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RESUMEN

RESUMEN

En el presente trabajo se desarroll6 un modelo farmacocinético
poblacional para albendazol (farmaco antihelmintico), para identificar los
factores que influyen en los parametros farmacocinéticos, en pacientes
con neurocisticercosis.

Se incluyeron 90 pacientes a los cuales se les administré una dosis de
30 mg/kg/dia durante 8 dias y se tomaron muestras de sangre en
estado estacionario. Las concentraciones plasmaticas de sulféxido de
albendazol, el principal metabolito activo de albendazol, se determinaron
empleando un método por cromatografia de liquidos de alta resolucion.
El analisis poblacional se realiz6 empleando el modelo farmacocinético
no lineal de efectos mixtos utilizando el programa NONMEM (Non-linear
mixed-effect modeling). Los datos se ajustaron a un modelo de un
compartimiento con absorcion y eliminacion de primer orden.

Se colectaron los siguientes indicadores demogréficos y clinicos: edad,
peso, género, creatinina sérica, tipo de pacientes
(ambulatorio/hospitalario) y terapia concomitante (antiepilépticos). El
peso fué incluido tanto en la de depuracion (CL/F) y volumen de
distribucion (Vd/F) aparentes, las otras variables incluidas no mostraron
influencia significativa en los parametros farmacocinéticos de

albendazol.
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El modelo final identific6 dos subpoblaciones en el parametro de
biodisponibilidad. Una subpoblaciobn que representa el 27% de la
poblacion total con una biodisponibilidad de 0.28 y la segunda
subpoblacion con una biodisponibilidad de 0.72. Los valores de CL/F y
Vd/F para un individuo con un peso promedio de 70 kg, fueron 51.6 L/h
y 4560 L, respectivamente. La variabilidad interindividual en Ila
depuracion fue de 32%. La alta variabilidad reportada en los niveles
plasmaticos estd asociada a las diferencias en la biodisponibilidad y

puede ser responsable de la no efectividad del tratamiento terapéutico.



ABSTRACT

ABSTRACT

In the present work a population pharmacokinetic model of the
anthelmintic drug albendazole was developed, in order to identify the
influencing factors on the pharmacokinetic parameters in patients with
neurocysticercosis.

A prospective study was performed with 90 patients receiving 30
mg/kg/day of albendazole for 8 days. Blood samples were collected at
steady state. Plasma concentrations of albendazole sulfoxide, the main
active metabolite of albendazole, were determined by HPLC. The
population pharmacokinetics analysis was performed using non-linear
mixed-effect modeling (NONMEM). A one-compartment model with first
order absorption and elimination was used.

The following data were evaluated as covariates in the population
model: sex, body weight, age, creatinine clearance, type of patients and
concomitant drugs. Body weight was included on both, apparent
clearance (CL/F) and apparent volume of distribution (V/F). Although
none of the investigated covariates had a significant influence on the
pharmacokinetic parameters of albendazole, the final model identified
two subpopulations on the bioavailability parameter. One subpopulation
comprising 27% of the total population had a bioavailability of 28%,

with the remaining subpopulation defined to have complete
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bioavailability. The CL/F and V/F for a standard 70 kg individual were
determined to be 51.6 L/h and 4560 L, respectively. Interindividual
variability in CL/F was 32%.

The considerable variability reported in albendazole pharmacokinetics
and plasma concentrations is likely due to issues related to
bioavailability. The low drug exposures might be responsible for

treatment failures.
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1. INTRODUCCION

La Neurocisticercosis (NCC) es la infeccidon causada por la fase larvaria
de la tenia Taenia solium, siendo la enfermedad parasitaria mas
frecuente del sistema nervioso central. El tratamiento terapéutico
incluye medicamentos antiparasitarios, cirugia y la medicacion
sintomatica. Los antiparasitarios de eleccion son el albendazol y el
prazicuantel. Ambos farmacos son ampliamente utilizados en la
cisticercosis parénquimatosa [Jung Yy Gonzalez-Esquivel 2004],
principalmente en los paises en desarrollo. El albendazol también ha
demostrado ser eficaz en otras formas de NCC incluyendo infecciones en
el 4° ventriculo, subaracnoidea y racemosa [Proafio y cols.1977, Del
Brutto y cols. 1990]. Los actuales regimenes de dosificacion para el
tratamiento de esta enfermedad son 15 6 30 mg / kg / dia cada 8 horas
[Sotelo y cols. 1988, Gongora-Rivera y cols. 2006] sin embargo, la
respuesta al tratamiento es muy variable. Asi, mientras que algunos
pacientes responden con un curso de albendazol, otros requieren varios
cursos y, en algunos casos, el fracaso del tratamiento ha sido reportado
[Del Brutto 1977, Garcia y cols. 2002].

El albendazol presenta una limitada solubilidad acuosa y una baja

absorcion a través del tracto gastrointestinal. Sufre un extenso
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metabolismo de primer paso transformandose a sulfoxido de albendazol,
al cual se atribuye la actividad antiparasitaria sistémica.

Diversos estudios han mostrado una gran inter e intra-variabilidad en
los niveles de sulfoxido de albendazol tanto en dosis Unica como en
estado estacionario (e.e.), con valores que van desde 0,15 a 3 pug/mL
[Jung y cols. 1992, Takayanaqui y cols. 2002]. Esta gran variabilidad se
atribuye a la baja absorcion de albendazol y por ende a su baja
biodisponibilidad [Jung y cols.1998]. Por lo anterior, se han propuesto
diferentes estrategias para aumentar su biodisponibilidad. Mares y cols.
encontraron un aumento de 4,5 a 9 veces en los niveles plasmaticos
maximos de sulféxido de albendazol cuando el farmaco se administra
con una dieta rica en lipidos [Mares y cols. 2005, Lange y cols. 1988].
En otro estudio, se administr6 albendazol con jugo de toronja
reportandose un aumento de 3.2 veces en la Cmax y un 3.1 veces en el
area bajo la curva (AUC) de la gréafica de concentracién plasmatica
versus tiempo [Nagy y cols. 2002]. Después de la administracion de
albendazol en aceite de soya, la biodisponibilidad relativa se incremento
1.6 veces [Mingjie y cols. 2002]. A pesar del aumento encontrado en
los niveles plasmaticos la variabilidad interindividual en estos estudios
sigue siendo alta. Esta variabilidad farmacocinética da lugar a que la

eficacia clinica también sea variable.
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Por lo anterior se considerdé importante llevar acabo un estudio de
farmacocinética poblacional de albendazol en pacientes con NCC, y con
ello desarrollar y validar el modelo poblacional que permita caracterizar
el comportamiento del sulféxido de albendazol, bajo la influencia de
distintos factores demograficos y clinicos, empleando para ello un
modelo no lineal de efectos mixtos. De esta manera se podra contribuir
a reducir el fracaso terapéutico asociado a niveles plasmaticos

infraterapéuticos de este farmaco.
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2. HIPOTESIS

El modelo poblacional desarrollado presentara la capacidad de predecir
los niveles plasmaticos de sulfoxido de albendazol en los pacientes con
NCC y permitira establecer pautas de dosificacion a priori, adaptadas a

sus caracteristicas particulares.
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3. OBJETIVOS

Desarrollar un modelo farmacocinético poblacional de albendazol e
identificar los factores que puedan tener influencia en los parametros

farmacocinéticos en pacientes con NCC.

3.1. Objetivos Particulares
e Determinar los niveles de albendazol en el estado estacionario en
pacientes con NCC.
e Ildentificar las covariables demograficas y clinicas que influyen en
los parametros farmacocinéticos.
e Evaluar la predictibilidad del modelo farmacocinético poblacional

obtenido.



GENERALIDADES

4, GENERALIDADES

4.1. NEUROCISTICERCOSIS

Las infecciones parasitarias causadas por helmintos y protozoarios son
causa importante de morbilidad y mortalidad en el mundo. La
quimioterapia toma un lugar muy importante no soélo en el tratamiento
individual de pacientes, sino incluso en conjuncion con las medidas de
control en salud publica. Sin embargo, actualmente no hay vacunas para
infecciones parasitarias en humanos. Los incentivos comerciales para la
produccion de farmacos designados para el tratamiento de las
infecciones son limitados principalmente en &reas endémicas. Las
infecciones parasitarias intestinales pueden ser tratadas con
antihelminticos incluyendo al albendazol, prazicuantel y niclosamida
entre otros.

La NCC, infeccién causada por Taenia solium, era tratada por terapia
quirdrgica, el prazicuantel y el albendazol (antihelminticos) han probado
ser eficaces, para el tratamiento de la NCC activa con cisticercos viables
en el parénquima [Escobar y cols. 1983, Sotelo y cols. 1988, Sotelo y
cols. 2000, Gracia y cols. 2004]. En pacientes con cisticercosis inactiva o

de cisticercos calcificados en tejido no es necesaria la terapia cestocida.

10
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En el caso de la cisticercosis parenquimatosa, el curso corto con
albendazol es de 8 dias y es tan efectivo como el tratamiento tradicional
de 15 a 30 dias [Sotelo y cols. 1977, Robles y cols. 1977, Gark y cols.
1977]. En pacientes con quistes subaracnoideos el albendazol también
ha demostrado ser efectivo. Aun cuando en los pacientes con
neurocisticercoisis intraventricular, espinal o cisticercosis ocular se
requiere de cirugia, en ocasiones el tratamiento con albendazol también
ha sido eficaz [Proafo y cols 1977, Gongora-Rivera y cols 2006].

La terapia conjunta con dexametasona [Singhi y cols.2004] es
recomendable para los pacientes con numerosos cisticercos en los
cuales los sintomas neuroldgicos y la hipertension intracraneal se

desarrollan después de iniciada la terapia.

4.2. FARMACOCINETICA DEL ALBENDAZOL

EL albendazol, [5-(propiltio)-1H-bencimidazol-2-ilJcarbamato de metilo
es un antiparasitario de la clase de benzimidazoles similar al
mebendazol y tiobendazol pero es mejor tolerado.

El albendazol es soluble en dimetilsulféxido, acidos y bases fuertes,
ligeramente soluble en metanol, cloroformo, acetato de etilo vy
acetonitrilo. El albendazol es practicamente insoluble en agua [Jung y

cols. 1998]. Su estructura quimica es la siguiente:

11
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S
e "\
| >7NHCDECH3
N
H

Figura 1. Albendazol

Se ha encontrado que la actividad antihelmintica sistémica esta asociada

a su principal metabolito, el sulfoxido de albendazol.

4.2.1. Absorcion

El albendazol se absorbe a través del tracto gastrointestinal. La
absorcion de albendazol se incrementa de 5 a 6.5 veces cuando se
administra con alimentos grasos [Mares y cols. 2005]. El jugo de
naranja también incrementa la biodisponibilidad. El tiempo maximo de

absorcién promedio es de 2.5 h.

4.2.2. Metabolismo

Tras su administracion oral, el albendazol sufre un extenso metabolismo
de primer paso, las concentraciones de albendazol son practicamente
indetectables en plasma, debido a que es metabolizado rapidamente a

sulféxido de albendazol, su metabolito activo, el cual se metaboliza a la

12



GENERALIDADES

sulfona y a otros metabolitos inactivos como lo muestra la Figura 2

[Gottschall y cols.1990, Rawden y cols.2000].

Figura 2. Metabolitos del albendazol
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4.2.3. Mecanismo de accion

Como todos los agentes bencimidazoélicos, el albendazol y el sulfoxido de
albendazol inhiben la polimerizacion de la B-tubulina y el paso de
glucosa dependiente de los microtubulos por la unién con la B-tubulina
libre. El dafo selectivo en los microtubulos es irreversible e interfiere
con la absorcion y funciones secretoras celulares, las cuales son
esenciales para la supervivencia del organismo. La inhibicion de la
polimerizacion de la B-tubulina produce acumulacion de sustancias
secretoras en el aparato de Golgi, decremento de la ingesta de glucosa y
la disminucion del almacenamiento del glicbgeno endégeno en el
helminto. La disminucibn de energia produce la inmovilizacion del
parasito y eventualmente muere.

Un segundo mecanismo puede ser la inhibicion de la enzima fumarato

reductasa, la cual es especifica en helmintos.

4.2 4. Efectos Adversos

Los eventos adversos relacionados con el tratamiento se describen en
forma deficiente en la mayoria de los estudios clinicos realizados [Del
Bruto y cols. 2006]. Los efectos adversos observados tras la
administracion del albendazol son: dolor de cabeza, nausea, vomito y

dolor abdominal [Sotelo y cols. 1988, Escobedo y cols.1989, Baranwal y
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cols. 1998, Alarcon y cols. 1995]. En rara ocasion se ha presentado:
prurito o irritacion, dolor de garganta, caida o pérdida de cabello,
inusual cansancio o desvanecimiento [De Silva et al,1997]. Los datos
reportados no permiten evaluar el niumero exacto de pacientes que
desarrollan efectos adversos, pero en general, estas manifestaciones
fueron de intensidad leve y se resolvieron con analgésicos o otra
medicacidén sintomatica en pocos dias [Carpio y cols.1995, Singhi y cols.

2003, Garcia y cols.2004].

4.2 .5. Variabilidad farmacocinética de albendazol

Se ha reportando una gran variabilidad interindividual en las
concentraciones de sulféxido de albendazol. En un estudio
farmacocinético de albendazol en ocho pacientes a los cuales se les
administré el farmaco en dosis de 15 mg/kg/dia durante 8 dias [Jung y
cols. 1992], los niveles plasmaticos maximos de sulféxido de
albendazol, después de la administracion de la primera dosis, oscilaron
desde 0.45 hasta 2.96 ug/mL (Figura 3A). En el estado estacionario, los
niveles plasmaticos mostraron una amplia variabilidad inter e
intraindividual en los valores de Cmax y Cmin (Figura 3B). Los
resultados de este estudio fueron similares a los reportados por otros

autores [Penicaut y cols. 1983, Marriner y cols. 1986].
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Figura 3. Niveles plasmaticos de sulfoxido de albendazol en pacientes
en: A) dosis Unica y B) estado estacionario. Los numeros identifican el

perfil de cada paciente (Jung y cols. 1992).

Esta variabilidad también ha sido observada en nifos a los cuales se les
administré una dosis oral Unica de 15 mg por kg de peso corporal

(Figura 4A). Los niveles plasmaticos maximos de sulféxido de albendazol
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oscilaron entre 0.2-1.0 yg/mL. y una vida media de eliminacién de 2.3-
8.3 horas. Estos valores fueron menores a los encontrados en adultos

(Figura 4B).

Figura 4. A) Niveles plasmaticos en nifios en dosis Unica y B) niveles
comparativos entre adultos y nifios por rango de edad (Jung y cols.

1997).
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4.2.6. Variabilidad clinica

Se realizé un estudio clinico aleatorizado, controlado y doble ciego en
122 nifos con NCC, los cuales recibieron albendazol (15 mg/kg/dia)
durante 7 dias, seguido de albendazol o placebo durante los siguientes
21 dias de acuerdo a su asignacion de numeros aleatorios. Los nifios
fueron seguidos durante al menos 2 afios. Los resultados mostraron que
la resolucion de las lesiones fue similar en ambos grupos. La reduccién
en el numero total y el tamafio fue también similar [Singhi y cols. 2003].
En este ensayo clinico, 1 semana de tratamiento con albendazol fue tan
eficaz como las 4 semanas de tratamiento en nifios con NCC. En la
actualidad hay un intenso debate sobre el valor y la seguridad de la
terapia con antihelminticos y entre las causas del fracaso de la terapia
se incluyen la elevada variabilidad interindividual de la concentracion
plasmatica de sulfoxido de albendazol y la compleja interaccion con
varios farmacos por ejemplo: dexametasona, cimetidina y prazicuantel

[Takayanagui y cols. 2004].

4.3. FARMACOCINETICA POBLACIONAL

La farmacocinética estudia el curso temporal de las concentraciones
plasmaticas o séricas de un farmaco. Uno de los principales objetivos de

la farmacocinética es el establecimiento de regimenes O6ptimos de
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dosificacion. Para lograrlo existen diferentes herramientas, comenzando
por los modelos farmacocinéticos, que permiten  conocer
concentraciones de farmaco a diferentes tiempos tras la administracion
de una dosis o régimen de dosificacion, hasta el modelaje con
estimacion Bayesiana que apoya a la individualizacion de regimenes de

dosificacion [Fernandez de Gatta y cols. 1997].

Los modelos farmacocinéticos poblacionales son métodos cuya utilidad
para individualizar la dosis ha sido ampliamente reconocida,
principalmente para farmacos con estrecho margen terapéutico o

caracterizados por una gran variabilidad interindividual.

4.3.1. Modelos Poblacionales

Desde los primeros trabajos de Sheiner y colaboradores (1979,
1980,1981), cada vez se ha hecho mas evidente que el conocimiento de
los pardmetros farmacocinéticos promedio es insuficiente para
determinar la dosis apropiada en un paciente de forma individual. Para
un determinado farmaco, los estudios de farmacocinética poblacional
permiten obtener informacion acerca de la farmacocinética media del
farmaco en una poblacion, asi como la variabilidad interindividual de los
parametros farmacocinéticos del farmaco en estudio y la variabilidad

residual (variabilidad intraindividual del modelo y la medida del error),
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por lo que el andlisis de los parametros farmacocinéticos debera
proporcionar no soélo los parametros individuales, sino también las
estimadas de las caracteristicas de la poblacién (medias y varianzas) de
dichos parametros.

