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ABSTRACT

A partire dagli anni 2000 si sono svolti molti studi al fine di trovare metodologie alternative per la
somministrazione di insulina nei pazienti affetti da diabete. Questi metodi hanno come obiettivo
quello di essere meno invasivi e piu facili da utilizzare. L utilizzo dell’insulina da inalare permette di
curare la malattia in maniera meno invasiva rispetto alla somministrazione sottocutanea o
endovenosa. Esistono diversi tipi di insulina da inalare che possono essere distinti in insulina liquida
o secca. La piu diffusa, soprattutto in America, ¢ I’insulina secca TI prodotta da MannKind
Corporation e nel mercato gia nel 2014. L’utilizzo dell’insulina da inalare non genera gravi effetti
collaterali nei pazienti sani sia a livello dell’apparato respiratorio che in generale. Bisogna prestare
solamente alcune attenzioni in piu nel caso di pazienti fumatori o affetti da malattie polmonari
croniche dove la permeabilita polmonare puo essere differente e quindi indurre un assorbimento di
insulina maggiore o minore.

In generale e indipendentemente dal tipo utilizzato, I’insulina serve per abbassare i livelli di glicemia
nel sangue. Il comportamento generale del farmaco viene studiato attraverso modelli farmacocinetici
e farmacodinamici che permettono di valutare le proprieta dei vari metodi di somministrazione. In
questo lavoro di tesi vengono analizzati sette diversi modelli presenti in letteratura per poi
implementare quello piu recente di He et al. (Journal of Pharmacy and Pharmacology 2019; 71:176—
184). Quest’ultimo modello ha come obiettivo quello di studiare le prestazioni farmacocinetiche e
farmacodinamiche delle polveri secche di insulina per via inalatoria rispetto a quelle dell’insulina
somministrata per via sottocutanea e la loro sicurezza dopo 14 giorni di inalazione. Le insuline
somministrate vengono caricate con surfattante polmonare (PS) e un suo analogo artificiale (PHT).
Questo lavoro di tesi ha come obiettivo quello di implementare e di testare il modello di He et al. in
ambiente Monolix. Si tratta di una piattaforma modellistica di riferimento per lo sviluppo dei farmaci
che permette la stima di parametri di popolazione. In questa tesi ¢ stato studiato 1’aspetto
farmacocinetico del modello.

Il modello ¢ composto dal compartimento dei polmoni, un compartimento centrale rappresentato dal
plasma e uno periferico rappresentato dai tessuti. Gli scambi tra questi blocchi sono per il
trasferimento dell’insulina ma anche per la sua eliminazione, come avviene nel compartimento
centrale. Il modello nella parte farmacocinetica comprende 4 equazioni differenziali, la prima relativa

al compartimento di deposito rappresentato dai polmoni, la seconda al compartimento centrale del



plasma, la terza al compartimento periferico rappresentato dai tessuti e la quarta ¢ relativa alla
concentrazione dell’insulina nel plasma.

I valori stimati per i parametri sono stati: ka= 7.71, k10=0.079, k12=0.5, k21=0.13 per il caso PS;
ka=2.72,k10=1.15,k12=3.25,k21=1.74 per il caso PHT e ka=1.48, k10=1.17, k12=1.75, k21=0.026
per il caso sottocutanea. Dai risultati ottenuti ¢ stato possibile concludere che I’implementazione
descrive correttamente il modello proposto poiché i valori dei parametri stimati coincidono quasi per
la totalita con 1 valori medi riportati nello studio di He et al. Le maggiori deviazioni rispetto ai valori
medi riportati da He et al. sono state riscontrate per il caso PHT, possibilmente attribuibili all’utilizzo
dei dati medi e non dei dati singoli raccolti per lo studio di He et al. Inoltre, i grafici ottenuti
descrivono bene i dati medi relativi ai valori delle osservazioni sulla concentrazione di insulina nel

plasma.



INDICE

INTRODUZIONE ......uuouuuuunnnaencnnencnaeecssnessssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss I
CAPITOLO I.auunnaaonnnannnnvnnnensnnennensrsenssnnsssessssssssesssssssssssssssssessssssssssssassssassssssssssssassssassssssssssssassssassnss 1
FISIOLOGIA DEL SISTEMA GLUCOSIO-INSULINA .....auuouuueeeneensnernnnnsneisssenssecssnsssassssessssscsanns 1
1.1 OMEOSTASI DEL GLUCOSIO E GLICEMIA ......ccioiiiiiiiiienienteenieetene sttt 1
1.2 REGOLAZIONE DELLA GLICEMIA ..ottt s 2
L2.1 IPINSULINA ettt sttt et a e st sb e e n e s enesneeanes 3
1.2.2 SECREZIONE DELL’INSULINA ..ottt ettt ettt sttt et esne e s 4
1.2.3 GLUCAGONE ...ttt ettt sttt ettt ettt st et e st e sbeesanesane e 5

L3 IL DIABETE ..ottt st st s et sttt e sn e st sr e een e nesee e 6
1.3.1 CLASSIFICAZIONE ......oiiiiiieiet ettt ettt ettt st ettt ettt st sttt e ne e b e saeesaneeas 6
L.3.2 DIAGNOST ...ttt ettt ettt et ettt be e s ae e sue e st e et e eneenbeesueesane e 8
1.3.3 COMPLICANZE DEL DIABETE ......ccoioiiiiiiiiiteeteere ettt s 8
1.3.4 EPIDEMIOLOGIA........oooiiteiieeeeeeee ettt sttt st ettt et st sn e st sre e s enne 10
CAPITOLO 2....uuuunuunnuennevnnennnnirvensrnnsssesssesssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssassss 12
INSULINA INALATA c.auuonnaonnennneinnensricsnesssessseesssisssessssssssassssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 12
2.1 LIMITI DELLA TERAPIA A INIEZIONE ......cocoioiiiiiienieetetetenee et 13
2.2 TERAPIA CON INSULINA INALATA L.c.oiotiiiitee ettt sttt st s 14
23 EXUBERA ...ttt ettt et ettt sttt et e h ettt st e aee 15
2.1.1 EFFETTI COLLATERALL ...c..oiiiiiiiiieeee ettt sttt st s e 17
2.4.1 TIPO DI DISPOSITIVO ...c.eooiiiiiieienieeitcecteteeent ettt sttt 18
2.4.3 EFFETTI COLLATERALL ......ootiitiiiiieieteecteetctest ettt sre e s 21

2.5 AERX IDMS ..ottt ettt et et s b et bt ettt et b et bt bt e b b 22
2.6 EVOLUZIONI DELL’INSULINA INALATA ......ooiiiiteetteentereee ettt e 23
CAPITOLO 3.anuonnaennencnnennensnnnnsnnssnesssnsssssssssssssssssasssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssassssasssssssassssassss 25
MODELLI FARMACOCINETICI E FARMACODINAMICI PER L’INSULINA INALATA....25
3.1 MODELLO SAKAGAMI €t l. ....coiiiiiiiiiiiiicieceeeeee e e 26
3.2 MODELLO LANDERSDORFER €t @l.......ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiinieiccceecee et 27
3.3 MODELLO POTOCKA €t L. ....cueeuiiiiiiiriiniirienieictetetet ettt ettt ettt sttt 29
3.4 MODELLO COOK €t @l....cuiiiiiiiiiieiieiiriiniertertesctetet ettt ettt et sttt ettt 30
3.5 MODELLO VISENTIN €t @l. ....ccoiiiiiiiiiiiiiiiecieeecteseee et 31
3.6 MODELLO RUPPEL €t Al. .....c.oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiecieee ettt 33
3.7 MODELLO HE €t al. ..couiiiiiiiiiiiiieienieeteseeeeteeeetet ettt ettt ettt et st bbb eanes 34

CAPITOLO Aauunnnonnnnennnnnnnennnnsnnessannssessssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssassssssssassssssssssssassssassss 36




