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RESUMEN

Antecedentes y Objetivos: Tacrolimus es un farmaco muy efectivo y ampliamente
usado para prevenir el rechazo de 6rganos, caracterizado por una biodisponibilidad
oral pobre, variabilidad farmacocinética interindividual (VII) alta, y un indice
terapéutico estrecho. Los objetivos de este estudio fueron (i) desarrollar un modelo
farmacocinético poblacional de tacrolimus en una poblacién pediatrica, y (ii) probar
la influencia de diferentes covariables como el tipo de formulacion sobre sus

propiedades farmacocinéticas para facilitar la individualizacion de la dosis.

Métodos: Perfiles farmacocinéticos completos en estado estacionario fueron
obtenidos de 53 receptores pediatricos de trasplante renal quienes estaban
recibiendo la formulacion innovadora de tacrolimus dos veces al dia o alguna
formulacion genérica dependiendo de su proveedor de seguridad social.
Pardmetros farmacocinéticos poblacionales y de variabilidad fueron estimados
usando el software de modelado no linear de efectos mixtos NONMEM® Version
7.2. Diferentes caracteristicas como demogréficas, datos clinicos, interacciones de
farmacos, polimorfismos genéticos de CYP3A5 y ABCB1, dosis de tacrolimus
administrada y tipo de formulacién, fueron probadas en busca de efectos
covariables significativos sobre la farmacocinética de tacrolimus. Se propuso un
calculador de la dosis éptima basado en el modelo farmacocinético poblacional final
seleccionado.

Resultados: Los perfiles farmacocinéticos de tacrolimus exhibieron VIl alta. Se
observd que uno de los genéricos, Limustin®, muestra concentraciones
normalizadas a la dosis marcadamente mas bajas que el resto de las formulaciones.
Un modelo de dos compartimentos con absorcion y eliminacion de primer orden
describi6 los perfiles farmacocinéticos de tacrolimus en la poblacion estudiada. La
relacion entre el genotipo de CYP3A5 y CL/F de tacrolimus fue incluida en el modelo
final. CL/F en pacientes portadores de CYP3A5 *1/*1 y *1/*3 fue aproximadamente

2 y 1.5 veces mas grande, respectivamente, que en portadores de CYP3A5 *3/*3
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(no expresadores), y explico casi toda la VII en la CL/F de tacrolimus. Otras
covariables retenidas en el modelo final fueron la dosis de tacrolimus y el tipo de
formulacion. De hecho el tipo de formulacion fue significativo sobre la absorcion y
exposicion ya que exhibieron diferencias marcadas especialmente en una
formulacion genérica sobre Ka y F. Simulacion con el modelo final predijo diferentes
dosis de tacrolimus dependiendo de las caracteristicas de los pacientes que fueron

retenidas como covariables significativas en el modelo farmacocinético.

Conclusiones: EI modelado farmacocinético poblacional de tacrolimus en receptores
pediatricos de trasplante renal generd la identificacion del tipo de formulacion de
tacrolimus como una covariable significativa que afecta las concentraciones en
sangre, y confirmé el efecto significativo previamente reportado del genotipo de
CYP3AS5 sobre la CL/F de tacrolimus. Ademas permitio el disefio de una dosificacién
de tacrolimus propuesta basada en el modelo final que incluy6é los efectos
covariables significativos encontrados en este estudio que se espera ayude a

mejorar la dosificacion de tacrolimus.

Vi
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ABSTRACT

Background and Objectives: Tacrolimus is a highly effective and widely used drug in
preventing organ rejection characterized by a poor oral bioavailability, high inter-
patient pharmacokinetic (PK) variability (IPV), and narrow therapeutic index. The
aims of this study were (i) to develop a population PK model of tacrolimus in a
pediatric population, and (ii) test the influence of different covariates as formulation

type on its PK properties to facilitate dose individualization.

Methods: Full PK profiles at steady state were obtained from 53 pediatric renal
transplant recipients who were receiving twice daily the innovator tacrolimus or some
generic formulation depending on their social security provider. Population PK and
variability parameters were estimated using the nonlinear mixed-effect modelling
software NONMEM® Version 7.2. Different patient characteristics as demographics,
clinical data, drug interactions, CYP3A5 and ABCB1 genetic polymorphisms,
administered tacrolimus dose and formulation type, were tested for significant
covariate effects on tacrolimus PK. An optimal dose calculator is proposed based on

the final selected population PK model.

Results: Tacrolimus PK profiles exhibited high IPV. It was observed that one of
generics, Limustin®, shows marked lower dose-normalized concentrations that the
rest of formulations. A two compartments model with first order input and elimination
described the tacrolimus PK profiles in the studied population. The relationship
between CYP3A5 genotype and tacrolimus CL/F was included in the final model.
CL/F in CYP3AS5 *1/*1 and *1/*3 carriers was approximately 2- and 1.5-fold higher
than in CYP3AS5 *3/*3 carriers (nonexpressers) respectively, and explained almost
the entire IPV in CL/F. Other covariates retained in the final model were the
tacrolimus dose and formulation type. In fact the formulation type was significant on

absorption and exposure since exhibited marked differences especially in one



ANALISIS FARMACOCINETICO POBLACIONAL DE TACROLIMUS EN PACIENTES PEDIATRICOS CON TRASPLANTE RENAL

generic formulation on Ka and F. Simulation with the final model predicted different
tacrolimus doses depending on the characteristics of the patients that were retained

as significant covariates in the PK model.

Conclusions: Population PK modelling of tacrolimus in pediatric renal transplant
recipients generated the identification of the tacrolimus formulation type as a
significant covariate affecting the blood concentrations and confirmed the previously
reported significant effect of CYP3A5 genotype on tacrolimus CL/F. Further allowed
the design of a proposed dosage of tacrolimus based on the final model that included
the significant covariate effects found in this study that is expected to help to improve

the dosing of tacrolimus.
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ABREVIATURAS

ABC
Alb
ALT
ABCi12
ABCB1
ASC
AST
CL/F
CMV
Cmax
Cmin
Cr
CWRES

CYP3A4
CYP3A4
CYP3A5
CYP3A5
Des
DPO
DS
DTOT
ERR

F
FDTOT
FFOR
FOCE
FOR
Fra

n

Hb

Hct
HIM
IC95
INFcyp3as
IPRED
IWRES
K
K2EDTA
Ka
KaFOR

Area bajo la curva tiempo-concentracion

Albumina en sangre

Alanino aminotransferasa

Area bajo la curva tiempo-concentraciéon de 0 a 12 horas
Gen que codifica a la glicoproteina P

Area de superficie corporal

Aspartato aminotransferasa

Depuracién aparente

Citomegalovirus

Concentracion maxima

Concentracion minima

Creatinina en sangre

Residuales ponderados condicionales de las predicciones
poblacionales

Citocromo p450 isoforma 3A4

Gen gue codifica al citocromo p450 isoforma 3A4

Citocromo p450 isoforma 3A5

Gen gque codifica al citocromo p450 isoforma 3A5
Formulacién de tacrolimus desconocida

Dias post-operatorios

Desviacion estandar

Dosis total de tacrolimus

Error residual

Biodisponibilidad

Efecto de la dosis total de tacrolimus sobre la biodisponibilidad
Efecto de la formulacién de tacrolimus sobre la biodisponibilidad
First Order Conditional Estimation

Formulacion de tacrolimus

Framebin

Parametro de efecto aleatorio de la variabilidad interindividual
Hemoglobina

Hematocrito

Hospital Infantil de México

Intervalos de confianza de 95%

Factor de influencia del genotipo de CYP3A5

Predicciones individuales

Residuales ponderados de las predicciones individuales
Potasio

Acido etilendiaminotetraacético-disodico

Constante de absorcion

Efecto de la formulacion de tacrolimus sobre la constante de
absorcion
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Lim Limustin

mTOR Enzima diana de rapamicina en células de mamifero (mammalian
target of rapamycin)

Na Sodio

NAPRTCS North American Pediatric Renal Trials and Collaborative Studies
NONMEM Modelado no lineal de efectos mixtos (nonlinear mixed effects

modelling)

NPC Numerical predictive check

OBS Concentraciones observadas

OFV Valor de la funcién objetivo (objective function value)

pcVPC Predicted-corrected visual predictive check

PRED Predicciones tipicas poblacionales

Pro Prograf

PT Proteinas totales en sangre

Q/F Depuracion aparente intercompartimental

RSE Error estandar relativo

SCM Método de construccidon del modelo covariable paso a paso
(Stepwise Covariate Model-building)

SEM Error estandar de la media

SNP Single nucleotide polymorphism

Ten Tenacrine

tiag Tiempo de latencia

Vv Volumen de distribucién

VIF Volumen de distribucién aparente del compartimento central

VIi Variabilidad interindividual

VII-ERR Variabilidad interindividual asociada al error residual

VII-F Variabilidad interindividual asociada a la biodisponnibilidad

VPC Visual predictive check

V1/F Volumen de distribucion aparente del compartimento periférico
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades acerca del trasplante renal

El trasplante de érganos es una forma de tratamiento extremadamente exitosa para
cientos de miles de pacientes quienes de otra manera habrian sido condenados a
morir debido a la falla de un 6rgano vital [1], y consiste en transferir un 6rgano o un

tejido de un individuo a otro para reemplazar su funcion [2].

Aunque el trasplante renal humano habia sido probado esporadicamente antes de
1950, el trasplante renal fue el primer tipo de trasplante exitoso entre gemelos
monocigoticos (afio de 1954) lo cual dio el impulso para pruebas prolongadas [3].
Este primer trasplante de un 6rgano no fue un evento aislado sino mas bien el
resultado de un objetivo definido para el desarrollo de un programa de investigacion

de trasplante [4].

En México en el afio 2011 existian alrededor de 8100 pacientes en espera de un
trasplante renal. De los cuales, inicamente 2100 trasplantes se llevaron a cabo [2],
en el 2012 se realizaron 2361 trasplantes de riidn y en el 2013 se reportaron 1958

trasplantes realizados hasta el tercer trimestre de ese afio [5].

El problema central en el trasplante de érganos es la supresion del rechazo del
aloinjerto provocado por el sistema inmune del paciente receptor del injerto. Asi, el
desarrollo de farmacos inmunosupresores es la clave para una funcion exitosa del
aloinjerto. Los agentes inmunosupresores son usados para la induccién
(inmunosupresion intensa en los dias iniciales después del trasplante),

mantenimiento y reversion del rechazo [6].



ANALISIS FARMACOCINETICO POBLACIONAL DE TACROLIMUS EN PACIENTES PEDIATRICOS CON TRASPLANTE RENAL

1.2. Inmunosupresores

El uso de farmacos inmunosupresores ha llevado a terapias de combinacion de los
mismos, que han bajado significativamente las tasas de rechazo agudo [4]. Los
Inmunosupresores usados para tratar el rechazo involucran a muchas clases de
farmacos entre los que destacan los inhibidores de la calcineurina (ciclosporina Ay
tacrolimus), antimetabolitos (azatioprina y micofenolato de mofetilo), inhibidores de
MTOR (sirolimus y everolimus), corticoesteroides (prednisona) y también
tltimamente se han usado anticuerpos anti células T (daclizumab y basiliximab)
como terapia de induccion, es decir, una inmunosupresion intensiva, como parte del
tratamiento inmunosupresor, inmediata al trasplante cuyo objetivo es evitar la
reaccion de rechazo agudo [7, 8]. De acuerdo a los resultados del Reporte Anual de
Trasplante del 2010 del registro Norteamericano Renal Pediatrico de Ensayos y
Estudios Colaborativos (NAPRTCS) que incluye datos arrojados por centros de
Estados Unidos (USA) y Canada [9], se muestra en la tabla 1 el porcentaje de uso

de distintos anticuerpos como terapia de induccion por afio.

Tabla 1. Porcentaje de uso de anticuerpos como terapia de induccién de 1996 a 2009.

Porcentaje de Anticuerpo de Induccion

(Iniciado en dia del trasplante o el dia 1 post-trasplante)

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

2009

n=632 n=604 n=560 n=578 n=472 n=527 n=488 n=452 n=440 n=400 n=363 n=318 n=307 n=205

Ninguno 50.5 53 44.1 44.3 47.3 46.7 41.6 45.1 47.5 43.5 36.4 47.8 38.1 54.6
OKT3 21.7 14.4 9.6 4.7 0.4 1 0.8 0.4 0 0 0.8 0 0 0

Basiliximab 0 0.7 4.6 15.1 21.2 29 30.9 243 23.6 23 21.5 17.3 15.6 10.7
Daclizumab 0 4.8 17.91 24.7 19.5 15 15.2 12.8 12.5 13.5 16.3 6 10.4 8.8
Otro 0 0.2 11 0.7 5.9 3 4.5 55 5.7 55 10.5 9.1 9.5 3.4
ATG/ALG 27.9 27 22.7 10.6 5.7 5.3 7 11.7 10.7 14.5 14.6 19.8 26.4 22.4

OKT3 (origen murino del tipo 1gG2a), Basiliximab (murino/humano anti-CD25) y Daclizumab (humanizado anti-IL2Ralpha) son

anticuerpos monoclonales. ATG/ALG son anticuerpos policlonales, antitimociticos (ATG) y antilinfociticos (ALG). Adaptado de

NAPRTCS, 2010 [9].

Ademas en las tablas 2 y 3 se muestra la proporcion en el uso de los

inmunosupresores al dia 30 post-trasplante asi como el cambio de la misma por afio
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(1996-2009), y la combinacién de inmunosupresores o tipo de terapia usada durante
el seguimiento a pacientes estables en 30 dias, 1, 3 y 5 afios post-trasplante,

respectivamente [9].

Tabla 2. Porcentaje de utilizacién de inmunosupresores en el dia 30 post-trasplante (1996-2009).

Porcentaje de Utilizacién de Farmaco.
(Pacientes con injerto funcionando)

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
n=598 n=581 n=534 n=555 n=454 n=511 n=478 n=443 n=434 n=391 n=356 n=315 n=306 n=203

Prednisona 94.8 95.7 94.8 92.6 91.2 86.5 85.2 73.4 68.4 65.7 61.5 56.5 57.2 48.8

CsA 82.1 78.8 71.7 68.1 57.1 45.4 26.2 15.8 9.2 10.2 4.8 7.6 3.9 1

Tacrolimus 3.7 14.8 22.3 24.5 34.4 41.7 58.2 60.1 71.4 68.8 71.9 70.8 73.5 62.1
MMF 9 44.8 66.7 66.9 63.9 54.2 57.7 58.5 65.2 71.6 69.4 70.5 69.9 59.6
Azatioprina 49.3 34.4 19.7 16 13.7 12.9 2.7 3.8 3.2 1 2 3.2 3.6 25
Sirolimus 0 0 0.2 0.4 7.5 21.7 25.5 18.3 12.2 6.1 6.7 2.2 2.3 0.5

CsA=ciclosporina A; MMF=micofenolato de mofetilo. Adaptado de NAPRTCS, 2010 [9].

Tabla 3. Seguimiento en pacientes estables del porcentaje del tipo de terapia usado

Porcentaje de Utilizacion de Farmacos
(Pacientes con injerto funcionando)
Era de trasplante 1996-2002 Era de trasplante 2003-2010

30 dias 1 afio 3 afios 5afios 30 dias 1 afio 3 afios 5 afios

Prednisona/CsA/MMF 33.6 35.3 28.4 21.8 6.6 6.9 7.1 6.2
Prednisona/Csa/Aza 20.5 15.8 12.7 8.1 0.7 0.4 0.4 0.4
Prednisona/CsA 11.2 51 4.4 4.9 1.7 1.1 0.7 2.1
Prednisona/TAC/MMF 17.8 22.5 26.6 31.3 56.2 52.1 45.6 40.9
Prednisona/TAC/Aza 2.2 4.5 6.1 6.6 21 24 2.6 3.7
Prednisona/TAC 7.7 9.2 10.9 11.6 6.2 10.1 11.2 9.9
TAC/MMF 0.6 15 2.3 3.5 14.8 12.2 12.8 14.9
Otra combinacion 6.4 6.2 8.6 12.3 11.9 14.8 19.7 21.9

Aza=azatioprina; CsA=ciclosporina A; MMF=micofenolato de mofetilo; TAC=tacrolimus. Adaptado de NAPRTCS, 2010 [9]

1.3. Tacrolimus

El tacrolimus en un inicio conocido como FK506, es una lactona macrdélida derivada

del hongo Streptomyces tsukubaensis usado clinicamente para la profilaxis o
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reversion del rechazo de un 6rgano después del trasplante del mismo [10]. El
tacrolimus inhibe a la calcineurina y, debido a que es mas selectivo por las células
T, su uso ha permitido una mayor preservacion de otras lineas celulares derivadas
de mieloides reduciendo la incidencia de infecciones al facilitar la disminucion de las
dosis de corticoesteroides [7]. Ademas es Util en el tratamiento de enfermedades de

origen autoinmune.

1.3.1. Mecanismo de accidn

El tacrolimus se une a una inmunofilina intracelular, la proteina fijadora de FK 12
(FKBP12), para crear un complejo que une a la calcineurina inhibiendo la actividad
fosfatasa de ésta con una potencia alrededor de cien veces mayor que la de la
ciclosporina. Como consecuencia, se bloquea la defosforilacion del factor nuclear
de células T activadas (NF-AT) y su translocacion al ndcleo celular del linfocito T,
con lo que se bloquea la expresién de los genes de citocinas tales como interleucina
2 (IL-2) e interfer6bn gama. Ademas, tacrolimus inhibe la fosforilacion de la proteina
IkB (la cual normalmente esta unida a otro factor nuclear, NF-kB, manteniéndolo
inhibido y evitando su translocacion al nucleo), con lo que impide la disociacion de
IkB y NF-kB, y bloguea la translocacién al nacleo de NF-kB. Como resultado global,
el tacrolimus inhibe la transcripcion de varios genes y esto desemboca en la
inhibicién de la sintesis de diferentes citocinas, principalmente la IL-2, asi como la
IL-3, IL-4, el factor de necrosis tumoral a (TNFa), el factor estimulador de colonias
de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) y el interferon y. El bloqueo de estas
citocinas resulta clave en la inhibicion de la activacién de las células T y, por lo tanto,

de la respuesta inmunitaria dependiente. [6-8, 10-13].
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1.3.2. Farmacocinética

1.3.2.1. Absorcion

El tacrolimus puede encontrarse en formulaciones intravenosa, oral o topica
(ungliento), pero para su uso en el tratamiento o prevencion de rechazo de injertos
normalmente se opta por la formulacion oral. El tacrolimus es un farmaco altamente
lipofilico y esto contribuye a su muy variable absorcion y es ésta la razén de que
este farmaco requiera un metabolismo extenso antes de su depuracion del cuerpo.
Ademas la absorcion se ve influenciada por la motilidad gastrointestinal [13, 14].
Generalmente, la biodisponibilidad es pobre de un promedio de aproximadamente
25%, pero puede oscilar de un 5% a 93% y en pacientes pediatricos se ha reportado
una biodisponibilidad promedio de hasta 18.6% + 13.7 con un rango de 5.1 a 26.6%
[15]. La biodisponibilidad se ve reducida en presencia de alimentos, por esto se
recomienda administrar en forma consistente ya sea en ayunas o con el mismo tipo
de alimentos [13]. El tacrolimus tiene un indice terapéutico estrecho de entre 5 a 10
ng/ml [16]. En funcién del tiempo tras un trasplante de rifidn el indice terapéutico se
ha reportado de 10-15 ng/ml dentro de los meses 1-6, de 8-12 ng/ml dentro de los
meses 6-12, y de 5-10 ng/ml después de los 12 meses post-trasplante [17]. Ademas
muestra amplia variacion entre individuos en las concentraciones en sangre
alcanzadas con una misma dosis. Los factores reportados a influir la
farmacocinética de los inhibidores de la calcineurina incluyen el tipo de trasplante
(rifidn, higado, corazon, etc.), la funcién hepética y renal, el uso de medicamentos
concomitantes tales como corticoesteroides, el tiempo post-operatorio, edad y raza
del paciente, hematocrito y concentraciones de albumina, ingesta de alimentos y

niveles de expresion de enzimas CYP3A y glicoproteina P [18].
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1.3.2.2. Distribucion

El tacrolimus se distribuye en la mayoria de los tejidos. Atraviesa la placenta y se
puede incluso llegar a encontrar en la leche materna en niveles similares a los
reportados en plasma. En sangre, el tacrolimus se une en mayor parte a los glébulos
rojos y, en el plasma, mas del 98% se une a proteinas plasmaticas,

fundamentalmente a la albumina y a la a:i-glicoproteina [12, 13].