La FDA (Food and Drug Administration) define la farmacocinética de
poblaciones como el estudio de la fuente y correlacion de la variabilidad
interindividual en las concentraciones de un farmaco en una poblacion
que recibe dosis clinicas del farmaco de interés. Ciertas caracteristicas
demograficas, fisiopatoldgicas y terapéuticas como son el peso corporal,
edad, género, funciones de excresion y metabolismo, asi como terapias
concomitantes pueden alterar la relacion dosis concentracion. La
farmacocinética poblacional trata de identificar dichos factores que
afectan a la relacion dosis-concentracion y la extension de los mismos,
para que, si estos cambios son clinicamente significativos, la dosis

pueda ser modificada de forma apropiada.

Los estudios poblacionales ofrecen la posibilidad de extrapolar los
resultados a poblaciones concretas, en lugar de limitarse al grupo de
individuos del estudio, asi como aportar el cambio de un valor Unico de
un parametro hasta la distribucion de la probabilidad que varia en

funcion de unas covariables [ Sheiner y cols.1984].

20



GENERALIDADES

La utilizacion de un enfoque poblacional en el desarrollo de farmacos
ofrece la posibilidad de obtener informacion integrada empleando para
ellos pocos datos de concentraciéon plasmatica. En aquellas situaciones
en las que se dispone de pocas muestras por individuo, los métodos de
analisis cladsico no se pueden emplear de forma satisfactoria para
obtener

estimados precisos de los parametros individuales. En estas

circunstancias, el andlisis poblacional, combinado con métodos de
estimacion bayesiana [Shen y cols. 2007], permite obtener un estimado
mas adecuado de la exposicion de un individuo a un farmaco, asi como
de los estimados poblacionales de los parametros y su variabilidad

(Figura 5).

Andlisis.

Farmacocinética

Conc.

Cone.

poblacional

poblacional

Farmacocinética
individual

_’.

Tiempo

Probabilidad de distribucion

¥

Estimacion
Bayesiana

Parametros individuales

Cone.

Tiempo

Tiempo

Figura 5. Andlisis Farmacocinético Poblacional. Figura Tomada de
Steiner y cols. 1994.
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Este tipo de aproximacion se recomienda para poblaciones especiales de
pacientes, en los cuales, las tomas repetidas de muestra son limitadas,
debido, en ocasiones, a razones éticas. Los estudios de farmacocinética
poblacional son utiles en la fase |1l de ensayos clinicos (fase en la que a
menudo el muestreo es escaso), ya que la exploracion y confirmacion de
las fuentes de variabilidad en los pacientes de la poblacion es
importante desde el punto de vista clinico [Mandema y cols.1992]. Sin
embargo, también se realiza este tipo de estudios en la fase preclinica y

a lo largo de la fase clinica.

4.3.2. Las ventajas del analisis poblacional son:

e La posibilidad de obtener informacion integrada con muestreo
relativamente limitado, pero de mudltiples pacientes (o animales

experimentales).

¢ Identificacibn y medida de la variabilidad durante el desarrollo del
farmaco y su evaluacion. Exploracion de la variabilidad mediante
la identificacion de factores demograficos, ambientales,
fisiopatoldgicos, o terapias concomitantes que afecten al
comportamiento (farmacocinético o farmacodinamico) del farmaco

en cuestion.
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e Estimacion cuantitativa de la magnitud de la variabilidad
interindividual (aleatoria) en una poblacibn de sujetos. Esta
estimacién es importante ya que la eficacia y seguridad de un
farmaco pueden disminuir con el incremento de esta variabilidad.
Ademas de la variabilidad interindividual, también es importante el
grado en que las concentraciones en el estado estacionario varian

en un individuo con respecto a su media.

Las diferencias entre el modelaje clasico y el modelaje poblacional se

muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Diferencias entre la farmacocinética Tradicional vy
Farmacocinética Poblacional (Shen, 2007).

FC Tradicional FC Poblacional
Poblacion Voluntarios sanos Pacientes pediatricos, ancianos,
Pacientes enfermos con SIDA.

cuidadosamente
seleccionados

Tamafo del estudio | Pequefio Grande e integrado
(observacional, experimental).
Datos Densos (tipicamente 1 a | Escasos, pocas muestras para

6 tiempos posteriores a muchos pacientes
la administracion del

farmaco)
Variabilidad Minimizada mediante Datos demogréficos,
interindividual criterios restrictivos fisiopatolégicos, medicaciones
concomitantes
Relaciones de Limitada Extensa, hace predicciones
concentracion, y acerca de futuros eventos,
PK/PD concentraciones en el estado

estacionario y eficacia, guia de
ajuste de dosis, determina
ventana terapéutica.
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4.3.3. Analisis Poblacional

El andlisis farmacocinético o farmacodinamico poblacional se lleva a
cabo mediante la utilizacion de diferentes herramientas informaticas
[Aarons y cols.1991], recomendadas por la FDA (Guias FDA, 1999), que
permiten la estimacion de parametros a partir de datos, observaciones
no balanceadas y a menudo obtenidas bajo condiciones clinicas
rutinarias. Los métodos para la estimacion de los parametros

poblacionales, mas ampliamente utilizados son:

e Método en dos etapas “Two-stage Method”

En este método la obtencién de los pardmetros poblacionales se realizan

en dos etapas [Beal y cols.1994]:

la etapa. Estimaciéon de los parametros para cada individuo por

separado.

22 etapa. Estimacion de los pardmetros poblacionales a traves de los
distintos individuos de la poblacion calculando la media de cada

parametro, la varianza y covarianza.
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Este método permite relacionar mediante técnicas de regresion los

pardmetros farmacocinéticos y las covariables de interés.

e Modelos no lineales de efectos mixtos “Nonlinear Mixed Effects

Models”.

Estos modelos se denominan de efectos mixtos debido a que en su

estructura se incluyen dos tipos de efectos los fijos y los aleatorios.

1. Parametros de efectos fijos: Estos cuantifican el comportamiento
farmacocinético de un farmaco en una poblaciéon (por ejemplo, la
depuracion o el volumen de distribucion) y la relacién entre los
parametros farmacocinéticos y factores fisiopatolégicos (por ejemplo,
los valores del coeficiente de regresion de la relacion entre depuracion
del farmaco y depuracién de creatinina).

2. Parametros de efectos aleatorios interindividuales: Cuantifican la
magnitud tipica de la variabilidad interindividual de los pardmetros
farmacocinéticos, es decir, describen la distribucion de las desviaciones
de los valores de estos parametros en los individuos con respecto a los
valores medios de la poblacion. Estos parametros son las desviaciones
estandar de dichas distribuciones.

3. Parametros de efectos aleatorios intraindividuales: Cuantifican la

magnitud de la variabilidad intraindividual (error residual) que incluye,
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fundamentalmente, la variabilidad intraindividual, el error analitico y el
error de especificacion del modelo. Se deben incluir datos de pacientes

suficientemente representativos de la poblacién a estudiar.

Estos modelos se basan en el principio de que los parametros
farmacocinéticos individuales de una poblacion se obtienen a partir de
una distribucion de dicho parametro. Esta distribucién puede ser
descrita por la media poblacional del parametro y por la varianza
interindividual, de manera que cada pardmetro farmacocinético
individual se puede expresar como la media poblacional mas una
desviacion tipica para este individuo; esta desviacion es la diferencia

entre la media poblacional del parametro y el parametro individual.

Los métodos de efectos mixtos permiten agrupar los datos de todos los
individuos de la poblacion en estudio y realizar el andlisis de forma
simultdnea con todos los datos (analisis en una sola etapa) pero
preservando su individualidad, permitiendo la estimacion de los
parametros poblacionales. Estos métodos permiten la monitorizacion de
farmacos mediante la estimacién bayesiana, cuya particularidad es la
utilizacion en el ajuste de los datos al modelo propuesto, no sélo de la
informacion experimental (datos de concentracion-tiempo) obtenida

para cada individuo, sino también de la informacién conocida a priori
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sobre el comportamiento cinético del farmaco en una poblacion con
caracteristicas fisiopatologicas similares a las del individuo en
tratamiento. Este método de estimacion se basa en el teorema de
Bayes, que permite calcular la probabilidad de una proposicion
basandose en su probabilidad inicial y en el aporte de nuevas
evidencias. Este método permite incorporar al modelo la informacion
farmacocinética poblacional que se tiene del farmaco en forma de
distribuciones a priori (medias y desviaciones estandares de los
parametros). Asi, al combinar esta informacion poblacional previa con la
informacién del paciente (niveles plasmaticos y variables clinicas como
edad, peso, depuracion de creatinina, etc.); se obtendran distribuciones
a posteriori que permitiran disefiar un régimen de dosificaciéon adecuado

("Bayesian feedback”).

La minimizacién de la funcidon objetiva bayesiana (OBJBayes) que se
presenta en la ecuacion 1 da por resultado la estimacion de los
parametros farmacocinéticos teniendo en cuenta la concentracion media
y la concentracion predicha de farmaco junto con la informacién del
error de medida y la concentracién predicha del farmaco junto con la
informacion del error de medida y los valores tipicos para la variabilidad

de los parametros farmacocinéticos en la poblacion.
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P .—P.)’ Cope —Cored)’
( pop md) +z( obs pred) Ec.1

OBJ =
Bayes Z Val'( Pind ) Var(C pred )

Donde:

Ppop: vValor medio del parametro poblacional P

Ping: Valor individual medio esperado para el parametro P

Var(Ping) : varianza interindividual del parametro estimado

Cobs: Valor de la concentracion observada

Cpred: Valor de la concentracion predicha de acuerdo con el

modelo propuesto

Var(Cpreq): Varianza residual de la concentracion predicha
La ecuacién 1 estd compuesta por dos términos, el primero minimiza el
parametro poblacional respecto al parametro individual, es decir busca
que el parametro individual se asemeje al poblacional. El segundo
término minimiza las concentraciones observadas respecto a las
concentraciones predichas (por minimos cuadrados) [Sheiner y cols.

1979].

Las ventajas del método bayesiano son las siguientes:
- Precisa minima informacion.

- Flexibilidad en la utilizacién de los datos.
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- Mayor poder de prediccién de concentraciones plasméaticas incluyendo
los métodos de regresion lineal y no lineal.

Entre las desventajas se han descrito las siguientes:

- Necesidad de conocer la distribuciéon poblacional a priori de los
parametros del modelo, asi como las condiciones en las que esas
distribuciones fueron obtenidas.

- Utilidad limitada si la informacion es abundante.

- Requerimiento de una computadora para realizar el proceso de calculo

y almacenamiento de datos.

Para estos modelos existen dos tipos de aproximaciones:

e No paramétrica: Asume que la distribucibn de probabilidades
conjunta del valor de los parametros en un modelo es discreta. La
experiencia de aplicaciéon de esta metodologia es escasa. Ademas,
el nimero de variables que pueden incluirse es reducido y éstas
no pueden ser categodricas. Los programas utilizados para este tipo
de analisis son:

- Método no paramétrico de maxima verosimilitud “NPML"”: procede del
calculo de las probabilidades conjuntas originando una funcién de
densidad de probabilidades cuyo formato no tiene por qué obedecer a

ningun tipo de distribucién conocida.
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- Método no paramétrico de maxima expectacién “NPEM”: propuesto por

Schumitzky, utiliza funciones de densidad de probabilidad no continuas.

Se encuentra implementado en el conjunto de programas de

Farmacocinética que constituyen el USC*PACK [Jelliffe y cols. 1995].

e Paramétrica: Asume que el conjunto de parametros
farmacocinéticos de la poblacion en estudio se ajusta a una
distribucion conocida (normal o logaritmo normal) caracterizada

por una media y sus correspondientes medidas de dispersion.

La Tabla 2 muestra los programas disponibles de aproximacion

paramétrica. ElI programa computacional mas utilizado, para el

tratamiento de los datos es el NONMEM [Beal y cols. 1998].
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Tabla 2. Software disponible para analisis poblacional: Paquetes de
Métodos Paramétricos de Maxima Probabilidad (Tomado de Barrett,
2002).
Método / Descripcion Operacion, Datos y Salida
Programa Definicion del Modelo Principal
Cdodigo fuente FORTRAN en | e Los eventos de | I, P, SE,
el cual la maxima concentracion y | C, OF,
probabilidad se evalia con 1 dosificacion se describen | CPM
o0 2 diferentes expansiones en archivos de datos
de primer orden (FO o ASCII; las covariables se
NONMEM FOCE) y una expansion de especifican como variables.
segundo orden acerca de las | ¢« NM-TRAN o archivo Pred
estimaciones condicionales ASCII llamado archivo de
de los efectos aleatorios datos, define el error y el
(Laplaciano) modelo estructural
(llamados por el usuario),
crea FORTRAN ejecutable.
Algoritmo S-PLUS que | e Los datos se registran | P, SE, C,
utiliza un  procedimiento como archivo ASCII, hoja | GMF, SS
generalizado de minimos de calculo o base de datos;
cuadrados (GLS) y las covariables se
expansion de series Taylor especifican en sistemas de
NLME acerca de las estimaciones datos._ _ _
condicionales de los efectos | ¢ El cédigo del usuario define
aleatorios interindividuales. el error y el modelo
estructural via SPLUS
sintaxis (se proveen
muchos modelos de
varianza).
SAS macro y el algoritmo | ¢ Los datos se registra como | P, SE,
ajustan un sistema de sistemas de datos SAS | OF, IC,
ecuaciones generalizadas (pueden ser convertidos de | GMF,
estimadas (GEE) usando ASCII, Excel, o archivos de | CPM, SS
NLINMIX una expansion de series bases de datos); las

Taylor alrededor de cero o
estimaciones condicionales
de los efectos aleatorios.

covariables se especifican
como variables.

e El codigo del usuario define

el error y el modelo
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estructural via sintaxis
SAS.

e Los gréficos y el resumen
de estadisticas se proveen

a través de SAS

Método / Programa Descripcion Operacion, Datos y Definicion Salida
del Modelo Principal
Programa SAS el cual | ¢ Los datos se registra como | I, P, SE,
implementa 4 algoritmos sistemas de datos SAS | HT, GMF,
diferentes: minimos cuadrados (pueden ser convertidos de | SS
generalizados, minimos ASCII, Excel, o archivos de
cuadrados iterativo bases e datos); las
generalizado, pseudo maxima covariables se especifican
MIXNLIN probabilidad, pseudo méaxima como variables.
probabilidad restringida. e EIl cédigo del usuario define el
error y el modelo estructural
via SAS sintaxis.
e Graficos y resumen de
estadisticas provistos a través
de SAS
e Los datos son registrado
como ASCII, sistema de datos
SAS o cualquier archivo de
FO y FOCE con méaxima base de Qatos ODBC_ypuede
robabilidad o FOCE con ser extraida de archivos de
probabril » datos NONMEM.
estimacion de MaxiMa | ;| as covariables se especifican
probabilidad restringida ) P P, SE, IC,
. . . o como variables
WinNonMix proporcionada como minimos L OF, GMF,
. e Biblioteca de modelos
cuadrados generalizada. SS
L estructurales de FC y FD
Aplicaciones separadas pueden . o
: disponible; los modelos
conectarse con una variedad
acostumbrados pueden ser
de fuentes de datos. . - :
definidos basados en sintaxis
WinNonLin; los modelos de
error se definen via editor de
ecuaciones.
e Los datos se registran como
ASCII, sistema de datos SAS
Pop-PK se dispone como una o0 como cualquier archivo de
caracteristica de aplicacion base de datos ODBC-
PK/PD mas amplia con una compliant.
solucion Enterprise (fin-a-fin, | ¢ Las covariables se especifican | P.SE
Kinetica 2000 LIMS a reportar). La como variables. I1C ’OF ’
(PPHARM) aproximacién poblacional usa | ¢ Biblioteca de modelos ’ .
. . GMF, SS
un algoritmo de méxima estructurales de FC y FD
expectativa (EM) para disponibles; los modelos
computar las estimaciones de acostumbrados pueden ser

maxima probabilidad.

definidos basados en sintaxis
Visual Basic; los modelos de
error se definen via interfase
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| | Windows. |

Categorias de salida: | = Historia de lteraciébn, P = Parametros estimados, SE =
Errores Estandar, C = Matriz de Correlacién, IC = Criterio de Informaciéon, OF =
Funcion Objetiva, DP = Diagramas de Densidad, GMF = Graficos / Modelo Ajustados,
HT = Prueba de Hipétesis, CPM = Proceso de Monitorizacion de Convergencia, SS =
Resumen de Estadisticas.

4.3.4. Modelo No Lineal de Efectos Mixtos (Nonlinear Mixed Effect
Model- NONMEM)

El NONMEM es un programa de analisis farmacocinético, escrito en
lenguaje FORTRAN 77, diseflado para ajustar modelos estadisticos de
regresion no lineal a los datos, con objeto de estimar la media y la
variancia poblacional de los parametros farmacocinéticos y buscar
aquellos factores que tienen influencia sobre los mismos [Beal y
cols.1979,1992].

NONMEM es un acronimo de "NONIlinear Mixed Effects Model" (Modelo
no lineal de efectos mixtos). Esta basado en la estimacion de la maxima
verosimilitud ("Maximum Likelihood Estimation™) y disefiado para ser
acoplado a modelos estadisticos que incluyen efectos fijos y efectos
debidos a la variabilidad inter- e intraindividual (efectos aleatorios). Para
la estimacién de los pardmetros poblacionales se requiere de manera
previa: i) el disefio de un modelo farmacoestadistico y farmacocinético,
para predecir las concentraciones del farmaco en funcion de los
parametros farmacocinéticos individuales; ii) un modelo de regresion,

para investigar la influencia de los efectos fijos sobre los parametros
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fijos y por ultimo, iii) un modelo estadistico, para calcular la variabilidad

interindividual y residual [Grasela y cols. 1991].