4.1 POPOLAZIONE STUDIATA ... oottt ettt sttt ettt ettt sttt sttt et sae bbb enee 36

4.2 MODELLOQO DELLOQO STUDIO ...ttt ettt sttt st sttt st s te st e anbe e enes 37
4.3 AMBIENTE DI LAVORO......ooiiiieiteee ettt ettt ettt et st e e s et ansesneensesseeneanseeneenes 38
4.3.1 CASO 1: rh-insulina caricata con PS e PHT considerando il fattore di biodisponibilita F............. 40
4.3.2 CASO 2: Somministrazione SOttOCULANEA .........cc.erueeruerueruierieeieeterteeeestesieetesteesteseeeeeeeesneeeesaeeneens 40

A4 RISULTATI .ttt sttt e ettt ettt e et et e e bt et e bt ea e e bt ea b et e eae et e sbeeneebeeneenes 41
DISCUSSIONE E CONCLUSIONI .....uuuuuneueiosuviossneiossssisssssisssssssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss I
BIBLIOGRAFTAL....cooiuriinnrinnnrinsencssssnsssssisssssssssssssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssases \%




INTRODUZIONE
Il diabete ¢ una malattia endocrina che ha una incidenza molto alta, pari all’8,8% nelle persone con

eta compresa tra 1 20 e 1 79 anni ¢ maggiore se il range di eta viene esteso tra i 18 ¢ 99 anni.
L’incidenza sta aumentando esponenzialmente negli ultimi anni. Si tratta di una malattia non
trasmissibile ed ¢ responsabile dell’80% dei decessi prematuri. Puo causare 1’insorgenza di numerose
complicazioni gravi e fatali e per questo ¢ una delle cause di morte piu diffuse.

La causa della malattia ¢ la produzione insufficiente di insulina o addirittura 1’assenza a causa della
distruzione delle cellule beta del pancreas, per il diabete di tipo 1, o la ridotta sensibilita all’insulina,
per il diabete di tipo 2.

Gli standard per la cura del paziente prevedono la somministrazione di insulina che pud avvenire
secondo diversi metodi: il piu diffuso ¢ quello per via sottocutanea. Tuttavia, nuove tecniche di
somministrazione sono state proposte nel corso degli anni e tra queste vi ¢ la somministrazione per
via inalatoria. Questo metodo per fornire insulina risulta gia essere molto sicuro e garantisce una
buona efficacia pari a quella delle altre vie di somministrazione. E molto semplice e veloce fornire
insulina attraverso 1 dispositivi per I’inalazione e inoltre vengono superati problemi sociali legati allo
svolgere la terapia iniettiva in pubblico e problemi fisici relativi al dolore della somministrazione con
I’ago.

In letteratura esistono vari modelli che descrivono la farmacocinetica e la farmacodinamica di questo
farmaco, si sono sviluppati a partire dagli anni 2000 e si stanno via via perfezionando.

Delle recenti valutazioni sulla soddisfazione e la qualita della vita dei pazienti affetti da diabete, in
accordo con trials clinici, hanno sottolineato che I’impiego dell’insulina per via inalatoria determina
un miglioramento della vita, minori ostacoli all’adesione al trattamento e un maggiore grado di
soddisfazione.

Tra questi modelli, il pit recente € quello proposto nello studio di He et al. (Journal of Pharmacy and
Pharmacology 2019; 71:176—184). Lo studio in questione ha avuto come obiettivo la valutazione
modellistica delle prestazioni farmacocinetiche e farmacodinamiche delle polveri secche di insulina
umana per via inalatoria e della loro sicurezza dopo 14 giorni di inalazione. Le polveri secche
somministrate sono state caricate con surfattante polmonare e un suo analogo artificiale al fine di
verificare un’ipotetica maggiore efficacia rispetto alla somministrazione sottocutanea. Essendo uno
studio molto recente le sperimentazioni sono state effettuate su dei ratti.

Lo scopo di questa tesi ¢ stato quello di implementare e testare il modello di He et al in ambiente



Monolix, una piattaforma modellistica di riferimento per lo sviluppo di farmaci che permette anche
la stima di parametri di popolazione tramite I’algoritmo SAEM (stochastic approximation of the

standard expectation maximization). In particolare, questa tesi si ¢ concentrata sugli aspetti

farmacocinetici.



CAPITOLO 1
FISIOLOGIA DEL SISTEMA GLUCOSIO-INSULINA

1.1 OMEOSTASI DEL GLUCOSIO E GLICEMIA

Lo scopo dei processi metabolici € quello di mantenere 1’organismo umano in uno stato di equilibrio.
I1 glucosio € uno zucchero aldoesoso, composto da sei atomi di carbonio e contenente un gruppo
carbonilico aldeidico. E la principale fonte di energia per le cellule dell’organismo umano, nonché
I’unica fonte sul breve termine per il sistema nervoso e il cervello. Il glucosio viene trasportato a tutte
le cellule dell’organismo attraverso la circolazione sanguigna. Il sistema glucosio- insulina ha come
obiettivo quello di mantenere il livello di glucosio nel sangue, anche detto glicemia, in un intervallo
di valori che oscilla tra 70 mg/dl a 120 mg/dl a digiuno [1]. Per mantenere questi valori glicemici ¢
fondamentale che gli organi coinvolti nell’omeostasi del glucosio lavorino in maniera efficace.
Quando 1 valori di glicemia scendono sotto 1 70 mg/dl si registra una condizione di ipoglicemia che
determina nel paziente un notevole malessere. Le cause possono essere molteplici: assunzione di
farmaci per la cura del diabete, mancata assunzione di nutrienti per un tempo troppo prolungato e
patologie al fegato e al pancreas.

L’ipoglicemia puo essere classificata in tre gradi a seconda della sintomatologia:

- Grado lieve: il paziente ha sintomi gestibili come tremore e palpitazioni;

- Grado moderato: oltre ai sintomi adrenergici si aggiungono sintomi come debolezza e

confusione mentale;

- Grado acuto: € necessario I’intervento di medici perché il grado di coscienza ¢ modificato.
Mentre valori superiori a 140 mg/dl determinano la condizione di iperglicemia. Se si raggiunge un
livello di glucosio nel sangue a digiuno superiore a 126 mg/dl per almeno due volte ¢ possibile
diagnosticare il diabete. Nelle persone con diabete, I’iperglicemia deve essere tenuta sotto controllo
perché puo causare gravi problemi di salute:

- Chetoacidosi diabetica: le cellule non sono in grado di usare il glucosio e utilizzano 1

depositi di grasso dei muscoli come fonte alternativa di energia;

- Coma iperosmolare: condizione di grave disidratazione [1].



1.2 REGOLAZIONE DELLA GLICEMIA
La regolazione del metabolismo del glucosio viene effettuata in primo luogo dal pancreas. Il pancreas
¢ una ghiandola voluminosa, lunga e piatta, posizionata nella cavita addominale. Il pancreas ¢ dotato
di una doppia funzione, endocrina e esocrina. La funzione esocrina consiste nella produzione di
enzimi digesti da immettere nel tubo digerente mentre la funzione endocrina si occupa della
produzione di ormoni come insulina, glucagone, somatostatina e peptide pancreatico. L’unita
endocrina del pancreas ¢ formata da ghiandole che prendono il nome di isole di Langerhans e sono
formate da diversi tipi cellulari come cellule a che secernono glucagone e cellule B che secernono
I’insulina.
Il pancreas quindi oltre a svolgere funzioni digestive, secerne due ormoni importanti nella regolazione
del livello di glucosio: insulina e glucagone. In condizioni di digiuno la secrezione dell’insulina ¢
minima, quando la concentrazione del glucosio nel sangue aumenta, le cellule B rilasciano insulina
mentre nel caso in cui la concentrazione del glucosio diminuisce, le cellule a secernono glucagone
(Figura 1.1). 1l glucagone induce la degradazione del glicogeno che forma il deposito di glucosio nel
fegato.
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Figura 1.1: Azione insulina-glucagone



Un altro organo che regola la glicemia ¢ il fegato che ¢ in grado di assorbire glucosio e depositarlo
quando ¢ in eccesso sottoforma di glicogeno. L aumento glicemico dopo un pasto viene attenuato
attraverso la deposizione del glucosio in eccesso. Successivamente, quando 1 livelli di glucosio e
insulina sono diminuiti, viene rilasciato nell’organismo. Il fegato rappresenta la principale fonte di
glucosio in condizioni di ipoglicemia [1].
E possibile classificare i tessuti in funzione del loro fabbisogno di glucosio e del loro ruolo nella
regolazione dell’insulina:
- Glucosio- dipendenti: la sopravvivenza di questi organi dipende in maniera decisiva dalla
quantita di glucosio. Si tratta di cervello ed eritrociti;
- Insulino- dipendenti: organi che metabolizzano il glucosio in eccesso come cuore, muscoli
e tessuti adiposi;
- Gluco-sensori: organi che rilevano la concentrazione di glucosio nell’organismo e
stimolano una risposta secretoria adeguata. Si tratta di fegato e ipotalamo;

- Glucovori: questi organi regolano 1’ingresso del glucosio nel sangue. Sono intestino e reni.

