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INTRODUCCION

1.1 CITOMEGALOVIRUS HUMANO

El citomegalovirus humano o virus herpes humano 5 es un virus ubicuo de
alrededor de 200-300 nm de diametro, dependiendo del grosor del tegumento y
estado de la envuelta. La caracteristica que define a los virus de la familia
herpesviridae, es su capacidad de latencia y reactivacion.

Tanto la infeccidn primaria como las reactivaciones se presentan generalmente en
forma asintomatica o con caracteristicas clinicas inespecificas que son pasajeras en
sujetos inmunocompetentes [1] Algunas personas pueden sufrir sintomas, es decir,
reactivacion sintomatica, con fiebre prolongada y una leve hepatitis, caracteristicas
de una mononucleosis infecciosa. En la mayoria de las ocasiones estos sintomas
pasan desapercibidos o son confundidos con otras enfermedades. En respuesta a
la infeccion o reactivacion, el cuerpo genera respuesta inmune, en forma de
anticuerpos. Las reactivaciones, puede ocurrir en cualquier momento, pero
especialmente cuando el sistema inmune estd alterado o débil. También pueden
darse casos de reinfeccion o sobreinfeccion por cepas diferentes de
citomegalovirus humano.

La respuesta inmunitaria, incluye respuesta innata y adaptativa [1,2]. Dentro de la
respuesta adaptativa, hay respuesta humoral con la produccién de anticuerpos
neutralizantes hacia las glicoproteinas virales de la envuelta y respuesta
inmunitaria celular mediante linfocitos T CD4+ y CD8+, que acostumbran a
controlar la infeccién en pacientes inmunocompetentes.

Pero en pacientes inmunocomprometidos, en ausencia de una respuesta
inmunitaria efectiva, la enfermedad por citomegalovirus humano se convierte en
una causa importante de morbilidad y en algunos casos de mortalidad[1]. En este
tipo de pacientes el citomegalovirus humano actia como infeccion oportunistas
[3,4] por lo que es necesario disponer de tratamientos anti-virales para la
resolucion de los mismos.

Su forma de transmisidn es por contacto directo a través de secreciones
contaminadas (por ejemplo, saliva, lagrimas, orina, sangre, secreciones vaginales,
semen, leche materna, via transplacentaria, perinatal, a través de los dérganos

trasplantados de donantes seropositivos, por trasplante de células madre
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INTRODUCCION

hematopoyéticas, etc.) [3,5] Por este motivo son virus altamente prevalentes. Los
porcentajes de individuos seropositivos en paises desarrollados oscilan entre 30 y
85%, mientras que fluctian entre 90 y 100% en paises subdesarrollados[6,7,8].
Dicha seroprevalencia aumenta con la edad.

En la figura 1 se muestra esquematicamente la estructura del citomegalovirus
humano. El DNA viral estd contenido dentro de una nucleocapside icosahédrica
constituida de 162 capsdmeros, que a su vez estd recubierto por una matriz
proteinacea, llamada tegumento [9]. Externamente al tegumento hay un

recubrimiento o envuelta lipidica que contiene las glicoproteinas virales [10].

Membrane
gB
Nucleocapsid

Tegument
gH

Figura 1: Imagen virtual tridimensional del citomegalovirus humano con sus

principales componentes[2].

El genoma de DNA, de doble cadena lineal, es el mas largo y mas complejo de los
herpesviridae, con aproximadamente 235kb que codifican aproximadamente 165
genes [11]. Al secuenciarlo se ha visto que ciertas regiones del genoma del hCMV
tienen homologia con ciertas secuencias del ADN celular [2].

La nucleocapside esta constituida por 2 proteinas principales: mayor (153 kd) y
menor (34 kd), y 2 proteinas pequenas (de 28 y 11 kd). Posee una proteina basica
(52 kd) ligada al DNA y una proteina de 38 kd presente Unicamente en las
particulas no infecciosas, que contribuye al ensamblaje de las particulas virales.
Estas proteinas se organizan en 162 capsdmeros.

El tegumento contiene la mayoria de las proteinas del viridn. Las proteinas del
tegumento tienen 2 funciones principales, de un lado la estructural para el

ensamblaje y desensamblaje de los viriones y la funcién de modular la respuesta
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INTRODUCCION

inmune de la célula huésped frente al virus [10]. Las principales proteinas del
tegumento son pp65 y pp150, que son las mas inmunogénicas [12]. Otras
proteinas presentes en el tequmento son UL48 y UL99.

La envoltura esta formada por glicoproteinas. Ellas resultan del clivaje de una
poliproteina precursora presente en las células infectadas, pero ausente en los
viriones. Estas glicoproteinas de envoltura son numerosas, alrededor de 20 vy
estan implicadas en la adhesidon y penetracién del virion dentro de la célula
huésped [10]. Una vez el virus penetra en la célula del huésped, las glicoproteinas
de la envoltura quedan en el reticulo endoplasmico de Golgi y cuando se realiza el
ensamblaje final de los nuevos viriones estan proteinas vuelven a incorporarse a la

estructura del virus.Las glicoproteinas mas abundantes son la glicoproteinas B
(9B), gH, gL, gM, gNy g0 [12].

1.1.1 Ciclo de replicacion del citomegalovirus humano
El ciclo de replicacion del citomegalovirus humano es largo con respecto a otros

herpesvirus, respecto al tiempo de aparicion de efectos citopaticos en cultivos
celulares (in vitro), pero in vivo el tiempo de duplicacion viral es de entre 12-24
horas, dependiendo del estado inmunitario del huésped[13]. Para penetrar en la
célula huésped, se produce la fusién de las glicoproteinas de la envoltura del
citomegalovirus humano con la membrana de la célula. Los receptores de la
envoltura viral conectan con receptores complementarios en la membrana de la
célula del huésped facilitando la liberacion de la nucleocapsida y las proteinas del
tegumento en el interior de la célula huésped iniciandose la fase litica del ciclo
viral[14]. Una vez que las proteinas del tegumento son liberadas en el citoplasma
de la célula huésped, se convierten en funcionalmente activas y participan en
todas las fases del ciclo viral del citomegalovirus humano[10]. Una vez el genoma
viral del citomegalovirus humano accede al nicleo de la célula empieza el ciclo
replicativo.

Se debe destacar que el citomegalovirus humano dispone de mecanismos para
evadir el sistema inmune intrinseco del huesped, tanto el innato como el
adaptativo, con diferentes proteinas del tegumento, para conseguir asi su

objetivo de replicacién y diseminacion.
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INTRODUCCION

El ciclo replicativo del citomegalovirus humano se divide en 3 fases, en base al
tipo de genes que se expresan en cada momento[15].

-Fase inmediata-temprana (immediatly Early “IE"): entre las 0-2 horas de la

infeccion[16]. La expresion de los genes inmediatos-tempranos es activada por la
proteina del tegumento pp71 que iniciara la produccion de proteinas necesarias
para la replicacion del genoma del citomegalovirus humano[17]. Aunque se sabe
que hay algunas proteinas mas implicadas en la replicacion del genoma viral.

En esta fase se producen proteinas no estructurales, que regulan la expresion de
otros genes virales y manipulan los procesos de la célula huésped.

-Fase temprana (“early” E): Antes de las 24 horas de la infeccion [16].En esta fase

se producen proteinas virales esenciales, como son, enzimas virales, proteinas
relacionadas con la replicaciéon viral incluyendo la DNA polimerasa y la helicasa-
primasa.

-Fase tardia (“late”): Después de las 24 horas de la infeccion [16]. Esta fase se

inicia una vez replicado el DNA viral. Se producen proteinas estructurales, que
permitiran el ensamblaje y expulsion de los nuevos virones fuera de la célula [10].

Las principales proteinas del tequmento implicadas en el ensamblaje y expulsion
de los nuevos viriones son pp50, pp28 y UL97.

Pp50 dirige el movimiento de las capsides en el citoplasma, al sitio de formacion
de las particulas, mientras que pp28 dirige la entrada de las proteinas del
tegumento y la nucleocapsida que contiene el DNA dentro de la envoltura
[18][19][20].

UL97, fosforila a las proteinas del tegumento, mediante su actividad quinasa,
activanddlas y facilitando la replicacion del DNA viral y también facilita la
incorporacion de las proteinas del tegumento en nuevos viriones infecciosos
[18,21]. UL97 también realiza la primera fosforilacion del ganciclovir[22].

Pp150, la segunda proteina mas abundante del tegumento, ademas de ser esencial
para la incorporacion de las nucleocapsidas dentro de los nuevos viriones [12],
mantiene la estabilidad de las nucleocapsidas en el citoplasma y también dirige su

movimiento hasta su salida de la célula infectada [23].
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Una vez los viriones ensamblados, se desprenden de la célula huésped por un
mecanismo de exocitosis, que utiliza el sistema de transporte de la célula huésped,
que incluye los nuevos viriones dentro de las vacuolas que los liberan al espacio
extracelular.

Adicionalmente o alternativamente al patrdn litico de expresion de genes, el hCMV
tiene la alternativa estratégica de entrar en estado de latencia, no productivo, de
supervivencia. Los genomas latentes son transportados en células de la linea
mieloide o médula dsea, con aproximadamente entre 2 y 13 copias del genoma
viral por célula infectada [24]. El genoma viral se detecta en varias tipos celulares
que incluyen monocitos/macréfagos [25,26], linfocitos [27], células de la médula
0sea CD34+ [28], células dendriticas inmaduras [29] y células endoteliales
[30,31]. La presencia de DNA gendmico en algunos tipos celulares, representa la
fagocitosis de los viriones por dichas células mas que la presencia de infeccion. El
virus puede entrar en las células, pero estas pueden producir la represion de los
promotores del genoma viral con lo que no se producirian nuevos viriones [32]. El
estado de permisividad de las células para la replicacién viral, esta directamente
relacionada con el estado de diferenciacion de las mismas. Las células
diferenciadas permiten la replicacién viral, mientras que en las células poco
diferenciadas, el citomegalovirus humano puede entrar pero la célula no permite la
replicacion. Sin embargo estas mismas células poco diferenciadas tienen una
funcién importante en la latencia y diseminacién del virus en el organismo [32].
Bajo la influencia de factores desencadenantes, como la inmunosupresion, la
inflamacioén, infeccion o situaciones de estrés [33,35], el genoma se puede

expresar nuevamente, presentando periodos intermitentes de reactivacion de la

infeccion
.
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Figura 2: Expresion temporal de los genes tras la infeccion por el citomegalovirus
humano (hCMV). [36]
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1.2 hCMV EN EL TRASPLANTE DE ORGANO SOLIDO

La inmunosupresion después del trasplante de érgano sdlido confiere una especial
susceptibilidad a infecciones a este tipo de pacientes.

En el trasplante de 6rgano sélido el citomegalovirus humano es el patdgeno viral
mas comun que influencia la evolucién del 6rgano tanto a corto como a largo plazo
[37,38], ya que este herpesvirus ubicuo a parte de los efectos directos también
produce efectos indirectos sobre el paciente y la evolucion del trasplante. El
periodo de maximo riesgo esta entre el primer y el sexto mes post-trasplante y la
maxima incidencia se encuentra entre el segundo y tercer mes[39].
Aproximadamente el 75% de los pacientes trasplantados de drganos sélido
presentan alguna evidencia de infeccién activa por citomegalovirus humano
durante los primeros 3 meses del trasplante, en ausencia de tratamiento antiviral
profilactico o preventivo [40]. En caso de recibir tratamiento anti-viral profilactico,
la aparicion de los sintomas de replicacion del citomegalovirus se puede

retrasar[41].

1.2.1 Factores de riesgo para el desarrollo de hCMV
El mayor riesgo de enfermedad severa por citomegalovirus humano, aparece en

aquellos casos de trasplante de 6rgano soélido con donante seropositivo y receptor
seronegativo (D+/R-) [42,43].

Cuando el donante y receptor son seropositivos (D+/R+), el receptor puede
reactivar su propio virus o ser reinfectado por una cepa procedente del donante. El
riego de enfermedad grave por citomegalovirus humano es intermedio comparado
con los D+/R-.

Otros factores de riesgo para el desarrollo de enfermedad por citomegalovirus
humano son el grado de inmunosupresion recibida, especialmente el uso de
terapia de induccién y anti-rechazo que va a condicionar la capacidad de respuesta
inmune efectiva frente al virus, la edad, co-morbilidad, co-infeccidn y el tipo de
organo trasplantado, siendo las incidencias variables segun las series [41][44]. Las
infecciones y episodios de rechazo agudo favorecen la aparicién de inflamacion,
con las consiguiente liberacion de citoquinas y factores de crecimiento que van a

desencadenarla reactivacion del hCMV latente.
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Mas recientemente también se han identificado otros factores relacionados con

deficiencias en la inmunidad tanto innata como humoral [45].

En la tabla nimero 3 se describen los factores de riesgo asociados a la enfermedad

por hCMV en el trasplante de érgano sélido.

Tabla 1: Factores asociados a la enfermedad por hCMV en el trasplante de érgano

solido.

Factores

Descripcion

CMV serostatus de donante y

receptor

CMV D+/R-> CMV D+/R+ > CMV D-/+ > CMV D-/R- [45]

Rechazo del injerto

Tratamiento del rechazo con bolus o anticuerpos anti-

timociticos[46].

Infeccion por CMV activa

Elevada carga viral[42].

Cantidad total de produccién de virus

Tipo de drgano trasplantado

corazéon-pulmén/pulmén>Corazén> intestino delgado>

pancreas> higado> rifdn[41,44].

Terapia inmunosupresora

de induccion

Terapias depleccionadoras de linfocitos T.
Muromoab-CD3  (OKT3),
alemtuzumab. [38,47].

globulina  anti-timocitica,

Terapia inmunosupresora

de mantenimiento

Micofenolato mofetil y corticosteroides, especialmente a
dosis altas[48].
Los farmacos mTOR (sirolimus i everolimus) se

relacionan con una menor incidencia de hCMV [49,50].

Infeccion viral concomitante

HHV-6, HHV-7[51,52].

Alteraciones del sistema inmune

Déficit de células T CD4+ y/o CD8+ especificas para

adaptativo. CMV [53].

Polimorfismos genéticos del | Mutaciones enTLR-2, TLR-4 [54].

sistema inmune innato vy | Deficiencia de MBL, IL-10, MCP-1, CCR-5,[54,55,56].
adaptativo Expresion elevada de PD-1 en linfocitos T[57].

Otros Retrasplante, volumen de sangre transfundida, sepsis y

otros factores relacionados con la produccion de TNF-a

como el estrés y la cirugia.

D=donante, R=receptor, HHV= herpesvirus humano, TLR= Toll-like receptor, CCR-5= quimiocina receptora de

tipo 5, MBL= Manosa binding lectina, IL-10= interleucina-10, MCP-1=proteina 1 quimiotactica de monocitos,

PD-1=cell programated death-1 TNF-a= factor de necrosis tumoral a.
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El control inmunolégico del citomegalovirus humano en el paciente
inmunodeprimido es complejo e implica la inmunidad innata y adaptativa [1,2],
ademas el citomegalovirus humano tiene efectos inmunomoduladores y de evasion
de la respuesta inmune del huésped.

Los mecanismos inmunomoduladores del hCMV son complejos y todavia no bien
conocidos, pero se podrian dividir en estas 3 categorias:

- Alteracion de la replicacion celular: se ha demostrado que las células infectadas
por hCMV pueden ser inmortalizadas por inhibicidon de la apoptosis inducida por Bcl
y por la supresion de las fases G1 y S del ciclo celular[58].

- Alteracidn de las sefales celulares: el hCMV puede alterar tanto las sefales intra
como extracelulares, principalmente interfiiendo en el reconocimiento de
antigenos. El hCMV interrumpe el desarrollo de receptores de célula T y de los
complejos mayores de histocompatibilidad (MHCs) de clase I y II [58,59]. Esto
produce una reduccion de linfocitos CD8+, que son las células primarias
responsables del reconocimiento de las células infectadas.

La secrecion por parte de las células T CD4+ secretan IFN-gamma, TNF-a y otras
citoquinas también queda modificada[60]. Y en el caso de las células natural killer
se observa una reduccion de su actividad[60].

El hCMV también codifica proteinas de unién a la membrana que interrumpen el
trafico normal de linfocitos durante la respuesta inmune provocando la liberacién
de citoquinas que inducen quimiotaxis de neutrdfilos a las zonas de infeccién
creando un estado inflamatorio que favorece la diseminacion viral[58].

- Escape inmune o resistencia de la célula infectada al sistema inmunitario: estos
diferentes mecanismos desarrollados por el hCMV hacen que el sistema inmune del
receptor sea incapaz de reconocer y atacar las células infectadas, persistiendo la
viremia y produciendo otras manifestaciones, mas alla de las especificas de las
células infectadas, conocidas como los efectos indirectos.

Los linfocitos B, producen anticuerpos neutralizantes contra la glicoproteina B (gB)
y la glicoproteina H (gH) [2].

Los linfocitos T desarrollan la respuesta citotoxica CD4+ y CD8+ protege frente a

la replicacion del virus[1,2]. La respuesta de células T se ha visto que se dirige
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contra un variado rango de proteinas antigénicas del tegumento del
citomegalovirus humano como son pp65, pp50, IE-1 y gB entre otras[61]. Las
proteinas pp65 y pp71 tienen un papel importante en la evasion del sistema
inmune del paciente inmunodeprimido como ya se ha descrito en el apartado del
ciclo de replicacion.

La monitorizacién inmunoldgica, de la respuesta de células T especifica a CMV, se
ha visto que puede ser util para decidir la estrategia de prevencion de la
enfermedad mas adecuada. Hay varios test disponibles, pero tienen un uso mas
investigacional. En pocos centros se aplican como practica clinica habitual. La
mayoria de estos test se basan en la produccién de interferdn-gamma, tras
estimulacion celular con antigenos especificos de citomegalovirus[2]. Los mas
utilizados son el QuantiFERON-CMV assay (Cellestis Inc, Melbourne, Australia) que
estd estandarizado y detecta la respuesta de células T CD8+[62]. El otro ensayo
mas utilizado es el ELISPOT assay que determina la respuesta de células T CD4+

y CD8+. Este test no esta actualmente comercializado[63,64].

Respecto a la dinamica de crecimiento o de infeccion del CMV, la tasa de
crecimiento del citomegalovirus humano en receptores de un trasplante de érgano
no inmunizados (hCMV R-) se ha visto que es significantemente mas rapido que en
receptores de un trasplante que presentan una infeccion recurrente o
reactivacion(hCMV R+) por lo que es mas habitual que presenten enfermedades
tejido invasivas[65]. La carga viral al inicio o pico de la infeccion por
citomegalovirus humano, se relaciona con la posibilidad de presentar enfermedad
por citomegalovirus en los pacientes trasplantados de 6rgano solido [42,66]. Se ha
definido el concepto de “umbral de enfermedad para el citomegalovirus humano”,
de manera que pequefios incrementos de la carga viral por encima de 10° resultan
en un rapido incremento de la probabilidad de desarrollar enfermedad por
citomegalovirus humano [37,42]. El concepto de umbral se relaciona con los
efectos directos del citomegalovirus humano, pero no se puede extrapolar a los
efectos indirectos, ya que niveles bajos asintomaticos se han relacionado con esta

patogenia como describiremos mas adelante. El objetivo del tratamiento anti-viral
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sera reducir la carga viral lo mas rapido posible, para minimizar los efectos directos

de la enfermedad.
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Figura 3: Interrelacién entre la carga viral y la probabilidad de desarrollar
enfermedad por citomegalovirus humano. [42]

1.2.2 Efectos directos e indirectos del hCMV
Las definiciones de los efectos directos causados por el citomegalovirus humano

son la infeccidon y enfermedad por citomegalovirus humano en el trasplante de
organo solido, definidas de acuerdo con las guias existentes [67,68]. Se define la
infeccion por citomegalovirus como la evidencia de replicacién del virus del
citomegalovirus en cualquier fluido bioldgico, sin signos atribuibles al virus y la
enfermedad por citomegalovirus como la evidencia de infeccion con sintomas
atribuibles al virus. Ademas la enfermedad por citomegalovirus puede
categorizarse como sindrome viral, cuando se detecta virus en sangre y presenta
fiebre, malestar general, neutropenia y/o trombocitopenia y se puede definir como
enfermedad tejido invasiva cuando afecta a drganos (neumonia, hepatitis,
retinitis, nefritis, enfermedad gastrointestinal, enfermedad del sistema nervioso
central, miocarditis, pancreatitis, cistitis). La enfermedad tejido invasiva mas
comun en el érgano sdlido es la que afecta al tracto gastro-intestinal [69].

Pero el citomegalovirus humano, no solo causa morbilidad y ocasionalmente
mortalidad, también se ha visto que tiene influencia a corto y largo plazo
produciendo efectos indirectos que pueden contribuir a reducir la supervivencia del
paciente y del injerto mediados por su habilidad de manipular el sistema

inmunitario[38]. El citomegalovirus humano estd asociado con una mayor
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incidencia de fracaso del injerto y muerte de los receptores de un trasplante de

organo solido (TOS), en parte por el aumento de las infecciones oportunistas y el

rechazo cronico y agudo del injerto [38,70].

También la enfermedad tardia por citomegalovirus humano, que suele ocurrir tras

suspender la profilaxis, también se ha visto que es un factor independiente de

prediccion de mortalidad en trasplante hepatico y renal[71,72].

En la tabla 2 se describen las efectos indirectos generalmente asociados a

citomegalovirus.

Tabla 2: Efectos indirectos asociados a citomegalovirus humano.

Efectos indirectos

Descripcion

Rechazo agudo del

injerto

A través de la inmunomodulaciéon, el citomegalovirus humano
puede promover el rechazo agudo [45,73].

Por el contrario, la aloestimulacion y el rechazo agudo también
pueden reactivar el citomegalovirus, que se acostumbra a agravar

con la terapia anti-rechazo administrada.

Rechazo cronico del

Las manifestaciones son diferentes en funcién del odrgano

injerto afectado:
Vasculopatia en el trasplante cardiaco [74] , bronquiolitis
obliterante en el trasplante pulmonar [75], y nefropatia crénica
del injerto en receptores de trasplante renal y hepatico[76].
Inmunosupresion -Infecciones flngicas: como por ejemplo Pneumocistis carinii
con el mayor | [77,78,79].
riesgo  de  sufrir -Infecciones bacterianas: como por ejemplo Nocardia spp.
otras infecciones [47,43].
. -Infecciones virales: HHV-6, HHV-7 [80,81].
oportunistas y
) -Neoplasias asociadas a virus: enfermedad linfoproliferativa post-
neoplasias.

trasplante (PTLD) asociada a Epstein-Barr virus [80,81].
-Carcinoma hepatocelular después de infeccion por HBV o HCV y
cancer de células escamosas por papilomavirus[82].

Diabetes mellitus

Se han descrito diabetes mellitus de nueva aparicion después de
infeccion por hCMV en receptores de un trasplante renal [83,83].

Otros

Aterosclerosis [10,85].
Aceleracién de la recurrencia del virus de la hepatitis C (VHC) en
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trasplante hepatico [86].

Mortalidad La no administracion de tratamiento se relaciona con una menor

supervivencia del paciente[79,87].

HHV= herpesvirus humano
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1.3 TERAPIA FARMACOLOGICA PARA EL hCMV.

Como ya se ha descrito en el apartado anterior, los efectos tanto directos como
indirectos del hCMV en los pacientes trasplantados de 6rgano sdlido y en general
en los pacientes inmunodeprimidos pueden ser devastadores.

Por este motivo es necesario tomar medidas farmacoldgicas tanto de prevencion
de la infecciéon por hCMV como de tratamiento en caso de producirse.

La mayoria de farmacos antivirales comercializados para el tratamiento del hCMV
actan por inhibicién de la DNA polimerasa viral (UL54) [88]. Sobre esta diana
actia el ganciclovir(GCV), foscarnet(FOS) y cidofovir(CDV) y también el
valganciclovir, mas recientemente comercializado. En la figura 4 se describen las
dianas sobre las que actdan dichos farmacos.

El foscarnet y cidofovir, en general, son farmacos de segunda eleccidon para el
tratamiento de la infeccién por hCMV por su mayor toxicidad y generalmente se
reservan para aquellos casos en los que aparecen resistencias al ganciclovir/
valganciclovir.

El mecanismo de accion del foscarnet se basa en su estructura que llega a imitar al
ion pirofosfato, el cual se une especificamente al sitio del pirofosfato DNA
polimerasa viral[89] como se muestra en la figura 4.

El cidofovir es un nucledtido monofosfato analogo a la citosina, que también
requiere ser transformado en cidofovir difosfato (su metabolito activo) para pasar
a la forma activa, pero la fosforilacién es realizada por kinasas celulares [90], por
lo que su activacién es independiente de la infeccién viral. Cidofovir puede
permanecer activo ante cepas de herpesvirus resistentes a diversos farmacos
nucledsidos [91].

El presente trabajo de tesis se centra en los farmacos de primera linea de eleccién
para la prevencion y tratamiento de la enfermedad por hCMV, es decir, ganciclovir
y valganciclovir de los que vamos a detallar en profundidad sus caracteristicas

fisico-quimicas, farmacodinamicas y farmacocinéticas.
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Figura 4: Mecanismo de accion de los diferentes farmacos antivirales [92].

OrO0

1.1.1 Ganciclovir (GCV)

CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS:
El ganciclovir (Cytovene®, Roche, NJ, USA), es un compuesto polar hidrofilico con

una solubilidad de 2,6mg/mL en agua a 25°C. Los pKas del ganciclovir son 2.2 y
9.4 a pH 6.5 y 7.4 respectivamente.

La sal sédica de ganciclovir es la utilizada en la formulacién IV. Se presenta como
polvo liofilizado con una alta solubilidad acuosa siendo esta del orden de 50
mg/mL a 25°C. Al pH fisioldgico, el ganciclovir sédico no esta ionizado y presenta
una solubilidad aproximada de 6 mg/mL a 37°C.

En la siguiente tabla se muestra la formula estructural, molecular y peso

molecular.

Tabla 3: Formula estructural, molecular y peso molecular las 2 formas quimicas de
ganciclovir.

Formulacion | Formulacion estructural | Formula molecular | Peso molecular
Na*0~
M
Sal sodi LI %'J' CoH13NsNaO 277.21 Dalt
al sodICa HN~ °N \CH,OCHCH,OH o 13Ns5NaU4 . altons
H,OH
(o]
HN ”%]
Ganciclovir KA CoH13Ns0 255.23 Daltons
HN™ N “CH,0CHCH,0H 9T 113154 .
CH,OH
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FARMACODINAMIA.:

El ganciclovir es un analogo del nucleosido 2’ desoxiguanosina que actia como un

inhibidor competitivo con la desoxiguanosin trifosfato (dGTP) utilizada por la DNA
polimerasa viral para su replicacién(producto del gen UL54)[93]. Para la activacion
del ganciclovir es necesaria una primera fosforilacién realizada por la kinasa viral
codificada por UL97 seguida de dos fosforilaciones mas realizadas por kinasas
celulares[94].

