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Abreviaturas

Abreviaturas

ABC: area bajo la curva
ADA: anticuerpos antifarmaco (del inglés Anti-Drug-Antibodies)

ADCC: citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (del inglés Antibody-De-

pendent Cellular Cytotoxicity)
ALAT: alanina-aminotransferasa
ASAT: aspartato-aminotransferasa

AUC-ROC: é&rea bajo la curva de caracteristicas operativas del receptor (del in-

glés Area Under the Curve of Receiver Characteristic Operator)
CCR: cancer colorrectal
CCRm: cancer colorrectal metastasico

CDC: citotoxicidad dependiente del complemento (del inglés Complement-De-
pendent Cytotoxicity)

CDRs: regiones determinantes de la complementariedad (del inglés Comple-

mentarity Determining Regions)
CEA: antigeno carcinoembrionario (del inglés CarcinoEmbryonic Antigen)

Ch: region constante de la cadena pesada de una inmunoglobulina (del inglés

Constant domain, Heavy chain)

CvL: region constante de la cadena ligera de una inmunoglobulina (del inglés

Constant domain, Light chain)
Cmax: concentracién maxima
Cmin: concentraciéon minima o valle
CSSmin: concentraciéon minima en estado estacionario
CCyC: cancer de Cabeza y Cuello

ECOG PS: escala de estado funcional (del inglés Eastern Cooperative Oncology

Group Scale of Performance Status)

EE: Enfermedad Estable



Abreviaturas

EGF: factor de crecimiento epidérmico (del inglés Epidermal Growth Factor)

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico (del inglés Epidermal

Growth Factor Receptor)

ELISA: ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (del inglés Enzyme-Lin-

ked ImmunoSorbent Assay)

EMA: Agencia Europea del Medicamento (del inglés European Medicines

Agency)

EPAR: informe de evaluacion publico europeo (del inglés European Public As-

sessment Report)

Fab: fragmento de unién al antigeno de una inmunoglobulina (del inglés Frag-

ment antigen-binding)

Fc: fragmento cristalizable de una inmunoglobulina (del inglés Fragment crysta-

llisable region)
FcyR: receptores Fc para IgG (del inglés Fc Receptors for IgG)
FcRn: receptor Fc neonatal (del inglés neonatal Fc Receptor)

FDA: Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (del

inglés Food and Drug Administration)

GEE: ecuaciones de estimacién generalizadas (del inglés Generalized Estima-

ting Equations)

HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia (del inglés High Performance Liquid

Chromatography)
Ig: Inmunoglobulina
Km: constante de Michaelis-Menten

LC-MS/MS: cromatografia liquida en tandem con espectrometria de masas (del

inglés Liquid Chromatography tandem Mass Spectrometric)
mADb: anticuerpo monoclonal (del inglés monoclonal Antibody)

NONMEM®: programa informatico de modelado no lineal de efectos mixtos (del
inglés NONlinear Mixed- Effect Modeling)



Abreviaturas

PBPK: modelo farmacocinético con base fisioldgica (del inglés Physiologically

Based PharmacoKinetic)
PE: Progresion de la Enfermedad

PET: tomografia por emision de positrones (del inglés Positron Emission Tomo-
graphy)
PK-PD: modelos exposicion-repuesta o0 modelos farmacocinéticos-farmacodina-

micos (del inglés PharmacoKinetic and PharmacoDynamic)
RC: Respuesta Completa

RECIST: criterios de evaluacion de la respuesta en tumores sélidos (del inglés

Response Evaluation Criteria In Solid Tumors)
RM: Resonancia Magnética
RP: Repuesta Parcial
SG: Supervivencia Global
SLP: Supervivencia Libre de Progresion
TAC: Tomografia Axial Computerizada

TDM: monitorizacién terapéutica de farmacos (del inglés Therapeutic Drug Mo-

nitoring)

TMDD: disposicion del farmaco mediada por diana (del inglés Target-Mediated

Drug Disposition)

VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular (del inglés Vascular Endot-

helial Growth Factor)

VH: region variable de la cadena pesada de una inmunoglobulina (del inglés Va-

riable domain, Heavy chain)

VL: region variable de la cadena ligera de una inmunoglobulina (del inglés Varia-
ble domain, Light chain)

Vmax: tasa maxima de eliminacion

WT: tipo silvestre (del inglés Wild-Type)






Resumen

Resumen

Evaluacion de la relacidon exposicion-respuesta de bevacizumab y de cetu-
ximab en cancer colorrectal metastasico y de cetuximab en cancer de ca-

bezay cuello

Introduccion: la dosificacion de los anticuerpos monoclonales (mAbs, del
inglés monoclonal Antibody) suele basarse en el area de superficie corporal o en
el peso, debido a la percepcion general de que la dosificacion segun el tamafio
corporal reduce la variabilidad interindividual en la distribucion y la eliminacion;
aunqgue esta estrategia es objeto de debate. Por otro lado, también se ha suge-
rido que la dosificacion actual de mAbs en oncologia puede no ser 6ptima desde

la perspectiva de la eficacia y el coste.

Puesto que el propdsito de la monitorizacion es asegurar una exposicion
suficiente para el objetivo de eficacia, la reduccion de dosis a partir de la moni-
torizacion terapéutica de farmacos (TDM, del inglés Therapeutic Drug Monito-
ring), estaria indicada tanto en el caso de pacientes con concentraciones téxicas,
como en el caso de que se disminuyera sustancialmente el coste sin impacto en
la eficacia. Ademas, en oncologia, las modificaciones de dosis suelen ser reduc-
ciones debidas a toxicidad, pero rara vez se aumenta la dosis en ausencia de
esta o de eficacia. En este sentido, la TDM tiene el potencial de optimizar el uso
de farmacos en la practica clinica. No obstante, en oncologia, la estrategia de
monitorizacion de mAbs esta menos desarrollada que en otras areas y existen
pocos estudios que la apoyen. Una de las razones es la falta de una concentra-
cion objetivo a alcanzar para que un mAb sea efectivo en una enfermedad de-
terminada, informacién a obtener a partir de estudios farmacocinéticos-farmaco-

dinAmicos.

Los principales estudios farmacocinéticos poblacionales llevados a cabo
en poblacién oncoldgica en tratamiento con cetuximab o bevacizumab describen
sus parametros farmacocinéticos, la variabilidad interindividual y las covariables.
En cambio, la literatura disponible sobre la relacion exposicion-respuesta de be-
vacizumab y de cetuximab es limitada y no existe un punto de corte de concen-
tracion que se haya relacionado con el control de la enfermedad para ninguno

de los dos farmacos.



Resumen

Objetivos: evaluar, en vida real, la relacion entre las concentraciones va-
lle en estado estacionario (C%*min) de bevacizumab o cetuximab y el control de
la enfermedad en pacientes con cancer colorrectal metastasico (CCRm) o cancer
de cabezay cuello (CCyC). Como objetivos secundarios se estudi6 la asociacion
entre la mediana de CSSmin en cada paciente o la Gltima medida con la supervi-
vencia, asi como la busqueda de un punto de corte éptimo que se pudiera asociar

con la probabilidad de beneficio clinico.

Metodologia: estudio observacional prospectivo llevado a cabo para eva-
luar la asociacion entre las CSSmin de bevacizumab o cetuximab y la respuesta
al tratamiento (progresion o beneficio clinico), mediante un andlisis de regresion
de ecuaciones de estimacion generalizadas (GEE, del inglés Generalized Esti-
mating Equations) para cada farmaco. Ademas, mediante modelos de riesgos
proporcionales de Cox se evalué la asociaciéon entre la mediana de CSSmin de
bevacizumab o cetuximab en cada paciente o la ultima medida con la supervi-
vencia global (SG) y la supervivencia libre de progresion (SLP), en cada una de
las patologias. Asimismo, se buscé un punto de corte 6ptimo a traves del area
bajo la curva de caracteristicas operativas del receptor (AUC-ROC, del inglés

Area Under the Curve of Receiver Characteristic Operator).

Resultados: se analizaron 50 muestras en 27 pacientes con CCRm en
tratamiento con bevacizumab y 30 muestras de 16 pacientes con CCRm o CCyC
en tratamiento con cetuximab. No se observé una asociacion positiva entre
CSSmin de bevacizumab y el beneficio clinico (OR 0,99; IC 95%: 0,98-1,02,
p=0,863). Sin embargo, para el mAb cetuximab, el modelo de GEE sugiri6 una
asociacion positiva entre la CSSmin y el beneficio clinico (OR 1,02; IC 95%: 0,99-
1,05, p=0,113), aunque no alcanzara significacion estadistica. La regresion de
Cox para bevacizumab mostré que mayores CSSmin medianas estaban asocia-
das con mejores SG (HR 0,86, IC 95%: 0,73-1,01, p=0,060) y también se observd
esta relacion con la ultima CSSmin de cada paciente (HR=0,87, IC 95%: 0,74-
1,01, p=0,064), no asi con la SLP. No obstante, estas relaciones entre la super-
vivencia y las CSSmin no se observaron para cetuximab ni en CCRm ni en CCyC.
El AUC-ROC de las concentraciones de cetuximab (n=30) tuvo una moderada
capacidad discriminatoria (AUC-ROC 0,710, IC 95%: 0,49-0,93) y el punto de
corte estimado fue de 19,12 mg/L.

Vi



Resumen

Conclusiones: no pudimos confirmar una relacién entre la CSmin de be-
vacizumab y el beneficio clinico, aunque se trata del primer estudio en pacientes
con CCRm en préctica clinica que intenta demostrar una relacion entre la CSSmin
de bevacizumab y el control de la enfermedad. Tampoco pudimos confirmar una
relacion entre la exposicion a cetuximab y la eficacia, a pesar de encontrar una
tendencia positiva en el control de la enfermedad con el aumento de la CSSmin.
El nivel de evidencia se vio reducido por la pequefia muestra de pacientes en
cada grupo. Se necesitan estudios aleatorizados y controlados, con un nimero

suficiente de pacientes, para evaluar adecuadamente estas relaciones.
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Abstract

Abstract

Assessment of exposure-response relationship for bevacizumab and ce-
tuximab in patients with metastatic colorectal cancer and for cetuximab in

patients with head and neck cancer.

Introduction: Dosing of mAbs is often based on body surface area or
weight, because of the general perception that dosing based on patients’ body
size reduces inter-subject variability in distribution and elimination. However, this
has recently been challenged. Furthermore, it is suggested that the current dos-
ing of cancer mAbs may not be optimal from an efficacy-cost perspective. This is
explained, considering no impact in efficacy, when dose reductions would sub-
stantially decrease the cost of treatment or in patients with very high drug con-
centrations. Moreover, in oncology dose modifications are usually reductions due

to toxicity, but rarely is the dose increased in the absence of efficacy or toxicity.

Therapeutic drug monitoring (TDM) has the potential in oncology to opti-
mize drug use in clinical practice. However, TDM in oncology is less developed
than in other areas. Despite the fact that mAbs have many of the requisites for
TDM there is a limited number of studies in oncology supporting TDM of mADs.
One of the reasons is the lack of a target concentration to be effective in each
disease, information which is necessary for pharmacokinetic (PK)-pharmacody-

namic studies.

Important bevacizumab and cetuximab population PK research in oncol-
ogy show its parameters, the interindividual variability and the covariates. Never-
theless, limited literature is available for bevacizumab and cetuximab exposure-
response relationship and there is not a concentration threshold associated with

an optimal disease control.

Aims: This study carried in patients with metastatic colorectal cancer
(mCRC) or head and neck cancer (HNC) aims to evaluate, in a real-life setting,
the relationship between bevacizumab or cetuximab through concentrations at
steady state (Ciough, ss) and disease control. Test the association between the
median bevacizumab or cetuximab Ciough, ss in each patient or the last measure

with survival, as well as an optimal cut-off point, was searched.

Xl



Abstract

Methods: A prospective observational study where Cirough, ss were drawn,
coinciding with the radiological evaluation of the response (progression or clinical
benefit). Generalized estimating equations (GEE) analysis was performed. To
test the association between Cirough, ss With overall survival (OS) and progression-
free survival (PFS), Cox proportional hazard models were developed. An optimal
cut-off point was searched through the area under the receiver operating charac-
teristic curve (AUC-ROC).

Results: Data included 50 bevacizumab Cirough, ss from 27 patients with
MCRC and 30 cetuximab Cirough, ss from 16 patients with mCRC or HNC. The
GEE model did not suggest any positive association between bevacizumab
Ctrough, ss and clinical benefit (OR 0.99, 95% CI: 0.98-1.02, p=0.863). However, a
positive association between cetuximab Ctough, ss and clinical benefit (OR 1.02,
95% CI: 0.99-1.05, p=0.113) was observed, although not statistically significant.
The Cox regression showed that higher bevacizumab median Cirough, ss was as-
sociated with better OS (HR 0.86, 95% CI: 0.73-1.01, p=0.060) and this relation-
ship was also found with last Ctrough, ss (HR 0.87, 95% CI: 0.74-1.01, p=0.064),
but not with PFS. Conversely, no association was observed between cetuximab
Ctrough, ss With survival neither in mCRC nor HNC. On the other hand, only the
cetuximab AUC-ROC (n=30) had a discrimination ability (AUC-ROC 0.71, 95%
Cl: 0.49-0.93) and the empirical optimal cut-off point was 19,12 mg/L.

Conclusion: We cannot confirm a relationship between bevacizumab
Cirough, ss and clinical benefit but this is the first real-world study trying to show a
relationship between bevacizumab Ciough, ss and disease control in mCRC. We
cannot confirm either a relationship between cetuximab Cirough, ss and disease
control despite the positive association. This study was conducted in a small sam-
ple size which reduces the power analysis. Further controlled randomised studies

with a sufficient number of patients are required.
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Cancer colorrectal

La estimacion de cancer colorrectal (CCR) en Espafa para el afio 2021
es de 43.581 nuevos casos (29.372 de colon y 14.209 de recto), representando
el primer tumor mas comun en ambos sexos (16% de todos los tumores), segun
datos de la Red Espafola de Registros de Cancer (REDECAN) (1). Se trata de
un tumor que es mas frecuente en hombres (25.678) que en mujeres (17.903)
(1) y con una tasa de mortalidad alta, representando el segundo tumor en nimero
de muertes estimadas en 2020 (16.470 fallecimientos, 15% de todos los tumo-
res) (2), debido a que el 25% de los pacientes tienen enfermedad metastasica al
diagnéstico y un 50% desarrolla metéstasis (3). Ademas, es el tercer tumor mas
prevalente en la poblacion espafiola (120.670 personas estimadas en el afio
2020, prevalencia a los 5 afos) (2).

La incidencia de la enfermedad esta relacionada con el sexo masculino y
la edad, segun se ha observado en estudios epidemiolégicos (4). Aunque en su
desarrollo juegan un papel tanto los factores hereditarios (sindromes de CCR
hereditario o historia familiar positiva) como los ambientales (4). En este sentido,
los factores modificables que aumentan el riesgo son: habito tabaquico, consumo
de carne procesada y carne roja, ingesta alcohdlica, baja ingesta de vegetales y

frutas, grasa corporal y obesidad.

Desde el punto de vista etiopatogénico existe una heterogeneidad impor-
tante que hace que, para subdividir taxondmicamente el CCR, se necesite ca-
racterizar la lesion precursora del tumor, la patogénesis molecular, la distribucion
de la lesion y el fenotipo morfolégico (5). ElI 70-90% de los CCR provienen de
lesiones precursoras de adenocarcinomay el 10-20% por otra via alternativa, la
cual puede ser iniciada por una mutacién genética en los genes BRAF o0 KRAS
(4). Por otro lado, se ha observado una sobreexpresion de receptores del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR?) en el 25-77% de los CCR (6).

Ademas, existen diferencias moleculares, embrioldgicas, biologicas y

anatomicas entre el cancer de colon del lado derecho (o proximal) y el cancer de

! Del inglés Epidermal Growth Factor Receptor
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colon izquierdo (o distal) y recto. El colon derecho engloba ciego, colon ascen-
dente y 2/3 del colon transverso. El colon izquierdo engloba 1/3 del colon trans-
verso, colon descendente, sigma y recto sigma. En relacién a la evolucion de los
pacientes, se ha evidenciado que los pacientes metastasicos con localizacion
del tumor primario en hemicolon derecho, tienen peor prondstico global y res-
ponden peor a la quimioterapia y a los farmacos anti-EGFR (cetuximab y panitu-
mumab) (4).

Existen cuatro subtipos moleculares de CCR (7): inestabilidad de micro-
satélites inmune y metabolico, mas frecuentes en CCR derecho, y canonico y
mesenquimal, mas frecuentes en CCR izquierdo y de recto (8). Aunque la late-
ralidad y el estado mutacional del RAS y RAF siguen siendo los factores que
ayudan a la eleccion del tratamiento sistémico (4).

Los signos y sintomas clinicos del CCR habitualmente se manifiestan en
un estadio avanzado y son sangrado rectal (que puede estar oculto), cambio en
los héabitos intestinales, anemia o dolor abdominal. El diagnostico de CCR se
realiza habitualmente por colonoscopia. Para la planificacion del tratamiento mas
adecuado es necesario realizar un estudio completo que comprende, tanto his-

toria clinica, como pruebas de laboratorio, radiol6gicas y anatomopatolégicas.

En este sentido, las guias clinicas (3) recomienda realizar, al diagnostico,
una bateria de pruebas: estudio de la funcién renal y hepatica y de marcadores
prondstico. Asi como la determinacion del antigeno carcinoembrionario (CEA). A
nivel patoldgico, tras la realizacién de una colonoscopia, estudiar el subtipo his-
tolégico, el grado tumoral, los microsatélites y el estatus mutacional del KRAS,
NRAS y BRAF. Como diagndstico por imagen, se debe realizar una exploracion
por tomografia computarizada (TAC) y, en algun caso, Resonancia Magnética
(RM) o Tomografia por Emisién de Positrones (PET).

Tras el estudio completo, el abordaje terapéutico del CCR englobara dife-
rentes técnicas: tratamiento endoscoépico local, cirugia con intencion curativa, ra-
dioterapia, quimioradioterapia, quimioterapia adyuvante o quimioterapia en com-

binacién con un farmaco biolégico.

Centrandonos en la enfermedad metastasica, los biomarcadores de pro-

nostico clasicos (factores prondstico de supervivencia) (3) mas importantes son:
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ECOG PS?, lactato deshidrogenasa y el nimero de sitios metastasicos. Otros
biomarcadores son: recuento de células sanguineas de la serie blanca, fosfatasa

alcalina, bilirrubina y albumina.

Si hablamos de biomarcadores predictivos, los pacientes con mutaciones
activadoras del RAS (KRAS/NRAS) tienen resistencia de las células tumorales a
los anticuerpos monoclonales (mAb3) dirigidos a los EGFR y son, por tanto, fac-
tores predictivos negativos de respuesta a los anti-EGFR, como cetuximab. Su
uso esta indicado en pacientes con tumores RAS wild-type (3).

Por lo tanto, el tratamiento sistémico del CCR metastasico (CCRm) va a
depender de biomarcadores predictivos especificos del tumor y del paciente. Ha-
bitualmente, se combina quimioterapia (fluorouracilo o capecitabina, oxaliplatino,
irinotecan) con farmacos biol6gicos. Los farmacos biolégicos pueden ser anti-
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF*), como bevacizumab (9),
aflibercept (10) y ramucirumab (11), o anti-EGFR, como cetuximab (12) o pani-
tumumab (13). Ademas, existen nuevos tratamientos como regorafenib (14) o
trifluridina/tipiracilo (15) o inmunoterapia con pembrolizumab (16) o con nivolu-

mab (4) (no aprobada atn por la EMAS).

Existe evidencia de que los pacientes con tumores primarios en el colon
derecho no se benefician del uso de cetuximab y panitumumab en primera linea
de la enfermedad metastasica (17-19), aunque hay controversia (20). En este
sentido, las guias de practica clinica americanas NCCN® (21) recomiendan su
uso solo en pacientes con genes KRAS/NRAS/BRAF no mutados (wild type) y
tumores del colon izquierdo. Sin embargo, la posicién de las guias ESMO? (22)

es mas controvertida en este sentido.

2 Del inglés Eastern Cooperative Oncology Group Scale of Performance Status
3 Del inglés monoclonal Antibody

4 Del inglés Vascular Endothelial Growth Factor

5 Del inglés European Medicines Agency

6 Del inglés National Comprehensive Cancer Network

7 Del inglés European Society for Medical Oncology
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Hasta el momento, los pacientes con CCRm del colon izquierdo RAS y
RAF wild-type, pueden ser tratados en primera linea tanto con anti-EGFR (cetu-

ximab o panitumumab) como con anti-VEGF (bevacizumab) (23,24).

Cancer de cabezay cuello

Los canceres de cabeza y cuello son tumores malignos localizados en el
tracto aerodigestivo superior: senos paranasales, nasofaringe, orofaringe, hipo-
faringe, laringe, cavidad oral, fosas nasales y glandulas salivares (Figura 1).
Cada localizacion tiene distinta presentacion clinica, estadiaje, prondstico y tra-
tamiento (25,26).
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Figura 1. Regiones en el cancer de cabezay cuello. (For the National Cancer Institute ©
(copyright 2012) Terese Winslow LLC, U.S. Govt. has certain rights).

La estimacion de cancer de cabeza y cuello (CCyC) en Espafia para el
afo 2021 fue de 11.297 nuevos casos (8.188 de cavidad oral y faringe y 3.109
de laringe), lo que supone el 4% de los nuevos diagnosticos de cancer (1). Se
trata también de un tumor que es mas frecuente en hombres (8.435) que en
mujeres (2.862) (1) y con una tasa de mortalidad estimada en 2020 de en torno
al 4% de todos los tumores (4.023 fallecimientos) (2). La prevalencia a 5 afios en
2020 fue de 33.450 personas (2).
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Los factores de riesgo mas importantes de este tipo de cancer son el al-
cohol y el tabaco, responsables del 75-85% de los casos (25,27). Asimismo, el
virus del papiloma humano esté relacionado con el carcinoma orofaringeo hasta
en un 30-35% de los casos (26,28). Los tumores que inducen unos y otros fac-

tores difieren a nivel clinico y molecular (29).

Los sintomas que pueden hacer sospechar un CCyC son: dolor crénico
en la garganta, ronquera persistente, dolor de lengua crénico o Ulceras que no
cicatrizan o manchas rojas/blancas en la boca, dolor o dificultad para tragar y

masas en el cuello (27).

Las guias clinicas (25,27) recomiendan un estadiaje adecuado al diagnds-
tico, basado en realizacion de: historia clinica, examen fisico, examen endosco-
pico, diagndstico histolégico (biopsia), diagnéstico por imagen (TAC, RM o PET),
evaluacion funcional (capacidad de deglucion, fonacion, respiracion, etc.) y prue-
bas de laboratorio. Este estadiaje predice las tasas de supervivencia y el manejo
clinico, el cual sera diferente si se trata de enfermedad temprana o localmente

avanzada (resecable o irresecable).

Aunque el estadiaje y el tratamiento difieren segun el sitio anatémico, ge-
neralmente la enfermedad temprana implica tumores mas pequefios sin gran
compromiso de los ganglios linfaticos y, la enfermedad localmente avanzada, se
caracteriza por grandes tumores con invasion de las estructuras circundantes o
un aumento en el numero de ganglios linfaticos implicados o diseminacion me-

tastasica a distancia (26,27).

La mayoria de los tumores (90%) son de histologia escamosa (25) y so-
breexpresan EGFR en el 80-90%, que es un factor prondstico independiente,
puesto que niveles tumorales elevados de EGFR se han correlacionado con en-
fermedad avanzada, mayor tamafio tumoral, disminucion de la supervivencia y

menor sensibilidad al tratamiento radioterapico (30,31).

Aproximadamente un tercio de los pacientes debutan con enfermedad
temprana, con altas posibilidades de curacion con cirugia o radioterapia (25,26).
Los dos tercios restantes son diagnosticados con enfermedad localmente avan-

zada, que conlleva un alto riesgo de recurrencia local y metastasis a distancia,
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con pobre pronostico (26). El tratamiento de estos pacientes consiste en cirugia,

radioterapia y/o quimioterapia basada en platinos (25,26).

El tratamiento con el mAb cetuximab esta indicado en los estadios local-
mente avanzados en combinacion con radioterapia (12,31-34) y en la enferme-
dad recurrente y metastasica, tanto en primera como en segunda linea de trata-
miento (12,25,31). Ademas, es el Unico farmaco anti-EGFR que ha sido apro-

bado hasta el momento en el carcinoma celular escamoso de CCyC (31,32).

Anticuerpos monoclonales

Las inmunoglobulinas (Ig) o anticuerpos humanos constituyen la res-
puesta inmunitaria humoral. Son proteinas con una estructura basica compuesta
por 4 cadenas de polipéptidos (35,36) (Figura 2): 2 cadenas pesadas idénticas y
2 cadenas ligeras también idénticas, unidas por puentes disulfuro. A su vez, las
cadenas pesadas disponen de una regién variable (V) y tres regiones constan-
tes (CH1, CH2, CH3) y las cadenas ligeras disponen de una region variable (VL) y
una region constante (CL). Las regiones Vi, Vx, CL y CHi constituyen el fragmento
de union al antigeno (Fab), donde se encuentran tres zonas denominadas regio-
nes determinantes de la complementariedad (CDRs?®) que son regiones hiperva-
riables que estan relacionadas con la afinidad y especificidad del mAb por un
determinado epitopo del antigeno. El fragmento cristalizable (Fc) lo forman los
dominios Chz y Chs, cuya funcion es la unién a los receptores de la superficie
celular y a los componentes del sistema del complemento, con capacidad para
desencadenar citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC?) y citoto-

xicidad dependiente del complemento (CDC?), respectivamente.

8 Del inglés Complementarity Determining Region
° Del inglés Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity

10 Del inglés Complement-Dependent Cytotoxicity
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Fab
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Figura 2. Estructura de una inmunoglobulina: Vu: region variable de la cadena pesadas; V. :
region variable de la cadena ligera; Cui1, Chz, Chs: regiones constantes de la cadena pesada; Cy:
region constante de la cadena ligera; CDRs: regiones determinantes de la complementariedad;

Fab: fragmento de unién al antigeno; Fc: fragmento cristalizable.

Existen cinco clases de Ig humanas: IgG, IgA, IgM, IgE e IgD, que se
diferencian por sus cadenas pesadas: v, a, u, € Y 6, respectivamente (37). La IgG
representa el 70-80% del total de las inmunoglobulinas séricas, con una concen-
tracion sérica de 12 mg/mL (37,38) y un peso molecular de alrededor de ~150
kDa (39). La IgG se divide en cuatro subclases: 1gG1, 1gG2, 1gGs, I1gG4, que se
diferencian en la estructura de la cadena pesada y (37). Ademas, estas Ig tienen
semividas de eliminacion mayores (20-21 dias) que las de las otras clases de Ig
(excepto la IgGs que tiene solo 7 dias) (38—-41).