1.2.1 L’INSULINA

L’insulina ¢ una proteina di piccole dimensioni, costituita da due catene polipeptidiche unite da due
ponti disolfuro. E stata isolata per la prima volta da Banting e Best nel 1922.

Il precursore dell’insulina ha struttura lineare e contiene un peptide segnale formato da 24
amminoacidi che viene eliminato quando la molecola ¢ avviata nel reticolo endoplasmatico dove si
forma la proinsulina che ¢ costituita dal peptide C che facilita la formazione di insulina. Il peptide C
viene rimosso nel momento in cui viene secreto 1’ormone.

L’insulina quando viene riversata nel sangue circola non legata a molecole di trasporto per cui la
quantitd maggiore viene rimossa dalla circolazione sanguigna in poco tempo. Il resto dell’insulina
viene degradato da enzimi del fegato e dei reni.

Gli effetti dell’insulina sono molteplici, il piu importante € quello sulla glicemia perché 1’insulina
determina una riduzione del glucosio. L’insulina regola la disponibilita delle risorse energetiche
dell’organismo promuovendo il deposito dei nutrienti come glucosio e acidi grassi assunti con
I’alimentazione.

L’insulina esercita la sua azione anche sul fegato, sul tessuto muscolare e sul tessuto adiposo.
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A livello epatico, I’insulina esercita la sua azione attraverso una via anabolica stimolando la sintesi
del glicogeno e inibendo la sua degradazione e una via catabolica inibendo glicogenesi e
gluconeogenesi [5].

Nel tessuto muscolare e adiposo 1’insulina invece attiva la captazione del glucosio a livello delle
membrane plasmatiche stimolando il trasportatore del glucosio GLUT4. In questo modo aumenta la
concentrazione del glucosio che determina la sintesi proteica nel tessuto muscolare e la sintesi degli

acidi grassi nel tessuto adiposo [1].

1.2.2 SECREZIONE DELL’INSULINA

Le cellule B del pancreas sono formate da molti trasportatori di glucosio (GLUT2) che fanno si che
la quantita di zucchero che entra nella cellula sia proporzionale al valore di glicemia nei limiti
fisiologici. Una volta all’interno della cellula il glucosio viene fosforilato e successivamente ossidato
con formazione di ATP che inibisce i canali di potassio sensibili all’ATP. La chiusura di questi canali
depolarizza la membrana cellulare e provoca 1’apertura dei canali per il calcio voltaggio-dipendenti.
Il calcio entra nella cellula e stimola la fusione della membrana con le vescicole che contengono
insulina cosi che I’ormone puo essere secreto per esocitosi nel liquido extracellulare.

La secrezione di circa il 50% di insulina avviene nel pancreas nelle condizioni basali mentre il restante
50% ¢ prodotto dalla stimolazione dei pasti ingeriti. E regolata principalmente dal glucosio.

Il glucosio ¢ il fattore piu importante per la secrezione di insulina. Il rapporto tra secrezione di insulina

e concentrazione di glucosio ¢ di tipo sigmoidale (con andamento a S) (Figura 1.2).
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Figura 1.2: relazione approssimata tra livelli plasmatici di glucosio e insulina



Questo perché non tutte le cellule B hanno la stessa soglia di stimolazione. Se infondiamo
costantemente glucosio, possiamo osservare che la capacita secretoria delle cellule B ha un andamento
bifasico: abbiamo un primo picco rapido seguito da un secondo picco ritardato. La risposta rapida ¢
dovuta al rilascio rapido di insulina per opera di vescicole pronte alla secrezione. La risposta ritardata
avviene in circa 120 minuti ed ¢ dovuta a vescicole che devono pero essere preparate e mobilizzate
per la secrezione.

11 glucosio ha anche effetti intermedi e ritardati sulle cellule beta. Quelli intermedi determinano una
risposta piu rapida della stimolazione con glucosio, mentre quelli a lungo termine sono associati a

una riduzione della risposta secretoria delle cellule beta in presenza di alte concentrazioni di glucosio

[1].

1.2.3 GLUCAGONE

1l glucagone ¢ considerato 1’ormone antagonista dell’insulina in relazione alla glicemia. E un ormone
polipeptidico composto da 29 amminoacidi. Il glucagone ¢ prodotto dalle cellule a delle isole di
Langerhans e deriva dal pro glucagone, composto da 160 amminoacidi.

I1 ruolo principale del glucagone ¢ quella di indurre una costante disponibilita di glucosio per il
cervello stimolando la produzione di glucosio epatico ad una velocita tale da impedire la comparsa di
ipoglicemia.

Sono i recettori del glucagone presenti nelle cellule epatiche a inviare al fegato il segnale di secrezione
epatica. Quando il glucagone si lega al recettore si ha una variazione nella conformazione del recettore
stesso che viene cosi attivato, si generano una serie di aventi a cascata che terminano con la secrezione
del glucosio dal fegato nella circolazione sanguigna.

La secrezione del glucagone ¢ stimolata dall’ipoglicemia, dalla stimolazione dei nervi simpatici che
vanno al pancreas e dagli amminoacidi; infatti, un pasto proteico comporta un aumento del glucagone
in circolo. La somministrazione di amminoacidi per via orale contribuisce a un aumento di secrezione
maggiore rispetto alla somministrazione per via endovenosa. La secrezione ¢ stimolata inoltre dal
digiuno e dall’esercizio fisico, gli ormoni gastrointestinali aumentano la secrezione di glucagone

mentre la secretina la inibisce [1].



1.3 IL DIABETE

Gia gli egiziani avevano identificato I’esistenza di questa patologia circa 3500 anni fa. Il termine
“diabete” ¢ stato coniato successivamente e deriva dal greco e significa “passare attraverso” alludendo
a un passaggio eccessivo di fluidi come ’urina. Il termine mellito invece ¢ stato aggiunto solo
successivamente e si riferisce al sapore dolciastro del sangue e delle urine delle persone malate. 11
diabete mellito (DM) ¢ una malattia non contagiosa, non ereditaria ma esiste solo una predisposizione,
la presenza di un diabetico in famiglia aumenta la probabilita di ammalarsi. Il rischio di sviluppare il
diabete di tipo 1 ¢ del 5% se uno dei due genitori ¢ ammalato con una maggiore possibilita se ad
essere malato ¢ il padre mentre il rischio di sviluppare il diabete di tipo 2 ¢ del 40% se un genitore ¢
ammalato soprattutto se malata ¢ la madre [2].

E una malattia metabolica caratterizzata da iperglicemia costante e episodi occasionali di ipoglicemia:
si ripercuote su tutti gli organi e apparati e, se non trattata puo portare conseguenze fatali.

I sintomi sono: minzione frequente e abbondante, aumento della sete e della fame.