El ganciclovir-trifosfato (ganciclovir-TP) inhibe la replicacién viral al competir con la
desoxiguanosina-TP como substrato del DNA polimerasa del virus (producto del
gen UL54). La ralentizacion o la interrupcion de la extension de la cadena de DNA
inhiben la replicacion viral, debido a la menor incorporaciéon de dGTP y a la
incorporacion de ganciclovir-monofosfato. Consecuentemente se reduce la
incorporacion de dGTP por lo que se producen fragmentos de DNA virales cortos
[95]. Esto impide la expresidén de genes necesarios para la replicaciéon y la sintesis
de proteinas virales, inhibiéndose la progenie viral [96,97].

La prolongada semivida intracelular de ganciclovir-TP en las células infectadas por
el hCMV, potencia la eficacia de ganciclovir frente al hCMV. Una vez formado, el
ganciclovir-TP es bastante estable y se mantiene durante horas en la célula
infectada, lo que hace que su actividad antiviral sea prolongada(semivida
intracelular 6-12 horas) [94,98].

La actividad antiviral se define en términos de IC50, que es la concentracion de
ganciclovir a la que la replicacion viral es inhibida un 50%. La concentracion /n
vitro de ganciclovir que produce la IC50 varia desde 0.1 hasta 1.6 mg /L[99]. El
ganciclovir también inhibe la DNA polimerasa celular, pero para ello su
concentracion debe estar ser de 7 a 12 veces mayor que la que inhibe la DNA
polimerasa viral [94], lo que indica que ganciclovir se fosforila preferentemente en
las células infectadas por el virus. Sin embargo, las células de médula dsea son
especialmente sensibles a ganciclovir [99]. EI mecanismo de accidn del ganciclovir
es similar al aciclovir, pero es mas potente, siendo su IC50, 26 veces inferior a la

del aciclovir[99].
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FARMACOCINETICA:
La farmacocinética del ganciclovir es lineal entre las dosis de 1 a 6 g via oral y
entre las dosis de 1 a 5 mg/Kg via IV[96,100].

Cuando se administra por via oral presenta una baja absorcion a nivel de la
mucosa intestinal, con una biodisponibilidad de aproximadamente el 5% en
ayunas, la cual aumenta ligeramente si se administra en presencia de alimento a
valores de 6-9% [99,101]. Una vez absorbido, el ganciclovir se une muy poco a
proteinas plasmaticas, con porcentajes del orden del 1-2% para un rango de
concentraciones desde 0,5 a 51 mg/L[101]. El volumen de distribucion del
ganciclovir en estado estacionario (Vss) se ha estimado en 0.68+0.16 L/kg
(n=114). El Vss medio estimado en la poblacién de pacientes con funcién renal
normal, oscila desde 32.8 a 44.5L/1.73m2 (rango 17-59.1L/1.73m2). El volumen
de distribucion medio en el compartimento central (Vc) es de 15.25L/1.73m2
(rango 11-22.5L/1.73m2) [102,103]. El ganciclovir atraviesa la barrera
hematoencefalica [103].

El ganciclovir se elimina inalterado por excrecidn renal principalmente por
filtracion glomerular y en menor medida por secrecién tubular activa. El
aclaramiento de ganciclovir esta directamente relacionado con el aclaramiento de
creatinina (CLcr) [97,104]. La disposicion del ganciclovir en el organismo es
biexponencial , con una semi-vida de eliminacion estimada a partir de la fase
monoexponencial terminal (tis) de aproximadamente 4 horas en pacientes
voluntarios sanos y pacientes con SIDA[101], pero en pacientes con disfuncion
renal entre leve (CLck <70mL/min) y severa (CLck<10mL/min), la ti,,3 aumenta de
1.4 a 20 veces, respectivamente y las respectivas exposiciones al farmaco (dadas
por el valor bajo la curva de concentraciones séricas vs tiempo o AUC) también
aumentan de 1.8 a 15 veces respectivamente[105], por lo que es un farmaco que
necesita individualizacion de la dosis segun la funcion renal. Por el contrario los
valores de concentracion plasmatica maxima (Cmax) se ven poco afectados. En
pacientes de hemodialisis se elimina aproximadamente de un 40 a un 50% del

ganciclovir en una sesion de aproximadamente 4 horas.[105,106,107].
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EFECTOS ADVERSOS y TOXICIDAD:

Los efectos adversos del ganciclovir afectan al sistema reproductivo,
hematopoyético, renal e intestinal. La magnitud de estos efectos adversos depende
del grado de exposicion al farmaco.

Estudios en animales han demostrado que el ganciclovir es teratogénico,
mutagénico y cancerigeno a dosis de 50 a 100 veces superiores a las aplicadas en
clinica por lo que no deberia ser administrado en mujeres que estén en periodo de
lactancia o en mujeres y hombres en edad fértil, sin utilizar métodos
anticonceptivos hasta 90 dias después de suspender el tratamiento [101].
Exposiciones prolongadas, a dosis altas, pueden dar problemas gonadales,
ganglios linfaticos esplénicos y atrofia del timo [108]. También se ha observado,
incluso a dosis terapéuticas, leucopenia, anemia y plaquetopenia. En general, estos
efectos aparecen en menor proporcion en los pacientes tratados con ganciclovir
oral[109]. Los efectos mielotdxicos, a las dosis terapéuticas, suelen ser manejables
en la mayoria de los casos, requiriéndose en ocasiones, farmacos estimulantes de
las colonias de granulocitos, siendo baja la proporcidon de pacientes a los que hay
que interrumpirles el tratamiento debido a leucopenia o neutropenia. Esto puede
ocurrir principalmente en pacientes con SIDA y retinitis por hCMV que reciben
dosis mas altas[110,112]. Por otra parte, a nivel gastrointestinal puede causar

diarrea, nauseas y vomitos.

1.1.2 Valganciclovir (VGC)

CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS:
El valganciclovir (Valcyte®, Roche, NJ, USA) es el clorhidrato del L-valil ester del

ganciclovir. Es un polvo blanco cristalino de alta solubilidad acuosa, siendo ésta del
orden de 70 mg/mL a 25°C y a pH=7. El pKa del HCI valganciclovir es de 7.6 y en
solucién acuosa su estabilidad es mayor a pH<3.8.

En la siguiente tabla 4 se muestra la formula estructural, molecular vy el peso

molecular.
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Tabla 4: Formula estructural, molecular y peso molecular del valganciclovir.

Formulacion | Formulacion estructural Formula Peso molecular
molecular

Ll

Clorhidrato N
tet TN N HCl Ci4H2N60s .HCI | 390.83 Daltons

—o Ht
HO ﬁO \}\<
©

<@

— N

HN LN |\" >
Valganciclovir o _h@\}\< Ci14H22NgOs 354.3 Daltons

FARMACODINAMIA:

Después de la administracion oral, el VGC es rapidamente absorbido a través de

los transportadores intestinales de péptidos (PEPT1 y PEPT2) [113] y rapidamente
hidrolizado a ganciclovir, farmaco activo, a través de las esterases intracelulares

de la mucosa intestinal y hepatica.

FARMACOCINETICA:

Cuando se administra en presencia de comida, las exposiciones alcanzadas son

proporcionales a las dosis administradas en el rango de dosis de 450 a 2625
mg/d[114]. Dentro de este intervalo de dosis no se ha observado acumulacién del
farmaco, posiblemente debido a su corta semivida y a las pautas de administracion
propuestas de 12 y 24 horas. La biodisponibilidad del ganciclovir administrado
como su profarmaco, valganciclovir oral, es aproximadamente del 60% en todas
las poblaciones adultas estudiadas (voluntarios sanos, SIDA, retinitis, trasplante de
organo solido)[115], siendo aproximadamente 10 veces superior a la obtenida con
ganciclovir oral en capsulas[116].

La exposicidn a valganciclovir es muy baja y transitoria tras su administracion tanto
en pacientes con SIDA y retinitis por hCMV [114], como en pacientes trasplantado
hepaticos[115], de tal forma que s u exposicion (AUC) Unicamente alcanza valores
del orden del 1-2% de los observados para el ganciclovir formado[101]. Tras la
administracion de 875 mg de valganciclovir en presencia de alimento, la AUCy-24n

del valganciclovir fue de 0.39 (mg/L)'h mientras que la del ganciclovir fue de 24.8
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(mg/L)h[114]. La administracién de valganciclovir con comida grasa aumenta la
magnitud de su absorcion del orden del 24 al 30% (AUCy-24n), los valores de Cmax
aumentan en un 14%, sin que se modifique el valor de al tiempo en que se

alcanza la concentracién plasmatica maxima (Tmax)[114].

EFECTOS ADVERSOS y TOXICIDAD:

En general, los perfiles de seguridad y tolerabilidad del valganciclovir son similares
a los del ganciclovir intravenoso y oral, siendo consistentes con la similitud de los
perfiles farmacocinéticos hallada tras la administracion de valganciclovir oral vs

ganciclovir IV.

1.1.3 Estudios clinicos de eficacia y farmacocinética

El Ganciclovir fue el primer farmaco anti-viral aprobado para el tratamiento de la
infeccion y enfermedad por citomegalovirus humano y fue entre los primeros
farmacos aprobados para el tratamiento de infecciones oportunistas en pacientes
con sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

Inicialmente el ganciclovir IV se autorizd en 1989 para retinitis por hCMV en
pacientes con SIDA a una dosis de 5 mg/Kg/12h durante 3 semanas seguido de
una dosis de mantenimiento de 5 mg/Kg/dia [109].

Posteriormente, se realizaron los estudios para la indicacion del tratamiento de la
infeccidon por citomegalovirus humano en trasplante de érgano sélido a una dosis
de 5 mg/Kg/12h durante 2-4 semanas[117].

Dado los efectos devastadores (directos y especialmente indirectos) que podia
tener el hCMV en los pacientes inmunodeprimidos, los esfuerzos se dirigieron
hacia el desarrollo de estrategias de prevencién de la enfermedad por hCMV.

Sin embargo, en el caso del ganciclovir IV la administracion intravenosa a largo
plazo del farmaco era logisticamente compleja requiriendo ingreso hospitalario,
ademas los riegos derivados de los accesos periféricos, tanto infecciones como
trombosis[118].
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Para evitar estos inconvenientes, en el ano 1995 se comercializd el ganciclovir oral
(Cytovene®, Roche, NJ, USA) en forma de capsulas.

Esta presentacion supuso un avance para la profilaxis y la terapia de
mantenimiento frente a hCMV. El ganciclovir oral se aprobd para la indicacion de la
prevencion de la retinitis primaria y secundaria en pacientes con SIDA. En el
estudio de Spector et al[119], se demostrd que ganciclovir oral reducia el riesgo de
enfermedad por hCMV en un 49%. Respecto a la terapia de mantenimiento de la
retinitis por hCMV con ganciclovir oral a las dosis de 1g/8h, se demostrd que era
equivalente a ganciclovir IV 5 mg/Kg/dia, al no diferir significativamente en el
tiempo de progresion de la retinitis por hCMV de 62 a 57 dias, respectivamente
[109]. El ganciclovir oral también demostrd su eficacia para la prevencion de la
enfermedad por hCMV en trasplante de érgano sdlido. En el estudio realizado por
Gane et al [120] en pacientes trasplantados hepaticos, se demostré que ganciclovir
oral 1g/8h vs placebo durante 98 dias reducia significativamente la incidencia de
enfermedad por hCMV del 19% al 5%. El ganciclovir oral a la dosis de 1g/8h
durante 8 semanas también se mostro efectivo para reducir la incidencia de la
infeccion y enfermedad por hCMV en pacientes recibiendo tratamiento
anticipado[121].

La limitacion del ganciclovir oral, fue su baja biodisponibilidad, del orden del 6-
9%][115] que limitaba la exposicidon sistémica conseguida y ademas requeria la
administracion de entre 6-12 capsulas diarias (en administracion 3 veces al dia), en
un grupo de pacientes ya de por si polimedicados. Las concentraciones
plasmaticas subodptimas de ganciclovir oral también se relacionaron con un
aumento de resistencias, especialmente mutaciones en el gen UL97 y en menor
medida en el gen UL54 que confieren resistencia al ganciclovir[122,123].

Respecto a los estudios farmacocinéticos, en pacientes con retinitis por hCMV y
SIDA, tras la administracién oral de 1g/8h o 5 mg/kg IV la Cmax fue de 1.18 y
8.27 ug/ml, la Cmin fue de 0.23 y <0.05 pg/mly la AUC de 15.4 y 22.1 (ug/ml).h,
respectivamente[124].

Pescovitz et al [125] realizaron un estudio en pacientes de trasplante de dérgano
sélido y hemodialisis administrando ganciclovir oral, en base a un algoritmo de

dosis basado en el aclaramiento de creatinina, observandose que la
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biodisponibilidad era similar a la obtenida en pacientes con SIDA vy retinitis y que el
algoritmo de dosis propuesto era correcto para obtener concentraciones
inhibitorias del hCMV para pacientes con CLcreat>50 mL/min y para pacientes en
hemodialisis.

Dada la baja exposicién a ganciclovir, el ganciclovir oral no se considera efectivo
para el tratamiento de la infeccion y enfermedad por hCMV.

Posteriormente, fue desarrollado el valganciclovir (Valcyte®, Roche, NJ, USA), un
profarmaco, el L-valil ester de ganciclovir autorizado en el afio 2001 por la FDA.

El farmaco desarrollado presentaba una biodisponibilidad de hasta 10 veces
superior al ganciclovir oral [116] y similar a la obtenida con ganciclovir iv. En el
estudio de Jung et al [116] en 18 pacientes con SIDA y hCMV seropositivos se
administré en un disefio cruzado, 1 dosis Unica de valganciclovir 360 mg,
ganciclovir oral 1000 mg y una infusion de ganciclovir 5 mg/kg de 1 hora de
duraciéon. Las AUC medias obtenidas fueron de 10.8+1.9, 3.8+1.2 y 25.1+3.8
(Mg/mL).h, respectivamente.

Tras la administracion oral el maximo de concentracion fue superior y a un tiempo
inferior con valganciclovir con una Cmax de 2.98+0.77 ug/mL a Tmax de 1+0.3h
versus Cmax 0.47£0.17ug/mL a una Tmax de 2.2+1h[116].

Brown et al [114] en un estudio de dosis multiples en 39 pacientes con SIDA y
hCMV seropositivos, administré 450, 875, 1725 y 2625 mg de valganciclovir. En el
citado estudio se observd que la AUC de ganciclovir 875 mg fue de 24.8 (ug/mL).h,
que es equivalente a la obtenida con una dosis de ganciclovir IV 5mg/Kg y también
se demostrd que la administracion junto con alimentos mejoraba la absorcion.

En un estudio posterior Czock et al[105]estudiaron en pacientes con SIDA y hCMV
y voluntarios sanos el efecto de la disfuncion renal sobre la farmacocinética del
ganciclovir tras la administracion de una dosis Unica de valganciclovir oral 900 mg,
demostrando que el aclaramiento de ganciclovir estaba correlacionado con el
aclaramiento de creatinina y por tanto era necesario ajustar la dosis al mismo y
que no habian diferencias en la farmacocinética entre pacientes con SIDA vy
voluntarios sanos.

La primera indicacion aprobada del valganciclovir fue para el tratamiento de

induccién y mantenimiento de la retinitis por hCMV en pacientes con SIDA. Los
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estudios fase II/III realizados fueron 2. En el primer estudio (WV15376), 160
pacientes con SIDA recién diagnosticados de retinitis por hCMV se aleatorizaron
(1:1) a recibir valganciclovir 900mg/12h durante 21 dias seguido de 900mg/dia
durante 7 dias mas versus ganciclovir 5 mg/kg cada 12 horas iv durante 21 dias
seguido de ganciclovir 5mg/kg cada dia durante 7 dias adicionales. Después de las
4 semanas de tratamiento, los resultados de eficacia entre valganciclovir oral y
ganciclovir IV fueron comparables (progresion de la retinitis 10% en cada grupo,
estabilizacion en 72 y 77% de los paciente, respectivamente) [112]. En este
estudio, las AUC12h de ganciclovir a las dosis de induccion fueron de 28.6+9.0 y
32.8+10.1 (pg/ml).h, para el ganciclovir IV 5mg/12h y el valganciclovir oral 900
mg/12h, respectivamente. A las dosis de mantenimiento las AUC24h fueron de
30.7+7.7 y 34.9+10.1 (ug/ml).h, para el ganciclovir IV 5mg/dia y el valganciclovir
oral 900 mg/dia, respectivamente, es decir, fueron incluso ligeramente superiores
en los pacientes tratados con valganciclovir oral. En el segundo estudio (WV15705)
se trataron 212 pacientes con SIDA que previamente habian sido tratados de
retinitis. A los pacientes con retinitis quiescente en el momento de la inclusion, se
les suministré una dosis de mantenimiento con valganciclovir 900 mg/dia durante 1
ano. Por otro lado, en caso de reactivacion se les administraba valganciclovir
900mg/12h durante 21 dias, seguido de de valganciclovir 900 mg/dia hasta
completar 1 afo de tratamiento. Con un seguimiento de 18 meses, solo el 17% de
los pacientes presentd progresion de la enfermedad, 6% desarrollaron enfermedad
contra-lateral, 17% presentaron algin malfuncionamiento visual y sélo el 2% de
los pacientes enfermedad por hCMV extraocular [110].

En paralelo se iniciaron los estudios para la indicacion de prevencidon del
citomegalovirus humano en trasplante de érgano sélido.

En el estudio de registro (PV16000) se incluyeron 364 pacientes receptores de un
trasplante de 6rgano sdlido de alto riesgo (CMV D+/R-) que fueron aleatorizados
2:1 a recibir valganciclovir 900mg/d o ganciclovir oral 1000 mg/d durante 100 dias
(iniciando el tratamiento dentro de los 10 dias post-trasplante y dosis ajustada a
funcién renal). La incidencia de enfermedad por citomegalovirus a los 6 y 12
meses post-trasplante para el grupo de valganciclovir y ganciclovir oral fue de

12.1% vs 15,2% y 17.2%vs 18.4%, respectivamente. Por lo que se demostré que
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los resultados de eficacia eran similares en ambos grupos de tratamiento. Se
observd que la viremia durante la profilaxis era inferior en el grupo de
valganciclovir (2.9% vs 10.4%). Respecto a seguridad, el perfil de seguridad fue
similar en ambos grupos, aunque observandose mayor incidencia de neutropenia
en el grupo de valganciclovir (8.2% vs 3.2%) [73]. La mayoria de casos de
enfermedad tardia por hCMV aparecieron entre los 4 y 6 meses post-trasplante,
apareciendo mas precozmente en el grupo de ganciclovir oral. La aparicién de
resistencias fue baja, no habiendo ninglin caso en el grupo de valganciclovir.

Al hacer el analisis por tipo de trasplante, se observd en el grupo de trasplante de
higado, que los pacientes del grupo de valganciclovir tenian una mayor incidencia
de enfermedad tejido invasiva, por lo que cuando se aprobd la indicacion de
prevencidon de la enfermedad por hCMV en trasplante de drgano sélido, en el afo
2003, la FDA lo autorizd sélo para rifdn, pancreas y corazon. Aunque en otros
muchos paises (como es el caso de Espafia) estd también aprobado para
trasplante de higado en caso de CMV D+/R-.

Respecto a los estudios farmacocinéticos con valganciclovir, en el estudio realizado
en 28 pacientes trasplantados de higado y publicado por Pescovitz en el afo
2000[115], se demostro la equivalencia entre la exposicion de una dosis Unica de
VGCV oral (450 mg) y GCV oral (1gr/8h) y entre una dosis Unica de VGVC oral
(900 mg) y una dosis Unica de GCV IV (5mg/kg). En el citado estudio la exposicion
obtenida tras una dosis Unica de valganciclovir 450mg no era inferior a la obtenida
con ganciclovir 1g/8h (AUC: 21.1(ug/mL).h vs 20.7(ug/mL).h) y la exposicidn
obtenida con una dosis Unica de valganciclovir 900mg no era superior a la
obtenida con ganciclovir 5mg/kg IV (AUC: 41.7 (ug/mL).h vs 48.2 (ug/mL).h)
[115].

En adultos receptores de un trasplante de érgano sdlido del estudio PV16000, la
exposicion a ganciclovir en estado estacionario (dosis multiples), después de
administrar valganciclovir 900 mg/dia, es aproximadamente 1,7 veces la que se
obtiene con ganciclovir oral 1gr administrado 3 veces al dia(AUCO-
24h=46.3(ug/mL).h vs 28(ug/mL).h)[126]. En el sub-andlisis por tipo de drgano

trasplantado tampoco se observaron diferencias en la exposicion [126].
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En general, en los estudios farmacocinéticos en pacientes sanos o con retinitis por
hCMV en pacientes con SIDA frente a pacientes trasplantados de 6rgano soélido
podia observarse que las AUCs a dosis de profilaxis, eran superiores en pacientes
trasplantados comparado con voluntarios sanos y pacientes con SIDA posiblemente
debido a una mayor eliminacion terminal del ganciclovir, a la vez posiblemente
derivada del uso de farmacos inmunosupresores en muchos casos nefrotoxicos
[127]. El aumento de esta exposicion a ganciclovir también podia provocar
aumento de frecuencia de reacciones adversas, como por ejemplo las
hematoldgicas.

En la siguiente tabla 5 se describen las principales caracteristicas farmacocinéticas
de ganciclovir y valganciclovir de acuerdo con las respectivas informaciones de

producto.

Tabla 5: Principales caracteristicas farmacocinéticos del ganciclovir oral, IV y del
valganciclovir en base a las informaciones de producto de Roche.[128,129,130].

Principales Ganciclovir Ganciclovir Valganciclovir
caracteristicas oral IV oral
farmacocinéticas (ganciclovir) (ganciclovir sédico) | (valganciclovir HCI)
Biodisponibilidad 5-9% N/A 60%
Cmax (mg/mL) 1.18 9 5.6
AUCO0-24h pac sanos y SIDA 12.3-19.1 26.5+5.9 29.14+9.7
(ug/mL).h

t1/2 terminal pac sanos y 4.8+0.9 3.81+0.71 4.08+0.76
SIDA (h)

AUCO0-24h TOS (ug/mL).h 24.9-31.3 48.2+17.3 40.2-48.8
t1/2 terminal TOS (h) 6.48+1.38 N/D 8.56+3.62

N/A: no aplica N/D: no realizado.

Actualmente el ganciclovir oral ya no se encuentra comercializado en muchos
paises, por haber sido reemplazado por el valganciclovir oral.

En las tablas 6 y 7 se detallan las recomendaciones de dosis en base a la funcion
renal segun la informacidn del fabricante de ganciclovir intravenoso vy

valganciclovir, tanto para induccién como mantenimiento.
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Tabla 6: Dosificacion del ganciclovir intravenoso, ajustado a la funcién renal del
paciente de acuerdo con la ficha técnica [129].

Aclaramiento

Dosis tratamiento o

Dosis profilaxis o

creatinina induccion mantenimiento

>70 mL/min 5 mg/kg cadal2h 5 mg/kg cada dia

50-69 mL/min 2.5 mg/kg cadal2h 2.5 mg/kg cada dia
25-49 mL/min 2.5 mg/kg cada dia 1.25 mg/kg cada dia
10-24 mL/min 1.25 mg/kg cada dia 0.625 mg/kg cada dia

< 10 mL/min 1.25 mg/kg 3 veces por 0.625 mg/kg 3 veces por

semana tras la HDI

semana tras la HDI

Tabla 7: Dosificacion del valganciclovir oral, ajustada a la funcion renal del
paciente de acuerdo con la ficha técnica [130].

Aclaramiento

Dosis tratamiento o

Dosis profilaxis o

creatinina induccion mantenimiento

>60 mL/min 900 mg/12h 900 mg/dia

40-59 mL/min 450 mg/12h 450 mg/dia

25-39 mL/min 450 mg/dia 450 mg cada 2 dias

10-24 mL/min 450 mg cada 2 dias 450 mg 2 veces a la
semana

< 10 mL/min Ganciclovir iv: 2.5mg/kg -

cada 2 dias
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1.4 PREVENCION y TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD
POR CITOMEGALOVIRUS EN EL TRASPLANTE DE
ORGANO SOLIDO (TOS).

1.4.1 Prevencion de la enfermedad por hCMV en el TOS

La importancia de la prevencion de la enfermedad por citomegalovirus, es que se
ha visto que reduce la incidencia y gravedad tanto de los efectos directos como los
indirectos causados por el mismo [79,131,132].

Para la prevencion del citomegalovirus humano, se han usado 2 estrategias
principalmente, que son la profilaxis antiviral y la terapia anticipada (“preemptive”)
[43].

En la profilaxis antiviral, la estrategia consiste en administrar a todos los
pacientes de riesgo un farmaco anti-viral por un periodo de entre 3 y 6 meses. La
duracion de la terapia dependera del grado de inmunosupresion recibida por el
paciente, incluyendo la administracion de anticuerpos anti-limfocitarios. La
profilaxis antiviral se recomienda para todos los pacientes considerados de riesgo
que incluye en todos los dérganos los receptores CMV D+/R- y CMV D+/R+
dependiendo del tipo de o6rgano. [133,134]. La terapia debe ser iniciada post-
trasplante inmediato, aunque en algunos centros se retrasa hasta 2 semanas post-
trasplante ya que los resultados de un estudio realizado sugieren que el retrasar el
inicio permite el desarrollo una adecuada inmunidad especifica a hCMV con lo que
el riego de enfermedad tardia por CMV disminuye[135].

Los farmacos mas utilizados para la profilaxis con eficacia demostrada son
valaciclovir (solo en trasplante renal), ganciclovir oral e IV y valganciclovir oral.
Cidofovir y foscarnet no son farmacos de primera linea por su perfil de toxicidad
renal[45]. También inicialmente se utilizd aciclovir, fuera de indicacion de ficha
técnica, aunque esta en desuso por las elevadas dosis que deben administrarse y
la baja exposicion que se obtiene. En algunos drganos se han utilizado
preparaciones con inmunoglobulinas, tanto inmunoglobulinas especificas para

hCMV(CMVIg) o inmunoglobulinas intravenosas inespecificas (IVIg) pero hay pocos
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estudios [136,137,138] y deberian hacerse mas estudios aleatorizados y ciegos

para confirmar el beneficio de afiadir inmunoglobulinas al régimen de profilaxis.

En la terapia anticipada, los pacientes son monitorizados para detectar evidencia
de reactivacién del citomegalovirus. Tan pronto se detecta replicacion viral, se
administran farmacos anti-virales para prevenir la progresion de infeccion a
enfermedad por citomegalovirus y para el seguimiento evolutivo [66,139].

Los test de laboratorio utilizados para la determinacion de citomegalovirus humano
mas habitualmente utilizados son la antigenemia pp65 y las técnicas moleculares
basadas en la deteccion de DNA y RNA.