Los anticuerpos monoclonales (mAb) son medicamentos biotecnoldgicos
obtenidos por tecnologia del ADN recombinante (42) y la EMA es la responsable
de su comercializacion en la Union Europea mediante procedimiento centrali-
zado de autorizacion (43). La actividad biolégica de estas moléculas esta condi-
cionada en gran medida por su estructura, por el grado y el patron de glicosila-
cion y el perfil de isoformas del producto final. Por ello, se dice que en biotecno-

logia “el proceso es el producto”.
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Los mAbs utilizados en clinica son IgG, habitualmente 1gG1 (44). Inicial-
mente, la estructura de los mAbs era 100% de origen murino pero debido a su
potencial inmundgeno se desarrollaron nuevos mAbs. Estos nuevos mAbs cada
vez han incorporado mayor porcentaje de origen humano en su estructura. Asi,
los mAbs quiméricos tienen un 67% de origen humano en su estructura, los
mAbs humanizados entre un 90 y un 95% y los totalmente humanos el 100%
(39). A pesar de ello, el potencial inmunégeno no ha desaparecido y pueden
desencadenar la formacién de anticuerpos humanos contra el mAb (ADAY).
Ademas de producir reacciones alérgicas, la respuesta inmune influye también

en la distribucion y la eliminacién de los mAb (45).

Los mADb realizan su efecto farmacologico por accion directa, uniéndose
a su diana, y/o por accién indirecta mediada por el sistema inmunitario: ADCC
y/o CDC (46).

Farmacocinética

Los mAbs tienen unos mecanismos de distribucion y eliminacién comple-

jos que no han sido totalmente dilucidados (47).

Ademas, los pacientes presentan una gran variabilidad en la respuesta a
la mayoria de los mAbs, que es debida, en parte, a su gran variabilidad farma-
cocinética interindividual (35,48-52). La variabilidad interindividual hace referen-
cia a la amplia variacién en la exposicién sistémica entre pacientes a los que se
les administra la misma dosis (53). Esta puede explicarse por varios factores
individuales, como son (48): el tamafio corporal (medido como peso, altura o
peso magro), el sexo, la albumina y los ADA. En términos generales ocurre que
el tamafio corporal aumenta el volumen de distribucién y el aclaramiento; que los
hombres tienen mayor volumen de distribucién y aclaramiento; que a menor can-
tidad de albumina mayor aclaramiento y que los ADA aumentan el aclaramiento.
Como veremos mas adelante, estos factores son utilizados como covariables de

los pardmetros farmacocinéticos en los modelos poblacionales.

11 del inglés Anti-Drug-Antibodies
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Por otro lado, se han visto diferencias en el grado de aclaramiento de
mADbs oncoldgicos en funcion del tipo de tumor, aunque se desconoce el motivo
(50).

Dado que la via de administracién intravenosa es la via de administracion
mas comun de estos farmacos (seguida de la administracion subcutanea e intra-
muscular) y que los mAbs objeto de la presente tesis, bevacizumab y cetuximab,
se administran, hoy en dia, exclusivamente por perfusién intravenosa, nos cen-
traremos en los procesos farmacocinéticos que sufren estos farmacos una vez

administrados: distribucion y eliminacion.
Distribucion

Tras la administracion intravenosa de un mAb, como proteina que es, su
curva concentracién plasmatica-tiempo tiene un perfil biexponencial (54). Esta
farmacocinética ha sido descrita mediante modelos bicompartimentales con

transferencia reversible entre el compartimento central (C1) y el compartimento
periférico (C2) (35,36,39,47,48).

Desde el torrente sanguineo un mAb debe extravasar a tejidos para dis-
tribuirse en el espacio intersticial. La extravasacion se puede producir mediante
tres vias (36,38):

— Difusion pasiva: no es la via habitual debido a las propiedades fisicoquimicas
y el gran tamafio molecular de los mAbs.

— Transporte convectivo: la via principal. Depende del gradiente hidrostatico y
oncatico sangre-tejido y de los poros paracelulares del epitelio vascular. Tam-
bién tiene relevancia en su distribucién dentro del fluido intersticial y hacia los

capilares linfaticos (55,56).

— Transcitosis a traveés de las células del endotelio vascular (57). Es un proceso
endocitico que puede estar mediado por receptor o no (fagocitosis y pinoci-

tosis). En esta via esté involucrado el receptor Fc neonatal (FcRn) (45,57,58).

Una vez en el espacio intersticial, la difusion por el mismo depende de
fendmenos de difusion, conveccion y afinidad por sus antigenos o receptores

celulares.

11
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La unién del mAb puede darse a través de la region Fc (no especifica) o
de la Fab (especifica) (38). Esta unidén, aunque es no covalente y reversible
(40,59), tiene constantes de afinidad muy altas, del orden de 101°-10'* M (38).
Dependiendo del tipo de antigeno se producen distintos tipos de equilibrios como
se muestra en la Figura 3. Si el antigeno es soluble, la union del mAb con el
antigeno crea un complejo que reduce la cantidad de antigeno circulante y por
tanto su accién. En el caso de antigenos presentes en la superficie de las células
(receptores o0 enzimas), los mAbs pueden unirse a ellos y provocar una respuesta
por ADCC o por CDC o desencadenar otro tipo de acciones como: evitar una
interaccidn productiva del receptor, provocar la internalizacion y pérdida del an-
tigeno diana o provocar el vertido del receptor a la circulacion sistémica, dismi-

nuyendo de este modo el nimero de células receptor positivas (60).

mADb Antigeno soluble Diana fisiologica
(ej. receptor)

ﬁﬁ*’fﬁ--

P E—
O
\Ab Antigeno en la superficie celular Ligando fisiolégico
v
\
\\(/ ~~ 8.
0

=V Y —

Antigeno soluble vertido

mAb Ligando fisiolégico

Figura 3. Equilibrio de unién para diferentes tipos de antigenos: (A) una sustancia soluble,
(B) un receptor o enzima de la superficie celular y (C) un receptor o una enzima de la superficie
celular que se vierte a la circulacion sistémica. Adaptado de (Katharina Kuester y Charlotte Kloft.
Pharmacokinetics of monoclonal antibodies. En: Meibohm B, editor. Pharmacokinetics and
pharmacodynamics of biotech drugs: principles and case studies in drug development. 1st ed.
Weinheim, Germany: Wiley-VCH; 2006. p. 45-92).
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La filtracion endotelial, la difusion a través del fluido intersticial y el trans-
porte linfatico, y por tanto el aclaramiento, pueden estar influidos por el estado
de la enfermedad y por la edad (50). En pacientes con cancer, la distribucion de
los mADbs, ademas, puede estar influida por la anatomia del tumor, la fisiologia y
la carga antigénica (50,61). Esto es debido a que la presion hidrostatica en el
liquido intersticial de los tumores es elevada y muy variable, o que hace que los
mADbs se distribuyan de manera reducida en el intersticio tumoral. Asimismo, una
alta concentracion del antigeno en las células de la superficie del tumor puede
evitar la distribucion del mAb a su interior porque éstos se queden en la periferia

(distribucidn heterogénea) (50).
Eliminacién

Las dos vias principales de eliminacion de los farmacos del organismo
son el metabolismo y la excrecién. Sin embargo, en condiciones fisioldgicas, la

via de eliminacion renal para los mAbs es despreciable por su gran tamafio mo-
lecular (38,47).

La revision de Ryman y Meibohm (36) recoge que los anticuerpos IgG son
eliminados habitualmente por catabolismo intracelular, a través de la degrada-
cioén en lisosomas. En la revision de Keizer y cols. (47) se indica que, ademas,

se metabolizan por protedlisis en el higado.

Los mecanismos que median la internalizacion celular son la endocitosis

mediada por receptor y la pinocitosis (35):

— En la endocitosis mediada por receptor, la union del mAb al receptor desen-
cadena una internalizacién endocitica en una vesicula y su posterior degra-

dacién lisosémica. Puede producirse por la union al receptor de dos maneras:

o Disposicién del farmaco mediada por la diana terapéutica (TMDD??)
(62): por la union especifica del fragmento Fab con su epitopo antigé-

nico.

12 Del inglés Target-Mediated Drug Disposition
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o Union del dominio Fc a receptores Fc-gamma (FcyRs) que se encuen-
tran en multitud de células inmunitarias (monocitos, macréfagos, célu-
las dendriticas, neutréfilos, células natural Killer, linfocitos B) y hepato-
citos (37).

— La pinocitosis, en cambio, es un proceso inespecifico que ocurre por endoci-
tosis en las células endoteliales de los capilares sanguineos. Al tratarse de
un proceso inespecifico las IgG disponen de un mecanismo protector frente
a la degradacién por esta via: el receptor Brambell o FcRn (63). El adjetivo
neonatal procede de su rol biolégico en neonatos, puesto que facilita la re-
sorcion de las IgG de laleche materna. EI FcRn se incorpora a los endosomas
y las IgG que se unen a él no sufren degradacion proteolitica en el lisosoma
y son recicladas a la circulacion sistémica o, por transcitosis, al espacio in-
tersticial (64). Por la union al FcRn, las IgG enddgenas tienen una larga se-
mivida de eliminacion (ti2p3), de entre 18 y 21 dias, comparandolo con otras
clases de Ig (38,45,48,65). EI FcRn también es utilizado por la albumina
(63,66) y se expresa en las células endoteliales renales, higado, pulmones,

macrofagos intestinales, monocitos y células dendriticas (45).

Asi pues, los mecanismos de aclaramiento de los farmacos mAb en el

organismo los podemos englobar en dos (35,36):

— Eliminacién mediada por diana: se produce por la interaccién especifica entre

la region Fab del mAb y su diana farmacoldgica. Es una eliminacién no lineal.

— Eliminacién mediada por FcR: se produce por interaccion entre la regién Fc
del mAb y los receptores Fc (FCRn y FcyR). Es una eliminacion no especifica

y responde a un aclaramiento lineal.

Eliminacion mediada por diana

También se conoce como TMDD, en el que la interaccion entre un far-
maco y su diana farmacolégica influye en sus caracteristicas farmacocinéticas
(67). Estos farmacos generalmente poseen una eliminacion no lineal dosis de-
pendiente (60).

14
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El aclaramiento no lineal dosis dependiente esta definido por parametros
de tipo Michaelis-Menten: Vmax y Km. Siendo Vmax la tasa maxima de eliminacion
y Km (constante de Michaelis-Menten) la concentracién del mAb en la que la ve-
locidad de eliminacion es la mitad de la velocidad maxima. Es esperable que
estos parametros sean especificos de un mAb y su diana farmacoldgica (68). En
este sentido, Vmax depende del nimero de dianas farmacoldgicas dentro del es-

pacio de distribucién del mAb y Km esta relacionada con la afinidad del mAb por
su diana.

A bajas dosis de farmaco, con las que no se satura la diana farmacologica,
la semivida de eliminacién es menor. Sin embargo, a medida que se aumenta la
dosis, y la union a la diana se satura, se produce un aumento de la semivida de
eliminacién y una disminucion de la tasa de aclaramiento (50,69). Por ello, los
mAbs con esta distribucién y eliminacion, tendran diferencias interindividuales

debidas a la cantidad de antigeno diana (50). Ver Figura 4.
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Figura 4. Perfiles concentracién-tiempo de un mAb con farmacocinética no lineal (&) y un
mAb con farmacocinética lineal (b). Adaptado de (Mould DR, Green B. Pharmacokinetics and
pharmacodynamics of monoclonal antibodies: Concepts and lessons for drug development. Bio-
Drugs. 2010;24(1):23-39).

Este tipo de eliminacion ocurre cuando un mAb se une a su receptor en la

superficie celular. Dado que el numero de receptores presentes en el medio
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donde esta distribuido el mAb es limitado, los receptores pueden llegar a satu-
rarse a dosis terapéuticas del mAb, produciéndose un aclaramiento no lineal
(70).

Por lo tanto, la tasa de eliminacién a través de esta via depende de la
cantidad del receptor diana, la afinidad del mAb por el receptor, la dosis de mADb,

la tasa de internalizacion y la tasa de catabolismo dentro de la célula (36).

Ademas, algunas proteinas de membrana vierten sus ectodominios. Asi,
estos antigenos solubles pueden unirse al mAb en la circulacion sistémicay re-
ducir el numero de mAbs disponibles para unirse al antigeno de la superficie
celular, reduciendo de este modo su eficacia (50). En los pacientes los niveles
de antigeno soluble varian ampliamente y, para ciertos tumores, estan correla-

cionados con la progresion de la enfermedad (50).

Asimismo, se ha sugerido que el complejo mAb-antigeno soluble se
puede unir a receptores Fcy de células inmunitarias, como monocitos y macroéfa-

gos, y desencadenar su internalizacion y catabolismo (55).

Eliminacion mediada por FcR

La fagocitosis, es una via de eliminacién comun para IgG endogenas y
mADbs IgG de uso en clinica con regién Fc humana y, a su vez, es independiente
de la union del mAb a su antigeno. La internalizacion de la IgG se produce tras
la unién del Fc del anticuerpo al receptor Fcy que expresan las células inmunita-

rias y hepatocitos (35,47,71).

El catabolismo de los mAbs mediado por receptores Fcy parece que tam-
bién juega un rol importante en la ADCC (72) y su actividad esta relacionada con

la edad, la patologia, el genotipo de FcyR y la raza (50).

Como se ha mencionado previamente, las IgG disponen de un meca-
nismo protector frente a la degradacion, el FcRn. Cuando un mAb sufre pino o
endocitosis, el endosoma que se forma es ligeramente acido lo que favorece la
union de la IgG al FcRn (union pH-dependiente). Las proteinas que no estan
unidas al FcRn son liberadas al lisosoma para su degradacion, mientras que las

IgG unidas son liberadas en la superficie celular. Una vez que el complejo 1gG-
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FcRn se encuentra en la superficie celular, a consecuencia del pH fisiologico, la

IgG se libera al espacio extracelular.

La via del FcRn no llega a saturarse con la administracién de mAbs tera-
péuticos porque este mecanismo no se satura con las IgG endogenas (47,55,70),
cuyas cantidades oscilan en los humanos entre los 50 y los 100 g (55) o en torno
a 5 g/L (47). Las dosis habitualmente utilizadas en clinica (< 10 mg/Kg) (55) o
sus concentraciones plasmaticas maximas al final de la infusion (0,7-0,9 mg/mL)

(38) incrementarian la cantidad de 1gG corporal total menos de un 1-2% (55).

Parece que la cantidad de FcRn cambia con la edad, y que el aclaramiento
total de los mAbs no aumenta en la misma proporcion que el peso corporal, lo
que hace que al dosificar los mAbs por peso se obtenga una menor exposicién
del farmaco en los pacientes pediatricos que en los adultos, por ejemplo (50). En

la actividad del FcRn también influyen la enfermedad, el genotipo y la raza (50).

Inmunogenicidad

La inmunogenicidad es la capacidad de una sustancia de causar una res-
puesta inmunitaria. Como indican Ryman y Meibohm (36), en el caso de los
mADbs, la formacion de ADA esta relacionada con el porcentaje de la proteina
gue es no humana (quiméricos > humanizados > humanos), la via de adminis-
tracion (mayor inmunogenicidad para la subcutanea que para la intravenosa o
intramuscular), la dosis (menor dosis, mayor inmunogenicidad) y la duracién del
tratamiento (mayor duracién, mas probabilidad). En otras revisiones, ademas, se
afiade el estado inmunolégico del paciente y la frecuencia de dosificacién (73),
la edad, la formulacion del medicamento y la medicacion concomitante (50).
Todo ello muestra que la formacién de ADA esta también sujeta a una gran va-
riabilidad interindividual (74).

La union de los ADA a los mAbs, que puede ser también tanto a la region
Fc como a la Fab (74,75) y policlonal (50), altera su farmacocinética (aclara-
miento y distribucion) y, por tanto, su eficacia (47,74). Esta respuesta inmunitaria
puede constituir una tercera via de eliminacion, por neutralizacion (38), en la que
los complejos circulantes ADA-mADb se eliminan por el sistema reticulo endotelial

del higado y el bazo mediante degradacion en los lisosomas (76).
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Ademas, la maduracion de la afinidad de unién de los ADA puede conducir
a un aumento del aclaramiento del mAb con el tiempo, lo que podria contribuir a
la variabilidad farmacocinética interindividual de los pacientes en funcién del mo-
mento del tratamiento (50). A este respecto, se han comunicado concentraciones
valle, eficacias menores y aclaramientos mas elevados, en pacientes en trata-

miento con mAbs y formacion de ADA (50).

Por otro lado, el desarrollo de ADA podria conllevar un mayor riesgo de
toxicidad debido a la respuesta inmunitaria (74).

Sin embargo, en los pacientes con cancer, es menos probable la produc-
cion de ADA que en otras enfermedades, dado que su sistema inmunitario esta
mas deprimido por la enfermedad o la quimioterapia (77). Las consecuencias de
la formacion de ADA en el tratamiento oncoldgico con medicamentos biol6gicos
no estan claras, puesto que solo un porcentaje pequefio de pacientes forman

ADA y estos ADA a menudo no tienen efecto clinico (74).

Interacciones farmacoldgicas

De inicio no se esperan interacciones farmacocinéticas entre farmacos
convencionales de sintesis quimica y los mAbs, puesto que éstos no son sustra-
tos del citocromo P-450 ni de la glicoproteina P (35,47,70,78,79).

Es por ello que el desarrollo clinico de los mAbs generalmente no incluye
estudios de interaccién farmaco-farmaco in vitro o in vivo con sustratos, inducto-
res o inhibidores de citocromo P-450 (38,71). Ademas, las guias cientificas sobre
medicamentos de uso humano harmonizadas por la ICH? y publicadas por la
EMA, en el documento Preclinical safety evaluation of biotechnology-derived
pharmaceuticals (80), establecen que es de esperar que los medicamentos de-
rivados de la biotecnologia se metabolicen a pequeiios péptidos y a aminoacidos
y que, por tanto, los estudios de biotransformacion clasicos no son necesarios

con estos medicamentos.

13 Del inglés International Council on Harmonisation of Technical Requirements for

Registration of Pharmaceuticals for Human Use
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Sin embargo, los mAbs alteran el estado inmunoldgico del paciente y pue-
den afectar a la farmacocinética de otros farmacos de manera indirecta, a través
de las citoquinas proinflamatorias y su influencia en la expresion de citocromos
y transportadores (81). Del mismo modo, los farmacos convencionales pueden
influir en la expresion de los FcyR o en la modulacion de la interaccion del mAb

con este receptor (70).

Aunque actualmente la informacion que se encuentra es muy limitada
(81), si que existen algunas publicaciones que recogen de manera anecdoética
diferentes interacciones entre mAbs y otros farmacos (39,47,60,70,78,82,83). En
consecuencia, seria necesario conocer las interacciones farmacodinamicas,
tanto con farmacos convencionales, como con otros mAb administrados de ma-

nera concomitante.

Determinaciones analiticas

Las técnicas mas utilizadas para el andlisis de macromoléculas son el in-
munoensayo, el HPLC'* y el LC-MS/MS?®>. El inmunoensayo se basa en una
reaccion antigeno-anticuerpo y la técnica mas utilizada es la ELISA (84). El
método de eleccion depende del analito, el rendimiento del ensayo requerido
para cumplir con la aplicacién prevista, el tiempo y el coste-efectividad. Asi-
mismo, la sensibilidad es mayor en los inmunoensayos y la selectividad es mayor
tanto en el inmunoensayo como en el LC-MS/MS en comparacion con el HPLC.
Si bien es cierto, el inmunoensayo tiene una relacién curvilinea concentracion-
respuesta y el resultado es inherentemente menos preciso que para los otros
dos métodos que tienen una relacion lineal. Sin embargo, el inmunoensayo es
sensible, consistente y muy coste-efectivo para el analisis de grandes voliumenes

de muestras (84).

14 Del inglés High Performance Liquid Chromatography
15 Del inglés Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometric

16 Del inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
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Puesto que bevacizumab es una molécula bivalente con capacidad de
unién a 2 moléculas de VEGF, en el suero de los pacientes tratados con bevaci-
zumab podriamos encontrar tres especies diferentes: bevacizumab libre, beva-
cizumab unido a una molécula de VEGF y bevacizumab unido a 2 moléculas de
VEGF (85).

Por otro lado, cetuximab también es una molécula bivalente con capaci-
dad de union a 2 moléculas, en este caso, de EGFR. Ademas, EGFR puede ser
vertido al suero (EGFRSs) y detectado tanto en personas sanas como enfermas.
Asi pues, en el suero de pacientes tratados con cetuximab podriamos encontrar
tres especies diferentes de cetuximab: cetuximab libre, cetuximab unido a una

molécula de EGFRs y cetuximab unido a dos moléculas de EGFRs (86).

Como sostiene el equipo francés dirigido por el doctor Paintaud, Unica-
mente las moléculas de bevacizumab y cetuximab libres o unidas a una sola
molécula de VEGF o EGFR, respectivamente, serian relevantes desde el punto
de vista de la monitorizacién terapéutica de farmacos (85,86). Por otro lado, tam-
bién discute si las concentraciones libres de mAbs son apropiadas para interpre-
tar la relacion entre exposicion y respuesta, puesto que los mAbs libres en suero

son los remanentes tras la unién a los antigenos diana y a los ADAs.

En consecuencia, en la monitorizacion de mAbs es esencial disponer de
métodos estandarizados y validados para medir concentraciones y saber, con la
técnica utilizada, si se esta midiendo mAb libre o total (libre, unido a diana soluble
y unido a ADASs) (61).

Modelos farmacocinéticos para mAbs

Los modelos son simplificaciones de un sistema y estan disefiados para
proporcionar conocimiento o comprension de éste. Los modelos farmacocinéti-
COS son representaciones matematicas que describen la relacion entre la con-
centracion de un farmaco y el tiempo, y ayudan a entender la variabilidad en la

exposicion y la respuesta a los tratamientos (50,87).

Durante las primeras aplicaciones de mAbs terapéuticos raramente se
aplicaba el modelado farmacocinético. Sin embargo, a lo largo de los afios se

han utilizado variedad de técnicas analiticas para caracterizar su farmacocinética
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(38). Existen varios métodos de modelado: analisis no compartimental, analisis
compartimental individual, andlisis poblacional, TMDD y farmacocinéticos con

base fisioldgica.

El andlisis no compartimental parte de la premisa de que el farmaco sigue
una cinética lineal, es decir, procesos de primer orden. Ademas, para aplicar esta
metodologia, se necesitan una gran cantidad de datos por individuo. Sin em-
bargo, en el caso de los mAbs, frecuentemente nos encontramos con datos de
concentracion-tiempo en el que, para diferentes dosis del mAb, la pendiente de
la fase terminal no es paralela (farmacocinética no lineal) (38). Del mismo modo,
el andlisis farmacocinético compartimental individual modela con farmacociné-
tica lineal y es también inadecuado para los mAbs. Comparativamente, el andli-
sis farmacocinético poblacional de los datos es el que mas valor proporciona
para comprender el comportamiento farmacocinético de estos medicamentos
(38) y es con el que se describe la farmacocinética de la mayoria de los mAbs
terapéuticos (36). Sin embargo, no ofrecen una comprension mecanicista de los
procesos subyacentes que rigen la disposicion de los mAbs y asumen, general-
mente, que la eliminacion ocurre desde el compartimento central (39). Una va-
riedad de ellos son los modelos farmacocinéticos-farmacodinamicos (PK-PD?'),
que combina caracteristicas de la relacién concentracién-tiempo con las de
efecto-concentracién, en las que se incluye una medida del efecto del farmaco
(87).

Los farmacos que presentan TMDD pueden describir su farmacocinética
y la de sus dianas a través de estos modelos farmacocinéticos (48,62,88).
TMDD, como ya se ha comentado previamente, describe el fenémeno en el que
un farmaco se une con alta afinidad y de manera significativa a su diana farma-
cologica (receptor o enzima), de tal manera que esta interaccion se refleja en las
caracteristicas farmacocinéticas del farmaco (67). Dentro de este grupo se in-
cluye la endocitosis mediada por receptor. Los modelos TMDD (39) tienen uno o
dos compartimentos para describir la eliminacion lineal y la distribucion y, ade-

mas, describen la disposicion TMDD no lineal, que se caracteriza por constantes

17 Del inglés PharmacoKinetic and PharmacoDynamic
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de la sintesis y degradacion de la diana, una constante de disociacion del com-
plejo farmaco-diana y una constante de internalizacion/degradacion de dicho
complejo. Dada la complejidad de este modelo, se han hecho simplificaciones
del mismo (48). Se ha comprobado, en varios modelos TMDD de mAbs, que el
aumento en la cantidad de antigeno estaba asociado con un aumento en la eli-
minacion mediada por diana y, consecuentemente, una disminucion de la ti2 del
mAD (48).

Un paso mas alla lo dan los modelos farmacocinéticos basados en la fi-
siologia (PBPK1®) (36,89-91). Estos modelos consisten en compartimentos uni-
dos, de acuerdo con su relacién anatdémica, por un flujo circulatorio (39). Es decir,
cada compartimento representa un érgano o tejido (o0 grupos de tejidos que se
comportan de manera similar) y tiene un tamafo y flujo sanguineo que imita los

del érgano in vivo.

Modelo farmacocinético poblacional

Los estudios farmacocinéticos poblacionales ofrecen un analisis preciso
de la relaciéon concentracidén-respuesta, cuantifican la variabilidad farmacociné-

tica interindividual e identifican las covariables significativas (79).

Los articulos de revision de la farmacocinética poblacional de los mAbs,
reflejan que la mayoria de los andlisis describen modelos farmacocinéticos bi-
compartimentales con eliminacién lineal y/o no lineal (TMDD o Michaelis-Men-
ten) (35,36,39,41,47). El prototipo de modelo bicompartimental de los mAbs tiene
un compartimento central (C1) y otro periférico (Cz), con transferencia reversible
del mAb entre ambos (Q). El C1 habitualmente se corresponde con la sangre o
el suero y el Cz con los 6rganos o tejidos en los que se distribuye el farmaco mas
lentamente (51). Para Dirks y Meibohm (35), la eliminacién se describe frecuen-
temente como lineal, con una cinética de eliminacion de primer orden desde el
C1, que puede ser complementada por una eliminacion no lineal con cinética de
Michaelis-Menten desde este mismo compartimento. En el caso de Kuester y

Kloft, la eliminacién de Michaelis-Menten se produce desde C: (38).

18 Del inglés Physiologically Based PharmacoKinetic
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Es importante recordar que los mAbs terapéuticos se unen con alta afini-
dad a antigenos especificos de manera no covalente (40,59). Los diferentes pro-
cesos de disposicion que sufre un mAb se pueden representar como en la Figura
5. Esta figura muestra un modelo farmacocinético de dos compartimentos con
administracion intravenosa de una dosis, concentracion del mAbenel C1y Co, y
aclaramiento intercompartimental. El modelo farmacocinético incluye dos vias de
eliminacion lineal, una por protedlisis inespecifica desde el C1 y desde el Cz, y
otra por reciclaje mediado por el FcRn. También se representa la disposiciéon
mediada por diana: interaccion del mAb con su receptor farmacologico, el cual
esta en un equilibrio homeostético de sintesis y degradacion. Igualmente, hay un
equilibrio dinamico de formacién del complejo mAb-receptor, en el que la forma-
cién de dicho complejo no solo provoca el efecto farmacolégico, sino que desen-
cadena la degradacion de éste. Por otro lado, se representa el efecto de la res-
puesta inmunitaria al mAb que tiene como resultado la formacion de ADA. De la
misma forma, la concentracion circulante de ADA viene determinada por el equi-
librio homeostético entre su tasa de formacion y de catabolismo. Los ADA se
unen a los mAb formando complejos y, dependiendo del tamafio y estructura de
éstos, se desencadenan vias de eliminacion enddgenas, la mas probable, como

hemos visto, a través de la endocitosis por receptor Fcy.
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Figura 5. Procesos que afectan a la farmacocinética de un mAb (Ab). D: administracion in-
travenosa de una dosis; C;. concentracion del mAb en el compartimento central; C,: concentra-
cion del mAb en el compartimento periférico; Q: aclaramiento intercompartimental; CL1: elimina-
cion lineal por protedlisis inespecifica desde el compartimento central; CL: eliminacién lineal por
protedlisis inespecifica desde el compartimento periférico; FcRn: eliminacion lineal por reciclaje
mediado por el receptor Fc neonatal; Kim:: tasa de reciclaje mediado por el FcRn; R: receptor
farmacoldgico del mAb; Ksyn: constante de sintesis del R; Kqgeg, cOnstante de degradacion de R;
Ab-R: complejo mAb-receptor; Kon: constante de asociacion Ab-R; Kofi: constante de disociacion
Ab-R; CL3: degradacion del complejo Ab-R; ADA: anticuerpos antifarmaco; Ks: tasa de formacion
de ADA; Kcat: tasa de catabolismo de ADA; ADA-Ab: complejo ADA-Ab; Kq4: constante de diso-
ciacion ADA-Ab; CL4: eliminacidon por endocitosis por receptor Fcy. Adaptado de (Chirmule N,
Jawa V, Meibohm B. Immunogenicity to therapeutic proteins: Impact on PK/PD and efficacy.
AAPS J. 2012;14(2):296-302).