1.3.2.3. Metabolismo

Los citocromos CYP3A4 y CYP3AS5 son las principales enzimas responsables del
metabolismo del tacrolimus, siendo la hidroxilacién y desmetilacion las principales
rutas metabdlicas. La proteina funcional CYP3A4 se encuentra en higado e intestino
delgado de todos los individuos, pero solo algunos individuos expresan niveles
significativamente altos de la proteina funcional CYP3AS5. Esta se encuentra en
higado, intestino delgado y rifiones de expresadores de CYP3A5 [13, 18].

La glicoproteina P es un transportador de eflujo dependiente de adenosin trifosfato
localizado sobre la membrana externa de varios tipos de células entre ellas los
hepatocitos y células epiteliales de los enterocitos del intestino. Debido a su
localizacion anatomica este transportador ayuda a proteger al cuerpo contra
xenobidticos toéxicos, pero también actla contra algunos farmacos como el
tacrolimus, por medio de excrecion activa de estos compuestos fuera de las células
y dentro del lumen intestinal, la bilis y orina, previniendo que alcancen el torrente

sanguineo [18].
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1.3.2.4. Eliminacién

Se han detectado por lo menos 15 metabolitos producto de la degradacion del
tacrolimus, siendo los principales el 13-O-desmetil y 15-O-desmetil tacrolimus; de
ellos mas del 95% son eliminados por la ruta biliar, mientras que la excrecion urinaria
aporta un promedio de 2.4% de la eliminacion del tacrolimus. La semivida de
eliminacién varia de 12-19 horas, aunque hay quienes la han reportado de 12-35
horas [12, 13, 15].

1.3.3. Farmacocinética en pacientes pediatricos

De acuerdo al NAPRTCS, en USA en 2010 tacrolimus se utilizé6 en 47% de los
trasplantes renales de pacientes pediatricos y sSu uso como inmunosupresion
primaria incrementé de 6% en 1996 a 74% en 2009, ademas se ha visto una
reduccion en la tasa de rechazo agudo en pacientes de 6-12 afios de edad donde
se report6 una tasa de rechazo en trasplantes de donador vivo de 1.36 y de 1.58 en
trasplantes de donador fallecido en el periodo del afio 1987-1995, mientras que para
el periodo de 1996-2010 estas tasas de rechazo disminuyeron a 0.47 y 0.62
respectivamente [9], lo que sugiere que el aumento en el uso de tacrolimus esta

relacionado con una disminucion en la incidencia de rechazo agudo.

La mayoria de los datos farmacocinéticos de estudios reportados muestran una
variabilidad mas grande en la poblaciéon pediatrica comparada con adultos. Una
posible explicacion podria ser la diversidad de edades entre las poblaciones
pediatricas estudiadas, lo cual podria contribuir a las variaciones importantes en los
pardmetros farmacocinéticos y en los requerimientos de dosificacion, asi también
cambios en varios parametros fisiol6gicos en desarrollo pueden tener impacto en la
disposicion del farmaco (ej. pH gastrico, tiempo de vaciamiento gastrico, tiempo de
transito intestinal, grasa corporal y composicion de agua, y niveles de proteinas en

plasma); [19].
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Las rutas oxidativas catalizadas por el sistema enzimatico del citocromo P 450 estan
inmaduras durante los primeros meses de vida y necesitan de 6 a 12 meses para
alcanzar una actividad metabdlica importante, la cual a esa edad podria ser mas
alta que el promedio de actividad en los adultos. Esta maduracion gradual de la
actividad de numerosos sistemas enzimaticos durante los primeros meses de vida
contribuye significativamente a la gran variabilidad interindividual en la velocidad de
eliminacion en pacientes pediéatricos de diferentes edades [13].

En general, la depuracion de tacrolimus en nifios es cerca de dos veces mas rapida
y el volumen de distribucién (V) hasta 1.8 veces mas alto, comparados con los
mismos parametros en adultos [19], lo que explica las diferencias en las dosis
administradas, siendo mas altas las de nifios respecto a las de adultos para alcanzar

concentraciones en sangre comparables.

1.3.4. Reacciones adversas

Los principales efectos adversos asociados con tacrolimus incluyen nefrotoxicidad,
neurotoxicidad, diabetogénesis, trastornos gastrointestinales, hipertension,
infecciones y complicaciones malignas [15]. Ademas pueden presentar una amplia
variedad de efectos adversos como: alteracién isquémica de arterias coronarias,
anemia, leucopenia, dolor de cabeza, diarrea, nausea, vOmitos, Ulcera
gastrointestinal, dolor gastrointestinal y abdominal, hiperglucemia, hiperpotasemia;
hipomagnesemia, hipofosfatemia, hipopotasemia, hipocalcemia, hiperuricemia,

acidosis metabdlica, hiperlipemia, entre otros mas [20].

Los eventos adversos tienden a ocurrir mas frecuentemente en los primeros meses
después del trasplante y a declinar a partir de entonces en relacién con las
reducciones de las concentraciones de tacrolimus. La nefrotoxicidad,

neurotoxicidad, diabetogénesis, trastornos gastrointestinales e infecciones ocurren
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mas frecuentemente 0 son mMas severos en concentraciones mas altas. Otras
reacciones (por ej. la disartria) parecen requerir de factores multiples para emerger

y, por lo tanto, son insensibles a la reduccion de la concentracion [15].

1.3.5. Interacciones con otros farmacos

La mayoria de los reportes de interacciones con tacrolimus se reportan de
observaciones en adultos y muy pocos en pacientes pediatricos. Se han reportado
un gran numero de farmacos que pueden incrementar o disminuir las
concentraciones en sangre de tacrolimus, entre los principales que las aumentan
estan: alopurinol, ciclosporina, claritromicina, clotrimazol, danazol, diltiazem,
eritromicina, fluconazol, itraconazol, ketoconazol, lanzoprazol, metoclopramida,
nifedipino, omeprazol, verapamilo, entre otros. Dentro de los principales farmacos
reportados que disminuyen los niveles de tacrolimus estan: antiacidos, bicarbonato
de sodio, glucocorticoides, carbamazepina, fenitoina, fenobarbital, Oxido de

magnesio, primidona, rifampicina [19, 21].

También pueden ocurrir interacciones farmacodinamicas que afectan la funcion
renal, éstas pueden presentarse con algunos farmacos administrados de forma
concomitante al tacrolimus y, que se han reportado como causa de nefrotoxicidad
aumentada, ejemplo de éstos farmacos son: amfotericina B, aminoglucésidos,
antiinflamatorios no esteroidales, inhibidores de la enzima convertidora de

angiotensina [19].

En cuanto a interacciones de tacrolimus en las que éste afecta a otros farmacos se
ha relacionado al tacrolimus con un posible efecto inhibitorio sobre el metabolismo

del acido micofendlico resultando en niveles aumentados de éste ultimo [19].
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1.3.6. Farmacogenética del tacrolimus

La farmacogenética investiga los factores genéticos que influencian la repuesta de
un farmaco en un paciente individual y que pueden ser Utiles para predecir la dosis
inicial requerida, identificando a los pacientes con un riesgo incrementado de
presentar efectos adversos y ajustando la terapia de mantenimiento. Los
polimorfismos de un solo nucleotido (o SNP por sus siglas en inglés) son variantes
comunes de un gen y consisten de alteraciones de un solo nucleétido en la
secuencia de el gen, tales alteraciones pueden reflejar cambios en la expresion o
en la funcién de las proteinas codificadas por dicho gen; por ejemplo algunos SNPs
de los genes que codifican enzimas metabolizadoras y transportadores de farmacos
resultan en una actividad incrementada o disminuida de la proteina codificada [22],
y como consecuencia pueden producir un metabolismo y concentraciones del

farmaco alterados para los individuos portadores de tales polimorfismos.

La expresion atipica de CYP3A4, CYP3A5, y la glicoproteina P es uno de los
factores responsables de la alta variabilidad en el comportamiento farmacocinético
de los inhibidores de la calcineurina como el tacrolimus. Esto es parcialmente el
resultado de SNPs de los genes que codifican estas enzimas y el transportador de

farmacos.

El SNP més estudiado del CYP3A4 es conocido como CYP3A4 -392A>G, y el alelo
variante resultado de este polimorfismo como CYP3A4*1B, mientras que el alelo
silvestre se conoce como CYP3A4*1. La expresion de CYP3A4*1B lleva a una
actividad transcripcional aumentada de CYP3A4 y a encontrar niveles mas altos de
esta proteina. El alelo CYP3A4*1B esta presente en aproximadamente 2-9.6% de
los individuos caucasicos, 35-67% de africanos, 9.3-11% de hispanos y 0% de
asiaticos. Aunque existen muy pocos estudios que reportan la asociacion entre
CYP3A4*1B y la farmacocinética de tacrolimus algunos datos muestran que los

individuos portadores de CYP3A4*1B requieren de dosis mas grandes de tacrolimus
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para alcanzar las concentraciones en sangre deseadas comparados con los
homocigotos de CYP3A4*1 [18, 23].

CYP3A5 6986A>G es el SNP mas estudiado referente al CYP3AS5, al alelo variante
producto de dicho polimorfismo se le conoce como CYP3A5*3 mientras que al alelo
silvestre se le refiere como CYP3A5*1. Los portadores heterocigotos u homocigotos
de CYP3A5*1 se dice que son expresadores de la proteina funcional CYP3A5, y los
portadores homocigotos del alelo variante CYP3A5*3 tienen un coddén de paro
prematuro y producen niveles muy bajos o indetectables de la proteina funcional
CYP3AS5 por lo que se dice que son no expresadores de CYP3A5 [18]. Por lo tanto,
los individuos portadores del alelo variante presentan una capacidad metabdlica
mas baja. El alelo CYP3A5*1 se encuentra en aproximadamente 5-15% de
individuos caucasicos, 45-73% de afroamericanos, 15-35% de asiaticos y 25% de
mexicanos [18]. Algunos estudios han reportado que las concentraciones de
tacrolimus son mucho mas altas en sujetos con el alelo CYP3A5*3/*3 que en sujetos
con el alelo *1/*1 6 *1/*3 [24], asi mismo otros estudios han confirmado el impacto
del polimorfismo CYP3A5*1/*3 sobre la farmacocinética de tacrolimus reportando
una depuracion de 25-40% mas grande y niveles en sangre hasta 3 veces mas bajos
en portadores del alelo silvestre CYP3A5*1, muchos de estos estudios se realizaron
en pacientes de trasplante renal con un seguimiento temporal de hasta 1 afio [22].

Con respecto a la glicoproteina P se sabe que este transportador de eflujo es
codificado por el gen ABCB1 también conocido como MDR1 (gen de resistencia a
multiples farmacos, por sus siglas en inglés), y tres polimorfismos principalmente
han sido asociados con la variabilidad entre sujetos en la expresion de esta proteina,
tales polimorfismos son ABCB1 1236C>T en el ex6n 12, ABCB1 2677G>T/A en el
exén 21, y ABCB1 3435C>T en el exdn 26; y a los alelos variantes resultantes de
estos polimorfismos se conocen como ABCB1 1236T, 2677T/A, y 3435T,
respectivamente, mientras que los alelos silvestres son ABCB1 1236C, 2677G, y
3435C, respectivamente. El haplotipo variante ABCB1 1236T-2677T-3435T (T-T-T)

se encuentra en aproximadamente 32% de caucasicos, 5% de afroamericanos, 27%
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de asiatico-americanos y 35% de méxico-americanos. En teoria los polimorfismos
de ABCB1 resultan en disminucion en la expresion de la glicoproteina P, lo que
llevaria a tener niveles en sangre de tacrolimus mayores y un requerimiento de dosis
mas bajo en los individuos portadores de los alelos variantes. Pero aun es
controversial la asociacion de los polimorfismos de ABCB1 con la variabilidad de los
niveles en sangre de tacrolimus, ya que mientras algunos estudios han reportado
niveles de tacrolimus mas altos en portadores del alelo 2677T, del 3435T o del
1236T comparados con pacientes de trasplante que fueron homocigotos de los
alelos silvestres 2677GG, 3435CC, o 1236CC respectivamente, otros estudios no
han mostrado correlacion entre los polimorfismos y las diferencias en las
concentraciones de tacrolimus, y mas bien atribuyen una importancia mayor para
tal variacion al polimorfismo de CYP3A5 [15, 18, 22, 24].

1.4. Farmacocinética poblacional y modelado

La farmacocinética poblacional es una herramienta que permite estudiar las
caracteristicas basicas de la disposicion de los farmacos en una poblacién que
juega un papel importante en la farmacologia clinica y en el desarrollo de farmacos
nuevos. La farmacocinética poblacional considera los parametros farmacocinéticos
de una poblacion particular, asi como la variabilidad inter e intraindividual a
diferencia de la farmacocinética convencional para la cual una de sus limitaciones
es un analisis de datos basico, sin tomar en cuenta la variabilidad individual que

permita un analisis mas amplio y diverso [25].

Un modelo es la relacion entre los valores observados (ej. concentraciones
plasmaticas) y todos aquellos factores que afectan a dicho valor (ej. funcion renal,
hepatica etc.). Los modelos farmacocinéticos de poblacion se utilizan para
almacenar nuestra experiencia sobre el comportamiento de un farmaco en un cierto
grupo de individuos o poblacién. Proporciona una guia inicial para desarrollar

regimenes de dosificacion de farmacos con el fin de alcanzar y mantener una



ANALISIS FARMACOCINETICO POBLACIONAL DE TACROLIMUS EN PACIENTES PEDIATRICOS CON TRASPLANTE RENAL

determinada concentracion plasmatica en cada paciente. Si se conocen los
paradmetros apropiados, podremos aplicar una ecuacion farmacocinética para
predecir la concentracion de farmaco en un determinado compartimento tras la
administracion de determinada dosis y forma de administraciéon. Cuando se quiere
generalizar una ecuacion farmacocinética para que esta sea aplicable a un gran
namero de pacientes, debe tenerse en cuenta la variabilidad interindividual de los
parametros farmacocinéticos. Los parametros poblacionales de un modelo de
poblacion se dividen en parametros de efecto fijo, por €j. los valores medios de los
paradmetros farmacocinéticos; y parametros de efecto aleatorio estos cuantifican la
magnitud tipica de la variabilidad cinética interindividual y la magnitud tipica de la
variabilidad residual como resultado de la variabilidad aleatoria intraindividual,
errores de la técnica analitica, en la extraccion de la muestra, asi como el valor

asociado a la eleccion del modelo (inexactitud del modelo).

Los aspectos fundamentales para el disefio de regimenes de dosificaciébn en un
paciente son las caracteristicas de poblacién que incluyen: 1) los valores medios de
los parametros, 2) la relacién cuantitativa con las caracteristicas fisiologicas del
individuo (ej. peso, funcién renal, etc.) y, 3) su variabilidad entre la poblacion de

pacientes [26].

1.4.1. Modelado no lineal de efectos mixtos

Existen varios métodos para estimar los parametros farmacocinéticos de una
poblacién. Algunos métodos toman los datos de todos los individuos y los fusionan
como si se tratase de un unico individuo y sobre este “paciente poblacional” se
estiman los parametros farmacocinéticos, otros métodos estiman en primer lugar
los parametros farmacocinéticos de cada individuo y, a partir de aqui, los de la
poblacién, existen también los métodos que no precisan de la estimacién preliminar
de parametros individuales y, en los cuales la estimacion se realiza en una sola

etapa. Dentro éste ultimo tipo de métodos, se encuentra el modelado no lineal de
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efectos mixtos (NONMEM). A diferencia de otros métodos en éste el total de la
poblacidn, incluso cuando solo existe un dato por individuo, casi siempre suministra

suficientes datos para realizar estimaciones.

NONMEM permite la estimacion directa de los parametros poblacionales en una
sola etapa analizando simultaneamente los datos provenientes de varios individuos,
para lo cual emplea el método extendido de minimos cuadrados. Los parametros
poblacionales del modelo se dividen en parametros de efectos fijos y parametros de

efectos aleatorios [26].

1.4.2. Estudios farmacocinéticos poblacionales de tacrolimus

Se han realizado algunos estudios de modelado farmacocinético poblacional de
tacrolimus en pacientes de trasplante de érganos, en general hasta el 2004 era
pequefio el numero de estudios reportados, hoy en dia se sabe que éste ha
aumentado, en la tabla 4 podemos ver un resumen de algunos de estos estudios y
de los pardmetros farmacocinéticos que estimaron, ademas se puede notar que la
mayoria se realizé en pacientes adultos de trasplante de higado, una menor parte
en adultos con trasplante de rifién, y solo uno en pacientes pediatricos de trasplante
de rifidén. Existen varios modelos poblacionales de tacrolimus en los que una parte
importante de la variabilidad cinética interindividual y del error aleatorio residual ha
permanecido sin explicacion, y en algunos incluso se ha observado un grado alto
de imprecisién [15]. Se han realizado estudios mas recientes en los que se
estimaron parametros farmacocinéticos poblacionales como la depuracién, volumen
de distribucién y biodisponibilidad del tacrolimus, y en los que covariables como la
fraccion de hematocrito y la dosis de corticoesteroide tuvieron influencia significativa
sobre la depuracion y podrian ser importantes para el ajuste de la dosis [27, 28]. No
obstante que se haya mejorado la precision de los modelos, a excepcion de algunos
estudios recientes, la mayor parte se ha realizado en pacientes adultos y no tomaron

en cuenta como covariables a evaluar la expresion de los genes CYP3A y de la
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glicoproteina P, o el tipo de formulacién de tacrolimus administrada lo cual podria

mejorar el resultado del modelado.

Tabla 4. Resumen de analisis poblacionales y modelado de la farmacocinética de tacrolimus.