4.3.5. Modelos estadisticos en el analisis poblacional

Los modelos estadisticos utilizados en el analisis de la variabilidad
interindividual y residual son:

a) Variabilidad Interindividual. Esta representa la diferencia (n) entre el
parametro farmacocinético individual y el parametro farmacocinético
poblacional (valor tipico del parametro en la poblacién), los modelos que
se utilizan son:

e Modelo aditivo, en el cual la distribucién de los verdaderos valores
del parametro alrededor de los valores tipicos tiene un grado
constante de variabilidad. Este tipo de modelo se denomina de
coeficiente de variacion constante.
01i= 91pop + Maj
Donde: 03, representa al pardmetro farmacocinético en el
individuo i;  01p0p, representa el valor tipico poblacional del
parametro 6,1 ( el valor de 6i1pop €s el mismo para todos los
individuos de la poblacion); nii es el efecto aleatorio interindividual

que representa a la desviacion del valor 64; respecto a 01pop
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e Modelo de error proporcional. Es el modelo donde n se multiplica
al valor tipico del parametro. La varianza del valor tipico del
pardmetro se incrementa al incrementar el valor del parametro (la
varianza es proporcional al valor del parametro). EI modelo se

puede definir de dos maneras:
01 = 91pop*(1+n1i) Ec. 2
0 = Glpop* enli Ec. 3
La principal diferencia entre estos dos modelos proporcionales,
radica en que en el primer modelo se asume una distribuciéon
normal y en el segundo modelo se asume una distribucion log-
normal del paradmetro.
La relacion entre la varianza del parametro y el valor tipico del
parametro (por ejemplo CL), para los modelos de varianza

interindividual se muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Modelos estadisticos para la variabilidad interindividual, Por
ejemplo: en la relaciéon entre la depuracién total (CL) y la depuraciéon de
creatinina (CLCR). La linea soélida representa la media poblacional y las lineas
punteadas representan la dispersion del valor del parametro individual.

b) Variabilidad Residual. Esta representa la diferencia (g¢) entre los
valores de concentracion observados y los predichos por el modelo
estructural en combinacion con el modelo de variabilidad interindividual.
La variabilidad residual incluye la variabilidad del método analitico, las
desviaciones de muestreo, dosis, etc... y la variabilidad intraindividual.
La interaccion entre la diferencia (¢) y el valor de concentracion predicho
puede ser descrita mediante los siguientes modelos:

e Aditivo: Es el modelo donde ¢ se adiciona a la funcion que permite
describir el perfil individual farmacocinético. Esta funcién permite
calcular las concentraciones predichas para cada individuo vy
tiempo, utilizando los parametros individuales. En este caso, la
varianza se mantiene constante el todo el margen de las

concentraciones predichas.
Ci = F(pk;,D,,t)) + & Ec. 4

Donde Cj, representa la concentracion del farmaco observada en
el individuo i a un tiempo j; f, el tipo de modelo farmacocinético
seleccionado; pk; el conjunto de parametros farmacocinéticos

estimados en el individuo i; Di la dosis administrada al individuo
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i; tj, la variable independiente tiempo; y por ultimo g; ,hace
referencia al error residual, interpretado como la diferencia entre
las concentraciones observadas y predichas.

Modelo Proporcional. Es el modelo donde & se multiplica a la
funcion que describe el perfil individual farmacocinético. En este
caso, la varianza de la concentracion observada se incrementa al

incrementar la concentracion predicha.
— *
Cij = f(pk;, D, 9tij) (I+ ‘9ij) Ec.5

Modelo Mixto. Es el modelo que combina el modelo aditivo y
proporcional a la vez, y por tanto tiene dos componentes de

variabilidad residual, uno aditivo y uno proporcional.

C; = F(pki, D, t) *(1+ &) + &y Ec.6

En la Figura 7 se muestra la relacion entre la varianza de la

concentraciéon observada y la concentracion predicha para los modelos

anteriormente descritos.
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Figura 7. Modelos utilizados para determinar la variabilidad residual. La linea continua
representa las concentraciones observadas y las lineas punteadas representan la

variabilidad en las concentraciones predichas a los diferentes tiempos de muestreo.

4.3.6. Ventajas del andlisis poblacional con el programa NONMEM

El programa NONMEM presenta ciertas ventajas:

- Se pueden calcular los parametros farmacocinéticos poblacionales con
un numero relativamente pequefio de sujetos y utilizando soélo dos
puntos concentracién-tiempo para cada sujeto en un mismo intervalo de
dosificacion. La necesidad de reducir el nUmero de muestras sanguineas
en neonatos ha sido puesta de manifiesto por Long y cols. (1987),
quienes demostraron que con tres muestras se pueden calcular los
paradmetros de netilmicina y ceftazidima con suficiente precision.

- Permite la utilizacion de datos generados como parte del cuidado del
paciente (monitoreo) y de los estudios clinicos en fases Il y IV.

- Los datos utilizados proceden de la poblaciéon que recibe el farmaco
con fines terapéuticos.

- Presenta la posibilidad de introducir directamente factores
fisiopatologicos y de tratamiento en el modelo farmacoestadistico
disefiado, con objeto de conseguir una mejor caracterizacion de la
poblacion.

- Proporciona mejores estimados de las variabilidades inter e

intraindividuales que los métodos tradicionales.
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- Permite combinar datos procedentes de diferentes estudios o fuentes.

Las desventajas que presenta son:
- La obtencién de los datos plasmaticos estan sujetos a mayores errores
que los procedentes de protocolos experimentales (cumplimiento,

tiempos de muestreo, dosis administradas, etc.).
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE SULFOXIDO

DE ALBENDAZOL EN PLASMA

5.1.1. Material y equipo:

Agitador horizontal Lab Line modelo 3520

Balanza Analitica Sartorius modelo i 1800

Centrifuga Beckman modelo TJ-6

Cromatografo de liquidos HP series 1050, equipado con:
- Bomba cuaternaria modelo 79851AX
- Detector UV-Vis longitud de onda variable modelo 79853C
- Inyector automuestreador HP series 1100 G1313A

Potenciometro Beckman modelo pH Meter 41

5.1.2. Reactivos:

Agua desionizada grado HPLC

Dimetil sulféxido RA (Mallincrodt)

Fosfato de amonio (J.T.Baker)

Fosfato de potasio monobésico (J.T.Baker)
Metanol grado HPLC (Mallincrodt)

Metanol RA (Mallincrodt)

Plasma obtenido del banco de sangre del INNN
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5.1.3. Estandares:
Estandar secundario de sulféoxido de abendazol

Estandar secundario de mebendazol (anélogo estructural del albendazol)

5.1.4. Soluciones:
Soluciéon amortiguadora de fosfatos 0.05M, pH 5.7
Solucién amortiguadora de fosfatos 0.01M, pH 7.4

Soluciéon amortiguadora de fosfato de amonio 0.05M, pH 5.5

5.1.5. Preparacion de las muestras

-Para la extraccion del sulfoxido de albendazol y el estandar interno
(mebendazol) de la matriz bioldgica se siguié el metodo que se muestra
en la Figura 8 [Hurtado y cols. 1989].

-Para acondicionar los cartuchos se les hizo pasar 5 mL de metanol y
posteriormente 5 mL de la solucibn amortiguadora de fosfato de
amonio.

-Una vez eluida y evaporada, la muestra se reconstituyé en 30 uL de

fase movil y se inyectaron 25 uL al sistema cromatogréfico.
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50 uL de E.I. (10ug/mL)
+

1 mL de Solucion amortiguadora de fosfatos 0.01M (pH 7.4)

agitar en vortex

Pasar la muestra por cartucho Sep-Pak

l

Lavar con 20 mL de solucion amortiguadora de fosfatos (pH 7.4)

l

Lavar con 1 mL de MeOH/H>0 (20:80)

l

Eluir la muestra con 3 mL de MeOH

l

Evaporar bajo corriente de Nitrogeno

l

Reconstituir en 100 uL de MeOH

La muestra se inyecta al sistema cromatografico.

Figura 8. Método de extraccion de sulfoxido de albendazol en plasma
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5.1.6. Condiciones cromatograficas

-Fase moévil: Metanol HPLC-solucion amortiguadora de fosfatos

pH = 5.7, (63:37 v/V)

-Flujo: 0.8 mL/min

-Columna: Spherisorb C18 (250 x 4.6 mm, con tamafo de particula de
5 micras)

-Volumen de inyeccion: 25 uL

-Tiempo de corrida: 15 min.

5.2. VALIDACION DEL METODO

El método se validé tomando como base los siguientes parametros:
selectividad, linealidad, exactitud, repetibilidad, limite de cuantificacion
y limite de deteccion. Tomando en cuenta los criterios de evaluacion

establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA- 1998

5.2.1. Selectividad
La selectividad se determiné analizando diferentes muestras de:
-Muestras blanco de diferentes plasmas obtenidos del banco de sangre

del Instituto de Neurologia.
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-Muestras blanco de la mezcla de 6 plasmas sin adiciéon de sulfoxido de
albendazol, ni mebendazol (E.l.).

-Muestras plasmaticas adicionadas con sulféxido de albendazol y E.1I.

La concentracion del estdndar interno se determin6é en base a que la
altura del pico correspondiente se encuentre entre un 30 y 60% de la
altura de la concentracion mayor establecida para el sulfoxido de

albendazol.

5.2.2. Linealidad

Para determinar si la respuesta obtenida (relacién de alturas sulféxido
de albendazol/E.l) era proporcional a la concentraciéon adicionada, se
prepararon 3 curvas patréon en plasma en el intervalo de

concentraciones establecido (0.032-8 ug/mL).

5.2.3. Precision

Repetibilidad

Se analizaron muestras de plasma por quintuplicado a tres niveles de
concentracién, utilizando el procedimiento descrito anteriormente, en
un mismo dia de trabajo. Se determind el coeficiente de variacion de

los datos (C.V.) el cual debe ser menor al 15%.
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5.2.4. Exactitud del método analitico
Se determind el valor promedio de la desviacion absoluta de acuerdo a

la siguiente formula:

% Desviacion absoluta = concentraciéon nominal - concentracién recuperada X 100

concentracién nominal

Concentracion nominal: concentracion tedrica.
Concentracion obtenida : concentracion promedio obtenida de la
interpolacion de la relacion de alturas (Sulféxido de albendazol/E.l.) en
la curva de calibracion preparada el mismo dia.
El método es exacto si el valor promedio de desviacion absoluta en cada

nivel de concentracion es menor o igual al 15%.

5.2.5. Recobro absoluto

Se analizaron por gquintuplicado muestras plasmaéaticas de concentracion
conocida de los puntos control (bajo, medio y alto) dentro del rango de
concentracion de 0.032-8 ug/mL, y se compararon con muestras en
metanol por triplicado a las misma concentracion esperada en la
muestra plasmatica.

El porciento de recobro se determiné comparando la relacién de alturas
promedio obtenida en plasma con la respuesta obtenida en metanol. El

C.V. no debe ser mayor al 15% en todos los niveles de concentracion.
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Para el calculo del % de recobro se empled la siguiente formula:

Promedio relacion de alturas en plasma (sulféxido de albendazol/E.l.)
% Recobro = X 100

Promedio relacion de alturas en solucién (sulféxido de albendazol/E.l.)

5.2.6. Limite de cuantificacion y limite de deteccidon

Se prepararon por quintuplicado muestras de sulféxido de albendazol en
plasma a las concentraciones de 0.032, 0.015, 0.008 ug/mL, las cuales
fueron procesadas e inyectadas en el sistema cromatografico.

El limite de cuantificaciéon es la concentracibn méas baja del rango de
trabajo cuyo valor promedio no se desvia mas del 15% del valor
nominal (concentracion adicionada).

El limite de deteccibn es la concentracion a la cual la sefial del
compuesto por analizarse se distingue del nivel de ruido y el C.V. de la
concentraciéon recuperada o la desviacion absoluta por ciento (exactitud)

son mayores al 15%.
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5.3. ESTUDIO DE FARMACOCINETICA POBLACIONAL DE
ALBENDAZOL EN PACIENTES

En el estudio se incluyeron datos de concentraciones plasmaéaticas de 131

pacientes del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel

Velasco Sudrez” con diagnostico de NCC, con base en los resultados del

estudio citoquimico e inmunolégico del liquido cefalorraquideo vy

confirmada por imagenes de Tomografia computarizada (CT) o

Resonancia Magnética (MRI).

5.3.1. PROTOCOLO

-Se incluyeron pacientes con el diagndstico de NCC subaracnoidea e
intraventricular sintomatica, que asistieron a la consulta externa de
Neurologia y los que fueron internados en el piso de Neurologia o en el
servicio de Urgencias del Instituto.

-Después de la evaluacién clinica inicial y la determinacion diagndstica
de NCC, se di6 la informacion del estudio al paciente y familiares y se
firmé la carta de consentimiento informado (anexo A) por el paciente o
familiar responsable.

-A los pacientes se les administré el albendazol en una dosis de 30

mg/Kg/dia (dividida en tres dosis) durante 8 dias.
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-A los pacientes hospitalizados se les tom6 una muestra sanguinea
antes y a las 2, 4, 6 y 8 h después de la administracion del albendazol.
Mientras que a los pacientes de tipo ambulatorio se les tomaron 2
muestras al octavo dia de tratamiento, una muestra antes de la
administraciéon del albendazol y una segunda muestra de manera
aleatoria dentro de un intervalo de 8 h posteriores a la administracion.
El analisis de las muestras se realiz6 por cromatografia de liquidos de

alta resoluciéon previamente validado.

5.3.2. Criterios de inclusion

1. Diagnostico de NCC.

2. Edad entre 18 y 65 afos.

3. Diagnéstico apoyado por estudio de imagen tomografico y/o
resonancia magnética. De documentarse hidrocefalia hipertensiva
que comprometa la vida del paciente, se someterad primero a una
derivacion ventriculo-peritoneal.

4. Firma de Consentimiento informado.

5.3.3. Criterios de exclusion

1. Cualquier patologia médica que al momento del estudio contraindique

el uso de albendazol y de esteroides.
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2. Pacientes embarazadas o en lactancia.

3. Pacientes con enfermedad neuroldgica adicional.

5.3.4. Consideraciones éticas

El estudio se apegd de manera estricta a los lineamientos de la
declaracion de Helsinki, en su version revisada por la XXIX Asamblea
Médica Mundial (Helsinki), asi como a la Ley General de Salud y las
Leyes de México, y de manera especifica al reglamento para la
investigacion clinica publicado por la Division de Investigacion Clinica del

Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia.

5.4. ANALISIS POBLACIONAL CON EL NONMEM

El andlisis poblacional fue realizado utilizando el programa no lineal de
efectos mixtos (NONMEM, nivel VI version 1.0).

Se utilizaron los programas Xpose 3.0 y S Plus. Para el analisis
exploratorio y grafico de datos obtenidos del programa NONMEM.
También se utilizdé el programa PdxPop que permite obtener un historial
del desarrollo del modelo y el andlisis grafico (en conjunto con el Xpose
y S-Plus) y estadistico del modelo y parametros obtenidos con el

programa NONMEM.
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El programa PdxPop requiere la instalacion del S-Plus y el Xpose y toma
los archivos de salida del NONMEM, en forma de tablas, permite
visualizar un sistema de menu, en el cual el analista puede seleccionar
la actividad a realizar ( analisis del modelo, creacion de nuevos archivos
de control para el NONMEM, analisis gréafico y estadistico, entre otras).
El programa cuenta con analisis auxiliares entre los que destacan el
“Generalized additive modeling (GAM)” que permite evaluar las
covariables relevantes para ser incluidas en el modelo. Y la funcién
Bootstrap. En el desarrollo del modelo poblacional para albendazol se

hizo uso de ambos analisis.

5.4.1. DESARROLLO DEL MODELO FARMACOCINETICO POBLACIONAL
Con la finalidad de obtener el mejor modelo de ajuste para los datos, se
desarrollaron varios modelos, donde se fueron incluyendo nuevos
parametros mediante un proceso iterativo, evaluando la mejoria en el
ajuste. La discriminacion entre modelos se realiz6 a través de la
utilizacion de una combinacién de técnicas estadisticas y graficas. Este
proceso se realiz6 mediante las siguientes etapas.

e Exploracion de los datos.

e Determinacion del modelo estructural basico.

e Seleccion del modelo de covariables.

e Seleccion del modelo poblacional final.
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Las etapas del desarrollo del modelo poblacional y la inclusion de

covariables se ilustran en la Figura 9.

Figura 9. Desarrollo del modelo poblacional.

5.4.1.1. Exploracién de datos. Se realizd la exploraciéon gréafica y
numeérica de los datos para cada poblacion. Se realizaron los archivos de
datos en Excel (numero de individuos, muestras por individuo, tiempos
de muestreo, datos demogréficos, datos clinicos, etc.).

Archivo de datos: Estos archivos tienen un formato especial para que el
programa NONMEM lo reconozca. Un ejemplo de esta base de datos se

presenta en el anexo B.
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5.4.1.2. Determinacion del modelo estructural basico

El modelo estructural basico es aquel modelo que describe
satisfactoriamente las observaciones sin incluir en su estructura ninguna
covariable. En este paso se seleccion6 el modelo farmacocinético , el
modelo estadistico y el método de estimacion.