Dirks y Meibohm (35), en su revision de los diferentes mAbs utilizados en
clinica, recopilaron o estimaron sus volimenes de distribucion en el comparti-
mento central (V1) y en el compartimento periférico (V2) y concluyeron que eran
similares en todos los mAbs, con la excepcién del farmaco alemtuzumab. La me-
diana (rango) estimada del Vi fue de 3,1 (2,4-5,5) L, similar al volumen plasma-
tico (92), y para el V2 de 2,8 (1,3-6,8) L. La variabilidad interindividual estimada
para el Vi1 fue moderada, con un coeficiente de variacion medio del 26% (12-

84%). Ademas, describieron un comportamiento similar al de la IgG enddgena,
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puesto que el volumen en el estado de equilibrio estacionario fue similar al de
ésta. Sin embargo, los autores sugieren que estos volumenes deben ser inter-

pretados con precaucion.

Los factores que influyen en estos volumenes de distribucion pequefios
son el gran tamafo molecular (~150 kDa (36,48,55,66)) y la polaridad de los
mADbs, asi como la distribucion y densidad de sus dianas terapéuticas y la mor-
fologia de los capilares vasculares (35,47). Los mAbs se distribuyen, por tanto,

en el plasma sanguineo y en el fluido extracelular.

Ademas, los analisis poblacionales compartimentales documentan acla-
ramientos intercompartimentales pequefios (Q=20-40 mL/h), que sugieren una

distribucion lenta al tejido periférico (47).

Para los mAbs que tienen como diana un antigeno soluble, como el VEGF
(93), se ha descrito una farmacocinética de eliminacion lineal (70). Este hecho
se podria explicar porque las concentraciones terapéuticas alcanzadas en
plasma y tejidos no saturan el antigeno diana o porque el aclaramiento mediado
por diana sea menos importante para estos farmacos comparado con otras vias

de eliminacion (47).

Para mAbs con eliminacion lineal o a concentraciones en las que el pro-
ceso de eliminacion mediado por diana esta saturado, el aclaramiento se en-
cuentra entre 0,2 y 0,5 L/dia, en linea con el aclaramiento estimado de las IgG
enddgenas (0,21 L/dia). La variabilidad interindividual de este parametro es mo-
derado, con un coeficiente de variacion medio del 33% (35). Adicionalmente,
para los mAbs con aclaramiento lineal, se ha correlacionado su aclaramiento con

el tamafio corporal (peso o superficie) (60).

Por otro lado, en el caso de los mAbs con eliminacion mediada por diana,
a bajas concentraciones (relativas de Km), esta via contribuye de manera signi-
ficativa al aclaramiento del farmaco (el aclaramiento no lineal es mucho mas ra-
pido que el aclaramiento lineal). Sin embargo, a concentraciones mas altas del
mAb que Km, la eliminacion mediada por diana se satura y el aclaramiento total
del farmaco se comporta como una cinética de eliminacion de primer orden lle-

vada a cabo por la degradacion proteolitica no especifica (35,38). El aclara-
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miento total de estos mAb es la suma de ambos aclaramientos (70). Este com-

portamiento se representa en la Figura 6 y en la Figura 7. Asi pues, se entiende

que la administracion de una dosis de carga, en los mAbs con TMDD y farmaco-

cinética no lineal, sea una estrategia apropiada para saturar los antigenos diana

(94).
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Se han desarrollado varios métodos para estimar los parametros pobla-

cionales de los mAbs a partir del andlisis de los datos (38). La mayoria de los
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estudios utilizan el método implementado en el software NONMEM®*® (35,95,96).
Este programa informatico permite ajustar un modelo farmacocinético y/o farma-
codinamico a los datos de un elevado numero de individuos con pocos niveles
séricos de cada uno de ellos, teniendo en cuenta la variabilidad inter e intraindi-
vidual (95).

Los modelos farmacocinéticos poblacionales desarrollados con NON-

MEM® estan formados por varios componentes (38):

— Un submodelo estructural, que describe la tendencia central en el tiempo de
las concentraciones del mAb como funcién de los parametros farmacocinéti-
cos tipicos estimados y de las variables independientes.

— Un submodelo estadistico, que caracteriza la variabilidad farmacocinética del
mMAD e incluye la influencia de factores aleatorios (variabilidad interindividual,
interocasion y residual).

— Un analisis de covariables, que tiene como objetivo identificar las caracteris-
ticas especificas del estudio o de los pacientes con una influencia significativa
en los parametros farmacocinéticos y cuantificar su impacto. Incluyen datos
como edad, sexo, peso, parametros bioquimicos, datos relacionados con la
patologia o medicacion concomitante. Las covariables significativas y clinica-
mente relevantes deberian reducir la variabilidad interindividual de los para-

metros farmacocinéticos.

Variabilidad farmacocinética de los mAbs

La variabilidad farmacocinética interindividual de los mAbs viene determi-
nada por diferentes factores (covariables) y han sido investigadas en diferentes
estudios farmacocinéticos poblacionales (35,48-52). La variabilidad interindivi-
dual en estos farmacos es generalmente moderada o alta (50). En este sentido,
el peso o la superficie corporal se ha visto que son covariables clinicamente re-
levantes y, en cambio, la relevancia clinica del sexo o la raza no son claras
(50,79). Concentraciones séricas bajas de los mAb se han relacionado con una

mayor carga de enfermedad, referida como expresion de antigenos o como

19 Del inglés NonLinear Mixed Effect Model
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carga tumoral (48,97,98). También los ADA se han relacionado con aumento del
aclaramiento de los mAb y, por tanto, reduccion de sus concentraciones sericas
y pérdida de respuesta (61,99). Algunos pardmetros analiticos, como los niveles
de albumina sérica y de fosfatasa alcalina, se han relacionado con el aclara-
miento de los mAb (35) aunque aun no se ha dilucidado el mecanismo subya-
cente (79).

También se han descrito los mecanismos responsables de la variabilidad
intraindividual, que a modo resumen se enumeran en Gibert y cols. (75): la cap-
tacion y posterior liberacion del mAb por los tejidos u otros componentes, la re-
distribucion del flujo sanguineo a drganos, el mecanismo de degradacion por

formacién de complejos mAb-diana terapéutica y la funcién del FcRn.

Modelos exposicidn-respuesta

Dentro de los modelos farmacocinéticos poblacionales, se encuentran los
modelos exposicion-repuesta 0 modelos PK-PD. El término exposicion hace re-
ferencia a la dosis de farmaco y a su concentracién en plasma u otros fluidos
biologicos; y el término respuesta se refiere a la medida directa de su efecto
farmacoldgico (100). A menudo esta medida clinica se retrasa o persiste compa-
rada con las concentraciones plasmaticas, resultando en una relacion exposi-
cion-respuesta con una histéresis considerable (100). Ademas, el alto grado de
no linealidad en la relacién dosis-exposicion-respuesta puede ser debido a la alta
afinidad de interaccién con la diana farmacoldgica y con otras proteinas endége-
nas (76).

En un tratamiento prolongado, la recogida de multiples muestras plasma-
ticas durante un intervalo de dosificacion no es practico. Como sustitucion, se
pueden recoger muestras plasmaticas en valle (Cmin), justo antes de la siguiente
administracion de dosis. Las Cmin son a menudo proporcionales al area bajo la
curva de concentracion vs tiempo (ABC) porque no reflejan el proceso de absor-
cion. Para los farmacos que actuan relativamente lentos respecto a su tasa de
absorcion, distribucion y eliminacion, las Cmin y ABC pueden estar igualmente

bien correlacionadas con el efecto del farmaco (100).
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Dependiendo del propésito del estudio y de las medidas, la informacion
de la exposicion-respuesta puede ser obtenida en el estado estacionario sin te-
ner en consideracion el impacto de las fluctuaciones de la exposicién y la res-
puesta con el tiempo, o puede ser utilizada para examinar las respuestas a varias
concentraciones tras una dosis Unica durante el intervalo posolégico o durante

un tratamiento (100).

En la aprobacion de farmacos, para poder establecer la eficacia, es fun-
damental que en los estudios que relacionan las concentraciones plasmaticas
con la respuesta se aleatorice a los pacientes a diferentes dosis o concentracio-
nes (100).

Bevacizumab

Bevacizumab es una IgG1 humanizada (CDR murino), aprobada en 2005
en Europa y de administracién intravenosa, que se une al VEGF (9). Actual-
mente, en el mercado farmacéutico, hay comercializados varios medicamentos

biosimilares de bevacizumab.

El VEGF tiene como diana principal las células endoteliales de arterias,
venas y vasos linfaticos, pero también tiene efecto en otros tipos de células
(101,102). EI VEGF-A es un factor clave en la regulaciéon de la vasculogénesis y
la angiogénesis, dentro de la homeostasis vascular fisioldgica, y en la patogéne-
sis del crecimiento tumoral y metastasis (101). Otros factores de esta familia son
el factor de crecimiento de la placenta (PIGF), VEGF-B y los factores que regulan
la angiogénesis linfatica, VEGF-C y VEGF-D (102).

Existen varias isoformas del VEGF-A producidos por la unién alternativa
de exones del gen (101,103). La isoforma mas relevante desde el punto de vista
fisiologico es VEGF1e5 que es secretada en su mayor parte, aunque una fraccion
permanece unidad a la superficie celular y a la matriz extracelular por unién a la
heparina (102,104-106). VEGFi121 es principalmente soluble y VEGFiss ¥y
VEGF206 S€ encuentran secuestradas en la matriz extracelular, aunque pueden

liberarse convirtiéndose en fragmentos bioactivos.
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VEGF se une a dos tipos de receptores tirosin-quinasa de la superficie de
las células endoteliales: Flt-1 (VEGFR-1) y KDR (VEGFR-2), este ultimo es el
principal mediador de los efectos del VEGF (103,105,107).

VEGF se sobreexpresa en la mayoria de los tumores y se asocia con pro-
gresion tumoral, metastasis y riesgo de recurrencia (105,107). A tal efecto, dife-
rentes estudios en CCR (108,109) han puesto de manifiesto una relacion inversa
entre la concentracion sérica de VEGF-A preoperatoria y los resultados clinicos

tras cirugia.

Bevacizumab (9) se une a todas las isoformas de VEGF, inhibiendo su
unién a VEGFR-1y VEGFR-2. De esta manera, se consigue inhibir el crecimiento
del tumor por regresion de su vascularizacién, inhibicion de la neovasculariza-

cién tumoral y normalizacién de la vascularizacion residual del tumor.

Las indicaciones aprobadas en la ficha técnica de Bevacizumab (9), en

combinacion con quimioterapia u otros agentes antineoplasicos, son:

carcinoma metastasico de colon o recto.

— cancer de mama metastasico.

— cancer de pulmén no microcitico avanzado no resecable, metastasico o reci-
divante.

— cancer de células renales avanzado y/o metastasico.

— cancer avanzado de ovario epitelial, trompa de Falopio, o peritoneal primario.

— carcinoma de cérvix persistente, recurrente o metastasico.

La dosificacion de bevacizumab en CCRm (9) es de 5 mg/kg o 10 mg/kg
de peso corporal administrados como perfusién intravenosa una vez cada 2 se-
manas o de 7,5 mg/kg o 15 mg/kg de peso corporal administrados una vez cada

3 semanas.

Sus reacciones adversas graves mas frecuentes (= 1/10) son: leucopenia,
neutropenia, trombocitopenia, neuropatia sensorial periférica, hipertension, dia-

rrea, nduseas, vomitos, dolor abdominal, astenia y fatiga (9).
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En cuanto a la farmacocinética de bevacizumab, la EMA, en la parte de
discusiéon del EPAR?° de bevacizumab (110), concluye que posee farmacociné-
tica lineal para dosis mayores a 1 mg/kg/dia, que su metabolismo no se estudio
especificamente asumiendo que se elimina por el mismo mecanismo que otros
anticuerpos IgG, que tampoco se realizaron estudios de unién a proteinas plas-
maticas y que un esquema de dosificacion basado en el peso corporal parece
que esta razonablemente justificado. Parte de estos resultados estan basados
en el estudio farmacocinético poblacional de Lu y cols. (93). Este estudio fue
realizado con datos de concentraciones de ocho ensayos clinicos fase I-1ll en
diferentes tumores sélidos (colorrectal, pulmén no microcitico y cancer de
mama), en los que los regimenes de dosificacion de bevacizumab administrados
en dosis multiple variaron (1-20 mg/Kg cada 1-3 semanas), asi como la quimio-
terapia concomitante. La determinacion de las concentraciones séricas de beva-
cizumab se realiz6 mediante ELISA y el andlisis de los datos farmacocinéticos
mediante NONMEMP®. Posteriormente, Li y cols. (111) integraron los datos del
estudio de Lu y cols. (93) con los de un fase Ill en cancer de colon en estadio |l
y Il (AVF3077s), obteniendo un modelo farmacocinético poblacional bicomparti-
mental con eliminacion de primer orden. Asimismo, un estudio mas homogéneo
que el de Lu y cols. (93), y con validacion externa, fue el de Han y cols.(112),
que desarrollaron un modelo farmacocinético poblacional en pacientes adultos
con tumores solidos tratados con bevacizumab en monoterapia o en combina-
cion con gquimioterapia, a partir de datos de 15 estudios clinicos fase I-IV en los
que bevacizumab se administré en dosis Unica o multiple en 1.792 pacientes
(casi 5 muestras/paciente). Validaron externamente el modelo final con datos de
146 pacientes (11,4 muestras/paciente) procedentes de 3 estudios japoneses.
De entre las 38 covariables estudiadas, el peso corporal basal fue el que mayor
impacto tuvo en el aclaramiento, en el volumen del C1y en Cmin y concentracion
plasmatica pico (Cmax), lo que refrenda la dosificacién de bevacizumab por peso
corporal. El modelo obtenido fue bicompartimental lineal. En este sentido, tam-

bién los estudio llevados a cabo en CCRm de Ternant y cols. (85), Panoilia y

20 Del inglés European Public Assessment Report
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cols. (104) y Caulet y cols. (98), el modelo que mejor se ajusto a las concentra-

ciones fue el de dos compartimentos con eliminacién de primer orden.

Solo un articulo sugiri6 una farmacocinética TMDD para bevacizumab
(98) aunque esta hipotesis ha sido descartada (112,113) porque la concentracién
molar de bevacizumab es miles de veces mayor que la de su diana (VEGF-A) lo
gue conduce a la saturacién de la misma. El aclaramiento por esta via es des-
preciable a las concentraciones estudiadas, siendo éste similar al de las IgG en-
dogenas (35).

En cuanto a las interacciones farmacoldgicas, en general no se detectaron
en estudios preclinicos (114,115). Sin embargo, en un modelo preclinico de tras-
tuzumab, la preadministracion de bevacizumab disminuy6 su penetracion en el
tumor debido a la reduccion en la permeabilidad vascular y en la perfusion san-
guinea (116). En el estudio clinico de Lu y cols. (93), cuando se administré be-
vacizumab con el bolo irinotecan/fluorouracilo/leucovorin, su aclaramiento fue si-
milar al de bevacizumab en monoterapia, pero fue un 17% menor que cuando se
us6 concomitantemente con otros regimenes de quimioterapia estudiados. En el
estudio de estudio de Herbst (117), en el que se emplearon dosis multiples de
bevacizumab para cancer de pulmdn no microcitico recurrente, el aclaramiento
de bevacizumab (3 mL/kg/dia) fue similar al obtenido en el tratamiento concomi-
tante con erlotinib (3,2 mL/kg/dia). En el estudio farmacocinético poblacional de
Li y cols. (111), ya comentado, encontraron un efecto modesto del tratamiento
adyuvante en el CL (< 20% de diferencia con respecto al valor medio). Por ultimo,
el informe EPAR (110) exponia que los datos existentes sugerian que bevacizu-
mab no afectaba de manera clinicamente relevante a la farmacocinética de 5-

FU, carboplatino, paclitaxel y doxorrubicina.

En cuanto a la generacién de ADA, no hay datos en el EPAR (110) o en
la ficha técnica (9) de Avastin®, y los datos de frecuencia de ADA que propor-
ciona la FDA2?! son del 0,63% (118). En el estudio de Akbulut y cols. (119), lle-

21 Del inglés Food and Drug Administration
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vado a cabo en 88 pacientes con CCRm, la presencia de anticuerpos antibeva-
cizumab (en el 15% de los pacientes) no tuvo impacto en los resultados del tra-

tamiento.

Cetuximab

Cetuximab es un anticuerpo IgGi1 monoclonal quimérico, aprobado en
2004 en Europa y de administracion intravenosa, cuya diana especifica es el
dominio extracelular del EGFR (12).

Los receptores del factor de crecimiento epidérmico o ErbB son la sub-
clase | de la superfamilia de receptores tirosina quinasa y estan formados por 4
miembros: ErbB1 (EGFR), ErbB2 (HER-2), ErbB3 y ErbB4. Son glicoproteinas
transmembrana con un dominio extracelular de unién al ligando y un dominio
citoplasmatico con actividad tirosina quinasa (120,121). EGFR es una diana te-
rapéutica celular que también puede ser vertida a la sangre (122). Los ligandos
gue se unen al EGFR son el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor
de crecimiento transformante a (TGF-a)). Cuando esto ocurre, se produce la di-
merizacion del receptor, desencadenando la cascada de sefializacion intracelu-
lar. Tras la activacion, los receptores son internalizados para su degradacion o

reciclado a la superficie celular (120,123).

EGFR participa en el crecimiento celular, en la diferenciacion y en la su-
pervivencia de tejidos sanos. Se expresa de manera constitutiva en muchos teji-
dos epiteliales (como foliculos pilosos) y se sobreexpresa en tumores malignos
(cancer colorrectal y escamoso de cabeza y cuello, entre otros) (121). Su activa-
cion, en este Ultimo caso, reduce la apoptosis y facilita la proliferacién celular, la
angiogénesis y la migracion de las células tumorales (121,123). También se ha
relacionado con tumores mas agresivos, resistencia a la quimioterapia, aumento

de metastasis, menor supervivencia y peor pronostico (123).

Como se describe en su ficha técnica (12), cetuximab se une al EGFR con
una afinidad de 5 a 10 veces superior a la de los ligandos endogenos (EGF y
TGF-a), bloqueando su unién, lo que provoca la inhibicion de la funcién del re-

ceptor. Ademas, induce la internalizacion de EGFR produciendo una disminucion
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de los receptores disponibles en la superficie celular (downregulation) lo que
evita una posterior union y activacion por sus ligandos endégenos (71,124,125).
Cetuximab también dirige a las células efectoras inmunitarias citotoxicas hacia
las células tumorales que expresan EGFR (ADCC) (126,127).

Las indicaciones aprobadas para cetuximab segun ficha técnica (12) son:

— Tratamiento de pacientes con CCRm, con expresion del EGFR, con gen RAS
de tipo nativo (KRAS y NRAS).

— Tratamiento de pacientes con cancer de células escamosas de cabezay cue-
llo, en combinacion con radioterapia para la enfermedad localmente avan-
zada y en combinacion con quimioterapia basada en platino, para la enfer-

medad recurrente y/o metastasica.

Cetuximab se administra en perfusién intravenosa semanal, para ambas
indicaciones (12): una primera dosis de 400 mg/mz2 de superficie corporal seguida
de dosis semanales de 250 mg/m2 cada una. Con esta posologia se alcanza la
saturacion completa y sostenida del EGFR, con el objetivo de lograr la maxima
inhibicién del crecimiento (71,128,129). No obstante, en la practica clinica, se
utilizan también dosis de mantenimiento de 500 mg/m2 cada 2 semanas en el
tratamiento del CCRm, ya que se ha visto que no hay diferencias significativas

en la eficacia y la seguridad entre ambos regimenes de dosificacion (130).

Sus reacciones adversas mas frecuentes (= 1/10) son: hipomagnesemia,
aumento en los niveles de enzimas hepéaticas (ASAT, ALAT, fosfatasa alcalina),
reacciones leves o moderadas relacionadas con la perfusion, mucositis y erup-

cion acneiforme (12).

Desde el punto de vista farmacocinético, parece que cetuximab posee una
farmacocinética no lineal (128,131,132), en algunos modelos tipo Michaelis Men-
ten (36,71,133-135), ya que, como se ha comentado anteriormente, la union de
cetuximab a su receptor de membrana (EGFR) provoca un mecanismo de elimi-
nacion, especifico y saturable, en el que el complejo cetuximab-EGFR es inter-
nalizado (71). La representacion del aclaramiento de cetuximab frente a las dosis
sugiere un comportamiento bifasico y la existencia de 2 vias de eliminacion (Fi-
gura 8). A las concentraciones de tratamiento aprobadas (superiores a 200

mg/m?), el aclaramiento no lineal se satura y la via de eliminaciéon no especifica
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(no saturable a esas concentraciones) es la que determina el aclaramiento total
de cetuximab (71,136). Sin embargo, ajustar un modelo farmacocinético paralelo
(lineal y no lineal) a los datos, no ofrecié una mejora significativa frente al modelo
no lineal (134). Por otro lado, el informe de evaluacion de cetuximab de la FDA
(137), sefialé una cinética de primer orden para las dosis aprobadas de 400

mg/m? seguidas de 250 mg/m? semanales.
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Figura 8. Media (+ DE) del aclaramiento (CL) de cetuximab frente a dosis, en estudios de
administracion de cetuximab en dosis Unica. Analisis no compartimental. (Adaptado de

Nolting A, Fox FE, 2006)

En cuanto a las interacciones, los informes de evaluacion de la EMA (136)
y de la FDA (137) mencionan que no se estudi6 ni la union a proteinas plasma-
ticas ni las vias de eliminacion de cetuximab. Por otro lado, Baselga y cols. (128),
evaluaron de manera conjunta los resultados farmacocinéticos de tres estudios
fase | de busqueda de dosis (se estudiaron dosis crecientes desde 5 a 400
mg/m?) y, observaron un aclaramiento similar entre la dosis de 100 mg/m? en
monoterapia (10 pacientes) y en combinacion con cisplatino (3 pacientes). Lo
gue sugirié que cisplatino no tenia efecto en el aclaramiento de cetuximab. Asi-
mismo, en el estudio de Dirks y cols. (134), la quimioterapia concomitante estu-
diada (cisplatino, carboplatino y 5-fluorouracilo) no fue identificada como cova-
riable en el modelo farmacocinético poblacional de cetuximab. El estudio de Del-

baldo (138), en el que se evalud la posible interaccion farmacocinética entre cetu-
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ximab e irinotecan, concluyo que no hay evidencia de dicha interaccion. Y tam-
poco Ettlinger y cols. (139) encontraron un efecto clinicamente relevante de cetu-
ximab sobre la farmacocinética de irinotecan. Otro estudio (140), en el que se
evaluaba la influencia de cetuximab en la farmacocinética de capecitabina, no
detectd un impacto clinicamente relevante. Igualmente, en el analisis farmacoci-
nético poblacional integrado de 19 ensayos clinicos fase I-1l (71,136,137), se es-
tudié como covariable la medicacion concomitante (cisplatino, carboplatino, pa-
clitaxel, doxorrubicina, irinotecan y gemcitabina), ademas de la radioterapia, y no
se encontr¢ influencia en la farmacocinética de cetuximab. Solo en el estudio
retrospectivo de Pointreau (141), se observé que la quimioterapia (platino y 5-

fluorouracilo) si afect6 a la eliminacion de cetuximab.

Por ultimo, segun ficha técnica (12), la tasa de inmunogenicidad de los
pacientes estudiados fue del 3,4%. Aunque en el EPAR de la EMA sefalan un
3,7% de pacientes con anticuerpos (20 de 534) de los que solo 2 presentaron
una exposicion a cetuximab mas baja (136). En el estudio de Lenz y cols. (142)
también se detectaron anticuerpos anticetuximab en un 4,26% de los pacientes
(8 de 188), pero sin impacto en su farmacocinética o en la actividad antitumoral.
En cambio, en el estudio de Robert y cols., no se detectaron anticuerpos frente

a cetuximab en los 14 pacientes estudiados (132).

Monitorizaciéon terapéutica de farmacos en

Oncologia

La dosificacion de los tratamientos oncolégicos tradicionalmente se rea-
liza en funcion del area de superficie corporal. A través de diferentes ecuaciones,
la mas utilizada es la de Du Bois, en las que se tienen en cuenta el peso y la
altura del paciente (143). Su empleo se basa en la asuncion de que el aclara-
miento de un farmaco aumenta con el tamafio corporal, pero no tiene en cuenta
otros multiples factores que influyen en la amplia variabilidad inter e intraindivi-
dual en la exposicion sistémica a la quimioterapia, como son: edad, sexo, trata-
miento concomitante, masa muscular, grasa corporal, funciéon renal, etc.

(143,144), lo que conduce a una pobre correlacion entre la superficie corporal y
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la eficacia del farmaco. En el caso de los citostaticos clasicos, se ha visto que el
uso del area de superficie corporal para el calculo de la dosis, supone una varia-
bilidad interindividual en el aclaramiento plasmético del 25 al 70% (expresada
como coeficiente de variacion) (145).

La monitorizacion terapéutica de un farmaco (TDM??), consiste en la me-
dida e interpretacion de las concentraciones del mismo en fluidos biologicos (ha-
bitualmente la sangre), con el fin de ajustar la posologia para el paciente en el
que se mide y alcanzar asi la eficacia clinica deseada y minimizar toxicidades
(75,143,146). Para ello es necesaria la correlacion dosis-exposicion-respuesta.
La medida de la exposicion sistémica al farmaco, puede hacerse midiendo con-
centraciones de éste en plasma o suero, como: ABC, Cmax o Cmin (100,147).
Aungue el gold standard para describir la relacion concentracion-efecto es el
ABC, los datos farmacocinéticos necesarios para su obtencion hacen dificil su

implantacion en la practica clinica (98).

A diferencia de otras disciplinas (enfermedades infecciosas, psiquiatria,
neurologia, trasplante, etc.) donde la monitorizacion de farmacos es habitual, en
oncologia existe un limitado niumero de estudios que identifican los intervalos

optimos de exposicion a farmacos (148).

Para poder llevar a cabo una monitorizacion farmacocinética de un far-
maco, éste debe cumplir una o mas de las siguientes caracteristicas
(53,79,143,146): correlacion entre niveles séricos y respuesta, no disponer de
una medida clinica directa del efecto del farmaco o su toxicidad, variabilidad far-
macocinética interindividual, estrecho margen terapéutico, dosificacion flexible y
disponibilidad de test estandarizados y validados para la medida de las concen-
traciones séricas. Sirva de ejemplo el articulo de la International Association of
Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology (148), en el que se analizan
todas estas premisas para evaluar la idoneidad de aplicar TDM en la terapia con

5-fluorouracilo.