1.3.1 CLASSIFICAZIONE
E stata proposta una classificazione di diabete che tiene conto delle cause che hanno prodotto la
malattia, delle caratteristiche etiologiche in maniera tale da semplificare la valutazione e la gestione

clinica. Le forme sono:

- Diabete di tipo 1

11 diabete di tipo 1 (DM 1) comprende il 5/10 % di tutti 1 pazienti diabetici. Le cellule B del pancreas
st distruggono causando I’innalzamento del glucosio nel sangue per via di un deficit di insulina. La
mancanza o la scarsita dell’insulina non consente al corpo di utilizzare gli zuccheri introdotti
attraverso I’alimentazione che vengono cosi eliminati attraverso le urine. In questa situazione il corpo
umano deve produrre energia in altri modi come il metabolismo dei grassi che comporta la produzione
dei corpi chetonici. I corpi chetonici sono tre composti, acetone, acido aceto acetico e I’acido beta-
idrossibutirrico, che sono normalmente presenti in ridotte quantita nel sangue. L’accumulo di questi
corpi comporta conseguenze pericolose come coma chetoacidosico se non si interviene
all’eliminazione per tempo.

Le cause di questo tipo di diabete possono essere molteplici, come: fattori genetici, fattori immunitari

e fattori ambientali.



E conosciuto come diabete giovanile, infatti, si manifesta solitamente durante il periodo dell’infanzia
o dell’adolescenza. Ultimamente si ¢ notato che anche molti adulti posso sviluppare questa patologia
ma in questo caso si parla di “Latent Autoimmune Diabetes in Adults” (LADA) che ¢ una variante
che ha un decorso piu lento. E causato dalla distruzione delle cellule p del pancreas responsabili della
produzione e del rilascio dell’insulina. La velocita con cui queste cellule B si distruggono varia in
base all’eta: piu rapida nei bambini e piu lenta negli adulti. Questa forma ¢ conosciuta anche come
idiopatica perché non si conosce la causa € non ci sono evidenze di autoimmunita, nonostante sia
presente un’insufficienza nella produzione di insulina. Alcuni studi hanno dimostrato che questo tipo

di diabete idiopatico si manifesta soprattutto nei soggetti provenienti dall’Africa o dall’Asia.

- Diabete di tipo 2

11 diabete di tipo 2 (DM 2) colpisce circa il 90/ 95% dei pazienti diabetici, ¢ quindi il piu diffuso e
colpisce prevalentemente persone adulte in sovrappeso che sono colpite da insulino-deficienza.
Questa condizione rappresenta una delle cause del DM 2 perché I’insulina non riesce a compensare
I’insulino-resistenza a livello dei tessuti. L’insulino-resistenza ¢ definita come una condizione
clinico-metabolica caratterizzata dalla ridotta capacita delle cellule o dei tessuti di rispondere a livelli
fisiologici di insulina. Questo determina una maggiore produzione di insulina da parte delle beta-
cellule pancreatiche al fine di rendere possibile un’azione biologica adeguata. A livello muscolare
I’insulino-resistenza si traduce con un ridotto trasporto di glucosio all’interno della cellula e con un
ridotto utilizzo; a livello epatico invece impedisce un’adeguata soppressione della produzione di
glucosio.

Il diabete di tipo 2 ¢ dovuto anche a una predisposizione genetica ma puo essere tenuto sotto controllo
attraverso una corretta alimentazione, attivita fisica, la perdita di peso e un trattamento farmacologico.
Nonostante sia una patologia tipica degli adulti, la sua frequenza ¢ aumentata in eta pediatrica; infatti,

sono riportati nuovi casi tra i bambini.

- Diabete mellito gestazionale

Circa il 7% delle gravidanze sviluppa questo tipo di diabete nel secondo o terzo trimestre e risulta
essere il piu delle volte transitorio e curabile in maniera semplice. Puo causare perd problemi per il
feto che puo essere colpito da un peso elevato, dalla nascita prematura, dall’ipoglicemia e nei casi piu

gravi dalla morte. Per la madre rappresenta un fattore di rischio per sviluppare poi il diabete mellito
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di tipo 2 dopo 5/10 anni dal parto. Nonostante i casi di diabete gestazionale siano aumentati negli

anni, le cause di insorgenza sono ancora sconosciute [19].

1.3.2 DIAGNOSI
Si basa sulla misura della concentrazione del glucosio ematico. I criteri diagnostici sono stati stabiliti
dall’American Diabetes Association e concordano con quelli dell’OMS; il diabete puo esser
diagnosticato se si verificano una o piu di queste condizioni:
- Livello glicemico a digiuno superiore a 126 mg/dl dove con digiuno si intende la mancanza
di assunzione di nutrienti per almeno 8§ ore;
- Livello di glicemia uguale o superiore a 200 mg/dl dopo un carico orale di glucosio o in
presenza dei sintomi della malattia in qualsiasi momento della giornata [2].
- Valori di emoglobina glicata (emoglobina che si forma nel momento in cui viene
sottoposta a concentrazioni eccessive di glucosio nel sangue) > 6,5%
Attualmente a circa il 50% dei pazienti viene diagnosticato il diabete dopo molto tempo
dall’insorgenza della malattia. L’intervento terapeutico precoce potrebbe ridurre la gravita delle
complicanze quindi ¢ chiaro che c’¢ la necessita di sviluppare nuovi metodi per effettuare una

diagnosi rapida [2].

1.3.3 COMPLICANZE DEL DIABETE
Il processo che porta alle complicanze micro-vascolari e macro-vascolari del diabete, principali cause
di mortalita e morbilita dei soggetti ammalati, dipende sempre dalla disfunzione della cellula 3 del
pancreas a prescindere dalla etiologia e dal meccanismo patogenico di ciascuna forma, sia che si tratti
di una riduzione della massa, nel caso del DM 1, o che si tratti di un difetto della secrezione insulinica,
nel DM 2. Le complicanze del diabete sono associate alla costante presenza di uno stato iperglicemico
(Figura 1.4).
Il diabete puo avere molte complicanze che sono classificate in:
- Complicanze acute
Per le complicanze acute ¢ opportuno fare una distinzione tra DM in cui € presente carenza
assoluta di insulina e eccesso assoluto di glucagone, rispetto a soggetti nei quali c’¢ un

difetto relativo di insulina, per cui mancano gli effetti di questo ormone nella regolazione
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della glicemia.

Nel primo caso possiamo parlare di COMA CHETOACIDOSICO mentre nel secondo
possiamo incorrere nell’ IPOGLICEMIA.

Il coma chetoacidosico ¢ caratteristico del DM 1 ed ¢ accompagnato da una carenza di
insulina. Nel DM 2 la carenza di insulina ¢ relativa in quanto il soggetto la produce ancora
anche se non riesce bene a controllare la glicemia. Questa patologia ¢ caratterizzata da
iperglicemia e acidosi metabolica che generano un’alterazione metabolica grave che porta
il paziente fino al coma.

L’ipoglicemia, invece, consiste in un abbassamento del livello glicemico nel sangue al di
sotto del valore di 70 mg/dl. negli stadi piu gravi pud portare al coma anche piu

velocemente della chetoacidosi.

Complicanze croniche

Recentemente sono state associate anche al diabete insufficienze cardiache. Queste
complicanze si distinguono in micro vascolari e in macro vascolari.

Le micro vascolari sono ad esempio la RETINOPATIA (Figura 1.3) che ¢ molto frequente

a causa della diminuzione della vista che nei casi piu estremi puo portare alla cecita.

RN

Kl

Normal Retina Diabetic Retina

Figura 1.3: effetto della retinopatia

Le macro vascolari, invece, sono dovute alla perdita di permeabilita vascolare che colpisce
diversi tessuti che compongono ad esempio i reni, i nervi. Un esempio ¢ rappresentato
dalla CORONAROPATIA in cui I’inflammazione cronica e il danno nel tessuto
endoteliale induce la formazione graduale della placca aterosclerotica.

Una ripercussione comune delle complicanze croniche si manifesta come disfunzione
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strutturale di uno o piu arti, tipicamente il piede con conseguente formazione di ulcera.
Questo fenomeno ¢ conosciuto come piede diabetico. Il peggioramento della condizione

vascolari e ulcerosi rendono necessaria 1’amputazione totale o solo parziale dell’arto.