- Modelo farmacocinético. Se definio el modelo farmacocinético
utilizando la subrutina $PRED, biblioteca proporcionada por el
NONMEM que proporciona el codigo para implementar los modelos
farmacocinéticos mas comunes por ejemplo: Modelo de un

compartimento, modelo bicompartimental o tricompartimental.

- Modelo estadistico. En el desarrollo del modelo se utilizaron los
modelos aditivo ( Y=F+ERR(1))) y proporcional (Y=F*(1+ERR(1))
para determinar la variabilidad interindividual. Mientras que para
la variabilidad residual se utilizaron los modelos aditivo,
proporcional y la combinacion de ambos.

En el NONMEM se establecié las subrutinas $PK y $ERROR, la
primera permite calcular los valores tipicos de la poblacién (por
ejemplo: CL,V, etc) de acuerdo al modelo farmacocinético
seleccionado y la variabilidad interindividual asociada al parametro

como se muestra a continuacion:
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$PK
TVCL=THETA(1)

CL=TVCL*EXP(ETA(L))

La subrutina $ERROR, permite determinar la variabilidad residual,
por ejemplo:
$ERROR

Y=F*(1+ERR(1))+ERR(2)...(modelo combinado)

- Meétodo de estimacion. Se utilizaron los métodos de estimacion FO
y FOCE para obtener la funcién objetivo (FOBJ) la cual mide la
diferencia entre los valores observados y los valores predichos de
los parametros.

FO (first-order estimation model): se utiliza cuando la media
poblacional n es igual a cero.
FOCE (First-order Conditional Estimations method): cuando n

entra dentro del proceso de estimacion.

El modelo farmacocinético, estadistico y de estimacion se establecieron

en el Archivo de control correspondiente para cada corrida realizada con

el programa NONMEM.
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Una vez que se dispone de los archivos de datos y de control, el
NONMEM hace uso del archivo NM-TRAN, que es el archivo interno del
programa que utiliza para la transcripcion de datos y con ello empieza a
realizar las iteraciones para el ajuste de los datos.

El procedimiento en general que se sigue el programa NONMEM para el

analisis de datos se muestra en la Figura 10.

Archivo
de Datos
ARCHIVOS
NM-TRAN —NONMEM —» TABLAS
Archivo GRAFICAS
(Control)
modelo

Figura 10. Diagrama de Analisis de datos utilizando el programa

NONMEM.

Después de terminar el analisis el programa NONMEM genera un archivo

con los datos obtenidos para:
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- Parametros Farmcacocinéticos....(PATAB)
-Iteraciones realizadas, estimados finales y las graficas generadas del

ajuste.

5.4.1.3. Criterios de seleccion del mejor modelo
Para seleccionar el modelo estructural basico 6ptimo se utilizaron los
siguientes criterios:
e Las corridas con el programa se consideraron validas si cumplian
las siguientes condiciones:
» Que el ajuste haya finalizado correctamente.
» El numero de cifras significativas de los parametros

estimados por NONMEM fuera igual o mayor a 3.

e La idoneidad de los modelos farmacoestadisticos se evalud
mediante el valor de la funciéon objetivo (FOBJ) y las graficas de

diagnadstico y el coeficiente de variacion.

Para analizar si un modelo es mejor con respecto a otro se evalud la
diferencia entre los valores de la FOBJ obtenidos para ambos modelos
esta diferencia se asume que tiene una distribucién aproximada a y? y

con grados de libertad igual a la diferencia en el niumero de parametros
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entre los dos modelos. Por tanto se consider6 como significativo una
disminucién en el valor de FOBJ mayor a 6.6 a un nivel de significancia

de p<0.01

5.4.2. Selecciéon de covariables

Los datos demograficos y clinicos estan constituidos por el conjunto de
informacioén, obtenida tanto desde el inicio como durante el tratamiento,
los cuales reflejan el estado fisiopatolégico de cada paciente, y en
general, por aquellos factores que puedan modificar el perfil cinético del
farmaco. En el estudio se incluyeron las variables disponibles a partir de

la entrevista al paciente y la revision del historial clinico.

Una vez establecido el modelo farmacocinético estructural se evaluaron,

las siguientes covariables:

e Geénero (masculino / femenino).

e Peso corporal (kg).

e Edad (en afnos).

e Tipo de paciente (hospitalizado / ambulatorio).
e Medicamentos concomitantes.

e Depuracion de creatinina CLCR (mL / min).
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Este ultimo parametro fue estimado empleando el método de Cockroft-
Gault [Cockcroft y Gault, 1976], cuya ecuacion es la siguiente:

[140-edad (afos)]*peso (kg)
CLCR= X C
Creatinina sérica (mg/dl)

C= 1.23 Hombres, 1.04 Mujeres

5.4.3. Validacion del modelo

Los datos plasmaticos de 41 pacientes, no incluidos en el céalculo de los
parametros poblacionales, se utilizaron para evaluar el desempefio de
de la prediccion con las ecuaciones de regresion obtenidas. La
predictividad se evalu6 comparando la concentracion observada de
sulfoxido de albendazol con las concentraciones en plasma predichas por
el modelo poblacional final, utilizando el error de prediccion medio como
medida de sesgo y el promedio del error absoluto como una medida de
precision [Karlsson y cols. 1998].

Por ultimo, se realiz6 un control visual predictivo para evaluar la
idoneidad de los parametros obtenidos, con los resultados del modelo se
generd la grafica de los valores observados y los valores predichos
mediante la simulacion de 100 datos utilizando el programa NONMEM,
las concentraciones predichas debe contener el 90 % de los datos

observados.
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Para el sesgo y la precision se utilizaron las siguientes ecuaciones:

error = lz:j‘ (DV — IPRED)
N

Precision = iziiN DV — IPRED)?
\ N i=1
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

6.1.1. Selectividad

En la Figura 11, se muestran los cromatogramas correspondientes a
una muestra de plasma blanco, una muestra de plasma adicionada de
mebendazol (estandar interno, E.l.), una muestra de plasma blanco
adicionada con sulféxido de albendazol y estandar interno. En ellos se
puede observar que no se presentan interferencias de la matriz biolégica
en los tiempos de retencion del sulfoxido de albendazol ni del estandar

interno.
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Figura 11. Cromatogramas correspondientes: a)Muestra de plasma

blanco, b) muestra plasméatica adicionada de estandar interno y c)
muestra adicionada de sulfoxido de albendazol y estandar interno.
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6.1.2. Linealidad

La relacion entre la respuesta cromatografica con respecto a cada
concentracion, se ajusté a través de una regresion lineal por minimos
cuadrados. En la Figura 12 se muestra la grafica promedio de las tres
curvas en plasma. El método fue lineal en el rango de 0.032- 8.0 ng/mL

con un coeficiente de correlacion (r), mayor a 0.999 para cada curva.

20
18
16
14 -
12

10

m= 2.30473
b= 0.02376
r= 0.99996

Relacién de alturas (sulféxido de albendazol/E.I.)

T T
0 2 4 6 8

Concentracion (ug/mL)

Figura 12. Linealidad del método analitico (datos de las 3 curvas). La
ecuacion gue describe la relacion del promedio es : Y=2.3047*X +

0.02376
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6.1.3. Precision y Exactitud

Los resultados de la precisiéon del método analitico se muestran en la

Tabla 3. EI méaximo coeficiente de variacion fue del 8.3% la
concentracion mas baja.
Tabla 3. Precision y Exactitud del método analitico
Bajo Medio Alto
repeticiones 0.125 (ng/mL) 1.0 (ng/mL) 6.0 (pg/mL)
1 0.1149 0.9834 5.7821
2 0.1382 0.9791 5.9140
3 0.1266 0.9816 6.0028
4 0.1123 1.0018 6.0158
5 0.1235 0.9912 5.8767
Promedio 0.1231 0.9874 5.9182
D.E. 0.0102 0.0092 0.0961
C.v 8.3665 0.9341 1.6242
Desviacion 1.52 1.25 1.3617
absoluta
(%)
D.E. = desviacion estandar, C.V. = Coeficiente de variacion.

62




RESULTADOS Y DISCUSION

La desviacion absoluta para las concentraciones evaluadas no fue

mayor al 15%. Por lo que el método analitico es preciso y exacto.

6.1.4. Recobro

El recobro del método analitico para cuantificar sulféxido de albendazol
en plasma fue constante en las concentraciones evaluadas (Tabla 4),
dando como resultado un valor promedio de 97.77% Yy con un

coeficiente de variacion menor al 15%.

6.1.5. Limite de deteccidon y cuantificacion

El limite de cuantificacién fue 0.032 ug/mL (concentracion determinada
con exactitud y precision), mientras que el limite de deteccion fue de
0.015 pg/mL, concentracion a la cual se detectd la sefal del sulféxido de
albendazol por encima de la sefial del ruido con un coeficiente de

variacion mayor al 15%.
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Tabla 4. Porciento de Recobro del método analitico

Puntos Control | Solucion en metanol Plasma Porciento
(relacion altura/E.l.) | (relacién altura/E.I.) Recuperado
n=5 n=5
0.125 0.30 0.287 95.66
1.0 2.31 2.22 96.10
6.0 12.21 12.40 101.55
Promedio 97.77
D.E. 3.28
C.vV 3.35

6.2. ESTUDIO DE FARMACOCINETICA POBLACIONAL

En este estudio se determind un modelo farmacocinético poblacional

para albendazol en pacientes con NCC utilizando un modelo prospectivo,

donde se evaluaron variables demograficas y clinicas como fuente de

variabilidad en los pardmetros farmacocinéticos de albendazol.
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6.2.1. Caracteristicas demograficas

Las Tablas 5 y 6 muestran las caracteristicas demogréaficas de los 131
pacientes que participaron en el estudio, 90 formaron la poblacion para
el desarrollo del modelo poblacional y los 41 restantes fueron parte de la
poblacién de validacion del modelo. Los pacientes se incluyeron de

manera aleatoria en ambas poblaciones.

Tabla 5. Caracteristicas demogréficas de pacientes incluidos en el

modelo poblacional.

Estudio poblacional Media + SD Rango
Género 52 Hombres, 38 Mujeres
Edad (Afios) 39 + 13.5 17-69
Peso (kg) 67 + 11.6 40-96
CLCR (mL/min) 95 + 26.7 74-180
Tipo de pacientes 19 Hospitalizados, 71

Ambulatorios El nUmero es

diferente al de género

CLCR = Depuracion de creatinina
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Tabla 6. Caracteristicas demogréaficas de los pacientes incluidos en la

validacién del modelo.

Poblacion de validacion Media + DE Rango
Genero 28 Hombres, 13 Mujeres

Edad (Afios) 39 + 13.5 15-60

Peso (kg) 73.26 + 13.5 40-107

6.2.2. Niveles plasmaticos

Los niveles plasmaticos de sulfoxido de albendazol en el estado
estacionario después de la administracion de una dosis de 30 mg/kg en
la poblacion de estudio se muestran en la Figura 13. En ella se puede
observar la gran variabilidad de los niveles plasmaticos, los cuales

oscilaron entre 0.06 a 5.8 ug/mL.
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Figura 13. Datos plasmaticos obtenidos de la administracion de
sulféxido de albendazol en pacientes
Esta variabilidad concuerda con los niveles reportados en la literatura en
pacientes en estado estacionario 1.483 + 0.877 ug/mL (30 mg/kg/dia) y
1.09+ 0.75 pg/mL [Gongora-Rivera y cols.2006], 0.27 a 2.23 ug/mL
[Sanchez y cols.1993], 0.169 a 3.07 ug/mL [Jung y cols. 1990] a dosis
de 15 mg /kg/dia y 0.52 a 1.61 ug/mL con 10 mg/kg/dia [Gil-Grande y

cols. 1993].
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6.3. MODELO ESTRUCTURAL BASICO

6.3.1. Modelo Farmacocinético.

Se definio el modelo farmacocinético utilizando la subrutina $PRED del
programa NONMEM. Esta subrutina contiene los codigos para utilizar los
modelos farmacocinéticos mas frecuentemente utilizados. En este caso
se utilizé un compartimento con absorcion y eliminaciéon de primer orden
de acuerdo a la siguiente ecuaciéon y Figura 14:
*C(T)=D*K01/V/(K01-K10)*(EXP (-K10*T)-EXP(-K01*T))

El modelo utilizado fue:

Figura 14. Modelo abierto de un compartimento

Donde KO1 y K10 son las constantes de absorciéon y eliminacion
respectivamente, C= concentracion, D= dosis y T= tiempo.

Para el modelo de un compartimento se utilizaron las subrutinas
ADVANZ2 y TRANS2 en el programa NONMEM [Sheiner y Beal 1981], las

cuales se definieron en el archivo de control para cada corrida.
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6.3.2. Modelo estructural
En esta parte se definieron los modelos para la variabilidad

interindividual y residual.

6.3.2.1. Variabilidad interindividual

En el desarrollo del modelo poblacional para determinar la variabilidad
interindividual se ensayaron los modelos estadisticos aditivo y
proporcional. En base a los criterios establecidos anteriormente para
descartar un modelo, se consideré que el mejor método para estimar la
variabilidad interindividual era el método proporcional (Tabla 7), este
modelo asume una distribuciéon Log-normal de los parametros de CL y
Vd, con la siguiente ecuacion:

CL=TVCL*EXP(ETA(1))
V=TVV*EXP(ETA(2))

Con esta variabilidad obtenida y el valor tipico poblacional se genera el

valor individual del parametro correspondiente.

6.3.2.2. Variabilidad residual

Para la variabilidad residual se probaron los modelos aditivo,
proporcional y la combinacion de los anteriores. Al utilizar los criterios
para los valores de Funcion Objetivo se descartaron el método aditivo y

el combinado, por lo que para definir el modelo estructural, se
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selecciond el modelo estadistico proporcional de acuerdo a la siguiente
ecuacion:

Y=F*(1+ERR(1))

6.3.2.3 Método de estimacion

En el desarrollo del método se utilizaron los metodos de estimacion FO
(First Order) y FOCE (First Order Conditional Estimation). De acuerdo a
los valores de Funcidon Objetivo se utilizé siempre que fue posible, el
método FOCE ya que permite una mejor estimacion de la variabilidad
interindividual. La Tabla 7 muestra los valores obtenidos para los

métodos de estimacion.

Tabla 7. Métodos de estimacion

Estimacion Modelo de 9%ERS FOBJ Variabilidad
interindividual
error (%0)
FOCE
proporcional 38.9 20.19 43.6
aditivo 12.7 64.54 76.1
FO
aditivo / 70.12 92.7
proporcional / 75.48 88.7
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6.3.2.4. Archivo de control

El archivo de control correspondiente al modelo estructural (modelo con

menor funcién objetivo y variabilidad) se presenta a continuacion:

Model Desc: BASE MODEL PROPORTIONAL ERROR MODEL

;Project Name: nelly
;Project ID: NO PROJECT DESCRIPTION
$PROB RUN# 01

$INPUT C ID AMT DATE TIME DV ADDL Il SEX AGE WT SCR SCRI CLCR TYPE

$DATA POBLACIONAL1.CSV IGNORE=C
$SUBROUTINE ADVAN2 TRANS2

$PK
KA=THETA(3)
TVCL=THETA(1)
TVV= THETA (2)
CL=TVCL*EXP(ETA(1))
V=TVV*EXP(ETA(2))
S2=V

$THETA
(0,50) ;[CL]
(0,3) VI
0.416 ;[KA]

$ERROR
Y=F*(1+ERR(1));;+ERR(2)............. (proporcional)
IPRED=F
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IF(IPRED.EQ.0) DEL=0.0001
IWRES=(IPRED-DV)/(W+DEL)

$OMEGA
0.25 ;[P]
0.50;[P]

$SIGMA
0.25 ;[P]

5 0.02 5[A]

$EST MAXEVAL=9999 PRINT=5 METHOD=CONDITIONAL INTERACTION
( FOCE) (NOABORT)

$TABLE ID TIME IPRED AMT CL V WT AGE SEX SCR TYPE NOPRINT
ONEHEADER FILE=Basico.TAB

;$SCAT PRED VS DV

1NONLINEAR MIXED EFFECTS MODEL PROGRAM (NONMEM) DOUBLE
PRECISION NONMEM VERSION V LEVEL 1.0

DEVELOPED AND PROGRAMMED BY STUART BEAL AND LEWIS SHEINER
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6.3.2.5 Gréficas de diagndstico

Las graficas de diagndstico para comprobar la bondad del ajuste se
muestran en la Figura 15 donde se observan las predicciones
individuales tipicas de la poblacion (PRED) y las predicciones

individuales (IPRE) frente a las concentraciones observadas (CP1).

Predictions vs dependent variable for run 04

0 1 2 3 4 5

PRED vs CP1 IPRE vs CP1

25 1

62

Predictions
P

Figura 15. Graficas de diagnéstico para el modelo basico
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La Figura 16 muestra otras graficas importantes en el ajuste del modelo.
En ella estdn representados los valores de residuales frente a las
predicciones. Esta grafica permite analizar si el modelo de error es
adecuado, en este caso los valores de residuales se deben de distribuir
alrededor de O. Los resultados esquematizados en la figura 16A, para el
modelo estructural muestran una distribucion de los residuales alrededor
de O pudiéndose observar que algunos valores (identificados con el
numero de paciente) estaban por arriba del valor de 2, estos valores
fueron eliminados y al realizar nuevamente el andlisis no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en los resultados por lo cual

los datos se incluyeron en desarrollo del modelo.

