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RESUMEN: Utilizando el programa Simcyp®, se realizaron estudios
de simulacién con objeto de evaluar la capac1dad de este software para
predecir a priori las evidencias clinicas en relacién al perfil de absorcién
de dos estatinas: simvastatina y rosuvastatina. En concreto evaluamos la
influencia del tiempo de transito y la abundancia de sistemas trasportadores
y enzimas responsables del metabolismo en el tracto gastrointestinal. En
primer lugar, se procedi6 a una busqueda de informacion bibliografica sobre
el perfil de absorcién de los fairmacos. Posteriormente se llevaron a cabo
diversas simulaciones en diferentes grupos de poblacién, principalmente,
en poblaciones normales, con transito intestinal acelerado y metaboliza-
dores pobres. En el caso de rosuvastatina también se bloqueé el eflujo de
su transportador (ABCG2) y se modific6 su permeabilidad. Los resultados
obtenidos son acordes con las observaciones extraidas de la experiencia
clinica. Muestran que la velocidad de trinsito condiciona notablemente
la fraccion absorbida de simvastatina, pero no la de rosuvastatina; sin
embargo, la abundancia de sistemas trasportadores y la permeabilidad
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son de especial relevancia en la absorcién de rosuvastatina. La isoenzima
CYP3A4 se muestra como responsable mayoritaria de la biotransformacién
de simvastatina, ratificindose el hecho de que dicha isoenzima no participa
en el metabolismo intestinal de rosuvastatina.

Palabras clave: in silico; absorcién oral; rosuvastatina; Simeyp; simvas-
tatina.

ABSTRACT: Using Simcyp® software, simulation studies were done in
order to evaluate the capacity of this software to predict clinical evidence
related to absorption profile of two statins: simvastatin and rosuvastatin.
Specifically, we evaluate the influence of intestinal transit time, transporter
abundance and enzymes responsible of metabolism in gastrointestinal tract.
First of all we looked for bibliographic information about the absorption
profile of these drugs. Then we carried out simulations in different popu-
lation groups, mainly in normal populations, populations with accelera-
ted intestinal transit and poor metabolizers. For rosuvastatin its efflux
transporter (ABCG2) was also blocked and its permeability altered. The
results are consistent with observations drawn from clinical experience.
They show that the transit rate significantly affects the absorbed fraction
of simvastatin, but not the rate of rosuvastatin; however the transporter
abundance and permeability value are relevant in the absorption of rosu-
vastatin. CYP3A4 is shown as the most important isoenzyme responsible
of the biotransformation of simvastatin, confirming that CYP3A4 does not
participate in rosuvastatin intestinal metabolism.

Key words: In silico; Oral Absorption; Rosuvastatin; Simcyp; Simvastatin.

1. INTRODUCCION

La absorcién comprende el paso del firmaco a través de las biomembranas
a la circulacién sistémica. Este proceso, que puede estar alterado por diferentes
factores tecnoldgicos, fisiopatolégicos y clinicos, estd condicionado por la via
de administracién y a veces se encuentran implicados algunos mecanismos de
transporte. Conocer las caracteristicas de absorcion de un firmaco es ttil para
seleccionar tanto la via como la forma farmacéutica éptimas, y anticipar las reper-
cusiones que pueden tener sobre la respuesta los factores que alteran la velocidad
o magnitud de la absorcién.

La via de administracidn oral es la mds habitual, segura y econémica para la
mayoria de medicamentos. Por tanto, en la fase preclinica de desarrollo de nuevas
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moléculas con potencial interés farmacoldgico, la velocidad y el grado de absorcién
intestinal son clave para desarrollar formulaciones para este tipo de administracién.

Conocer la interaccién de las moléculas con las diferentes partes del tracto
gastrointestinal (T'GI) es esencial para predecir su absorcion. En este sentido
disponer de herramientas informdticas que permitan realizar simulaciones basadas
en informacion fisioldgica es de gran importancia para realizar un primer cribado
de moléculas candidatas y probar su viabilidad de manera répida, sin recurrir a
ensayos iz vivo, que suponen un aumento de la duracién y coste de la investigacion.

Estos factores suelen producir modificaciones en la velocidad de absorcién y,
en consecuencia, en la concentracién maxima y el tiempo en que esta se alcanza,
cambios que tienen mayor repercusion en la administracion de dosis tnica y para
firmacos de semivida de eliminacién corta.