Il diabete ¢ da considerare una malattia che determina gravi sofferenze nel paziente provocando cecita
ed insufficienza renale che obbliga il paziente a sottoporsi a dialisi e trapianto di rene e quindi
situazioni di invalidita. In alcuni casi il diabete conduce alla morte. Ci sono inoltre anche

ripercussioni sociali per via dei costi delle cure che sono molto elevati [1].

Complicazioni_
micro-vascolari
Retinopatia,
Infiammazione e Disfunzione Nefropatia, Neuropatia

stress metabolico | B-cell

BT T : Diabete TR
_____________________ Iperglicemia —> (gitipo 1,2 > Complicazioni

Ambiente Treal e altre forme)
Ad esempio: virus, = l
microbi, attivita fisica, = 5 v S
alimentazione Infiammazionee |, | Distruzione

autoimmunita p-cell Complicazioni
macro-vascolari
Disfunzione delle arterie coronarie,

Malattia arteriosa periferica,
lctus

Figura 1.4: effetti di DM 1 e DM 2.

1.3.4 EPIDEMIOLOGIA

L’epidemiologia fornisce informazioni su diversi aspetti della patologia: storia naturale, prevalenza,
incidenza e mortalita.

Questa malattia ha raggiunto proporzioni preoccupanti: I’ International Diabets Federation, nel mondo
circa 1’8,8% della popolazione adulta ha il diabete; 1’85% ha il DM 2 mentre il DM 1 ¢ piu diffuso
tra 1 bambini con eta inferiore a 15 anni. Attualmente si stima che i bambini che soffrono di DM 1
sono circa 500000.

Il rischio di sviluppare DM 2 aumenta con I’eta, I’obesita e lo stile di vita sedentario. Il DM 2 ¢ piu
comune nei paesi piu sviluppati dove la maggior parte dei malati ha eta comprese tra 45 e 62 anni;
una maggiore prevalenza si registra in Asia e Africa dove si prevedono per il 2030 la maggior parte

dei pazienti.
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Oggi si parla quasi di proporzioni epidemiche della malattia per sottolineare 1’incremento crescente
e la rapida diffusione.

Nonostante siano stati fatti progressi nella gestione individuale della malattia, non sono stati ottenuti
benefici per quanto riguarda la salute pubblica perché fino ad ora si ¢ solo riusciti a controllare i
sintomi del singolo malato e non le cause della malattia.

Agli inizi degli anni 2000 si era previsto che si sarebbero raggiunti circa 360 milioni di malati entro
i1 2030. Gli ultimi dati disponibili ci evidenziano che gia nel 2015 sono stati raggiunti i 550 milioni
di pazienti (Figura 1.5).

Pur essendo il DM 2 una patologia tipicamente dell’eta adulta, la sua frequenza ¢ aumentata nell’eta
pediatrica e I’incidenza ¢ maggiore nelle femmine che nei maschi.

I1 DM 1 ha una incidenza molto variabile tra la popolazione: in Cina ¢ bassa e alta in Finlandia a
causa della disposizione degli alleli HLA tra le popolazioni.

L’incidenza della malattia aumenta con 1’eta, con il picco intorno I’eta della puberta per poi calare
nelle giovani donne.

Ad oggi circa il 50% dei pazienti con diabete non riceve una diagnosi se non dopo molto tempo
dall’insorgenza della malattia. L’intervento terapeutico precoce pud ridurre la gravita delle
complicanze della malattia; quindi € evidente la necessita di sviluppare nuove tecniche per la diagnosi

precoce.
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Figura 1.5: proiezioni 2012-2030 insorgenza del diabete
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CAPITOLO 2

INSULINA INALATA
11 diabete ¢ una malattia che colpisce circa 400 milioni di persone in tutto il mondo.

Gli obiettivi della terapia del diabete sono quelli di alleviare i sintomi legati all’iperglicemia e
prevenire e ridurre le complicanze croniche e acute. L’insulina ¢ il fondamento nel trattamento di
quasi tutti 1 pazienti con diabete di tipo 1 e di quelli che soffrono di un diabete di tipo 2.
Esistono diversi tipi di insulina che si distinguono a seconda della velocita e della durata
dell’azione. Troviamo insuline:

- Rapidissime: ¢ una soluzione limpida che puo essere somministrata anche prima dei pasti
e permette un assorbimento rapido. Entra in azione dopo circa 10/15 minuti dall’iniezione
e raggiunge il picco, ovvero ’intervallo tra la somministrazione e il massimo effetto
ipoglicemizzante in circa 30 minuti. Ha una durata d’azione che va dalle 3 alle 5 ore. Queste
insuline vengono utilizzate per affrontare una variazione dei valori inaspettata.

In commercio troviamo: Nova Rapid, Humalog e Apidra.

- Rapide: si tratta di una insulina che agisce dopo circa 30 minuti dall’iniezione e raggiunge
il picco massimo in circa 2/4 ore. E importante somministrarla circa 30 minuti prima dei
pasti.

- Intermedie: vanno iniettate in cosce, glutei e braccia, cambiando continuamente il sito di
somministrazione. In questo caso possiamo parlare di un’insulina torbida ovvero creata
dalla combinazione tra insulina ultrarapida, rapida e intermedia. E pensata proprio per avere
in un’unica iniezione piu tipi di insulina. In commercio troviamo soluzioni con diverse
proporzioni di tipi di insulina. Il picco € seguito da un’azione piu prolungata nel tempo.

- A lunga durata: vengono iniettate 1 o 2 volte nell’arco di una giornata visto che hanno
un’azione molto lunga, arriva fino a 24 ore. Solitamente le persone che soffrono di
diabetedi tipo 1 integrano questa insulina con insulina ultrarapida o rapida prima dei pasti
in maniera tale da controllare 1’aumento fisiologico di glicemia causato dall’assunzione

dicibo.

E importante ricordare che in generale 1’azione dell’insulina puo essere accelerata massaggiando
lazona dell’iniezione prima che questa venga fatta o in presenza di temperature elevate. L’azione

¢ rallentata se somministriamo un’insulina fredda [18].
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L’insulina pud essere somministrata in maniera endovenosa, intramuscolare o sottocutanea. Il
principale svantaggio dell’insulina che si trova ora in commercio ¢ che deve essere iniettata e non
riesce a ricreare una somministrazione fisiologica tipica delle cellule  del pancreas.

La maggior parte dei pazienti con DM di tipo 1 viene trattata con iniezione multiple giornaliere, 3

0 piu, di insulina.

Per i pazienti con DM di tipo 2, invece, viene aggiunta insulina basale quando la terapia iniziale non

raggiunge il corretto controllo glicemico.

2.1 LIMITI DELLA TERAPIA A INIEZIONE

Per piu di 50 anni, le insuline regolari derivate dal pancreas degli animali sono state le uniche
insuline disponibili per il trattamento dei pazienti con DM di tipo 1. Le impurita presenti nei
preparati erano responsabili di complicanze immunologiche e lo standard di cura consisteva nella
somministrazione di 1 o piu iniezioni sottocutanee al giorno [9].

La paura dell’iniezione di insulina e la percezione del potenziale dolore insieme a fattori sociali
come imbarazzo per I’iniezione in pubblico e le restrizioni sullo stile di vita, sono considerate
barriere della terapia. Proprio per questo i pazienti sono riluttanti a iniziare la cura di insulina
quando viene prescritta o a ritardare I’inizio del trattamento.

Sono passati circa 500 anni dal primo uso terapeutico di insulina da Banting e Best, da quel
momento 1 ricercatori hanno sempre ricercato vie alternative per la somministrazione come quella
oculare, orale, uterina [16].

I miglioramenti nel metodo di somministrazione sottocutaneo possono risolvere alcune
problematiche: I'utilizzo di aghi piu nuovi, piu sottili e corti e 1’'uso delle cosiddette penne per
insulina riducono il dolore e permettono una maggiore flessibilita sullo stile di vita. Questo non
toglie pero che la maggior parte della popolazione malata desidera ridurre il numero di iniezioni che
assume ogni giorno.