Los residuales fueron también ponderados frente a la variable
independiente (tiempo). Ello permite evaluar la bondad del ajuste y
analizar la dependencia de los valores a lo largo del tiempo. Los
residuales deben estar aleatoriamente dispersos sobre el valor de O, no
se debe observar alguna tendencia. Los resultados obtenidos para el
modelo estructural (Figura 16B) permitieron observar una distribucion
alrededor de 0O y los valores en su mayoria estuvieron entre +2 a
excepcion de algunos datos que fueron considerados como posibles

“outliers”.
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Figura 16. Graficas de bondad de ajuste, A. Residuales ponderados
(WRES) frente a las predicciones, B. Residuales ponderados frente al

tiempo.

6.3.3. Analisis de covariables
Se realizd un analisis general aditivo (GAM “Stepwise Generalised
Additive Modelling”), empleando para ello los programas NONMEM y S-

PLUS. Este andlisis permite identificar las covariables susceptibles de ser
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incluidas al modelo de manera aditiva. EIl GAM se ejecuta con el
programa Xpose que se encuentra como un archivo del S-Plus. Con este
analisis se examina la inclusion de las diferentes covariables. La
discriminacion entre los modelos se llevd a cabo mediante la
comparacion del criterio de informacion de Akaike (AIC) para determinar
la inclusion de covariables al modelo. El analisis termina cuando ya no
hay otro modelo que disminuya el valor de AIC.

Las covariables que se analizaron fueron:

CATEGORICAS CONTINUAS
eGénero (H=0, M=1) ePeso
eAntiepilépticos (carbamazepina =1 eEdad
fenitoina =2, acido valproico=3, *CLCR

Prednisona= 4)
eTipo de pacientes (Hospitalizados=1,

Ambulatorios = 2)

Los resultados del analisis GAM se muestran en la Figura 17. En ella se
pueden observar las covariables incorporadas en el modelo y los
valores correspondientes de AIC. En el analisis GAM se evaluaron todas
las covariables sin embargo se generan resultados en base a las

covariables de mayor significancia estadistica.
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WT -

AGE -

SEX + WT -

SEX .

SEX + ns(AGE, df = 2) .

SEX + AGE + WT -

SEX + AGE - T

-5*10%4 0 5410 10%5

Akaike value

Grafica 17, Analisis GAM para el parametro de depuracion.

El analisis GAM permitio identificar a las variables de peso (WT), edad
(AGE) y genero (SEX) como las covariables de mayor significacia
estadistica en el parametro de depuracion. Los valores de AIC mostraron

que al incluir estas variables el valor del criterio de AIC disminuyd.
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Start: CL ~1; AIC=101150.9

Trial: CL ~ SEX + 1+ 1; AIC= -67263.33
Trial: CL ~ 1+ AGE + 1; AIC=-50071.97
Trial: CL~ 1+ 1+ WT; AIC=-47112.69
Step : CL ~SEX ; AIC=-67263.33

Trial: CL ~ SEX + AGE + 1; AIC=-73866.05
Trial: CL ~ SEX + 1+ WT; AIC=-65018.43
Step : CL ~ SEX + AGE ; AIC= -73866.05

Trial: CL ~ SEX + ns(AGE, df =2) + 1; AIC=-71681.66
Trial: CL ~ SEX + AGE + WT; AIC=-71894.36

Una vez identificadas las variables, estas se incluyeron una a una en los
parametros farmacocinéticos de CL Y Vd, en el modelo estructural
basico. La inclusién de cada covariable se justificd en base a la mejoria
en el ajuste de acuerdo a los criterios establecidos en la secciéon
5.4.1.3.

No obstante que el GAM obtenido no considera significativas a las
variables de tipo (Type), CLCR, y los antiepilépticos se realizaron las
corridas correspondientes a la inclusién de cada uno de ellos pero no se
encontraron mejorias en el ajuste.

La Tabla 8, presenta los valores de disminucién del valor en la funcién
objetivo, el coeficiente de variacion y el porciento de error estandar,
para el modelo basico y algunos de los modelos incluyendo a las

covariables.
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Tabla 8. Inclusion de covariables en el modelo basico

MODELO SIG CV  %ERS FOBJ AFOB]J P
CL=01 3.5 43.6 38.9 20.192
V=02 100 313
CL=01*SEX 3.2 55.67 / 58.82 +38.62 N.S.
214
CL=01*TYPE 3.3 76.41 0.44 34.127 +17.90 N.S.
120 1.67
CL=01*SCR 4.6 29.27 35.86 21.023 +0.831 N.S.
94.07 18.87
CL=01*AGE/39 3.5 19.26 57.26 21.97 +1.778 N.S.
81.54 17.61
CL=01*Exp(04*(AGE-39) 3.3 88.66 / 15.485 -4.707 N.S.
39.74
CL=01*Exp04*(WT-67) 3.0 88.43 16.39 15.0 -5.192 N.S.
38.60 25.23
CL=01*WT 2.9 23.32 / 14.69 -5.502 N.S.
94.49
CL=01*WT/67 3.4 97.82 23.10 14.00 -6.192 N.S.
V=02*WT/67 35.07 25.10
CL=01*CLCR 3.8 101.4 25.15 12.126 - 8.066 P<0.01
V=02*WT 37.41 21.66
CL=01*CLCR+ 04*WT 3.3 98.28 73.64 11.97 -8.222 P<0.01
V=02*WT 36.6 25.0
CL=01*CLCR+ 04*AGE 3.7 95.8 29.27 11.395 -8.797 P<0.01
V=02*WT 36.05 25.59
CL=01*CLCR+04*AGE+05* = 4.0 95.81 29.34 11.395 -8.797 P<0.01
(WT/67) 36.0 25.56
CL=01+ 04*WT 3.4 92.19 67.39 9.714 10478 | P<0.01
V=02*WT 35.49 25.25

79




RESULTADOS Y DISCUSION

Las covariables de mayor influencia de acuerdo al valor de Akaike se
evaluaron en los parametros farmacocinéticos de Vd/F y CL/F. Los
resultados mostraron que ninguna de las covariables fué significativa en
los parametros farmacocinéticos a excepcion del peso, por lo que éste

se incorporo al modelo de manera exponencial.

6.4. MODELO ESTRUCTURAL INTERMEDIO

En el analisis de la distribucién de los parametros con la inclusién del
peso en el modelo estructural basico, se observd una bimodalidad en la
depuracion. Con estos resultados se podria suponer de dos poblaciones
con valor de depuracién, por lo que en el archivo de control del
parametro depuracion, se incluyé una funcion mixta (Mixture model) con

el objetivo de identificar las subpoblaciones.

La modificacién del archivo de control fue la siguiente:

;Model Desc: 1CP ID62 DEL; CL:MIX; V:WT CENTER NONLIN; ETA:CL;
305 TABLE

;Project Name: nelly

;Project ID: NO PROJECT DESCRIPTION

$PROB RUN# 311

$INPUT C ID AMT DATE TIME DV ADDL II SEX AGE WT SCR SCRI
CLCR TYPE
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$DATA ABD.CSV IGNORE=C
$SUBROUTINE ADVAN2 TRANS2
$PK
EST=MIXEST
IF (MIXNUM.EQ.2) THEN
TVCL=THETA(5)*THETA(1)
ELSE
TVCL=THETA(1)
ENDIF

CL=TVCL*EXP(ETA(L))
TVV=THETA(2)*(WT/70)**THETA(4)
V=TVV;;*EXP(ETA(2))
KA=THETA(3);;;*EXP(ETA(3))

s2=v

SID=ID
TAD=TIME-168
DCL=CL-TVCL

$MIX
P(1)=THETA(6)
P(2)=1.-THETA(6)
NSPOP=2

$THETA
(0,50) ;[CLINT]
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(0,4000)  ;[VCENTER]
(0.416) FIX ;[KA]
(0,1,10) ;[VNONLIN]

(0,1,10) ;[CL2]
(0,.5,1) ;[MIXFR]

$ERROR
Y=F*(1+ERR(1))
IPRED=F

$OMEGA
0.1 ;[P]
. 0.1 :[P]

$SIGMA
0.04 ;[P]
;5 0.02 ;[A]
$EST MAXEVAL=9999 PRINT=5 METHOD=CONDITIONAL INTERACTION
SIGDIG=4
$CoV
$TABLE NOPRINT ONEHEADER FILE=311.TAB
$TABLE ID CL DCL NOPRINT ONEHEADER FILE=PATAB311
$TABLE ID AGE WT CLCR SCR NOPRINT FILE=COTAB311
$TABLE ID SEX TYPE SCR1 NOPRINT FILE=CATAB311
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El analisis incluyendo la funciéon mixta permitié observar la presencia de

dos subpoblaciones en el parametro de CL/F (Figura 18).

e o SubPob B
=ity =  SubPobA
|

100 N -

Valor de depuracion predicho CL/F (L/h)

T
0 2 4

Concentraciones de sulfoxido de albendazol (ug/mL)

Figura 18. Valores de Depuracion predichos vs Concentracion
plasmatica de Sulféxido de albendazol en pacientes.

Los estimados poblacionales para el modelo incluyendo la funcion mixta

se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Estimados poblacionales para el modelo intermedio

Parametro Estimado Final (95% Intervalo de %ESR
confianza)

0, CL/F (L/h/kg) 161 (118-204) 13.5
0, V/F 2.91 e + 003 (2.37 e+ 003-3.45 e + 003) 9.38
03 Ka (h™) 0.416
05 MIXFR 0.285 (0.156-0.414) 23.0
n Variabilidad CL/F 42.5

(%CV)
€ Variabilidad Residual 30.7

(%CV)

“%ESR error estandar relativo (100%x ES/EST)

6.5. MODELO FINAL
Debido a la bimodalidad observada en la CL/F y a la baja solubilidad de
albendazol, se atribuyé la funcibn mixta al parametro de

biodisponibilidad (F) en el modelo. En este caso, un grupo de referencia
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se definidé con una biodisponibilidad de 1,0 y se estimé el valor de F en

el otro subgrupo. Debido a que con este modelo las dos subpoblaciones

comparten un valor comun de V/F, y Ka, es de suponerse que la

variabilidad sea igual para ambas subpoblaciones.

Al emplear el modelo mixto en F la variabilidad interindividual en la CL/F

disminuyo6 de 42 a 32%. Los valores de los parametros del modelo final

se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Parametros y valores del modelo poblacional final.

Parametro/Variabilidad Estimado Final %ESR?
0. CL/F (L/h) 51.6 11.6
TVCL = 0,*(WT/70)*"
0, V/F (L) 4560 9.45
TVV = 0,*(WT/70) "°
0; Ka (h™) 0.416
0, F subpoblacion 1 1.0
05 F subpoblacion 2 0.278 12.1
0s Fracion en subpoblacion 2 0.266 23.5
n Variabilidad en CL/F 32.4% 28.5
(%CV)
€ Variabilidad residual 31.9% 15.4
(%CV)

%4ESR error estandar relativo (100%x ES/EST)
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Con este modelo, aproximadamente el 27% de los sujetos presenta una
biodisponibilidad del 28% con respecto a la otra poblacion.

En la Figuras 19 y 20 se presentan las grafica de diagnostico del modelo

final.

2.5+

n
o
1

-
(¢,
1

o
)
1

o
=}

05 ' 10 ' 15 2.0
Concentracion Predicha (ug/mL)

Concentracion de Sulfoxido de albendazol
Observada (ug/mL)

Figura 19 . Concentraciones plasmaticas observadas frente a las

concentraciones predichas.
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En la Figura 20, se puede observar una mejor correlacion de las
concentraciones observadas y los individuales predichos en comparacion

con la grafica correspondiente al modelo basico (pagina 73).
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Concentracion individual predicha (ng/mL)

Concentracion de Sulféxido de albendazol
Observada (ug/mL)
v
s
( 4
@

Figura 20. Concentraciones observadas frente a las concentraciones

individuales predichas del modelo final.
Las gréaficas de diagndstico con respecto a los residuales frente a las

concentraciones observadas y tiempo respectivamente se muestran en

la Figuras 21 y 22 respectivamente.
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En ambas graficas se puede observar que los residuales se encuentran

distribuidos alrededor de cero.

Residuales

-4 I I I
1.0 1.5 2.0

Concentraciones Predichas (ng/mL)

Figura 21, Representacion gréafica de los residuales vs concentraciones
predichas.

Los valores estan comprendidos en general dentro del intervalo de +2 y
-2 desviaciones estandar con respecto al valor medio lo cual indica la
adecuada predictibilidad del modelo. Para los residuales con respecto al
tiempo se observa una distribucion aleatoria alrededor de cero para

todos los tiempos de muestreo en estado estacionario (Figura 22).
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Figura 22. Representacion grafica de los residuales para los distintos

tiempos de toma de muestra.

Con base a lo anteriormente mencionado se infiere que el modelo
estructural es adecuado para describir los datos y no hay alguna

dependencia con el tiempo del albendazol.
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6.6. VALIDACION DEL MODELO

Para la validacion del modelo se analizaron los datos correspondientes a
la poblacion de validacion, empleando el modelo final obtenido con el
programa NONMEM. El andlisis predictivo se realiz6 comparando las
concentraciones observadas (Cobs) contra las predichas (Cpred) con el
modelo final tomando la media del error de prediccion como una medida
del sesgo y la media del error absoluto como medida de precision
[Karlsson y cols. 1998]. Se realiz6é un analisis predictivo visual realizando
un ciento de simulaciones con el modelo final, si el modelo y los valores
de los parametros poblacionales son razonables las concentraciones
observadas deben estar entre las bandas de los percentiles del 5 al

95%.

6.6.1. Precision y Sesgo

Para la prediccion de las concentraciones, se utilizaron las ecuaciones de
regresion del modelo final (Tabla 10), y se evalu6 el sesgo de acuerdo a
la siguiente ecuacion:

PE= ((Cpred-Cobs)/Cobs)*100

El analisis mostré que el error de prediccion promedio fue de 0,07

ug/mL, lo que indica que en promedio hay un pequefio sesgo en la
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prediccion de las concentraciones observadas. Los errores de prediccion
individual oscilaron entre -4,4 a 1,4 ug / mL.

La precision fue evaluada como el error absoluto medio obteniéndose un
valor de promedio de 0.61 ug/mL y el intervalo de 0.01 hasta 4.4
ug/mL. Dado que la concentracion observada promedio fue de 1,4

ug/mL, el error absoluto promedio representa un 43%.

6.6.2. Verificacion visual de prediccion del modelo

La Figura 23 muestra la representacion grafica de el percentil del 5% al
95% calculado para cada tiempo a partir de las 100 simulaciones
realizadas. La mayoria de los valores observados estan dentro de las
lineas de confianza y el 11.7% de las predicciones quedan fuera del
90% de percentil. Ademas el percentil 50% pasa por medio de las
observaciones a cada tiempo lo cual confirma la robustez y capacidad de

prediccion del modelo final seleccionado.
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Concentracion (pug/mL)

Tiempo después de la dosis (h)

Figura 23. Prediccion visual del modelo.

Este es el primer trabajo de analisis poblacional realizado en México
que evalla las fuentes de variabilidad farmacocinética del albendazol.
Desafortunadamente no se encontraron covariables que contribuyeran
significativamente a la gran variabilidad observada, sin embargo se
observé una bimodalidad en la depuracién, lo que llevé a identificar dos
subpoblaciones con diferente biodisponibilidad. Este modelo indica que

aproximadamente el 27% de la poblacibn presenta una baja
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biodisponibilidad sugiriendo que las causas de la variabilidad podria
estan asociadas principalmente: a la solubilidad del farmaco, a posibles
interacciones con los alimentos o al metabolismo de primer paso. Estos
resultados confirman la importancia de continuar con esta linea de
investigacion.

Los resultados obtenidos del analisis poblacional para el albendazol son
comparables a los reportados para otros farmacos, como en el caso de
la lamotrigina (antiepiléptico de amplio uso) [Hussein y cols. 1997] en
donde la farmacocinética poblacional en pacientes con epilepsia mostro
que las covariables de peso, edad, género, dosis y anticonceptivos
orales no tienen influencia significativa en los parametros
farmacocinéticos de CL/F y V/F y la magnitud de la variabilidad
interindividual en las concentraciones plasmaticas fue de 34% vy la
variabilidad residual del 21%. Otro ejemplo es de la cladribina
(anticancerigeno) cuyo analisis poblacional retrospectivo mostré que
variables como género, peso, edad, altura y superficie corporal no
tienen influencia en los parametros farmacocinéticos encontrandose una
biodisponibilidad del 35% [Lindemalm y cols. 2005], por lo que las
predicciones poblacionales se basan en el empleo de valores tipicos
poblacionales y para las predicciones individuales se emplean los

estimados bayesianos. En el caso del etoposido [Toffoli y cols. 2001] se
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observé una gran variabilidad en la biodisponibilidad (45%) no
encontrando correlacion con alguna covariable, solo la depuracion de
creatinina influy6é en el parametro de CL/F mostrando una reduccion del
25 al 18% en la variabilidad, por que los autores concluyen que el
modelo no es suficientemente predictivo para individualizar la dosis.