En la bibliografia se encuentran numerosas revisiones del proceso de absor-
cién y los factores que lo condicionan y publicaciones que muestran la utilidad
de programas de simulacién basados en informacién fisiolégica como el Simcyp®.
En este sentido se han desarrollado diversos métodos de prediccion de la absor-
ci6én basados en las propiedades fisicoquimicas: drea de superficie polar (PSA) y
ndmero de donadores de enlaces de Hidrégeno (HDB). Otros sistemas se basan en
el uso de membranas artificiales, asi por ejemplo, la membrana artificial PAMPA,
una mezcla de lecitina y un solvente orgdnico, permite predecir la permeabilidad
por difusién pasiva, muy util en ensayos de cribado de alto rendimiento (high
throughput screening- HTS). Sin embargo, este sistema estd limitado por la ausencia
de proteinas transportadoras.

Existen también modelos celulares iz vitro, como Caco-2, MDCK Il y
LLC-PK1 cominmente usados para predecir la permeabilidad del epitelio intes-
tinal a los firmacos. Una ventaja de estos sistemas es que permiten evaluar la
influencia de ciertas proteinas como la glicoproteina P (P-gp) en la permeabilidad
de los farmacos.

Basindose en informacidn obtenida con los métodos anteriores se han desa-
rrollado diferentes modelos de absorcién mds complejos que consideran algunas
de las caracteristicas anatomofisiolégicas del TGI que pretenden i silico predecir
la capacidad de absorcidon de nuevas moléculas en sus fases iniciales de I+D. Asi,
por ejemplo el programa Simcyp® incorpora modelos de primer orden en un
unico compartimento, o dividiendo el TGI en compartimentos dindmicos dife-
renciados por flujo sanguineo, tiempo de permanencia, abundancia de enzimas y
trasportadores. El modelo mds completo de este tipo es el denominado ADAM
(Advanced Dissolution, Absorption and Metabolism), que incorpora ademads los
procesos de liberacion y metabolismo en los sectores del TGI comprendidos entre
el estomago y el colon.
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La prediccién i silico utiliza métodos computacionales para generar y compro-
bar diferentes hipdtesis sobre los mecanismos de absorcién de los fairmacos. Sus
aplicaciones son diversas y permiten, entre otras, la prediccion de la farmacocinética
de un compuesto, el disefio de nuevas entidades quimicas o firmacos, cribados de
diferente tipo, estudios virtuales en varias poblaciones... Presentan la ventaja
de ser técnicas rdpidas de HTS virtual, en evolucién constante y que disminuyen
notablemente el tiempo y la inversién comparado con test i vitro e in vivo.

2. OBJETIVO

Comprobar mediante estudios de simulacién, con el programa Simcyp®, la
capacidad de este software para predecir a priori las evidencias clinicas en relacién
al distinto perfil de absorcidn de dos estatinas ampliamente utilizadas: simvasta-
tina y rosuvastatina. En concreto, se trata de evaluar la influencia del tiempo de
transito y de la abundancia de sistemas trasportadores y enzimas responsables
del metabolismo de estos firmacos en el TGI.

3. MATERIAL Y METODOS

a) Fuentes de informacion:

La revisién bibliografica se realiz6 mediante busqueda de informacién en
herramientas disponibles en la Biblioteca de la USAL, como Medline/Pubmed,
y otros recursos accesibles de manera gratuita como Google Académico y la base
de datos DrugBank v.4.5.

b) Software utilizado:

i. Simcyp®

Simcyp® es un software desarrollado en 2001 por los profesores Rostamin-
Hodjegan, Tucker y Evans de la Universidad de Sheffield, para simular, a nivel
preclinico, el perfil cinético de los procesos de absorcidn, distribucién, metabolismo
y eliminacién (ADME) de una molécula, a partir de datos clinicos e i vitro, tanto
demogréficos como fisioldgicos y gendmicos. Esto ayudard a anticipar posibles
problemas que pudiesen surgir en la prictica clinica y servird de apoyo a la hora
de tomar decisiones relacionadas con el desarrollo de firmacos.

Gracias al gran consorcio de empresas que alimentan la base de datos que
utiliza Simcyp® para sus simulaciones (algunas de primera linea internacional
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como AstraZeneca, Johnson & Johnson, Novartis o Pfizer y universidades de
distintos paises), ha revolucionado el campo de los ensayos preclinicos, en el cual
mantiene un reconocido liderazgo. En la actualidad es la empresa desarrolladora
de software y consultoria cientifica Certara® quien gestiona este proyecto.

i1. Office ®

Como procesador de textos y hoja de cilculo se emplearon los programas
Microsoft Word® y Microsoft Excel® de la suite Office 2013.

¢) Farmacos seleccionados:

Se seleccionaron dos estatinas, simvastatina y rosuvastatina con distintos
perfiles de absorcidn, derivados de sus diferentes propiedades fisicoquimicas, en
particular en lo que se refiere a solubilidad, coeficiente, reparto y superficie polar.

d) Simulaciones:

Para caracterizar las posibles modificaciones en el proceso de absorcién de
ambas estatinas derivadas de la influencia del tiempo de transito intestinal y de la
reduccién de la actividad metabdlica del CYP3A4 se procedid a la realizacién
de las simulaciones:

Tanto para simvastatina como para rosuvastatina se realizaron ensayos en:

Poblacién normal (actividad normal del CYP3A4).