22 Del inglés Therapeutic Drug Monitoring
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Partiendo de los aspectos enumerados hasta ahora, podemos llegar a en-
tender que la monitorizacion farmacocinética de la quimioterapia es una estrate-
gia con valor clinico (144,149), sumado al hecho de que a los pacientes a me-
nudo se les reduce la dosis en caso de toxicidad pero rara vez se aumenta en
ausencia de ésta o de eficacia (147,148). Sin embargo, la monitorizacion tera-
péutica en oncologia es escasa (143,150) y no se ha desarrollado por diferentes
motivos (53,146,148,151): falta de intervalos terapéuticos establecidos y relacio-
nes concentracion-efecto, la frecuencia de uso de mdiltiples combinaciones de
farmacos que superponen sus efectos terapéuticos y toxicos, el uso de farmacos
y profarmacos con metabolitos activos, la ausencia de pruebas de laboratorio de
rutina para medir varios medicamentos en plasma, la falta de capacitacion en
TDM de oncdlogos, consideraciones economicas o competitivas y barreras re-

gulatorias.

¢,Por qué medir niveles de mAbs en Oncologia?

Los mADbs se pueden dosificar de tres maneras diferentes (60): dosis fija
(misma dosis para todos los pacientes), dosis individualizada por peso o super-
ficie corporal o dosis individualizada por método bayesiano (ajuste de dosis me-
diante nomograma, a partir de las concentraciones del paciente o a partir de la

respuesta al tratamiento).

Como ya se ha dicho, la dosificacién por superficie o peso corporal es
objeto de debate en farmacos oncolégicos (149,152), y esta discusion también
se presenta en el caso de los mAbs (52,71,153-155). No obstante, es una estra-
tegia extendida en su desarrollo clinico, basada en la teoria de que de esta ma-
nera se reduce la variabilidad interindividual en la distribucion y eliminacion del
farmaco. En un estudio (155) en el que se simularon concentraciones de 12
mADbs (entre ellos, bevacizumab y cetuximab), a partir de modelos PK y/o PD
poblacionales publicados, se observé que la dosificacion basada en el tamafio
corporal (peso o superficie corporal) tiende a sobresodificar a los pacientes con
un tamafio corporal grande mientras que infradosifica a los pacientes con un ta-
mafio corporal pequefio. En otra publicacion (52), se demostré que para la ma-

yoria de mAbs estudiados (entre los que también se encontraban bevacizumab
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y cetuximab) el peso corporal tuvo un efecto pequefio o moderado en la farma-
cocinética. La diferencia de variabilidad en la exposicidon entre la dosificacion fija
y la basada en el peso corporal fue en general inferior al 20%, pero mayor para
las subpoblaciones con bajo peso u obesos (inferior al 40%).

Por otro lado, los mAbs también cumplen las caracteristicas para llevar a
cabo una monitorizacién farmacocinética, a excepcion del margen terapéutico
estrecho, puesto que la mayoria de ellos no tienen una dosis méaxima tolerada,
ya que no es dosis-dependiente, o ésta es muy alta (79,143). Ademas, la mayoria
de los mADbs terapéuticos estan disefiados para neutralizar de manera continua
sus antigenos diana, lo que se consigue a partir de unas concentraciones mini-
mas (Cmin) (79). Todo ello, unido a su larga semivida, hace que las concentra-
ciones valle en estado estacionario (CSSmin) tengan el potencial de representar
adecuadamente la exposicion sistémica (146). Por ello, la mayoria de los estu-
dios con mAbs que miden exposicion-respuesta han demostrado que la Cmin
era mas relevante para predecir eficacia que la Cmax o el ABC (156). Ademas,
una adecuada estimacion del ABC necesita de muchos datos de concentracion

a lo largo del intervalo posoldgico y es dificil de obtener en la practica clinica.

Ya en 2005, la opinion de los expertos Ternant y Paintaud (51) era que
los pacientes en tratamiento con mAbs se podrian beneficiar de ajustes de dosis
a partir de la medida de sus concentraciones en sangre, debido a la variabilidad
inter e intraindividual de su farmacocinética y sus largas semividas. Aunque para

ello primero se deberia obtener, de estudios PK-PD, la concentracion objetivo.

En este contexto, la relacién concentracion-efecto puede ser estudiada
usando un objetivo clinico o usando un marcador biolégico (51). Los objetivos
clinicos habituales son tasa de respuesta al tratamiento, duracién de la respuesta
o tiempo a la progresion. Para los marcadores biolégicos debemos tener en
cuenta el mecanismo de accién de los mAb: la unién a un antigeno especifico
con alta afinidad que desencadena un efecto terapéutico. Este efecto terapéutico
puede ser (51): la lisis celular (por union a un receptor de la superficie celular),
neutralizacion de una molécula endégena o exdgena, alteracién de las funciones
celulares o liberacion de una sustancia activa (farmaco o radionuclido). Por esta
razon, los biomarcadores se basan en el recuento de células diana o en la den-

sidad de receptores de superficie celular, y son marcadores indirectos del efecto
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farmacoldgico. Ambos tipos de respuesta sirven para crear modelos PK-PD
(51,100), que permiten conocer la concentracion objetivo a alcanzar para que un

mADb sea efectivo en una enfermedad determinada (47,51).

También se ha sugerido que la dosificacion actual de mAbs en oncologia
puede no ser 6ptima desde la perspectiva de la eficacia y el coste (144). Como
el proposito de la monitorizacidon es asegurar una exposicion suficiente para el
objetivo de eficacia, la reduccién de dosis a partir de TDM estaria indicada tanto
en el caso de pacientes con concentraciones toxicas, como en el caso de que se

disminuyera sustancialmente el coste sin impacto en la eficacia (143).

En relacion a los mAbs oncolégicos, Oude Munnink y cols. (79) plantearon
que el mejor pardmetro para validar las concentraciones objetivo es la supervi-
vencia global (SG), complementado por la tasa de respuesta y la supervivencia

libre de progresion (SLP).

Por otro lado, y como ya se ha comentado anteriormente, los mAbs cuya
diana de accién es un antigeno en la superficie celular, a menudo presentan una
farmacocinética no lineal y, los mAbs dirigidos contra un antigeno soluble, suelen
tener una cinética lineal (60). Para los primeros, existen numerosos factores que
influyen en su farmacocinética, como son los cambios en el nimero de recepto-
res con el tiempo, receptores solubles, la indicacion y el estatus de la enfermedad
(60). En cambio, para los segundos, el principal factor que parece influir en el

aclaramiento es el peso corporal (60).

Para los mAbs oncoldgicos con TMDD, su aclaramiento se ve aumentado
con la carga tumoral, lo que puede resultar en una dosificaciébn subdptima
(48,143,157). También hay que tener en cuenta que este aclaramiento puede
variar con el tiempo, unido a los cambios en la carga tumoral y la expresion an-
tigénica (156).

Caulet y cols. (98) pusieron de manifiesto que parte de la variabilidad en
los resultados clinicos en el tratamiento con bevacizumab de pacientes con
CCRm puede deberse a diferencias en la exposicion al farmaco. En la misma
linea, Azzopardiy cols. (158) afirmaron que parte de la variabilidad interindividual
en la respuesta a cetuximab podia explicarse por la propia variabilidad interindi-

vidual en su farmacocinética. Sin embargo, Le Louedec y cols. (159) también

40



Introduccién

observaron influencia del estado general del paciente en la eficacia de este tra-

tamiento en tumores de cabeza y cuello.

Los principales estudios farmacocinéticos poblacionales llevados a cabo
en poblacion oncolégica en tratamiento con cetuximab (131,134,141,158,159) o
bevacizumab (93,98,112), describen sus parametros farmacocinéticos, la varia-
bilidad interindividual y las covariables. No obstante, son escasas las publicacio-
nes que han estudiado la relacién entre la respuesta clinica y la exposicion a
cetuximab (131,135,141,158-161) o bevacizumab (98,119,162,163).

En pacientes con CCRm KRAS nativo existen tres estudios con cetuximab
gue relacionan exposicion y respuesta clinica. El estudio de Azzopardi y cols.
(158), encontrd relacion entre el aclaramiento global de cetuximab y la concen-
tracion valle a dia 14 con la SLP (p=0,013 y p=0,03, respectivamente). Jiang y
cols. (135) tras un andlisis farmacocinético poblacional con datos de un estudio
fase Ill aleatorizado, concluyeron que las dosis estandar de cetuximab no son
Optimas para todos los pacientes, puesto que aquellos con un aclaramiento me-
nor tienen mejores SLP y SG. Por ultimo, en el estudio EVEREST (160), los pa-
cientes KRAS nativo que recibieron dosis semanales mayores a 250 mg/m? en
mantenimiento (hasta 500 mg/m?) tuvieron mayores concentraciones séricas,
mayores tasas de respuesta global y mayor SLP, aunque las diferencias no fue-

ron estadisticamente significativas.

También hay datos en pacientes con CCyC tratados con cetuximab: el
estudio de Pointreau y cols. (141), en el que se observo una relacién inversa y
estadisticamente significativa entre el aclaramiento global y la supervivencia; el
estudio de Becher y cols. (161), en el que la Cmin superior a 33,8 mg/L se asocio
con beneficio clinico; y el estudio PK-PD de Le Louedec y cols. (159), que mostro
gue los pacientes con respuesta tumoral tuvieron una concentracion valle mas
alta que los pacientes con progresion, tanto en el dia 7 de tratamiento (42,6 vs
18,8 mg/L, P =0,03), como en el dia 21 (47,4 vs 19,0 mg/L, P=0,04), aunque no

pudieron concluir que una baja exposicion fuera responsable de una menor SLP.

Fracasso y cols. (131) también advirtieron, en pacientes tratados en mo-
noterapia con cetuximab para distintos tipos de tumores en los que no se estudio
el estado del EGFR (KRAS mutado o no mutado), que los respondedores tenian
Cmin mayores que los no respondedores. Observaron una Cmin media en suero
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de 60,742 mg/L en pacientes con respuesta parcial o enfermedad estable, frente
a 33,208 mg/L en pacientes con progresion de la enfermedad (p=0,002), en 33
pacientes con dosis de mantenimiento semanales de 250 mg/m?y niveles deter-

minados mediante ELISA.

En el caso de bevacizumab, el estudio de Nugue y cols. (162) llevado a
cabo en 13 pacientes con glioma, concluy6 que la relacion maxima eficacia del
tratamiento/efectos adversos se observd para concentraciones entre 200-250
mg/L. En CCRm, Caulet y cols. (98) asociaron una concentracion valle de beva-
cizumab el dia 14 superior a 15,5 mg/L con una mayor SG (p=0,006) y una mayor
SLP (p=0,0039). También a dia 14, Akbulut y cols. (119), observaron que los
pacientes con Cmin > 25 mg/L tuvieron una mayor SG (p = 0,0198). En cambio,
en el estudio de Papachristos y cols. (163), fueron las CSSmin 2 87,9 mg/L las

gue se relacionaron con mayores SG (p=0,0003).

Como ya se hace con otros mAbs o proteinas de fusién, como adali-
mumab, infliximab y etanercept (164—169), la monitorizacién farmacocinética de
bevacizumab y cetuximab podria servir de herramienta para predecir la eficacia
y, en el caso de una exposicion insuficiente, adaptar la posologia del paciente.
Si bien, aun existe poca evidencia cientifica que soporte la monitorizacion tera-

péutica de los mAbs oncolégicos (146,151,153).

Diferentes estudios farmacocinéticos poblacionales en oncologia han de-
mostrado una variabilidad interindividual en la farmacocinética de bevacizumab
y de cetuximab. Ademas, se ha sugerido que esta variabilidad farmacocinética
puede ser responsable de la respuesta al tratamiento. Basandonos en estos es-
tudios previos, esta Tesis Doctoral esta dirigida a seguir estudiando la relacién
exposicién-respuesta y la concentracion minima objetivo, en pacientes con can-
cer colorrectal metastasico en tratamiento con bevacizumab o cetuximab y en
pacientes con cancer de cabeza y cuello en tratamiento con cetuximab, ambos

en practica clinica habitual.
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Hipétesis y objetivos

Hipotesis
Existe una relacion entre la concentracion valle plasmatica en estado es-
tacionario (Cmin) de bevacizumab y su efectividad en el tratamiento del cancer

colorrectal, y de cetuximab y su efectividad en el tratamiento del cancer colorrec-

tal o del cancer de cabeza y cuello.

Objetivos

Objetivo principal

Estudiar la relaciéon entre la C*min y la tasa de control de la enfermedad
o tasa de beneficio clinico, evaluada radiologicamente segun criterios RECIST
(TAC, RM o PET/TAC perivalle).

Objetivos secundarios

1. Investigar la relacién entre CSmin y la supervivencia medida como su-
pervivencia libre de progresion y supervivencia global.

2. Estudiar si existe una C**min limite que se pueda asociar con la pro-
babilidad de beneficio clinico.
Investigar la relacidén entre CsSmin y efectos adversos de los mAb.
Investigar si existe relacion entre la C*min y el nivel de funcionalidad
del paciente medido segun la escala ECOG PS (170).

5. Analizar la relacién entre la posologia y la primera CSmin por paciente.
Estudiar la asociacion entre las caracteristicas individuales y la super-

vivencia.

La consecucion de estos objetivos supondra un mayor conocimiento en la
relacion exposicion-respuesta de estos farmacos en condiciones de uso habitua-
les y el avance en el desarrollo de la monitorizacion terapéutica de mAbs onco-

l6gicos, como herramienta para la optimizacion de tratamientos.
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Material y métodos

Disefio del estudio

Estudio observacional prospectivo, en pacientes con CCRm en trata-
miento con bevacizumab, o con CCRm o CCyC en tratamiento con cetuximab,
en el que se analizé la relacién entre las CSSmin de estos farmacos y la respuesta

al tratamiento.

El estudio se llevo a cabo en el Hospital Universitario Severo Ochoa (Le-
ganés, Madrid) y fue disefiado de acuerdo con los requisitos de la Declaracién
de Helsinki y aprobado por el Comité de Etica de dicho hospital. Todos los pa-
cientes firmaron el consentimiento informado para participar en el estudio y en
todo momento se respeto la confidencialidad de los pacientes y se cumplié con

la Ley de Proteccion de Datos Personales.

Previo al comienzo del estudio se realizé una reunién con todos los inves-
tigadores para explicarles el procedimiento para el reclutamiento de pacientes,
el circuito de obtencion y almacenamiento de muestras y el envio de éstas para

su determinacion analitica.

Se identifico a los pacientes candidatos a participar en el estudio dentro
del grupo de pacientes oncoldgicos que estaban recibiendo tratamiento activo en
el Servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitario Severo Ochoa. Para
ello se utilizd6 el programa de prescripcion electrénica asistida (Farhos®, Visual
Limes) y el sistema de informacion clinica y administrativa (Selene Hospitales®,
Cerner) del hospital. Un investigador explicé a cada paciente candidato la natu-
raleza del estudio, sus propositos, procedimientos y duracién prevista, tanto de
manera verbal como por escrito, a través de la hoja de informacion. Aquellos que
decidieron formar parte del estudio entregaron el consentimiento informado a su
oncoélogo médico (también investigador), con el que pudieron resolver las dudas
gue les hubieran surgido posteriormente. Los consentimientos informados firma-
dos fueron archivados convenientemente, bajo la responsabilidad de un investi-
gador del estudio y siguiendo los procedimientos de ensayos clinicos oncologi-

cos del centro.

Los pacientes incluidos en el estudio fueron pseudoanonimizados con un

namero correlativo (cédigo) segun su orden de inclusion.
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Las muestras se recogieron prospectivamente entre febrero de 2018 y
enero de 2020 y, posteriormente, se recogieron de forma retrospectiva las varia-

bles individuales.

Los tubos para la extraccion de las muestras fueron etiquetados indicando
la codificacion del estudio (“TDM mAbs Oncologia HUSO”), el farmaco mAb y el

codigo del paciente y nimero de extraccion.

Las muestras de sangre periférica de los pacientes se obtuvieron en Hos-
pital de Dia, en tubos de EDTA de 3 mL, se dejaron en reposo y, dentro de las 2
horas posteriores a la extraccion, se centrifugaron a 1000 x g durante 10 minutos.
A continuacion, el plasma obtenido se separd en dos alicuotas que se almace-
naron a -20°C en dos congeladores distintos del Laboratorio de Bioquimica del
Hospital Universitario Severo Ochoa, para asegurar la conservacion de la mues-
tra. Una alicuota se utilizé para la determinacién de las concentraciones plasma-

ticas y otra se almacend hasta fin del estudio.

Las muestras se obtuvieron en concentracion valle (antes de la adminis-
tracion de la siguiente dosis de bevacizumab o cetuximab) en el estado estacio-
nario (CSSmin) y en el momento mas cercano a una evaluacion de la respuesta
al tratamiento, mediante la realizacion de una prueba de imagen radiologica
(TAC, RM o PET/TAC). Se obtuvieron CSSmin consecutivas de cada paciente
desde su inclusion en el estudio hasta fin de tratamiento, fallecimiento o cierre
del estudio. La primera extraccion programada en cualquier paciente fue tras, al
menos, 3 meses de tratamiento con el mAb; puesto que, por un lado, la evalua-
cion de la respuesta al tratamiento no se suele realizar en un intervalo menor de
tiempo y, por otro, se aseguraba la extraccidn en el estado estacionario (5-7 tir2).
Las semividas de eliminacion segun sus fichas técnicas son 70-100 horas para

cetuximab (12) y 432-480 horas para bevacizumab (9).

Las muestras fueron enviadas a la Unidad de Investigacion del Complejo
Hospitalario Universitario de Canarias (Santa Cruz de Tenerife) para la determi-
nacion de las concentraciones plasmaticas de bevacizumab y cetuximab. Se rea-
lizaron 2 envios en octubre de 2018 y en enero de 2020. En ambos envios se

aseguro la conservacion de la muestra a -80°C durante el transporte.
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Los datos de los pacientes y las variables de estudio fueron recopilados
en un cuaderno de recogida de datos en Excel y analizados por los investigado-
res del Hospital Universitario Severo Ochoa en colaboracion con el Instituto de
Investigacion Sanitaria Puerta de Hierro-Segovia de Arana.

Las muestras fueron custodiadas, en todo momento, bajo la responsabili-
dad de un investigador del estudio, siguiendo los procedimientos convencionales
de los centros participantes. Todas las muestras fueron destruidas al finalizar el

estudio.

Poblacidon de estudio

Se reclutaron pacientes entre febrero de 2018 y enero de 2020. El fin de

seguimiento fue el 31 de enero de 2020.
Los criterios de inclusion fueron:

— Pacientes de ambos sexos con una edad 2 18 afios.

— Pacientes en tratamiento con cetuximab o bevacizumab en monoterapia o
combinados con quimioterapia y/o radioterapia en las indicaciones de CCRm
o CCyC.

— Existencia de enfermedad medible que permita evaluacion mediante criterios
RECIST.

— Esperanza de vida mayor de 12 semanas.

— Consentimiento informado por escrito del paciente de acuerdo con la norma-

tiva vigente.
Los criterios de exclusion fueron:

— Dificultad de un acceso adecuado de via periférica para la extraccion
sanguinea.

— Cualquier trastorno o situacion patolégica en el paciente que impida la
comprension de su participacion en el estudio.

A los pacientes tratados con cetuximab se les realizd, previamente al inicio
del tratamiento con este farmaco en pacientes con CCRm, el test farmacogeno-

mico para determinar el estado nativo del KRAS y NRAS.
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Tratamientos

Los pacientes fueron tratados de acuerdo a las guias estandar y a la rutina
de la institucion. Todos recibieron cetuximab o bevacizumab con o sin quimiote-

rapia concomitante.

Cetuximab fue administrado segun practica clinica habitual: sin diluir, en
una infusiéon de dos horas de duracién para la dosis de carga de 400 mg/m?,
segunda dosis en una hora de duracién para las dosis semanales de 250 mg/m?
y de hora y media para las bisemanales de 500 mg/m?, y terceras dosis y suce-

sivas a 10 mg/minuto.

Bevacizumab fue administrado como perfusion intravenosa una vez cada
2 semanas a 5 mg/kg o una vez cada 3 semanas a 7,5 mg/kg. La dosis inicial se
administré en 90 minutos, la segunda en 60 minutos y, si hubo buena tolerancia,

todas las perfusiones siguientes en 30 minutos.

Los esquemas de quimioterapia, concomitante con bevacizumab, que re-

cibieron los pacientes como parte de su tratamiento estandar fueron:

— mFOLFOX 6: bevacizumab 5 mg/kg, oxaliplatino 85 mg/m?, folinato célcico
400 mg/m?, fluorouracilo 400 mg/m? en bolo, flourouracilo 2.400 mg/m? en
perfusion de 46 horas cada 2 semanas.

— FOLFIRI: bevacizumab 5 mg/kg, irinotecan 180 mg/m?, folinato célcico 400
mg/m?, fluorouracilo 400 mg/m? en bolo, fluorouracilo 2.400 mg/m? en perfu-
sion de 46 horas cada 2 semanas.

— Bevacizumab y capecitabina: bevacizumab 7,5 mg/kg dia 1, capecitabina
1.000 mg/m? cada 12 horas en dias 1-14 cada 3 semanas.

— XELOX: bevacizumab 7,5 mg/kg dia 1, oxaliplatino 130 mg/m? dia 1, capeci-

tabina 1.000 mg/m? cada 12 horas dias 1-14 cada 3 semanas.
Para cetuximab, lo esquemas de tratamiento quimioterapico fueron:

— Cetuximab monoterapia: cetuximab 250 mg/m? semanal.
— FOLFIRI: cetuximab 500 mg/m? (o 250 mg/m? dias 1 y 8), irinotecan 180
mg/m?, folinato calcico 400 mg/m?, fluorouracilo 400 mg/m? en bolo, fluorou-

racilo 2.400 mg/m? en perfusion de 46 horas cada 2 semanas.

52



Material y métodos

— Cetuximab e irinotecan: cetuximab 500 mg/m?, irinotecan 180 mg/m? cada 2
semanas.

— Cetuximab, paclitaxel y carboplatino: cetuximab 250 mg/m?, paclitaxel 60
mg/m?, carboplatino AUC 2 dias 1, 8, 15 y 22 cada 28 dias.

— mFOLFOX 6: cetuximab 500 mg/m?, oxaliplatino 85 mg/m?, folinato célcico
400 mg/m?, fluorouracilo 400 mg/m? en bolo, flourouracilo 2.400 mg/m? en
perfusion de 46 horas cada 2 semanas.

— XELOX: cetuximab 250 mg/m? dias 1, 8 y 15, oxaliplatino 130 mg/m? dia 1,
capecitabina 1.000 mg/m? cada 12 horas dias 1-14 cada 3 semanas.

Determinacion de las concentraciones de

bevacizumab y cetuximab

La cuantificacion de las concentraciones de mAbs fue llevada a cabo en
la Unidad de Investigacion del Complejo Hospitalario Universitario de Canarias,
Santa Cruz de Tenerife, en mayo de 2020.

Las concentraciones de bevacizumab y cetuximab libres se determinaron
en plasma EDTA mediante una técnica validada de ELISA: kit SHIKARI® Q-
BEVA vy kit SHIKARI® Q-CET (Matriks Biotek® Laboratories), respectivamente.
Para ello se empled el analizador automatizado TRITURUS (Grifols®) y se siguie-

ron las especificaciones del fabricante.

Para bevacizumab, el volumen requerido de muestra fueron 5 uL. Para
las muestras diluidas 1/300, el limite de deteccion fue 30 ng/mL (sensibilidad) y
los limites inferior y superior de cuantificacion fueron 30 ng/mL y 1.000 ng/mL,
respectivamente, con un coeficiente de variacion intra e interensayo (precision)
<15%. La exactitud estuvo entre 85-115% con muestras de plasma humano de
concentraciones conocidas. Ademas, el fabricante del kit declara que no existen

reacciones cruzadas con lg séricas humanas (especificidad).

Para cetuximab, el volumen requerido de muestra fue de 10 uL. Para las

muestras diluidas 1/100, el limite de deteccion fue 100 ng/mL (sensibilidad) y los
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limites inferior y superior de cuantificacion fueron 100 ng/mL y 3.000 ng/mL, res-
pectivamente, con un coeficiente de variacion intra e interensayo (precision)
<15%. La exactitud estuvo entre 85-115% con muestras de plasma humano de
concentraciones conocidas. Tampoco existen reacciones cruzadas con lg séri-

cas humanas (especificidad).

Las concentraciones de bevacizumab y cetuximab se obtuvieron expre-
sadas en ug/mL, y fueron transformadas posteriormente a mg/L, para poder com-

parar los resultados con los de otros estudios.

Para minimizar la variabilidad interna del procedimiento cada muestra se
analizo por duplicado y se obtuvo la media como resultado. Se establecié repetir
el analisis de aquellas muestras con una diferencia entre los dos valores superior
al 5%.

Variables recogidas

Las variables individuales, con potencial relevancia en la farmacocinética
0 en la supervivencia, estuvieron constituidas por datos demogréficos, de labo-

ratorio, clinicos y de tratamiento.

Dichas variables se registraron en un cuaderno de recogida de datos en
Excel disefiado para tal fin, en el que se incluyeron los datos de cada paciente.
La informacién se recopild a partir de los datos consignados en el programa de
prescripcion electrénica asistida (Farhos®, Visual Limes) y el sistema de infor-
macion clinica y administrativa (Selene Hospitales®, Cerner) del hospital. El re-
gistro se realizé codificando las variables. Las variables categoéricas fueron codi-
ficadas con valores numéricos. Las variables dicotomicas si/no se codificaron
con 1/0, respectivamente. Las variables cuantitativas peso, talla, dosis y fosfa-
tasa alcalina se registraron con numeros enteros (redondeados en el caso del
peso y la dosis), la albimina se registré con un decimal y la variable concentra-
cion se incluy6 con dos decimales. En ausencia del dato de una variable se dejé

en blanco.

Algunas de las variables recogidas en el estudio se atienen a criterios es-

tandar:
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Escala ECOG PS (170): mide el nivel de funcionalidad del paciente en térmi-
nos de su capacidad de cuidado, actividad diaria y actividad fisica. Es una
escala desarrollada por el Eastern Cooperative Oncology Group y publicada
en 1982.

Estadio: definido por el sistema TNM de la American Joint Committee on Can-
cer y el International Union for Cancer Control (171).

Comorbilidad: el indice de comorbilidad de Charlson (172) se desarroll6 para
clasificar el prondstico de muerte al afio atribuible a la comorbilidad en estu-
dios longitudinales y sirve para estratificar a los pacientes y controlar el efecto
de confusién de la comorbilidad sobre la supervivencia u otros resultados
(173). La adaptacion de Deyo (174) incluye los codigos ICD-9-CM de Clasifi-
cacion Internacional de Enfermedades (175), que es la que se ha utilizado en
este estudio.

Respuesta observada: la respuesta al tratamiento de los tumores soélidos se
basa en los cambios de tamafio. RECIST?? (176) es el método para monitor-
izar el tratamiento mediante medidas unidimensionales de los tumores, ob-
tenidas con técnicas de imagen reproducibles como son el TAC, laRM vy la
PET (177). Para ello, en el estudio inicial se definen las lesiones diana repre-
sentativas y reproducibles durante el seguimiento. Puede haber 4 tipos de
respuesta (177):

o Respuesta completa (RC): cuando desaparecen la enfermedad medi-
ble y la evaluable, sin que aparezcan nuevas lesiones, con ausencia
de sintomas y normalizacién de marcadores, durante al menos 4 se-
manas.

o Respuesta parcial (RP): cuando se reduce al menos un 30% la suma
de los diametros de las lesiones diana.

o Progresion de la enfermedad (PE): cuando aumenta el 20%, se pro-
duce un incremento absoluto de al menos 5 mm en la suma de los
diametros de las lesiones diana, o0 aparecen nuevas metastasis o pro-

gresan las lesiones no diana.