La disponibilita di metodi di somministrazione alternativi risulta interessante. C’¢ bisogno di
un’insulina che si avvicini meglio alla secrezione fisiologica e con una via di somministrazione

senza ago cosi da adattarsi ai vari stili di vita [7].
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2.2 TERAPIA CON INSULINA INALATA

La somministrazione polmonare di insulina aerosolizzata viene introdotta negli anni 2000 per
diminuire il livello di glucosio. Questi metodi inizialmente hanno fallito a causa della bassa
biodisponibilita, dell’estesa degradazione enzimatica e chimica nel tratto gastrointestinale e
dall’impossibilita di attraversare la mucosa intestinale per la natura idrofila. Attualmente si stanno
studiando diversi metodi di somministrazione, risultano migliori per I’assorbimento dell’insulina
transdermica mediante ionoforesi (correnti elettriche) o ultrasuoni a bassa frequenza.

L’insulina orale ¢ ora sotto studio per la prevenzione del diabete di tipo 1 e di tipo 2 e sta ottenendo
dei risultati promettenti.

Le formulazioni di insulina per via inalatoria rientrano in 2 categorie principali, polvere secca
(Exubera, TI) e liquida (AERx Idms). Ciascuna presenta vantaggi e svantaggi.

Le formulazioni in polvere secca risultano piu stabili a temperatura ambiente, con dispositivi di
inalazione meno complessi ma le stesse formulazioni sono piu difficili.

Le formulazioni liquide sono piu semplici, hanno un dosaggio piu facile e una bassa
immunogenicita; allo stesso tempo pero necessitano temperature di refrigerazione per

il mantenimento [16].

La via polmonare per la somministrazione dell’insulina sembra ad ora una possibilita fattibile
perché i polmoni hanno un epitelio sottile, un ricco afflusso di sangue e anche un’ampia superficie
di assorbimento grazie ai 480 milioni di alveoli che aiutano ad avere un assorbimento molto rapido
dell’insulina erogata [6].

Un altro aspetto positivo del polmone ¢ che non presenta gli enzimi peptidasi come quelli che ci
sono nel sistema gastrointestinale che potrebbero degradare 1’insulina prima dell’assorbimento.
Inoltre un altro vantaggio dell’erogazione attraverso il polmone ¢ che viene evitato il metabolismo
di “primo passaggio” ovvero il degrado epatico [11].

Negli ultimi anni si sono sviluppati numerosi sistemi di somministrazione di insulina per via
inalatoria, polvere secca e liquidi ma tuttavia la polvere secca TI risulta essere 1’unica sul mercato
statunitense a seguito del ritiro dal mercato delle altre formulazioni per garantire una ricerca

migliore [7].
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2.3 EXUBERA

Nel 2007 si sviluppa Exubera, la prima preparazione di insulina da inalare approvata dalla FDA
nell’anno precedente, pensando di aver raggiunto un grande risultato. In realta erano sorte
preoccupazioni sulla sicurezza a livello polmonare, sul suo prezzo elevato e sull’utilizzo di un
inalatore eccessivamente grande. La biodisponibilita di questa insulina era solo dell’8-10% quindi
veniva fornita sottoforma di polvere secca, in blister da 1 o 3 mg che corrispondevano in modo non
lineare a 3U e 8U di insulina umana regolare (RHI). La polvere inalabile era composta da citrato di
sodio, mannitolo, glicina, idrossido di sodio e insulina umana regolare. L’inalatore Exubera (figura
2.1) permetteva di inalare il farmaco sotto forma di una nuvola di polvere aerosolizzata [9].

Questo metodo richiedeva molta energia e spazio rispetto ad altri dispositivi.

Figura 2.1: inalatore insulina Exubera

Nell’ottobre del 2007 Pfizer ha annunciato che Exubera sarebbe stata ritirata dal mercato.

La vendita di questo farmaco ¢ stata bloccata per motivi economici oltre per le grandi dimensioni
dell’inalatore e I’ingombrante procedura di manipolazione necessaria per la somministrazione. Il
farmaco sembrerebbe non aver avuto successo tra pazienti e medici perché necessitava di test regolare

di funzionalita polmonare [8].
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2.1.1 EFFETTI COLLATERALI

Alcune preoccupazioni erano sorte, prima del ritiro dal mercato, alla Food and Drug Administration
per quanto riguarda la sicurezza a lungo termine, infatti ha rilasciato un avvertimento in merito al
potenziale aumento dell’incidenza del cancro ai polmoni negli ex fumatori che usavano Exubera.
Proprio per questo una considerazione particolare riguarda i fumatori, il fumo modifica molto il
meccanismo di assorbimento dell’insulina dall’albero respiratorio, perché induce un sensibile
aumento della permeabilita della barriera alveolo capillare. Ne deriva che 1’esposizione dei fumatori
all’insulina inalata ¢ da 2 a 3 volte superiore rispetto ai non fumatori. L’interruzione del fumo anche
solo per 24 ore riduce sensibilmente la velocita di assorbimento e quindi 1’esposizione all’insulina
inalata.

I fumatori quindi devono essere invitati a interrompere in maniera stabile la loro abitudine prima di
intraprendere questo tipo di cura.

Questa insulina non era stata approvata nemmeno in pazienti con malattie polmonari croniche,
inclusa I’asma; gli studi hanno dimostrato una riduzione significativa dell’assorbimento e degli
effetti ipoglicemizzanti dell’insulina dal 30% al 40%. Un miglioramento di questi parametri si puo
avere se vengono utilizzati in concomitanza broncodilatatori e steroidi per via inalata.

Anche il cancro al polmone era un effetto che poteva insorgere a seguito della terapia. Pfizer ha
annunciato che nel corso degli studi clinici con Exubera, 6 dei 4740 pazienti trattati con Exubera ha
sviluppato un cancro ai polmoni rispetto a 1 su 4292 pazienti non trattati con Exubera. Tutta via gli
studi sono stati conclusi considerando anche il fattore casualita, i pazienti che hanno sviluppato il

tumore avevano anche una storia pregressa di fumatori di sigarette [16].

2.4 AFREZZA TI

L’insulina inalata torna in commercio nel 2014 con I’approvazione della FDA, ¢ stata prodotta da
MannKind Corporation ed ¢ un tipo di insulina ad azione rapida che viene inalata attraverso un
dispositivo farmacologico a forma di piccolo inalatore che ¢ facile da usare. Questa inulina,
Afrezza, viene utilizzata negli adulti che soffrono di DM 1 e DM 2.

TI ¢ una polvere per inalazione composta da insulina ricombinante assorbita in particelle
Technosphere formate con il vettore dell’eccipiente, la polvere di fumaryl dichetopiperazina
(FDKP). L’eccipiente si auto assembla mediante il legame dell’idrogeno in un ambiente acido per
formare microsfere. L’insulina viene introdotta durante il processo di precipitazione e le particelle
vengono liofilizzate per formare una polvere [16].

Le particelle dell’insulina rimangono intrappolate negli alveoli e vengono raccolte attraverso un

meccanismo di transcitosi che dalle cellule alveolari passano alle cellule endoteliali dei vasi
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sanguigni attraverso vescicole. Successivamente le molecole di insulina vengono rilasciate nel
flusso sanguigno. Grazie alla ricca vascolarizzazione del polmone, I’insulina inalata ¢ rapidamente
assorbita in circolo. Il tempo necessario per raggiungere la massima concentrazione nel sangue ¢
simile a quello di una iniezione sottocutanea di un medicinale rapido ma molto piu veloce rispetto
ad una iniezione con insulina umana regolare.

La bassa densita e la dimensione regolare delle particelle contribuiscono alle proprieta
aereodinamiche che facilitano 1’erogazione di TI nella parte profonda del polmone. Una volta
raggiunto il polmone profondo leparticelle si dissolvono grazie al PH fisiologico neutro o basico
degli alveoli [11].

Circa il 59% della dose di insulina raggiunge il polmone. Il materiale rimanente ¢ diviso
nell’orofaringe (30%) e nello stomaco (10%) [16].

Gli studi sulla tossicita sono risultati tutti negativi. Dopo I’inalazione si verifica un rapido calo del
livello di glucosio che successivamente torna alla normalita in un intervallo di tempo piu breve
rispetto alla via di somministrazione sottocutanea [10].