Tipo de
trasplante

Etnicidad

Tipo de
poblacion

Parametros farmacocinéticos medidos

Ao

Referencia

Higado

Higado
Higado

Higado

Células
hematopo-
yéticas

Rifion

Higado

Higado

China,
malaya,
india

Japonesa
Espafiola

Australiana

Estadouni-
dense

Australiana

Australiana

Japonesa

Pediatrica

Adulta

Pediatrica

Pediatrica

Adulta

Adulta

Pediatrica

Adulta

CL(L/h) = 1.46*[1+0.339*(edad — 2.25)]
V (L) = 39.1*[1+4.57*(BSA — 0.49)]

F (%) = 0.197*[1+0.0887*(WT — 11.4)];
si BILI < 200pmol/L

F (%) = 0.197*[1+0.0887*(WT — 11.4)]

*[1.61]; si BILI = 200umol/L

CL (L/h) = (0.737+0134*POD) *0.728"F
*0.809%F *HW/600

CL (L/h) = 10.4(WT/70)%*

*@-0.00082 T %g- 0.057 BILI * (1 —0.079 ALT)
CL/F higado completo (L/h) = 44

CL/F nigado de diseccisn (L/h) = 5.75

VIF (L) = 617

CL (L/h) =5.22

CL (L/h) = 0.797; si BILI 2 -9.9mg/d|
CL (L/h) = 0.581; si BILI 2 10mg/dl
CL (L/h) = 0.587; si SCr = 2.0mg/dl
CL (L/h) = 0.814; si hay GVHD grado Ill
y IV, y VOD

F(%) = 28

CL/F (L/h) = 31.8; si HCT < 0.33

CL/F (L/h) = 24.2; si HCT > 0.33

VIF (L) = 2080

CL/F higado completo (L/h) =16.31

CL/F higado de diseccién (L/h) =8.51

VIF (L) =565

CL/F 2 (L/h) = 8.31

VIF 2 (L) = 155

CL/F ® nhigado completo (L/h) =17.9+8.8
CL/F?® higado de diseccion (L/h) = 11.6+8.8
VIF b (L) = 7124792

CL/F € higado completo (L/h) = 12.8+3.5
CL/F © higado de diseccisn (L/h) = 8.2+3.4
VIF ¢ (L) = 221+164

CLd (L/h) =
(0.737+0.0134*POD)*0.728"F * 0.809RF
* HW/600

V9 (Lkg) = 1.52

Fd(%)=6.77

CL © (L/h) = 0.0541*WT

V e (L/kg) = 0.906

Fe (%) =25

2000

2001

2001

2001

2001

2002

2002

2003

(29]

(30]
(31]

(32]

(33]

(34]

(35]

(36]
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Higado Australiana
Pulmén Francesa
Higado -
Higado Francesa
Higado Coreana
Higado Japonesa
Higado Asiética
Higado Australiana
Rifién Francesa
Higado China
Rifion China
Rifion -
Rifion Francesa

Adulta

Adulta

Adulta

Adulta

Adulta

Pediatrica

Adulta 'y
pediatrica

Adulta

Adulta

Adulta

Adulta

Pediatrica

Adulta

CL/F b (L/h) = 26.5+8.2 2003
V/F® (L) = 399+185

ABC12 (ug*h/L) = 182.3+48.2, pacientes 2005
con CF

Cmax (M/L) = 31.9£16.9, pacientes con

CF

tmax (h) = 1.5+0.6, pacientes con CF

ABCi12 (ug*h/L) = 184.0+55.1, pacientes

sin CF

Cmax (W/L) = 33.1£15.0, pacientes sin

CF

tmax (h) = 1.4+0.7, pacientes sin CF

CL/F (L/n) = 21.3 2005
VIF (L) = 316.1

CLmax = 36 2005
TCLso (dias) = 6.3

V (L) = 1870

CL/F (L/kg/h) = 0.36 2006
V/F (L) =568

CL/F = disminuy6 cuando AST fue 2006

elevada, o incremento linearmente al

tiempo postoperatorio, pero no cambio

después del dia 21. Increment6 2

veces en receptores de injerto cuyo

genotipo fue CYP3A5*1 en

comparacion de portadores de genotipo
CYP3A5*3/*3 hepatico.

CLg/F (L/h) = 14.1 2006
VelF (L) = 217

CLe/F (L/h) = 537

Vpe/F (L/h) = 563

ABC12 (ug*h/L) = 0.469, en pacientes 2006
con hipertension

ABC12 (ug*h/L) = 0.143, en pacientes

con hipercalemia

ABC12 (ug*h/L) = 0.351, en pacientes
hiperglicemia

CLmin (L/h) = 1.81+0.22 2007
CLmax (L/h) = 5.55

TClLso (dias) = 3.81+0.53

V (L/kg) = 98.4+13.1

F (%) = 17.3+1.57

CL/F (L/h) = 22.1, modelo PK 2007
CL/F (L/h) = 15.9, modelo PK/PG

ka (ht) = 4.48, (valor fijado)

CL/F (L/h) = 21.7 2008
VIF (L) = 241

CL/F = mas alta con nivel HCT bajo 2009
CL/F = mas baja en pacientes

CYP3A5*3/*3

CL/F (L/h) = 28+4; HCT y PXR- 2009

25385C>T SNP influenciaron a CL/F,
pero solo HCT se retuvo en el modelo

(37]

(38]

(39]

[40]

[41]

[42]

(10]

(43]

[27]

[44]

[45]

[46]

(28]
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final debido a que permitié una
estimacion mas exacta, HCT
correlaciond inversamente con CL/F
Rifién Francesa Adulta CL/F = 2 veces mas alta en 2010 [47]
expresadores (CYP3A5*1/*1y
CYP3A5*1/*3) que en no expresadores
(CYP3A5*3/*3) de CYP3A5
Rifion Francesa Adulta CL/F = 2 veces més alta en pacientes 2011 [48]
CYP3A5*1/*3 y CYP3A5*1/*1 (42 L/h)
que CYP3A5*3/*3 (21 L/h). HCT
correlacioné inversamente con CL/F

ALT = alanino aminotransferasa; AST = alanino aminotransferasa; ABCi2 = éarea bajo la curva
concentracion-tiempo de 0 a 12 h; BILI = bilirrubina total; BSA = area de superficie corporal; Cmax =
concentracion de farmaco en sangre maxima; CF = fibrosis cistica; CL = depuracion; CLmax = valor maximo
de depuracién; CLmin = valor minimo de depuracién; CL/F = depuracion aparente; CLs/F = depuracion
aparente basada en las concentraciones de sangre total; CLp/F = depuracion aparente basada en las
concentraciones en plasma; CYP3A5*1/*1 = genotipo homocigético del alelo silvestre de CYP3AS5;
CYP3A5*1/*3 = genotipo heterocigotico de los alelos silvestre/variante de CYP3A5; CYP3A5*3/*3 =
genotipo homocigético del alelo variante de CYP3AS5; F = biodisponibilidad; GVHD = enfermedad del injerto
contra el huésped; HCT = hematocrito; HF = funcion hepatica; HW = peso hepatico; ka = constante de
absorcion; PG = farmacogenético; PK = farmacocinético; POD = dias postoperatorios; PXR-25385C>T SNP
= polimorfismo del gen PXR; RF = funcién renal; SCr = creatinina en suero; tmax = tiempo para alcanzar
Cmax; TCLso = tiempo para obtener 50% de ClLmax; V = volumen de distribucion; V/F = volumen de
distribucién aparente; Ve/F = volumen de distribucion aparente basado en las concentraciones de sangre
total; Ve/F = volumen de distribucion aparente basado en las concentraciones en plasma; VOD =
enfermedad veno-oclusiva; WT = peso corporal

a = promedios de estimados en P-PFARM

b = estimados de parametros bayesianos individuales en NONMEM

¢ = estimados de parametros bayesianos individuales en P-PHARM

d = descrito previamente por Fukatsu et al.

€ = descrito previamente por Jusko et al.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México en el afio 2011 hubo cerca de 8100 pacientes en espera de un trasplante

renal, de los cuales, Unicamente 2100 trasplantes se llevaron a cabo, ademas en el

2012 se realizaron 2361 trasplantes de rifion y en el 2013 fueron reportados 1958

trasplantes renales hasta el tercer trimestre de ese afio [2, 5]. Pese al éxito de

tacrolimus como terapia inmunosupresora en pacientes de trasplante sigue

existiendo complejidad al tratar de implementar de manera adecuada terapias

inmunosupresoras con este farmaco ya que es considerado potencialmente

peligroso al mostrar una ventana terapéutica estrecha, por lo que en la actualidad
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el monitoreo terapéutico de tacrolimus es necesario y se lleva a cabo midiendo las
concentraciones minimas también conocidas como niveles en valle; sin embargo,
esto ha sido cuestionado al presentarse algunos casos de toxicidad y rechazo aun
cuando las concentraciones minimas estaban dentro del limite considerado como

aceptable [13].

En los pacientes de trasplante renal los mayores riesgos de no contar con una
Optima dosificacion de tacrolimus (y por lo tanto no alcanzar los niveles terapéuticos
del inmunosupresor o0 sobrepasar éstos), son que sufran rechazo del injerto, y/o

presentar efectos adversos graves como nefrotoxicidad.

3. JUSTIFICACION

El tacrolimus es uno de los farmacos inmunosupresores mas usados para prevenir
el rechazo en la terapia administrada a pacientes de trasplante de Organos
incluyendo el de rifidn. Pero debido a sus inconvenientes al momento de
administrarlo (baja biodisponibilidad, un indice terapéutico estrecho, elucidacion de
variabilidad amplia entre individuos en sus concentraciones en sangre aun con una
misma dosis) incluyendo eventos de rechazo de injerto o efectos adversos aun
cuando se realiza monitoreo terapéutico, se eleva la importancia de tratar de
optimizar su dosificacion e intentar disminuir en la medida de lo posible la incidencia
de rechazo del injerto y/o de efectos adversos debidos al farmaco. Esto podria
lograrse creando un modelo farmacocinético adecuado de tacrolimus que explique
con mayor precision su variabilidad entre individuos, y ayude al desarrollo de un
mejor régimen de dosificacion; mediante el uso de herramientas computacionales

de analisis farmacocinético poblacional, como NONMEM.
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4. OBJETIVO

Desarrollar un modelo farmacocinético poblacional de tacrolimus en pacientes

pediatricos mexicanos de trasplante de rifidbn que explique con mayor precision la

farmacocinética tan variable de este farmaco en estos individuos, y el cual ayude a

crear un régimen de dosificacion mejor y mas confiable para los pacientes.

4.1. Objetivos especificos

e Crear una base de datos que contenga la informacién demografica, biolégica,
farmacogenética, asi como de las concentraciones en sangre de tacrolimus,

y de la terapia inmunosupresora y medicamentos concomitantemente

administrados, de pacientes pediatricos de trasplante de rifion; la cual sirviera

para realizar el andlisis poblacional.

e Realizar el andlisis de los datos y probar distintos modelos estructurales.

e Elegir el modelo que se ajuste mas a los datos de los pacientes y muestre

las mejores estimaciones de los parametros farmacocinéticos poblacionales,

como modelo base.

e Buscar y seleccionar posibles covariables con efecto significativo sobre el

modelo y probar algunas que se han reportado en la literatura con influencia

importante en las concentraciones en sangre y dosificacion de tacrolimus,

como el genotipo de CYP3AS.

e Construir el modelo covariable final.
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e FEvaluar el modelo final

e Disefiar un descriptor basado en el modelo final que ayude a optimizar la

dosis de tacrolimus

5. HIPOTESIS

El andlisis poblacional y modelado de los datos clinicos obtenidos de los pacientes
cuya terapia incluye tacrolimus explicara mejor la farmacocinética de este

inmunosupresor, y ayudara a disefiar un régimen de dosificacion mas adecuado.

6. METODOLOGIA

6.1. Pacientes y coleccion de datos

Se realizé un analisis retrospectivo de los datos de 53 pacientes pediatricos del
Hospital Infantil de México (HIM) Federico Gbmez, con trasplante renal y con funcion
renal estable que dentro de su régimen inmunosupresor estaban siendo tratados
con tacrolimus y, a los se les realiz6 un estudio de perfil farmacocinético de
concentracion en sangre de tacrolimus vs. tiempo a 12 horas. El estudio fue
conducido de acuerdo a los principios de la Declaracién de Helsinki de la Asociacion
Médica Mundial, y fue aprobado por el Consejo de Revision Institucional interno y el
Comité de Etica. Consentimiento informado por escrito fue obtenido para todos los

pacientes.

Los datos son de pacientes a los cuales el trasplante se les realizo entre los afios
del 2007 a 2009.
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6.1.1. Esquemas de inmunosupresion y medicacion

Los pacientes podian estar dentro de dos posibles grupos de terapia
inmunosupresora a los cuales fueron agregados aleatoriamente, uno que incluyo el
corticoesteroide prednisona y otro libre de esteroides; ademas de recibir tacrolimus
y micofenolato de mofetilo como terapia de mantenimiento. Otros farmacos que
recibieron fue basiliximab o daclizumab como terapia inductora y una variedad de
farmacos administrados concomitantemente a la terapia de inmunosupresion y que
dependio de la etiologia presente en cada paciente y se modificé segun la evolucién
del mismo. Tomando en cuenta lo anterior el esquema de inmunosupresion fue

dividida en 2 grupos:

Grupo | terapia habitual (44 pacientes):

e Basiliximab Anti CD25: Dos dosis el dia del trasplante y en el 4° dia post
operatorio.

e Mofetil micofenolato: 900mg/m?sc/dia dividido en dos tomas.

e Metilprednisolona: 2 bolos de metilprednisolona 10 mg/kg (Dias 1y 2 del
trasplante renal).

e Prednisona: Se inicia en 20. dia post-operatorio 2 mg/kg/dia, con reduccion
progresiva de la dosis para a los seis meses tener una dosis de 0.12 a 0.15
mg/kg/dia y se mantiene a largo plazo.

e Tacrolimus: La dosis se ajusta para alcanzar niveles en valle entre 5y 10

ng/ml.

Grupo Il sin esteroides (9 pacientes):

e Daclizumab Anti CD25: 2 mg/kg IV 4 horas antes del trasplante.
Posteriormente dosis de 1mg/kg en las semanas 2, 4, 5, 6, 8, 11, 15, 19y 23
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para alcanzar una dosis acumulada de 10 mg/kg a los 6 meses post-
trasplante.

e Mofetil micofenolato: 900 mg/m?sc/dia dividido en dos tomas. Inicia el dia del
trasplante renal. La dosis se disminuye a 600 mg/m?sc a las dos semanas
post-trasplante.

e Tacrolimus: Se inicia el dia del trasplante a dosis de 0.15 mg/kg dividido cada
12 horas, la dosis se ajusta para alcanzar los siguientes niveles en valle
segun el tiempo post-trasplante: Semanas 1y 2, 12-15 ng/ml; semanas 3-8,
10-12 ng/ml; semanas 9-12, 8-10 ng/ml; semanas 13-20, 5-7 ng/ml; méas de

20 semanas, 3-5 ng/ml.

La dosis de la terapia inmunosupresora incluyendo la administracion de tacrolimus
se modifico segun la evolucion clinica de cada paciente pudiendo incluso llegar al
retiro y/o substitucion del farmaco en caso de aparicion de rechazo o toxicidad,
ademas los pacientes que fueron de riesgo alto o intermedio para infeccion por CMV
recibieron profilaxis con ganciclovir o valganciclovir por 100 dias. Los pacientes que
presentaron rechazo agudo corroborado por biopsia renal fueron tratados con tres
bolos de metilprednisolona 10 mg/kg iv. En caso de pertenecer al grupo sin

esteroides, no recibieron mas esteroides después de los bolos.

La mayoria de los pacientes recibi6 el régimen inmunosupresor estandarizado que
incluia tacrolimus, micofenolato de mofetilo y prednisona, y algunos otros recibieron
el esquema de inmunosupresion sin esteroides (prednisona). Los pacientes
recibieron las formulaciones de tacrolimus autorizadas por su proveedor de
seguridad social, por lo tanto aunque al momento del estudio la mayoria de los
pacientes estuvo recibiendo la formulacion innovadora Prograf® (Janssen-Cilag,
S.A. de C.V.) algunos pacientes pudieron estar tomando una de las formulaciones
genéricas Framebin® (Laboratorios Pisa, S.A. de C.V.), Limustin® (Landsteiner

Scientific, S.A. de C.V.) o Tenacrine® (Vitae Laboratorios, S.A. de C.V.), y en unos
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cuantos pacientes no se tuvo la informacion acerca de la formulacién que estaban

recibiendo.

6.1.2. Seguimiento

Los periodos de seguimiento de los datos que se tienen de la evolucion de los
pacientes después del trasplante son de aproximadamente de 1 a 2 afos, o
dependiendo de la fecha en que se realizo6 el trasplante a cada paciente. Para esto,
todos los pacientes fueron vigilados en la consulta externa de nefrologia del HIM y
se monitorearon diferentes caracteristicas (cada vez que acudian a su consulta
clinica en el hospital), desde demogréaficas como: estatura, peso, superficie corporal,
edad; también clinicas y biolégicas como: creatinina en sangre, examen general de
orina, niveles de células hematicas, valores de distintos electrolitos en sangre (ej.
Na, K, etc.), asi como descriptores de la funcién hepatica (proteinas totales,
albumina, etc.) entre otras; también se monitorizaron las concentraciones en sangre
de tacrolimus, registrando las dosis prescritas de los demas farmacos
administrados. Los periodicidad de monitoreo fue: desde el dia cero (el dia del
trasplante o antes), después aproximadamente cada semana los primeros dos
meses, cada dos semanas del segundo al sexto mes, cada mes hasta los 12 meses,
cada tres meses el segundo afo del trasplante, pudiendo variar a lapsos de tiempo
mayores 0 menores dependiendo de la programacion de la consulta de cada
paciente por los médicos o de si llegbé a presentar alguna internacion hospitalaria
por distintas causas. Ademas se contdé con datos de SNPs de CYP3A5, asi como
de ABCB1.

6.1.3. Perfiles farmacocinéticos y medicion de tacrolimus

Los datos de los perfiles farmacocinéticos se obtuvieron de estudios realizados a 9

puntos. El paciente debia llegar antes de la hora de la toma de su dosis matutina de
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tacrolimus, en ayunas y habiendo tomado la dosis de la noche de manera exacta.
Se les midio peso y talla, y se registré dosis de tacrolimus y otros medicamentos
que estuvieran tomando concomitantemente. Posteriormente se procedia a iniciar
el estudio farmacocinético el cual consistid en colocar un catéter i.v. y tomar 9
muestras sanguineas de 1 ml en un tubo Vacutainer® con 7.2 mg de K2EDTA
(excepto en la predosis en la que se tomaron 3.5 mL), a los siguientes tiempos: 0
(predosis), 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, y 12 horas después de su dosis diaria matuntina de

tacrolimus. Las muestras de sangre fueron almacenadas a -70°C hasta su analisis.

Las concentraciones de tacrolimus en sangre fueron medidas usando el
inmunoensayo de  microparticula  quimioluminiscente  (chemiluminescent
microparticle immunoassay CMIA) en un sistema ARCHITECT (Abbott-
Laboratories; Abbott Park, IL, USA) de acuerdo a la informacién del fabricante y a

metodologia reportada en otros estudios [49].

6.1.4. Genotipificacion de CYP3A5 y ABCBL1

Los datos de los genotipos de CYP3A5 y ABCBL1 de los pacientes se obtuvieron de
los resultados arrojados por varias técnicas empleadas como la reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real, cromatografia liquida de alta resoluciéon
desnaturalizante (dHPLC) y secuenciacion directa de DNA utilizando el
secuenciador ABI Prism 310, realizadas por personal de laboratorio de investigacion
de nefrologia del Hospital Infantil de México Federico Gémez, y como ha sido

reportado previamente por Garcia-Roca et al [49].