23 Del inglés Response Evaluation Criteria In Solid Tumors
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o Enfermedad estable (EE): significa que no hay suficiente reduccion o

suficiente incremento para considerarla RP o PE, respectivamente.

El resto de las variables recopiladas en el estudio, su definicion y codifi-

cacion en el mismo se recogen en el Anexo I.

Criterios de valoracion clinicos

La evaluacion de la respuesta mediante criterios RECIST version 1.1 se
realiz6 cada 12 semanas o cuando estuvo clinicamente indicada. Las respuestas
tumorales de los pacientes se clasificaron en 2 categorias: beneficio clinico (EE
+ RP + RC) o progresion (PE).

La SLP se defini6 como el tiempo transcurrido entre la primera adminis-
tracién del mAb y la progresion de la enfermedad confirmada por criterios RE-
CIST v1.1 o fallecimiento por cualquier causa, lo primero que ocurra. Y la SG se
definié como el tiempo transcurrido entre la primera administracion del mAb y el
fallecimiento por cualquier causa. Los pacientes que no experimentaron ninguno

de los dos eventos fueron censurados en la fecha de ultimo contacto.

Preprocesamiento de datos

Previo al andlisis estadistico se procedio a la validacion de los datos para
garantizar la calidad de éstos. Por un lado, se completaron registros incompletos,
se identificaron y corrigieron o eliminaron datos erréneos y se resolvieron los
datos inconsistentes. Por otro, se llevé a cabo un analisis exploratorio de los

datos que sirvié para mejorar la base de datos:

— Se afadi6é una variable transformada a partir de otras, denominada Posolo-
gia, que recogio la posologia de bevacizumab y cetuximab para el primer
nivel de cada paciente, codificada como: bevacizumab 5 mg/Kg cada 2 se-
manas (0), bevacizumab 7,5 mg/Kg cada 3 semanas (1), cetuximab 250

mg/m? semanal (2) o cetuximab 500 mg/m? cada 2 semanas (3).
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— Se eliminaron los niveles de farmaco (CSSmin) y sus variables asociadas en
los casos en los que, a pesar de continuar con el mAb de estudio, habia ocu-
rrido una progresion de la enfermedad (PE) en el CSSmin previo.

— Se eliminaron pacientes con CCR que no eran metastasicos a la inclusion.

— Se eliminaron pacientes con nivel de farmaco no extraido en el estado esta-

cionario teorico.

Se valid6 una desviacién del protocolo: inclusién de 2 pacientes con can-
cer de esotfago clasificados como CCyC. Puesto que su tratamiento fue similar,
se consideraron validos para la evaluacion de los objetivos del estudio, excepto
los relacionados con la supervivencia, ya que ambas enfermedades tienen dis-

tinto prondstico.

Para el preprocesamiento de los datos se emplearon los programas Mi-

crosoft Office Excel 365 y Knime Analytics Platform version 4.2.1.

Analisis estadistico

Las variables numéricas se muestran como medianas y percentiles 25 y
75 (P25; P75) y las variables categoricas se presentan como frecuencias abso-

lutas y relativas.

Para evaluar la asociacién entre el CSSmin de bevacizumab o cetuximab
y el beneficio clinico, se realiz6 un analisis de regresion de ecuaciones de esti-
macién generalizadas (GEE?*) (178) para cada farmaco. Este andlisis tiene en
cuenta la correlacién de las diferentes medidas de CSSmin a lo largo del tiempo
para un mismo paciente. La variable dependiente fue el beneficio clinico (si 0 no)
en cada punto temporal de la evaluacién del tumor. La funcién de enlace fue logit
y la estructura de covarianza fue intercambiable. Como variable independiente
se introdujo la CSSmin de bevacizumab o cetuximab en cada punto temporal. La
odds ratio (OR) muestra la asociacién por cada mg/L adicional de CSSmin de
bevacizumab o cetuximab con la probabilidad de tener beneficio clinico. También

se obtuvieron los correspondientes intervalos de confianza al 95% (IC 95%). De

24 Del inglés Generalized Estimating Equations
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igual forma se evalud la relacién entre el CSSmin de bevacizumab o cetuximab y

los efectos adversos y el nivel de funcionalidad del paciente.

La mediana de seguimiento se estim6 mediante el método de Kaplan-
Meier inverso (179). Se evaluaron la SG y la SLP. Para cada farmaco, se desa-
rrollaron cuatro modelos univariables de riesgos proporcionales de Cox, para
evaluar la asociacion entre la mediana de CSSmin (mg/L) o la tltima medida de
CSSmin con cada uno de los resultados (SG y SLP, en cada patologia). Las cur-
vas de supervivencia se estimaron mediante el método de Kaplan-Meier. Se eva-

lué la asuncién de riesgos proporcionales mediante los residuos de Schoenfeld.

Se estimo, por farmaco y patologia, el area bajo la curva de caracteristicas
operativas del receptor (AUC-ROC?%) tiempo-dependiente a 9 y 12 meses para
la SLP y a 24 meses para la SG con la CSSmin mediana y Ultima de cada pa-
ciente. También se llevo a cabo el AUC-ROC con todas las concentraciones de
bevacizumab y cetuximab, respectivamente. Si el AUC-ROC obtenido era supe-

rior a 0,7, se estimd un punto de corte 6ptimo con el método de Youden y de Liu.

Asimismo, se analiz6 con la prueba U de Mann-Whitney la relacion entre

la posologia de cada mAb y la primera CSSmin obtenida por paciente.

Por ultimo, también se desarrollaron modelos univariables de riesgos pro-
porcionales de Cox, para evaluar la asociacion entre los factores individuales con
una influencia potencial en la farmacocinética de estos mAbs o en la superviven-
cia de los pacientes, con cada uno de los resultados (SG y SLP): sexo, edad,
indice de masa corporal (IMC), ECOG al diagndstico, comorbilidad, metastasis,
principal efecto adverso de cada mAb (hipertension arterial en el caso de beva-
cizumab y toxicidad cutanea en el caso de cetuximab), posologia, tratamientos
quimioterapicos previos, mediana de concentracién de fosfatasa alcalina (para

incrementos de 10 en 10 U/L) y mediana de concentracion de albumina.

El nivel de significacion se establecié en 0,05. El software utilizado fue
Stata/IC v.16. (StataCorp. 2019. Stata Statistical Software: Release 16. College
Station, TX: StataCorp LLC).

25 Del inglés Area Under the Curve of Receiver Characteristic Operator

58



Material y métodos

Fuentes de informacion y estrategia de busqueda
bibliografica

Para la busqueda del estado del arte sobre la exposicion-respuesta o la
monitorizacion de niveles plasmaticos de bevacizumab y cetuximab y su corre-
lacion con la respuesta clinica en CCRm y CCyC, se buscé informacion cientifica

usando la metodologia PICO, identificando:

P (de paciente/problema/poblacion): pacientes con CCR o CCyC en trata-

miento con cetuximab y pacientes con CCR en tratamiento con bevacizumab.

— | (de intervencidn): medida de niveles plasmaticos o pardmetros farmacoci-
néticos de cetuximab o bevacizumab.

— C (de comparacion): en nuestro caso sin farmaco comparador.

— O (de Outcome): resultados clinicos o relacion dosis-respuesta.

La busqueda se llevo a cabo en las siguientes bases de datos de literatura

médica:

— Base de datos especializada en revisiones sistematicas: Cochrane Library
(Wiley).
— Bases de datos generales: Medline (PubMed) y Embase (OVID).

Se realizé una busqueda en lenguaje controlado, utilizando descriptores,
a partir de los siguientes términos: cetuximab, bevacizumab, cancer colorrectal,
cancer de cabeza y cuello, farmacocinética, farmacodinamia, aclaramiento de
farmaco, modelo compartimental, monitorizacion terapéutica de farmacos, con-
centracion del farmaco en sangre, exposicion de farmaco, supervivencia libre de
progresién, supervivencia global, relacién exposicion-respuesta, relacién dosis-

respuesta, resultado clinico, eficacia del farmaco, respuesta al farmaco.

Para hacer una busqueda mas exhaustiva, también se incorporaron tér-
minos libres para “cetuximab” y “bevacizumab” en el titulo de los articulos. En el
caso del término “farmacodinamia”, cuando no existia dicho descriptor, se in-

cluyo la busqueda del término libre en titulo, resumen y/o abstract.

La estrategia de busqueda se adapt6 a cada una de las bases de datos y
se incluyeron todo tipo de publicaciones (articulos, resimenes de congresos,

editoriales, etc.), en inglés o en espafiol y sin restriccion de afo. Ver Anexo I.
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Ademas, se obtuvieron articulos adicionales de las listas de referencias
de articulos seleccionados o de la revision continua de la literatura, para localizar
aquellas publicaciones que no se recuperaron con las busquedas automatiza-
das. Por otro lado, se eliminaron las referencias duplicadas.

Para identificar las publicaciones potencialmente relevantes y seleccionar
aguellas para su lectura a texto completo, los criterios de inclusién establecidos

fueron:

— Farmaco de estudio: bevacizumab y cetuximab.

— Patologia estudiada: cancer colorrectal o cancer de cabeza y cuello.

— Referencia a alguno de los siguientes conceptos: niveles de cetuximab o be-
vacizumab en sangre; relacion entre el nivel de cetuximab o bevacizumab en
sangre y los resultados clinicos; parametros farmacocinéticos de cetuximab

0 bevacizumab.

La dltima revision de la evidencia cientifica a través de una busqueda bi-
bliografica estructurada se realiz6 el 12/01/2021. En la Figura 9 y Figura 10 se
muestran los diagramas de flujo seguidos para bevacizumab y cetuximab, res-

pectivamente.
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Figura 9. Diagrama de flujo de la revisidn de la bibliografia de bevacizumab.
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Firmaron el consentimiento informado 57 pacientes. De ellos, 2 pacientes
recibieron ambos farmacos en lineas sucesivas de tratamiento y a 11 pacientes

no se les llego a realizar extraccion por diversas causas (no recogidas).

Se realiz6 una primera determinacion de concentraciones en enero de
2019 con las muestras disponibles, para un primer corte de datos. Posterior-
mente, en mayo de 2020, se analizaron todas las muestras simultaneamente y
no hubo ninguna cuyo analisis por duplicado tuviera una diferencia entre los dos

valores superior al 5%.

Como se ha expuesto previamente, y dadas las particularidades de cada

farmaco, se presentan sus resultados por separado.

Bevacizumab

De los 31 pacientes en tratamiento con bevacizumab, se eliminaron tres
en el preprocesamiento de los datos, dos porque no estaban en estadio metas-
tasico y uno porque no habia alcanzado el estado estacionario teorico definido

previamente.

Analisis descriptivo de pacientes y C3min del grupo de

tratamiento con bevacizumab

Las caracteristicas basales de la poblacién de pacientes con bevacizu-
mab se recogen en la Tabla 1. Todos los pacientes en tratamiento con bevaci-
zumab fueron diagnosticados de CCR con histologia de adenocarcinoma, el 75%
de los pacientes con estadio 1V al diagnéstico y el 100% metastasicos a la inclu-
sion. Solo 9 pacientes a la inclusién (32%) se encontraban en primera linea para
la enfermedad metastasica (mediana de 1 linea previa, maximo 5 lineas previas).
Ninguno se encontraba en tratamiento radioterapico, aunque 6 (21,43%) pacien-
tes habian recibido radioterapia previa y 16 (57,14%) pacientes habian recibido

tratamiento quirdrgico.
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Caracteristica Mediana Rango intercuartilico
Variables continuas
Edad a la inclusién, afos 75 69-78
Peso, Kg 70 58-79
Altura, cm 162 155-168
IMC, Kg/m? 26 23-29
n %

Variables categéricas
Sexo

Hombre 17 60,71

Mujer 11 39,29
Localizacién tumor primario

Colon 17 60,71

Recto 11 39,29
ECOG PS al diagnéstico

0 14 50

21 14 50
Metéstasis pulmonares a la inclusién 15 53,57
Metdastasis peritoneales a la inclusion 7 25
Metdastasis hepaticas a la inclusion 20 71,43
Otra localizacién de las metastasis a la inclusion 7 25
N.° de 6rganos afectados

1 13 46,43

22 15 53,57
N.° metastasis

1-5 13 46,43

6-10 9 32,14

>10 6 21,43
Comorbilidades

0 16 57,14

21 12 42,86
Esquema de QT a la inclusion (+ bevacizumab)

XELOX 4 14,29

mFOLFOX 6 5 17,85

FOLFIRI 7 25,00

Capecitabina 12 42,86
Posologia Bevacizumab

5 mg/kg/2sem 11 39,29

7,5 mg/kg/3sem 17 60,71

Tabla 1. Caracteristicas basales de lapoblacién de pacientes con bevacizumab. IMC: indice
de Masa Corporal; ECOG PS: Eastern Cooperative Oncology Group Scale of Performance Sta-
tus; QT: quimioterapia; XELOX: bevacizumab 7,5 mg/kg dia 1, oxaliplatino 130 mg/m? dia 1,
capecitabina 1.000 mg/m? cada 12 horas dias 1-14 cada 3 semanas; mFOLFOX 6: bevacizumab
5 mg/kg, oxaliplatino 85 mg/m?, folinato calcico 400 mg/m?, fluorouracilo 400 mg/m? en bolo,
fluorouracilo 2.400 mg/m? en perfusion de 46 horas cada 2 semanas; FOLFIRI: bevacizumab 5
mg/kg, irinotecan 180 mg/m?, folinato céalcico 400 mg/m?2, fluorouracilo 400 mg/m? en bolo, fluo-

rouracilo 2.400 mg/m? en perfusion de 46 horas cada 2 semanas; Capecitabina: bevacizumab

7,5 mg/kg dia 1, capecitabina 1.000 mg/m? cada 12 horas en dias 1-14 cada 3 semanas.
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Se elimind un paciente por presentar una concentracion de 198,68 mg/L,
que fue considerada como valor fuera de rango, al superar 1,5 veces el valor

absoluto del rango intercuartilico.

Se analizaron 50 muestras de 27 pacientes con CCRm (minimo 1 concen-
tracion por paciente y maximo 6, media de 1,9), la Csmin media de bevacizumab
fue 42,42 + 36,37 mg/L (coeficiente de variacion, CV: 86%, rango 1,76 - 171,4
mg/L), mediana de 32,28 mg/L.

Analizando las concentraciones por pauta posoldgica, el régimen de do-
sificacion que alcanzé concentraciones medianas mas altas (41,3 mg/L) fue el
de 7,5 mg/kg cada 3 semanas, el mas frecuente en la poblacion de estudio (Tabla
2).

Conc. Conc. ;
; ; i Min Max
Posologia de bevacizumab media DE (mg/L) mediana
(mg/L)  (mg/L)
(mg/L) (mg/L)
5 mg/kg cada 2 semanas 27,56 19,40 26,30 1,76 72,03
7,5 mg/kg cada 3 semanas 53,19 41,96 41,3 2,03 171,4

Tabla 2. Descripcién de las concentraciones valle en estado estacionario de bevacizumab
segun posologia. Conc.: concentracion; DE: desviacién estandar.
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Analisis descriptivo de las C3*min de bevacizumab

segun tasa de control de la enfermedad

Las Cmin de bevacizumab, con relacion al beneficio clinico, no fueron
uniformes segun el orden de extraccion de las muestras en cada paciente, como

puede observarse en la Tabla 3.

Conc.

Orden Beneficio : DE P50 P25 P75
extraccion clinico N media (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
(mg/L)
No 7 33,63 20,79 35,85 16,49 38,01
§ Si 20 40,32 27,49 37,90 19,95 51,17
a Total 27 38,59 25,71 35,85 18,14 48,90
No 6 39,96 35,98 30,75 11,92 71,40
.‘é Si 8 33,00 20,14 27,24 25,46 42,27
(@]
& Total 14 35,98 27,00 27,24 16,10 45,39
No 1 15,58 NA 15,58 15,58 15,58
g Si 3 26,92 39,16 6,96 1,76 72,03
= Total 4 24,08 32,47 11,27 4,36 43,81
© Si 2 67,54 60,74 67,54 24,59 110,49
gé Total 2 67,54 60,74 67,54 24,59 110,49
© Si 2 86,40 84,99 86,40 26,30 146,49
'é, Total 2 86,40 84,99 86,40 26,30 146,49
o No 1 171,40 NA 171,40 171,40 171,40
§ Total 1 171,40 NA 171,40 171,40 171,40

Tabla 3. Caracteristicas de las concentraciones valle en estado estacionario de bevacizu-
mab segun el orden de extraccion y la evaluacion RECIST. Beneficio clinico: EE + RP +

RC; Conc.: concentracién; DE: desviacién estandar.
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Relacion exposicion-respuesta

Las concentraciones plasmaticas por orden de extraccion se mantuvieron
constantes independientemente de la respuesta al tratamiento, como se observa

en la Figura 11.
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Figura 11. Concentraciones plasméticas de bevacizumab (medias e IC95%) en funcién la
respuesta al tratamiento segin el orden de extraccion de la muestra en cada paciente. Los
valores negativos son debidos a la estimacién del IC95% y deben interpretarse como valores
iguales a 0.

No se encontrd asociacion entre la exposicion a bevacizumab vy la res-
puesta clinica. El modelo de GEE no sugirié ninguna asociacion positiva entre
CSSmin de bevacizumab y el beneficio clinico (OR 0,99; IC 95%: 0,98-1,02,
p=0,863). Es mas, la OR fue contraintuitiva: por cada mg/L adicional, menor pro-
babilidad de respuesta (como se ha visto en la descriptiva de las concentracio-

nes), aunque sin significacion estadistica.

Se obtuvo la probabilidad de beneficio clinico predicha por el modelo (IC
95%) respecto a incrementos de 20 mg/L de CSSmin de bevacizumab (Tabla 4,

Figura 12). Como puede apreciarse en la Figura 12, la probabilidad de respuesta
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permanece practicamente constante alrededor del 70% independientemente de

la concentracion.

CSSmin (mg/L) Probabilidad p-valor IC 95%

0 0,717 <0,001 0,53 0,91
20 0,711 <0,001 0,56 0,86
40 0,705 <0,001 0,58 0,83
60 0,699 < 0,001 0,56 0,84
80 0,693 <0,001 0,51 0,87
100 0,687 < 0,001 0,45 0,92
120 0,681 <0,001 0,38 0,98
140 0,675 <0,001 0,30 1,05
160 0,668 0,003 0,22 1,11
180 0,662 0,012 0,14 1,18
200 0,655 0,031 0,06 1,25

Tabla 4. Método Delta para la prediccién de probabilidad de beneficio clinico en funcién

de la CSSmin de bevacizumab.
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Probabilidad de beneficio clinico predicha
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CSSmin Bevacizumab
Figura 12. Probabilidad de beneficio clinico predicha por el modelo, aintervalos de C3min
de bevacizumab de 20 mg/L. Las lineas verticales representan los intervalos de confianza
al 95% (IC 95%).
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Relacién entre la C3*min y la supervivencia

La mediana de seguimiento de los 27 pacientes en tratamiento con beva-
cizumab fue de 14 meses (IC 95%: 9,30-16,47). La mediana de SG fue de 25
meses (IC95%: 17,47- no estimable) (Figura 13). La regresiéon de Cox mostré
que mayores CSSmin medianas estaban asociadas con mejores SG (HR 0,86, IC
95%: 0,73-1,01, p=0,060). También se observd esta relacion con la ultima
CSSmin de cada paciente (HR=0,87, IC 95%: 0,74-1,01, p=0,064).

La mediana de SLP fue de 11 meses (IC 95% 6,33-17,47) (Figura 14).
Por el contrario, no se observé ninguna asociacion entre la mediana de las
CSSmin de cada paciente (HR 0,98, IC 95%: 0,96-1,01, p=0,213) con la SLP, ni
con la ultima CSSmin (HR 0,99, IC 95%: 0,98-1,01, p=0,312).
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Valor de C**min con mayor probabilidad de beneficio
clinico

Se estim6 el AUC-ROC tiempo-dependiente con la CSSmin mediana y l-
tima, tanto para la SG (a 24 meses) como para la SLP (a 9 y 12 meses), pero

ningun valor alcanzo6 un valor = 0,7 para considerarlo buen biomarcador (Tabla

5). Por tanto, no se buscé punto de corte 6ptimo.

SG (24 meses) SLP (12 meses) SLP (9 meses)

CSSmin mediana 0,255 0,395 0,351

CSSmin dltima 0,120 0,418 0,415

Tabla 5. Area bajo la curva ROC para SGy SLP a 24,12y 9 meses, con el método de Kaplan
Meier, para bevacizumab en CCRm.

El analisis de la curva de ROC (n=50) tuvo poca capacidad discriminatoria
(AUC-ROC 0,521, IC 95%: 0,34-0,71) y, por tanto, no se estimoé punto de corte
(Figura 15).

Sensibilidad
0,50 0.75 1,00

0.25

0,00

I
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

1 - Especificidad

Figura 15. Curva ROC para C®Smin de bevacizumab.
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Relaciéon entre la C3*min y los efectos adversos

No se observo relacion entre las C*min de bevacizumab en cada mues-
treo y los efectos adversos en ese momento (cualquier efecto adverso) (OR 1,00;
IC 95%=0,99-1,02, p=0,633). Ni, mas concretamente, con hipertension, principal
toxicidad de clase observada con el farmaco (OR 1,00, 1C95%= 0,99-1,02,

p=0,862), como se puede observar en la Figura 16.
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Figura 16. Probabilidad de hipertensién predicha por el modelo, aintervalos de CSSmin de
bevacizumab de 20 mg/L. Las lineas verticales representan los intervalos de confianza al
95% (IC 95%).
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Relacion entre la C**min y el nivel de funcionalidad

No se observod relaciéon entre la C*min de bevacizumab en cada muestreo
y el ECOG en ese momento (OR 0,99; IC 95%= 0,97-1,02, p=0,837) (Figura 17).

Probabilidad de ECOG =z 2 predicha
|
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Figura 17. Probabilidad de ECOG PS 2 2 predicha por el modelo, aintervalos de C>min de
bevacizumab de 20 mg/L. Las lineas verticales representan los intervalos de confianza al
95% (IC 95%).

Relacién entre la primera C**min y la posologia

Para la primera CSSmin obtenida por paciente, se obtuvieron CSmin de
bevacizumab mas elevadas con la administracion cada 3 semanas (7,5 mg/kg)
que con la administracién cada 2 semanas (5 mg/kg) (p=0,030) (Tabla 6).

Media DE P50 P25 P75

Posologia de bevacizumab
(mg/l)  (mg/L)  (mg/lL)  (mg/L) (mg/L)

5 mg/kg cada 2 semanas 11 26,54 18,86 23,22 12,64 43,09

7,5 mg/kg cada 3 semanas 16 46,86 27,01 42,93 28,66 62,52

Tabla 6. Caracteristicas de la primera C3min en funciéon de la posologia de bevacizumab.

DE: desviacién estandar.
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Resultados

Analisis univariable de Cox

El andlisis de regresion de Cox no encontré asociacion entre la SG y nin-
guna de las variables predictoras evaluadas (Tabla 7). Sin embargo, si que iden-
tificé la edad (p=0,029), la mediana de concentraciones de FA (p=0,049) y la
mediana de concentraciones de albumina (p=0,059) como factores de riesgo de
progresion (Tabla 8).

Variable Hazard ratio IC 95% p-valor
Sexo (hombre) 0,63 0,09-4,56 0,648
Edad 1,02 0,89-1,18 0,754
IMC 0,88 0,68-1,15 0,346
Comorbilidad (0 vs 1) 0,52 0,05-4,98 0,568
Metastasis (1-5 vs 6-10) 2,47 0,22-28,01 0,466
Hipertension arterial (si vs no) 1,73 0,18-16,78 0,638
Posologia (7,5 mg/kg cada 3 semanas) 0,62 0,09-4,42 0,634
Tratamientos QT previos 0,72 0,29-1,81 0,486
Mediana concentracion FA 1,02 0,99-1,06 0,229
Mediana concentracion AlbUmina 0,33 0,02-4,52 0,405

Tabla 7. Andlisis univariable de Cox de los factores de riesgo para SG para bevacizumab

(n=27). IMC: indice de Masa Corporal; QT: quimioterapia; FA: Fosfatasa Alcalina.

Variable Hazard ratio IC 95% p-valor
Sexo (hombre) 0,46 0,16-1,34 0,154
Edad 1,09 1,01-1,18 0,029
IMC 1,03 0,90-1,17 0,701
Comorbilidad (0 vs 1) 1,54 0,52-4,53 0,436
Metastasis (1-5 vs 6-10) 1,11 0,37-3,31 0,857
Hipertension arterial (si vs no) 1,18 0,39-3,53 0,771
Posologia (7,5 mg/kg cada 3 semanas) 1,59 0,52-4,83 0,412
Tratamientos QT previos 1,05 0,71-1,56 0,799
Mediana concentracion FA 1,03 1,00-1,06 0,049
Mediana concentracion Albumina 0,27 0,07-1,05 0,059

Tabla 8. Analisis univariable de Cox de los factores de riesgo para SLP para bevacizumab

(n=27). IMC: indice de Masa Corporal; QT: quimioterapia; FA: Fosfatasa Alcalina.
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Resultados

Cetuximab

De los 17 pacientes en tratamiento con cetuximab incluidos en el estudio,
se han evaluado a 16. En el preprocesamiento de los datos se eliminé un pa-
ciente con CCR porque no estaba en estadio metastasico. Dos pacientes en el
grupo de CCyC tuvieron diagnaostico histologico de cancer de eséfago y se man-
tuvieron en la valoracion de la respuesta, pero se excluyeron de los analisis de

supervivencia por la posibilidad de presentar diferente prondstico.

Analisis descriptivo de pacientes y Cmin de los

grupos de tratamiento con cetuximab

De los pacientes evaluados, siete (43,75%) estaban diagnosticados de
CCRm y nueve (56,25%) de CCyC. Todos los pacientes en tratamiento con cetu-

ximab para CCRm eran Wild Type para RAS, segun protocolo del centro.

Las caracteristicas basales de la poblacion de pacientes con cetuximab
se recogen en la Tabla 9. Nueve de los pacientes (56,25%) en tratamiento con
cetuximab tuvieron histologia epidermoide y siete (43,75%) adenocarcinoma. El
56,25% de los pacientes fueron estadio IV al diagndstico y el 100% a la inclusion,
aunque cuatro (25%) no presentaron metastasis a distancia (pacientes con
CCyC).