Otro ejemplo es el tacrolimus el cual, muestran una gran variabilidad y
un extenso metabolismo hepatico [Saw y cols. 2000]. La variabilidad del
farmaco puede ser explicada en parte por la diferencia en el peso
corporal y a la bilirrubina total. Otro estudio llevado por Antignac y cols.
[2007] mostré que la biodisponibilidad del tacrolimus oscilé entre 11 y
19%. En este estudio las covariables que afectaron a la depuracion
fueron el tiempo postoperatorio y la dosis de corticosteroides, mientras
que las variables demograficas no tuvieron influencia significativa. En el
caso de la nevirapina (antirretroviral) el modelo que mejor describe su
comportamiento farmacocinético en pacientes con VIH, es un modelo de
un compartimento con absorcién y eliminacién de primer orden [Molté J.
y cols], y al igual que el albendazol, presenta una gran variabilidad en la
absorcion (41%). En este caso s6lo el peso corporal estuvo
significativamente relacionado con los parametros de depuracion vy
volumen de distribucion por lo que se incorpor6é al modelo de la forma

siguiente CL/F= 061 + 0,*BW; V/F = 03 + 0,BW; Ka = 05, no
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encontrando correlacion con otras variables descritas por otros autores,
tal como el género [Kappelhoff y cols 2005], por lo que concluyen que la
absorcion representa una fuente de variabilidad.

El modelo de funcion mixta utilizado permitié también identificar
subpoblaciones con diferente biodisponibilidad en el caso de la
ivermectina (antiparasitario) debido a la interaccidon con azitromicina [EI-
Tahtawy A y cols. 2008]. Esta funcién también ha sido utilizada para
caracterizar poblaciones que presentan diferente metabolismo como en
el caso de la risperidona [Feng Y y cols. 2008], en el que la funcién
mixta en el pardmetro de depuracion permitié identificar tres
subpoblaciones correspondientes a metabolizadores lentos, intermedios
y rapidos en las concentraciones de risperidona y su principal metabolito
9-OH-risperidona. No se han encontrado covariables demogréaficas o
clinicas que tengan relevancia significativa en los parametros

farmacocinéticos de la risperidona [Thyssen y cols. 2010].

Los resultados poblacionales obtenidos sustentan la necesidad de
realizar estudios farmacocinéticos especificamente disefiados para
caracterizar la biodisponibilidad y confirmar que la variabilidad puede

ser atribuida a este parametro mas que a la depuracion.
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Clinicamente la baja exposicion puede ser una causa a la falla al
tratamiento. Dado que aproximadamente el 25% de los pacientes soélo
presentan una absorcion del 27% es necesario realizar el monitoreo de
las concentraciones de sulféxido de albendazol para asegurar una

adecuada exposicion del parasito para su erradicacion.
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7. CONCLUSIONES

El método analitico empleado para la cuantificacion del sulféoxido
de albendazol por cromatografia de liquidos de alta resoluciéon fue
lineal, exacto, preciso y selectivo en el rango de concentraciones
de 0.032 a 8.0 ug/mL, por lo que se considerd adecuado para los
objetivos del estudio.

El andlisis farmacocinético poblacional para el albendazol permitié
establecer que de las covariables estudiadas solo el peso influye
en los niveles plasmaéaticos.

El modelo identific6 un comportamiento diferente en el parametro
de depuracion lo que llevé a caracterizar dos subpoblaciones con
diferente biodisponibilidad. Aproximadamente el 27% de los
pacientes presenta muy baja biodisponibilidad.

La biodisponibilidad debe considerarse como una de las principales
causas en la variabilidad farmacocinética del albendazol.

La aplicacion del modelo farmacocinético poblacional, en la
estrategia de optimizar la dosis, es digna de mayor investigacion

con el propésito de mejorar el tratamiento en pacientes con NCC.
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8. APENDICES

Apéndice A

Protocolo: Estudio Farmacocinético Poblacional De Albendazol

Antes de estar de acuerdo en participar con nosotros en el estudio que
le hemos propuesto sobre el uso del medicamento llamado albendazol
es importante que esté informado sobre las caracteristicas del estudio,
los procedimientos a que sera sometido, las alternativas de tratamiento
y los posibles efectos colaterales del tratamiento. Es muy importante
que aclare todas sus dudas sobre el estudio en la primer charla con el
meédico tratante. También es importante hacer notar que la participacion
en el estudio es enteramente voluntaria. En caso de no querer participar
en el estudio, su decision no afectard su tratamiento subsecuente. En
caso de participar, podra abandonar el estudio en cualquier momento,
por cualquier razén y no afectara la continuidad de su tratamiento. Este
estudio estd respaldado por el Comité de Investigaciones del Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia y por los médicos que en él

participan.

98



APENDICES

Estudio

El estudio tiene como objetivo administrar el medicamento
llamado albendazol y determinar su concentracion en plasma. El
albendazol es un medicamento ampliamente utilizado en el tratamiento
para la cisticercosis cerebral. Los estudios para el diagnéstico y
confirmacion de la NCC incluyen: tomografias de craneo, resonancias
magnéticas del cerebro y de muestras de sangre vy liquido
cefalorraquideo.

Nuestra intencion es tratar al paciente con la dosis habitual de 30
miligramos por kilo de peso al dia por una semana. Ademas se
indicaran los medicamentos necesarios para cada caso en particular con
el fin de aliviar las molestias que refiera el paciente.

Las muestras sanguineas se tomaran de acuerdo a la siguiente
informacién:

Para pacientes que no requieran hospitalizacion

El paciente debera presentarse al laboratorio ocho dias después de
haber iniciado tratamiento con albendazol (eskazol) o el dltimo dia de la
toma del medicamento y se le tomaran dos muestras sanguineas.

Debera estar a las 9:00 a.m., en _ayunas VvV sin haber tomado el

albendazol de la manana el cual se tomara cuando llegue al laboratorio.
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Para los pacientes hospitalizados.

Al paciente se le deberd tomar una muestra sanguinea antes de la
administraciéon del albendazol y dos muestras sanguinea alas 2, 4,6y 8
horas después de la administracion del albendazol en tubo vacutainer

con tapon verde (conteniendo heparina).

Al aceptar participar en el estudio se le solicitara el mayor apego
posible a las indicaciones de tratamiento y debera asistir a las citas
meédicas que se le soliciten a fin de poder evaluar la respuesta al
tratamiento.

En caso de estar de acuerdo en participar, su doctor debera
aclararle todas sus dudas personalmente y estar disponible cuando
usted lo requiera.

El paciente sera evaluado inicialmente y en caso de cumplir con
las caracteristicas clinicas se le solicitara su autorizacion para el

internamiento y para su participacion en el estudio.

Riesgos.
En el caso del albendazol los mas comunes son malestar
abdominal, dolor de cabeza, ascos 0 nauseas y voOmito. En casos raros

se ha reportado caida del cabello, reacciones en la piel con comezén y

100



APENDICES

cambios en la sangre, como en el numero de células sanguineas y
algunas enzimas. Se estara revisando continuamente la posible
aparicion de estos efectos secundarios durante el internamiento y se
tomaran muestras de sangre para vigilar que todo esté normal. En caso
de algun efecto colateral atribuible al albendazol, se suspendera y

permanecera internado para continuar el tratamiento necesario.

Confidencialidad.
La informacion clinica recopilada durante las entrevistas con el
médico son estrictamente confidenciales, siguen los reglamentos

internos el Instituto y la Norma Sanitaria de Salud.

Importante.
Su participacion es enteramente voluntaria, si desea abandonar el
estudio podrad hacerlo en cualquier momento y debera notificarlo al

meédico a cargo.
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Si tiene alguna duda, favor de aclararla inmediatemente con el grupo de

médicos a cargo del estudio.

Gracias por tomarse tiempo en leer detenidamente esta informacion.

En caso de requerir informacién, comunicarse con:

Dr. :

Tel.:
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

A través de la presente Yo,

doy mi consentimiento para participar como paciente (0 representante
legal del paciente) en el protocolo de investigacion “Farmacocinética
poblacional de albendazol”. Ademas hago constar que he recibido toda
la informacion acerca de la naturaleza y significancia del estudio.

Doy mi consentimiento en forma libre y expreso mi amplio
entendimiento acerca de los objetivos del estudio, reconociendo los
riesgos y posibles beneficios del tratamiento.

Estoy de acuerdo gque la informaciéon clinica derivada del estudio
de mi caso sea comunicada a la comunidad médica verbalmente o por
escrito, pero sin revelar mi identidad.

Hago constar que he recibido, leido y entendido la carta de
informacioén del estudio.

Nombre y Firma:

Paciente o familiar responsable

(Firma de autorizacion)
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Testigo 1 Testigo 2.
Nombre

Testigo 1 Testigo 2.
Direccién
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Formato para el registro de datos plasmaticos del estudio poblacional

PROTOCOLO ALBENDAZOL (ESTUDIO POBLACIONAL)

Paciente # =
Datos del Paciente:
Registro:
Nombre: Edad:
Peso: Genero
Direccion:
Telefono:

Diagnastico inicial:

Tratamiento:

Horario de toma del farmaco

Inicio Tratamiento:

Toma de muestras:
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Muestras sanguineas

Horario de toma de ultima dosis deALB:

# Horario de toma | Volumen plasma | Concentracion

de muestra ug/mL

Ingesta de alimentos:

Observaciones:
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APENDICE B

Datos del desarrollo del modelo poblacional
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PROJECT NAME: nelly
PROJECT 1D: NO PROJECT DESCRIPTION

All files are associated by the Run# and specific file extensions:
Run#.res = NONMEM output
Run#.tab = NONMEM table output
Run#.sum = output summary
Run#.ctl = NMTRAN control stream

RUN DATE/TIME DATA FILE OFV MIN BND COV MODEL DESCRIPTION

101 Jul 13 2006 20:38 ABD.CSV NR N NI BASE MODEL PROPORTI ONAL ERROR MODEL

101 Jul 13 2006 20:39 ABD.CSV NR N NI BASE MODEL PROPORTI ONAL ERROR MODE L

101 Jul 13 2006 20:42 ABD.CSV 10.459 Y Y AB BASE MODEL PROPORTI ONAL ERROR MODEL

102 Jul 13 2006 20:50 ABD.CSV 10.446 Y N AB PROPERR; CL: INT; V: SL

103 Jul 13 2006 21:23 ABD.CSV NR N NI PROPERR; TAD; CL: INT; V: SL

103 Jul 13 2006 21:24 ABD.C8V NR N NI PROPERR; TAD; CL: INT; V: SL

103 Jul 13 2006 21:25 ABD.CSV NR N NI PROPERR; TAD; CL: INT; V: SL

103 Jul 13 2006 21:40 ABD.CSV NR N NI PROPERR; TAD; CL: INT; V: SL

103 Jul 13 2006 22:03 ABD.CSV NR N NI PROPERR; TAD; CL: INT; V: SL

103 Jul 13 2006 22:04 ABD.CSV NR N NI PROPERR; TAD; CL: INT; V: SL

103 Jul 13 2006 22:05 ABD.CSV NR N NI PROPERR; TAD; CL: INT; V: SL

103 Jul 13 2006 22:09 ABD.C8V 0.090 Y N Y PROPERR; TAD; CL: INT; V: SL

103 Jul 13 2006 22:18 ABD.CSV 0.090 Y N Y " PROPERR; TAD; CL: INT; V: SL; DEL 1CP ID62 WRES5. 1

103 Jul 13 2006 22:20 ABD.CSV 0.090 Y N Y PROPERR; TAD; CL: INT; V: SL; DEL 1CP ID62 WRES5.1

104 Jul 28 2006 20:50 ABD.CSV 0.090 Y N Y PROPERR; TAD; CL: INT; V: SL; DEL 1CP ID62 WRES5. 1

104 Jul 28 2006 21:01 ABD.CSV 0.090 Y N Y PROPERR; TAD; CL: INT; V: SL; DEL 1CP ID62 WRES5. 1

105 Jul 28 2006 21:17 ABD.CSV 0.090 Y N AB PRO PERR; TAD; CL: INT; V: SL; DEL 1CP ID62 WRES5.1; KA NOT FIX
201 Jul 28 2006 21:22 ABD.CSV 10.665 Y Y AB BASE MODEL; ALL DATA; PROPORTIONAL ERROR MODEL

202 Jul 28 2006 21:28 ABD.CSV 8.772 Y N AB BASE MODEL; 1 CP ID=62 DEL; PROPORTIONAL ERROR MO DEL

203 Jul 28 2006 21:35 ABD.C8V -0.290 Y Y AB BASE MODEL; 1 CP ID=62 DEL; PROPORTIONAL ERROR MODEL; FIT KA
204 Jul 28 2006 21:39 ABD.CSV NR N NI BASE MODEL; 1 CP ID=62 DEL; PROPORTIONAL; FIT KA ; ETA:CL,V

204 Jul 28 2006 21:39 ABD.CSV NR N NI BASE MODEL; 1 CP ID=62 DEL; PROPORTIONAL; FIT KA; ETA:CL,V
204 Jul 28 2006 21:39 ABD.CSV NR N NI BASE MODEL; 1 CP ID=62 DEL; PROPORTIONAL; FIT KA; ETA:CL,V

204 Jul 28 2006 21:41 ABD.CSV NR N NI BASE MODEL; 1 CP ID=62 DEL; PROP ERR; FIT KA; ETA :CL,V

201 Jul 28 2006 21:41 ABD.CSV NR N NI BASE MODEL; ALL DATA; PROPORTIONAL ERROR MODEL

204 Jul 28 2006 21:42 ABD.CSV 1.510 N Y NI BASE MODEL; 1 CP ID=62 DEL; PROP ERR; FIT KA; ETA:CL,V

205 Jul 28 2006 21:44 ABD.CSV 1.834 N Y NI BASE MODEL; 1 CP ID=62 DEL; PROP ERR; FIX KA; ETA :CL,V

206 Jul 28 2006 21:49 ABD.CSV 1.834 N Y NI BASE MODEL; 1 CP ID=62 DEL; PROP ERR; FIX KA; ETA :CL ONLY

206 Jul 28 2006 21:50 ABD.CSV 1.834 Y N AB BASE MODEL; 1 CP ID=62 DEL; PROP ERR; FIX KA; ETA :CL ONLY

207 Jul 28 2006 21:58 ABD.CSV 1.898 Y N AB BASE MODEL; 1 CP ID=62 DEL; PROP ERR; FIX KA; ETA:CL ONLY; CLINT
208 Jul 28 2006 22:00 ABD.CSV 22.626 Y Y AB BASE MODEL; 1 CP ID=62 DEL; PROP ERR; FIX KA; ETA :CL ONLY; CL:INT, SEX
209 Jul 28 2006 22:01 ABD.CSV -1.970 Y N AB BASE MODEL; 1 CP ID=62 DEL; PROP ERR; FIX KA; ETA :CL ONLY; CL:INT, SEX
210 Jul 28 2006 22:04 ABD.CSV 1.898 Y N Y 1 CP ID=62 DEL; CL: INT V:SL

211 Jul 28 2006 22:09 ABD.CSV 0.653 Y N Y 1 CP ID=62 DEL; ETA :CL,V; CL:INT V:SL

212 Jul 28 2006 22:13 ABD.CSV 16.983 N Y NI 1 CP ID=62 DEL; ETA:CL,V,F; CL:INT V:SL

213 Jul 28 2006 22:16 ABD.CSV 1.225 Y N Y 1 CP ID=62 DEL; ETA :CL,F; CL:INT V:SL
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214 Jul 28 2006 22:21 ABD.CSV 1.225 Y N Y 1 CP ID=62 DEL; ETA:CL,F; CL:INT V:SL 214 TABLE F

215 Jul 28 2006 22:26 ABD.CSV -2.128 Y N Y 1 CP ID=62 DEL; ETA:CL,F; CL:INT,SEX V:SL 214 TABLE F

215 Jul 28 2006 22:28 ABD.CSV -2.128 Y N Y 1 CP ID=62 DEL; ETA:CL,F; CL:INT,SEX V:SL 214 TABLE F

216 Jul 28 2006 22:28 ABD.CSV 13.207 Y N AB 1 CP ID=62 DEL; ETA:CL,F; CL:INT V:SL F1:SEX 214 TABLE F
217 Jul 29 2006 10:57 ABD.CSV -4.060 Y N Y 1 CP ID=62 DEL; ETA:CL,F; CL:INT,SEX V:SL 214 TABLE F

218 Jul 29 2006 11:05 ABD.CSV 86.904 Y Y AB 1 CP ID=62 DEL; ETA :CL; CL:INT V:SL; MIX F

218 Jul 29 2006 11:05 ABD.CSV NR N NI 1 CP ID=62 DEL; ETA :CL; CL:INT V:SL; MIX F

218 Jul 29 2006 11:06 ABD.CSV 86.904 Y Y AB 1 CP ID=62 DEL; ETA:CL; CL:INT V:SL; MIX F

219 Jul 29 2006 11:12 ABD.CSV 4.427 Y N Y 1 CP ID=62 DEL; ETA:CL; CL:INT V:SL; MIX F

220 Jul 29 2006 11:16 ABD.CSV 0.203 Y N Y 1 CP ID=62 DEL; ETA:CL; CL:INT V:SL; MIX F,ETA

221 Jul 29 2006 11:22 ABD.CSV 0.203 Y Y AB 1 CP ID=62 DEL; ETA:CL; CL:INT V:SL; MIX F; V:ETA

222 Jul 29 2006 11:26 ABD.CSV -6.152 Y Y AB 1 CP ID=62 DEL; ETA:CL,F; CL:INT V:SL; MIX F,CL

223 Jul 30 2006 22:17 ABD.CSV 0.162 Y Y AB 1 CP ID=62 DEL; ETA:CL,F; CL:INT V:SL; MIX KA

224 Jul 30 2006 22:18 ABD.CSV NR N NI 1 CP ID=62 DEL; ETA:CL,F; CL:INT V:SL; MIX KA; KAlFIX

224 Jul 30 2006 22:18 ABD.CSV NR N NI 1 CP ID=62 DEL; ETA:CL,F; CL:INT V:SL; MIX KA; KAlFIX

224 Jul 30 2006 22:19 ABD.CSV NR N NI 1 CP ID=62 DEL; ETA :CL,F; CL:INT V:SL; MIX KA; KA1lFIX

224 Jul 30 2006 22:19 ABD.CSV 1.559 Y Y AB 1 CP ID=62 DEL; ETA:CL,F; CL:INT V:SL; MIX KA; KA1lFIX

225 Jul 30 2006 22:22 ABD.CSV 1.559 Y Y AB 1 CP ID=62 DEL; ETA :CL,F; CL:INT V:SL; MIX KA; KA1FIX; OBSONLY
300 Jul 30 2006 22:38 ABD.CSV 1.898 Y N Y 1CP ID62 DEL; CL:; V:WT;