El ensayo de la antigenemia pp65 es un test semi-cuantitativo, basado en la
deteccidn de células infectadas en sangre periférica.

Existen varios test moleculares que pueden detectar DNA o RNA de forma
cualitativa o cuantitativa mediante la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). La mayoria de tests se realizan en plasma o sangre total de
forma semanal durante los primeros 3 meses post-trasplante [134]. Existen
discrepancias y falta de estandarizacion entre diferentes centros respecto a este
tipo de técnicas.

Para ambas técnicas, cada centro debe validarlo y fijar el valor base a partir del
cual se iniciara el tratamiento preventivo y hacer el seguimiento de la evolucién
del mismo. Las guias recomiendan mantener el tratamiento hasta conseguir 1 o 2
resultados negativos como minimo [134,140]. Algunas guias también sugieren
continuar realizando monitorizacidon de la viremia o instaurar profilaxis secundaria,
una vez finalizado el tratamiento [134].

Los tratamientos mas habitualmente utilizados son valganciclovir oral, seguido de

ganciclovir IV a dosis plenas [133].

De ambas estrategias de prevencion, la profilaxis antiviral primaria parece ser mas
efectiva que la terapia anticipada en la prevencion de los efectos indirectos del
citomegalovirus [79,131]. Las guias también recomiendan el uso de profilaxis
sobre la terapia preventiva en aquellos pacientes de mayor riesgo, es decir,
CMVD+/R- [45,134].
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También hay que decir que el tratamiento anticipado no se ha estudiado a fondo

en algunas poblaciones como el trasplante de pulmon, intestinal o pediatrico.

Ambas estrategias de prevencidon del citomegalovirus humano tienen ventajas e

inconvenientes que se describen brevemente en la siguiente tabla.

Tabla 8: Ventajas e inconvenientes de la profilaxis y la terapia anticipada.

Criterio Profilaxis antiviral Terapia anticipada
Eficacia Si, en ensayos aleatorizados | Si, en ensayos mas pequefios.
con grandes poblaciones Menor en D+/R-
Simplicidad Facil de coordinar Mas dificil de coordinar, por

frecuencia de toma de muestras.

Infeccién tardia | Podria ser un problema | Menos frecuente que en profilaxis
por CMV potencial.
Coste Alto, por el coste de la|Alto, por el coste de los test de
medicacion laboratorio
Toxicidad Mayor toxicidad Menor, por menor duracién del
(principalmente tratamiento.
mielosupresién) por la mayor
duracion del tratamiento.
Efectos Efecto positivo, basado en | Informacion limitada.
indirectos meta-analisis, y ensayos
comparativos
Otros Puede no detectar todos los casos

de enfermedad, especialmente

algunos tejido invasivos
(gastrointestinal o retina) con
indetectable carga viral-

enfermedad compartimentalizada
[133].

pag. 44




INTRODUCCION

1.4.2 Tratamiento de la enfermedad por hCMV en el TOS

El tratamiento de eleccion clasico para la enfermedad por citomegalovirus en el
paciente trasplantado de dérgano solido, tanto para el sindrome viral como
enfermedad tejido invasivo, ha sido siempre el ganciclovir IV. Otros tratamientos
como el ganciclovir oral o el aciclovir o valaciclovir estan desaconsejados por no
conseguir suprimir la replicacion viral necesaria en caso de enfermedad [134].

Mas reciente tras la introduccion del valganciclovir oral, se ha visto que tiene una
eficacia similar al ganciclovir IV por lo que lo estd desplazando, al menos en
aquellos casos no graves y en los que no se observa afectacion intestinal o
problemas de absorcidn intestinal [141].

En los estudios preliminares, como el realizado en el presente proyecto de tesis, se
realiza un tratamiento secuencial, es decir, iniciar tratamiento con ganciclovir IV y
pasar a valganciclovir oral coincidiendo con la mejora de la clinica. En nuestro
estudio piloto, se demuestra que la exposicion que se obtiene a ganciclovir tras el
valganciclovir oral no es inferior a la obtenida con ganciclovir IV [142].
Posteriormente, Roche esponsorizd el estudio internacional, multicentrico,
aleatorizado VICTOR con 321 pacientes trasplantados de 6rgano sdlido
presentando enfermedad por citomegalovirus. En el mismo se demostrd que
valganciclovir oral es igual de eficaz y seguro que el ganciclovir IV para el
tratamiento de la enfermedad por citomegalovirus [141, 143].

En caso de efectos adversos como leucopenia, se debe intentar mantener dosis de
valganciclovir oral o ganciclovir IV, para conseguir exposiciones adecuadas. En la
medida de lo posible se debe valorar las opciones de reducir las dosis de farmacos
inmunosupresores y en casos severos valorar la posibilidad de administrar factor
estimulante de colonias de granulocitos[134].

Respecto a la duracion del tratamiento antiviral, actualmente las guias
recomiendan individualizar el tratamiento en base a los resultados de la
monitorizacion clinica y viroldgica semanal con una duracién no inferior a 2
semanas Yy observando negativizacion de la viremia o antigenemia [133, 140,

141]. En los pacientes de alto riesgo, se recomienda obtener 2 muestras
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consecutivas negativas, con una separaciéon de al menos 1 semana entre ellas
antes de suspender el tratamiento.

En algunos centros de trasplante, se realiza la llamada profilaxis secundaria con
valganciclovir oral a dosis profilacticas, durante un periodo de entre uno y tres
meses, si segun criterio de los investigadores existen criterios de riesgo para la
recurrencia de la infeccién por citomegalovirus humano [133,143]. Los criterios de
recurrencia serian infeccién primaria por hCMV, alta carga viral basal, persistencia
de viremia en el momento de inicio de la profilaxis secundaria, enfermedad
multiorganica, trasplante de o6rganos de mayor riesgo, Yy aumento de la
inmunosupresion por episodios de rechazo agudo[143,144,145]. Otra posible
opcion es realizar vigilancia viroldgica, tras la suspension del tratamiento.

En casos de recurrencias de enfermedad por citomegalovirus se recomiendo
prolongar la profilaxis secundaria [134].

En los casos de enfermedad compartimentada, con afectacion de dérganos y sin
viremia detectable, la antigenemia o viremia son de limitado uso como guias en la
resolucion de la enfermedad. En estos casos, se requiere la prolongar el
tratamiento y evaluar la respuesta al tratamiento en base a la respuesta clinica e
histologica[140].

Tanto si se administra valganciclovir oral como si se administra ganciclovir IV es
muy importante conseguir unos niveles de exposicion que sean terapéuticos. Unos
niveles infra-terapéuticos pueden promover el desarrollo de resistencias [146],
mientras que unos niveles demasiados altos podrian favorecer la aparicién de
efectos toxicos [123]. Es muy importante la monitorizacién de la funcién renal y el

ajuste de las dosis de tratamiento en base a la misma.

1.4.3 Tratamiento de las resistencias en la enfermedad por hCMV en
el ToS.

Durante las 2 primeras semanas de tratamiento de la enfermedad por
citomegalovirus humano, la antigenemia o DNAemia pueden aumentar en mas de
dos terceras partes de los pacientes y esto no representa necesariamente la

presencia de resistencias [140].
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Las resistencias deben sospecharse si a partir de la segunda semana de
tratamiento se observa que la carga viral es estable o progresiva (resistencia
virica) o la persistencia de sintomas (resistencia clinica).

La resistencia clinica no va necesariamente relacionada con la resistencia virica, ya
que puede ser debida a factores relacionados con la respuesta inmune del paciente
[147], o por no alcanzan niveles adecuados de farmaco anti-viral. En estos casos
se recomienda hacer niveles de ganciclovir y ver el estado de inmunidad especifico
frente a citomegalovirus humano. También reduccion de inmunosupresidon o
cambios en el tratamiento inmunosupresor pueden ayudar a resolver la resistencia
clinica, particularmente en aquellos que no tienen una exposicién prolongada a
farmacos anti-virales[140]. El tratamiento con everolimus y sirolimus esta
relacionado con una baja incidencia de enfermedad por citomegalovirus[148], por
lo que se propone como alternativa para el tratamiento en caso de pacientes con
infeccion por hCMV resistente a ganciclovir[149].

La definicion actual de la resistencia al ganciclovir en estudios in vitro es CI50 >1,5
Mg/ml (6,0 uM) y dependen de la existencia de mutaciones en su genoma y
pueden ser demostradas por genotipado o fenotipado. Lo mas rapido es hacer el
genotipado, que consiste en amplificar unas determinadas regiones del genoma
viral, sequido de secuenciacion [92].

El fenotipado, solo se recomienda para estudio de sensibilidad “in vitro”, pero
tienen el inconveniente de que son mas largos y laboriosos.

Los principales factores que favorecen la aparicion de resistencias son la no
existencia de inmunidad previa (hCMV D+/R-), exposicién prolongada a farmacos
anti-virales, especialmente si es a concentraciones subterapéuticas, en
tratamientos intermedios y en presencia de altas cargas virales e inmunosupresion
intensa [140]. El érgano con mayor incidencia de resistencias es el trasplante de
pulmdn [150,151].

Las resistencias se dan entre un 5-10% de los casos [122,152]. Y son cada vez
mas frecuentes en los casos de enfermedad tardia, que suele aparecer con mayor
frecuencia en aquellos pacientes que han recibido profilaxis prolongadas por ser

pacientes de alto riesgo.
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También, muy a menudo la presencia de cepas resistentes, se asocia a
enfermedad invasiva, disfuncion progresiva del injerto, rechazo del drgano
trasplantado e incluso mayor mortalidad, que puede afectar hasta el 65% de los
pacientes [153,154].

Una de las opciones para el tratamiento de las resistencias es aumentar las dosis
de ganciclovir o valganciclovir, siempre que la funcién renal sea normal.

En el tratamiento de las resistencias a ganciclovir, generalmente el farmaco
utilizado como primera opcién es el foscarnet solo o en combinacién con

ganciclovir[155], ya que el cidofovir es mucho mas tdxico.
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1.5 FARMACOMETRIA

El término farmacometria aparecid en la literatura por primera vez en 1982 en el
Journal of Pharmacokinetics and Biopharmaceutics [156]. Desde entonces se ha
reconocido ampliamente la importancia de esta disciplina tanto en la optimizacion
como en el desarrollo de un farmaco, destacando el incremento de literatura que
ha existido en este campo. Se define como la ciencia que permite desarrollar y
aplicar métodos estadisticos y matematicos para i) caracterizar, comprender y
predecir la farmacocinética y la farmacodinamia ii) cuantificar la incertidumbre
asociada a estos procesos, iii) tomar decisiones racionales en farmacoterapia y en
el desarrollo de farmacos. Dada su importancia se han publicado guias o
recomendaciones para la industria por parte de distintas administraciones (EMA,
FDA)[157,158].

La farmacocinética puede definirse como el estudio y caracterizacion de la
evolucion temporal de los farmacos y de sus metabolitos en el organismo a través
del analisis cinético de las curvas concentracion/tiempo o cantidad/tiempo

obtenidas a partir de muestras de fluidos bioldgicos [159].

1.5.1 METODOS DE ANALISIS DE DATOS FARMACOCINETICOS
Las aproximaciones mas utilizadas en el analisis de datos procedentes de estudios

farmacocinéticos son la aproximacion no compartimental y la aproximacion
compartimental, que a su vez puede abordarse desde una perspectiva individual
(clasica) o bien poblacional. La diferencia fundamental entre todos estos métodos
radica en la sencillez vs complejidad, consumo de tiempo, formacion requerida y
capacidad descriptiva y predictiva de la informacién obtenida, entre otros aspectos

tal como se muestra en la figura 5.
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Aproximaciones para el andlisis de datos PK
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Figura 5: Aproximaciones posibles para el analisis de datos farmacocinéticos.

1.5.1.1. Aproximacion no compartimental

Las limitaciones de los métodos compartiméntales tales como la complejidad de los
métodos matematicos o la imposibilidad de seleccionar adecuadamente un modelo
debido al bajo nimero de observaciones experimentales, han conllevado al uso del
analisis farmacocinético no compartimental.

El andlisis de los datos experimentales mediante la aproximacion no
compartimental permite estimar los parametros farmacocinéticos sin necesidad de
ajustar un modelo matematico especifico a los mismos. Este tipo de analisis
proporciona estimas puntuales de los parametros farmacocinéticos para un
individuo, situacion y en un punto temporal concreto y en consecuencia es dificil
predecir lo que ocurrird en distintos escenarios no ensayados. Como consecuencia
solo puede utilizarse con fines predictivos si se asume que el aclaramiento
plasmatico del farmaco permanece constante con respecto al tiempo y que la
relacion entre la velocidad de entrada del farmaco y la concentracidon plasmatica

resultante, tiene las propiedades de superposicion e invariabilidad en el tiempo.
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En el andlisis farmacocinético no compartimental la Unica asuncidon matematica que
se hace es considerar que el decurso de las concentraciones asociadas a la fase
terminal de la curva de concentracién plasmatica vs tiempo sigue una cinética de
orden uno. Por tanto considera la existencia de una fase monoexponencial terminal
en el decurso temporal de las concentraciones plasmaticas del farmaco cuya
pendiente ()\;) estimada mediante regresion lineal semilogaritmica proporciona el
valor de la constante de velocidad del proceso cinético de orden uno. Una vez

conocida dicha pendiente, es posible determinar la semivida aparente de

eliminacion (thAz)‘ El cdlculo de los demas parametros mediante esta

aproximacion es sencillo siempre que se disponga de la informacién experimental
requerida tal como describen Domenech y col[160]. La principal limitacién de este
método se basa en poder disponer de una fase terminal correctamente delimitada
hecho que a veces resulta dificil en la practica clinica debido a la imposibilidad de

extraer muchas muestras por paciente.

1.5.1.2 Aproximacion compartimental

La aproximacion compartimental utiliza modelos matematicos para describir la
evolucion de las concentraciones del farmaco a lo largo del tiempo y a partir de
éstos, es posible la estimar los parametros farmacocinéticos que permitiran
describir el comportamiento del farmaco en el individuo. Los modelos matematicos
basados en compartimentos son los mas utilizados[161]. Un compartimento
representa una fraccion de material bioldgico en la que el farmaco esta
uniformemente distribuido y tiene las mismas propiedades cinéticas. El organismo
es un sistema muy complejo y aunque tedricamente puede dividirse en un amplio
numero de compartimentos, esto requeriria un complejo tratamiento matematico y
un elevado nimero de observaciones. Por este motivo, en la practica, se utiliza un
maximo de tres compartimentos. Es importante destacar, que un compartimento,
no siempre abarca una entidad fisioldgica sino que se trata de una unidad
conceptual, ya que a veces zonas proximas o relacionadas pueden pertenecer a
compartimentos distintos. La Figura 7 muestra la representacion esquematica de

los modelos de uno (a), dos (b) y tres (c) compartimentos tras la administracion
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intravenosa del farmaco. En el modelo de un compartimento, se considera al
organismo como un Unico compartimento en el que el farmaco se distribuye
instantaneamente ocupando un volumen de distribucidon (V) y se elimina por una
constante de eliminacion de primer orden (Ke). En el modelo de dos
compartimentos, se asume que el farmaco se distribuye de forma instantanea en
un compartimento central (C) y de aqui a un compartimento periférico (P1),
retornando luego al compartimento central para ser eliminado. El aclaramiento
intercompartimental (Q) rige la distribucion del farmaco entre ambos
compartimentos de acuerdo con un proceso cinético de primer orden. Vi
representa el volumen de distribucién del compartimento central y V, el del
compartimento periférico. El proceso de eliminacién ocurre Unicamente desde el
compartimento central (K¢). En el modelo de tres compartimentos, el farmaco se
distribuye instantaneamente en un compartimento central (C), y de aqui a un
compartimento periférico superficial (P;) y de forma mas lenta a un compartimento
periférico profundo (P,). Vi, V2 y V3 representan los voliumenes de distribucién de
los compartimentos central, periférico superficial y periférico profundo,
respectivamente. Desde los compartimentos periféricos, el farmaco retorna al
compartimento centra para ser eliminado (Ke). Los aclaramientos
intercompartimentales rigen la distribucion del farmaco entre el compartimento
central y el compartimento periférico superficial (Q:) y entre el compartimento
central y el compartimento periférico profundo (Q,) de acuerdo con un proceso

cinético de primer orden.

(a) (b)

(©)
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Figura 6: Representacion esquematica de los modelos de uno (a), dos (b) y tres
(c) compartimentos tras la administracién de un farmaco mediante un bolus
intravenoso.

Los modelos de la Figura 6 permiten también describir la cinética de un farmaco
administrado por via extravasal afadiendo un compartimento externo que
representa el lugar de absorcion donde se deposita la dosis de farmaco.

El analisis compartimental puede aplicarse individuo a individuo para el calculo de
los parametros farmacocinéticos individuales sin tener en cuenta la variabilidad
interindividual asociada, siendo esta la aproximacién clasica conocido como
farmacocinética individual.

Sin embargo desde hace aproximadamente tres décadas el analisis de datos
farmacocinéticos mediante modelos matematicos se ha dirigido hacia la

aproximacion poblacional cuya filosofia se describe a continuacion.

FARMACOCINETICA POBLACIONAL

Los escenarios que permiten aplicar la aproximacion farmacocinética poblacional
son muy amplios tanto en la practica clinica rutinaria como en las distintas etapas
de desarrollo de un farmaco. Aunque surgid de la necesidad de estimar
parametros farmacocinéticos a partir de datos procedentes de la monitorizacion
terapéutica[162,163,164], la farmacocinética poblacional ha experimentado una
gran evolucién desde su origen hasta la actualidad, adquiriendo un papel muy
importante en el desarrollo de nuevos farmacos.

Ademas, la farmacocinética poblacional ofrece la posibilidad de efectuar analisis
simultaneos integrando toda la informacion farmacocinética de un farmaco, no solo
a partir de datos procedentes de disefios de muestreo relativamente dispersos
("sparse data") sino también a partir de datos procedentes de disefios intensivos
("dense data") o a partir de la combinacién de ambos, disefios balanceados con el
mismo numero de muestras por individuo vs disefios no balanceados, asi como de
estudios que estan normalmente excluidos debido a que su disefio no permite el
analisis farmacocinético clasico. A modo de ejemplo, en los estudios preclinicos o

en los estudios clinicos de fase II y III, se suele disponer de pocos datos por
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individuo, siendo insuficientes para describir el perfil farmacocinético individual
completo. El andlisis compartimental clasico asi como el analisis no
compartimental de estos datos obliga a considerarlos como si provinieran todos de
un mismo individuo y no permite discernir entre variabilidad interindividual y
residual. Como consecuencia de todo ello, en estos casos, la estimacion de los
valores de los parametros farmacocinéticos puede ser inexacta.

La farmacocinética poblacional se define como el estudio de las fuentes de
variabilidad en las concentraciones de farmaco entre individuos que reciben un
régimen de dosificacion estandar[158]. Esta aproximacién permite analizar
simultdneamente la informacion de todos los sujetos en la poblacién de estudio, y
i) estimar el valor medio de los parametros farmacocinéticos, ii) cuantificar tanto
la magnitud de la variabilidad asociada a los parametros farmacocinéticos dentro
de la poblacién de estudio como la contribucién de determinadas caracteristicas
individuales (peso corporal, edad, sexo, etc.), fisiopatoldgicas (parametros
relacionados con la funcionalidad renal o hepatica, etc.) o terapéuticas (la
presencia de tratamientos concomitantes, etc.) a dicha variabilidad iii) estimar la
variabilidad o error asociado a las concentraciones experimentales.

Existen diferentes métodos para la estimacion de los parametros farmacocinéticos
poblacionales[165] destacando entre ellos i) el método de datos agrupados (“naive
pooled” data), ii) el método de las dos etapas vy iii) el método de los modelos no

lineales de efectos mixtos.

Método de datos agrupados "Naive pooled data"

Es el método mas simple de todos y puede ser Gtil cuando existe poca variabilidad
entre los individuos. Se basa en analizar todos los datos provenientes de los
diferentes individuos como si provinieran de uno Unico. Para que los datos sean
comparables, deben normalizarse por las dosis. Este método permite conocer la
tendencia central de los parametros farmacocinéticos. Las principales ventajas de
este método son la facilidad de su aplicacion y que puede usarse con una gran
variedad de disefios, como por ejemplo disefos de datos dispersos o bien a partir

de disefios con un numero distinto de muestras por individuo. Sin embargo este
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método no permite el calculo de los parametros farmacocinéticos individuales, no
distingue entre la variabilidad interindividual y la residual y no permite la inclusién

de covariables. Todo ello, puede dar lugar a sesgo en la estima de los parametros.

Método en dos etapas "Two-stageMethod"

La aproximacion en dos etapas es el método tradicional de analisis
farmacocinético. En la primera etapa se estiman los parametros farmacocinéticos
de cada individuo por separado mediante métodos de regresion no lineal. En este
caso, es posible calcular los valores medios, varianzas y covarianzas de cada
parametro a partir de los valores individuales de los mismos y por tanto conocer la
variabilidad interindividual. En una segunda etapa, este método permite de forma
sencilla, relacionar mediante técnicas estadisticas multivariantes los valores de los
parametros farmacocinéticos individuales y las covariables de interés. Esta
aproximacion presenta también algunos inconvenientes como se describe a
continuacién:

i. Requiere un minimo numero de datos de concentracion plasmatica vs
tiempo por individuo asi como un disefio adecuado en los tiempos de
muestreo para que todos los parametros puedan ser estimados con
precision[166].

ii. Tiende a sobreestimar la variabilidad interindividual asociada a los
parametros farmacocinéticos.

iii. El comportamiento farmacocinético de todos los individuos debe ser descrito
por el mismo modelo estructural, siendo ello una limitacion especialmente
cuando los datos a modelizar proceden de administraciones por vias

extravasales.

Modelos no lineales de efectos mixtos

Los modelos de efectos mixtos, incluyen los denominados efectos fijos que
corresponden a los parametros farmacocinéticos y coeficientes de regresion de las
covariables que describen parte de la variabilidad interindividual debida a

caracteristicas individuales conocidas y los efectos aleatorios que corresponden a
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la variabilidad interindividual y residual[167]. Esta aproximacion, permite el analisis
simultdneo de todos los datos para estimar los valores de los parametros
farmacocinéticos (efectos fijos) y de la varianza asociada a las distribuciones de los
efectos aleatorios interindividuales (n) y residuales ().

Los modelos de efectos mixtos se basan en la asuncion de que los parametros
farmacocinéticos individuales de una poblacidn siguen una distribucion normal.
Esta distribucion puede ser descrita por la media poblacional del parametro y la
varianza asociada. De esta manera, cada parametro farmacocinético individual
viene dado por la media poblacional o valor tipico del parametro mas una
desviacion con respecto al valor tipico, o dicho de otra forma, esta desviacion es la
diferencia entre la media poblacional del parametro y el valor del parametro
individual.

De acuerdo con estos modelos, la concentracion plasmatica observada en un

individuo dado i, a un tiempo dado j, puede describirse mediante la ecuacion 8.

A :f(Di’Fci’Xi’tij)+£ij Ecuacion 1

Siendo, Yj- Concentracion plasmatica del farmaco en el individuo i al tiempo
j (t;), £ Modelo farmacocinético que mejor describe las observaciones
experimentales (modelo estructural), F;. Vector de parametros del modelo
estructural, D, Dosis de farmaco administrada, X Caracteristicas demograficas del
individuo y ¢;- Error residual o diferencia entre el valor de concentracién predicho
por el modelo y el observado para el individuo i al tiempo j.
Tal como se observa en la Figura 7 los modelos no lineales de efectos mixtos, son
modelos jerarquicos que presentan dos niveles de variabilidad; los efectos
aleatorios interindividuales (n;)) que pertenecen al primer nivel y los efectos
aleatorios residuales (g;) que pertenecen al segundo, estando éstos anidados en

los primeros.
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Modelos de efectos mixtos no lineales

/ ~
IVL;LO / \

| VbLZ /

tiempo

Figura 7. Modelos no lineales de efectos mixtos (modelos jerarquicos): Efectos
aleatorios residuales (€) anidados dentro de los efectos aleatorios interindividuales

(n).

Tal como ya se ha descrito, la principal ventaja de este método es que permite el
analisis de datos dispersos y de datos provenientes de individuos con un nimero
distinto de muestras por individuo, disefios no balanceados, etc...de forma
simultanea (andlisis en una sola etapa) pero preservando su individualidad.
Ademas, permite la estimacion de parametros poblacionales e individuales. Para
ello, se requiere de complejos algoritmos de calculo y puede requerir de bastante

tiempo durante el proceso de modelizacion.

Los modelos no lineales de efectos mixtos permiten métodos de estimacion
paramétrica y no paramétrica:

3 Aproximacién paramétrica. Asume que los parametros presentan una

distribucion conocida (normal o log-normal) caracterizada por una media y sus
correspondientes medidas de dispersion (varianza). Los métodos de estimacion

paramétrica mas utilizados en farmacocinética poblacional son los siguientes:
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—  FO (First-order estimation model): Método de estimacion de primer
orden: Mediante este método, las n no entran dentro del proceso de minimizacién
de la funcién objetiva y toman el valor 0 (la media poblacional de n es igual a 0)
durante el proceso de estimacién. Como consecuencia mediante dicho método
pueden obtenerse estimas sesgadas de los parametros poblacionales, por lo que
no es el mas recomendable.

—  FOCE (First-Order conditional estimation method): Método de estimacion
condicional de primer orden: Mediante este método, las n intervienen durante el
proceso de estimacion y toman el valor de las estimas condicionales de n. La
opcién FOCE INTERACTION tiene en cuenta la posible interaccion existente entre €
y n. Este método permite obtener estimas no sesgadas de los parametros

poblacionales.

3 Aproximacidn no paramétrica. Esta aproximacion surge de la

imposibilidad de caracterizar la distribucion de los parametros poblacionales como
normales o log-normales. Se basa en maximizar la probabilidad (funcidon de
densidad) de que los parametros estimados describan adecuadamente el proceso
que representa[168].Tanto el método no paramétrico de maxima verosimilitud
(NPML)[169] como el método no paramétrico de maxima expectacion (NPEM)[170]
no permiten cuantificar los intervalos de confianza de las distribuciones obtenidas

ni separar las fuentes de variabilidad inter e intraindividual.

En las Ultimas décadas han surgido varios programas que permiten desarrollar
modelos farmacocinéticos poblacionales mediante la aproximacion de los modelos
de efectos mixtos no lineales. NONMEM es quizas el programa mas ampliamente
utilizado. Se trata de un programa escrito en lenguaje FORTRAN inicialmente
desarrollado en la Universidad de California, San Francisco, por Beal y
Sheiner[171] y que actualmente ha evolucionado hasta la versién 7. Es un
programa disefiado para ajustar modelos farmaco estadisticos mediante
procedimientos de regresion no lineal a los datos experimentales de concentracion
plasmatica frente al tiempo, con el objetivo de estimar el valor tipico de los

parametros farmacocinéticos, la incertidumbre asociada a los mismos o variabilidad
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interindividual y la variabilidad asociada a las concentraciones o error residual, asi
como identificar aquellos factores o caracteristicas individuales que pueden explicar
parte de la variabilidad asociada a los parametros farmacocinéticos.