Siete pacientes a la inclusién (43,75%) se encontraban en primera linea
para la enfermedad metastasica (mediana de 1 linea previa, maximo 3 lineas
previas) y ninguno se encontraba en tratamiento radioterapico. Ocho pacientes
(50%) habian recibido radioterapia previa y 10 (62,5%) habia recibido trata-

miento quirdrgico.
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Resultados

Caracteristica . Rango inter-
Mediana o
cuartilico
Variables continuas
Edad a la inclusién, afios 73 69-75
Peso, Kg 65 58-71
Altura, cm 160 158-163
Superficie corporal, cm? 1,69 1,59-1,74
n %
Variables categéricas
Sexo
Hombre 12 75
Mujer 4 25
Localizacién tumor primario
Colorrectal 7 43,75
Colon 4 -
Recto 3 -
Cabeza y cuello 9 56,25
Orofaringe 4 -
Laringe 4 -
Faringe 1 -
ECOG PS al diagnéstico
0 4 25,00
21 12 75,00

Metéastasis pulmonares a la inclusién 7 43,75
Metéastasis peritoneales a la inclusion 6 37,50
Metéstasis hepaticas a la inclusién 4 25,00
Otra localizacién de las metéstasis a la inclusion 5 31,25
N.° de 6rganos afectados

0-1 10 62,50

22 6 37,50
N.° metastasis

0 4 25,00

1-5 7 43,75

6-10 4 25,00

>10 1 6,25
Comorbilidades

0 5 31,25

=1 11 68,75
Esquema de QT a la inclusiéon (+ cetuximab)

Cetuximab monoterapia 3 18,75

FOLFIRI 3 18,75

Irinotecén 1 6,25

Paclitaxel-carboplatino 7 43,75

mMFOLFOX6 1 6,25

XELOX 1 6,25
Posologia Cetuximab

250 mg/m?/sem 11 68,75

500 mg/m?3/2sem 5 31,25

Tabla 9. Caracteristicas basales de la poblacion de pacientes con cetuximab. ECOG PS: Eas-
tern Cooperative Oncology Group Scale of Performance Status; QT: quimioterapia; Cetuximab monoterapia: cetuximab
250 mg/m? semanal; FOLFIRI: cetuximab 500 mg/m? (o 250 mg/m? dias 1y 8), irinotecan 180 mg/m?, folinato calcico 400
mg/m?, fluorouracilo 400 mg/m? en bolo, fluorouracilo 2.400 mg/m? en perfusion de 46 horas cada 2 semanas; Irinotecan:
cetuximab 500 mg/m?, irinotecan 180 mg/m? cada 2 semanas; Paclitaxel-carboplatino: cetuximab 250 mg/m?, paclitaxel
60 mg/m?, carboplatino AUC 2 dias 1, 8, 15 y 22 cada 28 dias; mFOLFOX 6: cetuximab 500 mg/m?, oxaliplatino 85
mg/m?, folinato célcico 400 mg/m?, fluorouracilo 400 mg/m? en bolo, flourouracilo 2.400 mg/m? en perfusion de 46 horas
cada 2 semanas; XELOX: cetuximab 250 mg/m? dias 1, 8 y 15, oxaliplatino 130 mg/m? dia 1, capecitabina 1.000 mg/m?
cada 12 horas dias 1-14 cada 3 semanas.
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No se encontrd ningun valor fuera de rango por la regla de 1,5 x el valor
absoluto del rango intercuartilico. Se analizaron 30 muestras de 16 pacientes
con CCRm y CCyC (minimo 1 concentracion por paciente y maximo 4, media de
1,9), la C*min media de cetuximab fue 43,18 £ 35,73 mg/L (CV: 83%, rango 0 —
107,4 mg/L), mediana de 26,86 mg/L.

Analizando las concentraciones por pauta posolégica, el régimen de do-
sificacion que alcanzé concentraciones medianas mas altas (75,08 mg/L) fue el
de 500 mg/m? cada 2 semanas, el menos frecuente en la poblacién de estudio
(Tabla 10).

Conc. Conc. :
; i DE : Min Max
Posologia de cetuximab media mediana
(mg/L) (mg/L)  (mg/L)
(mg/L) (mglL)
250 mg/m? cada semana 32,06 30,38 19,21 0 107,40
500 mg/m? cada 2 semanas 65,44 36,61 75,08 3,10 103,97

Tabla 10. Descripcion de las concentraciones valle en estado estacionario de cetuximab

segun posologia. Conc.: concentracion; DE: desviacion estandar.
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Analisis descriptivo de las C3min de cetuximab segun

tasa de control de la enfermedad

Las Csmin de cetuximab, con relacion al beneficio clinico, fueron unifor-
mes segun el orden de extraccion de las muestras en cada paciente, como puede

observarse en la Tabla 11.

. Conc.
Orden Beneficio : DE P50 P25 P75
» . N media
extraccion clinico (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
(mg/L)
No 3 40,61 37,92 19,12 18,31 84,39
o
E Si 13 44,21 39,00 25,00 15,62 79,38
o Total 16 43,53 37,55 22,15 16,97 81,89
No 3 28,48 23,83 27,43 5,19 52,81
«
-§ Si 7 68,63 26,61 66,54 53,55 95,80
(@]
3]
n Total 10 56,59 31,22 59,83 27,43 70,78
No 1 0 - 0 0 0
o
o Si 2 15,08 15,86 15,08 3,86 26,29
)
= Total 3 10,05 14,20 3,86 0 26,29
© No 1 3,03 - 3,03 3,03 3,03
3
3 Total 1 3,03 - 3,03 3,03 3,03

Tabla 11. Caracteristicas de las concentraciones valle en estado estacionario de cetuxi-
mab segln el orden de extraccion y la evaluacion RECIST. Beneficio clinico: EE + RP +

RC; Conc.: concentracién; DE: desviacién estandar.
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Resultados

Relacion exposicion-respuesta

Para el objetivo principal, se analizaron conjuntamente las 30 muestras
de 16 pacientes con CCRm y CCyC: 14 muestras de 7 pacientes con CCRm y

16 muestras de 9 pacientes con CCyC.

Al igual que con bevacizumab, las concentraciones plasmaticas por orden
de extraccion se mantuvieron estables independientemente de la respuesta al

tratamiento, como se observa en la Figura 18.
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Figura 18. Concentraciones plasmaticas de cetuximab (medias e IC95%) en funcién lares-
puesta al tratamiento segun el orden de extraccién de la muestra en cada paciente. Los
valores negativos son debidos a la estimacién del IC95% y deben interpretarse como valores
iguales a 0.

En este caso tampoco se encontrd asociacion entre la CSSmin de cetuxi-
mab y la respuesta clinica. Sin embargo, para el mAb cetuximab, el modelo de
GEE sugirié una asociacion positiva entre la CSSmin y el beneficio clinico (OR
1,02; IC 95%: 0,99-1,05, p=0,113), aunque no alcanzara significacién estadistica.
A mayor concentracion, mayor probabilidad de respuesta (como ya se ha visto

en la descriptiva de las concentraciones).
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Tanto en la Tabla 12, como en la Figura 19, se muestra la probabilidad de
beneficio clinico predicha por el modelo a intervalos de CSSmin de cetuximab de
20 mg/L.

CSSmin (mg/L) Probabilidad p-valor IC 95%

0 0,59 < 0,001 0,34 0,84
20 0,69 <0,001 0,53 0,85
40 0,77 <0,001 0,64 0,91
60 0,84 < 0,001 0,69 0,99
80 0,89 < 0,001 0,74 1,04
100 0,93 <0,001 0,79 1,07
120 0,95 <0,001 0,83 1,07
140 0,97 <0,001 0,87 1,06
160 0,98 <0,001 0,91 1,05
180 0,99 <0,001 0,93 1,04
200 0,99 <0,001 0,95 1,03

Tabla 12. Método Delta para la prediccién de probabilidad de beneficio clinico en funcién

de la CSSmin de cetuximab.

Probabilidad de beneficio clinico predicha

T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
C3%min Cetuximab
Figura 19. Probabilidad de beneficio clinico predicha por el modelo, aintervalos de C3min
de cetuximab de 20 mg/L. Las lineas verticales representan los intervalos de confianza al
95% (IC 95%).
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Resultados

Relacidon entre la C3*min y la supervivencia

Cetuximab en CCRm

La mediana de seguimiento de los 7 pacientes en tratamiento con cetuxi-
mab para CCRm fue de 27 meses (IC 95%: 11,13- no estimable) y no se alcanz6
la mediana de SG (Figura 20). La regresion de Cox no mostré asociacion entre
la mediana de las C5Smin (HR 0,99, IC 95%: 0,95-1,05, p=0,938) o la ultima
CSSmin (HR=1,04, IC 95%: 0,98-1,11, p=0,212) con la SG.

La mediana de SLP fue de 16 meses (IC 95% 4,03- no estimable) (Figura
21). En este caso tampoco se observé asociacion entre la mediana de las CSSmin
(HR 0,96, IC 95%: 0,92-1,01, p=0,152) con la SLP, ni con la tltima CSSmin (HR
1,02, IC 95%: 0,97-1,07, p=0,442).
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Resultados

Cetuximab en CCyC

La mediana de seguimiento de los 7 pacientes en tratamiento con cetuxi-
mab para CCyC fue de 19 meses (IC 95%: 17- no estimable) y tampoco se al-
canzo la mediana de SG (Figura 22). La regresion de Cox no mostré asociacion
entre la mediana de las CSSmin (HR 0,99, IC 95%: 0,91-1,07, p=0,746) o la tltima
CSSmin (HR=1,04, IC 95%: 0,94-1,16, p=0,416) con la SG.

La mediana de SLP fue de 12 meses (IC 95% 4,4- no estimable) (Figura
23). No se observo asociacion entre la mediana de las CSSmin (HR 1,02, IC 95%:
0,95-1,08, p=0,616) con la SLP, ni con la Gltima CSSmin (HR 1,12, IC 95%: 0,99-
1,27, p=0,063).
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Resultados

Valor de C**min con mayor probabilidad de beneficio
clinico

Aunque ninguno de los valores alcanzo6 un valor =2 0,7 en el AUC-ROC
tiempo-dependiente para considerarlo buen biomarcador, se exploré un punto de
corte (Tabla 13 y Tabla 14). Se encontraron dos puntos de corte que se aproxi-
maron con buena sensibilidad y especificidad:

— En CCRm: el punto de corte para la ultima CSSmin a 24 meses fue 66,5 mg/L
(88% de sensibilidad y 100% de especificidad).

— En CCyC: el punto de corte para la tltima CSSmin a 12 meses fue 3,1 mg/L
(100% de sensibilidad y 100% de especificidad).

SG (24 meses) SLP (12 meses) SLP (9 meses)

CSSmin mediana 0,393 0,167 0,300

CSSmin dltima 0,624 0,167 0,300

Tabla 13. Area bajo la curva ROC para SGy SLP a 24, 12 y 9 meses, con el método de
Kaplan Meier, para cetuximab en CCRm.

SG (24 meses) SLP (12 meses) SLP (9 meses)

CSSmin mediana 0,250 0,417 0,417

CSSmin dltima 0,500 0,667 0,583

Tabla 14. Area bajo la curva ROC para SGy SLP a 24, 12 y 9 meses, con el método de

Kaplan Meier, para cetuximab en CCyC.
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Resultados

El andlisis de la curva de ROC de todas las concentraciones (n=30) tuvo
mejor capacidad discriminatoria (AUC-ROC 0,710, IC 95%: 0,49-0,93). El punto
de corte con mayor probabilidad de beneficio clinico estimado, mayor sensibili-
dad (0,73) y especificidad (0,63), fue de 19,12 mg/L (Figura 24).
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Figura 24. Curva ROC para CSmin de cetuximab.
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Resultados

Relacién entre la C3*min y los efectos adversos

No se observo relacion entre las C*min de cetuximab en cada muestreo
y los efectos adversos en ese momento (cualquier efecto adverso) (OR 1,00; IC
95%= 0,98-1,03, p=0,773). Ni, mas concretamente, con toxicidad cutanea (OR
1,00, IC 95%= 0,99-1,03, p=0,378) como se puede observar en la Figura 25.
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Figura 25. Probabilidad de toxicidad cutanea predicha por el modelo, a intervalos de
CSSmin de cetuximab de 20 mg/L. Las lineas verticales representan los intervalos de
confianza al 95% (IC 95%).
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Resultados

Relacion entre la C**min y el nivel de funcionalidad

No se observo relacion entre la C*min de cetuximab en cada muestreo y
el ECOG en ese momento (OR 0,99; IC 95%= 0,96-1,02, p=0,653) (Figura 26).

Probabilidad de ECOG = 2 predicha
0,2 0.4
1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
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Figura 26. Probabilidad de ECOG PS 2 2 predicha por el modelo, aintervalos de C>min de
cetuximab de 20 mg/L. Las lineas verticales representan los intervalos de confianza al 95%
(IC 95%).

Relacidén entre la primera C**min y la posologia

Para la primera CSSmin obtenida por paciente, se obtuvieron C*min de
cetuximab mas elevadas con la administracién cada 2 semanas (500 mg/m?) que
con la administracién semanal (250 mg/m?) (p=0,335) (Tabla 15).

Media DE P50 P25 P75

Posologia de bevacizumab
(mg/l) (mg/Lt)  (mg/L)  (mg/L) (mg/L)

250 mg/m? cada semana 11 35,61 33,32 19,12 15,62 58,62

500 mg/m? cada 2 semanas 5 60,96 44,27 79,38 25,00 95,73

Tabla 15. Caracteristicas de la primera CS°min en funcion de la posologia de cetuximab.

DE: desviacién estandar.
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Resultados

Analisis univariable de Cox

El andlisis de regresion de Cox encontré asociacion entre la SG y una
puntuacion de 1 en el indice de comorbilidad (p=0,048) y también con la toxicidad
cutanea (p=0,045) (Tabla 16). Sin embargo, no identifico ninguna de las variables
predictoras evaluadas como factores de riesgo de progresion (Tabla 17).

Variable Hazard ratio IC 95% p-valor
Sexo (hombre) 2,19 0,26-18,19 0,470
Edad 0,93 0,82-1,06 0,264
Superficie corporal 0,22 0,00-252,26 0,670
Comorbilidad (0 vs 1) 0,17 0,03-0,98 0,048
Metéstasis (1-5 vs 6-10) 1,46 0,24-8,99 0,681
Toxicidad cuténea 0,18 0,03-0,96 0,045
Posologia (500 mg/m2 ¢/ 2 semanas) 0,30 0,04-2,49 0,263
Tratamientos QT previos 0,56 0,22-1,39 0,210
Mediana concentracion FA 1,05 0,96-1,16 0,267
Mediana concentracion Albumina 1,53 0,63-3,73 0,347

Tabla 16. Andlisis univariable de Cox de los factores de riesgo para SG para cetuximab

(n=16). QT: quimioterapia; FA: Fosfatasa Alcalina.

Variable Hazard ratio IC 95% p-valor
Sexo (hombre) 1,28 0,27-6,00 0,752
Edad 0,92 0,81-1,03 0,152
Superficie corporal 24,83 0,08-773,54 0,273
Comorbilidad (0 vs 1) 0,50 0,13-1,87 0,301
Metastasis (1-5 vs 6-10) 1,23 0,26-5,89 0,794
Toxicidad cutanea 0,86 0,26-2,82 0,801
Posologia (500 mg/m? ¢/2 semanas) 0,34 0,07-1,61 0,175
Tratamientos QT previos 0,76 0,43-1,33 0,340
Mediana concentracion FA 1,04 0,99-1,01 0,317
Mediana concentracion Albumina 1,04 0,71-1,53 0,841

Tabla 17. Anédlisis univariable de Cox de los factores de riesgo para SLP para cetuximab
(n=16). QT: quimioterapia; FA: Fosfatasa Alcalina.
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Discusion

A pesar del conocimiento que existe hoy en dia sobre las covariables que
influyen en los parametros farmacocinéticos de bevacizumab y cetuximab, la he-
rramienta de monitorizacion de estos mAbs oncoldgicos no se ha implantado en
la practica clinica. Esta situacion es debida, en parte, a la falta de concentracio-

nes objetivo en los diferentes tumores donde tienen indicacion.

Para ampliar el conocimiento de la relacion entre la exposicion a bevaci-
zumab y cetuximab y su efectividad en el tratamiento del CCRm o del CCyC,
seleccionamos la C*min y la tasa de respuesta al tratamiento, la SLP y la SG.
Esta concentracion, ademas de representar la exposicion sistémica y correlacio-
nar con el efecto (100,146), nos permitié realizar varias mediciones exposicion-

respuesta por paciente y de esta manera aumentar el nimero de datos.

Como hemos hecho en anteriores apartados, comentaremos los resulta-
dos de ambos mAbs por separado para, posteriormente, comentar las limitacio-

nes, fortalezas e implicaciones del estudio realizado.

Bevacizumab

No se encontré relaciéon entre las CSSmin de bevacizumab y el beneficio
clinico, objetivo principal de nuestro estudio. Sin embargo, una mayor exposicion
si que se asocio a una mejor SG, aungue con un valor ligeramente significativo
desde el punto de vista estadistico, debido probablemente al limitado tamafio de
la muestra. En cambio, esta asociacion no fue observada con la SLP, pudiendo
ser debido a que 3 de los 16 pacientes (19%) que progresaron continuaron tra-
tamiento con bevacizumab. Estudios previos (180-182) han mostrado que el uso
de bevacizumab después de la progresion podria aumentar la supervivencia y
esta situacion ya se observé en el estudio de Caulet y cols. (98) tras 2 meses de
tratamiento. En dicho estudio, el analisis univariable de Cox para la concentra-
cion de bevacizumab a los 2 meses de tratamiento en pacientes con CCRm,
obtuvo un HR 1,64 (IC 95% 1,08-2,52, p=0,0249) como factor de riesgo de
muerte, y no fue significativo como factor de riesgo de progresion (HR 2,52, IC
95% 1,02-4,02, p=0,0551). Si bien es cierto, la concentracién a los 2 meses no
resultd en un factor de riesgo independiente en los respectivos andlisis multiva-

riables.
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Discusiéon

La relaciéon negativa que se observa entre la CSSmin y la tasa de beneficio
clinico pudo ser debida a la heterogeneidad de pacientes (esquemas quimiote-
rapicos, posologia de bevacizumab y lineas de tratamiento) que no se observa
en otros estudios en pacientes con CCRm, en los que si que encontraron rela-
ciones estadisticamente significativas entre las concentracionesy la SG o la SLP
(98,119,163). Esta discrepancia con nuestros resultados puede deberse, ade-
mas, a una escasa correlacion entre las tasas de respuestas antitumorales y los

beneficios en supervivencia.

El estudio de Akbulut y cols. (119), presentado en la reunién anual de la
American Society of Clinical Oncology 2018, midio niveles valle de bevacizumab
(5mg/kg cada 2 semanas) a dia 14 en 88 pacientes con CCRm tratados en pri-
mera (35%) o segunda linea junto con irinotecan (51%) u oxaliplatino y observa-
ron que los pacientes con valles < 25 mg/L tuvieron una menor SG cuando se
compard con pacientes con niveles > 25 mg/L (12 meses vs 24 meses, p =
0,0198). Concluyeron que los niveles valle de bevacizumab tras el primer ciclo
podrian ser un buen predictor de supervivencia para el tratamiento con bevaci-

zumab en estos pacientes.

Caulet y cols. (98) llevaron a cabo un estudio multicéntrico con 137 pa-
cientes con CCRm tratados en primera linea con un esquema de quimioterapia
en combinacién con bevacizumab. Los pacientes recibieron 4 ciclos de bevaci-
zumab a 5 mg/kg cada 2 semanas (73% con FOLFIRI) y midieron las Cmin de
bevacizumab, entre otros. Evidenciaron, mediante un analisis multivariante, la
relacion entre la concentracion valle de bevacizumab a dia 14 (como factor de
riesgo independiente) y la supervivencia. Asi, concentraciones valle > 15,5 mg/L
se asociaron con una mayor SG (33,9 vs 17,3 meses, p=0,006) y una mayor SLP
(13,2 vs 8,7 meses, p=0,0039).

No obstante, medir Gnicamente las concentraciones plasmaéaticas al inicio
del tratamiento podria suponer una desventaja puesto que el tamafo o la carga

tumoral pueden cambiar tras varias dosis de tratamiento (48).

Un estudio llevado a cabo con concentraciones en estado estacionario
(163), investig6 la relacion entre la mediana de la CSSmin y la SG en pacientes

con CCRm tratados en primera linea. En pacientes tratados con bevacizumab a
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5 mg/kg cada 2 semanas o 7,5 mg/kg cada 3 semanas en combinacién con oxali-
platino o irinotecan y fluoropirimidinas. Establecieron 3 rangos de concentracio-
nes y observaron que los pacientes con mayores SG tuvieron también exposi-
ciones de bevacizumab (CSSmin medianas 2 87,9 mg/L) significativamente ma-
yores (p=0,0003). La mediana de sus CSSmin fue 74,6 mg/L (rango: 10,9-195,5),
muy diferente a la de nuestro estudio: 32,28 mg/L (rango: 1,76-171,40). Es ne-
cesario remarcar que su poblacién de pacientes fue tratada en primera linea del

estadio metastasico.

Estas tres investigaciones, como en nuestro estudio, también realizaron
la medicion de niveles séricos de bevacizumab mediante ELISA y evaluaron la

respuesta por criterios RECIST.

Son varios los estudios que se han llevado a cabo buscando biomarcado-
res predictivos de respuesta a bevacizumab en CCRm sin éxito (VEGF-A, muta-
ciones KRAS y BRAF o antigeno carcinoembrionario, entre otros) (183). De ahi
la relevancia que podrian tener estudios como el nuestro que encontraran un
punto de corte de concentracién como predictor de respuesta. Sin embargo, y
como consecuencia de los resultados de nuestro objetivo principal, la curva ROC
no fue capaz de discriminar un punto de corte (CSSmin) predictor de beneficio
clinico dado que el AUC-ROC fue de 0,521 y, habitualmente, se establece un
valor 20,7 para considerarlo buen biomarcador (184,185). En este sentido, Pa-
pachristos y cols. (163) obtuvieron una AUC-ROC = 0,739 (p= 0,009), aunque no
reportaron el punto de corte 6ptimo obtenido mediante este método y sefialaron
concentraciones superiores a 87,9 mg/L como las asociadas a mayor supervi-
vencia (163,186); si bien, en nuestro estudio, no pudimos estimar su validez por-
que solo 3 pacientes tuvieron una concentracion por encima de este valor. Caulet
y cols. (98), por su parte, establecieron un punto de corte superior a 16 mg/L,

mediante el método de Hothorn-Zeileis, para la Cmin a dia 14.

En cuanto a la relacion entre las concentraciones y la hipertension arterial,
aungue la ficha técnica (9) indica que “los datos de seguridad clinica sugieren
gue es probable que la incidencia de hipertensién sea dependiente de la dosis”,
en nuestro estudio no se observo relacion entre las CSSmin y la hipertension que

provoca este farmaco. Tampoco se hallé relacion entre las CSSmin y otros efectos
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adversos. Probablemente en ambos casos fue debido al bajo registro de estos

eventos en la historia clinica, al tratarse de un estudio en vida real.

Por otro lado, como previamente habian publicado Lu y cols. (93), no en-
contramos asociacion entre mayores CSSmin de bevacizumab y mejor estado
general, aunque algunos autores lo habian sugerido (159,187). Ya que es mas

probable que el ECOG estuviera determinado por la quimioterapia concomitante.

La mediana de SG de los pacientes fue de 25 meses. Teniendo en cuenta
que al diagndstico el 75% eran metastasicos, esta supervivencia entra dentro de

lo esperado (4) y esta en linea con otras investigaciones (98).

Como se ha descrito previamente (93,111,112) existen distintas covaria-
bles que explican la variabilidad de la farmacocinética de bevacizumab, como
son el sexo, el peso corporal, la albumina, la fosfatasa alcalina o la quimioterapia.
Para ilustrar este hecho, sirva como referencia el modelo farmacocinético pobla-
cional de bevacizumab descrito por Lu y cols. (93,110) y realizado con datos de
concentraciones de ocho ensayos clinicos fase I-lll en diferentes tumores soli-
dos. En este estudio la variabilidad interindividual en el volumen de Ci1y en el
aclaramiento fue elevada, del 40% y el 60%, respectivamente, y las principales
covariables que afectaron a estos parametros farmacocinéticos fueron el peso

corporal y el sexo.

En nuestro estudio, las concentraciones de bevacizumab fueron muy va-
riables, obteniendo un coeficiente de variacion del 70% para la pauta de 5 mg/kg
cada 2 semanasy del 79% para la de 7,5 mg/kg cada 3 semanas. Datos alejados
de los del estudio en CCRm de Zhi y cols. (188): CV 32% y 24%, respectiva-
mente. Por otro lado, también nuestros niveles de exposicion fueron mas bajos.
La media de las CSSmin con la pauta de 5 mg/kg cada 2 semanas fue de 28 mg/L,
y para 7,5 mg/kg cada 3 semanas de 53 mg/L. En el estudio de Zhi y cols. (188)
fueron de 80 mg/L y 60 mg/L, respectivamente; y en las concentraciones simu-
ladas en el estudio de Lu y cols. (93) fueron de 85y 73 mg/L, respectivamente.
Ademas, si comparamos la mediana de las CSSmin, vemos que en nuestro sub-
grupo de pacientes con la pauta de 5 mg/kg cada 2 semanas, ésta fue de 26
mg/L, un dato bastante alejado de la mediana de 69 mg/L alcanzada por el be-
vacizumab de referencia en un estudio de bioequivalencia con 58 pacientes
(189). Y también alejado de la mediana de concentraciones valle de 76,5 mg/L
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del estudio de Akbulut y cols. (119), tras el 8° ciclo de bevacizumab en 88 pa-
cientes. Ambos estudios para la misma indicacion y posologia que los 11 pacien-
tes de nuestra muestra. Solo la mediana de concentracion del estudio de Ternant
y cols. (85) no tuvo un valor tan elevado, 47,2 mg/L (rango: 9,6-106,9), en 16
pacientes con CCRm que recibieron quimioterapia concomitante (aunque no se

especificd el nUmero de ciclos medios administrados).

Por ello, nos planteamos si pudo haber algun factor relacionado con la
determinacion analitica (59,84) que hubiera afectado a estos niveles tan bajos
en nuestro estudio. Tales como la alteracion en el equilibrio de unién entre el
mADb y su diana, una transformacion quimica o biolégica durante la recogida de
la muestra, el almacenamiento, el transporte o en los ciclos de congelacién/des-
congelacion, o incluso interferencias analiticas por ADA. Hay que tener en cuenta
que el equilibrio de union entre un mAb y su diana se puede alterar durante la
determinacioén lo que puede llevar a una infra o sobre estimacion de la concen-
tracién de farmaco. El grado en que esto se altere va a depender de la afinidad
de union antigeno-mAb, de las concentraciones de mAb y de antigeno, de las
condiciones de incubacion y de la dilucién de las muestras (59). Otras variables
gue cabria estudiar son que los péptidos y proteinas en un medio acuoso tienden
a adherirse a las superficies de plastico (84), o que la unién de ADA como resul-
tado de administraciones repetidas puede también causar interferencia analitica
y alterar los perfiles PK-PD de la proteina terapéutica (84). En nuestro caso se-
guimos las recomendaciones generales (84) (preferencia por el plasma EDTA al
suero o al plasma heparinizado, procesar rapidamente las muestras y almace-
narlas a -70°C) aunque no estrictamente las indicadas en el kit SHIKARI® Q-
BEVA (Matriks Biotek® Laboratories), puesto que indicaba un almacenamiento
del plasma EDTA a -20°C durante 6 meses y evitar ciclos de congelacién-des-
congelacion. En nuestro estudio en todo momento se mantuvieron condiciones
de congelacion por debajo de -20°C (hasta -80°C en el transporte) pero se ana-
lizaron tras una conservaron superior a 6 meses y hubo 2 momentos en los que

se llevo a cabo el andlisis de las muestras (enero 2019 y mayo 2020).

Estadisticamente significativa fue la relacién entre la primera CSSmin ob-
tenida por paciente y la posologia, alcanzandose mayores concentraciones con

la pauta de 7,5 mg/kg cada 3 semanas. Un dato no esperado si tenemos en
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cuenta los resultados previos de Zhi y cols. (188) y Lu y cols. (93) comentados

previamente.