301 Jul 30 2006 22:42 ABD.CSV 612.583 Y Y AB 1CP ID62 DEL; CL:; V:WT CENTER;

301 Jul 30 2006 22:45 ABD.CSV 1.898 Y N Y 1CP 1ID62 DEL; CL:; V:WT CENTER;

302 Jul 30 2006 22:47 ABD.CSV -5.595 Y N Y 1CP ID62 DEL; CL:; V:WT CENTER NONLIN;

303 Jul 30 2006 22:49 ABD.CSV -5.549 Y Y AB 1CP ID62 DEL; CL:WT CENTER NONLIN; V:WT CENTER NONLIN;

304 Jul 30 2006 22:53 ABD.CSV -7.608 Y N Y 1CP 1ID62 DEL; CL:SEX; V:WT CENTER NONLIN;

305 Jul 30 2006 23:01 ABD.CSV -12.785 Y N Y 1CP 1ID62 DEL; CL:MIX; V:WT CENTER NONLIN;

306 Jul 30 2006 23:13 ABD.CSV -5.595 Y Y AB 1CP 1ID62 DEL; CL:MIX; 'V:WT CENTER NONLIN;

307 Jul 30 2006 23:16 ABD.CSV -5.595 N Y NI 1CP 1ID62 DEL; CL:MIX; V:WT CENTER NONLIN; ETA:CL, KA

306 Jul 30 2006 23:18 ABD.CSV -5.595 N Y NI 1CP 1ID62 DEL; CL:MIX; V:WT CENTER NONLIN; ETA:CL, V

308 Jul 30 2006 23:22 ABD.CSV -5.594 N Y NI 1CP ID62 DEL; CL:MIX; V:WT CENTER NONLIN; ETA:CL, F

305 Jul 30 2006 23:24 ABD.CSV -12.785 Y N Y 1CP ID62 DEL; CL:MIX; V:WT CENTER NONLIN; ETA:CL

309 Jul 30 2006 23:29 ABD.CSV -14.868 N N NI 1CP ID62 DEL; CL:MIX; V:WT CENTER NONLIN; ETA:CL; 2ERR

310 Jul 30 2006 23:32 ABD.CSV -7.782 N N NI 1CP ID62 DEL; CL:MIX; V:WT CENTER NONLIN; ETA:CL; ADDERR OUTPT
311 Jul 30 2006 23:37 ABD.CSV -12.785 Y N Y 1CP 1ID62 DEL; CL:MIX; V:WT CENTER NONLIN; ETA:CL; 305TABLE
312 Jul 30 2006 23:46 ABD.CSV -7.608 N N NI 1CP ID62 DEL; CL:MIX,SEX; V:WT CENTER NONLIN; ETA :CL

313 Jul 30 2006 23:52 ABD.CSV -5.595 Y Y AB 1CP ID62 DEL; CL; V :WT CENTER NONL IN; ETA:CL; Fl:MIX

313 Jul 30 2006 23:53 ABD.CSV -5.595 N N NI 1CP ID62 DEL; CL; V :WT CENTER NONL IN; ETA:CL; F1l:MIX

314 Jul 30 2006 23:56 ABD.CSV -7.869 Y N Y 1CP 1ID62 DEL; CL:MIX; V:WT CENTER NONLIN; ETA:CL; CL:CENTER
315 Jul 30 2006 23:58 ABD.CSV -12.774 Y Y AB 1CP 1ID62 DEL; CL:MIX; V:WT CENTER NONLIN; ETA:CL; CL:CENTER NONL IN



ID
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
6.00
6.00
6.00
6.00
6.00
6.00
7.00
7.00
7.00
7.00
7.00
7.00
8.00
8.00
8.00
8.00
8.00
8.00
9.00
9.00
9.00

SID
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
3.00
4.00
4.00
4.00
4.00
4.00

4.00

5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
5.00
6.00
6.00
6.00
6.00
6.00
6.00
7.00
7.00
7.00
7.00
7.00
7.00
8.00
8.00
8.00
8.00
8.00
8.00
9.00
9.00
9.00

TIME
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00

IPRE
0.00
0.32
0.39
0.39
0.36
0.32
0.00
0.65
0.75
0.75
0.71

0.65
0.00
0.65
0.77
0.77
0.72
0.65
0.00
0.23
0.32
0.31

0.27

0.23'

0.00
1.00
1.1
1.11
1.07
1.01
0.00
1.34
1.48
1.48
1.42
1.34
0.00
1.52
1.61
1.61
1.58
1.53
0.00
2.14
2.31
2.31
2.24
2.14
0.00
1.42
1.53

AMT
740.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
630.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
590.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
650.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
620.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
550.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
700.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
580.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
630.00
0.00
0.00

CL
250.25
250.25
250.25
250.25
250.25
250.25
109.15
109.15
109.15
109.15
109.15
109.15
100.43
100.43
100.43
100.43
100.43
100.43
282.77
282.77
282.77
282.77
282.77
282.77

71.69
71.69
71.69
71.69
71.69
71.69
47.81
47.81
47.81
47.81
47.81
47.81
52.82
52.82
52.82
52.82
52.82
52.82
31.87
31.87
31.87
31.87
31.87
31.87
51.90
51.90
51.90

WT
74.00
74.00
74.00
74.00
74.00
74.00
63.00
63.00
63.00
63.00
63.00
63.00
59.00
59.00
59.00
59.00
59.00
59.00
65.50
65.50
65.50
65.50
65.50
65.50
62.00
62.00
62.00
62.00
62.00
62.00
55.00
55.00
55.00
55.00
55.00
55.00
70.00
70.00
70.00
70.00
70.00
70.00
53.00
53.00
53.00
53.00
53.00
53.00
63.00
63.00
63.00

AGE
26.00
26.00
26.00
26.00
26.00
26.00
23.00
23.00
23.00
23.00
23.00
23.00
39.00
39.00
39.00
39.00
39.00
39.00
34.00
34.00
34.00
34.00
34.00
34.00
38.00
38.00
38.00
38.00
38.00
38.00
46.00
46.00
46.00
46.00
46.00
46.00
33.00
33.00
33.00
33.00
33.00
33.00
34.00
34.00
34.00
34.00
34.00
34.00
51.00
51.00
51.00

SEX
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00

TYPE
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

DCL
89.52
89.52
89.52
89.52
89.52
89.52
-51.58
-51.58

-51.58
-51.58
-51.58
-51.58
-60.30
-60.30
-60.30
-60.30
-60.30
-60.30
122.04
122.04
122.04
122.04
122.04
122.04
29.59

29.59

29.59

29.59

29.59

29.59

5.7

5.71

5.71

5.71

5.71

5.71
10.72
10.72
10.72
10.72
10.72
10.72

-10.23
-10.23
-10.23
-10.23
-10.23
-10.23

9.81

9.81

9.81

PRED
0.00
0.53
0.60
0.60
0.57
0.53
0.00
0.42
0.52
0.52
0.48
0.42
0.00
0.38
0.50
0.49
0.44
0.38
0.00
0.44
0.54
0.53
0.49
0.44
0.00
1.72
1.83
1.83
1.79
1.73
0.00
1.53
1.67
1.67
1.64
1.53
0.00
1.84
1.93
1.93
1.91
1.86
0.00
1.60
1.77
1.77
1.70
1.60
0.00
1.74
1.85

RES
0.00
-0.07
-0.31
-0.11
-0.41
-0.35
0.00
0.67
0.12
0.18
0.07
0.06
0.00
0.52
0.35
0.22
0.08
0.42
0.00
-0.23
-0.14
-0.24
-0.22
-0.20
0.00
-0.24
-0.66
-0.93
-1.04
-1.02
0.00
-1.20
-0.58
0.00
0.41

-0.13
0.00
-0.72
-0.15
0.40
-0.28
-1.01
0.00
0.29
0.26
0.29
1.1

1.42
0.00
-0.56
-0.55

WRES
0.00
0.22

-0.53
0.17
-1.07
-0.88
0.00
1.89
0.07
0.34
-0.14
-0.23
0.00
1.26
0.68
0.26
-0.39
1.30
0.00
-0.39
-0.11
-0.52
-0.48
-0.41
0.00
0.44
-0.25
-0.72
-0.92
-0.89
0.00
-1.85
-0.68
0.35
1.15
0.12
0.00
-0.80
0.09
1.00
-0.10
-1.32
0.00
-0.32
-0.32
-0.32
1.15
1.81
0.00
-0.66
-0.62



9.00

9.00

9.00

10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
11.00
11.00
11.00
11.00
11.00
11.00
12.00
12.00
12.00
12.00
12.00
12.00
13.00
13.00
13.00
13.00
13.00
13.00
14.00
14.00
14.00
14.00
14.00
14.00
15.00
15.00
15.00
15.00
15.00
15.00
16.00
16.00
16.00
16.00
16.00
16.00
17.00
17.00
17.00
17.00
17.00
17.00
18.00

9.00

9.00

9.00

10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
10.00
11.00
11.00
11.00
11.00
11.00
11.00
12.00
12.00
12.00
12.00
12.00
12.00
13.00
13.00
13.00
13.00
13.00
13.00
14.00
14.00
14.00
14.00
14.00
14.00
15.00
15.00
15.00
15.00
15.00
15.00
16.00
16.00
16.00
16.00
16.00
16.00
17.00
17.00
17.00
17.00
17.00
17.00
18.00

172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00

1.53
1.49
1.43
0.00
2.18
2.30
2.30
2.26
2.20
0.00
0.76
0.82
0.82
0.80
0.76
0.00
1.714
1.76
1.77
1.77
1.76
0.00
1.02
1.09
1.09
1.06
1.02
0.00
1.15
1.26
1.26
1.21
1.15
0.00
1.58
1.65
1.66
1.63
1.60
0.00
0.39
0.46
0.46
0.43
0.39
0.00
1.75
1.83
1.84
1.81
1.77
0.00

0.00
0.00
0.00
615.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
770.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
933.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
740.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
630.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
750.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
730.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
715.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
480.00

51.90
51.90
51.90
32.10
32.10
32.10
3210
32.10
32.10
119.19
119.19
119.19
119.19
119.19
119.19
39.85
39.85
39.85
39.85
39.85
39.85
85.39
85.39
85.39
85.39
85.39
85.39
63.95
63.95
63.95
63.95
63.95
63.95
52.53
52.53
52.53
52.53
52.53
52.53
207.60
207.60
207.60
207.60
207.60
207.60
45.38
45.38
45.38
45.38
45.38
45.38
36.33

63.00
63.00
63.00
61.50
61.50
61.50
61.50
61.50
61.50
77.00
77.00
77.00
77.00
77.00
77.00
93.30
93.30
93.30
93.30
93.30
93.30
74.00
74.00
74.00
74.00
74.00
74.00
63.00
63.00
63.00
63.00
63.00
63.00
75.00
75.00
75.00
75.00
75.00
75.00
73.00
73.00
73.00
73.00
73.00
73.00
71.50
71.50
71.50
71.50
71.50
71.50
48.00

51.00
51.00
51.00
51.00
51.00
51.00
51.00
51.00
51.00
62.00
62.00
62.00
62.00
62.00
62.00
31.00
31.00
31.00
31.00
31.00
31.00
26.00
26.00
26.00
26.00
26.00
26.00
37.00
37.00
37.00
37.00
37.00
37.00
54.00
54.00
54.00
54.00
54.00
54.00
33.00
33.00
33.00
33.00
33.00
33.00
60.00
60.00
60.00
60.00
60.00
60.00
47.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

9.81
9.81
9.81
-9.99
-9.99
-9.99
-9.99
-9.99
-9.99
-41.54
-41.54
-41.54
-41.54
-41.54
-41.54
-2.25
-2.25
-2.25
-2.25
-2.25
-2.25
43.30
43.30
43.30
43.30
43.30
43.30
21.86
21.86
21.86
21.86
21.86
21.86
10.44
10.44
10.44
10.44
10.44
10.44
46.87
46.87
46.87
46.87
46.87
46.87
3.28
3.28
3.28
3.28
3.28
3.28
-5.77

1.85
1.81
1.75
0.00
1.71
1.82
1.82
1.78
1.71
0.00
0.55
0.62
0.62
0.59
0.55
0.00
1.67
1.72
1.74
1.73
1.72
0.00
1.86
1.94
1.95
1.92
1.89
0.00
1.74
1.85
1.85
1.81
1.75
0.00
1.86
1.94
1.95
1.92
1.89
0.00
0.52
0.59
0.59
0.56
0.52
0.00
1.85
1.94
1.94
1.92
1.88
0.00

0.17
-0.05
-0.32
0.00
0.91

1.22
0.82
0.33
0.20
0.00
0.35
0.28
0.18
0.39
0.23
0.00
0.39
0.69
-0.02
-0.05
-0.19
0.00
-0.92
-0.91
-0.74
-0.99
-0.71
0.00
-0.66
-0.60
-0.13
-0.52
-1.38
0.00
0.36
-0.44
-0.37
-0.33
-0.47
0.00
0.05
-0.04
-0.32
-0.18
-0.32
0.00
-0.40
-0.55
-1.12
0.05
0.87

0.00

0.56
0.21
-0.27
0.00
0.80
1.26
0.65
-0.19
-0.46
0.00
0.61
0.38
0.07
0.92
0.29
0.00
0.58
1.06
-0.12
-0.18
-0.44
0.00
-0.70
-0.68
-0.41
-0.82
-0.36
0.00
-0.39
-0.28
0.50
-0.14
-1.68
0.00
0.78
-0.45
-0.37
-0.31
-0.53
0.00
0.47
0.17
-0.87
-0.29
-0.93
0.00
-0.44
-0.65
-1.62
0.28
1.66
0.00



18.00
18.00
18.00
18.00
18.00
19.00
19.00
19.00
19.00
19.00
19.00
20.00
20.00
21.00
21.00
21.00
22.00
22.00
22.00
23.00
23.00
23.00
24.00
24.00
24.00
25.00
25.00
25.00
26.00
26.00
26.00
27.00
27.00
27.00
28.00
28.00
28.00
29.00
29.00
29.00
30.00
30.00
30.00
31.00
31.00
31.00
32.00
32.00
32.00
33.00
33.00
33.00

18.00
18.00
18.00
18.00
18.00
19.00
19.00
19.00
19.00
19.00
19.00
20.00
20.00
21.00
21.00
21.00
22.00
22.00
22.00
23.00
23.00
23.00
24.00
24.00
24.00
25.00
25.00
25.00
26.00
26.00
26.00
27.00
27.00
27.00
28.00
28.00
28.00
29.00
29.00
29.00
30.00
30.00
30.00
31.00
31.00
31.00
32.00
32.00
32.00
33.00
33.00
33.00

168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
170.00
172.00
174.00
176.00
0.00
168.00
0.00
168.00
170.58
0.00
168.00
170.00
0.00
168.00
172.00
0.00
168.00
172.00
0.00
168.00
172.00
0.00
168.00
170.17
0.00
168.00
170.28
0.00
168.00
172.00
0.00
168.00
171.00
0.00
168.00
171.00
0.00
168.00
172.00
0.00
168.00
174.00
0.00
168.00
172.00

1.52
1.71
1.71
1.63
1.52
0.00
1.16
1.27
1.27
1.23
1.16
0.00
0.42
0.00
0.54
0.65
0.00
0.25
0.54
0.00
1.56
1.68
0.00
1.41
1.50
0.00
1.62
1.69
0.00
1.51
1.59
0.00
0.49
0.56
0.00
0.47
0.58
0.00
1.53
1.63
0.00
1.73
1.84
0.00
248
2.58
0.00
1.82
1.90
0.00
242
2.54

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
600.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
790.00
0.00
650.00
0.00
0.00
400.00
0.00
0.00
590.00
0.00
0.00
710.00
0.00
0.00
950.00
0.00
0.00
750.00
0.00
0.00
770.00
0.00
0.00
610.00
0.00
0.00
700.00
0.00
0.00
620.00

0.00 -

0.00
770.00
0.00
0.00
590.00
0.00
0.00
630.00
0.00
0.00

36.33
36.33
36.33
36.33
36.33
60.38
60.38
60.38
60.38
60.38
60.38
214.41
214.41
133.08
133.08
133.08
117.47
117.47
117.47
44.53
44.53
44.53
58.09
58.09
58.09
43.33
43.33
43.33
55.50
55.50
55.50
179.94
179.94
179.94
139.18
139.18
139.18
52.44
52.44
52.44
41.92
41.92
41.92
24.85
24.85
24.85
37.91
37.91
37.91
28.59
28.59
28.59