El desarrollo de un modelo farmacocinético poblacional mediante NONMEM
engloba la modelizacion de la parte estructural o fija y de la parte aleatoria o
estadistica. EI modelo estructural estd compuesto a su vez por un modelo
farmacocinético que describe la evolucidon media de las concentraciones predichas
en funcion de los parametros cinéticos poblacionales y un modelo de regresion o
de covariables que relaciona los parametros cinéticos con las caracteristicas de los
individuos. El modelo estadistico tiene por objetivo modelizar y evaluar la magnitud
de la variabilidad interindividual asociada a los parametros farmacocinéticos y de

la variabilidad residual asociada a las concentraciones.

MODELO ESTRUCTURAL

El modelo estructural describe el comportamiento farmacocinético medio (también
denominado tipico) del farmaco en la poblacién de estudio. En una primera etapa
se desarrolla el modelo base que es aquel que mejor describe las observaciones en
ausencia de covariables. Aunque se disponga de informacion previa procedente de
estudios previos, la estrategia a seqguir suele ser ajustar los modelos de uno, dos y
tres compartimentos combinando con distintas cinéticas de absorcién (en caso de
que el farmaco se haya administrado por via extravasal) seleccionando el modelo
mas optimo en base a criterios estadisticos (test de razén de maxima verosimilitud,
LRT; criterio de Akaike, AIC)[172], precisidn en los parametros estimados, y a
través de la exploracion de graficos de bondad de ajustado.

Una covariable se define como aquella caracteristica de un individuo que puede
afectar al comportamiento del farmaco a través de un cambio en sus parametros
cinéticos. La incorporacion de covariables en un modelo poblacional deberia
disminuir la variabilidad interindividual, identificar subpoblaciones con mayor riesgo
de fracaso terapéutico (disminucion de la eficacia o aumento de toxicidad al
tratamiento), aumentar la capacidad predictiva del modelo, aumentar el caracter
mecanicista del modelo y/o permitir explorar el posible impacto de otras

covariables en los parametros del modelo.
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La forma en la que el parametro cambia en funcién de los valores de las
covariables se puede modelar mediante diferentes expresiones matematicas
dependiendo de las caracteristicas de cada una de las covariables (continua o

categodrica) y de su influencia en el parametro.

MODELO ESTADISTICO
Los efectos aleatorios interindividuales(n) representan la diferencia entre el
parametro farmacocinético individual y el parametro farmacocinético poblacional.
La variabilidad interindividual puede ser modelada como:

e Modelo aditivo: n se anade al valor poblacional. La varianza del parametro

es constante a lo largo de todo el rango de valores del parametro.

64i =01p0p *Mi Ecuacién 2

Donde: 63 Parametro farmacocinético en el individuo i, 81p0p. Valor tipico del
parametro farmacocinético y mi. Variable aleatoria para el individuo i en el
parametro farmacocinético.

e Modelo proporcional: m se multiplica al valor tipico del parametro
farmacocinético poblacional. La varianza aumenta a medida que aumenta el valor

del parametro.

8y =e1pop'(1+n1i) Ecuacion 3

e Modelo exponencial: basado en un modelo de error exponencial. Suele ser
el modelo de eleccidn para modelar la variabilidad interindividual en los parametros

farmacocinéticos.
N4; .,
04 = e1p0p -(e | ] Ecuacion 4

En la ecuaciéon 3 se asume una distribucidn normal mientras que en la ecuacién 4
se asume una distribucion logo-normal en la que los parametros individuales no
alcanzaran valores negativos. Esto se ajusta a lo esperable desde un punto de
vista fisioldgico.

La magnitud de la variabilidad interindividual puede expresarse en términos de

coeficiente de variacién porcentual (CV%), cuyo calculo depende del modelo de
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variabilidad interindividual seleccionado. Asi, en el caso del modelo proporcional y

del modelo exponencial, el CV% se calcula a partir de la ecuacion 5:

c:V(%)=JuT2 100 Ecuacion 5
Para una poblacién con un nimero m de individuos, los valores de n;; representan
la desviacion de los parametros de cada individuo respecto al valor medio
poblacional. Esta desviacion tiene una distribucion aleatoria simétricamente
distribuida alrededor de 0 y con una varianza igual a w,’. El valor de w,” representa

la variabilidad interindividual asociada al parametro.

Los efectos aleatorios residuales (€) cuantifican las desviaciones entre las
concentraciones predichas por el modelo y las concentraciones observadas en el
individuo que no pueden explicarse mediante el modelo poblacional propuesto. Se
asume que los efectos aleatorios residuales son independientes entre si y
presentan una distribucién simétrica alrededor de cero y varianza o®, Los efectos
aleatorios residuales pueden modelarse como:

e Modelo aditivo: € se afade a la funcidn que describe el perfil
farmacocinético del individuo. La varianza asociada a las concentraciones es
constante e independiente del valor de éstas.

Ci =f(Di’Fci’xi’tij)+Eij Ecuacién 6

e Modelo proporcional: € se multiplica a la funcidn que describe el perfil
farmacocinético del individuo. La varianza asociada a las concentraciones aumenta
proporcionalmente con la magnitud de éstas.

Ci =f(Di’Fci’Xi'tij)'(1+sijj Ecuacion 7

. Modelo combinado (aditivo-proporcional): Es la combinacion entre el modelo
aditivo y el proporcional. La variabilidad residual tiene dos componentes aditivo y
proporcional. Ambos se afaden a la funcion que describe el perfil farmacocinético

del individuo.
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Ci :f[Di’Fci’Xi’tijJ'(1+£ij1)+sij2 Ecuacién 8

Se asume que el conjunto de los efectos aleatorios residuales estan
simétricamente distribuidos alrededor de 0 y la varianza de dicha distribucion es
0. La matriz varianza-covarianza = engloba a las varianzas ¢%....n (n es el nimero
errores residuales considerados asociados a distintos tipos de datos concentracion
frente al tiempo, si procede) y la posible covarianza que caracteriza la variabilidad
residual.

En aquellos casos en que se trabaja con datos logotransformados, el modelo de
error residual se convierte en el modelo de error aditivo para datos

logotransformados dado por la ecuacién 9.

Yi :ln[f(ei,Di,xij }+£j Ecuacién 9

Siendo, en este caso yij, las concentraciones de cada individuo i a un tiempo j

expresadas en logaritmos neperianos.

METODOS DE SELECCION Y DISCRIMINACION ENTRE MODELOS
Para la evaluacién del modelo poblacional, no existe un Unico criterio que permita
discriminar entre modelos de forma O6ptima. Los métodos mas ampliamente
utilizados para la evaluacion vy discriminacion de modelos se basan
fundamentalmente en criterios numéricos y graficos de bondad de ajuste.

1. Criterios numeéricos

La funcion objetiva (OFV) da cuenta de la diferencia entre los valores de
concentracion observados y predichos para un grupo de individuos. Permite
describir la bondad del ajuste de un modelo dado a los datos experimentales y
asumiendo que el modelo es correcto, determina la maxima probabilidad de
predecir los datos observados (funcién de maxima verosimilitud). Asimismo,
permite discriminar entre los distintos modelos ajustados a los mismos datos para
la seleccion del modelo dptimo. Puesto que de hecho, la funcién objetiva es igual
a -2 veces el valor del logaritmo de la funcidon de maxima verosimilitud (-2*log
likelihood, -2LL), cuanto menor sea su valor, mayor probabilidad de que el modelo

describa adecuadamente los datos observados.
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e

n
—2Iog(L)=nIog(2TrI+.Z1 Iogoi + 5
I=

Oj

Ecuacion 10

Para modelos anidados que solo difieran en un parametro, la diferencia entre los
valores de sus respectivas funciones objetivas sigue una distribucién de xi-
cuadrado con un grado de libertad. Como consecuencia la significancia del
parametro que diferencie a ambos modelos sera del 5% (p<0.05) si del modelo
reducido al completo existe una disminucion de la funcién objetiva de 3.84 puntos,
y del 0.5% (p<0.005) si la reduccion es de 7.8 puntos[173]: Para modelos no
anidados se utiliza como criterio discriminativo el criterio de informacion Akaike
(AkaikeInformationCriteria-AIC)[172]:

AIC = MOVF+ 2P Ecuacion 11

Donde MVOF corresponde al valor minimo de la funcion objetiva y P es el nimero
total de parametros del modelo. El modelo que proporcione el minimo valor de AIC

sera el que mejor describe los datos experimentales.

2. Precision en los valores de los parametros estimados

El error estandar relativo de los valores de los parametros estimados (EER%)
permite conocer el grado de precision/imprecision en su estimacion. Cuanto menor
es el valor de EER% mayor es la precisién con la que se estima el parametro. El

valor del EER%viene dado por la ecaucién12:

EER% = (error estandar / valor medio del parametro)*100 Ecuacion 12

3. Graficos de bondad de ajuste

Los graficos de la bondad de ajuste permiten detectar desviaciones o tendencias
debidas ya sea al modelo estructural o bien estadistico, desarrollados. Los datos
observados (DV), las predicciones poblacionales (PRED) e individuales (IPRED)
frente al tiempo tras la Ultima dosis administrada son los graficos mas utilizados en
la literatura[174,175]. Estos graficos permiten tener una impresion general del

ajustado del modelo. En la figura 8 se representan los valores observados(DV)
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frente a los predichos poblacionales (PRED) asi como los valores observados frente
a los predichos individuales (IPRED). La linea sodlida representa la linea de
identidad vy la linea roja representa la linea de tendencia general de los datos.

Si el modelo estructural es adecuado, los datos estaran agrupados uniformemente
alrededor de la linea de identidad a lo largo de todo el ambito de concentraciones.
El grafico IPRED frente al tiempo tiene un mejor ajustado ya que incorpora la
variabilidad interindividual necesaria para el ajuste individual de los datos.

Dicha figura 8 incluye también los graficos de los residuales ponderados
poblacionales condicionales vs tiempo (CWRES=PRED-DV/W) y los residuales
individuales ponderados (IWRES=IPRED-DV/W) vs las predicciones individuales. En
ambos casos deberia existir una distribucién homogénea alrededor de cero, sin
ninguna tendencia. Asimismo la magnitud de los IWRES deberia ser inferior a la

magnitud de los WRES.
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Figura 8: Graficos de bondad de ajuste: Concentraciones experimentales vs
concentraciones  poblacionales  predichas  (panel  superior izquierdo),
Concentraciones experimentales vs concentraciones individuales predichas (panel
superior derecho), residuales individuales ponderados (IWRES) vs concentraciones
individuales predichas (panel inferior izquierdo) y residuales condicionales
poblacionales vs tiempo (panel inferior derecho).

METODOS DE EVALUACION DE MODELOS.

La evaluacion del modelo permite conocer su capacidad predictiva. Para ello existen
métodos de evaluacion o validacién interna y métodos de validacion externa. Los
métodos de validacidén interna utilizan fundamentalmente la herramienta de la
simulaciéon, mientras que los métodos de validacion externa se basan en la
prediccion bayesiana. Estas técnicas suelen aplicarse una vez desarrollado el modelo
final pero pueden ser también muy Utiles durante el desarrollo del modelo como
herramienta de ayuda en la discriminacién de modelos.

Por otra parte es conveniente conocer el valor del “shrinkage” tanto del modelo base

como del modelo final desarrollado.

Métodos de validacion interna

Técnica de Bootstrap:

El "bootstraping"[176] es un método de re-muestreo en que se muestrea la
poblacion original N veces. El tamafo de la muestra suele ser igual al de la
poblaciéon original de forma que en cada muestra pueden existir individuos
repetidos. El bootstrap puede ser de tipo paramétrico o no paramétrico. En el
bootstrap paramétrico se generan pseudo-muestras distribuidas de acuerdo con la
distribucién del modelo desarrollado (distribucién normal) mientras que en el no
paramétrico se realiza a partir del archivo de datos originales. El modelo se ajusta
a los datos de cada pseudo-muestra y se estiman los mismos parametros que en la
poblacion original para cada una de las muestras. A partir de dichos valores se
calcula la media de los valores muéstrales y los intervalos de confianza asociados a

dicha media.
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Evaluacion visual predictiva (vpc) y Evaluacion visual predictiva
corregida por la prediccion (pcVPC).

La evaluacién predictiva consiste en mdltiples simulaciones a partir del modelo y
distribuciones de referencia de las mismas caracteristicas que los datos
experimentales. La evaluacion visual predictiva (vpc) consiste en un grafico
diagndstico en el que se superponen las concentraciones experimentales frente al
tiempo junto con el decurso de los intervalos de prediccidon de los datos simulados
frente al tiempo. Esta aproximaciéon permite el diagndstico tanto de los efectos fijos
como de los efectos aleatorios del modelo.

Otro tipo de grafico diagndstico basado en técnicas de simulacién es la evaluacion
visual predictiva corregida por la prediccion (pc-VPC) en la que tanto las
observaciones como vy las predicciones del modelo se normalizan por las
predicciones tipicas del modelo (a su vez dependientes de las dosis administradas
y de los valores de las covariables que hayan resultado ser significativas en el
modelo), en distintos intervalos considerados para la variable independiente[177].
Esta normalizacion evita tener que estratificar con tantos graficos vpc como
distintos valores de las covariables que hayan resultado ser significativas en el

modelo, hecho que llevaria a graficos poco informativos.

Evaluacion predictiva posterior (PPC)[178]:Esta técnica se basa en comparar
las distribuciones de los valores de un parametro de interés que pueda estar
relacionado con la eficacia al farmaco (AUC o area bajo la curva de
concentraciones plasmaticas vs tiempo, Cmax o concentracion plasmatica maxima
etc...) estimados a partir de los datos experimentales con respecto a los estimados
a partir de datos simulados de concentracion vs tiempo de 1000 poblaciones

idénticas a la original, a partir del modelo.

Errores de las distribuciones de prediccion normalizados (NPDE) 179]: En
esta técnica relativamente nueva, se simulan también 1000 poblaciones como la
original a partir del modelo desarrollado, se calculan los errores o discrepancias
para los datos observados y simulados y se comparan ambas distribuciones con

respecto a una distribucién normal.
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Métodos de validacion externa:

La validacion externa es la técnica que proporciona mayor evidencia de la
capacidad predictiva del modelo. Esta técnica consiste en predecir a partir del
modelo las concentraciones individuales en un grupo de pacientes de
caracteristicas similares a los de la poblacidon de desarrollo del modelo pero que no
se han utilizado para ello. Las concentraciones individuales predichas se comparan
con las observadas en términos de exactitud y precision de acuerdo con el método

propuesto por Sheiner y Beal[180].

Shrinkage:

El valor de "e-shrinkage" se utiliza para cuantificar como de informativo es el
grafico. Tiene un valor que va de cero a uno. Cuanto mas se acerca a uno, menos
informativo resulta el grafico. La ecuacion 13 muestra el calculo de "e-shrinkage",
donde SD (IWRES) es la desviacion estandar de los residuales individuales
ponderados (IWRES). Un valor de "shrinkage" superior al 20% supone una pérdida
de significancia del grafico IPRED vs DV [181].

e —shrinkage=1-SD(WRES) Ecuacion 13
El concepto de "shrinkage" también se aplica a la variabilidad interindividual
durante la seleccidn de covariables.
Un valor alto de "n-shrinkage" se asocia con una estimacion menos fiable de la
variabilidad interindividual. La ecuacién 14 muestra el célculo de "n-shrinkage"
donde SD(n) es la desviacidon estandar de las estimas empiricas bayesianas de la
variabilidad interindividual (n) y o es la estima poblacional del parametro de 1.

|\\

Cuando los datos son muy informativos, el “n-shrinkage” es cero y tiende a 1

|\\

cuando son menos informativos. Cuando el “n-shrinkage” es alto los parametros
individuales tienden a la estima poblacional y en este caso los graficos diagndstico
de los parametros individuales vs covariables pueden ser interpretados

incorrectamente.
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Ny —shrinkage :1—(SDHX)] Ecuacion 14
w

1.5.1.3 Aproximacion Bayesiana
En farmacocinética clinica es bastante comun disponer de un ndmero reducido de

datos de concentracion por paciente, por lo que dificilmente pueden estimarse
parametros farmacocinéticos con precision mediante los métodos de regresion no
lineal clasicos. Los parametros farmacocinéticos deberian estimarse con la maxima
precision posible puesto que luego se utilizaran para el ajuste de dosis durante la
monitorizacién terapéutica. De acuerdo con esta problematica, Bayes
[182]propuso una teoria que permitia el calculo de la probabilidad de que ocurra
un evento en base a la probabilidad inicial o “a priori” y la contribucién de nuevos

datos.

El método Bayesiano permite incorporar en el modelo no solo informacion
experimental (datos de concentracidon vs tiempo) de un nuevo individuo sino
también informacién conocida “a priori” del comportamiento farmacocinético del
farmaco en una poblacién conocida de las mismas caracteristicas que las del
individuo. El teorema de Bayes describe la relacion cuantitativa entre la
probabilidad a priori de que un individuo presente unos parametros
farmacocinéticos dados antes de conocer sus concentraciones plasmaticas y la
probabilidad a posteriori de obtener parametros similares una vez conocidas las

concentraciones experimentales.

De acuerdo con esta teoria al inicio del tratamiento se dispone de escasa
informacion experimental del paciente por lo que las predicciones de los
parametros farmacocinéticos se basan mucho en la informacidon poblacional,
mientras que en cuanto la informacion individual aumenta las predicciones se
aproximan mas a los valores individuales obtenidos mediante el analisis por

regresion no lineal clasico.

El método Bayesiano permite por tanto predecir los valores individuales de los
parametros farmacocinéticos a partir de escasa informacién experimental de cada

individuo (n>1) e informacién poblacional “a priori” del comportamiento

pag. 68



INTRODUCCION

farmacocinético del farmaco. Cuanto mejor caracterizado esté el comportamiento
farmacocinético poblacional del farmaco mejores seran las predicciones de los
parametros farmacocinéticos individuales a utilizar para el ajuste de dosis durante
la monitorizacion terapéutica.
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HIPOTESIS

El valganciclovir, ha demostrado su eficacia para el tratamiento de la retinitis en
pacientes con SIDA y para la prevencién de la infeccidn por citomegalovirus

humano en el trasplante de érgano sélido.

Ademas en los estudios farmacocinéticos realizados en pacientes trasplantados
hepaticos se ha demostrado que una dosis de valganciclovir 900 mg permite
obtener niveles plasmaticos de ganciclovir similares a los obtenidos con una dosis

de ganciclovir 5mg/Kg IV.

Por estos motivos, planteamos la realizacion de un ensayo clinico piloto para
demostrar la eficacia del tratamiento de la enfermedad por citomegalovirus en
trasplante de 6rgano sélido con valganciclovir oral después de una corta induccién
con ganciclovir IV, demostrada mediante la desaparicion de la viremia y la
exposicion sistémica a ganciclovir obtenidas tras la administracién tanto de

ganciclovir IV como de valganciclovir oral.
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OBJETIVOS:

Los objetivos del presente proyecto de tesis son:

1. Estudiar la eficacia y seguridad y evaluar la farmacodinamia de una estrategia
de tratamiento de la infeccidn /enfermedad por citomegalovirus humano corta (21
dias) en receptores de un trasplante de drgano sélido basada en ganciclovir IV

seguido de valganciclovir oral.

2. Comparar la exposicién a ganciclovir después de administrar valganciclovir oral

con respecto al ganciclovir IV.

3. Establecer un modelo farmacocinético poblacional del ganciclovir después de la
administracion de ganciclovir IV seguido de valganciclovir oral mediante el
programa NONMEM vy evaluar los efectos de diversos factores fisiopatoldgicos
sobre los parametros cinéticos de disposicidon, para encontrar potenciales factores

predictivos para la individualizacion de la dosificacion.

4. Evaluar la idoneidad de las dosis recomendadas por el fabricante para evitar la

infra o supra-exposiciones al farmaco de los pacientes.
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Capitulol1:
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Niubo J, Llado L, TorrasJ, Manito N, Rufi G, Grinyo JM.
Sequential treatment of cytomegalovirus infection or
disease with a short course of intravenous ganciclovir
followed by oralvalganciclovir: efficacy, safety, and
pharmacokinetics. Transpl Infect Dis. 2010
Jun;12(3):204-12.

doi: 10.1111/j.1399-3062.2009.00481.x. Epub 2009 Dec 9. PubMed PMID:
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Sequential treatment of cytomegalovirus infection
or disease with a short course of intravenous
ganciclovir followed by oral valganciclovir: efficacy,
safety, and pharmacokinetics

A. Caldés, S. Gil-Vernet, Y. Armendariz, H. Colom, L. Pou, ]. Niubd,

L. Llad, J. Torras, N. Manito, G. Rufi, ]. M. Grinyé. Sequential treatment
of cytomegalovirus infection or disease with a short course of
intravenous ganciclovir followed by oral valganciclovir: efficacy, safety,
and pharmacokinetics

Transpl Infect Dis 2010: 12: 204—212. All rights reserved

Abstract: Oral (p.o.) or intravenous (IV) ganciclovir (GCV) has been
the first-line agent for prevention and treatment of cytomegalovirus
(CMYV) infection and disease in solid organ transplantation (SOT). The
introduction of p.o. valganciclovir, with higher bioavailability than p.o.
GCV, has proven to be a suitable approach toward outpatient p.o.
therapy for CMV infection/disease. The present single-arm,
exploratory pilot trial performed with 21 patients investigates the
efficacy and safety of a short therapeutic course (21 days) based on an
initial IV treatment with GCV (5 mg/kg twice daily, for 5 days) followed
by p.o. valganciclovir (900 mg twice daily, for 16 days) for CMV
infection/disease in SOT patients. In all cases, doses were adjusted for
renal function. Moreover, the study allowed comparison of exposure to
GCVafter p.o. valganciclovir with respect to IV GCV in the same
patients. Response to treatment was monitored until day 180. Viral load
eradication was achieved in 66.7% of patients, on day 21. Although not
statistically significant, a trend was seen toward increased persistence
of viral load on day 21 for patients with donor positive/recipient
negative CMV serostatus or receiving either anti-rejection therapy or
polyclonal anti-thymocyte globulin. CMV clinical infection recurred in
14.3% of patients, with higher recurrence rates in patients with risk
factors for persistence of viremia. Exposures to GCVafter using IV
GCVor p.o. valganciclovir showed comparable values (P = 0.054). This
short course, combining initial IV GCVand subsequent p.o.
valganciclovir, may provide effective exposure and therapeutic
response in the treatment of CMV infection in SOT patients with
adequate drug exposure and with the additional potential benefit of
shortening the length of hospital stay, which may result in cost
reduction and improved patient comfort.
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Cytomegalovirus (CMV) is a common viral pathogen after
solid organ transplantation (SOT) (1). Early treatment is
required to avoid direct and indirect effects (2) that can
affect long-term recipient and graft survival (3).
Ganciclovir (GCV), a deoxyguanosine analogue, has
been the initial agent of choice for both prevention and
treatment of CMV disease in transplant patients 4).
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Although intravenous (IV) GCV has been the ‘gold stan-
dard’ for treatment of CMV infection and disease (5), it
may be inconvenient for patients as it requires frequent
hospitalization and long-term IV catheter access (6), with
associated high costs. On the other hand, oral (p.o.) GCV
has poor bioavailability and is therefore only useful in the
prophylactic setting (7). Po. valganciclovir, the L-valyl ester
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pro-drug of GCV, shows a higher bioavailability than p.o.
GCV (around 60%) (8). Valganciclovir is currently autho-
rized for the prevention of CMV disease in kidney, heart,
and kidney—pancreas transplant recipients at high risk
(donor CMV seropositive/recipient CMV seronegative
[D + /R —17) (9), and a recent study has shown efficacy for
the treatment of CMV disease in SOT when given for 49
days (10).

Some controversy exists about the ideal duration of treat-
ment for CMV infection/disease, varying between 2 weeks
and 3 months (11-13). Prolonged courses of GCVmay be ex-
pensive and are associated with side effects, although ac-
cording to some authors (14, 15), this treatment could
decrease the risk of CMV recurrences.

Wiltshire et al. (16) have shown that exposure to GCV is
related to suppression of CMV viremia and disease, so it is
important to achieve the required exposure while avoiding
adverse events and development of viral resistance. As pre-
viously reported (17), 900 mg of valganciclovir given once
daily produced drug exposure to GCV comparable to that
obtained with 5mg/kg of IV GCV in liver recipients. This
led us to think that the combined therapy of IV GCV and
p.o. valganciclovir might be a good strategy to avoid long-
term IV catheter access, while improving patient comfort
and reducing costs of CMV therapy in transplant programs.

The aims of the present investigation were (i) to study the
efficacy and safety of a short therapeutic course of 21 days
combining IV GCVand p.o. valganciclovir, for the treatment
of CMV infection/disease in SOT recipients, and (ii) to com-
pare GCVexposure of p.o. valganciclovir with respect to IV

GCV.

Material and methods

Study design

This study was a single-center, single-arm, prospective clin-
ical trial to assess efficacy, safety, and exposure to GCV in this
brief treatment of CMV infection/disease in SOT patients
(ClinicalTrials.gov number: NCT00730769). As an investiga-
tor-proposal originated study, it was conducted according to
good clinical practice, the Declaration of Helsinki, and appli-
cable local regulatory requirements. All patients gave writ-
ten informed consent to participate in the study.

SOT recipients (kidney, liver, or heart) were eligible for
inclusion if they were > 18 years of age and presented
with CMV infection or disease demonstrated by positive
CMYV antigenemia (pp65) (18). Patients were excluded if
their CMV disease was considered life threatening by the
investigator, were unable to receive p.o. medication, had ab-
solute neutrophil counts <500/mm?, platelets < 25000/

mm?, hemoglobin <8 g/dL, or estimated glomerular filtra-
tion rate <l0mL/min (according to the Cockroft-Gault
formula [19]).

Preemptive therapy was the strategy used for minimiz-
ing CMV disease in high-risk patients, including patients
with CMV serostatus D + /R — and those receiving induc-
tion therapy with anti-thymocyte globulins (ATGs) or anti-
rejection therapy in all organ transplant programs (5, 9).
Therefore, patients were monitored and treatment started
at the time CMV was detected in blood by the antigenemia
(pp65) assay. Our threshold for starting therapy was CMV
antigenemia (pp65) > 20 positive cells/105 peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) (18).

Patients received IV GCV (Cymevene®™; F. Hoffmann-La
Roche Ltd, Basel, Switzerland) at 5 mg/kg twice daily for
5 days (1h infusion), followed by p.o. valganciclovir (Val-
cyte®™; E Hoffmann-La Roche Ltd) at 900 mg twice daily
(after meals) for 16 days. Doses were adjusted by individual
renal function according to the manufacturer’s recommen-
dations (Table 1). After the end of the treatment, patients
were followed for 6 months.