La somministrazione polmonare di insulina ha superato diversi ostacoli. La nuova versione di
inalazione di insulina (Afrezza) presenta degli elementi di vantaggio rispetto la versione precedente
(Exubera) [6]:

- Preparazione di una insulina in polvere liofilizzata stabile in micro particelle come
eccipiente che si traduce in placche microcristalline in cui I’insulina pud essere
assorbita. L’eccipiente utilizzato ¢ inerte quindi viene assorbito ma non
metabolizzato, sara secreto tramite 1’urina;

- Particelle con un diametro di 2,5 pum;

- Solubilita elevata delle particelle quando il PH ¢ maggiore di 6 che corrisponde alvalore
di PH presente a livello dei polmoni. Questo facilita ’assorbimento e la dissoluzione nella

circolazione sistemica.

2.4.1 TIPO DI DISPOSITIVO
L’inalatore ¢ fondamentale nel sistema per ottenere un’erogazione costante e riproducibile. Il sistema
¢ stato migliorato nel corso del suo sviluppo clinico sotto il profilo di prestazioni e facilitadi utilizzo.
Inizialmente TI veniva somministrato attraverso 1’inalatore MedTone (Figura 2.2) [11]. Questo
dispositivo ¢ alimentato dal respiro, ¢ tascabile, ad alta resistenza al flusso d’aria come mezzo per
controllare le dimensioni aerodinamiche riducendo al minimo la velocita delle particelle e

riutilizzabile. L’inalatore possiede una cartuccia monouso contenente dosi predosate di polvere per
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inalazione TI. La somministrazione per il trattamento del diabete che utilizza questo tipo di inalatore

alimentato dal respiro dipende soprattutto dagli sforzi di inalazione del paziente [20].

Figura 2.2: inalatore MedTone

L’attuale inalatore Gen2 (Figura 2.3) & il risultato dello sviluppo del sistema precedente. E costituito
da componenti di plastica stampati e assemblati mediante una saldatura a ultrasuoni. E pit piccolo
e discreto dell’altro inalatore. Si tratta di un inalatore Breath-powder, utilizzato quindi per via orale.
Puo essere riutilizzato a seguito del cambiamento della cartuccia che avviene ogni 15 giorni. La
procedura di sostituzione ¢ stata resa molto semplice in maniera tale da ottenere un dispositivo
molto intuitivo: si inserisce la cartina di insulina in polvere, si chiude il dispositivo e gia dal primo
respirod si avra inalato la dose di insulina. Stesso discorso vale per la rimozione della cartuccia: si
apre il dispositivo, si estrae la cartuccia e si getta.

11 dispositivo presenta vari vantaggi:
e E piccolo e facile da trasportare;

e [L’inalazione non deve essere sincronizzata in quanto il dispositivo rivela e si attiva da
solo con I’inalazione;

e Protegge in maniera molto efficace I’insulina che contiene dall’umidita;

e [ riutilizzabile.
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Figura 2.3: inalatore di insulina TI Gen2

Il sistema di inalazione dell’insulina si basa sul concetto di “flow balance”. L’insulina che si trova
sulla cartuccia deve essere dispersa e frantumata prima di essere rilasciata a livello dei polmoni. Il
processo ¢ svolto dall’aria che attraversa il dispositivo: 1’aria solleva la polvere della cartuccia per
raggiungere 1’uscita. La separazione delle particelle ¢ completata da un canale specifico che collega
la porta di uscita con I’aria proveniente dal boccaglio.

L’insulina inalata ¢ disponibile in 2 dosaggi contenuti in contenitori di alluminio. Una confezione di
alluminio contiene due blister e 5 strisce che contiene ciascuna 3 cartucce. E molto importante che la

cartuccia sia mantenuta a 28 °C per preservare la qualita dell’insulina [16].

2.4.2 EFFICACIA CLINICA

Con I’avanzare delle tecniche di laboratorio, gli scienziati sono stati in grado di modificare lastruttura
chimica dell’insulina per consentire I’assorbimento piu rapido.

Studi clinici eseguiti nei diabetici di tipo 1 e 2 hanno dimostrato che I’insulina umana per inalazione
ha insorgenza d’azione piu rapida rispetto all’insulina sottocutanea ad azione rapida. Data la velocita
di insorgenza d’azione, I’insulina deve essere somministrata entro 10 minuti prima del pasto.

La dose iniziale viene stabilita in base al peso corporeo, dal tipo di diabete e dal grado discompenso
metabolico.

Nel diabete di tipo 2 D’insulina inalata ¢ usata con successo anche in associazione agli
ipoglicemizzanti orali, utilizzati per il controllo della iperglicemia postprandiale. La disponibilita
diinsulina ad assorbimento polmonare puo essere di aiuto per superare la riluttanza diffusa
nell’iniziare la terapia. Questo accorcia il periodo di insufficiente controllo metabolico.

In generale possiamo sostenere che I’insulina polmonare si pone come una vera alternativa in quei
casi in cui per una inadeguata adesione del paziente alla prescrizione di una terapia convenzionale,
non si raggiunge il valore glicemico necessario per la prevenzione di complicanze micro o macro
vascolari.
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2.4.3 EFFETTI COLLATERALI

Fino a circa il 50% della dose di insulina erogata dall’inalatore, nonostante il perfezionamento
tecnologico del dispositivo, puo disperdersi nello strumento e nella cavita orale, nella faringe
oaddirittura puo disperdersi nell’ambiente.

Le reazioni pit comuni includono tosse, mal di gola, ipoglicemia e irritazione.

L’inalazione di insulina TI pud produrre tosse fino al 27% dei pazienti. Questo ha portato
all’interruzione del trattamento in circa il 9% dei pazienti [10].

L’ipoglicemia ¢ una delle principali preoccupazioni del diabete perché influisce sulla qualita della
vita e pone i pazienti a un rischio maggiore di problemi micro e macro vascolari ma anche morte. Un
paziente che soffre di DM 1 solitamente ¢ colpito da due episodi di ipoglicemia sintomatica alla
settimana e almeno un episodio ¢ grave. Nei pazienti con DM 2 I’ipoglicemia ¢ meno frequente.

Un altro effetto collaterale puo essere I’aumento di peso, si stima un aumento dai 2 ai 6 kg nel primo
anno di trattamento. Questo puod avere effetti a livello della pressione sanguigna e delle malattie
vascolari [7].

La TI ¢ controindicata nei pazienti con malattia polmonare cronica come asma o broncopneumopatia
cronica (BPCO) a causa del rischio di broncospasmo. La BPCO ¢ una malattia polmonare progressiva
caratterizzata da inflammazione cronica e distruzione strutturale. Si teme che la meccanica delle vie
aeree nei pazienti con BPCO possa modificare la farmacocinetica dell’insulina per via inalata. Per
questo la FDA ne ha vietato 1’uso in pazienti affetti [16].

Come espresso anche precedentemente, gli effetti acuti e cronici del fumo di sigaretta sul sistema
polmonare inducono vasocostrizione, alterazioni della permeabilita e rimodellamento del
rivestimento bronco alveolare. I fumatori hanno un maggiore assorbimento dell’insulina per via
inalatoria rispetto ai non fumatori. Nonostante questo ¢ stato dimostrato che i fumatori avevano un
minore utilizzo del glucosio rispetto ai non fumatori con insulina suggerendo che la resistenza
all’insulina ¢ legata al consumo di tabacco [16].

Alcuni studi hanno anche sottolineato la mancanza di sicurezza sul piano immunologico.
L’esposizione ripetuta di un’ampia superficie branco alveolare a dosi elevate di insulina puo stimolare
le difese immunitarie e indurre una reazione immunologica. In realta la somministrazione induce una
risposta anticorpale assai piu intensa di quella prodotta dall’insulina sottocute. Non ¢ stata rivelata
quindi nessuna relazione fra la presenza di anticorpi e il controllo metabolico, proprio perché sono

assenti anticorpi neutralizzanti nella risposta immunitaria data dall’insulina polmonare [12].
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2.5 AERx iDMS

Il sistema in questione utilizza una formulazione di insulina liquida, in blister, che eroga fino a 10 U
di insulina per striscia.