Poblacién con transito acelerado (distribucién de Weibull: o= 10; B = 1,2).
Poblacién de metabolizadores pobres (actividad reducida del CYP3A4).
Estudio combinado de metabolizabores pobres y transito acelerado.

Por las sus caracteristicas diferenciales también se realizaron los siguientes
con rosuvastatina:

— Poblacién con el transportador ABCG2 bloqueado (bloqueo del eflujo).
— Estudio con aumento de la permeabilidad hasta valores de simvastatina.

Todas las simulaciones se realizaron con el modelo ADAM, en las condiciones
por defecto del programa: 5 ensayos con 5 individuos por ensayo, administracién
oral en ayunas de una dosis tnica de 40 mg en el caso de simvastatina y de 20 mg
en el caso de rosuvastatina.
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

Parece clinicamente que la fraccién absorbida de simvastatina es mayor en
pacientes celiacos, lo que se atribuye a una reduccién del metabolismo de primer
paso intestinal consecuencia del menor tiempo de contacto con la enzima CYP3A4
y de la menor actividad de esta en las células del TGL. Por el contrario, otra estatina
mds actual, la rosuvastatina, no se metaboliza por esta enzima, por lo que es de
suponer que su absorcién no se verd afectada en pacientes celiacos, debido a la
reduccién de la actividad de este enzima, aunque si puede afectarle la reduccién
del tiempo de transito. Asimismo, sabemos que rosuvastatina es un firmaco
con baja permeabilidad y sujeto a la influencia de transportadores intestinales,
concretamente el ABCG2'.

En el presente estudio las simulaciones con simvastatina en la poblacién normal
reflejan un AUC de 45,97 ng'mL-h"! y una Fa de 0,83, mientras que los valores
para estos pardmetros en una poblacién con el trdnsito acelerado se redujeron a
30,14 ng'mL-h'! y 0,52, respectivamente, lo que se atribuye al menor tiempo de
permanencia en el intestino (tabla 1, figura 1).

En los metabolizadores pobres para la enzima CYP3A4, el AUC aumenta de
manera importante, hasta 1414,40 ng'mL-h"!, lo que significa que la reduccién
en la actividad de CYP3A4 disminuye considerablemente la biotransformacion
(tabla 1, figura 1).

TaBra 1. Valores interensayo de la fraccién absorbida (Fa)
para simvastatina y rosuvastatina.

FARMACO POBLACION Fa (ng_ilifh_l)
Simvastatina Normal 0,83 45,97
Transito acelerado 0,52 30,14
Metabolizadores pobres 0,83 1414,40
Transito acelerado + metabolizadores pobres 0,52 894,04

1. Eltransportador ABCG2 también conocido como BCRP (Breast Cancer Resistant Protein)
juega un papel muy importante en la absorcién y distribucién de firmacos. BCRP, igual que la P-gp,
es una bomba de eflujo que acttia impidiendo que algunos firmacos penetren tejidos como el cerebro,
el intestino o distintos tumores. Principalmente el BCRP se tiene en consideracién por su rol en la
absorcién intestinal, ya que presenta un alto grado de expresién en tejidos barrera como el colon o
el intestino delgado.
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FARMACO POBLACION Fa AUS »
(ng-mL-h1)
Rosuvastatina  Normal 0,68 73,64
Transito acelerado 0,63 67,30
Metabolizadores pobres 0,68 73,64
Transito acelerado + metabolizadores pobres 0,63 67,30
ABCG2 (BCRP) bloqueado 0,89 101,54
ABCG2 (BCRP) bloqueado + trénsito acelerado 0,79 87,52
Aumento permeabilidad hasta 1,618:10* cm-s' 0,97 112,40
Fa: fraccion absorbida; AUC: 4rea bajo la curva
Distribucién por regiones de la fraccion absorbida:
SIMVASTATINA
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Ficura 1. Comparacién de la fraccidon absorbida predicha para simvastatina en los dife-
rentes tramos del tracto gastrointestinal, en las distintas condiciones de simulacién.

T. Acelerado y T.A.: trinsito acelerado; M. pobres y M.P.: metabolizadores pobres.

Al realizar un estudio combinado con una poblacién de transito acelerado y
de metabolizacidn pobre, la Fa no varia con respecto al estudio simple de transito
acelerado, pero aumenta el AUC (tablal, figura 1), por lo que podemos pensar
que el metabolismo intestinal via CYP3A4 tiene menos influencia sobre la Fa que
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la velocidad de transito. El incremento observado en el AUC es coherente con el
déficit de la enzima responsable, en gran medida, de la eliminacién del firmaco.