Definitions of CMV infection/disease and recurrences

According to the current American Society of Transplanta-
tion recommendations for the use in clinical trials (20),
CMYV infection was defined as documented viremia in the
absence of signs and symptoms. CMV disease was defined
by evidence of CMV infection with attributable symptoms,
and sub-classified as viral syndrome or tissue-invasive
disease. Viral syndrome included at least one of the follow-
ing: body temperature > 38°C, leukopenia (leukocytes
count < 3000/uL), atypical lymphocytosis > 5%, throm-
bocytopenia (platelet count < 75000/uL), new or in-
creased malaise or elevation of hepatic transaminases
(alanine aminotransferase or aspartate aminotransferase
to 2 x the upper limit of normal). Tissue-invasive disease
was defined based on evidence of localized organ CMV in-

Dosing adjustments according to the manufacturer's recommendations,
based on estimated glomerular filtration rate (GFR)

Intravenous ganciclovir Oral valganciclovir

GFR Dose (mg/kg)/ GFR Dose

(m L/min)1 interval (mL/min)1 (mg)/interval

>50 5/12h >60 900/12h

25-50 2.5/12h 40-59 450/12h

<25 2.5/24h 25-39 450/24 h
10-24 450/48 h

1GFR calculated using the Cockeroft—Gault formula (19).

Tablel
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fection (CMV inclusion cells or i situ detection of CMVan-
tigen or DNA).

Asymptomatic virological recurrences after the end of
the treatment were defined in patients with viral eradica-
tion on day 21 presenting some degree of viral replication
(CMVviralload > 600 copies/mL) that resolved spontane-
ously during follow-up. Clinical CMV recurrence was
considered as occurrence of symptoms and positive anti-
genemia (pp65) > 20 positive cells/10° PBMC that
required therapeutic intervention.

Virological assessments

Blood samples were obtained at baseline time and, as per
protocol, subsequent samples were obtained on days 5, 15,
and 21 of treatment and on days 30, 60, 90, and 180 of the fol-
low-up period. CMVantigenemia (pp65) was determined in
PBMC, obtained by dextran sedimentation, formaldehyde
fixed, stained, and read under a fluorescence microscope
(rapid antigenemia anti-human CMV ppUL83, Argene,
Varilhes, France) (21). The maximum sensitivity of the
method in our laboratory was 1 positive cell/2 x 10° PBMC.
CMV viral load was measured, a posteriori, in plasma sam-
ples using the Cobas Amplicor CMV Monitor™ Test (Roche
Diagnostics, Indianapolis, Indiana, USA). This was a com-
mercial polymerase chain reaction (PCR) test for the quan-
tification of CMV DNA in plasma. The viral cut-off for
defining CMVeradication was set at 600 copies/mL, which
is the validated and reproducible quantitative cut-off point
of this PCR assay (as per kit instructions).

The presence of mutations conferring GCV resistance
was tested by DNA sequencing of the UL97 and the UL54
genes (22) and mutations interpreted according to Erice
et al. (23) and Cihlar et al. (24) in the latest positive sample
at each infection episode.

Safety assessments

Hematological and biochemistry laboratory parameters
were determined at baseline and on days 5, 15, and 21 of
treatment and on days 30, 60, 90, and 180 of the follow-up
period.

Toxicities were reported according to National Cancer
Institute Common Terminology Criteria for Adverse Events
version 3.0 guidelines (25). Laboratory parameters with
toxicities grade 2 (moderate) or higher were reported as ad-
verse events.

Pharmacokinetic assessments

Serial blood samples (under steady-state conditions) were
drawn, before and at 0.5,1, 1.5, 2, 3,4, 6, 8,10, and 12 h after
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the start of IV GCV infusion on day 5 and after p.o. val-
ganciclovir administration on day 15 of treatment. GCV
serum levels were determined using a validated high-
pressure liquid chromatography method with ultraviolet
detection (26) with a lower limit of quantification of
0.5 pg/mL.

Data analysis

Clinical efficacy and viral eradication

Efficacy was assessed on the basis of both eradication of
viremia measured by PCR and resolution of symptoms on
day 21 of therapy. CMV viral load decline versus time
curves from day 0 to day 180 were evaluated. The following
parameters were estimated for each patient: the baseline
viral load (Ey), the maximum viral load suppression achieved
(Emax), and the time at which it was reached (Tg,, ). Two
groups were considered for mean comparison purposes:
patients with a baseline viral load E,<100,000 copies/mL
(low baseline) and patients with Ey > 100000 copies/mL
(high baseline), according to Cope et al. (27).

Pharmacokinetics

Exposures to GCV were estimated from serum concentra-
tion versus time profiles obtained on day 5 (IV GCV) and
day 15 (p.o. valganciclovir) from each patient, by a non-com-
partmental approach using WinNonlin version 3.3 (28). The
area under the serum concentration—time curve (AUC)
between dosing intervals was computed using the linear-
log trapezoidal rule both after IV GCV and p.o. val-
ganciclovir; bioavailability (F) of p.o. valganciclovir was
estimated from the ratio of the dose normalized AUC of val-
ganciclovir (expressed as GCV equivalents) and dose nor-
malized AUC of IV GCV.

It should be noted that AUC values over 0-12, 0-24, or
0-48h, depending on the dose interval according to renal
function adjustment (Table 1), were estimated; for that pur-
pose extrapolations from 12 to 24 or 48 h were performed in
those cases in which no experimental concentration was
available at 24 or 48 h post dosing.

Moreover, the accumulation rates (R) for each dosing reg-
imen were estimated according to the equation below (29).
The pharmacokinetic parameters required for that calcula-
tion were taken from a previous population pharmacokinet-
ic analysis of the data of this study recently reported (30).
Accumulation rates inferior to 2 were indicative of no
accumulation.

1
R=—
1—ebr
where B denotes the slow disposition rate constant and 7 is
the dosing interval.
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Statistics

Comparisons of median viral loads and efficacy parameters
between 2 groups of patients were analyzed using a non-
parametric test (Mann—Whitney U-test). A x*-test or Fisher’s
exact test was used for categorical variables. Comparison of
exposure parameter values (AUC) after IV GCVand p.o. val-
ganciclovir was performed using a two-way analysis of vari-
ance on the log-transformed variables, with treatment and
patient as fixed and random factors, respectively. All the sta-
tistical tests were performed by means of the SPSS statisti-
cal package v 15.0 (28), with a significance level of 0.05.

Results

Study population

Twenty-one SOT recipients presenting either CMV infec-
tion or disease were prospectively included at Hospital
Universitari de Bellvitge, Barcelona, Spain. The baseline
demographic and clinical characteristics, and the corre-
sponding immunosuppressive therapy given to all patients
are summarized in Table 2 (19, 31). Immunosuppression dif-
fered according to the specific transplant program. Immu-
nosuppressive therapy in heart and liver transplant
program mainly consisted of anti-interleukin 2 receptor
monoclonal antibodies, mycophenolate mofetil (MMF),
calcineurin inhibitor (CNI), and prednisone. Renal
transplant patients received either polyclonal ATG or anti-
interleukin-2 receptor monoclonal antibodies for induction
in combination with CNI or mammalian target of rap-
amycin inhibitor (m-TOR), MMEF and low prednisone
doses. Acute rejection episodes were treated with steroid
boluses as first-line therapy in all organ transplants pro-
grams. In the renal transplant population, polyclonal ATG
or monoclonal antibodies were used as induction therapy
in 4 patients and to treat corticoresistent acute rejection ep-
isodes in 3 patients.

Regarding risk factors for CMV infection/disease, 13 of 21
patients (61.9%) were considered at high risk. Explicitly, 6 of
21 patients (28.6%) showed CMV serostatus D + /R — and
7 of 21 patients (33.3%) received either induction therapy
with ATGs or anti-rejection treatment. The rest of the pa-
tients, 8 of 21 patients (38.1%), were considered as low-risk
patients.

Asshown inTable 3, median baseline viral load (E,) of the
study population (21 patients) was 48,850 DNA copies/mL
(ranging from 3940 to 517,000 DNA copies/mL). Patients
were matched in 2 groups according to their viral load at
baseline; statistically significant differences (P<0.001)
were found in E, values when the groups of patients with
high and low baseline viral loads were compared. It is

Summary of the baseline demographic and clinical characteristics of the

studied population

Patient

characteristics All
Number of patients 21
Male/female 11/10
Age (years) 54 (11.6)
Weight (kg) 67.4 (137)
Height (cm) 161.7 (9.4)
Body surface area (m?)* 1.7 (0.2)
Serum creatinine (mmol/L) 146.5 (100.6)
Glomerular filtration rate (mL/min)2 58 (25.8)
Type transplant (kidney/liver/heart) 10/6/5
Time after transplantation (days) 49 (12)
CMV serostatus

D+/R— (n) 6

D+ /R+ (n) 14
D—/R+ (n) 1

Clinical presentation

Infection (n) 12
Disease (viral syndrome) (n)

Disease (tissue invasive) (n) 8
Mainteinance immunosuppression

MMF (yes/no) 16/5
CsA (yes/no) 16/5
TAC (yes/no) 4/17
SRL (yes/no) 3/18
PDN (yes/no) 17/4
Other immunosuppression

Anti-interleukin 2 receptor monoclonal 13/8
antibody (yes/no)

Antithymocyte globulins (yes/no) 7/14
Plasmapheresis (yes/no) 1/20
Rituximab (yes/no) 1/20
Immunoglobulins (yes/no) 1/20
Mean duration of treatment

Intravenous GCV (days) 5(1)

Oral VGC (days) 16 (2)

LEstimated according to DuBois & DuBois (31).

2Estimated according to Cockroft—Gault (19).

Mean (standard deviation) values unless stated.

D +, CMV seropositive donor; D — , CMV seronegative donor; R +,
CMV seropositive recipient; R —, CMV seronegative recipient;
MMF, mycophenolate mofetil; CsA, cyclosporine; TAC, tacrolimus;
SRL, sirolimus; PDN, prednisone; GCV, ganciclovir; VGC,
valganciclovir.

Table 2
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Comparative median (min/max) pharmacodynamic parameter values sorted by baseline viral load in solid organ transplant patients with cytomegalovirus

infection /disease

Baseline viral load

Parameter Copies/mL (n = 21 patients)

<100,000 DNA copies/mL (n = 12 patients)

> 100,000 DNA copies/mL (n = 9 patients)

Eo* (copies/mL) 48,850 (3940/517,000)
— 48,250 (— 516,400/ —3340)

15 (5-180)

E nax* (copies/mL)

Tk, (days)

26,750 (3940/57,200)
— 26,150 (— 56,600/ —3340)
15 (5-90)

223,000 (105,000/517,000)
— 222,400 (— 516,400/ — 104,400)
15 (10-180)

*Statistical significant differences were found between patients of baseline viral load <100,000 copies/mL with respect to patients with baseline viral

load >100,000 copies/mL, P<0.001.

E,, baseline viral load; Eqnax, maximum viral load suppression achieved; Tk, , time at which Ep,. is reached.

Table 3

noticeable that patients of the low baseline group presented
CMYV infection while patients of the high baseline group
presented CMV disease.

Clinical efficacy and viral eradication

Figure 1 shows the median viral load decay from baseline
during the 180 days of the study in all patients, and in
patients matched according to their viral load at baseline
(<100,000 or > 10,000 copies/mL). All patients responded
to treatment as indicated by clinical symptoms resolution
and eradication or decay of CMV viral load by the end of
treatment (day 21). In more detail, 14 of 21 patients (66.7%)
presented viral eradication on day 21, whereas 7 of 21
patients (33.3%) persisted with positive CMV viremia.
Table 4 summarizes percentages of viral load eradication
or persistence at the end of treatment for each risk-level
group of patients considered. As shown, the percentages
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Fig. 1. Median viral load decay from baseline during the 180 days of the
study in all patients, and in patients matched according to their viral load
at baseline (<100,000 or > 10,000 copies/mL).
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of viral eradication on day 21 for the low-risk patients
were higher than for patients with D + /R — serostatus or
receiving anti-rejection/polyclonal ATG therapy, although
no statistically significant differences were found
(P=0.299). On the other hand, statistically significant
differences (P = 0.025) were observed in median baseline
viral loads of patients with viral eradication on day 21
(median: 33,250 DNA copies/mL, range: 3940-227,000
copies/mL) with respect to those that showed viral
persistence (median: 200,000 DNA copies/mL, range:
31,800-517,000 copies/mL).

The maximum viral load suppression (E,,,x) was reached
at15days(TE,,,) (range 5-180 days) overall, at 15 days (range
5-90 days) in the low baseline group and at 15 days (range
10-180 days) in the high baseline group (Table 3). Therefore,
a tendency towards shorter Tg, . values was observed in the
low baseline group with respect to the highest. This sug-
gested that the rate of viral load eradication was baseline de-
pendent. Statistically significant differences (P < 0.001) were

Percentages of viral eradication or persistence of viremia on day 21 in
patients of each risk group considered for cytomegalovirus (CMV) infec-
tion/disease

Viral load eradication Persistent CMV viral
onday 21 load on day 21

66.7% (14 of 21 33.3% (7 of 21

Risk group patients) patients)
Low risk 87.5% (7 of 8) 12.5% (1 of 8)
ATG/AR 571% (4 of 7) 42.9% (30f 7)

CMV serostatus D + /R — 50% (3 of 6) 50% (3 of 6)

No statistically significant differences could be found between the 3
groups when compared (P = 0.299).

ATG/AR, polyclonal anti-thyrmocyte globulin/anti-rejection therapies;
D +, donor CMV positive; R —, recipient CMV negative.

Table 4
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found in £, values when the groups of patients with high
and low baseline viral loads were compared.

Evolution of patients during the follow-up period: persistence of
eradication, asymptomatic recurrences, and CMV clinical
infection recurrences

Table 5 shows the results corresponding to the evolution of
patients with viral eradication or persistence on day 21,
during the follow-up period. Three of 21 patients (14.3%)
showed CMYV clinical infection recurrences, with 4 epi-
sodes. The percentage of patients persisting negative after
viral eradication on day 21 was higher than the percentage
of patients with asymptomatic virological or recurrent
CMYV infection. A similar tendency was observed for pa-
tients that persisted positive on day 21; the percentage of
them becoming spontaneously negative after that date
was higher than those that showed recurrent CMV infec-
tion. All the patients with CMV clinical infection recur-
rences belonged to the D + /R — serostatus group and 2 of
them had not eradicated the virus on day 21. The data
shown suggest atendency toward a higher risk of CMVclin-
ical infection recurrence for patients with persistence of vi-
remia on day 21 with respect to those that eradicate the
virus and also for patients of D + /R — serostatus. To be
noted is that the median viral load in patients with CMV
clinical infection recurrence at time of clinical recurrence
was higher (49,200 DNA copies/mL, ranging from 18,900
to 496,000 DNA copies/mL) than in patients with asymp-
tomatic virological recurrence (2383 DNA copies/mL rang-
ing from 686 to 5220 DNA copies/mL). The median time to
recurrence was 59 days from the onset of the CMV infec-
tion/disease (range 4761 days).

Treatment of CMV clinical infection recurrences

Treatment of CMV recurrences, not previously established
in the protocol was as follows; 3 of 4 episodes were managed
with additional courses of IV GCVand either modification
or decrease of immunosuppressive therapy and 1 episode
was managed by reducing immunosuppression only.

Resistance

No GCVresistance mutations were detected during the
course of the study, and no mutations were detected after
DNA sequencing of the UL97 and UL54 genes.

Safety

Reported adverse events related to GCV /valganciclovir dur-
ing the treatment period were anemia in 8 of 21 patients
(38%), leukopenia in 4 of 21 patients (19%), neutropenia in
2 of 21 patients (9.5%), transaminitis in 1 of 21 patients
4.8%), and pancytopenia in 1 of 21 patients (4.8%). All ad-
verse events could be managed without withdrawing antivi-
ral therapy, except a patient presenting pancytopenia that
required valganciclovir withdrawal on day 15 of treatment.

Acute rejection episodes during follow-up appeared in 4
of 21 patients (19%).

Pharmacokinetic results

GCV pharmacokinetics was established in 20 out of the
21 patients included in the study, from which both pharma-
cokinetic profiles (IVand p.o.) were obtained. Figure 2 dis-
plays the mean =+ standard deviation (SD) GCV serum

Evolution of patients during the follow-up period depending on viral load eradication or persistence at the end of treatment (day 21) and risk factors for

cytomegalovirus (CMV) infection /disease

Evolution during the follow-up period

Viral load eradication on day 21

Persistent CMV viral load on day 21

66.7% (14 of 21 patients) 33.3% (7 of 21 patients)
Risk group Risk group
Evolution All patients D + /R — ATG/AR Low Evolution All patients D + /R — ATG/AR Low
Persisted negative 64.3% - 33.3% 66.9% Became negative spontaneously 71.4% 20% 60% 20%
(90f14) (30f9) (60f9) (50f7) (Lof5) (30f5) (1of5)
Asymptomatic virological recurrence 28.6% 50% 25% 25%
(40f14) (20f4) (1of4) (1of4)
CMV clinical infection recurrence 7.1% 100% - - CMV clinical infection recurrence 28.2% 100% - -
(1of14) (1of1) (20f 7) (2 0f2)

D + /R —, CMV serostatus donor positive/recipient negative; ATG/AR, polyclonal anti-thymocyte globulin/anti-rejection therapies.

Table 5
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Fig. 2. Mean =+ standard deviation of steady-state ganciclovir (GCV)
serum concentrations versus time (post-dosing time) after intravenous
(IV) GCV (day 5) and oral valganciclovir (day 15) in solid organ transplan-
tation patients.

levels found after IV GCVand p.o. valganciclovir at steady-
state in all patients. The mean 4 SD values of exposures to
GCVafter IV GCVand p.o. valganciclovir are summarized
in Table 6. No statistically significant differences
(P = 0.054) were found between these values. Bioavailabili-
ty of p.o. valganciclovir with respect to IV GCV is also dis-
played in Table 6. GCV accumulation was not observed, as
accumulation rates calculated for each dosing regimen
were in all cases inferior to 2.

Discussion

GCV given intravenously for 5 days followed by p.o. val-
ganciclovir during 16 days showed efficacy and safety in

Comparative mean + standard deviation of exposure (AUC) values
obtained after administration of intravenous (IV) ganciclovir and oral
valganciclovir in solid organ transplant patients with cytomegalovirus
infection/disease

Parameter IV ganciclovirt Oral valganciclovir*
AUC? (ug « h/mL) 46.71 + 23.81 55.00 £+ 19.53
[F NA 0.68 + 0.24

11V ganciclovir and oral valganciclovir doses administered were adjusted
according to individual renal function as per the manufacturer’s
recommendations (seeTablel).

2No statistically significant differences were found between IV ganciclovir
and oral valganciclovir (P = 0.054).

AUC, area under the serum concentration—-time curve between dosing
intervals; F, bioavailability of oral valganciclovir with respect to IV
ganciclovir, estimated from the ratio of the dose normalized AUC of
valganciclovir (expressed as ganciclovir equivalents) and dose normalized
AUC of IV ganciclovir; NA, not available.

Table 6
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kidney, liver, and heart transplant recipients with CMV
infection/disease. This pilot study showed viral eradica-
tion in 66.7% of patients at the end of the treatment. The
rate of success of this 21-day therapeutic course was sim-
ilar to that of previous studies with similar or longer
treatment duration. In effect, Humar et al. (32) found suc-
cess rates of 46.9% after IV GCV for 20.5 & 10.2 days and
50% after p.o. valganciclovir for 20.2 £+ 12.7 days. The
VICTOR study (10) provided viral eradication in 67.1%
using IV GCV for 21 days followed by valganciclovir for
28 days and in 70.1% using valganciclovir for 49 days. A
trend toward increased persistence of viral load on day 21
for patients with D + /R — serostatus or receiving anti-
rejection therapy or polyclonal ATG was found. In fact,
50% of patients showing D+ /R — serostatus and
42.9% receiving anti-rejection therapy or polyclonal
ATG had persistent viremia at the end of the treatment,
as compared to only 12.5% of patients with low accumula-
tion risk factors. However, this tendency was not statisti-
cally significant probably due to the small sample size
because of the exploratory nature of our pilot trial. On
the other hand, statistically significant differences were
found in median viral load baseline values of patients
with persistent viremia with respect to patients with viral
eradication on day 21, in agreement with previously re-
ported work (10). A slight trend toward faster viral eradi-
cation was observed in patients with low baseline values
versus patients with high baseline values.

The rate of CMV clinical infection recurrences (14.3%)
was similar to the rates reported previously (from 22% to
33%) (33-35). On the other hand, we also observed a higher
CMV clinical infection recurrence in patients with factors
for persistence of viremia at the end of treatment (CMV
serostatus D + /R — and either induction therapy with
polyclonal ATG or anti-rejection therapy). The majority of
asymptomatic and symptomatic CMV recurrences oc-
curred in the group of patients at risk of primary infection
(D + /R — serostatus). To be noted, the symptomatic recur-
rent episodes were associated with higher baseline CMV
levels compared with asymptomatic virological recur-
rences. On the other hand, recurrences could not be appar-
ently related to GCV resistance because no mutations were
detected in any case.

The low number of patients of this pilot study does not
allow us to make a definitive recommendation. However,
we have observed that a 3-week antiviral course provides
similar rates of clinical and viral response as those re-
ported in trials with longer duration.

The combination of IVGCVand p.o. valganciclovir may be
a useful strategy for short hospital admittances and early
discharges after an initial viral remission and a close moni-
toring of these patients. This strategy might really reduce
the global cost of CMV therapy in transplant programs.
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The pharmacokinetic study comparing GCV exposures
using IV GCV or p.o. valganciclovir showed comparable
AUC values (P = 0.054), although they were slightly higher
for p.o. valganciclovir than for IV GCV. This fact did not
seem to be attributable to the accumulation of GCV second-
ary to previous IV administration of this agent. The AUC
values after p.o. valganciclovir in our study (55.00 +
19.53 ug-h/mL) were also comparable although slightly
higher than those reported by Wiltshire et al. (36) in SOT
patients receiving prophylactic treatment (46.3 &+
15.2 pg - h/mL). Therefore, the population pharmacokinetic
model recently developed by our group (30) shows that dose
adjustments by using a Bayesian prediction may help in
reaching adequate GCVexposures.

In conclusion, our pilot study suggests that a short
course combining initial IV GCV and subsequent p.o. val-
ganciclovir may provide effective therapy in the treatment
of CMV infection/disease in SOT recipients with adequate
drug exposure. An additional potential benefit of this strat-
egy may be the shortening of the length of hospital stay,
which may result in cost reduction and better patient com-
fort. Larger studies with adequate power might properly
address our preliminary observations.
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A population pharmacokinetics analysis was performed after intravenous ganciclovir and oral valganciclovir
in solid organ transplant patients with cytomegalovirus. Patients received ganciclovir at 5 mg/kg of body weight
(5 days) and then 900 mg of valganciclovir (16 days), both twice daily with dose adjustment for renal function.
A total of 382 serum concentrations from days 5 and 15 were analyzed with NONMEM VI. Renal function given
by creatinine clearance (CL ) was the most influential covariate in CL. The final pharmacokinetic parameters
were as follows: ganciclovir clearance (CL) was 7.49 - (CLg/57) liter/h (57 was the mean population value of
CL(R); the central and peripheral distribution volumes were 31.9 liters and 32.0 liters, respectively; intercom-
partmental clearance was 10.2 liter/h; the first-order absorption rate constant was 0.895 h™'; bioavailability
was 0.825; and lag time was 0.382 h. The CLy was the best predictor of CL, making dose adjustment by this
covariate important to achieve the most efficacious ganciclovir exposure.

Cytomegalovirus (CMV), the most common opportunistic
pathogen affecting solid organ transplant (SOT) patients (24),
is associated with significant morbidity and mortality (25). In-
travenous (i.v.) ganciclovir has been the gold standard for both
prevention and treatment of CMV disease in SOT patients
(20). The risk of neutropenia, the need for catheter access, and
the costs and inconvenience of patient hospitalization after i.v.
ganciclovir use have led to the development of oral formula-
tions. Oral ganciclovir is effective in preventing CMV infection
and disease, but its low bioavailability (F) limits the degree of
viral suppression and may lead to the emergence of viral re-
sistance (6, 18). The development of valganciclovir, an orally
available ester prodrug of ganciclovir, has overcome the low F
of ganciclovir (7). Following oral intake, the majority of val-
ganciclovir is rapidly converted to ganciclovir by intestinal and
hepatic esterases. Ganciclovir is entirely cleared by renal ex-
cretion (7).

The efficacy and safety of oral valganciclovir (900 mg) for the
treatment of CMV disease in SOT patients have been shown to
be comparable to the efficacy and safety of i.v. ganciclovir (5
mg/kg of body weight) when both drugs were given twice daily
for 21 days and followed by 900 mg of valganciclovir daily for
28 days (1, 2).

The pharmacokinetics of ganciclovir after i.v. ganciclovir
and/or oral valganciclovir administration have been studied in
different patient populations (4, 8, 11, 28, 29). Some authors
(21) have demonstrated equivalence between different single

* Corresponding author. Mailing address: Department of Biophar-
maceutics and Pharmacokinetics, School of Pharmacy, University of
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doses of oral ganciclovir and valganciclovir and i.v. ganciclovir
using noncompartmental pharmacokinetic analysis. However,
this approach cannot provide a clinically applicable model for
dose adjustment. Such a model would be very useful to achieve
the required ganciclovir exposure to ensure efficacy and avoid
hematological adverse events and/or CMV resistance. It could
be the prerequisite step for characterization of the relationship
between ganciclovir exposure and viral eradication. In a pre-
vious study of SOT recipients with donor-positive/recipient-
negative CMV serostatus (27), viremia was suppressed during
prophylaxis with ganciclovir exposure values of 40 to 50
pg - hr/ml and there was only a weak tendency to increased
neutropenia and leukopenia with higher ganciclovir exposure.
Therefore, dose adjustment could be based on this exposure
value. Yuen et al. (29) have described the population pharma-
cokinetics of ganciclovir in kidney transplant and human im-
munodeficiency virus (HIV)-positive patients. Wiltshire et al.
(26) also described the population pharmacokinetics of oral
ganciclovir compared with those of valganciclovir in SOT pa-
tients. However, population studies dealing with pharmacoki-
netics of ganciclovir after i.v. ganciclovir followed by oral val-
ganciclovir in SOT patients infected by CMV where drug
disposition and F could be estimated are lacking.