Se disefiaron oligonucledtidos cebadores o “primers” con el fin de flanquear los
polimorfismos CYP3A5/*1/*3 (dbSNP: rs776746) y ABCB1 1236C>T, 2677G>T/Ay
3435C>T (dbSNP: exon 12 rs1128503, exon 21 rs2032582 and exon 26 rs1045642;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), usando las secuencias CYP3A5
ENSG00000106258 y ABCBl1 (MDR1l) ENSG0000085563 como referencia
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(Ensembl release 65-Dec 2011© WTSI/EBI http://www.ensembl.org/index.html), y el
programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/). EI ADN fue obtenido de células de
sangre periférica usando el mini kit QlAamp DNA (Qiagen Hilden, Germany) de

acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

La genotipificacion de CYP3A5/*1/*3 y ABCB1 (MDR1) 1236C>T, 2677G>T/A y
3435C>T se llevd a cabo por amplificacion a través de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y una subsecuente secuenciacion de ADN. La concentracion de
ADN fue medida usando un espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE). La reaccién de secuenciacion fue realizada usando
un kit de secuenciacion BigDye Terminator v3.1 Cycle (Life Technologies
Corporation) y después fue purificada usando columnas Centri-Sep (Princeton,
Separations, Inc., Foster City, CA), de acuerdo a especificaciones del proveedor.
Las muestras purificadas fueron mezcladas con 15 ml de formamida Hi-Di (Life
Technologies Corporation), incubada a 96°C por 2.5 minutos y enfriada a 4°C. El
andlisis fue hecho en un analizador genético ABI PRISM 310 (Life Technologies
Corporation). Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las de referencia

con el fin de caracterizar el polimorfismo presente en cada paciente.

6.2. Modelado farmacocinético poblacional

Fueron analizadas 405 concentraciones de tacrolimus en sangre de 53 pacientes.
Estos datos de concentraciones de tacrolimus en sangre total contra tiempo fueron
descritos a través de aproximacion poblacional con el programa de modelado no
lineal de efectos mixtos NONMEM version 7.2 (ICON Development Solutions) [50].
El método de estimacion usado durante el modelado farmacocinético fue la
estimacion condicional de primer orden (FOCE) con la opcion de interaccion. Las
concentraciones de tacrolimus en sangre fueron obtenidas en condiciones de

estado estacionario después de administracion oral previa cada 12 horas (h), esta
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caracteristica del estudio fue tomada en cuenta durante el analisis usando la opcién
SS=1 provista por NONMEM [50, 51].

6.2.1. Modelo base

Primero se probaron distintos modelos compartimentales para ajustar a los datos
experimentales de concentracion contra tiempo de los 53 pacientes y se seleccioné
el que tuvo mejor ajuste. En base al modelo seleccionado se probaron los siguientes
modelos estructurales los cuales varian entre si en el proceso de absorcion: I).
Absorcion de primer orden con tiempo de latencia (tiag), Il). Absorcion por
compartimentos de transito, como se propuso por Savic et al [52], y el cual es un
modelo que describe la absorcion del farmaco como un proceso de pasos multiples
representados por una cadena de compartimentos presistémicos, sin asignar una
correlacion fisica a cada compartimento de transito, y donde el numero de
compartimentos de transito 6ptimo es estimado. Se usaron las subrutinas ADVAN2
TRANS2, ADVAN4 TRANS4, y ADVANG dependiendo del modelo a probar.

Los pardmetros farmacocinéticos que se estimaron fueron los parametros de
absorcion, el volumen de distribucién aparente del compartimento central (V/F), el
volumen de distribucion aparente del compartimento periférico (V1/F), depuracion
oral aparente (CL/F) y depuracion aparente intercompartimental (Q/F) después de

administracion oral.

La variabilidad interinvidual (VIl) fue descrita usando un modelo exponencial

(ecuacion 1) y se probé en los distintos pardmetros como por ejemplo:
CL/F; = CL/Fpop ~exp(n;) (Ec. 1)

Donde CL/Fi es la depuracion de tacrolimus para el individuo i, CL/Fpop €s el valor

poblacional o valor tipico en la poblacion para la depuracion de tacrolimus, n; es el
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cambio de CL/F para el individuo i con respecto al valor tipico poblacional (efecto
aleatorio individual) el cual es una variable asumida a ser simétricamente distribuida
alrededor de cero y con una varianza de w?, y una matriz varianza-covarianza Q con
elementos diagonales w?1,... w?m, donde m es el nimero de pardmetros

farmacocinéticos estimados en el modelo.

Se probaron distintos modelos de error para describir la variabilidad residual, por

ejemplo un modelo de error aditivo como el que se muestra a continuacion:

OBSU = CPREDij + gij (EC 2)

Donde OBS;j y Crrepijj representan la concentracion de tacrolimus en sangre j en el
individuo i, observada y predicha respectivamente, €jj es el cambio residual de la
observacion con respecto a la prediccion del modelo, el cual es una variable
aleatoria asumida a ser simétricamente distribuida alrededor de cero con una

varianza denotada por o2.

La construccion del modelo se llevé a cabo paso a paso como se ha reportado en
la literatura [50, 53-55] y, la discriminacion y seleccion del modelo fue via
comparacion del valor de la funcién objetivo (OFV) calculado por NONMEM, asi
como de gréficas de bondad de ajuste donde se observan elementos basicos de
exploracion gréfica como concentraciones observadas (OBS, o Vvariable
dependiente en NONMEM) y sus predicciones tipicas poblacionales (PRED) y
predicciones individuales (IPRED), residuales ponderados condicionales asociados
con las predicciones poblacionales (CWRES) y residuales ponderados asociados
con las predicciones individuales (IWRES). La diferencia entre los valores de la
funcion objetivo entre dos modelos es aproximadamente chi cuadrada (x?)
distribuida y diferencias mas grandes de 3.8 y 6.0 puntos (1 y 2 grados de libertad

respectivamente) son significativos al nivel de 5% (p<0.05). También se tomd en
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cuenta la precision de estimados de los parametros del modelo en base al error

estandar proporcionado por NONMEM.

Para seleccionar a los individuos que tuvieron el mejor, mediano y peor ajuste, se
calculo el error de desempeiio medio absoluto (mean absolute performance error)
para cada individuo [56]. El error de desempefio se calcul6 como sigue:

100 X (Cpred - Cobs)/Cobs
Donde Cpred ¥ Cobs representan las concentraciones de tacrolimus predicha y

observada, respectivamente.

6.2.2. Seleccién de covariables y modelo final

La busqueda y seleccién de covariables se llevé a cabo como parte del analisis
farmacocinético poblacional [57-59] usando el método de construccién del modelo
covariable paso a paso (Stepwise Covariate Model-building, SCM). Primero se
obtuvo un modelo libre de covariables (base), se investigaron graficamente la
influencia de las covariables sobre los parametros farmacocinéticos individuales
estimados en el modelo base y se identificaron las posibles covariables que podrian
resultar con un efecto significativo en el modelo. En la primer etapa del SCM se
probé la inclusion de las covariables una a una (etapa de inclusion hacia adelante,
forward inclusion step), asi todas las covariables que mostraron un efecto
significativo en la inclusion fueron agregadas simultdneamente dentro de un modelo
intermedio. Después en la siguiente etapa del método SCM cada covariable fue
independientemente removida una a una del modelo intermedio para confirmar su
significancia (etapa de eliminacion hacia atrds, backward deletion step),
manteniéndose en el modelo final solo aquellas covariables que mostraron ser
estadisticamente significativas después de las 2 etapas. El nivel minimo de
significancia estadistica durante la inclusiébn hacia adelante se estableci6 como
p<0.01 (correspondiente a una disminucién en OFV de al menos 6.63 puntos para

1 grado de libertad). Y durante la eliminacion hacia atras el minimo de significancia
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fue p<0.001 (un aumento de al menos 10.83 puntos en OFV para 1 gl), esta etapa
tuvo un criterio estadistico mas estricto para mantener una covariable en el modelo
final. También se tomd en cuenta la mejora en la precision de la estimacion de los
parametros farmacocinéticos (error estandar), cambios en los valores de los
parametros, y reduccion en la VIl y en la variabilidad residual, para establecer la

relevancia clinica de una covariable y mantenerla en el modelo final.

6.2.3. Validacion

La precision y robustez del modelo se evalué usando simulaciones a través de las
revisiones predictivas visuales (visual predictive checks, VPCs, o predicted-
corrected visual predictive check, pcVPC), revisiones predictivas numéricas
(numerical predictive checks, NPCs), asi como con el método de validacion interna
bootstrap. Para los VPCs fueron simuladas en NONMEM 1000 bases de datos,
usando el modelo obtenido previamente para simular las concentraciones del
farmaco esperadas. De las concentraciones simuladas se calculé la mediana y
fueron generados intervalos de prediccion de 97.5%.Después a los datos de las
concentraciones de tacrolimus en sangre observadas (o reales) se superpusieron la
mediana de las simulaciones y los intervalos de prediccién, y se compararon
visualmente. Para los NPCs se generaron 1000 bases de datos usando el modelo
a evaluar, y se obtuvieron la mediana y percentiles 95 de descriptores
farmacocinéticos como el area bajo la curva tiempo-concentracion de 0 a 12 horas
(ABC12), concentraciéon maxima (Cmax) y concentracién minima o en “valle” (Cmin)
calculados a partir de las concentraciones del farmaco simuladas, estos valores se
compararon con la distribucion para estos descriptores mencionados pero
calculados a partir de las concentraciones de tacrolimus en sangre observadas.
Para el bootstrap se generaron 2000 bases de datos a partir de la base de datos
original por muestreo aleatorio con reemplazamiento de 1 individuo, por cada vez
gue se replicé una base de datos. Después cada nueva base de datos se ajusto al

modelo a evaluar y se reestimaron los parametros farmacocinéticos, por ultimo se
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calcularon valores de la mediana y percentiles 95 de los parametros
farmacocinéticos estimados en los 2000 replicados, y se compararon con los valores

de los parametros estimados anteriormente en el modelo a evaluar [57].

La evaluacién grafica y estadistica de los modelos famacocinéticos poblacionales
base y final se llevo a cabo con los programas Pearl-Speaks-NONMEM (PsN)
version 3.4.2. (Copyright © 2008 by Mats Karlsson, Niclas Jonsson and Andrew
Hooker. © 2006-2007 by Lars Lindbom. © 2000-2005 by Lars Lindbom and Niclas
Jonsson) [60, 57], X-pose version 4.3.0 [61], y R version 3.0.1 (Copyright © 2013
The R Foundation for Statistical Computing) [62].

6.3. Andlisis estadistico

Algunos gréficos, y analisis de comparacion estadistica fueron llevados a cabo con
el programa GraphPad Prism for Windows version 5.0.1 (GraphPad Software, San
Diego, California, USA, www.graphpad.com). Diferencias entre valores medios
fueron evaluadas usando el test de t de Student. Cuando los datos no pasaron el
test de normalidad D"Agostino & Pearson, se llevé a cabo el test de Mann Whitney

para evaluar diferencias entre valores medianos.

ABC y Cmax fueron calculados usando un método no compartimental con el
programa Phoenix 64 Winnonlin versién 6.3 (Pharsight, St. Louis, Missouri). ABC

fue calculada usando el método “linear trapezoidal/Log interpolation”.
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7. RESULTADOS

Se recolectaron y fueron analizados los perfiles farmacocinéticos de 53 pacientes
pediatricos con trasplante de rifion. Las principales caracteristicas demograficas de

los pacientes son mostradas en la tabla 5.
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Concentracion de tacrolimus en sangre [In(ng/ml)]
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Figura 1. Curvas tiempo-concentracion de tacrolimus en sangre a 12 h correspondientes a 53
pacientes pediatricos de trasplante renal. Los circulos representan las concentraciones de
tacrolimus observadas (A) o el logaritmo neperiano de las concentraciones (B), y la linea
representa la tendencia media.

Los perfiles tiempo-concentracion de tacrolimus de los 53 pacientes (que tomaban
tacrolimus cada 12h) son mostrados en la figura 1 y exhibieron una variabilidad entre
individuos amplia, donde se observa un coeficiente de variacion (CV) para el ABC12
normalizada a la dosis (ABC12/D) de 67.5%, para la Cmax normalizada a la dosis
(Cmax/D) de 63.7%, y para la Cmin normalizada a la dosis (Cmin/D) de 74.4%.
Ademas sus valores medios fueron de 66 ng-h/ml/mg (DS 44.5), 9.6 ng/ml (DS 6.1),
y 3.7 ng/ml (DS 2.8) respectivamente. Las concentraciones en sangre variaron
desde 1.5 a 59.8 ng/ml.
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Tabla 5. Caracteristicas de 53 pacientes pediatricos de trasplante renal (19 femenino/34

masculino).

Media DS Mediana Rango
Edad (afios) 14.6 3.2 16 2-19
Peso (kg) 48.2 15.2 48 11.2-75.5
Talla (cm) 149 17.8 153 81-170
ASC (m2) 1.4 0.3 1.4 0.5-1.9
Cr (mg/dl) 1.1 0.4 1.1 0.4-2.6
Hb (g/dI) 12.9 1.7 13.3 8.5-17
Het (%) 38.4 5 39.3 24.2-49.1
AST (U/L) 21.4 8.1 20 7-46
ALT (U/L) 38 13.4 35 22-103
PT (g/dl) 7.2 1.2 7.3 0.17-8.7
Alb (g/dl) 4.2 0.7 43 0.49-5.1
DPO (dias) 391.6 327.2 244 50-1230
Dosis total de tacrolimus (mg) 2.3 1.3 2 0.5-6
Dosis ponderada de tacrolimus (mg/kg) 0.054 0.043 0.047 0.009-0.268
Dosis de prednisona? (mg/dia) 6.7 2.2 7.5 2-12.5
Dosis de verapamilo? (mg/dia) 184.5 94.8 170 37.5-360
Genotipo CYP3A5 (n)
*1/*1 3
*1/*3 21
*3/*3 29
Genotipo ABCB1
1236C>T (n)
c/C 16
Cc/T 18
T/T 19
2677G>T/A (n)
G/G 18
G/TP 19
T/Te 16
3435C>T (n)
c/c 13
Cc/T 22
T/T 18

aS6lo algunos pacientes recibieron este farmaco

b Incluye pacientes con genotipo G/A

¢ Incluye pacientes con genotipo T/A

Alb=albumina en sangre; ALT=alanino aminotransferasa; AST=aspartato aminotransferasa; ASC=area de superficie
corporal; Cr=creatinina en sangre; Hb=hemoglobina; Hct=hematocrito; DPO=dias post-operatorios; PT=proteinas
totales en sangre.

En la figura 2 los perfiles farmacocinéticos medios segun el tipo de formulacion de
tacrolimus que recibian los pacientes son mostrados en los cuales diferencias entre
el tipo de formulacién son elucidadas. Puede observarse que uno de los genéricos,

Limustin®, muestra sus concentraciones en sangre normalizadas a la dosis
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notoriamente mas bajas que el resto de las formulaciones. Tales diferencias en los
niveles de concentracion son desvanecidas al final de la curva tiempo-

concentracion.

Prograf
Limustin
Framebin
Tenacrine

S Od4de

Concentracion de tacrolimus
normalizada a la dosis (ng/ml/mg)

Tiempo (h)

Figura 2. Curso temporal de las concentraciones en sangre de tacrolimus estratificado por el tipo de
formulacién que estaban recibiendo los pacientes (media + SEM de las concentraciones
normalizadas a la dosis). Datos de pacientes con informacion desconocida sobre su
formulacién fueron omitidos.

7.1. Modelado farmacocinético poblacional

7.1.1. Desarrollo del modelo farmacocinético base

Aunqgue la linea de tendencia de los perfiles farmacocinéticos con concentraciones
logaritmicas (figura 1, B) parece mostrar un comportamiento bicompartimental, se
decidié hacer la busqueda del modelo estructural probando diferentes modelos
empezando desde uno monocompartimental mas sencillo. La estimacion de
parametros farmacocinéticos y modelado se hizo usando las concentraciones

logaritmo transformadas.
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En base al valor de OFV (el cual se sabe entre menor sea es mejor el ajuste del
modelo a las observaciones), y a las graficas de bondad de ajuste OBS vs. PRED,
IPRED, se seleccioné el modelo estructural. En la tabla 6 se muestra un resumen
de los distintos modelos que se probaron empezando desde el modelo més sencillo
hasta el modelo estructural seleccionado como modelo base (E) que fue un modelo
de 2 compartimentos con absorcion de primer orden, tiempo de latencia y
variabilidad interindividual en Ka, CL/F, F, y ERR (figura 3).

Compartimento
periférico

o

Compartimento Ka Compartimento CL/EF

- —>
de absorcion tag central

Dosis ——>

Figura 3. Esquema del modelo farmacocinético estructural seleccionado como modelo base.
CL/F=depuracion oral aparente; Ka=constante de absorcién; Q/F=depuracién aparente
intercompartimental después de administracién oral; tlag=tiempo de latencia.

Aunque el modelo de absorcién por compartimentos de transito (tabla 6, D) mostrd
un valor de OFV mas bajo que el primer modelo con tiag probado (tabla 6, C), no fue
seleccionado como modelo base ya que al probar estimar variabilidad entre
individuos en pardmetros que representan el retraso en la absorcion del farmaco
como el tiempo de transito medio o en el nimero de compartimentos de transito esta
no resultd significativa, y ya que la utilidad de este tipo de modelo es estimar
variabilidad en el tiempo de retraso en la absorcidn se optd por no utilizarlo, ademas
de que su tiempo de computo (aproximadamente 10 h) fue muy largo y mucho mas

grande que el del modelo con tiag.
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Tabla 6. Resumen de los distintos modelos estructurales probados en el desarrollo del modelo

farmacocinético poblacional base.

Modelo Descripcion OFV OBS vs. PRED OBS vs. IPRED
A 1 compartimento con -464.716 ‘]| )
absorcién de primer orden | : >
B 2 compartimentos con -534.112
absorcidn de primer orden | ¥
C 2 compartimentos con -612.734  +4
absorcién de primer orden y : ¢
3 ek
lag s 3, L
. i
D 2 compartimentos con -623.271 -+
absorcién de primer orden
por compartimentos de 3
transito .l A
8t $¢
E 2 compartimentos con -707.46 .

absorcién de primer orden 'y
tiag + VII-F + VII-ERR

OBS=concentracion de tacrolimus en sangre observada [In(ng/ml)]; IPRED=concentracién de tacrolimus individual
predicha [In(ng/ml)]; OFV=valor de la funcién objetivo; PRED=concentracidén de tacrolimus poblacional predicha
[In(ng/ml)]; tiag=tiempo de latencia; VII-ERR=variabilidad interindividual en el error residual; VII-F=variabilidad

interindividual en la biodisponibilidad.
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Tabla 7. Parametros farmacocinéticos poblacionales del modelo base.

Pardmetro Estimado RSE (%) VI (%) RSE (%)
Ka (h'%) 0.38 (21.8) 79 (24)
V/F (L) 36.5 (29.2) - -
CL/F (L/h) 19.89 (9.3) 30 (27)
Q/F (L/h) 46.91 (10.8) - -
Vi/F (L) 362.07 (21.4) - -
tiag () 0.37 (5.7) - -
F (%) 1002 - 72 (28)
ERR [In (ng/ml)] 0.125 (6.7) 32 (53)

aSe tomd como 100%, no se pudo estimar

CL/F=depuraciéon oral aparente; ERR=error residual; F=biodisponibilidad; Vll=variabilidad interindividual;
Ka=constante de absorcidn; Q/F=depuracién aparente intercompartimental después de administracién oral; RSE=error
estdndar relativo [(error estandar/estimado del pardmetro)x100]; tng=tiempo de latencia; V/F=volumen de
distribuciéon aparente del compartimento central; Vi/F=volumen de distribucién aparente del compartimento
periférico.