48.00
48.00
48.00
48.00
48.00
60.00
60.00
60.00
60.00
60.00
60.00
79.00
79.00
65.00
65.00
65.00
40.00
40.00
40.00
59.00
59.00
59.00
71.00
71.00
71.00
95.00
95.00
95.00
75.00
75.00
75.00
77.00
77.00
77.00
61.00
61.00
61.00
70.00
70.00
70.00
62.00
62.00
62.00
77.00
77.00
77.00
59.00
59.00
59.00
63.00
63.00
63.00

47.00
47.00
47.00
47.00
47.00
24.00
24.00
24.00
24.00
24.00
24.00
32.00
32.00
41.00
41.00
41.00
43.00
43.00
43.00
40.00
40.00
40.00
56.00
56.00
56.00
56.00
56.00
56.00
58.00
58.00
58.00
28.00
28.00
28.00
21.00
21.00
21.00
19.00
19.00
19.00
23.00
23.00
23.00
48.00
48.00
48.00
27.00
27.00
27.00
28.00
28.00
28.00

2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00

-5.77
-5.77
-5.77
-5.77
-5.77
18.29
18.29
18.29
18.29
18.29
18.29
53.68
53.68
-27.65
-27.65
-27.65
-43.27
-43.27
-43.27
243
243
243
15.99
15.99
15.99
1.23
1.23
1.23
13.41
13.41
13.41
19.21
19.21
19.21
-21.55
-21.55
-21.55
10.34
10.34
10.34
-0.18
-0.18
-0.18
-17.24
-17.24
-17.24
-4.19
-4.19
-4.19
-13.51
-13.51
-13.51

1.29
1.49
1.48
1.40
1.29
0.00
1.67
1.79
1.79
1.74
1.68
0.00
0.57
0.00
0.44
0.54
0.00
0.15
0.42
0.00
1.65
1.77
0.00
1.85
1.94
0.00
1.64
1.71
0.00
1.86
1.94
0.00
0.55
0.62
0.00
0.40
0.51
0.00
1.84
1.94
0.00
1.72
1.84
0.00
1.86
1.94
0.00
1.65
1.72
0.00
1.74
1.85

0.87
-0.22
0.60
0.18
-0.01
0.00
-1.47
-1.22
-1.24
-1.14
0.30
0.00
-0.17
0.00
0.18
0.18
0.00
0.1
0.28
0.00
0.37
-0.88
0.00
-0.99
-0.14
0.00
0.23
-0.06
0.00
-0.13
-0.68
0.00
-0.09
0.03
0.00
-0.15
0.32
0.00
0.04
-0.93
0.00
0.17
0.15
0.00
1.64
1.14
0.00
-0.72
0.88
0.00
1.37
0.89

1.40
-0.76
0.86
-0.04
-0.47
0.00
-1.03
-1.08
-1.18
-1.00
1.63
0.00
-0.41
0.00
0.42
0.40
0.00
0.31
0.81
0.00
0.84
-1.26
0.00
-1.20
0.14
0.00
0.38
-0.13
0.00
0.02
-0.81
0.00
-0.25
0.12
0.00
-0.55
0.92
0.00
0.34
-1.14
0.00
0.16
0.12
0.00
1.83
1.00
0.00
-1.30
1.42
0.00
1.39
0.57



34.00
34.00
34.00
35.00
35.00
35.00
36.00
36.00
36.00
37.00
37.00
37.00
38.00
38.00
38.00
39.00
39.00
39.00
40.00
40.00
40.00
41.00
41.00
41.00
42.00
42.00
42.00
43.00
43.00
43.00
44.00
44.00
44.00
45.00
45.00
45.00
46.00
46.00
46.00
47.00
47.00
47.00
48.00
48.00
48.00
49.00
49.00
49.00
50.00
50.00
50.00
51.00

34.00
34.00
34.00
35.00
35.00
35.00
36.00
36.00
36.00
37.00
37.00
37.00
38.00
38.00
38.00
39.00
39.00
39.00
40.00
40.00
40.00
41.00
41.00
41.00
42.00
42.00
42.00
43.00
43.00
43.00
44.00
44.00
44.00
45.00
45.00
45.00
46.00
46.00
46.00
47.00
47.00
47.00
48.00
48.00
48.00
49.00
49.00
49.00
50.00
50.00
50.00
51.00

0.00
168.00
170.00

0.00
168.00
172.00

0.00
168.00
170.00

0.00
168.00
170.25

0.00
168.00
174.00

0.00
168.00
170.00

0.00
168.00
174.00

0.00
168.00
172.00

0.00
168.00
171.50

0.00
168.00
170.00

0.00
168.00
170.00

0.00
168.00
171.00

0.00
168.00
172.00

0.00
168.00
172.00

0.00
167.00
171.33

0.00
168.00
171.00

0.00
168.00
172.00

0.00

0.00
2.46
2.55
0.00
0.78
0.91
0.00
2.72
2.82
0.00
2.58
272
0.00
2.87
2.97
0.00
1.95
2.02
0.00
1.31
1.36
0.00
1.35
1.47
0.00
1.67
1.77
0.00
1.66
1.82
0.00
1.72
1.77
0.00
0.59
0.69
0.00
1.41
1.53
0.00
0.14
0.35
0.00
1.77
1.83
0.00
2.85
2.98
0.00
0.95
1.06
0.00

710.00
0.00
0.00

560.00
0.00
0.00

700.00
0.00
0.00

560.00
0.00
0.00

720.00
0.00
0.00

800.00
0.00
0.00

700.00
0.00
0.00

570.00
0.00
0.00

680.00
0.00
0.00

520.00
0.00
0.00

950.00
0.00
0.00

640.00
0.00
0.00

590.00
0.00
0.00

400.00
0.00
0.00

850.00
0.00
0.00

615.00
0.00
0.00

620.00
0.00
0.00

733.30

27.70
27.70
27.70
80.08
80.08
80.08
23.43
23.43
23.43
24.70
2470
24.70
20.34
20.34
20.34
38.32
38.32
38.32
62.52
62.52
62.52
49.47
49.47
49.47

46.71

46.71
46.71
36.63
36.63
36.63
37.35
37.35
37.35
122.43
122.43
122.43
49.10
49.10
49.10
168.11
168.11
168.11
43.84
43.84
43.84
22.87
22.87
22.87
75.39
75.39
75.39
30.39

71.00
71.00
71.00
56.00
56.00
56.00
70.00
70.00
70.00
57.00
57.00
57.00
72.00
72.00
72.00
80.00
80.00
80.00
70.00
70.00
70.00
57.00
57.00
57.00
68.00
68.00
68.00
52.00
52.00
52.00
95.00
95.00
95.00
64.00
64.00
64.00
59.00
59.00
59.00
40.00
40.00
40.00
85.00
85.00
85.00
61.50
61.50
61.50
62.00
62.00
62.00
75.00

58.60
58.60
58.60
37.00
37.00
37.00
26.00
26.00
26.00
40.00
40.00
40.00
43.00
43.00
43.00
44.00
44.00
44.00
32.00
32.00
32.00
17.00
17.00
17.00
49.00
49.00
49.00
23.00
23.00
23.00
48.00
48.00
48.00
22.00
22.00
22.00
33.00
33.00
33.00
40.00
40.00
40.00
69.00
69.00
69.00
31.00
31.00
31.00
32.00
32.00
32.00
66.00

2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
1.00

2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00

-14.39
-14.39
-14.39
37.98
37.98
37.98
-18.66
-18.66
-18.66
-17.40
-17.40
-17.40
-21.76
-21.76
-21.76
-3.78
-3.78
-3.78
2042
2042
20.42
7.38
7.38
7.38
4.61
4.61
4.61
-5.46
-5.46
-5.46
-4.74
-4.74
-4.74
-38.30
-38.30
-38.30
7.01
7.01
7.01
7.38
7.38
7.38
1.74
1.74
1.74
-19.23
-19.23
-19.23
33.29
33.29
33.29
-11.70

0.00
1.85
1.93
0.00
1.56
1.69
0.00
1.84
1.93
0.00
1.56
1.69
0.00
1.86
1.92
0.00
1.84
1.91
0.00
1.84
1.91
0.00
1.59
1.72
0.00
1.82
1.92
0.00
1.43
1.59
0.00
1.64
1.69
0.00
0.43
0.54
0.00
1.65
1.77
0.00
0.15
0.36
0.00
1.81
1.87
0.00
1.71
1.83
0.00
1.72
1.83
0.00

0.00
1.40
0.93
0.00
-0.75
-1.01
0.00
1.43
1.95
0.00
1.08
2.03
0.00
1.92
2.32
0.00
0.74
-0.30
0.00
-0.44
-0.73
0.00
-0.82
0.19
0.00
0.01
-0.13
0.00
0.77
-0.28
0.00
0.51

0.15
0.00
0.21

0.29
0.00
0.01
-0.43
0.00
0.01
-0.01
0.00
-0.06
0.22
0.00
1.94
1.84
0.00
-0.75
-0.95
0.00

0.00
1.47
0.70
0.00
-0.57
-0.99
0.00
1.16
1.93
0.00
0.60
2.18
0.00
1.7
2.25
0.00
1.06
-0.57
0.00
-0.31
-0.75
0.00
-1.17
0.59
0.00
0.05
-0.16
0.00
1.22
-0.74
0.00
0.80
0.16
0.00
0.47
0.67
0.00
0.19
-0.55
0.00
0.02
-0.04
0.00
-0.12
0.31
0.00
1.76
1.52
0.00
-0.59
-0.88
0.00



51.00
51.00
52.00
52.00
52.00
53.00
53.00
54.00
54.00
54.00
55.00
55.00
55.00
56.00
56.00
56.00
57.00
57.00
57.00
58.00
58.00
58.00
59.00
59.00
59.00
60.00
60.00
60.00
61.00
61.00
61.00
62.00
62.00
63.00
63.00
63.00
64.00
64.00
64.00
65.00
65.00
65.00
66.00
66.00
66.00
67.00
67.00
67.00
68.00
68.00
68.00
69.00

51.00
51.00
52.00
52.00
52.00
53.00
53.00
54.00
54.00
54.00
55.00
55.00
55.00
56.00
56.00
56.00
57.00
57.00
57.00
58.00
58.00
58.00
59.00
59.00
59.00
60.00
60.00
60.00
61.00
61.00
61.00
62.00
62.00
63.00
63.00
63.00
64.00
64.00
64.00
65.00
65.00
65.00
66.00
66.00
66.00
67.00
67.00
67.00
68.00
68.00
68.00
69.00

168.00
170.00
0.00
168.00
172.75
0.00
172.87
0.00
168.00
171.00
0.00
168.00
171.58
0.00
168.00
171.50
0.00
170.00
172.50
0.00
168.00
170.33
0.00
168.00
170.25
0.00
168.00
170.58
0.00
168.00
170.00
0.00
171.50
0.00
168.00
170.00
0.00
168.00
170.50
0.00
168.00
170.00
0.00
168.00
170.00
0.00
168.00
170.00
0.00
168.00
170.25
0.00

2.23
2.31
0.00
0.46
0.53
0.00
2.90
0.00
1.41
1.54
0.00
1.97
2.05
0.00
1.37
1.53
0.00
1.31
1.31
0.00
1.12
1.22
0.00
1.45
1.53
0.00
3.12
3.29
0.00
0.20
0.28
0.00
2.18
0.00
1.79
1.87
0.00
1.81
1.94
0.00
1.88
1.94
0.00
1.81
1.92
0.00
0.28
0.41
0.00
0.29
0.45
0.00

0.00
0.00
666.67
0.00
0.00
633.30
0.00
585.00
0.00
0.00
860.00
0.00
0.00
600.00
0.00
0.00
820.00
0.00
0.00
1066.00
0.00
0.00
800.00
0.00
0.00
500.00
0.00
0.00
700.00
0.00
0.00
733.30
0.00
733.30
0.00
0.00
590.00
0.00
0.00
800.00
0.00
0.00
666.67
0.00
0.00
666.67
0.00
0.00
520.00
0.00
0.00
720.00

30.39
30.39
160.74
160.74
160.74
23.65
23.65
48.75
48.75
48.75
33.77
33.77
33.77
50.64
50.64
50.64
73.25
73.25
73.25
111.27
111.27
111.27
62.56
62.56
62.56
17.99
17.99
17.99
348.23
348.23
348.23
34.92
34.92
4416
4416
44.16
38.06
38.06
38.06
40.92
40.92
40.92
42.94
42.94
42.94
230.02
230.02
230.02
165.23
165.23
165.23
54.39

75.00
75.00
66.70
66.70
66.70
63.30
63.30
58.50
58.50
58.50
86.00
86.00
86.00
55.00
55.00
55.00
82.00
82.00
82.00
78.00
78.00
78.00
76.00
76.00
76.00
53.00
53.00
53.00
70.00
70.00
70.00
74.00
74.00
73.50
73.50
73.50
59.00
59.00
59.00
80.00
80.00
80.00
63.00
63.00
63.00
60.00
60.00
60.00
52.00
52.00
52.00
72.00

66.00
66.00
32.00
32.00
32.00
48.00
48.00
50.00
50.00
50.00
28.00
28.00
28.00
62.00
62.00
62.00
29.00
29.00
29.00
30.00
30.00
30.00
28.00
28.00
28.00
20.00
20.00
20.00
27.00
27.00
27.00
59.00
59.00
69.00
69.00
69.00
37.00
37.00
37.00
38.00
38.00
38.00
43.00
43.00
43.00
25.00
25.00
25.00
25.00
25.00
25.00
59.00

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
2.00
2.00
2.00
1.00
1.00
1.00
1.00

2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00

-11.70
-11.70
0.01
0.01
0.01
-18.45
-18.45
6.65
6.65
6.65
-8.33
-8.33
-8.33
8.54
8.54
8.54
31.15
31.15
31.15
-49.46
-49.46
-49.46
2047
20.47
20.47
-24.11
-24.11
-24.11
187.50
187.50
187.50
-7.17
7.7
2.07
2.07
2.07
-4.03
-4.03
-4.03
-1.18
-1.18
-1.18
0.84
0.84
0.84
69.29
69.29
69.29
4.50
4.50
4.50
12.29

1.82
1.90
0.00
0.46
0.53
0.00
1.84
0.00
1.63
1.76
0.00
1.78
1.85
0.00
1.67
1.83
0.00
1.89
1.90
0.00
0.77
0.86
0.00
1.96
2.04
0.00
1.38
1.54
0.00
0.49
0.57
0.00
1.93
0.00
1.86
1.94
0.00
1.65
1.77
0.00
1.84
1.91
0.00
1.84
1.95
0.00
0.43
0.56
0.00
0.30
0.47
0.00

0.91

0.86
0.00
0.05
0.03
0.00
2.18
0.00
-0.03
-0.31
0.00
0.33
0.81

0.00
-0.09
-0.45
0.00
-0.57
-0.92
0.00
0.49
0.62
0.00
-0.67
-0.46
0.00
3.08
2.09
0.00
-0.37
-0.26
0.00
0.71

0.00
0.08
0.05
0.00
0.79
-0.54
0.00
0.07
0.36
0.00
0.45
-0.48
0.00
-0.11
-0.33
0.00
0.00
0.06
0.00

0.94
0.83
0.00
0.12
0.07
0.00
2.33
0.00
0.09
-0.38
0.00
0.31
1.05
0.00
0.06
-0.50
0.00
-0.56
-1.09
0.00
0.74
1.05
0.00
-0.70
-0.38
0.00
3.54
1.53
0.00
-0.86
-0.52
0.00
0.81
0.00
0.09
0.04
0.00
1.24
-0.99
0.00
0.01
0.45
0.00
0.72
-0.72
0.00
-0.16
-0.81
0.00
-0.02
0.16
0.00



69.00
69.00
70.00
70.00
70.00
71.00
71.00
71.00
72.00
72.00
72.00
73.00
73.00
73.00
74.00
74.00
74.00
75.00
75.00
75.00
76.00
76.00
76.00
77.00
77.00
77.00
78.00
78.00
78.00
79.00
79.00
79.00
80.00
80.00
80.00
81.00
81.00
81.00
82.00
82.00
82.00
83.00
83.00
83.00
84.00
84.00
84.00
85.00
85.00
85.00
86.00
86.00

69.00
69.00
70.00
70.00
70.00
71.00
71.00
71.00
72.00
72.00
72.00
73.00
73.00
73.00
74.00
74.00
74.00
75.00
75.00
75.00
76.00
76.00
76.00
77.00
77.00
77.00
78.00
78.00
78.00
79.00
79.00
79.00
80.00
80.00
80.00
81.00
81.00
81.00
82.00
82.00
82.00
83.00
83.00
83.00
84.00
84.00
84.00
85.00
85.00
85.00
86.00
86.00

168.00
170.00
0.00
168.00
170.25
0.00
168.00
172.00
0.00
168.00
171.00
0.00
168.00
171.00
0.00
168.00
171.00
0.00
168.00
171.00
0.00
168.00
171.00
0.00
168.00
170.00
0.00
168.00
170.75
0.00
168.00
170.00
0.00
168.00
171.00
0.00
168.00
171.00
0.00
168.00
170.42
0.00
168.00
170.00
0.00
168.00
170.00
0.00
168.00
170.00
0.00
168.00

1.51
1.59
0.00
0.28
0.40
0.00
0.94
0.97
0.00
0.49
0.55
0.00
0.28
0.40
0.00
1.14
1.27
0.00
0.35
0.46
0.00
1.79
1.90
0.00
0.68
0.74
0.00
1.38
1.48
0.00
1.96
2.05
0.00
212
2.20
0.00
227
2.35
0.00
1.51
1.56
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