The aims of this study were (i) to establish the population
pharmacokinetics of ganciclovir after i.v. ganciclovir fol-
lowed by oral valganciclovir in SOT patients infected by
CMV; (ii) to evaluate the effects of several physiopatholog-
ical factors on the disposition kinetics of ganciclovir and to
find potential predictive factors for dosage individualiza-
tion; and (iii) to evaluate the effectiveness of the manufac-
turer’s recommended adjusted dose in preventing under- or
overexposure in SOT patients.
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TABLE 1. Dosing adjustments based on glomerular filtration rate
in the solid organ transplant population”

POPULATION PHARMACOKINETICS OF GANCICLOVIR 4817

TABLE 2. Demographic and clinical characteristics of the
population studied”

CLcgr Dose (mg/kg)/
Drug (ml/min) interval (h)
Ganciclovir >50 5/12
25-50 2.5/12
<25 2.5/24
Valganciclovir =60 900/12
40-59 450/12
25-39 450/24
10-24 450/48

“ The glomerular filtration rate was calculated using the Cockcroft-Gault formula.

MATERIALS AND METHODS

Study design. A prospective clinical trial performed according to good clinical
practice and in accordance with the Declaration of Helsinki was carried out at the
Hospital Universitari de Bellvitge, Barcelona, Spain, between March 2004 and Feb-
ruary 2006. All patients provided written informed consent (clinicaltrials.gov iden-
tifier NCT00730769).

Patients with established CMV infection undergoing allogeneic SOT (kidney,
liver, or heart) were eligible for inclusion if they were =18 years old and pre-
sented with positive CMV antigenemia (pp65) defined as =20 positive cells/10°
peripheral blood mononuclear cells. Patients with severe CMV tissue-invasive
disease, absolute neutrophil counts of <500/mm3, platelet counts of <25,000/
mm?, hemoglobin at <80 g/liter, or estimated glomerular filtration rates of <10
ml/min (according to the Cockroft-Gault formula [9]) were excluded. Demo-
graphic characteristics such as age, gender, weight, transplant type, clinical lab-
oratory measurements (creatinine [CR] and CR clearance [CLcg] estimated
according to the Cockcroft-Gault formula [5]), and concomitant immunosup-
pressive medication were recorded.

Ganciclovir/valganciclovir administration. Patients received i.v. ganciclovir
(Cymevene; F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Switzerland) at 5 mg/kg over 1 h
twice daily for 5 days followed by 900 mg of oral valganciclovir (Valcyte; F.
Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Switzerland) twice daily for 16 days (21 days of
treatment). For patients with impaired renal function, i.v. and oral doses were
adjusted by CLg (Cockeroft-Gault formula [5]) in accordance with the manu-
facturer’s recommendations (Table 1).

Blood sampling and drug analysis. Blood samples were collected before and
at0.5,1, 1.5, 2, 3,4, 6,8, 10, and 12 h after dosing on treatment days 5 (after i.v.
ganciclovir) and 15 (after oral valganciclovir). Further sampling to 24 h was
performed in one patient with CLg values of 10 ml/min (day 5) and 16 ml/min
(day 15). Time deviations were taken into account in the pharmacokinetic anal-
ysis. Blood samples were centrifuged, and serum samples collected and stored at
—20°C until analysis. Ganciclovir concentrations were measured by high-perfor-
mance liquid chromatography with UV detection, according to a previously
validated method (22). Linearity was shown over a range of 0.5 to 30 pg/ml, with
an intra- and interassay precision of <7.0% and an accuracy of <5%. The lower
limit of quantification was 0.5 pg/ml.

Pharmacokinetic data analysis. Pharmacokinetic data were analyzed simulta-
neously using NONMEM (nonlinear mixed-effects modeling) software, version
VI (3). As NONMEM estimated the pharmacokinetic parameters of ganciclovir,
valganciclovir doses were converted to their equivalent ganciclovir content by
multiplying the valganciclovir dose by 0.720 (corresponding to the ratio between
the molecular weights of ganciclovir and valganciclovir).

The modeling process consisted of the following three steps: (i) development
of the base pharmacokinetic model, incorporating interoccasion variability; (ii)
covariate selection; and (iii) model validation. The first-order conditional esti-
mation method with interaction was used throughout the entire model-building
process.

Base population pharmacokinetics model. Models of one and two open com-
partments with first-order absorption were evaluated, as well as models with and
without lag time. The standard lag time models and the transit compartment
models (23) were tested to describe the absorption profile. Interpatient and
interoccasion (16) variability were assumed to have a log-normal distribution.
Additive, proportional, and combined (additive plus proportional) models were
compared to assess the residual error (RE) in drug concentrations. The individ-
ual contribution to the RE was accounted for by including an interpatient
variability term in the RE model when first-order conditional estimation with
interaction was applied (14). This term was implemented as an exponential

Type of transplant

Patient characteristic” All
Kidney Liver Heart
No. of patients 20 10 5 5
Weight (kg) 66.2(12.9)  65.9(12.9) 69.6(10.8) 65.8(5.5)
Age (yr) 55.7(11.8) 54.6(10.3) 532(8.7) 54.4(17.3)
CL¢g (ml/min) 57.0(253) 39.9(22.9) 75.1(18.0) 73.2(5.5)
Gender (male/female) 10/10 4/6 2/3 4/1
Concomitant
immunosuppressive
medication
MMF (yes/no) 16/4 91 4/1 5/0
CsA (yes/no) 11/9 3/7 4/1 4/1
TAC (yes/no) 8/12 6/4 1/4 1/4
SRL (yes/no) 1/19 1/9 0/5 0/5

“ Data are given as mean (standard deviation) values or counts.
b CsA, cyclosporine; MMF, mycophenolate mofetil; SRL, sirolimus; TAC,
tacrolimus. CLy was estimated according to the Cockcroft-Gault formula.

model in the RE model (17). The adequacy of the models developed was
evaluated by (i) changes in the minimum objective function value [—2,, (like-
lihood); MOFV] obtained in NONMEM VI, (ii) the precision of the parameter
estimates; and (iii) goodness-of-fit plots. For nested models, the ratio of the
MOFYV is asymptotically chi-square distributed, with degrees of freedom equal to
the difference in the number of model parameters. A significance level of 0.05%
denoted a significant improvement of fit (drop in the MOFV by >7.879) for a
one-parameter difference. Goodness-of-fit was evaluated through plots of typical
population model-predicted or individual Bayesian predicted concentrations ver-
sus observed concentrations or plots of conditional weighted residuals versus
time (12). The Xpose program (13), version 4.0, was used to guide the model-
building process.

Covariate model. The effects of all physiologically reasonable covariates, sum-
marized in Table 2, on model parameters were investigated by plotting empirical
Bayes’s estimates of pharmacokinetic parameters against covariates, using the
generalized additive models procedure (13), and then testing all of them with
NONMEM.

Covariates were first tested univariately in the model and then by the cumu-
lative forward inclusion/backward elimination procedures. Significance levels of
5% (reduction in the MOFV of >3.841 points) and 1% (increase in the MOFV
of >6.635 points) were employed during the forward addition and backward
elimination steps. A decrease of at least 10% in interpatient variability associated
with a specific pharmacokinetic parameter was considered clinically relevant for
the inclusion of that specific covariate. All evaluated relationships between phar-
macokinetic parameters and continuous covariates were centered around the mean.
The covariates were introduced into the base model, in terms of linear relationships.
Because the primary goal of the population pharmacokinetic analysis was to estimate
individual patient ganciclovir pharmacokinetic parameters, the extent of Bayesian
shrinkage was evaluated for each parameter in the final model using the following
formula (15): shrinkage = 1 (SD, parameter/Qparameter)- In - this formula,
SD, parameter i the standard deviation of the individual estimates of m (interpatient
variability random effect) for each parameter and O, rameter i the estimate of the
standard deviation of the estimated population variance. Large values of shrinkage
would be associated with generally poor individual estimates of that parameter.

Model validation. The bootstrap method with replacement was used to assess
the stability of the final model and to construct confidence intervals (CIs) of
pharmacokinetic parameters (10), using PsN-Toolkit version 2.2.6 (19). Two
hundred data sets were reconstructed by resampling from the original data. The
final model was fitted to the replicate data sets, and parameter estimates for each
of the replicate data sets were obtained. The mean values of the parameters
obtained were compared with those estimated from the original data. The lower
and upper limits of the 95% CI for each parameter accounted for its correspond-
ing variability.

Model-based simulations. The simulated values of the area under the concen-
tration-time curve (AUC) following (i) the manufacturer’s dosing strategy taking
into account a body weight of 66.2 kg (mean population value) and (ii) the i.v.
dosing estimated as the target AUC (AUC,,4c(; 45 pg + hr/ml) multiplied by the
population CL (CL,,p; predicted by the final population model) or (iii) the oral
dosing estimated as AUC,,. multiplied by the ratio between CL,,,, and pop-

also predicted by the final population model) for 10

ulation bioavailability (Fpeps
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FIG. 1. Ganciclovir serum concentrations versus time postdose fol-
lowing i.v. administration of ganciclovir (left) and oral administration
of valganciclovir (right) in SOT patients. Circles represent observed
ganciclovir concentrations. Solid lines represent the smooth line indi-
cating the general data trend.

different cutoffs of estimated CL-g values (from 10 to 100 ml/min) were com-
pared.

The simulated AUCs were calculated as dose/individual CL (for i.v. ganciclo-
vir) or as individual F - dose/individual CL (for oral valganciclovir). AUC ;e
was estimated from the mean value of the AUC,,., range proposed by Wiltshire
etal. (27) in SOT patients. The percentages of patients achieving AUC,, 4. Were
estimated in all cases. These simulations evaluated the competence of recom-
mended CLg-adjusted doses regarding their ability to provide target exposure
values following i.v. ganciclovir and oral valganciclovir treatment.

RESULTS

Patients. Twenty-one Caucasian patients with established
CMYV infections undergoing allogeneic SOT (kidney, liver, or
heart) were eligible for inclusion in this study. One patient
(liver transplantation) was excluded from the population phar-
macokinetics analysis because this patient did not complete the
treatment due to pancytopenia.

Baseline demographic and clinical data for all patients, sep-
arated by SOT type, are summarized in Table 2. Dose adjust-
ment according to renal function followed the manufacturer’s
recommendations (Table 1) with the exception of four pa-
tients: one with a CLx of 27 ml/min who received i.v. ganci-
clovir at 5 mg/kg twice per day; one patient with a CLy of 55
ml/min who received 900 mg of oral valganciclovir twice per
day; and two patients with CLg values of 38 and 25 ml/min,
respectively, who received 450 mg of oral valganciclovir twice
per day.

Ganciclovir serum levels. The time profiles of ganciclovir
serum levels following i.v. ganciclovir and oral valganciclovir
administration are displayed in Fig. 1. The smooth line shows
the general trend of the data, and the sampling points ade-
quately define the overall pharmacokinetics profiles of ganci-
clovir after both i.v. and oral administration. The final data set
used for the pharmacokinetics analysis consisted of 382 ganci-
clovir concentrations, 190 from i.v. ganciclovir and 192 from
oral valganciclovir. Only six samples were below the limit of
quantification.

Population pharmacokinetics model. (i) Base population
pharmacokinetics model. The pharmacokinetic disposition of
ganciclovir was best described by a two-compartment open
linear model with first-order absorption process and lag time,

ANTIMICROB. AGENTS CHEMOTHER.

parameterized in terms of total ganciclovir CL, central com-
partment distribution volume (), intercompartmental clear-
ance, peripheral compartment distribution volume (17), first-
order absorption rate constant (k,), F, and lag time. The k,
represents both absorption and hydrolysis of valganciclovir in
the gut wall and liver, before reaching the systemic circulation.
The transit compartment model for modeling the absorption/
metabolism process did not result in further improvement of
the model. The pharmacokinetic parameters estimated from
the base model are listed in Table 3. The logit transformation
was applied to F to restrain its estimate values between 0 and
1. Interpatient variability could be included in CL, V, k,,, and
F. Consideration of interoccasion variability in disposition
pharmacokinetic parameters did not significantly reduce
MOFV (P > 0.05). RE was described by a combined error
model where the proportional part estimated in terms of vari-
ance was 0.144 or 37.95% (expressed as coefficient of variation
[CV%]) and the additive part in terms of a standard deviation
was 0.475 wg/ml. The inclusion of interpatient variability in the
RE model resulted in a decrease in MOFV of 43.43 points and
was estimated to be 0.099 (expressed as variance) or 31.46%
(expressed as CV%). In addition to resulting in an improve-
ment in individual fits, this led to a marked decrease in the
proportional residual variability of 24.21%.

(ii) Covariate analysis. When covariates were tested univa-
riately, the inclusion of CLg reduced the MOFV by —33.478
(P < 0.001) and contributed to a decrease of interpatient
variability in ganciclovir CL from 68.19% to 32.71%, with
CL R explaining the 52.03% interpatient variability in CL. The
inclusion of gender and the coadministration of tacrolimus
decreased the MOFV by 9.196 (P < 0.01) and 6.354 points
(P < 0.05), respectively. The inclusion of body weight in CL
was not statistically significant and explained only 4.74% of the
interpatient variability in this parameter. According to these
results, CLr was the most influential covariate on CL. Cu-
mulative inclusion of gender in the CL.i covariate model
failed to cause a further significant drop in the MOFV
(—1.289, P > 0.05). After incorporation of tacrolimus admin-
istration or body weight in the CL g covariate model, an
increase in the MOFV was observed in both cases. During the
backward elimination, exclusion of any of these covariates, one
at a time, from the CL.i model did not result in a significant
increase in the MOFV. Therefore, a model which regarded
CL as the predictor variable of ganciclovir CL was the most
suitable, from both a statistical and clinical viewpoint. In ad-
dition, CLg explained the majority of interpatient variability
in CL, providing good estimates and significance for all phar-
macokinetic parameters.

Figure 2 shows the goodness-of-fit plots, demonstrating that
the measured and model-predicted concentrations were in
good general agreement for both methods of administration
(i.v. and oral). Neither treatment showed a specific trend for
conditional weighted residuals versus time.

Figure 3 shows superimposed values of the observed, indi-
vidually predicted, and population-predicted ganciclovir serum
concentrations observed in two patients of the population stud-
ied, showing CLg values of 73 ml/min (median) and 38 ml/
min (low), respectively, after both iv. ganciclovir and oral
valganciclovir administration. These plots support the fact that
the final model satisfactorily fits the data.
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TABLE 3. Ganciclovir population pharmacokinetic parameter estimates for the base and final models and bootstrap results for

the final model®

Parameter Unit of Base model parameter Final model parameter estimate Mean (95% CI) bootstrap
measure estimate (relative SE) (relative SE) results’
Pharmacokinetic parameters

CL Liter/h 6.34 (15.93) 7.49 (7.76) + (CLR/ST)° 7.48 (6.27-8.71)

Vi Liter 32.0 (13.28) 31.90 (9.81) 32.76 (21.93-41.87)

CL, Liter/h 9.65 (18.13) 10.20 (11.86) 9.80 (6.47-13.93)

Vv, Liter 31.1(19.23) 32.0 (17.78) 32.93 (11.57-52.42)

k, h! 0.971 (18.43) 0.895 (10.77) 0.91 (0.546-1.244)

F 0.760 (6.99) 0.825 (7.07) 0.81 (0.698-0.952)
Lag time h 0.395 (3.67) 0.382 (4.69) 0.38 (0.34-0.42)
Interpatient variability in®:

CL 0.466 (26.39) 0.107 (40.56) 0.106 (0.027-0.187)

Vi 0.239 (61.09) 0.227 (63.00) 0.208 (—0.045-0.499)

k, 0.478 (39.96) 0.464 (36.85) 0.446 (0.068-0.860)

F 0.026 (48.58) 0.049 (63.90) 0.060 (—0.014-0.352)
Residual variability

0y pg/ml 0.475 (24.84) 0.465 (15.74) 0.453 (0.235-0.695)

a2 0.144 (24.58) 0.143 (19.30) 0.145 (0.069-0.217)

o’RE 0.099 (59.84) 0.116 (54.48) 0.134 (—0.048-0.28)

@ CLy, intercompartmental clearance between central and peripheral compartments; o, standard deviation of additive component of residual variability; o2,
variance of proportional component of residual variability; w’g, interpatient variability in residual error.

b Derived from 200 successful bootstrap sample runs.

¢ CL¢R, creatinine clearance, estimated with the Cockroft-Gault formula (ml/min); 57 = mean population CLcg value (ml/min).
4 Estimates of interpatient variability are expressed as variance values (w?).

The parameter estimates corresponding to the final model
are also listed in Table 3. Interpatient variability values for CL
were decreased in the final model (interpatient variability of
0.107, expressed as variance, or 32.71%, expressed as CV%)

Intravenous

Oral

DV vs PRED

DV vs IPRED

compared with the values for the base model (interpatient
variability of 0.466, expressed as variance, or 68.26%, ex-
pressed as CV%). Residual variability and interpatient vari-
ability in RE were, in both cases, comparable and estimated

CWRES vs TIME

100

120

140

2 4 6

10 2 4 6 8 10

320

360

400

440

FIG. 2. Goodness-of-fit plots for the population pharmacokinetics model. Upper panels show results for i.v. administration of ganciclovir and
lower panels show results for oral administration of valganciclovir. Ganciclovir concentrations are given in pug/ml and time in hours from the start
of the treatment. DV, observed concentrations; PRED, population predictions; IPRED, individual predictions; CWRES, conditional weighted

residuals; dashed line, identity line; solid line, smooth line indicating the general trend of the data.
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FIG. 3. Superimposed values of the observed (DV, open circles),
individually predicted (IPRED, solid line), and population-predicted
(PRED, dashed lines) ganciclovir serum concentrations versus time
postdose in two patients belonging to the population studied, showing
CLcg values of 73 and 38 ml/min, respectively, after both i.v. ganci-
clovir (left) and oral valganciclovir (right) administration.

with similar precision with respect to the base model (Table 3).
Estimates of the shrinkage for all the pharmacokinetic param-
eters were less than 17%, suggesting that in all the cases, the
individual estimates were reasonably robust.

Figure 4 shows the relationship between ganciclovir expo-
sure predicted by the developed model versus CL after i.v.
ganciclovir and oral valganciclovir administration in SOT pa-
tients. These results show a tendency to higher ganciclovir
systemic exposure after valganciclovir compared to that after
i.v. ganciclovir specifically for patients showing CL values of
60 ml/min and higher.

Model validation. Table 3 lists results corresponding to the
means and 95% CIs of parameter bootstrap estimates. The

Intravenous
100
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O
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parameter values for the final model generated from the boot-
strap analysis were similar to those of the model developed
using the 20 patients in this study. The percentage of difference
between the final model and mean bootstrap sample data was
lower than 8.5% for all the structural pharmacokinetic and
random-effect parameters, with the exception of interpatient
variability in RE, where the difference was 15.64%. All final
model estimates lie within the 95% CI of the bootstrap values.
These results indicate that the estimates for the fixed and
random effects in the final model are accurate and that the
model is stable.

Model-based simulations. Figure 5 shows the simulated
ganciclovir serum levels and 95% CIs for three estimated
CLg values (low, 20 ml/min; median, 60 ml/min; and high,
90 ml/min) following the administration of i.v. ganciclovir
and oral valganciclovir according to the adjusted manufac-
turer’s recommended dose (Table 1). A tendency toward
lower model-predicted concentrations with higher CL g
values, more noticeable after i.v. administration than after
oral administration, is shown.

Table 4 summarizes the average predicted AUC and 95%
CI values using (i) the manufacturer’s recommended dosing
strategy, taking into account a body weight of 66.2 kg (mean
population value), and (ii) the dose adjustment strategy
based on AUC,,, " CL,,, (for iv. administration) or
AUC,,1pe * (CL,op/F0p) (for oral administration) for 10
different cutoffs of estimated CLg values (from 10 to 100
ml/min). The percentages of patients achieving AUC,,,,,
after each strategy/administration route are also shown. The
dose adjustment strategy (based on AUC,,, in the simu-
lations) resulted in a decreased range of AUCs with respect
to those resulting from the manufacturer’s recommended
strategy for both i.v. and oral administration.

The percentages of patients with AUCs over the target after

Oral
100 = T H -
H : : O kidney transplant
E H O liver transplant
90 - : : A heart transplant
: ° o
80 §o
_ 70+ o : : (¢}
< : : 8
3 604 %
: o
= : 0 A
g 50 io ° N
~ ____g_A__‘_O__,_ ______ —_—
g 407 s A
< :
30
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CLCR (mL/min)

FIG. 4. Relationship between ganciclovir exposure (AUC) and estimated CLg in SOT patients after administration of i.v. ganciclovir (left) and
oral valganciclovir (right) according to the manufacturer’s recommended dosage. Vertical lines show dosage adjustments based on CLg.

Horizontal lines show the AUC,

targe

. value that was considered efficacious.

6002 ‘12 1890300 U0 1V1ISHIAINN V1 3d YOI LOIT4Ig Je Bio wseoee woy papeojumoq



VoL. 53, 2009

Intravenous

CLCR=20 mL/min

Concentration (pg/mL)

8.0 120 16.0 20.0 24.0
Time (hr)

CLCR=60 mL/min

Concentration (pg/mL)

0.0 2.0 4.0 6.0 80 100 120
Time (hr)

CLCR=90 mL/min
100.00

10.00
1.00

0.10

Concentration (pg/mL)

0.01

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 100 120

Time (hr)

POPULATION PHARMACOKINETICS OF GANCICLOVIR 4821

Oral

CLCR=20 mL/min

~ 100.00

-

E

3 10.00

c

2 100

s

g

g o010

c

o

© oot

0.0 6.0 120 18.0 24.0 30.0 36.0 42.0 48.0
Time (hr)
CLCR=60 mL/min

—~ 100.00

-

E

g 10.00

=

2 100

o

=

3 0.10

c

3

0-01 T T T T T T 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0
Time (hr)

:T 100.00 CLCR=90 mL/min
E

2

c

]

=

«Q

=

<]

@

Q

c

]

(8]

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 100 120
Time (hr)

FIG. 5. Simulated ganciclovir serum concentrations versus time. Mean and 95% Cls obtained from 1,000 simulations of ganciclovir serum
concentration-time profiles after i.v. administration of ganciclovir (left) and oral administration of valganciclovir (right) to patients showing CL g
values of 20, 60, and 90 ml/min and 66.2 kg of body weight and treated according to the manufacturer’s recommendations. Solid lines show
50th-percentile mean predictions, and dotted lines show 2.5th and 97.5th percentiles.

the manufacturer’s recommended strategy were in general
higher after oral administration than after i.v. administration
for patients with CLg values of 20 ml/min and up. The highest
percentages of patients with AUCs over the target were ob-
served at CLgx values of <30 ml/min after both i.v. and oral
administration.

DISCUSSION

Considerable variability exists regarding the pharmacokinet-
ics of ganciclovir following i.v. ganciclovir and oral valganci-
clovir administration in SOT patients. This study was
undertaken to develop a clinically applicable population phar-
macokinetics model to quantify inter- and intrapatient variabil-
ity and to analyze the effects of physiopathological factors on
the pharmacokinetics of ganciclovir, with the aim of explaining
the observed variability.

Therapeutic drug monitoring of ganciclovir after valganci-
clovir administration is not employed in the treatment of SOT
patients infected with CMV. A previous study demonstrated
viremia suppression during prophylaxis with ganciclovir expo-
sure (AUC) of 40 to 50 pg - ml/hr (27), suggesting that dose
adjustment to a target exposure value would justify the devel-
opment of a clinically applicable population pharmacokinetics
model. To date, no pharmacokinetics/pharmacodynamics rela-
tionship or target exposure (AUC) values have been estab-
lished for the treatment of CMV disease in infected SOT
patients. The current study represents a first step toward de-
veloping optimal ganciclovir dosing schedules for the treat-
ment of CMV disease on the basis of a pharmacokinetics/
pharmacodynamics relationship.

The pharmacokinetic disposition of ganciclovir was best de-
scribed by a two-compartment open linear model with first-
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TABLE 4. Mean predicted AUC values from different simulated dosing strategies for patients, showing various estimated CLy values and
percentages of patients achieving AUC,,,e(”

Value predicted using:

Initial dosing according to manufacturer’s instructions

Dose adjustment according to”:

AUCtarget : CLpop AUCtﬂrgel : (CLpop/Fpop)
CLex
(ml/min) v Oral v Oral

% of % of % of % of

AUC (95% CI) patients AUC (95% CI) patients AUC (95% CI) patients AUC (95% CI) patients

achieving achieving achieving achieving
target target target target
10 128.74 (67.88-247.90) 100.0 190.35 (71.31-393.63) 98.8 44.70 (23.72-86.93) 49.5 41.15 (14.31-85.07) 41.3
20 62.12 (34.85-123.22) 83.6 93.46 (30.94-196.96) 92.4 44.46 (23.93-84.19) 48.9 40.46 (15.53-90.96) 40.0
30 41.30 (22.67-79.41) 38.9 61.81 (19.87-134.64) 75.4 45.17 (24.70-83.72) 50.7 42.25 (14.62-85.51) 45.0
40 30.88 (17.03-60.83) 13.8 46.46 (14.27-99.48) 52.0 44.35 (24.06-84.90) 48.3 40.19 (13.55-87.60) 40.3
50 25.36 (13.49-47.05) 35 38.23 (12.63-78.10) 33.2 44.78 (23.92-86.83) 49.1 40.22 (13.83-82.89) 40.0
60 41.29 (22.13-81.13) 41.0 62.15 (20.39-133.25) 77.2 45.43 (24.41-87.61) 51.6 41.92 (14.37-91.07) 43.0
70 35.67 (18.19-71.31) 22.3 54.41 (16.90-117.60) 65.5 45.35 (23.18-85.84) 50.7 42.52 (13.85-91.53) 44.4
80 32.70 (17.22-61.83) 14.4 48.36 (15.19-105.25) 56.7 45.79 (25.42-82.89) 51.8 42.20 (13.45-83.20) 44.4
90 28.14 (15.47-53.09) 7.3 42.92 (13.50-89.43) 45.0 44.62 (24.15-85.52) 49.1 40.92 (13.77-86.92) 42.1
100 26.55 (13.81-51.58) 39 38.13 (9.43-79.44) 35.1 44.62 (24.46-85.50) 49.1 41.79 (14.33-86.84) 43.7

“Mean predicted AUC values, expressed as pg - hr/ml, are from different simulated dosing strategies in patients showing estimated CLp values from 10 to 100
ml/min and body weight of 66.2 kg (mean population value). See Table 1 for dosing adjustments.

b CL,op and F,, values were estimated from the final model.

order absorption process and elimination from the central
compartment. This corresponds with previous studies of i.v.
ganciclovir (29) and oral valganciclovir in SOT patients (26).
The population pharmacokinetics model obtained in this work
yielded basic pharmacokinetic parameter estimates that were
in agreement with previous results (29).

In the current study, CL of ganciclovir was influenced by
renal function through the estimated CLy according to the
Cockcroft-Gault formula (5), a result that is expected with a
drug that is excreted unchanged by the kidney (20) and which
has been reported previously (29). Explicitly, the CL of ganci-
clovir was estimated to increase with estimated CLg. This
supports a CLg-tiered dosing regimen for ganciclovir/valgan-
ciclovir to ensure similar exposure across the renal function
range in transplant patients.