Las simulaciones con rosuvastatina no muestran una alteracién tan notable
en los parimetros registrados como en el caso de simvastatina. La Fa se ve modi-
ficada ligeramente en metabolizadores pobres respecto a pacientes con transito
acelerado, pero no con respecto a la poblacién de referencia (tabla 1, figura 2)
acorde con el hecho de que rosuvastatina no es metabolizada por la isoenzima
CYP3A4. El AUC de rosuvastatina se mantiene pricticamente constante en
ambas situaciones, aunque se observa una cierta tendencia a disminuir en el caso
de transito acelerado (tabla 1).

Distribucién por regiones de la fraccién absorbida:
ROSUVASTATINA

Fraccién absorbida (F.)
o

ool I‘ Il 1 [ ‘I

Duodenum Jejunum | Jejunum Il lleumn | lleum 1I Heum I lleum IV Colon

Seccién del TGI

Control mT. Acelerado = M. pobres mT.A. + M.P. mABCG? Blogq. mABCG2 Blog. + T.A. m Aumento Peff

Ficura 2. Comparacién de la fraccién absorbida predicha para rosuvastatina en los
diferentes tramos del tracto gastrointestinal, en las distintas condiciones de simulacién.
T. Acelerado y T.A.: trinsito acelerado; M. pobres y M.P.: metabolizadores pobres;
ABCG?2 Blog.: bloqueo del transportador ABCG2; Peff: permeabilidad efectiva.

El bloqueo del transportador ABCG2 influye de forma sustancial en la Fa
(tabla 1, figura 2), confirmando su funcién como bomba de eflujo devolviendo el
firmaco al lumen. En cuanto a la permeabilidad, es conocido que la rosuvastina
es un firmaco poco permeable, 0,855 - 10-4 cm's’!, entonces si aumentamos su
permeabilidad a valores similares a los de simvastatina deberia aumentar su Fa;
de hecho, en este caso, la Fa muestra el mayor valor observado en el estudio,
aproximandose a la unidad y un incremento en el AUC de mds del 50%, respecto
a la poblacién de referencia (tabla 1).
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5. CONCLUSIONES

1.- El modelo ADAM implementado en el programa Simcyp® permite realizar
predicciones fiables acerca de la magnitud del proceso de absorcidn; ya que los
resultados obtenidos en las simulaciones realizadas en distintas condiciones son
acordes con las observaciones extraidas de la experiencia clinica con el uso de los
firmacos estudiados.

2.- Los estudios de simulacidn in silico realizados para evaluar el perfil de
absorcion de simvastatina y rosuvastatina en diferentes poblaciones muestran que
la velocidad de transito gastrointestinal condiciona de manera notable la Fa de
simvastatina, pero no la de rosuvastatina; sin embargo la abundancia de sistemas
trasportadores, asi como el valor de la permeabilidad, son de especial relevancia
en la absorcion de rosuvastatina.

3.- Se confirma la importancia de la isoenzima CYP3A4 como responsable
mayoritaria de la biotransformacién de simvastatina, tanto por su partipacién en
el metabolismo presistémico como en el proceso de eliminacién de este firmaco.
Asimismo, se ratifica el hecho de que dicha isoenzima no participa en el metabo-
lismo intestinal de rosuvastatina.
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MODELOS «IN SILICIO» PARA LA PREDICCION DE LA ABSORCION DE FARMACOS ADMINISTRADOS
POR VIA ORAL (SIMCYP®): ESTATINAS
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ANEXO 1. CUESTIONARIO DE ACEPTABILIDAD DE DMF

FECHA DE INICIO DEL TRATAMIENTO: [/ /
Tratamientos previos al actual:
Quién tomo la iniciativa para el cambio de tratamiento:

1. Medico prescriptor
2. Propio paciente.

Motivo del cambio de tratamiento a DMF:
Intolerancia a tratamientos anteriores (efectos adversos).

Via de administracion (preferencia por administracién via oral).
Ineficacia de tratamientos anteriores.

Col ol

Avances terapéuticos.

Aceptacidn por parte del paciente al cambio de tratamiento:

MALA REGULAR BUENA MUY BUENA EXCELENTE

Calidad de la vida del paciente:

MALA REGULAR BUENA MUY BUENA EXCELENTE

Efectos adversos mas destacados:

1. Molestias GI 6. Genitourinarios
2. Rubefaccion 7. Alérgicos

3. Hepéticos 8. Dermatoldgicos
4. v 9. Infecciosos

5. Meuro/Psicoldgicas 10. Otros

Medicacion adicional :
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