ~ 0,25 x LSN 0,24 x LSN
Tiempo de protrombina 1,01 - 1.25 X LSN 1,26~ 1,50 x LSN 1,51 -2,00 x LSN > 2,00 x LSN
| Tiempo parcial de tromboplastina | 1,01~186x LSN 1,87 - 2,33 x LSN 2,34~ 3,00 x LSN >3,00 x LSN
Juicio clinico del
. investigador con
OTROS St?eﬁ';m""‘w::::: I’:’ Disminugion moderada | Incapacita al paciente documentacién de los
cu"awt‘edcamd diaria de ia actividad diaria para ia actividad diaria ctiterios clinicos
a ufilizados para tomar la
degision

* | NS = Limite superior de normalidad