CLg was shown to be the most influential covariate; the
estimated CL. explained most of the interpatient variability
in CL (52.03%). Other covariates tested, statistically justifiable
for the model, including gender or coadministration of tacroli-
mus, were correlated with CL.g. Of note, gender influence
may be confounded because 6 of 10 females were kidney trans-
plant recipients having CLg values of <38 ml/min, whereas
only 4 of 10 males were kidney transplant recipients and three
of the four had CL.g values of >58 ml/min. Similarly, the
influence of tacrolimus coadministration could be attributed to
the fact that six out of eight patients (75.0%) taking tacrolimus
were kidney transplant recipients and three of these five were
treated with tacrolimus because of an acute rejection episode,
so they had compromised renal function, evidenced by their
estimated CL values (lower than 35 ml/min). The results of
the present study indicated that no pharmacokinetic parame-
ters were statistically related to body weight. The influence of
body weight on CL was not statistically significant and ex-
plained only 4% of interpatient variability in CL. Therefore, in
transplant patients, variability due to renal function appeared
to be more relevant than that due to differences in body weight.

In fact, the therapeutic impact of this may be irrelevant since
estimation of CLy is adjusted by body weight, and hence, this
factor is implicit in dose adjustment using CLg calculations.

In the present study, the fact that body weight did not sta-
tistically influence CL was inconsistent with the results of a
previous population pharmacokinetics study (29) in which i.v.
ganciclovir (1.2 to 5.0 mg/kg) was given to HIV-positive pa-
tients and kidney transplant patients and which demonstrated
that even when CL was corrected by body weight, CLg, and
disease process, the interpatient variability associated with
ganciclovir CL was 47.5% (CV%). By comparison, the present
study demonstrated an interpatient variability in ganciclovir
CL of only 32.71% (CV%).

On the other hand, according to that study (29), the ganci-
clovir CL estimated for a 66.2-kg (mean body weight of the
population of the present study) kidney transplant patient with
a CLg value of 40 ml/min was shown to be 6.43 liter/h [esti-
mated from CL = 0.382 + 0.168 - body weight - (CLg/
100) - (1 — T) - (1 — CMV), where T = 0/0.76 for nontrans-
plant/transplant patients and CMV = 0/0.41 for HIV-positive
patients shedding CMV into urine/HIV-positive patients with
CMV retinitis], whereas a value of 5.26 liter/h [estimated from
CL = 7.49 - (CLg/57)] was given by the model developed in
the present study. These discrepancies could be attributed to
the fact that only 5 of the 53 patients included in the previous
study were kidney transplant patients, and hence, it is possible
that CL values could not be accurately estimated in the kidney
transplant subpopulation.

The results of the present study predicted that typical CL
would range from 1.31 liter/h (for a typical patient with CLg
of 10 ml/min) to 13.14 liter/h (for a typical patient with CLg
of 100 ml/min) [both values were estimated from CL =
7.49 - (CLr/57)]. The therapeutic implications of this are that
patients with CLg values of 100 ml/min would require con-
siderably larger doses (around 10 times) of ganciclovir than
those with CLy values of 10 ml/min.
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Regarding the other pharmacokinetic parameters estimated
by the final model reported herein, the V; and V7, values were
consistent with those estimated from results previously re-
ported by Yuen et al. (29) (V; = 0.391 - body weight and 1, =
0.511 - body weight; i.e., for a patient of 66.2 kg, V/; was 31.90
liter herein versus 25.88 liter in the study of Yuen et al. and V,
was 32.0 liter versus 33.83 liter, respectively), as was intercom-
partmental clearance (10.20 liter/h versus 13.4 liter/h, respec-
tively).

Both Yuen et al. (29) after administration of i.v. ganciclovir
and Wiltshire et al. (26) after administration of oral ganciclovir
and oral valganciclovir to SOT patients reported that body
weight was statistically significant in V; and V,; however, no
significant relationship between distribution volumes and body
weight could be demonstrated in the present study.

The k, and lag time parameters estimated in the current
study differed from those reported by Wiltshire et al. (26)
(0.895 versus 0.36 h~! for k, and 0.382 h versus 0.661 h for lag
time, respectively). These differences could be attributed to the
sampling design used in each study. In the present study, the
absorption process was characterized by sampling at 0.5, 1, 1.5,
2, and 3 h postadministration, while in the Wiltshire study (26),
only one sample covered the absorption phase (1 to 3 h). The
absolute F after oral administration of valganciclovir was 0.825
in the present study. To our knowledge, this is the first report
of this parameter in an SOT population infected by CMV.

One of the purposes of this study was to use the model
developed to evaluate the adequacy of the manufacturer’s rec-
ommended CLg-adjusted doses to prevent under- or overex-
posure to ganciclovir. On the basis of previous work (27),
viremia can be suppressed during prophylaxis with exposures
of 40 to 50 pg - hr/ml; hence, in the current study, a target
exposure of 45 pg - hr/ml was considered adequate for that
purpose.

Comparison of exposures achieved after the manufacturer’s
recommended initial doses, taking into account a body weight
of 66.2 kg (mean population value in this study), to those after
dose adjustment by AUC,,,,., using the model developed (Ta-
ble 4) showed that orally administered doses resulted in ade-
quate exposures in all cases, with the exception of patients with
CLg values under 30 ml/min, in which case overexposure
occurred. Actually, mean AUC values of 94.46 pg - hr/ml
(CLer = 20 ml/min) and 190.35 pg - hr/ml (CLg = 10 ml/
min) were found with the 92.4% and 98.8%, respectively, of
patients showing exposure values higher than 45 pg - hr/ml.
After i.v. administration, a tendency to underexposure for pa-
tients with CLg values over 80 ml/min (mean AUC values
were 28.14 pg - hr/ml for patients with a CLg of 90 ml/min
and 26.55 pg - hr/ml for those with a CLg of 100 ml/min) and
overexposure for patients with CL~y values under 30 ml/min
was observed (mean AUC values were 62.12 wg - hr/ml for
patients with a CLcg of 20 ml/min and 128.74 pg « hr/ml for
those with a CL of 10 ml/min). Patients with CL values of
50 ml/min were specifically underdosed after i.v. administra-
tion (mean AUC values were 25.36 pg - hr/ml, and only 3.5%
of patients achieved an exposure higher than 45 pg - hr/ml).
These results are also graphically displayed in Fig. 4 and are in
agreement with the percentages of patients achieving exposure
values over 45 pg - hr/ml for each CLy cutoff value (Table 4).

Dose adjustment by the model developed in this study pro-
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vided mean AUC values closer to the target of 45 pg - hr/ml in
all cases. Moreover, the percentages of patients achieving ex-
posures higher than 45 pg - hr/ml ranged from 40 to 50%,
which is more in line with the percentages that should be
expected.

The results presented here also indicate that our model
could provide initial dose optimization based on CLy values
and the target exposure (AUC) required to achieve efficacy, as
well as further therapeutic drug monitoring, specifically for
those patients in whom changes in renal function can occur
throughout the treatment period.

In conclusion, adaptive dosing following the start of the
treatment was feasible in the population studied, since they
received repeated doses of ganciclovir/valganciclovir. An ap-
proach allowing modification of the ganciclovir/valganciclovir
dose to achieve a target plasma exposure from the start of the
treatment is likely to improve outcome in SOT patients in-
fected by CMV. Studies with a larger number of patients would
be necessary to confirm the optimum dosage regimen after
both i.v. and oral administration. Hence, the results from this
study might assist the optimization of initial dosing regimens

aimed at achieving AUC,, ., from the start of the treatment.
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DISCUSION

El trabajo que forma parte de la presente Tesis engloba dos aspectos cruciales en
el disefo de regimenes de dosificacion, la eficacia y seguridad del farmaco, y la
exposicion al mismo. Efectivamente, se ha estudiado la eficacia y seguridad tras
una estrategia de tratamiento corto, de la infeccidon/enfermedad por
citomegalovirus humano, con ganciclovir administrado por via IV seguido de
valganciclovir administrado por via oral, en pacientes trasplantados de érgano
sdlido. Asimismo, el hecho de disponer de concentraciones séricas de ganciclovir
tras la administracién de ambos farmacos (ganciclovir/valganciclovir) ha permitido
estudiar y comparar la exposiciones al farmaco alcanzadas, y su relacion con la
eficacia/seguridad al tratamiento. La identificacion de los factores predictivos de la
variabilidad farmacocinética del ganciclovir, ampliamente reportada en la
literatura[114,183] y en parte responsable de las distintas respuestas al
tratamiento observadas en pacientes trasplantados de érgano sélido infectados por
hCMV, también ha sido uno de los objetivos de dicha Tesis. Todo ello se ha
vehiculizado mediante el desarrollo de un modelo farmacocinético poblacional a
partir de las concentraciones séricas disponibles de ganciclovir. Por otra parte,
aunque se han investigado desde un punto de vista descriptivo los factores
potencialmente predictivos de la variabilidad farmacodinamica, y por tanto también
responsables de variabilidad en la respuesta, el desarrollo de un modelo
farmacocinético-farmacodinamico poblacional que permita individualizar las dosis
de ganciclovir/valganciclovir en base a una eficacia optima y minimos efectos
adversos, no ha formado parte del ambito de la presente Tesis. Como
consecuencia, el modelo farmacocinético poblacional desarrollado puede por una
parte ser aplicable para la individualizacion de la dosis en base a la exposicion
diana a ganciclovir reportada en estudios previos[126], durante la monitorizacion
terapéutica, pero también constituir la etapa previa en el desarrollo de un modelo
farmacocinético-farmacodinamico poblacional mecanistico que permita definir la
exposicion diana en la poblacidn de estudio asi como realizar ajuste de dosis en

base a ésta.
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Puesto que los resultados de esta Tesis se han descrito ampliamente en cada uno
de los capitulos correspondientes, en este capitulo solo se discutirdan de forma
global los aspectos mas relevantes, destacando las consideraciones acerca de las
futuras lineas de actuacion en la optimizacion de la terapia con
ganciclovir/valganciclovir. También se discutiran de forma mas amplia y detallada

aspectos que no pudieron ser incluidos en las publicaciones en su momento.
Capitulo 1
Estudio de eficacia y seguridad

De acuerdo con los antecedentes ya expuestos en la memoria, el ganciclovir
administrado por via endovenosa fue aprobado para el tratamiento de la infeccién
y enfermedad por hCMV en trasplante de dérgano sodlido[133], asi como para la
prevencion[184]. No obstante esta via de administracion y los correspondientes
inconvenientes asociados, tales como necesidad de hospitalizacion de los
pacientes, riesgo de nuevas infecciones asociadas con la via de administracion
utilizada y costes elevados, no permitian tratamientos muy prolongados. Dada su
baja biodisponibilidad oral el ganciclovir requeria ser administrado 3 veces al dia
por lo que dicha via de administracién solo era factible para el tratamiento
profilactico. El surgimiento del valganciclovir profarmaco del ganciclovir (valil ester)
de administracion oral, permitid la administracién por via oral asegurando una

mayor comodidad para el paciente y una biodisponibilidad adecuada (60%).

Los estudios mas relevantes de eficacia y seguridad de valganciclovir en pacientes
trasplantados renales previos a la publicacién del primer trabajo de esta Tesis
(capitulo 1), fueron en su mayoria estudios de profilaxis para la prevencién de la
infeccion o enfermedad por citomegalovirus humano[73,126,185], primera
indicaciéon para la cual habia sido aprobado el producto en trasplante de 6rgano
sélido. En todos los casos se incluyd un ndmero elevado de pacientes (N=364 a
372), y la duracion del tratamiento fue prolongada (aproximadamente 3 meses).
Una de las hipdtesis planteadas antes de llevar a cabo el presente estudio fue la
escasa existencia, en aquel momento, de estudios publicados acerca de estrategias
de tratamiento de la infeccion/enfermedad por hCMV similares a la estudiada tanto

en cuanto a duracion del tratamiento de induccion como de mantenimiento.
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Efectivamente, tal como se resume en la tabla 9, aunque existian estudios de
eficacia y seguridad del valganciclovir en el tratamiento de la infeccion y
enfermedad por hCMV realizados en el mismo periodo, pero publicados con
anterioridad al nuestro (2004-2005 vs 2010), estos fueron en su mayoria de mayor
duracion y al igual que en el presente, el nUmero de pacientes incluidos fue escaso
en todos ellos (N=14-32). Efectivamente, en nuestro caso se incluyeron 21
pacientes y la estrategia secuencial de corta duracidon consistié en un tratamiento
de induccidon con ganciclovir IV (5 mg/kg cada 12 horas) durante 5 dias, seguido
de valganciclovir oral (900 mg cada 12 horas) hasta completar los 21 dias de
terapia. Dados los costes de hospitalizacién asociados al tratamiento endovenoso y
la incomodidad que ello supone para el paciente, un tratamiento endovenoso de
Unicamente 5 dias podria reducir los costes y mejorar la calidad de vida del
paciente. Dicha estrategia permitié ademas comparar la exposicion a valganciclovir
con respecto a ganciclovir en los mismos pacientes. El seguimiento de los
pacientes se prolongd hasta seis meses, periodo similar al de alguno de los
estudios previos[186][187]. Con posterioridad al inicio de nuestro estudio se
planted el estudio VICTOR cuyos resultados fueron publicados por Asberg vy
col[141](2007) antes del presente estudio de eficacia[142]. A diferencia del
nuestro, en el estudio VICTOR se incluydé un numero bastante superior de
pacientes (N=321) con dos brazos de tratamiento de forma que en un brazo (
N=157) la induccién se hizo con 5 mg/kg de ganciclovir IV cada 12 horas durante
21 dias y en el otro (N=164) con 900 mg de valganciclovir oral cada 12 horas
también durante 21 dias; el tratamiento de mantenimiento fue de 900 mg/dia de
valganciclovir durante un total de 28 dias en ambos brazos. La duracién total de
este estudio fue de 49 dias vs los 21 dias del nuestro y en este caso no se
compararon exposiciones de VGC vs GCV. El periodo de seguimiento fue también

de 12 meses.

En el capitulo 1 de resultados se describen los resultados de eficacia, seguridad y

exposicion comparativa (VGC vs GCV) del trabajo de la presente Tesis. Entre los

resultados mas relevantes destacan en primer lugar la erradicacion del virus en un

66.7% de los pacientes al final del tratamiento de 21 dias. Este porcentaje es

similar al obtenido a los 49 dias después del tratamiento de
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induccidon/mantenimiento con VGC/VGC y GCV/VGC en el estudio VICTOR (67.1% y

70.1%, respectivamente)[141]. Ambos resultados fueron superiores al del estudio

de Humar y col[188], (50%), pero inferiores al del estudio de Babel y col [186]
(100% erradicacion). La caracteristica diferencial del estudio de Babel y col[186]
se basa en que se prolongd el tratamiento (900 mg/12 horas) hasta conseguir dos
antigenemias negativas y ademas se afadieron dos semanas mas de
mantenimiento (900 mg/dia), como consecuencia los pacientes recibieron un

tratamiento mas largo.

El porcentaje de pacientes que no erradicaron el virus el dia 21 al finalizar el
tratamiento, en nuestro estudio, fue del 33%, este valor algo inferior al valor
observado por Asberg y col. (54.9% y 51.6% tras VGC/VGC y GCV/VGC,
respectivamente) corresponde a un nimero de pacientes bastante inferior al del
estudio VICTOR, pero en cualquier caso sugirié que 21 dias de tratamiento eran
insuficientes para la erradicacion del virus, particularmente en pacientes con carga
viral basal alta (>100000 copias DNA/mL). Efectivamente, en nuestro estudio se
observd una tendencia a mayor persistencia de la carga viral el dia 21 al finalizar el
tratamiento en los pacientes de carga viral basal alta (>100000 copias DNA/mL,
n=9) con respecto al grupo de carga viral basal baja (<100000 copias DNA/mL,
n=12), sugiriendo una cinética de erradicacién basal- dependiente de acuerdo con
los hallazgos de Asberg y col[143]. Estos autores sugirieron también la carga basal
como factor predictivo de la ausencia de erradicacién del virus, no habiéndose
demostrado relacidn entre los porcentajes de erradicacion viral y los serotipos. En
nuestro estudio la contribucion de pacientes de alto riesgo (D+/R-) que
erradicaron el virus el dia 21 fue de un 21.4% mientras que en el grupo que no
erradicaron, los pacientes D+/R- representaron un 42.9%. En cuanto a los
pacientes tratados con globulinas anti-timociticas (ATG), considerado también este
un factor de riesgo [53], 3 de 6 presentaron carga viral basal elevada y los
restantes baja, ademas 2 de 3 pacientes que erradicaron el virus el dia 21 eran del
grupo de carga basal baja y 2 de los 3 que no lo hicieron presentaron carga basal
alta. Por tanto si que se observd una tendencia hacia un mayor porcentaje de
D+/R- dentro del grupo que no erradicaron vs los que si lo hicieron. En cualquier
caso, también se vio que la mayoria, aunque no todos los pacientes D+/R-
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presentaban cargas virales basales elevadas (4 de 6). Ello podria estar relacionado
con la respuesta inmunoldgica del receptor. Aunque se haya llevado a cabo una
estrategia de tratamiento anticipado, se desconoce el tiempo exacto de inicio de la
infeccion, por lo que es probable que en el momento de la deteccion de la misma
por antigenemia, la replicacién viral llevara ya en curso un determinado periodo de
tiempo. La inmunidad celular debida a la actividad citotdxica de los linfocitos T
CD8+ parece ser la responsable del control de la replicacion del hCMV
[53,190,191], como consecuencia la cinética de replicacion del hCMV podria
depender en parte de dicha actividad citotdxica anti-hCMV, siendo mas probable
que en receptores hCMV negativos esta replicacion no pudiera ser controlada por
el sistema inmune celular y se alcanzaran valores de carga viral mas elevados con
el consiguiente desarrollo de enfermedad citomegalica. En este sentido destacar,
que el porcentaje de pacientes de alto riesgo (D+/R-) en el estudio VICTOR fue
inferior, (16% vs 28.6%) y las cargas virales basales no alcanzaron las 100.000
copias de DNA/mL valor que superaban algunos pacientes de nuestro estudio
(n=9). Sorprendentemente, aun siendo las cargas virales basales inferiores a las
de nuestro estudio entre un 51.5% y un 54.9% de pacientes no erradicaron el
virus el dia 21. La diferencia observada en los valores de carga basal entre ambos
estudios podria atribuirse al método de deteccion del virus de Asberg y col[141].
Concretamente PCR a tiempo real vs a la determinaciéon de la antigenemia pp65
utilizada en nuestro trabajo, durante el seguimiento del tratamiento de la
enfermedad por hCMV. El mayor porcentaje de ausencia de erradicacion viral el dia
21 en el estudio VICTOR (51.5-54.9%) frente al nuestro (33%) confirmaria que
probablemente la respuesta antiviral sea el resultado de una compleja interaccion
entre el virus y el huésped. Asimismo, en nuestro estudio, se observd una
tendencia a un mayor porcentaje de erradicacion el dia 21 en pacientes con carga
viral basal baja entre los tratados con ATG (2/3) que entre los de carga viral basal

alta que recibieron este tratamiento (1/3).

En cualquier caso, destacar que ademas de la duracién y estrategia del tratamiento

(periodo induccidn/mantenimiento) existen otros factores a considerar en los

distintos estudios publicados vy pueden por tanto contribuir a las posibles

diferencias observadas entre los resultados obtenidos, destacando i) tipo de
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técnica diagndstica (antigenemia vs PCR) y técnica de deteccion del CMV (limite de

deteccion considerado) ii) dia de inicio del tratamiento respecto al dia del
trasplante, iii) porcentaje de pacientes de alto riesgo (D+/R-) iv) tratamiento
inmunosupresor asociado v) carga viral basal al inicio del tratamiento y vi)
respuesta inmunoldgica del paciente frente al hCMV, vii) posibles mutaciones del
hCMV.

Respecto a la cinética de erradicacion del virus, los resultados obtenidos
demostraron que en el grupo de carga basal baja la erradicacion se consiguid entre
los 5 y 90 dias (mediana, 15 dias), mientras que en los de carga viral basal alta lo
hizo entre los 10 y 180 dias (mediana 15 dias). Los valores extremos

correspondieron a pacientes con recidivas.

Tal como se muestra en el capitulo 1, las curvas de reduccidn de la carga viral en
funcién del tiempo mostraron un perfil exponencial de acuerdo con publicaciones
previas [188]y con pendientes paralelas en ambos grupos (carga viral basal alta vs
baja), sugiriendo cinéticas de caida similares. La cinética de eliminacion del virus
podria estar influida tanto por el tratamiento inmunosupresor concomitante como
por la respuesta inmunitaria del paciente. Aunque existia informacidon acerca del
primer aspecto el tratamiento inmunosupresor fue similar para todos los pacientes,
siendo por tanto dificil extraer conclusiones en este sentido. Por otra parte el
tamano muestral del estudio, tratandose de un estudio piloto, fue otra de las

limitaciones.

El segundo resultado importante del estudio, ademas de los porcentajes de
erradicacion al final del tratamiento, fue el porcentaje de recidivas observado
durante el periodo de seguimiento. 3 pacientes de 21 pacientes (14.3%)
presentaron recidivas sintomaticas con un total de 4 episodios (19%). Unicamente
1 de los 3 pacientes con recidiva habia erradicado el virus el dia 21 mientras que
los otros 2 no lo habian hecho. Todos ellos pertenecian al grupo de serotipo
hCMVD+/R- y las cargas virales basales fueron tanto alta (N=1) como baja (N=2).
Ninguno de ellos desarroll6 resistencia al farmaco. Dichas recidivas se presentaron
hacia los tres meses desde el inicio del tratamiento (mediana= 59 dias, min-max:

47-61 dias). Estos resultados sugerian una tendencia a mayor riesgo a presentar
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recidiva, por parte de los pacientes que no erradicaban al finalizar el tratamiento
que de los que si lo hacian. Sin embargo el escaso nimero de pacientes incluidos
en el estudio no permitié extraer conclusiones aunque dicha tendencia esta de
acuerdo con Asberg y col[143] que afirmaron que la ausencia de erradicacion del
virus el dia 21 del tratamiento de induccion supuso un aumento de cuatro veces
del riesgo de recidiva. Todo ello apoya la estrategia de Babel y col[ 186]consistente
en prolongar el tratamiento hasta conseguir erradicacion viral para evitar el riesgo
de recidiva. Por otra parte dichos autores observaron porcentajes de recidiva
sintomatica (15%) proximos a los del presente estudio, aunque las recidivas

viroldgicas, no evaluadas en nuestro estudio, fueron del 30%.

En este sentido destacar la ausencia de informacion acerca de la respuesta
inmunoldgica del paciente como las técnicas del QUANTIFERON y ELISPOT IFN-y,
que quizas hubiera contribuido a una mejor interpretacion de los resultados, siendo

esta una de las limitaciones del estudio.

El tercer resultado importante del trabajo fueron los efectos adversos observados
que incluyeron anemia (38%), leucopenia (19%), neutropenia (9.5%),
transaminitis (4.8%) y pancitopenia (4.8%). Todos los efectos adversos se
resolvieron sin necesidad de abandonar el tratamiento excepto en uno de los
pacientes que tuvo que discontinuar el tratamiento antiviral por pancitopenia
(4,8%). La incidencia de discontinuaciones en el VICTOR fue de 6,7 y 4,5% en los
grupos de valganciclovir oral y ganiclovir IV, respectivamente. En el estudio
VICTOR [141] los efectos adversos ocurrieron con menor incidencia que en el
presente estudio, posiblemente por criterios diferentes de corte para la valoracion

de los efectos adversos.

Por otra parte en el presente estudio, se observaron episodios de rechazo agudo
en 4 de 21 pacientes (19%) durante el seguimiento, no durante la fase de
tratamiento. En el estudio VICTOR se reportaron 25 episodios de rechazo agudo
en 22 pacientes (7,8%) durante el periodo de tratamiento, no existiendo
diferencias en la incidencia de rechazo agudo entre ambos grupos de
tratamiento[141].
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Estudio de la exposicion a ganciclovir

El hecho de disponer de valores de concentracidon sérica en funcion del tiempo
tanto el dia 5 tras la administracion de GCV IV, como el dia 15 tras la
administracién de VGC oral, con un diseno intensivo de 11 muestras por curva y
paciente, permitié estimar las exposiciones alcanzadas de ambos a través del
calculo del area bajo la curva de concentraciones séricas de farmaco vs tiempo,
utilizando la aproximacién no compartimental. A diferencia de estudios previos
[187], el diseino de nuestro estudio permitié estimar y comparar los valores de AUC
de ganciclovir tras la administraciéon de GCV vs VGC dentro del mismo paciente,
evitando el sesgo de la variabilidad interindividual en dicha estimacién. Aunque los
valores de AUC para el VGC (55.0+19.5 (ug/mL)"h) tendieron a ser ligeramente
superiores a los de GCV (48.7+23.8 (ug/mL)"h), la diferencia no llegd a ser
estadisticamente significativa (p=0.054). Dado el comportamiento cinético lineal
del ganciclovir ampliamente descrito en la literatura[114] no era de esperar que los
valores superiores de AUC de VGC frente a los de AUC de GCV fueran debidos a
acumulacion del farmaco. Los valores de exposicion observados después de la
administracion de valganciclovir fueron superiores a los aportados por Wiltshire y
col en pacientes trasplantados de érgano sdlido, que habian recibido el tratamiento
profilactico de 900 mg/dia (46.3+15.2 (ug/mL)-h). Por otra parte este estudio
permitid también estimar una biodisponibilidad absoluta para el valganciclovir del

68%, valor concordante con los valores previos publicados [105,112,115].

Los resultados de este estudio sugirieron que la estrategia corta de 21 dias de
tratamiento propuesta puede ser una buena alternativa para el tratamiento de la
infeccion por hCMV en la mayor parte de pacientes trasplantados de érgano sélido,
a excepcion de pacientes de alto riesgo (D+/R-) o pacientes receptores
seronegativos tratados con globulinas anti-timociticas, en que la replicacion viral no
esté controlada por la respuesta inmune, resultando en cargas virales basales altas
en el momento de deteccién de la infeccion o bien en presencia de cepas

resistentes.

En los demas casos, valores de exposicion media al farmaco (AUC) del orden de

48.7 a 55.0 (ug/mL)-h), pueden resultar en un tratamiento eficaz y seguro, aunque
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seria conveniente la individualizacion de la dosis para evitar sobreexposiciones en
algunos pacientes y efectos adversos. Los valores comparables de AUC de VGC con
respecto a GCV sugieren la posibilidad de utilizar el profarmaco por via oral en
lugar de la administracion IV, contribuyendo asi a la reduccion de costes de

hospitalizacién e incrementando la calidad de vida del paciente.