Los resultados de la regresion de Cox mostraron una asociacion positiva
entre la SLP y la fosfatasa alcalina (p=0,049) y negativa con albamina (p=0,059),
es decir, que cada incremento de fosfatasa alcalina en 10 U/L estaba relacionado
con un riesgo de progresion del 3% y aumentos de 1 g/dL de albumina con una
reduccion en el riesgo de progresion del 73%. Este hecho se ha visto previa-
mente con los aclaramientos de bevacizumab en estudios farmacocinéticos po-
blacionales, como el estudio de Lu y cols. (93), en el que el aclaramiento au-
mentd un 20% con el aumento de la fosfatasa alcalina (= 483 U/L) y la disminu-
cion de la albumina (< 29 g/dL) comparado con un paciente tipico; o el de Hany
cols.(112), en el que el aclaramiento disminuy6 al aumentar la albimina y dismi-
nuir la fosfatasa alcalina basales. Las razones de un aclaramiento mas rapido de
las IgG en pacientes con albumina sérica baja es, por un lado, porque el nivel de
albumina correlaciona con el estatus de la enfermedad y, por otro lado, el reci-
claje que hace el FcRn de la albumina y las 1gG (39,190). Por lo tanto, estas
covariables podrian estar relacionadas con la gravedad de la enfermedad o con
la carga tumoral. En nuestro estudio, estas variables, ademas, deberian ser sig-
nificativas en un analisis Cox multivariable para poder asociarlas con SLP. Por
altimo, aunque la edad también estuvo relacionada con SLP (p=0,029) parece

gue ésta no altera la farmacocinética de los mAbs (35,38).

Cetuximab

Nuestro estudio no ha podido probar relacién entre las CSSmin de cetuxi-
mab y el beneficio clinico en pacientes con CCRm o CCyC. El resultado del mo-
delo de GEE asoci6, por cada mg/L adicional de cetuximab, una probabilidad del
2% de respuesta, aunque sin significacion estadistica, probablemente debido al
tamafio muestral. Esta tendencia en el control de la enfermedad no se reflejo en
la supervivencia puesto que, por patologia, tampoco se encontré asociacion, ni
entre la mediana de las CSSmin con la SG o la SLP, ni con la tltima CSSmin. Es
mas, en el caso del grupo de pacientes con CCyC se invierte la relacion obser-

vada en el objetivo principal, puesto que se advierte una tendencia a mayor
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riesgo de progresion con concentraciones Ultimas mayores, rozando la significa-

cion estadistica (p=0,063).

En este sentido, Becher y cols. (161) evaluaron la relacién entre las con-
centraciones en estado estacionario y la eficacia del tratamiento quimioterapico
a los 3 meses del inicio de cetuximab, en 25 pacientes con CCyC KRAS y NRAS
nativos y en condiciones de practica clinica habitual. Encontraron diferencias es-
tadisticamente significativas en las CSSmin de pacientes con beneficio clinico
(EE, RP, RC) frente a los no respondedores (PE) (49,0 £ 16,3 mg/L vs 25,8 + 17
mg/L, p < 0,01, t test), segun criterios RECIST 1.0. Por otro lado, en el estudio
retrospectivo de Pointreau (141) llevado a cabo en 34 pacientes con carcinoma
de células escamosas de CCyC tratados en monoterapia o con quimioterapia y/o
radioterapia, se observo una relacion estadisticamente significativa entre el acla-
ramiento global y la supervivencia, medida como SLP y SG. La SLP fue mayor
en pacientes con un aclaramiento global de cetuximab menor que la mediana de
0,747 L/dia (14,1 meses vs 11,6 meses, p=0,037) y la SG también (16,56 meses
vs 6,34 meses, p=0,007), lo que podria reflejar que una mayor exposicion a cetu-
ximab proporciona mayor SLP y SG, premisa no probada en dicho estudio. Adi-
cionalmente, en el estudio PK-PD de Le Louedec y cols. (159) se obtuvieron
datos de 16 pacientes con concentraciones valle y respuesta tumoral. Dicho es-
tudio formé parte de un ensayo clinico multicéntrico, prospectivo, no aleatorizado
y abierto, realizado en pacientes con carcinoma de células escamosas de CCyC
metastasico o recurrente en el que fueron tratados con platino, fluorouracilo y
cetuximab como primera linea. Los pacientes fueron clasificados en 2 grupos
segun su respuesta tumoral medida por criterios RECIST 1.1: respuesta al trata-
miento (EE y RP) y progresion (PE). Se observd que los pacientes con respuesta
tumoral tuvieron una concentracién valle mas alta que los pacientes con progre-
sion, tanto en el dia 7 (42,6 vs 18,8 mg/L, p=0,03) como en el dia 21 (47,4 vs
19,0 mg/L, p=0,04). Aunque también encontraron esta relacion para el ECOG
PS: las concentraciones minimas el dia 7 y 21 fueron mas altas en pacientes con
una puntuacién de ECOG PS=0, en comparacion con los pacientes con ECOG
PS 10 2 (p=0,03 y 0,01, respectivamente, n=23) lo que parece sugerir que los
pacientes con un ECOG PS favorable son los que responden al tratamiento. La
SLP fue mayor en pacientes con ECOG PS=0 vs ECOG PSz1 (p=0,011, n=27),
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y en pacientes con ECOG PS <1 vs ECOG PS=2 (p <1074, n=27). Al estratificar
a los pacientes de acuerdo con su Cmin el dia 7, con la mediana como valor de
corte (29 mg/L), la mediana de SLP fue de 194 dias en pacientes con una Cmin
mayor frente a 106 dias en pacientes con una Cmin menor (p=0,0503, n=23). En
este estudio, como concentraciones bajas de cetuximab se asociaron con peor
ECOG PS, los autores no pudieron concluir que una baja exposicion, en lugar
del ECOG PS del paciente, fuera responsable de una menor SLP. En nuestro
caso, no encontramos asociacion entre las CSSmin y el estado general de los

pacientes.

En lo que respecta a la CSmin objetivo, Robert y cols. (132), plantearon
que la dosis 6ptima bioldgica de cetuximab es la dosis més baja necesaria para
mantener una eliminacion de orden cero de manera continua. Esta saturacion se
ha demostrado que se alcanza con dosis de mantenimiento de 250 mg/m? (128).
Sin embargo, en el informe de autorizacion de comercializacion de la EMA (136)
se argument6 que la dosificacidn basada en superficie corporal no estaba res-
paldada por el andlisis farmacocinético poblacional, puesto que, tanto el peso
como la superficie corporal, fueron covariables del volumen de distribucion pero
no del aclaramiento. Asi, en las simulaciones de concentraciones plasmaticas en
pacientes con diferente superficie corporal, los pacientes con mayor superficie
corporal alcanzaron mayores concentraciones en estado estacionario. Sin em-
bargo, las Cmin no se correlacionaron con la superficie corporal. Concluyendo,
por tanto, que en pacientes con una superficie corporal pequefia no se puede
excluir por completo el riesgo de subexposicion. Por otro lado, en el estudio de
CCyC de Becher y cols. (161), se apunté que la Cmin era mas relevante que la
Cmax en relacion con la eficacia, lo que reflejaria la necesidad de una inhibicién
constante de la diana EGFR con niveles de cetuximab mantenidos hasta la si-
guiente administracién. Teniendo en cuenta este contexto, parece primordial dis-
poner de un biomarcador predictivo de eficacia. En nuestro estudio buscamos
como biomarcador una CSSmin de cetuximab minima relacionada con beneficio
clinico. EI AUC-ROC tuvo una moderada capacidad discriminatoria (AUC-ROC
0,710, IC 95%: 0,49-0,93), y se obtuvo un punto de corte de 19,12 mg/L (63% de
especificidad y 73% de sensibilidad). Aunque se trata de un punto de corte obte-

nido con datos de concentraciones en dos tumores distintos. En el estudio de
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Becher y cols. (161), en 25 pacientes con CCyC KRAS y NRAS, el umbral de
CSSmin asociado con beneficio clinico fue 33,8 mg/L (curva ROC: 78% de espe-
cificidad y 87% de sensibilidad; prueba exacta de Fisher: OR 18,6, IC95%=1,9-
327,8, p=0,003), medido mediante LC-MS/MS. En nuestro caso, obtuvimos tam-
bién puntos de corte para la Gltima CSSmin en CCRm y en CCyC con buena
sensibilidad y especificidad, aunque estos resultados deben ser interpretados

con cautela por el reducido numero de pacientes en cada grupo.

Por otro lado, la relacién entre la primera CSSmin de cetuximab obtenida
por paciente y la posologia no fue estadisticamente significativa, a diferencia de

lo que vimos con bevacizumab.

Tampoco encontramos asociacién entre las CSSmin y los efectos adver-
s0s, ni siquiera los relacionados con toxicidad cutanea. No obstante, la regresion
de Cox mostré una asociacion entre la toxicidad cutanea y la SG (reduccion de
un 82% en el riesgo de muerte, p=0,045) aunque ésta deberia ser también sig-
nificativa en un andlisis Cox multivariable para poder asociarla definitivamente
con SG. Se ha visto que las reacciones cutdneas pueden aparecer en mas del
80 % de los pacientes y que se manifiestan principalmente como erupcion acnei-
forme y/o, con menor frecuencia, prurito, sequedad cutanea, descamacion, hi-
pertricosis o trastornos ungueales (12). Asimismo, y en relacion con la dosifica-
cién, también se ha observado una tendencia a mayor incidencia de reacciones
cutaneas en pacientes con mayor superficie corporal (136). Recordemos que el
EGFR se expresa de manera constitutiva en muchos tejidos epiteliales, como los
foliculos pilosos (121,191), y que la toxicidad cutanea es un efecto que caracte-
riza a las sustancias dirigidas al EGFR (192). El hecho de que la mayor parte de
ellas aparezcan durante las primeras tres semanas de tratamiento (12), pudo
repercutir en la ausencia de relaciéon en nuestro estudio con las CSSmin, puesto
gue éstas se obtuvieron tras al menos tres meses de tratamiento. Del mismo
modo, las reacciones cutaneas repetidas y no graves pudieron no haberse reco-
gido en la historia clinica de los pacientes. Investigaciones previas habian sefa-
lado el grado de toxicidad cutdnea como biomarcador predictor de eficacia, por
lo que se llevaron a cabo estudios para determinar los biomarcadores molecula-
res predictores de toxicidad cutanea grave (191). Al mismo tiempo se estudio si

el incremento de dosis de cetuximab en aquellos pacientes con CCRm que no
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habian desarrollado reacciones cutaneas o éstas habian sido leves en las tres
primeras semanas de tratamiento (estudio EVEREST) (160) tenia algun efecto.
Este estudio prospectivo y aleatorizado, compar6 la dosis de 250 mg/m? semanal
con incrementos de hasta 500 mg/m?2. En el subgrupo de pacientes KRAS nativo,
los pacientes con incremento de dosis tuvieron una tendencia a mayor tasa de
respuesta global (43% vs 30%, respectivamente) y a mayor tasa de control de la
enfermedad (83% vs 70%, respectivamente) pero no hubo diferencias claras en
la SLP o la SG. Otro estudio (EVEREST 2) (193), disefiado especificamente para
CCRm KRAS nativo, no pudo demostrar eficacia con el incremento de dosis en
pacientes sin toxicidad cutdnea en las primeras semanas de tratamiento, debido
a que la mayoria de los pacientes tuvieron toxicidad cutanea en las tres primeras
semanas. Por otro lado, en el estudio poblacional de cetuximab en pacientes
CCRm de Azzopardi y cols. (158), no se observo relacion estadisticamente sig-
nificativa entre la toxicidad cutaneay el aclaramiento de cetuximab. Sin embargo,
en los pacientes del subgrupo KRAS nativo estudiado retrospectivamente, la
SLP se vio aumentada con la disminucién del aclaramiento global de cetuximab
(p=0,013). Por ultimo, Fracasso y cols. (131) no hallaron relacién entre las con-
centraciones valle de cetuximab y el rash, en pacientes con distintos tipos de
tumores tratados en monoterapia (en los que no se estudio el estado del EGFR),
pero si entre las concentraciones valle de cetuximab y la respuesta al tratamiento

(p=0,002) y entre la respuesta y el rash (p=0,032).

Nuestros resultados de la regresion de Cox también mostraron una aso-
ciacién entre la SG y una puntuacion de 1 en el indice de comorbilidad de Charl-
son (p=0,048). Dicha asociacion no tendria el sentido esperado puesto que se
trata de un indice que sirve para clasificar el prondstico de muerte al afio y, en
nuestro caso, un incremento de un punto supuso una reduccién del 83% en el
riesgo de muerte. Aunque no hay que olvidar que también deberia ser significa-
tivo en un analisis Cox multivariable para poder asociarlo definitivamente con la
SG.

Nuestros datos de concentraciéon tuvieron un CV del 95% para la pauta
aprobada en ficha técnica, variabilidad muy alta que también fue observada en
el estudio de Tan y cols. (133) (72% CV para valles séricos medios en manteni-
miento de 54,8 mg/L [4,3-157]) a partir de datos de 24 pacientes con distintos
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tipos de tumores y concentraciones medidas mediante ELISA. Esta variabilidad
también se observé en el estudio de Le Louedec y cols. (159), aunque se trato
de un estudio fase | en monoterapia en el que no se estudié el estado del EGFR.
A dia 7 (n=23), 21 (n=21) y 42 (n=18) los CV fueron de 67%, 90% y 61%, res-
pectivamente. En este caso los niveles de cetuximab fueron analizados con LC-
MS/MS.

Adicionalmente, si comparamos los resultados de las CSSmin de cetuxi-
mab de nuestra investigacién con otros publicados con anterioridad, vemos que,
para la pauta de 250 mg/m? semanal, nuestra CSSmin media fue menor (32,06
mg/L). En ficha técnica (12) indican: “las concentraciones séricas de cetuximab
alcanzaron niveles estables al cabo de tres semanas de monoterapia con cetu-
ximab. Las medias de las concentraciones maximas de cetuximab fueron de
155,8 mg/L en la semana 3y 151,6 mg/L en la semana 8, mientras que las me-
dias correspondientes a las concentraciones minimas fueron de 41,3 y 55,4
mg/L, respectivamente. En un ensayo en el que cetuximab se administré en com-
binacidn con irinotecan, las medias de los niveles minimos de cetuximab fueron
de 50,0 mg/L en la semana 12, y 49,4 mg/L en la semana 36”. Ademas, los in-
formes de evaluacion de Erbitux® (cetuximab) de la FDA (137) y de la EMA (136)
sefialan concentraciones valle medias en estado estacionario, con la dosis de
400 mg/m? seguida de 250 mg/m? (a partir de la tercera infusiéon semanal), entre
54-64 mg/L y, en pacientes con CCRm en combinacion con irinotecan, entre 46-
66 mg/L, concluyendo que la exposicién a cetuximab en monoterapia fue similar
a cuando se administré en combinacion con irinotecan (137). Por ultimo, Becher
y cols. (161) midieron la CSSmin (tras 2 meses de tratamiento) y obtuvieron una
media de 40,3 £ 20,3 mg/L (CV: 51%, 0-74,6 mg/L).

En lo que respecta a la mediana de CSSmin de nuestra muestra con la
posologia de 250 mg/m? (19,21 mg/L), nuestros datos muestran alin mayores
diferencias con respecto a otros estudios, causado por la gran variabilidad ob-
servada. Asi, en el estudio de Cézé y cols. (86), en el que 16 pacientes (15 con
CCRm) recibieron irinotecan junto con cetuximab (400 mg/m? seguido de 250
mg/m? por semana), la mediana de las concentraciones valle de cetuximab fue
de 49,6 mg/L (rango: 5,8-105,4), aunque no se especificdé el numero de ciclos
medios administrados y tampoco se evaluo el estado del EGFR. En el estudio
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fase Il de Lenz y cols. (142) llevado a cabo en 346 pacientes con CCRm, se
midieron, mediante un ensayo de resonancia de plasmon de superficie, las con-
centraciones valle tras la cuarta y sexta dosis de un esquema de 400mg/m? se-
guido de 250 mg/m? por semana, obteniendo una mediana (rango) de 92 mg/L
(0-194 mg/L) y 108 mg/L (0-291 mg/L), respectivamente.

Las suposiciones realizadas previamente para bevacizumab y sus con-
centraciones, recogida de muestras y modo de conservacion de las mismas, se
pueden aplicar también a cetuximab. Si bien, en el estudio de Shibata y cols.
(194) observaron que la estabilidad de cetuximab en suero no se vio alterada
tras conservarse a temperatura ambiente durante 24 horas y tampoco observa-
ron diferencias significativas con hasta tres ciclos de congelacion y descongela-
cion. En esta linea se encuentra un estudio llevado a cabo con el mAb trastuzu-
mab, que demostro estabilidad de la muestra en plasma almacenada durante un
afio a -20°C (195). Tampoco podemos olvidar que las medidas de las concentra-

ciones de los estudios comentados se realizaron mediante distintas técnicas.

Por ultimo, existen distintas covariables que influyen en la variabilidad far-
macocinética de cetuximab (133,134,158), como son: la superficie corporal, el
peso, los leucocitos o la albumina. En los informes de evaluacién de la EMA
(136) y de la FDA (137) indican que a pesar de que el sexo fue identificado como
una covariable significativa para el volumen de Ci y el aclaramiento (Vmax y

Km), su efecto no necesitd ajuste de dosis.

Limitaciones, fortalezas e implicaciones

Hasta donde conocemos, este es el primer estudio que ha intentado rela-
cionar las CSSmin de bevacizumab con el control de la enfermedad en CCRm.
Otros estudios previos publicados para esta indicacion evaluaron la relacion con
concentraciones iniciales de bevacizumab a dia 14 (98,119) o CSSmin (163) con
supervivencia. En el caso de cetuximab, solo Becher y cols. (161) habian eva-
luado previamente la relacién entre la CSSmin con el beneficio clinico en pacien-
tes con CCyC KRAS y NRAS nativos.

En nuestro estudio, el hecho de no encontrar relacion estadisticamente

significativa entre la exposicion y la respuesta a estos mAbs, puede ser debido

102



Discusion

a las limitaciones que, en el reclutamiento de pacientes, tiene ser un Unico centro.
También a la alta variabilidad inter e intraindividual encontrada en las concentra-
ciones, a la pobre correlacion entre la tasa de respuesta y la supervivencia o a
las diferencias en los regimenes posolégicos, esquemas quimioterpicos vy li-
neas de tratamiento, como estudio en practica clinica que es. Por otro lado, para
identificar concentraciones diana de mAbs oncolégicos, aunque comparar la ex-
posicion con el control de la enfermedad puede ser razonable, quizds no es la
mejor opcion (79). Todo ello podria haber contribuido a que no se evaluara ade-

cuadamente el efecto.

En cuanto al seguimiento de los pacientes del estudio, consideramos que
fue adecuado, puesto que el intervalo de tiempo entre la concentracion (factor
predictor) y la respuesta RECIST (resultado) fue de dias.

La variabilidad interindividual en las concentraciones plasmaticas de be-
vacizumab y cetuximab, con una dosificacion basada en el peso o en la superficie
corporal, la disponibilidad de test comerciales para medir niveles plasméticos y
la ausencia de biomarcadores predictores de la respuesta al tratamiento, hacen
necesario el avance en la evaluacion de la relacién exposicion-respuesta de es-
tos mADs. Esta relacion podria ser mas fuerte con cetuximab, puesto que encon-
tramos un mayor nimero de estudios publicados, tanto en CCRm como en
CCyC, con similar niumero de pacientes y diferentes grupos de pacientes
(131,141,159,161), como en nuestro estudio.

En la era de la medicina personalizada ésta debe ir unida a una adecuada
exposicion a los farmacos para obtener el mayor beneficio posible. El TDM de
los mAbs oncoldgicos constituye una herramienta de individualizacion posol6-
gica. Por ello es importante generar conocimiento en este campo, especialmente
a partir de estudios que evallen la efectividad y seguridad de los mAbs antitu-
morales, su impacto en los resultados clinicos y en la sostenibilidad del sistema
de salud. Estos estudios, junto con los test diagndsticos, deberian contribuir a la

mejora de la eficiencia de los diferentes tratamientos oncolégicos.

Desde el punto de vista meramente econdémico, dado que los mAbs son
farmacos caros, evitar concentraciones plasmaticas por encima de lo necesario

para conseguir eficacia, podria reducir un gasto innecesario.
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Otro motivo para medir niveles plasmaticos en sangre de los mAbs utili-
zados en oncologia, podria ser el que ha llevado al hospital The Netherlands
Cancer Institute, en Amsterdam, a utilizar dosis fijas de algunos mAbs (196). Su
argumentacion se basa en que una dosificacion por peso proporciona concen-
traciones mayores en pacientes obesos y menores en pacientes con bajo peso,
puesto que el cambio en el volumen plasmatico no sigue la misma proporcion
gue el cambio en el peso corporal en estos pacientes. Sin embargo, en su justi-
ficacion no hacen referencia al volumen del liquido extracelular, donde también
se distribuyen los mAbs. Ademas, aconsejan dosis fijas para la dosificacion de
bevacizumab y cetuximab, a pesar de que no lo han implementado en su practica

clinica.

No obstante, previamente a la implementacién del TDM es necesario que,
para cada grupo de pacientes e indicaciones, se establezca, tanto la relaciéon
exposicidn-respuesta, como un valor limite de concentraciones valle por encima
del cual se demuestre eficacia. Ya que, al cambiar de indicacion terapéutica,
puede haber diferente densidad de receptores y puede resultar en un aclara-
miento diferente (60). Ademas, es preciso acreditar beneficio tras el aumento de
dosis en pacientes con concentraciones bajas, asi como desarrollar algoritmos
de tratamiento basados en TDM que ayuden a guiar las decisiones clinicas. To-
dos estos avances deberian provenir, idealmente, de grandes ensayos prospec-

tivos multicéntricos.
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Conclusiones

De acuerdo con los objetivos planteados en esta Tesis Doctoral, y como

consecuencia de los resultados obtenidos y de la discusion desarrollada, hemos

llegado a las siguientes conclusiones:

1.

No podemos confirmar una relacion entre la exposicion a bevacizumab y
el control de la enfermedad en CCRm, puesto que la CSmin se mantuvo

estable independientemente de la respuesta.

En el caso de cetuximab, a pesar de encontrar una tendencia positiva en
el beneficio clinico con el aumento de la CSSmin, tampoco podemos con-
firmar una relacién entre la exposicion a cetuximab y el control de la en-

fermedad en el CCRm o en el CCyC.

Los resultados obtenidos sugieren que mayores CSSmin de bevacizumab
se asocian con mayor SG pero no se ha encontrado esta asociacion con
la SLP.

No se ha hallado asociacién entre la CSSmin de cetuximab con la supervi-
vencia ni en CCRm ni en CCyC, aunque se desconoce si el pequeiio ta-
mafio muestral es el responsable de la ausencia de relacion. Sin embargo,
agrupando ambas patologias, parece que el punto de corte de mayor pro-
babilidad de beneficio clinico se sitia en concentraciones en torno a 19

mg/L de cetuximab.

En ninguno de los dos farmacos estudiados se hallé relacion entre las

Cs*min y los efectos adversos o el nivel de funcionalidad del paciente.

La pauta posoldgica de 7,5 mg/kg cada 21 dias de bevacizumab resulto
en una primera Cmin por paciente mas elevada que la administracion de

5 mg/kg cada 14 dias.

La asociacion positiva encontrada entre el riesgo de progresion y la fosfa-
tasa alcalina y negativa con la albumina vista en los pacientes en trata-
miento con bevacizumab, asi como la asociacion entre la SG y la toxicidad
cutanea de cetuximab, deben ser respaldadas en un analisis multivaria-
ble.
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Variables del cuaderno de recogida de datos

Variables individuales recopiladas en el cuaderno de recogida de datos.

Las variables con casilla verde son las relacionadas con una CSSmin.

Variable

Definicion de la variable de estudio y codificacion

ARo nacimiento

Afo de nacimiento.

Sexo

Mujer (0) u hombre (1).

ECOG diagnéstico

ECOG Performance Status al diagndstico (0-5).

Enfermedad neoplasica

Cancer colorrectal (0) o Cancer de cabeza y cuello (1).

Enfermedad neoplasica subtipo

Subtipo de CCR y de CCYC: colon (0) o recto (1) u orofa-

ringe (2), laringe (3) o faringe (4), respectivamente.

Fecha diagndstico inicial

Fecha del primer diagnéstico histol6gico. Si no se conoce

el dia concreto del mes por defecto se indica el dia 15.

Fecha diagnéstico enfermedad

avanzada

Fecha del diagndstico de enfermedad avanzada.

Estadio diagndstico

Estadio al diagndstico segun el sistema TNM (0O, I-1V).

Fecha inclusion

Fecha de inclusion en el estudio.

Estadio inclusion

Estadio segun el sistema TNM (0O, I-1V) en el momento de
la inclusion en el estudio.

Histologia

Epidermoide o escamoso (0) o adenocarcinoma (1).

Metéastasis

Hallazgos de metastasis en el momento de la inclusion en

el estudio (si/no).

Localizacion de las metastasis

Metastasis pulmén, peritoneal, hepatica u otra. Codifica-

das como variables independientes (si/no).

N.° 6rganos afectados

Suma del numero de érganos afectados.

N.° metéstasis

Numero de lesiones metastasicas: 0, 1-5, 6-10 y =11,
como reflejo de la carga tumoral. Codificadas como 0, 1,

2y 3, respectivamente.

Comorbilidades

Suma del nimero de enfermedades presentes en un indi-
viduo. Clasificado, segun el indice de comorbilidad de

Charlson, en 3 grupos: 0,1 0 = 2.

Tratamiento quimioterapico pre-

vio
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Definicion de la variable de estudio y codificacion

N.° Tratamientos quimioterapi-

COS previos

Numero de esquemas quimioterapicos previos distintos al

administrado en el momento de la inclusién en el estudio.

Tratamiento radioterapico previo

El paciente ha tenido tratamiento radioterapico previo

(si/no).

N.° Tratamiento radioterapico

previo

NUmero de tratamientos radioterapicos diferentes previos

a la inclusioén en el estudio.

Cirugias previas

El paciente ha tenido tratamiento quirdrgico para el tumor

(si/no).

N.° cirugias previas

Numero de cirugias oncolégicas previas a la inclusién en
el estudio.

Tratamiento radioterapico inclu-

sion

El paciente estaba en tratamiento con radioterapia en el

momento de la inclusién en el estudio (si/no).

Tratamiento quimioterapico in-

clusion

El paciente estaba en tratamiento con quimioterapia en el

momento de la inclusién en el estudio (si/no).

Quimioterapia inclusion

Esquema de quimioterapia en el momento de la inclusion

en el estudio.

Fecha inicio tratamiento quimio-

terapico inclusion

Fecha de inicio del esquema de tratamiento quimiotera-
pico administrado en el momento de la inclusion en el es-

tudio.

Fecha fin tratamiento quimiote-

rapico inclusion

Fecha de fin del esquema de tratamiento quimioterapico

administrado en el momento de la inclusion en el estudio.

Quimioterapia sucesiva

Cambio de esquema de quimioterapia que contiene el
mADb con el que se habia incluido al paciente en el estu-
dio. En el caso de varios cambios de esquema, éstos son

codificados de manera independiente.

Fecha inicio tratamiento quimio-

terapico sucesivo

Fecha de inicio del esquema de tratamiento quimiotera-

pico sucesivo.