Los valores tipicos de los estimados de parametros farmacocinéticos y de
variabilidad interindividual (VII) del modelo base son resumidos en la tabla 7.
Aunque no se pudo estimar un valor de biodisponibilidad (F) y este se asumié como
100% ya que solo se contd con datos de administracion oral si se estimd un valor
de VIl para F, el cual se muestra alto (72%), también se estimo VIl para Ka, CL/F,
ERR.

7.1.2. Andlisis de covariables

Las covariables investigadas para encontrar un efecto significativo sobre la
farmacocinética de tacrolimus fueron las siguientes: edad, sexo, peso, area de
superficie corporal (ASC), creatinina en sangre (Cr), hemoglobina (Hb), hematocrito
(Hct), aspartato aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT), proteinas
totales en sangre (PT), albiumina en sangre (Alb), dias post-operatorios (DPO), dosis
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de prednisona, dosis de verapamilo, dosis total de tacrolimus (DTOT), formulacion
de tacrolimus (FOR),genotipo de CYP3A5 y ABCBL1.

Tabla 8. Comparacién de modelos farmacocinéticos probados durante el andlisis covariable y
construccion del modelo farmacocinético poblacional final.

Modelo Descripcion OFV

E . ., . -707.5
2 compartimentos con absorcién de primer orden y ti5¢ + VII-F + VII- ERR, (Modelo base)

F Como el modelo E + KaFOR + FDTOT + FFOR + CYP3A5-CL/F + ABCB1-CL/F, (Modelo -828.8
intermedio)

G Como el modelo F, pero ABCB1-CL/F fue removido, (Modelo después la “eliminacién hacia -817.5
atras”)

H Como el modelo G, pero fue removida VII- CL/F, y reducido el nimero de parametros en FFOR -826.3

y KaFOR, (Modelo final)
VII-CL/F=variabilidad interindividual en la depuracién oral aparente; ABCB1-CL/F=efecto del genotipo ABCB1 sobre la
depuracidn oral aparente; CYP3A5-CL/F=efecto del genotipo CYP3A5 sobre la depuracidn oral aparente; FDTOT=efecto
de la dosis total de tacrolimus sobre la biodisponibilidad; FFOR=efecto de la formulacién de tacrolimus sobre la
biodisponibilidad; KaFOR=efecto de la formulacion de tacrolimus sobre la constante de absorcion; VII-
ERR=variabilidad interindividual en el error residual; VII-F=variabilidad interindividual en la biodisponibilidad;
tiag=tiempo de latencia.

La prueba de influencia de las covariables se llevo a cabo con el método SCM sobre
el modelo base. Durante la etapa de inclusion hacia adelante (forward inclusion) las
covariables que mostraron influencia significativa sobre los parametros
farmacocinéticos reduciendo el OFV en al menos 6.63 puntos (p<0.01) y que fueron
incluidas en el modelo intermedio fueron FOR como un valor categérico para Ka, asi
como DTOT y FOR como valores continuo y categérico respectivamente para F, y
los genotipos de CYP3A5 y ABCB1 como valores categéricos para CL/F. Las
mencionadas covariables fueron incluidas al modelo base obteniéndose un modelo
intermedio. Después de la etapa de eliminacion hacia atras (backward deletion)
donde una a una se elimino las covariables del modelo intermedio para confirmar
su relevancia, todas las covariables incluidas en el modelo intermedio excepto el
genotipo de ABCB1 tuvieron el suficiente efecto sobre los parametros

farmacocinéticos para satisfacer el cambio requerido en OFV al incrementarlo en
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mas de 10.83 puntos (p<0.001) cuando estas fueron eliminadas, y de esta manera

ser retenidas en el modelo final (tabla 8).

Las relaciones que describen el modelo final fueron:

K, = 0; X KaFOR X1, (Ec. 3)
CL/F = 65 X INFyp3gs (Ec. 4)
F =1 x e(010x(D0sis=2)) x FFOR x 14 (Ec. 5)
V/F =6, X1, (Ec. 6)
Q/F =6, (Ec. 7)
Vr/F = 6s (Ec. 8)
tiag = O6 (Ec. 9)

Donde KaFOR es el efecto de la formulacién sobre Ka, INFcyrsas el efeco de
CYP3A5, FFOR el efecto de la formulacion sobre F, 8 el valor tipico (poblacional)
de cada parametro farmacocinético, y n el correspondiente parametro asociado a la

variabilidad interindividual en los casos en donde fue estimada.

La inclusién del efecto del genotipo CYP3A5 sobre CL/F redujo la variabilidad
interindividual en CL/F de 30% mostrado en el modelo base a casi 0% después de
la etapa de eliminacion hacia atras lo cual causé dificultades para estimar esta
variabilidad por lo tanto se tomé como despreciable y se decidié remover la
variabilidad interindividual en CL/F del modelo final (ver tablas 8 y 9). Asi que
basado en el genotipo CYP3A5 el valor de estimado de CL/F para individuos
portadores de CYP3A5*1/*1 y *1/*3 fue 23.1 L/h y 17.9 L/h respectivamente y para
portadores de *3/*3 (no expresadores de CYP3A5) fue 11.9 L/h, por lo tanto CL/F
en no expresadores de CYP3A5 fue mas bajo que en expresadores de CYP3A5

(tanto *1/*1 como *1/*3) como estéa representado en la figura 4.
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Figura 4. Relacién entre estimados poblacionales de depuracion oral aparente (CL/F) del modelo
final y los grupos de genotipo de CYP3A5 (***=p<0.001; test Kruskal-Wallis con
comparacion multiple Dunn).

La adicion del efecto de FOR sobre Ka, y tanto de FOR como DTOT sobre F produjo
una reduccidbn en la variabilidad interindividual para estos parametros
farmacocinéticos (Ka, y F) de 79% y 72% observada en el modelo base a 37% y

38% respectivamente en el modelo final.
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Figura 5. Relacién entre el tipo de formulacién de tacrolimus que los pacientes estaban recibiendo
y los estimados individuales (media, * error estandar de la media SEM) de los pardmetros:
(A) constante de absorcion (Ka) y (B) biodisponibilidad del modelo final (*=p<0.05;
**=p<0.01; **=p<0.001; t-student).
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Las formulaciones de tacrolimus que los pacientes podian estar recibiendo fueron
la formulacion innovadora Prograf® (Pro) o alguna de las formulaciones genéricas
Limustin® (Lim), Framebin® (Fra) o Tenacrine® (Ten), y en unos cuantos casos no
se conto con la informacion de la formulacion tomada por algunos pacientes y en
estos se manejo como “desconocida” (Des). En el caso de los pacientes tomando
Lim sus estimados individuales en el modelo final para Ka y F fueron
significativamente mas bajos que los de pacientes que estaban recibiendo la
formulacion innovadora Pro y en el caso de Ka siendo incluso menor que en los
pacientes que se les administro las otras formulaciones genéricas (figura 5), y algo
similar se observd cuando descriptores farmacocinéticos de la exposicion del
farmaco fueron relacionados al tipo de FOR (figura 11). Por otra parte el factor de
influencia de Pro, Fray Ten fue muy similar y esto causo dificultades para estimar
exitosamente el error estandar de los pardmetros farmacocinéticos poblacionales
por lo que se optd por reducir el nUmero de parametros involucrados en el factor de
influencia del tipo de FOR y fue incorporada la influencia de Pro, Fra'y Ten en un
solo parametro y la influencia de Lim y Des cada una con parametros separados

(ver tablas 8 y 9).
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Figura 6. Efecto de las covariables sobre los perfiles farmacocinéticos tipicos de tacrolimus. (A)
Comparacion de la formulacién de tacrolimus sobre la poblacion completa, (B)
comparacion del genotipo de CYP3AS5 sobre la formulacion Prograf®, (C) comparacién
de la dosis total de tacrolimus (DTOT) sobre el genotipo CYP3A5 *3/*3 y la formulacién
Prograf®.



ANALISIS FARMACOCINETICO POBLACIONAL DE TACROLIMUS EN PACIENTES PEDIATRICOS CON TRASPLANTE RENAL

La figura 6 muestra el efecto de las covariables seleccionadas sobre los perfiles

farmacocinéticos de tacrolimus, (i) tipo de formulacion sobre Ka y F (panel A), (ii)

genotipo de CYP3AS5 sobre CL/F (panel B), y efecto de la dosis sobre F (panel C).

En la cual se llevd a cabo una simulacion usando el modelo final pero removiendo

la variabilidad interindividual y residual para explorar solamente el efecto de las

covariables. Ademas la figura 7 muestra los perfiles farmacocinéticos individuales

observados (reales) y sus correspondientes predicciones individuales hechas por el

modelo final, para los pacientes con mejor, mediano y peor ajuste en cada uno de
los diferentes genotipos de CYP3A5 (*1/*1, *1/*3, *3/*3).
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Figura 7. Curso temporal de las observaciones (circulos) y predicciones (lineas) individuales para
los pacientes con mejor (paneles superiores), mediano (paneles del medio), y peor
(paneles inferiores) ajuste, para los genotipos *1*/1 (12 columna), *1*/3 (22 columna), y
*3*/3 (32 columna) de CYP3ASG.

7.1.3. Validaciéon del modelo final

Los parametros farmacocinéticos poblacionales y la VII que se estimaron usando el

modelo final son presentados en la tabla 9. El desempefio del modelo final fue
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evaluado con graficas de diagnostico de rutina comparando las concentraciones de

tacrolimus en sangre observadas (OBS) con las predicciones poblacionales e

individuales (PRED, IPRED, respectivamente) del modelo las cuales tuvieron

suficiente bondad de ajuste y no mostraron sesgo estructural (figura 8: Ay B).
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Figura 8. Graficos de bondad de ajuste. (A) concentraciones de tacrolimus en sangre observadas
(OBS) vs. concentraciones poblacionales predichas por el modelo (PRED), (B) OBS vs.
concentraciones individuales predichas por el modelo (IPRED), (C) residuales ponderados
condicionales (CWRES) vs. tiempo, (D) residuales ponderados individuales (IWRES) vs.
IPRED.

Ademas los residuales fueron homogéneamente distribuidos sobre el tiempo de

muestreo y no reflejaron desviaciones sistematicas (figura 8: C y D), lo que sugiere

gue el modelo no es sesgado en sus predicciones.
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Tabla 9. Parametros farmacocinéticos poblacionales del modelo covariable final, y validacion

bootstrap.
Pardmetro Media RSE Wl RSE Bootstrap (n=2000)

farmacocinético poblacional (%) (%) (%) Mediana P5 P95
Ka (h")= 81 x KaFOR
o1 0.52 27 37 38 0.52 0.39 0.7
Si FOR=Pro, Fra, o Ten,

entonces KaFOR=1

Si FOR=Lim, KaFOR=1+613
Si FOR=Des, KaFOR=1+614
813 -0.76 6 - - -0.76 -0.83 -0.69
814 -0.51 23 - - -0.52 -0.68 0.2
V/F (L) 24.16 39 66 46 23.71 14.44 37.5
CL/F (L/h)=83 X INFcypsns
83 11.98 8 - - 12.03 10.67 13.91
Si CYP3A5*1/*1, INFcypaas=1+09
Si CYP3A5*1/*2, INFcypaas=1+08
Si CYP3A5*3/*3, INFcypaas=1
08 0.5 38 - - 0.5 0.13 0.77
89 0.93 33 - - 0.95 0.16 2.21
Q/F (L/h) 32.49 20 - - 32.65 24.3 39.71
Vi/F (L) 383.5 34 - - 373.79 251.71 708.49
tiag (h) 0.39 6 - - 0.39 0.35 0.43
F (%)2=100 x FDTOT x FFOR 100° - 38 22 - - -
FDTOT:e(elo x (Dose-2))
010 -0.3 19 - - -0.3 -0.4 -0.22
FFOR:
Si FOR=Pro, Fra, o Ten, FFOR=1
Si FOR=Lim, FFOR=1+811
Si FOR=Des, FFOR=1+012
011 -0.53 22 - - -0.53 -0.67 -0.3
812 -0.53 16 - - -0.51 -0.66 -0.34
ERR [In (ng/mL)] 0.12 8 35 49 0.12 0.11 0.14

3 Se asumié como 100%, no se pudo estimar
CL/F=depuracién oral aparente; CYP3A5=genotipo del gen que codifica al citocromo P450-5; ERR=error residual;
F=biodisponibilidad; FDTOT=efecto de la dosis total de tacrolimus sobre F; FFOR=efecto de FOR sobre la F;
FOR=formulacidn de tacrolimus que podia ser Prograf® (Pro), Limustin® (Lim), Framebin® (Fra), Tenacrine® (Ten) o
desconocida (Des); INFcypsas=influencia del genotipo CYP3A5; K,=constante de absorcion; KaFOR=efecto de FOR sobre
Ka; P5=percentil 5; P95=percentil 95; Q/F=depuracion aparente intercompartimental después de administracion oral;
RSE=error estandar relativo [(error estandar/estimado del pardmetro)x100]; ©1=valor tipico de K,; 83=valor tipico de
CL/F; ©8=efecto de CYP3A5 sobre CL/F si es *1/*3; 89= efecto de CYP3A5 sobre CL/F si es *1/*1; 810=valor tipico del
efecto de la dosis de tacrolimus sobre F; 811=efecto de FOR sobre F si es Lim; 812= efecto de FOR sobre F si es Des;
013=efecto de FOR sobre K, si es Lim; 814=efecto de FOR sobre K, si es Des; tig=tiempo de latencia; V/F=volumen de
distribuciéon aparente del compartimento central; Vi/F=volumen de distribucién aparente del compartimento
periférico; Vll=variabilidad interindividual.
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Ademas para evaluar la exactitud del modelo final se llevo a cabo un procedimiento
bootstrap donde se replicaron 2000 bases de datos a partir de los datos originales
por muestreo aleatorio con reemplazo de 1 individuo nuevo simulado por el
programa (NONMEM), por cada replicado, y en donde en cada base de datos
replicada se reestimaron los parametros farmacocinéticos. Después la mediana y
percentiles 5 y 95 del total de los parametros farmacocinéticos reestimados en el
procedimiento bootstrap se compararon con los valores de los parametros
estimados previamente en el modelo final (tabla 9) observandose valores muy
cercanos entre los parametros del modelo final y los resultados de la validacion
bootstrap, lo que indica que los parametros farmacocinéticos poblacionales
estimados con el modelo final fueron exactos y que el modelo fue estable al cambio
de individuos en estudio.
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Figura 9. Evaluaciéon del modelo final usando un prediction-corrected visual predictive check
(pcVPC). Comparacion entre las concentraciones de tacrolimus en sangre observadas
(circulos) y las simuladas a partir del modelo final. Intervalos de prediccién de 2.5%, 50%
97.5% con IC95 (areas de color) obtenidos de 1000 bases de datos simuladas.

El modelo final ademas fue evaluado por medio de las simulaciones pcVPC y NPC.
En el pcVPC a partir de los estimados de parametros farmacocinéticos
poblacionales obtenidos en el modelo final fueron simulados un total de 1000 bases

de datos para obtener las correspondientes concentraciones de tacrolimus
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simuladas, después se calculé la mediana y los percentiles 2.5 y 97.5% de las
simulaciones asi como sus IC95, y las concentraciones de tacrolimus en sangre
observadas fueron traslapadas o superpuestas sobre los intervalos de prediccion y
comparadas visualmente. La figura 9 representa los resultados del pcVPC y muestra
gue la mayoria de los perfiles tiempo-concentracion observados caen dentro de los
intervalos de prediccion de 2.5-97.5% y estuvieron simétricamente distribuidos
alrededor de la mediana de prediccion, por lo tanto las concentraciones de

tacrolimus fueron bien predichas por el modelo final.
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Figura 10. Evaluacion del modelo final usando un pcVPC estratificado de acuerdo al genotipo de
CYP3AS5: *1/*1, *1/*3 y *3/*3. Comparacidn entre las concentraciones de tacrolimus en
sangre observadas (circulos) y las simuladas a partir del modelo. Intervalos de prediccion
de 2.5%, 50% y 97.5% con IC95 (&reas de color) obtenidos de 1000 bases de datos

Resultados parecidos fueron obtenidos cuando el pcVPC se estratificé en base al
genotipo CYP3A5 de los individuos (figura 10). También se realiz6 un estudio NPC
simulando 1000 bases de datos a partir de los datos originales y del modelo final,
en donde la mediana y percentiles 5y 95 del ABC12, ABC12/D, Cmax y Cmin de
tacrolimus calculadas a partir de las concentraciones de tacrolimus simuladas
fueron comparados con los respectivos valores medianos de estos descriptores

farmacocinéticos calculados a partir de las concentraciones de tacrolimus en sangre
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observadas (reales). Los valores de ABCi2, ABCi12/D, Cmax y Cmin calculados de
los datos simulados fueron muy cercanos a los respectivos valores calculados de
los datos reales (tabla 10), y resultados similares fueron obtenidos cuando el NPC
fue estratificado por el genotipo CYP3A5 (tabla 11).

Tabla 10. Numerical predictive check (NPC) de los datos totales (1000 bases de datos simuladas).

] Observaciones Simulaciones
Descriptor ) ) .
Mediana Mediana [rango percentil 5-95]
Cmax 15.5 14.53 [12.53-16.67]
ABCi, 106.8 100.19 [88.29-113.45]
ABC12/D 57.49 53.27 [46.07-61.69]
Cmin (ng/ml) 5.3 5.59 [4.94-6.38]

ABCy; (ng-h/ml)=drea bajo la curva tiempo-concentracion detacrolimus en sangre de 0 a 12 horas; ABCi2/D
[(ng-h/ml)/mg]=ABC1, normalizada a la dosis; Cmax (ng/ml)=concentracién maxima de tacrolimus en sangre; Cmin
(ng/ml)=concentracién minima de tacrolimus en sangre al Ultimo punto de la cinética (12 h).

Tabla 11. Numerical predictive check (NPC) estratificado de acuerdo al genotipo de CYP3A5: *1/*1,
*1/*3 y *3/*3 (1000 bases de datos simuladas).

Genotipo Observaciones Simulaciones
CYP3A5  Cmax ABC;; ABCyp/D  Cmin Cmax ABCy; ABC1,/D Cmin
5.61 38.3 6.74 3.48
*1/*1 5.8  59.64 9.94 3.9
/ [3.16-9.66]  [22.24-67.42]]  [3.95-11.79] [2.13-5.57]
17.67 108.47 41.6 5.5
*1/*3 19.07 112.97 46.86 5.45
/ [14.49-21.91] [91.36-130.95]  [33.9-50.95] [4.56-6.6)
12.52 97.23 74.69 5.93

*3/%3 14 1068 836 5.5
/ [10.04-15.19] [81.42-115.14] [62.67-89.96]  [4.94-7.04]

Valores expresados como mediana [rango percentil 5-95].

ABCy; (ng-h/ml)=drea bajo la curva tiempo-concentracion detacrolimus en sangre de 0 a 12 horas; ABCi2/D
[(ng-h/ml)/mg]=ABC1, normalizada a la dosis; Cmax (ng/ml)= concentracién méaxima de tacrolimus en sangre; Cmin
(ng/ml)=concentracién minima de tacrolimus en sangre al Gltimo punto de la cinética (12 h).