Dadas las limitaciones del estudio de eficacia para poder dar respuesta a la
aparicion de recidivas por una parte y a la ligera sobreexposicién al farmaco en
algunos pacientes del estudio, la etapa siguiente del presente proyecto fue
plantear el desarrollo de un modelo farmacocinético poblacional a partir de los
datos experimentales de concentraciones séricas de farmaco en funcién del tiempo
y las caracteristicas demograficas bioquimicas y clinicas registradas de los
pacientes en el estudio piloto. Dicho modelo permitiria por una parte individualizar
el régimen de dosificacion en cada paciente en base a una exposicion diana
relacionada con eficacia y minimos efectos adversos. Por otra parte, dicho modelo
constituiria la etapa previa al desarrollo de un modelo farmacocinético-
farmacodinamico poblacional que permitiera individualizar el régimen de
dosificacion para cada paciente en base a la respuesta o reduccién de la carga

viral.
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Tabla 1: Estudios de tratamiento de la infeccidon/ enfermedad por hCMV publicados.

DISCUSION

Estudio Dosificacion N° pac Status Serotipo Tiempo Método Efectos Recidivas Resultados
enfermedad Seguim eval adversos
eficacia
Babel y Induccion: VGC 21 Renal Infeccion - 5 meses Antigenemia | No No Durante el
col. 2004 | 900 mg/12h hasta sintomatica por Pp65 tratamiento la
[186] dos antigenemias hCMV antigenemia se
negativas redujo de 5.2+3.7
Mantenimiento: a 0.25+0.2 células
VGC 900 mg/d positivas/10000
2 semanas PBMC
Fellay y Induccion: 14 SOT Infeccion y D+/R- 10 | 6 meses Shell vial y Efectos adversos Viremia Los sintomas
col. VGC900mg/12h 2- | Renal=9 enfermedad por | D+/R+ 3 PCR transitorios recurrence en desaparecieron
2005 3 semanas. Corazén=2 | hCMV D-/R+ 1 resueltos con 6/12 pacientes. | entre 4y 18 dias.
[187] Mantenimiento: Pulmén=3 reduccion dosis: En 2 curso Negativizacion a
VGC900 mg/dia de 1 aumento de adicionalVGC. las 2 semanas en
2-4 semanas transaminasas, Recidiva todos los
Dose adjusted to ltrombocitopeniay | correlacinada pacientes
renal function. 1 pancitopenia con tto cortos
moderada (34.5vs 53 d)
Humary | VGC 900 mg/12h 32 SOT Infeccién(9) y D+/R- 15 | 4 semanas Antigenemia | Neutropenia Recurrencia Erradicacion del
col. minimo 2 semanas | Renal=13 | enfermedad por | D+/R+ 14 pp65 y PCR | significativa en 2 virolégica en 11 | virus dia 21: 50%
2005 y prolongar a Higado=7 | hCMV (23) D-/R+ 3 pacientes, de 32 pacientes | PCR
[188] criterio Pulmoén=9 neutropenia leve en | (34.4%) 81.3% Ag
investigador. Corazén=2 un paciente Recurrencia Reduccion carga
Media=20.5+10d sintomatica en | viral dia 7:
4 de 32 0.73log10
pacientes Dia 14: 1.21
(12.5%) log10
2 Pacientes se
cambiaron a
GCViv por poca
respuesta a VGC
Singh y VGC900 mg/12h 17 Higado | Terapia D+/R- 11 | 4 semanas Antigenemia “Recurrent Reduccién Ag:
col. 2005 | durante minimo 2 anticipada D+/R+ 4 pp65 shedding” Setm 1: 80.5%
[189] semanas y hasta “preemptive” D-/R+ 1 47.1% (8/17) Setm 2:99.5%
negativizacion Ag. D-/R-1 que se Setm 4: 97.7%
correlaciond
con pacientes
D+/R-yla

P4g 116




DISCUSION

carga basal de
CMV

Estudio Dosificacion N© pac Status Serotipo Tiempo Método Efectos Recidivas Resultados
enfermedad Seguimien eval adversos
eficacia
Diaz- VGC 900 mg/12h 12 SOT Terapia - 6 meses Antigenemia | No significativos 1/12 pac Reduccién Ag:
Pedroche | durante minimo 2 | Renal=4 anticipada pp65 presentd Setm2: 66,6%
Y cols semanas y hasta Higado=4 | “preemptive” recidiva Setm 4: 100%
2005 negativizacién Ag. | Corazén=4 | Ag=25 asinton:lética
[192] Media= 18(14-28) requirio un
dias segundo ciclo
de VGC.
Asberg y | VGC 900 mg/12h 321 SOT Enfermedad D+/R- 54 12 meses - Se interrumpio el - Erradicacion de la
col. durante 21 dias, por CMV D+/R+ tratamiento por viremia:
2007 seguido de VGV 134 efectos adversos en dia 21: 45.1%
[141] 900 mg/dia 28 D-/R+ 22 11(6.7%) y 7(4,5%) dia 49:67.1%
dias (N=164) D-/R- 17 de los pacientes de Exito del
VS UNK 94 VGCy GCV, tratamiento
GCV 1V respectivamente. Dia 21:77.4%
5mg/kg/12h Dia 49:85.4%

durante 21 dias,
seguido de VGV
900 mg/dia 28
dias (N=157)

Factor predictivo

de la erradicacion
:carga viral basal
no el serotipo

(-)informacién no aportada en la publicacién correspondiente
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Capitulo 2
Estudio farmacocinético poblacional

En el capitulo 2 se describen de forma detallada los resultados correspondientes al
modelo farmacocinético poblacional desarrollado. En el momento de publicacion de
nuestro trabajo existian ya dos estudios farmacocinéticos poblacionales publicados,
uno de ellos desarrollado por Yuen y col.(1995)[194] para el ganciclovir
administrado por via endovenosa en pacientes trasplantados renales y en
pacientes de SIDA infectados por hCMV (N=53). Withshire y col. (2005)[126]
también desarrollaron un modelo a partir de datos de concentraciones plasmaticas
obtenidas tras la administracion de ganciclovir oral 1000 mg 3 veces al dia o bien
valganciclovir oral 900 mg/dia en pacientes trasplantados de drgano sdlido
(N=240). Perrottet y col. (2010)[183] también desarrollaron un modelo a partir de
datos provenientes de la administracion oral de valganciclovir. Nuestro objetivo fue
desarrollar un modelo farmacocinético poblacional a partir de los datos de la
poblacion de trasplantados de drgano sdélido de nuestro propio hospital que
pudiera ser utilizado para la individualizacién de la dosis durante la monitorizacion
terapéutica. A diferencia de estudios previos se disponia de concentraciones de
ganciclovir tras la administracion de ganciclovir por via endovenosa y también tras
la administracion de valganciclovir via oral de 20 de los pacientes incluidos en el
estudio piloto de seguridad y eficacia. Uno de los pacientes no fue incluido en este

analisis farmacocinético poblacional debido a interrupcion del tratamiento.

De acuerdo con lo descrito en el capitulo 2, el comportamiento farmacocinético del
ganciclovir tras la administracién de GCV/VGC fue descrito por un modelo abierto
de dos compartimentos con cinética de absorcidn de orden uno en el que la
inclusion de tiempo de latencia resultd ser estadisticamente significativo. Esta
descripcion coincidié con los resultados de Perrottet y col. (2009)[183] y Wiltshire
y col. (2005)[126]. Sin embargo la modelizacién de la incorporacion del farmaco al
organismo a partir de los modelos clasicos con tiempo de latencia supone describir
un cambio abrupto en la velocidad de incorporacidon desde cero que no se
corresponde con la realidad desde un punto de vista fisioldgico. Por este motivo se

probd también el modelo de los compartimentos de transito propuesto por Savic y
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col. (2007)[195], para intentar describir el retraso observado en la absorcion para
algunos pacientes de forma mas fisioldgica. En nuestro caso este modelo no

mejord la descripcidn de los datos experimentales.

Ademas de, constante de velocidad de absorcion de orden uno y tiempo de
latencia, el modelo se parametrizd en términos de aclaramientos y volimenes de
distribucién igual que los de Wiltshire y col., Perrottet y col. En nuestro caso fue
ademas posible estimar el valor de la biodisponibilidad. La cinética de eliminacién
del farmaco fue de orden uno igual que en los estudios previos (Yuen y col.,

Wiltshire y col., Perrottet y col.).

Entre todos los modelos, el presente fue el que admitid la inclusiéon de variabilidad
interindividual en un mayor nimero de parametros, concretamente esta fue
incluida en todos los parametros excepto en el volumen de distribucion del
compartimento periférico a diferencia de los modelos previos que solo lo hicieron
en el volumen de distribuciéon en compartimento central y en el aclaramiento
plasmatico y adicionalmente en la exposicion sistémica relativa de ganciclovir y
valganciclovir en el estudio de Wiltshire y col. Esto podria estar relacionado con el
disefio de muestreo de cada uno de los estudios. Sin embargo a diferencia de
Perrottet y col, nuestro estudio no admitié variabilidad interocasion en ninguno de
los parametros farmacocinéticos siendo ello una de las limitaciones del estudio. De
forma similar ocurrié en el estudio de Wiltshire y col. Ello podria ser debido al
escaso numero de ocasiones (n=2) en que los pacientes fueron ensayados en
ambos estudio frente al estudio de Perrottet y col.[196]. El diseno del presente
trabajo fue intensivo en todos los pacientes al igual que el de Yuen y col. Sin
embargo Wiltshire y Perrottet combinaron disefos de datos dispersos con disefios
de muestreo intensivos pero solo en algunos pacientes. En este sentido destacar
que solo en el presente estudio se estimo el valor de “shrinkage”[197], asociado
tanto a los valores de los efectos aleatorios interindividuales (n) como a los efectos
aleatorios residuales (¢). Los valores de “shrinkage” de nuestro estudio fueron en
todos los casos inferiores al 20%, hecho que confirma la robustez de las
predicciones individuales de los parametros farmacocinéticos a partir del modelo

desarrollado. Esta informacion es fundamental cuando el objetivo es disponer de
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un modelo para individualizar la dosis durante la monitorizacién terapéutica. Los
valores de “shrinkage” elevados pueden ser consecuencia de disefios de datos

dispersos, hecho que no ocurre en nuestro estudio.

Tras la exploracion e inclusidon de covariables la funcion renal estimada mediante el
valor del aclaramiento de creatinina, fue el factor predictivo mas importante de la
variabilidad interindividual observada en el aclaramiento de ganciclovir, siendo ello
esperable para un farmaco que se elimina mayoritariamente inalterado por
excrecién via renal. De nuevo estos resultados concordaron con los de Yuen y col.,
Wiltshire y col., Perrottet y col. El aclaramiento de creatinina se estimé en base a
la concentracidn de creatinina sérica y caracteristicas demograficas de los
pacientes (edad, peso corporal y sexo), mediante la ecuacién de Cocroft-Gault.
Existe controversia en cuanto al mejor método para estimar el aclaramiento de
creatinina en pacientes trasplantados renales. Rodrigo y col. (2003) recomiendan
la ecuacion del MDRD (Levey, 1999) como método mas preciso de la estimacion de
la funcidn renal en pacientes trasplantados renales, mientras que Trevillyan y col.
(2013) [193] proponen la ecuacion de Cockroft-Gault (1976). En todos los trabajos
previos se utilizo Cockroft-Gault excepto en el estudio de Perrottet y col que
aplicaron la férmula del MDRD. En este calculo interviene ademas de la

concentracion de creatinina, la de urea y alblimina y también el sexo.

En nuestro estudio, ninguna otra covariable que desde un punto de vista fisioldgico
pudiera explicar parte de la variabilidad observada en los parametros
farmacocinéticos del ganciclovir(peso, sexo, coadministracion de farmacos
nefrotdxicos: tacrolimus) resultd ser ni estadisticamente(p>0.05) ni clinicamente
significativa (reduccion de la variabilidad interindividual asociada al parametro
farmacocinético en el cual se probd <10%) cuando se incluyé de forma secuencial
prospectiva en el modelo de regresidn entre aclaramiento de ganciclovir y
aclaramiento de creatinina. Una de las principales limitaciones del modelo
desarrollado en el presente estudio fue la ausencia de efecto estadisticamente y
clinicamente significativo del peso corporal sobre los parametros farmacocinéticos
de disposicion del ganciclovir. Existe evidencia previa de la influencia del peso en
los  parametros  farmacocinéticos.  Tradicionalmente, los  parametros

farmacocinéticos se han escalado con el peso de forma lineal. De acuerdo con las
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leyes de la alometria dicho escalado es valido en el caso de los voliUmenes de
distribucion mientras que el aclaramiento, para farmacos de excrecion renal,
deberia correlacionar con los factores antropométricos determinantes de la tasa de
filtracion glomerular de acuerdo con la relacion dada en la ecuacién 15, donde el

exponente alométrico es igual a 0.75[198].

CL=ClLstd-(W/70)0.75 Ecuacion 1
(CLstd es igual al valor tipico del aclaramiento en un paciente de 70 kg de peso

corporal).

El escalado alométrico de los parametros farmacocinéticos con el peso permite la
aplicacion del modelo para una poblacion de pacientes de amplio rango de

variacion de peso contribuyendo a mejorar su dosificacion.

En nuestro caso, la inclusién del peso, sin atender a consideraciones estadisticas, y
de acuerdo con las leyes de la alometria empeord la capacidad predictiva del
mismo, evidenciada a través de las técnicas de validacién interna utilizadas, por lo
que se decidid eliminar esta covariable del mismo. Todo ello fue consecuencia del
estrecho margen de variacion en los valores de peso en los pacientes incluidos en
el estudio (peso medio (error estandar relativo): 66.2 (12.9) kg). Por el contrario,
en el estudio de Perrottet, los valores de peso corporal, que si resultd ser factor
predictivo al menos del volumen de distribucién en compartimento central, fueron
de 46 a 115 kg. También en el estudio de Wiltshire y col, el peso (con rango de
variacion mas amplio que en el presente estudio: peso medio (error estandar
relativo): 79.6 (21.2) kg), fue predictor del aclaramiento del farmaco

demostrandose una relacién alométrica entre ambas variables (exponente=0.725).

Dado que en el calculo del CLCR por Cockroft-Gault interviene el peso corporal, se
intentd desarrollar el modelo con los valores de CLCR estimados por MDRD,
parametro no ajustado por el peso, con el fin de poder hallar significacion
estadistica al incluir el peso como covariable en el aclaramiento del ganciclovir, ya
en el modelo farmacocinético, sin embargo siguid sin encontrarse significacion

estadistica.

Como consecuencia solo el CLCR asociado al aclaramiento de ganciclovir pudo
describir parte de la variabilidad interindividual observada en este pardmetro que
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se redujo aproximadamente en un 52%. La variabilidad interindividual del CL de

ganciclovir en el modelo final (32.7%) fue ligeramente superior pero del orden de
la observada en el modelo de Perrottet (26%) y en ambos casos superior a la
observada en el modelo de Wiltshire y col.(18.2%). A diferencia del presente
modelo, en el de Perrottet y col. se incluyeron ademas de la funcién renal, el tipo
de trasplante y el sexo como factores predictivos del aclaramiento de ganciclovir y
en el de Wiltshire el peso corporal y la co-administracion de tacrolimus. Esto podria
explicar una mayor parte de variabilidad interindividual asociada al aclaramiento
obteniéndose por tanto valores inferiores de la misma en el modelo final. El mayor
numero de pacientes de los estudios de Perrottet y col (N=65) y Wiltshire y col
(N=240) podria también explicar el hecho de que la variabilidad interindividual
(VII) asociada al CL haya podido ser mejor descrita. En cualquier caso, la VII
hallada en el presente estudio fue aceptable para poder aplicar el modelo en la
individualizacion de la dosis durante la monitorizacion terapéutica. Los valores de
los parametros farmacocinéticos estimados fueron acordes con los de los estudios
previos y se estimaron todos con precision. Sus valores estuvieron dentro del
intervalo de confianza del 95% estimado mediante el método Bootstrap. Los
valores medios muéstrales de los parametros poblacionales estimados a partir de
200 muestras de 20 pacientes obtenidas de la poblacidon original mediante el
método bootstrap presentaron desviaciones inferiores al 8.5% con respecto a los
valores medios poblacionales estimados a partir de la poblacién original. El valor
del error residual del modelo fue del 37.8% (proporcional) y 0.465 pug/mL (aditivo)
valores dentro de la normalidad y en concordancia con los de los estudios

anteriores (Perrottet y col.: 21% proporcional; Witshire y col.:35.6% proporcional).

Uno de los objetivos perseguidos con el desarrollo del presente modelo fue su
aplicabilidad en la practica clinica para la individualizacion de la dosis por lo que
fue muy importante demostrar su capacidad predictiva. Las técnicas de validacion
aplicadas en su momento fueron técnicas de validacion interna dado que no se
disponia de datos de otro grupo de pacientes externo al de la poblacién de

desarrollo para llevar a cabo una validacion externa del modelo.

El método de validacion interna utilizado en la publicacién fue el método bootstrap

que demostro la estabilidad del modelo. Otra de las técnicas utilizadas en aquel
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momento era la evaluacién visual predictiva que requeria simular los perfiles de

concentraciones séricas de ganciclovir de 1000 pacientes estratificados en funcién
de distintos valores de las covariables que fueran predictivas en el modelo, el CLCR
en nuestro caso. A partir de los valores de concentracion simulados se calculaban
los intervalos de confianza del 90% y se superponian con las observaciones
experimentales que debian estar dentro de las bandas de prediccién para poder
confirmar la capacidad predictiva del modelo. Sin embargo el hecho de tener que
estratificar era un inconveniente y ademas este método no evitaba considerar
como correctos modelos que proporcionaban estimaciones sesgadas como se ha
visto posteriormente. Dado que desde aquel momento se ha evolucionado mucho
en lo que respecta a técnicas de validacion interna, presentamos aqui la validacién
interna del modelo mediante la evaluacién visual predictiva corregida por la
prediccion (Figura 9)[199]. Esta técnica permite validar sin necesidad de
estratificar en funcion de las dosis administradas o de los valores de las covariables
que hayan resultado ser predictivas en el modelo. Los resultados de la Figura 9

confirman la capacidad predictiva del modelo.
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Figura 1. Evaluacion visual predictiva corregida por la prediccion correspondiente
a los perfiles de concentraciones séricas de ganciclovir obtenidos tras Ila
administracion iv (panel izquierdo) y oral ( panel derecho). En ambos casos los
percentiles 5%, 50% y 95% de los datos observados de concentracidon vs tiempo
caen dentro de los intervalos de prediccion del 90% de los percentiles 5%, 50% y
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95% de los datos simulados por el modelo, siendo ello indicativo de la capacidad
predictiva del modelo. Unicamente tras la administracién intravenosa se observa
una ligera infraprediccion de los valores de los percentiles del 5%.

Una vez desarrollado, el modelo permitié comparar el régimen de dosificacion
utilizado hasta el momento segun ficha técnica, con las dosis ajustadas por funcion
renal, con el régimen de dosificacion estimado a partir del modelo para conseguir
una exposicion diana dada por un valor de area bajo la curva de concentraciones
séricas frente al tiempo de 45 (ug/mL)-h. Este valor se basé en los resultados del
estudio de Wiltshire et al[185]. Estos autores desarrollaron un modelo de regresion
logistica a partir del cual establecieron que podia erradicarse el virus durante la
terapia profilactica con exposiciones a ganciclovir de 40-50 (ug/mL)-h y por ello el
valor de 45 (ug/mL)'h se consideré adecuado. Todo ello se hizo mediante la
herramienta de la simulacion de Monte Carlo [200]. Se calcularon los valores
medios de exposicién (AUC) simulados asi como sus intervalos de confianza del
95% a partir de ambos regimenes de dosificacién para valores de CLCR de 10 a
100 mL/min. Se calcularon también los porcentajes de pacientes que alcanzaban la

exposicion diana en cada caso.

Estos resultados pusieron de manifiesto que las dosis de valganciclovir
administradas segln ficha técnica para cada valor de CLCR eran adecuadas
excepto para valores de CLCR<30 mL/min en cuyo caso se observo
sobreexposicion con porcentajes desde 92.4% (CLCR=20 mL/min) a 98.8%
(CLCR=10 mL/min) de pacientes con exposiciones iguales o superiores a 45
(Mg/mL)*h (valores medios de AUC: de 93.46 a 190.35 (ug/mL)-h)). Aunque en
menor grado, también en el caso en el caso de CLCR de 60 a 70 mL/min, el
77.2% y 65.5% de los pacientes, respectivamente, presentaron exposiciones

iguales o superiores a 45 (ug/mL)h (valores medios de AUC: de 62.15 a 54.41
(bg/mL)h)).

Tras la administracién 1V, se observé una tendencia a una sobreexposicién en
pacientes de CLCR<30 mL/min, con porcentajes de pacientes con exposiciones
iguales o superiores a 45 (ug/mL) h, del 83.6 al 100% (valores medios de AUC:

de 62.12 a 128.74 (ug/mL)'h). Se observé también una infraexposicdn, en
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pacientes de CLCR>80 mL/min, con porcentajes de pacientes con exposiciones
iguales o superiores a 45 (ug/mL)-h, del 3.9 al 14.4% (Valores medios de AUC: de
26.55 a 32.70 (ug/mL)-h)). Ademas los pacientes de CLCR=50 mL/min parecian
estar infraexpuestos, puesto que solo el 3.5% de ellos presentaban exposiciones
iguales o superiores a la diana seleccionada (valor medio de AUC: 25.36
(ug/mL)-h)). Ello sugeria que este grupo deberia recibir una dosis mas alta que la

indicada segun ficha técnica (2.5 mg/kg de ganciclovir cada 12 horas).

Como era de esperar, los valores obtenidos de AUC tras simular los regimenes de
dosificacion calculados mediante el modelo estuvieron dentro del intervalo de 40-
50 (ug/mL)-h en todos los casos y los porcentajes estimados de pacientes que

alcanzaban la exposicién diana fueron siempre del 40 al 50%.
Futuras lineas de actuacion

Las siguientes lineas de actuacion propuestas, para la aplicacién optima del modelo

en la individualizacion de la dosis durante la monitorizacion terapéutica, han sido:

a) Validacidon externa del modelo con datos de pacientes de otro grupo de la
misma poblacion pero que no haya sido incluido para el desarrollo del
modelo.

b) Desarrollo de una estrategia de muestreo limitado para conocer los tiempos
optimos de extraccién de muestra, compatibles con la practica clinica, para

la individualizacidn de las dosis durante la monitorizacion terapéutica.

Por otra parte, seria interesante la inclusion de datos de mas pacientes y ocasiones
en el modelo de forma que fuera posible la incorporaciéon del peso como covariable
en los parametros farmacocinéticos, asi como poder estimar la variabilidad

interocasion.

Finalmente el desarrollo de este modelo farmacocinético ha constituido la etapa
previa al estudio farmacocinético-farmacodinamico poblacional para establecer la
relacion entre exposicion al ganciclovir y erradicacion de la carga viral. Se trata de

un modelo mecanistico de respuesta indirecta [201] que permitiria establecer con
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datos de nuestra propia poblacién, el valor de exposicion diana a utilizar durante la

monitorizacidn terapéutica para la individualizacion de las dosis.
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CONCLUSIONES

1. Una estrategia de tratamiento secuencial corta de la infeccion/
enfermedad por citomegalovirus humano basada en ganciclovir IV
(5mg/Kg/12h) durante 5 dias seguido de valganciclovir oral (900 mg/12h)
durante 16 dias, ajustada a la funcidn renal, proporciona una terapia
efectiva y segura con erradicacion viral en el 66.7% y persistencia viral en
el 33.3% de los pacientes. Aunque estos resultados deben considerarse
con cautela por tratarse de un estudio piloto con bajo numero de
pacientes.

2. La carga viral basal es un buen predictor de la tasa de curacion al final
del tratamiento.

3. Los pacientes con persistencia de carga viral positiva al finalizar el
tratamiento eran pacientes con carga viral basal alta o considerados de
alto riesgo (hCMVD+/R- o hCMVD+/R+ tratados con anticuerpos
policlonales). En estos pacientes, de acuerdo con las recomendaciones de
las guias actuales se deberia individualizar la duracidon de la terapia hasta
la completa erradicacién del virus.

4. Todas las recidivas clinicas ocurrieron en pacientes de alto riesgo hCMV
D+/R-, dandose un total de 4 episodios en 3 pacientes (19%).

5. El perfil de seguridad fue aceptable tras el tratamiento secuencial de
ganciclovir IV seguido de valganciclovir oral.

6. La exposicion a ganciclovir tras la administracion de ganciclovir IV y
valganciclovir oral estuvo de acuerdo con la observada en estudios
previos. La exposicion obtenida con valganciclovir oral fue de media 1,24
veces superior a la obtenida con ganciclovir IV, sin ser esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0.054) y sin observarse acumulacion del
farmaco, sugiriendo que el valganciclovir oral podria substituir al
ganciclovir IV desde el inicio del tratamiento.

7. Se ha desarrollado un modelo farmacocinético poblacional para el
ganciclovir tras la administracién de ganciclovir iv /valganciclovir oral en
pacientes trasplantados de drgano solido.
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8. Los datos experimentales disponibles han permitido la inclusion de
variabilidad interindividual en el aclaramiento plasmatico (CL), volumen de
distribucion en compartimento central (Vi), constante de velocidad de
absorcién (Ka) y biodisponibilidad (F). Por otra parte, no ha podido
incluirse  variabilidad interocasion en ninguno de los parametros
farmacocinéticos.

9. La funcién renal estimada por Cockroft-Gault ha resultado ser el Gnico
factor predictivo del aclaramiento de ganciclovir, reduciendo la variabilidad
interindividual asociada a dicho parametro aproximadamente en un 52%.

10. Los valores de “shrinkage” y las técnicas de validacién interna
utilizadas han demostrado la robustez de las estimas individuales de los
parametros farmacocinéticos y la capacidad predictiva del modelo,
respectivamente.

11. La aplicacidon del modelo desarrollado mediante la herramienta de la
simulacion ha permitido evaluar el régimen de dosificacion actual de
ganciclovir IV y valganciclovir oral segun ficha técnica. Los resultados
obtenidos sugieren en el caso del ganciclovir IV que los pacientes con
ClLcr<30mL/min presentan tendencia a la sobreexposicién, mientras que
los pacientes con CLcr=50 y CLcr>80ml/min presentan infraexposicion.
En el caso del valganciclovir oral, tanto los pacientes con CLcr<30 y Clcr
entre 60-70 ml/mL tienden a la sobreexposicion.

12. El célculo de las dosis iniciales para cada valor de CLCR, utilizando el
modelo, incrementa el porcentaje de pacientes con exposiciones dentro
de la diana terapéutica, particularmente en aquellos casos mal
dosificados segun ficha técnica.

13. El modelo desarrollado ha demostrado ser valido para la
individualizacion de la dosis durante la monitorizacion terapéutica, previa
validacion del mismo en un grupo externo de pacientes. Asimismo,
constituye la etapa previa para el desarrollo de un modelo
farmacocinético-famacodinamico poblacional que permita individualizar el
régimen de dosificacion de ganciclovir/valganciclovir en base a la
erradicacion de la carga viral en la poblacion de pacientes trasplantados
de 6rgano solido.
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