Fecha fin tratamiento quimiote-

rapico sucesivo

Fecha de fin del esquema de tratamiento quimioterapico

sucesivo.

Fecha inicio mAb

Fecha de inicio del tratamiento con el mAb de estudio,
tanto si forma parte de un esquema de quimioterapia

como si se administra en monoterapia.
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Variable

Definicién de la variable de estudio y codificacién

Fecha inicio mantenimiento mAb

Fecha en la que el mAb de estudio comienza a adminis-
trarse en monoterapia como mantenimiento hasta progre-

sién de la enfermedad.

Fecha fin tratamiento mAb

Fecha del ultimo dia de la administraciéon del mAb de es-

tudio.

Mantenimiento mAb

Durante el estudio se ha administrado el mAb como trata-

miento de mantenimiento (si/no).

mAb mAb de estudio: cetuximab (1) o bevacizumab (0).
Peso corporal del paciente (redondeado a Kg) a la inclu-
Peso sion en el estudio, registrado en el programa de prescrip-
cion de oncologia.
Tal Talla del paciente (cm) a la inclusién en el estudio, regis-
alla

trado en el programa de prescripcién de oncologia.

Fecha respuesta previa obser-

vada

Fecha de la 1° evaluacion RECIST tras inicio con el mAb.

Respuesta previa observada

1° evaluacién RECIST tras inicio con el mAb (RC, RP,
PE, EE).

Periodicidad mAb

Periodicidad pautada de administracion del mAb (dias).

Fecha Concentracion N

Fecha de extraccion de la N (1°, 2°, 3°, ...) CSSmin de

mAb del paciente.

Dosis N

Cantidad de mAb por ciclo (redondeado a mg) previo a la

extraccion del N CSSmin del paciente.

Concentracién N

Concentracion de la N CSSmin (ug/mL).

Fecha respuesta observada N

Fecha evaluacién RECIST vinculada con la extraccién de

la N CSSmin.

Respuesta observada N

Evaluacion RECIST vinculada con la extraccion de la N
CSSmin (RC, RP, PE, EE).

ECOG N

ECOG Performance Status perivalle N (0-5).

Toxicidad N

Toxicidades del mAb detectadas peri-valle N (si/no).

Tipo toxicidad N
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Variable Definicion de la variable de estudio y codificacion
AlbUumina sérica N Concentracion de albumina (g/dL) peri-valle N.
Fosfatasa alcalina N Concentracion de fosfatasa alcalina (U/L) peri-valle N.

Deteccion de interaccion farmacologica peri-valle N entre

Interaccion farmacos

el tratamiento habitual del paciente y el mAb.

Deteccidn de reduccion de dosis de mAb por ciclo res-

Reducciéon dosis N

pecto a la dosis por ciclo N-1.

Exitus Fecha del fallecimiento del paciente.

Fecha ultimo seguimiento Fecha del Gltimo seguimiento del paciente en el estudio.
Progresidn (0), toxicidad quimioterapia (1), decision del

Motivo fin tratamiento mAb paciente (2), otros motivos de fin de tratamiento con mAb

(3) o ausencia de enfermedad (4).

Estrategias de busqueda por base de datos

Bevacizumab

Estrategia de busqueda en Cochrane

ID
#1
#2
#3
#4
#5
#6
#7
#8
#9
#10
#11
#12
#13
#14
#15
#16
#17
#18

Search Hits

MeSH descriptor: [Colorectal Neoplasms] explode all trees 8252
MeSH descriptor: [Metabolic Clearance Rate] explode all trees 1853
MeSH descriptor: [Half-Life] explode all trees 3474

MeSH descriptor: [Pharmacokinetics] explode all trees 15443
{Pharmacodynamics) :ti,ab,kw 9715

MeSH descriptor: [Drug Monitoring] explode all trees 1796

MeSH descriptor: [Blood Specimen Collection] explode all trees 683
MeSH descriptor: [Progression-Free Survival] explode all trees 461
MeSH descriptor: [Disease Progression] explode all trees 7362
MeSH descriptor: [Treatment Outcome] explode all trees 139925

MeSH descriptor: [Dose-Response Relationship, Drug] explode all trees

MeSH descriptor: [Bevacizumab] explode all trees 1936
(Bevacizumab):ti 4147

#12 or #13 4657

#14 and #1 447

#2 or #3 or #4 or #5 or #6 or #7 27495

#8 or #9 or #10 or #11 164177

#15 and #16 and #17 2

Estrategia de busqueda en Pubmed

(("bevacizumab"[MeSH Terms] OR "bevacizumab"[Title]) AND "colorectal

neoplasms"[MeSH Terms]) AND ((((("metabolic clearance rate"[MeSH Terms]
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OR "half-life"[MeSH Terms]) OR "pharmacokinetics"[MeSH Terms]) OR "phar-
macodynamics"[Title/Abstract]) OR "drug monitoring"[MeSH Terms]) OR "blood
specimen collection"[MeSH Terms]) AND ((("progression-free survival'[MeSH
Terms] OR "disease progression"[MeSH Terms]) OR "treatment outcome"[MeSH

Terms]) OR "dose-response relationship, drug”"[MeSH Terms])
Estrategia de busqueda en Embase

(‘bevacizumab'/exp OR bevacizumab:ti) AND ‘colon cancer/exp AND
(‘pharmacokinetic parameters'/exp OR 'pharmacokinetics'/exp OR 'pharmacody-
namics'/exp OR 'drug monitoring'/exp OR 'blood sampling'/exp OR 'drug determi-
nation'/exp OR 'drug blood level/exp OR 'drug exposure'/exp OR 'compartment
model'/exp OR 'clearance'/exp) AND (‘cancer survival'/exp OR 'progression free
survival'/exp OR ‘'overall survival'/exp OR 'exposure response relationship'/exp
OR ‘clinical outcome'/exp OR 'drug efficacy/exp OR 'drug response'/exp OR
'dose response'/exp) AND [embase]/lim NOT ([embase]/lim AND [medline]/lim)
AND ([english]/lim OR [spanish]/lim) AND [humans]/lim

Cetuximab

Estrategia de busqueda en Cochrane

ID Search Hits
1 MeSH descriptor: [Cetuximab] explodes all trees 553
2 (cetuximak) :ti 1511

3¢ ] MeSH descriptor: [Head and Neck Neoplasms] explode all trees 5886
f4 MeSH descriptor: [Colorectal Neoplasms] explode all trees 8252
§s5 MeSH descriptor: [Metabolic Clearance Rate] sxplode all trees 1858
fe M=SH descriptor: [Half-Lifs] sxplods all tress 3474

17 MeSH descriptor: [Pharmacokinetics] explode all tress 15443

s (pharmacodynamics) :t1i, ab, kw 9715

3] MeSH descriptor: [Drug Monitoring] sxplode all trees 1756

10 MeSH descriptor: [Blood Specimen Collection] explodes all trees 683
11 MeSH descriptor: [Progression—-Free Survival] explode all trees 461
§12 MeSH descriptor: [Disease Progression] explode all trees 7362
§132 M=SH descriptor: [Treatment Outcoms] explodes all trees 139%25

§l4 MeSH descriptor: [Dose-Response Relationship, Drug] explode all trees
§15 1 or $2 leel

fle 2 or #4 14044

§17 5 or #6 or #7 or #8 or #9 or #10 27495

18 11 or £#12 or £13 or f£14 164177

§19 £15 and £16 446

20 £19 and $#17 and #18 3
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Estrategia de busqueda en Pubmed

(("cetuximab"[MeSH Terms] OR "cetuximab"[Title]) AND ("head and neck
neoplasms”'[MeSH Terms] OR "colorectal neoplasms”[MeSH Terms])) AND
((((("metabolic clearance rate"[MeSH Terms] OR "half-life"[MeSH Terms]) OR
"pharmacokinetics"[MeSH Terms]) OR "pharmacodynamics"[Title/Abstract]) OR
"drug monitoring"[MeSH Terms]) OR "blood specimen collection"[MeSH Terms])
AND ((("progression-free survival'[MeSH Terms] OR "disease progres-
sion"[MeSH Terms]) OR "treatment outcome"[MeSH Terms]) OR "dose-response

relationship, drug"[MeSH Terms])
Estrategia de busqueda en Embase

((cetuximab'/exp OR cetuximab:ti) AND 'head and neck tumor/exp OR
‘colon cancer'/exp) AND (‘pharmacokinetic parameters'/exp OR 'pharmacokinet-
ics'/lexp OR 'pharmacodynamics'/exp OR 'drug monitoring'/exp OR 'blood sam-
pling'/exp OR 'drug determination'/exp OR 'drug blood level'/exp OR 'drug expo-
sure'/exp OR 'compartment model'/exp OR 'clearance'/exp) AND (‘cancer surviv-
al'/exp OR 'progression free survival'/exp OR 'overall survival'/exp OR 'exposure
response relationship’/exp OR 'clinical outcome'/exp OR 'drug efficacy'/exp OR
'drug response'/exp OR 'dose response'/exp) AND [embase]/lim NOT ([em-
base])/lim AND [medline]/lim) AND ([english])/lim OR [spanish]/lim) AND [hu-

mans)/lim
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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Limited literature is available for bevacizumab exposure-response relationship and there is not a concentration
threshold associated with an optimal disease control. This prospective observational study in patients with
metastatic colorectal cancer (mCRC) aims to evaluate, in a real-life setting, the relationship between bev-
acizumab through concentrations at steady state (Ciough, ss) and disease control. Gerough, ss were drawn, coin-
ciding with the radiological evaluation of the response (progression or clinical benefit). Generalized estimating
equations (GEE) analysis was performed. To test the association between Ciough, ss in each patient with overall
survival (OS) or progression-free survival (PFS), Cox proportional hazard models were developed. Data included
50 bevacizumab Cyrough, ss from 27 patients. The GEE model did not suggest any positive association between
bevacizumab Ciough, ss and clinical benefit (OR 0.99, 95% CI: 0.98-1.02, p = 0.863). The Cox regression showed
association between higher median Cirough, ss with better OS (HR 0.86, 95% CI: 0.73-1.01, p = 0.060), but not
with PFS. We cannot confirm a relationship between bevacizumab Cirough, ss and clinical benefit but this is the
first real-world study trying to show a relationship between bevacizumab Cirough, ss and disease control in mCRC.
It was conducted in a small sample size which reduces the level of evidence. Further controlled randomized
studies with a sufficient number of patients are required.

1. Introduction growth and metastasis [4].

Dosing of mAbs is often based on body surface area or weight,

Colorectal cancer is the second most diagnosed cancer in women and
the third most diagnosed cancer in men worldwide [1]. It has a high
mortality rate [1], because 25% of patients are metastatic on diagnosis
and 50% develop metastatic disease [2].

One of the treatments used in the metastatic setting is the mono-
clonal antibody (mAb) bevacizumab, an anti-vascular endothelial
growth factor (VEGF) humanized mAb [3]. VEGF is essential for phys-
iologic vascular homeostasis but also in the pathogenesis of tumor

because of the general perception that dosing based on patients’ body
size reduces inter-subject variability in distribution and elimination.
However, this has recently been challenged [5,6].

Furthermore, it is suggested that the current dosing of cancer mAbs
may not be optimal from an efficacy-cost perspective [7]. This is
explained, considering no impact in efficacy, when dose reductions
would substantially decrease the cost of treatment or in patients with
very high drug concentrations [8]. Moreover, in oncology dose
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modifications are usually reductions due to toxicity, but rarely is the
dose increased in the absence of efficacy or toxicity [9,10].

Therapeutic drug monitoring (TDM) has the potential in oncology to
optimize drug use in clinical practice. However, TDM in oncology is less
developed than in other areas, like infectious diseases, psychiatry,
neurology, etc. [9]. Despite the fact that mAbs have many of the req-
uisites for TDM [8,11,12] — exposure-response relationship, no direct
clinical measurement of drug effect, interindividual pharmacokinetic
(PK) variability, flexibility in dosing and the availability of quantitative
and reliable clinical testing — there is a limited number of studies in
oncology supporting TDM of mAbs [5,12]. One of the reasons is the lack
of a target concentration to be effective in each disease, information
which is necessary for PK-Pharmacodynamic studies [13].

Important bevacizumab population PK research in oncology show its
linearity, the PK parameters, the interindividual variability and the
covariates [14-16]. Nevertheless, a limited number of studies making an
association between clinical response and exposition for bevacizumab
have been conducted so far [14,17-19]. A study performed on 13 glioma
patients observed a treatment efficacy/side effects ratio with concen-
tration between 200 and 250 mg/L [17]. In colorectal cancer, there are
three studies: Caulet et al. [14] found a relationship between trough
concentration (Ceough) on 14 day > 15.5 mg/L with higher overall
survival (OS) (p = 0.006) and higher progression-free survival (PFS) (p
= 0.0039). Also, on 14 day, Akbulut et al. [18] observed that patients
with Cyougnh > 25 mg/L had higher OS (p = 0.0198). And it was
Papachristos et al. [19] who found an association between trough con-
centrations at steady state (Cyough, ss) > 87.9 mg/L with higher OS (p =
0.0003).

The aim of the present study was to assess the relationship between
bevacizumab Cirough, ss and clinical benefit in a real-world setting.

2. Material and methods
2.1. Design

A prospective observational study in a real-life setting was conducted
in a tertiary referral hospital to assess the relationship between bev-
acizumab Cyough, ss and response in patients with metastatic colorectal
cancer (mCRC). This study was carried out in accordance with the
Declaration of Helsinki and approved by the research ethics committee
of Severo Ochoa University Hospital of Madrid (Spain). Prior to
participating in this study, all patients provided signed informed con-
sent. We complied with the law regarding patient confidentiality and
data protection.

2.2. Participants

Patients were eligible, if they were over 18 years old with mCRC,
measurable disease, receiving bevacizumab as part of their treatment
and with a minimal life expectancy of three months after inclusion.
Patients were enrolled between February 2018 and January 2020. The
end of follow-up was 31 January 2020.

2.3. Treatment

Patients were treated according to standard guidelines and routine
care of the institution. Bevacizumab was therefore administered
following standard recommendations in patients with colorectal cancer,
i.e., 5 mg/kg intravenously every 2 weeks or 7.5 mg/kg every 3 weeks in
combination with chemotherapy or not (maintenance).

2.4. Bevacizumab concentration measurements
Blood samples (3 mL) to determine bevacizumab concentrations

were collected after at least three months of treatment to ensure that
steady state has been reached [3] and immediately before
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administration of the next dose of bevacizumab (Cirough, ss)- Further-
more, blood samples were drawn, coinciding with the radiological
evaluation of the response. Bevacizumab Cirough, ss were available across
time (from one to six times according to tumor assessments and treat-
ment discontinuation). Samples were collected in EDTA tubes and
centrifuged at 1000 g for 10 min to obtain blood plasma. The samples
were stored at —20 °C and transported at —80 °C for their analysis.
Plasma concentrations were determined in University Hospital Complex
of Canary (Tenerife, Spain) using an ELISA kit (SHIKARI Q-BEVA) with
automated TRITURUS analysis system (Grifols). To minimize the inter-
nal variability of the procedure, each sample was analyzed in duplicate
and the mean was used.

2.5. Clinical endpoints

Tumor assessments by radiological examination were performed
every 12 weeks or when clinically indicated. The response was measured
in accordance with Response Evaluation Criteria in Solid Tumors
(RECIST) version 1.1 [20]. Patients responses were classified into 2
categories: progression or clinical benefit (complete response, partial
response and stable disease).

At each time point alkaline phosphatase and serum albumin con-
centrations were measured.

PFS was defined as the time from first bevacizumab infusion to
progressive disease or death from any cause or time of the last follow-up.
OS was defined as the time from the first infusion of bevacizumab to
death from any cause.

2.6. Statistical analysis

Numerical variables are shown as medians (percentiles 25 and 75)
and categorical variables are presented as frequencies (percentages).

To assess the association between the bevacizumab Cirough, ss and
clinical benefit, a generalized estimating equations (GEE) regression
analysis was performed [21]. This analysis takes into account the cor-
relation of the different measures of Ciougn, ss throughout the study for
each patient. A dependent variable was clinical benefit (proven or not)
at each time point of tumor assessment. The link function was logit and
the covariance structure was exchangeable. As an independent variable,
bevacizumab Ciough, ss Was introduced at each time point. The odds
ratio (OR) shows the association for each additional mg/L of bev-
acizumab Cyough, ss With clinical benefit. The corresponding 95% con-
fidence intervals (95% CI) were also obtained.

Median follow-up was estimated through the reverse Kaplan-Meier
method [22]. OS and PFS were assessed. Four univariable Cox propor-
tional hazard models were developed to test the association between the
median bevacizumab Ceough, ss (mg/L) in each patient or the last mea-
sure with each one of the outcomes (OS and PFS, respectively). Survival
curves were estimated by means of the Kaplan-Meier method.

In addition, univariable Cox proportional hazard models were
developed to test the association between the patients’ variables with
each one of the outcomes.

Significance level was established at 0.05. Software used has been
Stata/IC v.16. (StataCorp. 2019. Stata Statistical Software: Release 16.
College Station, TX: StataCorp LLC.).

3. Results
3.1. Patients

A total of 31 patients provided signed informed consent. Two pa-
tients were excluded because they were not metastatic and one because
the only concentration that had been determined for him was not in a
steady state. Finally, 28 patients with mCRC were evaluated. Patients’
baseline characteristics are shown in Table 1. Only 9 patients (32%)
received bevacizumab in first-line treatment for metastatic disease.
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Table 1

Patients’ baseline characteristics. CAPECITABINE: bevacizumab 7.5 mg/kg d1,
capecitabine 1000 mg/m? per 12 h d1-14 every 3 weeks; ECOG PS: Eastern
Cooperative Oncology Group Scale of Performance Status; FOLFIRIL: bev-
acizumab 5 mg/kg, irinotecan 180 mg/m?, calcium folinate 400 mg/m?, fluo-
rouracil 400 mg/m? bolus, fluorouracil 2400 mg/m? over 46 h every 2 weeks;
mFOLFOX 6: bevacizumab 5 mg/kg, oxaliplatin 85 mg/m?, calcium folinate 400
mg/m?, fluorouracil 400 mg/m? bolus, fluorouracil 2400 mg/m? over 46 h every
2 weeks; XELOX: bevacizumab 7.5 mg/kg d1, oxaliplatin 130 mg/m? di,
capecitabine 1000 mg/m? per 12 h d 1-14 every 3 weeks.

Characteristic Median Interquartile range
Age at inclusion, years 75 69-78
Body weight, Kg 70 58-79
Height, cm 162 155-168
n %

Sex

Male 17 60.71

Female 11 39.29
Primary tumor site

Colon 17 60.71

Rectum 11 39.29
ECOG PS at diagnosis

0 14 50

1 11 39.29

2 3 10.71
Disease extent at inclusion

Pulmonary metastasis 15 53.57

Peritoneal metastasis 7 25

Hepatic metastasis 20 71.43

Other location metastasis 7 25
Number of metastases

1-5 13 46.43

6-10 9 32.14

>10 6 21.43
Comorbidities

0 16 57.14

>1 12 42.86
Concomitant chemotherapy at inclusion

XELOX 4 14.29

mFOLFOX 6 5 17.85

FOLFIRI 7 25.00

CAPECITABINA 12 42.86
Bevacizumab posology

5 mg/kg/2sem 11 39.29

7.5 mg/kg/3sem 17 60.71

3.2. Concentrations and responses

For identifying outliers we applied the rule based on 1.5 x inter-
quartile range (IQR): only one value (198.68 mg/L) was above
>1.5xIQR. Subsequently, this patient’s unique concentration was
excluded from posterior analysis.

Finally, data included 50 bevacizumab Ciough, ss from 27 adult pa-
tients with mCRC (minimum 1 concentration measured per patient and
maximum 6, average 1.9). Mean Ciough, ss was 42.42 + 36.37 mg/L. The
dosing regimen that reached higher median concentrations (41 mg/L)
was 7.5 mg/kg every 3 weeks, the most frequent dosing regimens in the
study population (Table 2).

It was found that the mean Ciough, ss in accordance with tumor
response or progression was not homogeneous from first to sixth
extraction.

Table 2
Trough concentrations at steady state according to bevacizumab dosage (n =
50). Max: maximum; Min: minimum; SD: standard deviation.

Bevacizumab Mean SD Median Min Max

dosage (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

5 mg/kg every 2 27.56 19.40 26.30 1.76 72.03
weeks

7.5 mg/kg every 3 53.19 41.96 41.3 2.03 171.4
weeks
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3.3. Exposure-response relationship

We assessed if the drug exposure over time was associated with a
clinical response. Cirough, ss was measured more than once for each pa-
tient and was entered into the model as time 1, 2 and so on respectively
for each patient. No relationship between drug exposure and clinical
response was detected. The GEE model did not suggest any positive
association between bevacizumab Cirough, ss and clinical benefit (OR
0.99, 95%CL: 0.98-1.02, p = 0.863).

Therefore, a clinical benefit predicted probability plot (with 95% CI)
versus Cirough, ss at increments of 20 mg/mlL was drawn (Fig. 1). As can
be appreciated from this Figure, the predicted probability remained
relatively constant around 70%, irrespective of the concentrations.

The median follow-up was 14 months (95% CI: 9-16 months). OS
was 25 months (95% CI: 17.47- not estimable) (Fig. 2). The Cox
regression showed that higher median Cyough, ss Was associated with
better OS (HR 0.86, 95% CI: 0.73-1.01, p = 0.060) and this relationship
was also found with last Cyough, ss (HR 0.87, 95% CI: 0.74-1.01,
p = 0.064).

The median PFS was 11 months (95% CI: 6.33-17.47 months).
Conversely, no association was observed between median Cirough, ss (HR
0.98, 95% CI: 0.96-1.01, p = 0.213) nor last Cyrough, ss (HR 0.99, 95% C:
0.98-1.01, p = 0.312) with PFS.

We assessed whether there was an association between the ECOG PS
at each point in time (0-1 vs >2) and the Cyrough, ss- No association was
found (OR 0.99, 95%CI: 0.97-1.02, p = 0.837).

The univariate analysis identified the age (HR 1.09, 95% CI:
1.01-1.18, p = 0.029), the median alkaline phosphatase concentration
(HR 1.03, 95% CI: 1.00-1.06, p = 0.049) and the median serum albumin
concentration (HR 0.27, 95% CI: 0.07-1.05, p = 0.059) as risk factors of
progression.

4. Discussion

Unfortunately, the main outcome to assess the relationship between
Ctrough, ss and clinical benefit was not found. Instead, exposure was
associated with better OS with a slightly statistically significant value,
probably due to the limited sample size. This association was not
observed with PFS, a fact that may be explained by 3 of 16 patient
progressions continuing treatment with bevacizumab. Previous studies,
such as Bennouna et al. [23], have shown that the use of bevacizumab
after disease progression could increase survival, a situation already
observed by Caulet et al. [14] after two months of treatment.

Other studies found statistical relationship between exposure and
response to bevacizumab treatment in mCRC [14,18,19]. This discrep-
ancy with previous studies might be explained by the limitations in
recruitment as unique center, differences in patient population (as study
in clinical practice the patients were treated with different dosing
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Fig. 1. Clinical benefit predicted probability plot (with 95% confidence in-
tervals) versus bevacizumab trough concentrations at steady state (Cirough, ss) at
increments of 20 mg/mL.
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Fig. 2. Kaplan-Meier curve of overall survival.

regimens, chemotherapies and line treatment in metastatic disease), the
high inter-individual variability in concentrations or poor correlation
between response rate and survival. On the other hand, to validate target
concentration of antitumor mAbs, comparing exposure with disease
control, might be reasonable, but may not be the preferable outcome
[11]. The effect cannot, therefore, be evaluated properly.

Previous studies differed about the threshold trough concentration
which could predict efficacy. In a similar patient population, bev-
acizumab 5 mg/kg was administered intravenously every 2 weeks in
combination with chemotherapy in mCRC, Akbulut et al. [18] proposed
25 mg/L and Caulet et al. [14] 15 mg/L as cut-off value at day 14 after
the first infusion. Nevertheless, measuring only the initial plasma con-
centrations could be a disadvantage, because the tumor size may change
after multiple dosing [24]. Only Papachristos et al. [19] investigated a
threshold at steady state, however, despite having a good receiver
operating characteristic curve, did not use it and patients were separated
into three exposure groups depending on median bevacizumab Cirougn,
ss- They reported that median Cyough, ss > 87.9 mg/L was associated
with longer OS in first line treatment of mCRC. In our study, we could
not use this threshold, because only 3 patients had concentrations above
this level.

As previously published by Lu et al. [16], we did not find an asso-
ciation between higher bevacizumab concentration with better perfor-
mance status as was suggested [25].

The results of the Cox regression showed an association between PFS
and alkaline phosphatase (p = 0.049) and negative with albumin
(p = 0.059), i.e., we found that per 10 unit increase in alkaline phos-
phatase was associated with a higher risk of progression of 3%. It may be
explained by previous population PK investigations with bevacizumab
[15,16], where an increased clearance with increasing baseline alkaline
phosphatase and decreasing baseline albumin was observed. These
covariates might be related to disease severity. In our case, they must
also be significant in a multivariable Cox analysis to associate them with
PFS. Even though age was also related with PES (p = 0.029), it does not
seem to alter the pharmacokinetics of mAbs [26].

As previously described [15,16], there are several possible causes of
variability in the PK of bevacizumab, including, sex, body weight, al-
bumin, alkaline phosphatase or chemotherapy. We found that bev-
acizumab exposure levels were highly variable among patients
(coefficient of variation of 79% for 7.5 mg/kg each 3 weeks and 70% for
5 mg/kg every 2 weeks) compared to Zhi et al. [27] (24% and 32%,
respectively). Also exposure levels were lower compared to other in-
vestigations [18,27]. Other factors related to analytical determination
[28], such as alteration of the binding equilibrium between the mAb and
its target, biological and chemical transformation during blood collec-
tion, sample storage, transport or freeze/thaw cycles, and analytical
interference from anti-drug antibodies, could also explain the
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variability.

The inter-individual variability in plasma concentrations of bev-
acizumab with weight-based dosing, the availability of commercial tests
to measure plasma levels and the absence of clinical biomarkers pre-
dicting treatment response demand further progress in assessing the
exposure-response relationship of this mAb. This relationship might be
stronger with others mAbs [8], such as cetuximab, as we found a greater
number of studies published, even with a similar number of patients and
different patient groups [29,30] to our research.

The era of precision medicine must be accompanied by adequate
drug exposure to obtain the greatest possible benefit. A tool to guide
individual patient dosing of antitumor mAbs is TDM. It is important to
generate knowledge around it, especially through studies that assess
effectiveness and safety of oncology mAbs, their impact on patients’
outcomes and on economic sustainability. These studies, together with
diagnostic tests, should help to ensure the efficiency of the different
treatments.

Prior to the implementation of TDM of bevacizumab, it is necessary
for each group of patients and indication to establish both the exposure-
response relationship and a limit of trough concentrations above which
efficacy is demonstrated. Demonstrating the benefit of dose escalation in
patients with low concentrations should be accompanied by the devel-
opment of TDM-based treatment algorithms to help guide clinical de-
cisions, advances that must come from prospective large multicenter
trials.

5. Conclusions

We cannot confirm a relationship between bevacizumab exposure
and efficacy. It was found that Cyough, ss Was stable regardless of
response. To the best of our knowledge, this is the first real-world study
trying to show a relationship between bevacizumab Ciough, ss and dis-
ease control in mCRC. It was conducted in a limited number of patients
who are recruited from a single institution, which reduces the level of
evidence.

Further controlled randomized studies with a sufficient number of
patients with mCRC are required.
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