También se exploro el potencial efecto de covariables como Hct, DPO reportadas
previamente en la literatura como significativas, agregandolas al modelo
farmacocinético final y usando las mismas relaciones reportadas [63, 64] pero no
fueron detectados efectos significativos (p<0.05), ver resultados en tabla 12 (anexo
1).
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7.2. Influencia de la formulacion de tacrolimus sobre descriptores farmacocinéticos

Ademas del desarrollo del modelo farmacocinético poblacional de tacrolimus se

explord la relacion o influencia del tipo de formulacion de este inmunosupresor que

estaban tomando

los pacientes al

momento del

estudio farmacocinético,

directamente sobre descriptores farmacocinéticos de exposicion como ABCi2 y

Cmax calculados de los perfiles tiempo-concentracion en sangre a 12 horas de los

53 pacientes pediatricos de trasplante renal.
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Figura 11. Relacién entre el tipo de formulacion de tacrolimus que los pacientes estaban recibiendo
y los descriptores farmacocinéticos (media, + SEM) calculados de las concentraciones de
tacrolimus en sangre observadas. (A) area bajo la curva tiempo concentracion de 0 a 12
horas (ABCz12), (B) concentracién méaxima (Cmax), (C) ABC12 normalizada a la dosis y (D)

Cmax (ng/ml)
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Cmax normalizada a la dosis, (*=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001; t-student).
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En la figura 11A se observa que el ABCi2 fue significativamente mas pequefia en
pacientes que estaban tomando la formulacion genérica de tacrolimus Lim que el
ABCi12 de los que tomaban la formulacion innovadora Pro (65.8 + 13 vs. 1245+ 8.1
ng-h/ml, p<0.001, t test), mostrandose incluso menor que el ABC12 de pacientes que
tomaban los otros genéricos Fra y Ten (65.8 + 13 vs. 124.2 + 24.6, 169.0 + 50
ng-h/ml, p<0.05, p<0.05; respectivamente, t test). Algo similar se observé para la
Cmax (figura 11B), la cual fue significativamente menor en pacientes que estaban
tomando Lim que la Cmax de los que tomaban Pro (7 + 1.3 vs. 19.8 + 1.4 ng/ml,
p<0.001, t test), y también se mostré6 menor que la Cmax de pacientes que tomaban
Fra 'y Ten (7 £ 1.3 vs. 254 + 9.2, 252 +* 4.2 ng/ml, p<0.05, p<0.001;
respectivamente, t test). Cuando estos parametros se normalizaron a la dosis, en el
caso del ABC12/D la diferencia se mantuvo estadisticamente significativa sélo entre
Pro y Lim (figura 11C), aunque se sigue observando la misma tendencia entre Lim
y las otras formulaciones genéricas que en el panel superior en el que los valores
de ABC12 no se normalizaron a la dosis, y para Cmax/Dosis se mantuvo la diferencia
estadisticamente significativa entre Pro y Lim, asi como entre Lim y Fra (figura 11D),
aungue también se sigue observando la tendencia entre Lim y Ten que en el panel

superior.

7.3. Desarrollo de un descriptor de la dosis de tacrolimus basado en el modelo

final

Basado en los parametros farmacocinéticos del modelo final estimados con las
ecuaciones 3-9, asi como en las ecuaciones de las micro (Ec. 10-12) y macro
constantes (Ec. 13-14) de disposicion (distribucion+eliminacion), fue propuesta una
guia para dosificar tacrolimus usando la ecuacidon para un modelo de 2
compartimentos con absorcion de primer orden (administracion oral) la cual incluye
un tiempo de latencia y tomando en consideracion la relacion de las covariables con

efecto significativo retenidas en el modelo final, genotipo de CYP3A5, dosis, FOR:
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CL/F
K = kq 73 (Ec. 10)
Q/F
k12 = m (EC. 11)
_ Q/F
k21 = _VT/F (EC 12)

B = % X [(k12 + ka1 + kig) =/ (kaz + ka1 + ki9)? — (4 X kpy X kyo)] (Ec. 13)

k k
a= % (Ec. 14)

Conc.diana x V/F
(k21 _ a) . e—a-(r—tlag) 4 (k21 _ [g) . e—B-(r-tlag) + (k21 — Ka) . e—Ka-(r—tlag)}
Kg—a)- (B —a) (Ko —pB)-(a—p) (a—Kq)-(B—Ka)

Dosis (mg/kg) =

Ka-F-Wt-{

Donde a y B son macro-constantes de disposicion de un modelo farmacocinético
biexponencial, kio es la constante de eliminacién (K), kiz es una microconstante de
distribucion desde el compartimento central al compartimento periférico, k21 €s una
microconstante de distribucion desde el compartimento periférico al compartimento
central, T es el intervalo de dosificacion (12 h), tiag €s el tiempo de latencia o retraso
en la absorcion, F es la biodisponibilidad, Ka es la constante de absorcion, CL/F es
la depuracion aparente, Q/F es la depuracion aparente intercompartimental, V/F es
el volumen de distribucién aparente del compartimento central, V1/F es el volumen
de distribucién aparente del compartimento periférico y Wt es el peso corporal medio

de la poblacion (kg).

Con el modelo final y esta propuesta de dosificacion fueron simuladas 1000 bases
de datos en el programa NONMEM vy se predijo la dosis de tacrolimus necesaria
para tener una concentracion diana en valle de 6 ng/ml para individuos con diferente
genotipo de CYP3A5 y tomando diferente formulacién de tacrolimus como Pro o Lim
(figura 12). Las dosis medianas predichas para individuos tomando Pro con genotipo
CYP3AS5 *1/*1, *1/*3 y *3/*3 fueron 0.18 mg/kg/dia, 0.14 mg/kg/dia y 0.1 mg/kg/dia

respectivamente, mientras que para individuos tomando Lim en todos los casos las
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dosis predichas fueron significativamente mas altas (p<0.001) con valores medianos
de 0.26 mg/kg/dia, 0.22 mg/kg/dia y 0.18 mg/kg/dia para *1/*1, *1/*3 y *3/*3

respectivamente.
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Figura 12. Prediccion de la dosis de tacrolimus necesaria para alcanzar una concentracion diana en
sangre de 6 ng/ml, para individuos recibiendo la formulacién innovadora Prograf (cajas
blancas) o la formulacién genérica Limustin (cajas grises) y con diferentes genotipos de
CYP3AS5. La simulacion fue llevada a cabo con el descriptor basado en la ecuacion
farmacocinética de 2 compartimentos y el modelo final (***=p<0.001). Las cajas
representan la mediana y percentiles 25 y 75; las barras de error representan los

percentiles 5y 95.

8. DISCUSION

Este trabajo tuvo como objetivo describir los perfiles farmacocinéticos de tacrolimus
de pacientes pediatricos de trasplante de rifibn por medio de un modelo
farmacocinético poblacional y probar diferentes covariables potenciales que podrian
tener un efecto significativo sobre la farmacocinética de este inmunosupresor de
indice terapéutico estrecho, tales como datos demograficos, clinicos vy
polimorfismos de ABCB1 y CYP3A5.

En un estudio farmacogenético reciente se reporto una diferencia estadisticamente
significativa en la frecuencia de los fenotipos funcional (expresador) y no funcional

(no expresador) de CYP3A5 entre pacientes de trasplante renal mexicanos e
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individuos de raza negra y caucasica, pero no significativa comparada con
poblaciones sudasiaticas [49], también se encontr6 que pacientes que fueron
homocigotos y heterocigotos expresadores (genotipos CYP3A5*1/*1 y *1/*3 ,
respectivamente) tuvieron un requerimiento de dosis de tacrolimus mediano de 0.16
mg/kg/dia y 0.13 mg/kg/dia respectivamente los cuales fueron significativamente
mas altos que en pacientes homocigotos no expresadores (CYP3A5*3/*3) con un
requerimiento de dosis mediano de 0.07 mg/kg/dia; y no fue observada diferencia
significativa en la dosis cuando se compard nifios contra adultos [49]. En el presente
estudio la poblacion se conformé por 53 receptores pediatricos de trasplante renal
y tuvo de manera similar requerimientos de dosis de tacrolimus con medianas de
0.18 mg/kg/dia y 0.13 mg/kg/dia para portadores de CYP3A5*1/*1 y *1/*3
respectivamente, y de 0.06 mg/kg/dia para portadores de *3/*3. En este contexto
tener una guia para dosificar a los pacientes en una manera mas individualizada y
basada en factores que podrian estar afectando la farmacocinética de tacrolimus

cobra una gran importancia.

Aunque las propiedades farmacocinéticas de tacrolimus han sido estudiadas
principalmente en adultos, hay quienes han abordado la farmacocinética de
tacrolimus en las poblaciones pediéatricas y han encontrado que en general CL/F y
V/F en nifios es cerca de 2 veces mas grande con respecto a pacientes adultos [19,
46, 65]. Los resultados del presente trabajo estan de acuerdo con los de esos

estudios previos.

Ademas estudios que llevaron a cabo aproximacion farmacocinética poblacional
han encontrado que variables bioldgicas y clinicas como Hct, DPO, AST o dosis de
prednisona administrada concomitantemente [27, 28, 34, 46, 63, 64, 66], y también
polimorfismos de enzimas involucradas en el metabolismo de tacrolimus tales como
CYP3A5*3 y ABCB1 1236C>T, 2677G>T/A y 3435C>T [46, 47, 63, 64, 66-69]
afectaron significativamente la farmacocinética de tacrolimus en sus poblaciones.
En el presente trabajo se incluyd en el analisis covariable las mencionadas variables

bioldégicas y clinicas, incluso sobre el modelo final se probaron relaciones
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covariables reportadas previamente pero no se encontré efecto significativo de
estas (tabla 12), a excepcion de CYP3A5. Con respecto a lo mencionado antes,
valores anormalmente bajos de Hct (<33%) han sido relacionados a una fraccion
reducida de tacrolimus unido a células rojas y una fraccion de plasma incrementada,
la cual es mas facilmente metabolizada por el higado resultando en CL/F de
tacrolimus mas alta [28, 63, 64]. Las concentracion de AST se ha identificado como
un marcador de dafio hepéatico [70], en la cual cuando es anormalmente alta (=200
U/L) la eliminacion hepatica de tacrolimus puede estar reducida. En la poblacién de
estudio del presente trabajo los valores de Hct y AST estuvieron dentro de lo que
es considerado normal con valores medios de 384 + 5% y 21.4 + 8.1 U/L
respectivamente, lo cual podria explicar la carencia de cambios significativos en
CL/F relacionados a estas variables. Similarmente, se ha reportado que dosis muy
altas de prednisona (>25 mg/dia) incrementan CL/F de tacrolimus hasta 1.6 veces
[27], pero en el presente estudio la dosis coadministrada media de prednisona fue
6.7 + 2.2 mg/dia. Ademas algunos estudios en pacientes adultos [27, 37, 40] y
pediatricos [71] han identificado que el incremento en los dias post-operatorios
(DPO) esta relacionado a un incremento en CL/F de tacrolimus probablemente
porque inmediatamente después de la cirugia cambios en la motilidad
gastrointestinal ocurren y son asociados con alteraciones en el metabolismo de
farmacos resultando en CL/F baja. La motilidad gastrointestinal recupera su
condicion basal dos meses después del trasplante [27], y en el presente trabajo los
pacientes estuvieron en una condicion estable con un valor medio de DPO de 391.6

+ 327.2 dias, por lo que que DPO no se vio como un factor que afectara a la CL/F.

En algunos estudios un modelo de 1 compartimento se ha usado para ajustar los
datos [27, 34, 63, 64] probablemente porque sus datos no describieron
completamente la farmacocinética del farmaco por tener sélo concentraciones en
sangre en valle, pero otros encontraron que un modelo de 2 compartimentos ajusto
mejor sus datos [28, 46, 47, 66-68], en el presente trabajo después de probar y
comparar diferentes modelos se seleccion6 un modelo de 2 compartimentos con

absorcion y eliminacion de primer orden y un tiempo de retraso en la absorcion, para
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ajustar a los datos. Este modelo fue capaz de describir la absorcion, y el valor
poblacional estimado de Ka fue 0.52 h'! que es cercano a valores reportados en
otros estudios [34, 46]. Ademas en el modelo final no se estimo el valor de F sino
que fue asumido como 100% debido a que soOlo se conté con datos de
administracion oral, pero fue capaz de estimar la variabilidad entre individuos de F,
y encontré que el tipo de formulacién de tacrolimus tuvo influencia significativa sobre
Kay F.

Otros valores de parametros farmacocinéticos poblacionales estimados con el
modelo final que estan de acuerdo con lo que ha sido reportado en estudios previos
son tiag=0.39 h [46, 72], V/IF=24.16 L [46, 66], V1/F=383.5 L [68, 72] y Q/F=32.49 L/h
[67, 68, 72, 73].

Con respecto a CL/F en este estudio su valor poblacional estimado fue 11.98 L/h
que esta de acuerdo con lo reportado en otros estudios [46, 47, 63, 68]. Ademas
sélo el genotipo de CYP3A5 tuvo la influencia suficiente sobre CL/F para ser
retenido en el modelo final. Los datos mostraron que la CL/F en pacientes con
genotipos CYP3A5*1/*3 y *1/*1 fue 50% y 92.9% respectivamente mas alta que en
pacientes con el genotipo CYP3A5*3/*3 y concuerda con reportes previos donde
portadores de CYP3A5*1/*1 o *1/*3 tuvieron una CL/F hasta 2 o 3 veces mas alta
que portadores de CYP3A5*3/*3 [46, 47, 63, 64, 66, 68, 69, 74]. Por otra parte
estudios previos [63, 66, 68, 74] al igual que el presente trabajo no encontraron
suficiente efecto del genotipo de ABCB1 sobre la CL/F para ser retenido en el
modelo final, sin embargo la influencia de ABCB1 permanece controversial ya que
aunque la mayoria de los estudios no ha encontrado efecto significativo de ABCB1
sobre la farmacocinética de tacrolimus hay unos pocos que si han encontrado
significancia en esta variable [67, 75]. Adicionalmente el modelo final obtenido en el
presente trabajo fue comparado con otros modelos previamente desarrollados en
los cuales se reporto efecto significativo sobre la CL/F de tacrolimus de covariables
como Hcty DPO [63, 64]. Se compard el modelo de Han et al descrito en el 2013y

se agregd la relacion covariable exponencial y de potencia de Hct y DPO,
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respectivamente a la CL/F que su modelo reporta como significativa asi como
también se incluy6 una relacion exponencial del peso corporal al V/F, ademas de
manera similar se probd la relacién potencial de Hct sobre la CL/F reportada por
Zuo et al en el 2013, en ambos casos las relaciones probadas se agregaron a las
gue en el presente estudio previamente se observaron como significativas y habian
sido retenidas en el modelo final, pero en ninguno de los 2 casos fue observada una
mejora en el modelo final (tabla 12). La razén de este resultado muy posiblemente
es lo que ya anteriormente se menciond, en el caso de Hct que sus valores en los
pacientes fueron normales, y en cuanto a DPO que los pacientes se encontraban

en una condicién estable post-trasplante.

En los ultimos afios hasta el presente ha incrementado el uso de formulaciones
genéricas de tacrolimus y otros farmacos inmunosupresores como una alternativa
al producto de marca original o innovador, pero dada la importancia de un farmaco
como tacrolimus con indice terapéutico estrecho el cual lleva a que variaciones
pequefias en la exposicion del farmaco podrian resultar en inmunosupresion
reducida o toxicidad del farmaco con efectos adversos potencialmente graves sobre
los pacientes, es esencial que las formulaciones genéricas sean idénticas o
bioequivalentes al medicamento innovador. En el 2008 Petan et al [76] llevaron a
cabo un estudio donde analizaron las propiedades fisicoquimicas de cinco
formulaciones genéricas contra la formulacion innovadora de tacrolimus Prograf®,
el cual concluye que las formulaciones genéricas probadas no son bioequivalentes
a Prograf®, lo que sugiere que el uso de estos genéricos podria ser un riesgo
potencial para los pacientes de trasplante. Ademas otros estudios han reportado
que sustitucion en el tratamiento de Prograf® a una formulacion genérica resulté
principalmente en disminuciones significativas en las concentraciones en sangre de
tacrolimus, y que cuando este tipo de cambios en la terapia con tacrolimus u otros
farmacos de indice terapéutico estrecho es llevado a cabo requieren de cuidado
clinico meticuloso y monitoreo terapéutico [77-79]. En el presente trabajo se tuvieron
hallazgos similares, en cuanto a diferencias significativas en la exposicion del

farmaco entre diferentes formulaciones se refiere, cuantificando la magnitud del
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ABCi2. Ademas el tipo de formulacion fue incluida en el modelo final. Un estudio
reciente encontré disolucién y contenido de tacrolimus significativamente mas bajos
en la formulacion genérica Limustin® con respecto al producto innovador [80]. En el
presente andlisis la relacion covariable obtenida en el modelo final entre el tipo de
formulacion y los parametros farmacocinéticos Ka y F (ver Ec. 3,5, y tabla 9)
probablemente estan representando tales limitaciones fisicoquimicas o de calidad

entre formulacion.

9. CONCLUSION

Un modelo farmacocinético poblacional fue construido y validado para describir el
curso temporal de las concentraciones en sangre de 53 receptores pediatricos de
trasplante renal quienes en el momento del estudio farmacocinético estaban
tomando diferentes formulaciones de tacrolimus incluyendo el producto innovador o
algunas formulaciones genéricas. El modelado farmacocinético poblacional incluyé
la busqueda de covariables significativas que pudieran tener efecto sobre los
parametros farmacocinéticos estimados. El genotipo de CYP3A5 mostro influencia
significativa sobre la depuracion, también el tipo de formulacion de tacrolimus tuvo

efecto significativo sobre la constante de absorcién y la biodisponibilidad relativa.

Un estimador de la dosis de tacrolimus fue desarrollado en base al modelo
farmacocinético poblacional final, el cual se espera pueda ayudar a mejorar la

dosificacion de rutina en la practica clinica.
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ANEXOS

Anexo 1. Test del modelo final vs modelos de la literatura

Tabla 12. Comparacion del modelo final con otros modelos de la literatura.

Modelo final

Modelos de la literatura

Resultados del test

Referencia

CL=03 x [(1), si CYP3A5*3*3; (1+08), si
CYP3A5*1*3; 0 (1+89), si
CYP3A5*3%3]

si CYP3A5*3*3, CL(L/h)=11.98

si CYP3A5*1*3, CL(L/h)=17.97

si CYP3A5*1*1, CL(L/h)=23.12.

F=1x (610 x (DOSE-2) x [(1) si FOR es Pro,
Fra, Ten; (1+811) si FOR es Lim; o
(1+612) si FOR es Des] x exp(n3)

Ka=01 x [(1), si FOR es Pro, Fra, o Ten;
(1+613), si FOR es Lim; o (1+614), si
FOR es Des] x exp(n1)

V=02 x exp(n4)

Q=64

Vp=05

t\ag=96

Error residual= 87 x exp(n2)

Ka(h*)=4.5 (valor fijado)

CL=62 x exp(B64 si CYP3A5*1*3; 63 si
CYP3A5*3*3) x exp(66 si LowHct;
07 si NormalHct) x (DPO)®

V=03 x exp(69 x WTKG/59.025)

Se prob6 el modelo covariable de la
literatura sobre CLY V en NONMEM.
El efecto de CYP3A5 sobre CL es
similar a nuestro modelo, pero no
hubo influencia significativa Hct y
DPO sobre CL, ni de WTKG sobre V,
y no mejoro la OFV del modelo.

Hanetal, 2013
[63]

CL=26.6 x (Hct/27.9)0451 x CYP3A

CYP3A=actividad combinada de
genotipo CYP3A4y CYP3A5

Se probd el modelo covariable de la
literatura sobre CL.

El efecto de CYP3A5 sobre CL es
similar a nuestro modelo, pero no
hubo un efecto significativo Hct
sobre CL, y no mejord la OFV del
modelo.

*CYP3A4 se asumié como *1/*1 ya
que no se contéd con suficiente
informacion acerca del genotipo de
CYP3A4.

Zuo et al, 2013
[64]

CYP3A4=genotipo del citocromo P450-4; CYP3A5= genotipo del citocromo P450-5; FOR=formulacién de tacrolimus que podia ser Prograf® (Pro),
Limustin® (Lim), Framebin® (Fra), Tenacrine® (Ten) o desconocida (Des); LowHct=nivel de hematocrito < 33%; NormalHct=nivel de hematocrito
> 33%; OFV=valor de la funcién objetivo; DPO=dias post-operatorios; tig=tiempo de latencia; WTKG=peso en kilogramos.
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Anexo 2. Script de NONMEM del modelo final

SINPUT ID TIME DV AMT DTOT MDV EVID CMT SS Il FOR C3A5
SSUBROUTINE ADVAN4 TRANS4

SPK

;;; KAFOR-DEFINITION START

IF(FOR.EQ.1.0R.FOR.EQ.3.0R.FOR.EQ.4) KAFOR = 1 ; if FOR is PROGRAF, FRAMEBIN or TENACRINE
IF(FOR.EQ.2) KAFOR = ( 1 + THETA(13)) ;LIMUSTIN

IF(FOR.EQ.5) KAFOR = ( 1 + THETA(14)) ;unknown

;;; KAFOR-DEFINITION END

;3 KA-RELATION START
KACOV=KAFOR
;;; KA-RELATION END

;;; FLFOR-DEFINITION START

IF(FOR.EQ.1.0R.FOR.EQ.3.0R.FOR.EQ.4) F1FOR = 1 ; if FOR is PROGRAF, FRAMEBIN or TENACRINE
IF(FOR.EQ.2) F1FOR = ( 1 + THETA(11)) ;LIMUSTIN

IF(FOR.EQ.5) F1FOR = ( 1 + THETA(12)) ;unknown

;;; FLFOR-DEFINITION END

;;; FADTOT-DEFINITION START
F1DTOT = EXP(THETA(10)*(DTOT - 2.00))
;;; FADTOT-DEFINITION END

;;; F1-RELATION START
F1COV=F1DTOT*F1FOR
;;; F1-RELATION END

;;; CLC3AS-DEFINITION START
IF(C3A5.EQ.3) CLC3A5 =1 ; Most common
IF(C3A5.EQ.2) CLC3A5 = ( 1 + THETA(8))
IF(C3A5.EQ.1) CLC3AS5 = (1 + THETA(9))

;;; CLC3AS5-DEFINITION END

;;» CL-RELATION START
CLCOV=CLC3A5
;;» CL-RELATION END

TVF1=1
TVF1 = F1ICOV*TVF1
F1=TVF1*EXP(ETA(3))
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TVKA=THETA(1)
TVKA = KACOV*TVKA
KA=TVKA*EXP(ETA(1))

TVV2=THETA(2)
V2=TVV2*EXP(ETA(4))

TVCL=THETA(3)
TVCL = CLCOV*TVCL
CL=TVCL *EXP(ETA(5))

Q=THETA(4)

V3=THETA(5)

ALAG1=THETA(6)

P Scale parameter ---------------——-
$2=V2/1000

SERROR (OBSERVATION ONLY)
IPRED=LOG(F)

W=THETA(7)*EXP(ETA(2))

IRES=DV-IPRED

IWRES=IRES/W

Y=IPRED+W*EPS(1) ;;;ADITIVE, EPS= 1FIX

SESTIMATION MAXEVAL=9999 METHOD=1 INTERACTION MSFO=msfb7 PRINT=5

SCOVARIANCE
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Anexo 3. Script de NONMEM de simulacion de dosis basada en el modelo final
(Fig. 14)

SINPUT  ID TIM2 TIME AMT ADDL 11 SS DV FOR C3A5
SSUBROUTINE ADVAN4 TRANS4
SPK

;;; KAFOR-DEFINITION START
IF(FOR.EQ.1) KAFOR =1 ;;IF FOR IS PROGRAF, FRAMEBIN OR TENACRINE
IF(FOR.EQ.2) KAFOR = ( 1 + THETA(11)) ;LIMUSTIN

KACOV=KAFOR

IF(FOR.EQ.1) FIFOR = 1 ; IF FOR IS PROGRAF, FRAMEBIN OR TENACRINE
IF(FOR.EQ.2) F1FOR = ( 1 + THETA(10)) ;LIMUSTIN
F1COV=F1FOR

;;; CLC3AS-DEFINITION START
IF(C3A5.EQ.3) CLC3A5 =1 ; Most common
IF(C3A5.EQ.2) CLC3A5 = ( 1 + THETA(8))
IF(C3A5.EQ.1) CLC3A5 = (1 + THETA(9))
CLCOV=CLC3A5

TVF1=1

TVF1 = F1ICOV*TVF1
F1=TVF1*EXP(ETA(3))

jmmmmm———- Parameters -----------m-mmeoeome-
TVKA=THETA(1)

TVKA = KACOV*TVKA
KA=TVKA*EXP(ETA(1))

TVV2=THETA(2)
V2=TVV2*EXP(ETA(4))

TVCL=THETA(3)

TVCL = CLCOV*TVCL
CL=TVCL

Q=THETA(4)
V3=THETA(5)
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ALAG1=THETA(6)

R Scale parameter ------------------

$2=V2/1000 ;escalar = comp. central AMT=mg

§jmmmmm e Calculation of the dose required to Cmin=6 ng/mL at 12 h------------
K10=CL/V2

K12=Q/V2

K21=Q/V3

BETA=0.5*((K12+K21+K10)-SQRT(((K12+K21+K10)**2)-4*K21*K10))
ALFA=(K10*K21)/BETA

AA1=((K21-ALFA)*EXP(-ALFA*(12-0.39)))/((KA-ALFA)*(BETA-ALFA)) ;12-0.39 =T-ALAG1

AA2=((K21-BETA)*EXP(-BETA*(12-0.39)))/((KA-BETA)*(ALFA-BETA))

AA3=((K21-KA)*EXP(-KA*(12-0.39)))/((ALFA-KA)*(BETA-KA))

AAA=AA1+AA2+AA3

DOSS=6*V2/((KA*F1*AAA)*1000*48.2) ;;;Target conc. -> ****gng/ml| ***WAS DIVIDED BETWEEN 1000
;;BECAUSE THERE IS ONE ESCALE (S2=V2/1000)
;;patients mean weight (48.2 kg)

SERROR

W=THETA(7)*EXP(ETA(2))

IF (ICALL.EQ.4) THEN

IF(F.NE.O) Y=LOG(F)+W*EPS(1)

ENDIF

STUD=IREP

SSIMULATION (023467) ONLY SUBPROBLEMS=1000
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Limustin®, a non-innovator tacrolimus
formulation, yields reduced drug exposure in
pediatric renal transplant recipients

Jacobo-Cabral CO, Garcia-Roca P. Reyes H, Lozada-Rojas L, Cruz-
Antonio L, Medeiros M, Castancda-Hemnandez G. (2014) Limustin®, a
non-innovator tacrolimus formulation. yiclds reduced drug exposure in
pediatric renal transplant recipients. Pediatr Transplant, 000: 000-000.
DOL 101111 /petr. 12335,

Abstract: The aim of this study was to evaluate the bioavailability of
two oral tacrolimus formulations, the innovator Prograf” and a
formulation commercialized in Mexico with the brand name
Limustin”, in children. Stable Mexican pediatric renal transplant
recipients received the product authorized by their social security
provider, being cither Prograf” or Limustin". At steady state, blood
samples were drawn and tacrolimus blood concentration against time
curves was constructed. CYP3AS genotype was also determined. There
was no significant difference in dose or in trough concentrations
between formulations. However. AUC and C'_,, were significantly
higher with Prograf™. The lower tacrolimus bioavailability with
Limustin™ was observed in both, expressers and non-expressers of the
functional CYP3AS protein. Dosc-normalized AUC values in
expressers were 12,7 + 11.9and 48.7 = 20.4 ng-h/mL/mg for
Limustin® and Prograf™. whereas in non-expressers, dose-normalized
AUC was 544 = 49.1 and 110.4 = 429 ng-h/mL /mg for Limustin®
and Prograf™, respectively (p < 0.05). Pharmaceutical quality analysis
showed that Limustin® dissolution at 120 min was 31.1 = 6.2% while
Prograf® dissolution was 100 = 4.8%. Furthermore, the mean
percentage of labeled amount of Limustin® and Prograf® was

91.0 = 3.1% and 100.0 + 0.7%. respectively. Hence, Limustin®
exhibits pharmaceutical characteristics dissimilar to the innovator that
likely explain the reduced tacrolimus exposure in children. We consider
Limustin” is not adequate for pediatric use,

The success of organ transplantation is linked to

Carlos 0. Jacobo-Cabral’, Pilar Garcia-
Roca’®, Herlinda Reyes®, Lucere Lezada-
Rojas®, Leticia Cruz-Antonio®, Mara

and Gilberto Castadeda-
Hernandez'
'Departamento de Farmacologia Centro de
i n y de Estudios & dos del hsttuto
Poltécnico Nacoral, Mexico City. DF, Mexeo
Aaboratotio de Investigacan en Nefrologh v
Metzholismo Mireral Hospaal Infarti de Mdxco
Federico Gomez, Mexico City, OF. Mexico,
Laboratorio Clinico, Hospitad Infantil de Mexco
Federion Gamez Mexico City_DF, Mexico ‘Facultad
de Estudios Supenores Zaagosa Universidad
Naciooa! Autonoma de Mexco, Mexco City, [F
Mexco

Koy words: tacrofimus ~ pediatne ~
ticavaiahiity - ioequvalence — renal Yansplant

Gibertn CastanedaHerrander, Departamento de
Farmacologia, Centro de Investigacion y de Estudios
Avargados del Instituto Politéoreco Nacional
Instituto Poltéence Nacoral 2508, Colonia San
Pedro Zacaterco, Méxxcn City, OF 07380, Mexico
Tel: 00000

Faac X00000CC

Emat: geastme@omestaem

Mara Medewos Laboratono de imvessgaodn en
Nefrologla y Metabolismo Mineral, Hospital Infantid
de Ménco Federico Gémez, Or Margues 162
Colonia Docwres, Messco Cry, OF 05720, Mexco
Teel: 20000

Faac 00000

Emal: medeire mara@gmail com

Accepted for publication 12 July 2014

R

ey e
~

WILEY

12335

the development of potent immunosuppressive
agents aimed to prevent rejection. Most immuno-
suppressants are considered critical drugs due
to their NTI. That is, small differences in dose
or blood concentration may lead to serious

Abbreviations: AUC, aren under the curve: CMIA, chemi-
luminescent microparticle mmunoassay; HPLC, high-per-
formance liquid chromatography. NTI, narrow therapeutic
index: PCR. polymerase chain reacuon.

therapeutic failures and/or adverse reactions.
Therefore, therapeutic drug monitoring is recom-
mended for many of the drugs currently used in
transplantation such as calcineurin inhibitors,
sirolimus and mycophenolate (1).

Innovator pharmaccutical products only have
patent protection for a limited number of years
after achieving final approval. After that, generic
drugs may be produced by competitors. Generic
products of NTI arc considered as an opportu-
nity to reduce the costs for specialized treatments.
In the USA, which is the largest pharmacecutical
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market in the world. generic drug prescniption
has increased from 19% in 1984 to 75% in 2009,
The dnving factor for this change 1s that generics
with multiple competing firms can cost 70-80%
less than reference onginator products (2).
Gienerics contain the same active ingredient and
are identical in strength, dosage form, and route
of admimistration. A generic s approved by
national regulators based on bioequivalence test-
ing, considering only bioavailability data result-
ing from circulating drug  concentrations
determined in adult healthy volunteers. It should
be noted that data in children are not required. as
bicequivalence extrapolation to pediatric patients
is automatically assumed. This assumption s not
limted to gencric immunosuppressants. To
obtain a new patent, some companics have devel-
oped novel formulations in the ficld of antircjec-
tion medications. For  example, MNovartis
introduced micro-emulsified ciclosporin (3). and
Astellas introduced modified-release tacrolimus
{4). None of these formulations has documented
bicequivalence in children. Hence, switching of
formulations in pediatric patients with organ
transplantation represents a risk {3, &).

One concern is that in many countrics, such as
USA and Mexico, bioequivalence 15 deemed of
the 90% confidence intervals of the geometnc
mean Cpy, and AUC test/reference ratios fall
within the limits of 80% to 125%. This range
may be too large to ensure efficacy and safety for
MNTI drugs (7-9). In fact. Canada and the Euro-
pean Union have narrowed the bioequivalence
criteria for NTI drugs to 90-111.1% (10). As
drug formulation is a major source of vanability,
in vitro dissolution testing is considered as a use-
ful pharmaceutical quality parameter. particu-
larly when a significant in vitra/in vive correlation
has been documented (10).

Diespite the ongoing debate on the suitability
of generic immunosuppressive agents for patients
with organ transplantation, non-innovator for-
mulations are been used at present (4, 8, 11-13).
Morcover, generic ImMmunosuppressants  arc
being administrated to  pedmtnic  patients,
although information on the bioavailability of
these products in children = particularly scarce.
Our group has reported that a mycophenolate
maofetil generic formulation that is bicequivalent
in adulis also exhibits a comparable bioavailabil-
ity with regard to that of the innovator in pediat-
ric patients {14). However, this does not appear
to be the case for certain generic tacrolimus for-
mulations. Abdulnour and collcagues obscrved
that tecrolimus trough concentrations might
change when pediatric transplant recipicnts are
switched from the innovator to a genenc product
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available in the USA (15). It should be consid-
ered that the factors that determine tacrolimus
bicavailability differ with age. and therefore.
data cannot be directly extrapolated from the
adult to the pediatric population (7. 16, 17)
Extreme caution is thus indicated when switching
innovator to generic tacrolimus formulations in
children (15).

It has been reported that certain non-innova-
tor immunosuppressive products used in several
countries do not exhibit equivalent pharmaceuti-
cal properties with regard to innovator products
(11, 18-20). Such formulations should not be
considered as generics. The impact of pharma-
ceutical differences in bicavailability, and specifi-
cally in pediatnc patients, remains unknown.
Therefore, we decided to examine tacrolimus bio-
avatlability after administration of the innovator
and one of these formulations, a product com-
mercialized in Mexico with the brand name
Limustin®, in children. It should be noted that
the Amencan Socety of Transplantation has
encouraged the performance of bioavailability
studies of non-innovator Immunosuppressive
products in pediatric patients (21).

For evident cthical reasons, it is not possible
to carry outl a bioequivalence study in healthy
children volunteers (21, 22). Therefore., we
studied tacrolimus steadv state bioavailabality
in a group of stable Mexican pediatric kidney
transplant recipients treated with the immuno-
suppressive medication delivered by their social
security provider. Hence, palienis were receiv-
ing cither the innovator Prograf® or Limustin®,
according to the provider’s drug scquisition
policy. The CYP3AS genotype of the partici-
pating children was determined. as it 1= well
known that the expresser/non-cxpresser pheno-
type plays a significant role in tacrolimus bio-
avallability (23). Addibonally. pharmaceutical
quality attributes of the two formulations stud-
ied were determined.

Patients amd methods
Patients

Pediatric stable renal transplant recipients from the Hospi-
tal Infantil de México Federico Goamez, located at Mexioo
City. were invited to participaie in this study. The study was
conducted according (o the principles of the revised Workd
Medical Association’s Declaration of Helsinki 2008 and
was approved by the Institutional Intermal Review Board
and Ethics Committee. Parental writien informed consent
and asseni of the patient were oblained im all cases. The
study was conducted at least six months post-transplant. All
patienis exhibited a stable renal function, defined as mo
increment of serum creatinine above (L2 me'dl from the
lowest value obiamed when the first month posi-transplani
was detected.




Tacrolimus formulations

The Hospstal Infantil de Mexico receives low socooco-
nomic-level pati {2) and therefore relies on social secu-
rity for medication. Paty participati mlhu study were
receiving the acroli fi lati a ized by their

social security providers. Two oral tacrolimus formulations
were hence studied: the innovator Fr?rnf‘ |hnnen-Glng.
Mexico City, Mexico) and Li d Scien-
tific, Toluca, Mmcnb. a notHnnnvalot commercialized in
Mexico. 1 e Smnoted 5t Rtk ; d of
gemeric, as published data on us Ixoequulence are not
available and diffe in its ical properties
with regard 1o the innovator have been reported (19)

Bioavailability study thsqn

All pati T 4 indi with anti- lL.-n::plor anti-
bodies. Most pnlu:nu rcmwd a i}
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patient in Vacutainer” tubes with 72 mg of K,EDTA at
times 0 (predose), and hnll' one. two, three, fmu'. sx, cight
and 12 h after the ng-daily t li
samples were stored at —70 “C until analysis. Sampllng was
started at 8:00 am. Breakfast, lunch, and dinner were pro-
vided at 10:00 am. 1:00 pm, and 700 pm, respectively.
'nm was no restriction in water intake or administration
ficats indicated by the clinical staff

(T able ).

Bicavailabelity parameters were determined as descnibed
by Reyes and collcagues (26). Briefly. tacrolimus blood con-
centration against time curves was constructed for each
patient, and peak (Cuu) and gh (Co) ations
were directly determined from these plots. The AUC from 0

10 12 b was estimated by the trapezoidal rule.
Assay of tacrolimus
C ' of tacrol m whole blood were assessed

P
1

pressive  reg mycoph
mofeul. and prednisone, -I-I: other patients only reccived
and mycoph fetil. Other drugs that the
patients  could be receiving “u \mpunul pmmsu.
ambodipine, omeprazole, cap 1. losaran,
sulfamethoxazole, nystatin, vnlgancldo\nr. hydnhnne. cho-
nndm: h)ﬂroddomhnnde. di
3, macrodantin, etc. depend: nnlhe
mnlugy of cach patient. Concomitant medication is indi-
cated in Table 1. Tbe twice-daily tacrolimus dose (every

12 h) adj i d in i with local
practice, typically buod on monitoring of the trough blood
levels to try to maintain these ions within a range

of 5-10 ng/mL (23). Patients arrived to the hospital facili-
ties to receive their morming tacrolimus dose, after an over-
night fast. An indwelling cannula was inserted in a suitable
forcarm wvein, and blood samples were collected from cach

Table 1. De hic data of padk renal i beng tea-
ted with tan tacrolimus formufations: Prograf™ and Limustin®
Prograf™ Limustn®
in =~ 2% h=-9 p Value*
Age byt 14(12-18 17114517 ons
Weght (gl 24 = 44 B3+ 158 o027
Hesght lom) 147 (0 5-156) 1R 1521E5 0D
Gender |n %)
Male 1752 6%) 2R 0z
Female 12(41.4%) LR LERLA]
CYP34S genatype’ in %)
Expressers 161552%) B 186 T%) L
Non exgressers 13(448%) 3@
Concomitant
medicatons fn, %)
Mycopherolate 29100%) 21100%)| -
mofetd
Prednmone 23(733%) 2100%) Lk ]
Verapamil 14{433%) 6 58 T%) 08
Amindipine 2(B.9%) ] 052
Pramsin 2169%) 1% 061

DOats are expressed as modan (25th, 7Sth percentin] mean = SO or number
of patients (n} and %) for nov data

TOYPRAS phenotypes: expressers or *1*J), o ron-epressers of the functional
protesn (*3°3) as determined by genotyping (see text for details|) Compansons
wezre camed oot usng the Stodents™ ¢ test the Mann-Whmney U test or the
Fisher sxact test, 25 appropriate

using the CMIA in an ARCHITECT system (Abbott Labo-
ratories; Abbott Park, IL. USA). according to manufac-
turer’s information (23).

Genotyping of CYP3AS

DNA was obtained from peripheral blood cells using QIA-
amp DNA Mini Kit (Qiagen. Hilden. Germany) according
to the recommendations of the manufacturer. CYPIAS "1/

*3 genotyping was performed by amplification lhmugh

PCR and subsequent DNA seq DNAc
was measured using a NanoDrop ND-1000 spectrophotom-
eter (NanoDrop Technologies, Wilmi DE, USA). We

designed PCR primers to flank the CYP3AS/*1/%3 polymor-
phisms (dbSNP: 776746, http:/ www.nchinlm nih.goy,
pro_pcctsSNP I8 mmg the CYPIA5 ENSGIO000106258

(E bl rek 65-Dec 20110
WTSI EBI hitpe/ /'www.ensemblorg index html), and the
Primser3 software (27) (http:/ frodo.wi.mit.edu ). The ampli-
con size was 211 bp. Primer seq were as follows: for-
ward S-TTATGGAGAGTGGCATAGGAG-Y,  pnmer
reverse S-GOGTTCTAGTTCATTAGGGTGTG-Y,

PCR was set up as follows: 2.5 mw of MgCl,, 1x of
PCR buffer, 0.2 mm of NTP Mix, one unit of Taq Plati-
num DNA polymerase, 3.5 pmol of each primer (forward
and reverse), and [00 ng of DNA: reactions were adjusted
to 20 pl. with DNasc free water. All reagents were pur-

hased from Invitrogen (Life Technologies Cory
Mexico City, DF. Mexico). PCR included an imnitial incuk
tion at 95 °C for five min followed by 35 cycles at 95 °C for
305,57 °Cfor 30 s, and 72 °C for 75 s.

We removed unincorporated primers and nucleotides
with ExoSAP-IT (LSB Affymetrix, Inc., Cleveland. OH,

USA) according 1o supplicr specifi
S i ion was perfi d using BigDye Termi-
nator v3.1 C)tle S l(u {Life T- logies C.

Orpo-
ration). Seqnemng reaction was set up as l‘ullow; 100 ng
of PCR product, 8 yL of BigDye mix, and 3 pmol of pri-
mer: reactions were adjusted to 20 yl. with DNase free
water. Sequencing reaction starts with an incubation at
95 “C for five min followed by 35 cydes at 95 °C for 30 s
and 57 °C for four min. The sequencing reaction was puri-
fied using Centri-Sep col (Prin Separaty Inc..
Foster City, CA, USA), according to supplier specifications.
The purified samples were mixed with 15 mL of Hi-Di
For ide (Life Technologies Cor tion). bated at
96 °C for two and half min and chllltd at4 °C. The analysis
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was performed on an ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
{Life Technologies Corporation). Obtained sequences were
compntcd with the refe x to ch ize the poly -
s P in cach |
Accordingly, dnldn.-n presenting  the  homozy

CYP345*1/*] or the heterozygous CYPIA5*1/*3 geno-
types were idered to be exp s of the functional
CYP3AS protein, while chikdren exhibiting the homozygous
CYP3AS*3/*3 genotype were considered as non-expressers
(23, 28).

Pharmaceutical quality attributes

Prograf® (batwch SDS020E) and Limustin® (batch LPTI-
SOYE023) 5 mg tacrolimus capsules were purchased from a
local pharmacy. The content of the active ingredient was
quantitated by HPLC Briefly, analyses were performed on
LaChrom Elite® HPLC system (Hitachi Lid., Tokyo.
Japan) equipped with a reversed phase Novapak C,,
39 x 150 mm column 4 pm (Waters Assoc.. Milford. MA,
USA) eluted with a mobile phase consisting of a mixture of
HPLC grade water and methanol (15:85) at a flow rate of
0.5 mL/min. The column was kept at room temperature.
The etfiuent of the column was monitored by UV detection
at 230 nm.

Tacroli dissolution was died using the mﬂbod
describad in the Food and Drug Administration Dissol
Data Base (29). Bricfly, a USP apparatus 1l (paddle) with a
rotation speed of 50 RPM was employed. Capsules were
placed in 900 ml. of dissoluts dium at a perature
of 37.0 = 0.5 °C and a pH of 4.5. Sumples were drawn at
15, 30, 60, 90, and 120 min, and the tacrolimus concentra-
tion in these samples was determined by the HPLC proce-
dure mentioned above.

Statistical analysis

Data were tested for normal distribution using D"Agostino
and Pearson omnibus normality test. Results are expressed
as mean = s.d. or median (25th, 75th percentile) values.
Statsstical analysis was performed using GraphPad Prism
version 5.01 (GraphPad Software, San Diego. California).
Compansons between groups were performed using Stu-
dent’s t-test or Mann-Whitney, as appropriate according to
the normality test. p Values of <0.05 were considered to be
statistically significant.

AUC, apparent oral clearance (CL F). and other phar-
macokinetic parameters were calculated using a non-com-
partmental method with Phoenix 64 Winnonlin software
version 6.3 (Pharsight. St. Louis, MO, USA). AUC was cal-
culated using the linear trapezoidal Log interpolation
method.

A total of 38 pediatric paticnts with stable kidney
transplant  function were included in  this
study. Twenty-ninc patients were receiving the
innovator tacrolimus formulation (Prograf®).
while nine patients were recciving Limustin®. All
patients were at steady state, having received the
same tacrolimus dose for at least one month.
Demographic data arc shown in Table 1. Chil-
dren tuking Limustin® were older, and thus

ANALISIS FARMACOCINETICO POBLACIONAL DE TACROLIMUS EN PACIENTES PEDIATRICOS CON TRASPLANTE RENAL

heavier and taller. There was a higher proportion
(88.9%) of males in the Limustin® group. with
regard to the Prograf® group (58.6%). Nincteen
children were considered as expressers of the
functional CYP3AS protein, the additional 19
patients being non-expressers. With respect to the
immunosuppressive regime. all children received
mycophenolate mofetil, in addition to tacrolimus.
Prednisonce was used in 79.3% and 100% of the
patients treated with Prograf® or Limustin®,
respectively.

Data observed in the 38 children studied trea-
ted with cither Prograf™ or Limustin® arc shown
in Fig. I and Table 2. Tacrolimus blood concen-
trations were higher with the innovator: despite
that there was no significant difference in Cy

g ¥ 8 &%

Concentration (ng/mL)
o,

o

Time (h)

Fig. 1. Tacrolimus whole-blood concentrations {mean =
s.c.m.) observed in stuble pedmatric renal \ramphm recipi-
ents treated with l’rolmll" () or Limustin™ (®).

Table 2. Tacol b Label b in stable pediaric
transplant recipients treated with Prograf ™ and Limustin™

Progead™ Limustin®
Formudation n=29 -9 p Vake
Dos= =gl 23 +£12 28 =12 02
Dose |mg/kg) 006+ 005 0055004 oe
ALC {ng h/ml) 125 4 433 658 + o5 00009
AUC/Dose ingh/ml/mgl 764 + 445 405 = s o0
Coes Ing'ml) 198 +73 70 = 3@ <0001
G/ Diosee Ing/ml/mg} NE+57 42 5 43 000t
Go Ing/ml) 69427 51413 ooe
QFiy 175+ 95 673 = @7 00019
CUFAN Lhig) 05+ 04 152 21* ome
CUF/BSA (L) 147 + 93 @7 ;2 0008

Boxailablity was determined 2t meady state. AUC comesponds to the area
under the curve from 2ero to 12 i Oata ane presented 25 meen + SD. Com-
patisons between the Prograf™ ml.mum mmmodmlbyme

Student’s ¢ test. S fy i es e d as
*n<005 **p<00! and ***p < 000t BSA ~ body surface e
Wt = weght



values or in dose between formulations. AUC
and Cgu  values were  sipgnificantly  lower
with Limustin® than with Prograf®, indicating a
reduced drug exposure. Similar resulis were
obtained when patients were classified as expres-
ser or non-expressers of the functional CYP3AS
protein {Fig. 2, Table 3). For the two pheno-
types, tacrolimus blood concentrations, as well
as AUC and gy values, were higher with Prog-
raf™ than with Limustin®. while no significant
difference between formulations was detected in
(. Furthermore, dose-normalized AUC and
Cnas. 8s well as weight-normahized and body sur-
face-normalized CL/F (CL/F'Wt and CL/F
BSA, respectively), were calculated. We observed
significantly higher values of AUC Dose and
Cay/Dose for individuals receiving Prograf®

[ ka
= kel
In 1

i
i

Concentration (mg/mL)
]

.

Ll

M R
T

—
T

Concentration (mg/mL)
g 3

(=1

i} 4 B 12
Tirra (1)

Fig. 2. Tacrolimus whole-blood concentrations {mean +
s.e.m. ) observed in stable pediatric renal tramsplant recipi-
enis treated with E‘m_!ml'" i) or Limustin® (#), according
e CYPIAS phenotype. (a) Expressers of the functional
CYPIAS .pr\mcin. {eenotypes  CYPIAS®1L™]  and
CYPIAS®]/*3). (b} MNon-expressers of the f[nctsonal
CYPIAS protein (genotype CYPIAS*3™ 1)
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than those receiving Limustin® in both CYP3AS
expressers and non-expressers. For both tacroli-
mus formulations, the values of AUC dose and
Crnax/dose were higher in CYP3AS non-cxpress-
ers than CYP3AS expressers. CL/F/Wi values
were significantly higher in patients receiving
Limustin™ than in those receiving Prograf®™. This
was also the case for CL/F/BSA. In CYP3AS
cxpresser patients, the Limustin® dose in mg was
significantly higher than that of Prograf®. None-
theless, when dose was expressed as mg'kg, the
difference did not achieve statistical significance.
For the two formulations, the used tacrolimus
doses were higher for patients with the expresser
phenotype compared with non-expressers.

Pharmaceutical quality attributes are shown in
Fig. 3. Tacrolimus content in Prograf® and
Limustin® was 100.0 = 0.7% and 91.0 £ 3.1%
of the label claim (5 mg). respectively. This dif-
ference achieved statistical significance when
compared by the Student f-test. 1t can also be
appreciated that the dissolution profiles of the
two assaved formulations were markedly differ-
ent. Tacrolimus released from Limustin® was
impaired with regard to Progral™. At 120 min,
Prograf® achieved 100% dissolution, while disso-
lution with Limustin® was 31% of the label
claim.

Diszussion

We obscrved that tacrolimus exposurc with
Limustin® was reduced with regard to Prograf™.
AUC, and Cyqyy values with the innovator were
about twice higher, despite a lack of significant
difference in dose and in Oy The lack of differ-
ences in Cy was expected. as the clinical staff
adjusted tacrolimus dosing with the purpose of
maintaining trough tacrolimus blood concentra-
tions in the 5-10 ng'mL range (23). Although
other studies suggest a rcasonable correlation
between trough levels and AUC (300, our results
confirm that trough concentration 1s not a good
indicator of tacrolimus exposure in pediatric
patients (17, 31). Other strategies should be used
for tacrolimus therapeutic momitonng, especially
when formulations other than the innovator are
been administrated.

In the present study, tacrolimus boavailabality
was examined in pediatric patients. It should be
noted that a bicequivalence study in healthy chil-
dren volunteers is not feasible, due to ethical con-
cerns (21, 32). The strength of the study is that a
nine-point PK profile was obtained. allowing an
accurate estmation of boavaillability parame-
ters. Furthermore, data were controlled by
CYP3AS genotype and in vitre  dissolution
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Table 3. Tacolimus  boxaibblity  garame-

ters chserved i stable pedatric transplant recip- CYPIAS expresser CYP3AS non-expresser
rents who were sxpressers o non-expresser of ® ° ®
the CYPIAS functional protein treated with Prograd Liwiatir Frogeaf™ Limurstio
Progra?® and i Phenotype formubation n~- % n=3 n=13) n=-8
Doz jmgl 28 +£12 483 =13 13£06 18+09
Dose fmg/ia) 009 = M 01 = 0@ 003 = 0@ 0032 = 002
AL [ng-h/ml) e+ a2 02 =31\ W2+ 42 Ny s
AL/ Dose ing himlimg) 437 = M4 127 = 1n8* 1104 = 429 54 @8
Coses Ingfml) N1+75 603 =+ 32 174 £ 65 15 = am**
Coea/Dose ing/mi/mg) g8 = 4 4213 15+ 587 561 = 47
5 Ing/ml) 61 £13 a0k = 27 80 £ 133 56 + 36
FILm 235 = a7 1548 = 1173 101 £33 3304 = BAt
CLF/W i) 071 = 04 32 233 023 = 008 07 = 06*
CLF/BSA [Lte') 206 + 28 1004 = 93 15+ 123 24 & 193°
Boxailbiity was determined 2t steady state AUC coresponds to the ares under the curve fiom zero tn
12 b Dista are prosented a3 mean & SO Comparisons between e Prograf™ and Limustin™ groups were car-
ried out by the Student’s r test Statistically sgrfcant differences are indicated 2= *p < 005 **p <001
and ***p < 0001, BSA = body surface area; Wt = body weigit
obtained. On the other hand. the proportion of
1004 male patients was higher in the Limustin® group.

-
L4]
i

Dissolution (%)
g

N
wm
1
4
Y
[
=

o

Time (min)

Fig. 3. Dissolution profiles at a pH of 1.2 and a tempera-
ture of 37.0 £ 0.5 °C of Prograf™ (o) and Limustin (e).
Data are presented as mean = s.e.m. of 12 tablets

information is provided. Our design, however,
also exhibits limitations that should be noted. A
parallel group design was used. A crossover
design s more appropnate for bioavailability
comparisons between formulations. However, we
chose not to usc a crossover design as immuno-
suppressant formulation swatching is not recom-
mended during treatment of organ transplant
recipients and pediatric patients are considered
as a high-risk population (21). Hence, tacrolimus
formulations were not assigned by randomiza-
tion, but decided by the social security provider.
Children taking Limustin” were older than those
in the Progralﬁ group. It has been reported that
tacrolimus bioavailability incrcases with age.
younger children requiring higher doses to
achieve the same AUC (17). As there was no sig-
nificant difference in the tacrolimus dose. a
higher AUC could be expected in patients taking
Limustin®. However. opposite results  were

Population pharmacokinetic studics, however,
have shown that gender has no influence on ta-
crolimus exposure (28, 33). Hence, the lower bio-
availability observed with Limustin® cannot be
explained by differences in age or gender.

The higher tacrolimus bioavailability yielded
by Prograf® was obscrved in both, expressers or
non-expressers of the functional CYP3AS pro-
tein, according to genotyping. Hence, it appears
that the lower tacrolimus exposure observed with
Limustin® cannot be attributed to a phenotype
misdistribution between the two groups. Pheno-
type. however, was an important determinant of
the tacrolimus dose. As previously reported in
Mexican pediatric and adult patients, doses
required to achicve target trough levels were
higher in expressers than in non-expressers (23).
Other factor that must be considered is the
immunosuppressive regimen, as it has been docu-
mented that comedication alters tacrolimus bio-
availability in pediatric transplant recipients (7.
16, 17. 34). All children studied were taking my-
cophenolate mofetil. Therefore. the influence of
this drug on tacrolimus exposure with Prograf™
or Limustin® was balanced and does not likely
underlic the observed differences in bioavailabil-
ity between formulations. On the other hand. all
children treated with Limustin®™. but only 79.3%
of those taking Prograf™, were receiving predni-
sonc. It has been reported that glucocorticoids
are inducers of CYP3A and thus increase tacroli-
mus metabolism (17). However, as most paticnts
in both groups were receiving concomitant pred-
nisone. the impaired tacrolimus exposure
obscrved with Limustin® does not likely appear
to be due to a steroid interaction.



Tacrolimus is a class 11 drug in the biopharma-
ceutical classification system (35). That is, it
exhibits low solubility and high pcrmcnbilil)
Therefore, drug dissolution in the gastrointesti-
nal tract is a rate-controlling step for absorption
(36). Hence. the pharmaceutical formulation is of
paramount importance to yield an adequate bio-
availability (19, 35). It has been reported that
several non-innovator formulations from differ-
ent countrics exhibit different dissolution param-
cters with regard to the innovator, Limustin®
being onc of such products (19). In the present
study, we have confirmed the presence of such
dissimilaritics. as the dissolution of Limustin®,
determined according to the FDA recommended
methodology. was impaired compared to Prog-
raf®. It was also obscrved that the tacrolimus
content in Limustin® was decrcased with regard
to Prograf”. However, the magnitude of the
reduction in drug content does not explain the
marked differences observed in the dissolution
profile. as it can be clearly appreciated in Fig. 3.
Our results suggest that the reduction in tacroli-
mus dissolution is duc to the pharmaceutical
lcchnolo%\ cmployed in the manufacture of
Limustin”. Limustin®-impaired dissolution is
consistent “Ith the reduced bioavailability that
we obscrved in children. It is likely that such
reduction in exposure should also be observed in
adult healthy volunteers and transplant patients.
However, as no published study on Limustin®
bioequivalence is available, the bicavailability of
this formulation in adults remains unknown.

The reduced AUC and Coax values that we
observed with Limustin® in children are likely
the outcome of a low amount of drug dissolved
in the gastrointestinal lumen limiting the extent
of absorption (35, 36). As a result of the slow
release rate of Limustin®, absorption is delayed
and lasts for a longer period with regard to the
faster dissolution of Prograf" Hence, the blood
concentration against time curve of Limustin” is
flatter, and comparable trough levels can be
attained despite important differences in AUC
and Cpay. This has been shown to be the case
with nimesulide. Nimesulide. as tacrolimus, is a
class 11 drug in the biopharmaceutical classifica-
tion system (37. 38). It has been reported that a
non-innovator nimesulide formulation commer-
cialized in Italy that exhibits a lower and delayed
dissolution results in reduced bioavailability.
Lower AUC and (' are obtained, despite com-
parable trough concentrations: that is. 12 h as
nimesulide 1s given bid.. with regard to the
mnovator (38).

In conclusion, the dnta here presented provide
evidence that Limustin®. an oral non-innovator
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tacrolimus formulation commercialized in Mex-
ico, is not suitable for pediatric use as it pro-
vides a reduced exposurc in children. The
impact of the low exposure in the transplant/
patient outcome (graft survival, rejection epi-
sodes. death) s not known: Abdoulnour
reported that in four children inadvertently
switched to generic formulations of tacrolimus,
one of them had biopsy proven acute rejection
dcspllc the trough levels being similar with the
generic and Progrnf" (15). Hence, imnsufficient
tacrolimus exposure can occur when switching
from tacrolimus innovator to a generic. There-
fore, extreme caution must be taken when
switching immunosuppressive formulations in
pediatric patients submitted to organ transplan-
tation due to the lack of information about bio-
availability in children. This applies not only to
generics, but also to novel modified-release inno-
vator formulations (3. 4).

Our results support the position of the Ameri-
can Socicty of Transplantation on performing
bioavailability studics of non-innovator immu-
nosuppressant  formulations in children (21).
Such studies, although urgently needed. are scl-
dom performed at present. Morcover. regulatory
agencies in Mexico, as well as in other countrics,
should consider the usc of stricter bioequivalence
criteria for NTI drugs. including immunosup-
pressive agents, as it is the case in Europe and
Canada. Formulations that not comply with
such strict criteria for immunosuppressants
should not be used (39).
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