Il sistema di gestione del diabete con insulina AERX, un dispositivo portatile a batteria piu pesante
degli altri con strisce di insulina usa e getta, € uno dei sistemi per la somministrazione di insulina
per via orale alle regioni piu profonde dei polmoni. Questo sistema consiste in un inalatore
controllato da un microprocessore che rilascia un aerosol di particelle fini in soluzione acquosa da
una striscia di insulina monouso che contiene una quantita di insulina corrispondente a 1 unita per
via sottocutanea (Figura 2.4). La data, I’ora e tutti i parametri della somministrazione vengono
registrati elettronicamente consentendo una valutazione piu corretta del dosaggio. Tuttavia il
dispositivo richiedeva anche refrigerazione. L’inalatore ¢ attivato dal respiro e rilascia I’insulina
solo quando il flusso inspiratorio ¢ sufficiente. La biodisponibilita e ’efficienza farmacologica di

AERX nei pazienti con DM 1 ¢ rispettivamente di 12.9% e 12,7%.

Breath Control Guidance Light

User Input Bultons !

Information Screen

Figura 2.4: AERx device

I profili farmacocinetici e farmacodinamici sono molto simili a quelli osservati con I’insulina

umana iniettata per via sottocutanea. Anche in questo caso ovviamente ci sono delle condizioni che

modificano la risposta come ad esempio 1’assorbimento maggiore nei fumatori rispetto ai non

fumatori [17].

L’ AERx iDMS ¢ stato testato ai fini della verifica degli effetti su pazienti affetti da un’infezione
acuta del tratto respiratorio superiore su 2 adulti non diabetici durante il recupero. La prima dose
somministrata con sintomi in corso dalla durata di 3 giorni, mentre la seconda ¢ stata somministrata
dopo la guarigione ed entro 3 settimane dalla prima.La farmacocinetica ¢ rimasta invariata

dimostrando che la somministrazione ¢ efficace e sicura durate tutta 1I’inflammazione acuta [16].
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2.6 EVOLUZIONI DELL’INSULINA INALATA

La terapia insulinica ¢ molto avanzata negli ultimi anni. L’obiettivo ¢ quello di sviluppare un’insulina
con profili d’azione piu lunghi e piatti cosi da ridurre I’ipoglicemia e fornire una maggiore flessibilita
con 1 tempi di somministrazione. Nonostante questo persistono problematichelegate all’iperglicemia
postprandiale dovuta all’insorgenza ritardata dell’insulina sottocutanea, ai rischi significativi
dell’ipoglicemia, all’aumento di peso oltre che al costo del dispositivo.

Formulazioni di insulina ultrarapida e ultra lunga sono disponibili in commercio.

1. L'insulina per inalazione Dance 501 (Aerami Therapeutics) ¢ una nuova formulazione di
insulina umana liquida con un piccolo dispositivo aerosol portatile per inalazione. Il sito
web dell'azienda indica che questa insulina ¢ pronta per entrare nelle prove di fase 3. La
bio potenza relativa rispetto alla RAI sottocutanea ¢ del 13%. I dati presentati al Diabetes
Technology Meeting 2019 su persone con DM 2 hanno mostrato una relazione di dose
lineare e un inizio d'azione piu rapido rispetto all'insulina lispro (insulina da iniettare o
perinfusione sottocutanea simile all’insulina umana, un ormone di sintesi simile a quello
prodotto dalle cellule beta del pancreas [13]), con risultati simili negli adulti con DM 1
presentati alle sessioni scientifiche dell'American Diabetes Association 2019 [14].

Dance 501 ¢ una nuova formulazione liquida di insulina umana per inalazione che viene
ispirata con un piccolo dispositivo aerosol elettronico portatile e silenzioso (Figura 2.5). E
formato da una tecnologia a micro pompa con rete vibrante che trasforma insulina liquida

in una nebbia.Una dose di insulina puo essere erogata attraverso uno o piu atti respiratori.

Figura 2.5: inalatore Dance 501
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Sono stati fatti diversi studi randomizzati, di crossover per stabilire la tollerabilita di questa nuova
insulina. Il metodo di studio consiste nello svolgere 8 visite: un esame di screening, visite in un
intervallo di 3-17 giorni e un esame finale.

I pazienti idonei devono avere un polmone normale con capacita funzionale >75%.

Dance 501 ha mostrato risultati compatibili alla somministrazione, ha una buona tollerabilita e
non procura alterazioni della funzionalitd polmonare quindi non c¢’¢ tosse ad esempio dopo

I’inalazione. Questa insulina pud diventare un’alternativa valida alle iniezioni di insulina [15].
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CAPITOLO 3
MODELLI FARMACOCINETICI E FARMACODINAMICI PER L’INSULINA INALATA

I modelli farmacocinetici e farmacodinamici sono una componente fondamentale per lo sviluppo dei
farmaci; costituiscono una tecnica matematica che permette di predire 1’effetto e I’efficacia nel tempo
del dosaggio di un farmaco.

Piu precisamente, i modelli farmacocinetici descrivono il modo in cui il corpo reagisce all’assunzione
di un farmaco. I principali campi di studio e di analisi farmacocinetica possono essere sintetizzati
dall’acronimo ADME (figura 3.1): 1’Assorbimento studia il modo con cui il farmaco entra
nell’organismo, la Distribuzione analizza le vie di distribuzione all’interno del corpo, il Metabolismo
e I’Escrezione rappresentano 1 processi attraverso i quali 1’organismo modifica chimicamente il
farmaco e lo elimina.

Attraverso 1 modelli farmacocinetici ¢ possibile semplificare i processi fisiologici che sono difficili
da descrivere dal punto di vista quantitativo. Il corpo umano ¢ descritto da una serie di compartimenti
in cui viene distribuito il farmaco. Il compartimento di deposito ¢ il punto in cui si va a depositare il
farmaco, nel caso di un farmaco inalato ¢ rappresentato dai polmoni. Il compartimento centrale ¢

costituito dal sangue mentre il compartimento periferico dai tessuti come grasso, pelle e muscoli [21].

Farmacocinetica

| principi dellADME ‘/ﬂ_h
Farmam’ % g

Assaorbimento
In che modo entra?

Metabolismo
l:-l‘.ll'l'le viEne y:ompcmm?

Fagato Distribuzione
Dove va?

{ Trasportatori

Escrezione
In che modo esce?

WA AUPALL U

Figura 3.1: principi della farmacocinetica (Eupati,2015)
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La farmacodinamica nello specifico ¢ definita come lo studio delle risposte biologiche all’azione
farmacologica. Gli studi farmacologici richiedono informazioni sugli effetti dei farmaci per definire
I’intervallo terapeutico praticabile. I modelli farmacodinamici descrivono il modo in cui un farmaco

influisce sul corpo, correlando la concentrazione del farmaco alla sicurezza.

3.1 MODELLO SAKAGAMI et al.

Questo modello ¢ stato proposto nel 2004 dal dipartimento di farmacia, School of Pharmacy, Aerosol
Research Group, Virginia.

L’obiettivo era quello di sviluppare e utilizzare un modello fisiologicamente realistico che potesse
descrivere correttamente la cinetica dell’insulina nel polmone dopo I’inalazione.

Il modello assume un assorbimento del primo ordine (ka, L), una perdita parallela non assorbente
(kmm, L) che dipende principalmente dal metabolismo e dalla clearance mucociliare (naturale
meccanismo di detersione e difesa dell’albero respiratorio) nel polmone e due compartimenti
sistemici (figura 3.1).

Nonostante di per sé il modello sia molto semplice e vengano utilizzati dei dati medi, sono stati
utilizzati 16 profili di insulina-glucosio provenienti da dieci studi clinici differenti ottenendo i valori
di interesse.

Sono stati determinati i vari livelli sierici di insulina che hanno rappresentato una farmacocinetica
“flip-flop™. I valori di ka, L hanno suggerito un assorbimento diffusivo passivo dell’insulina nel
polmone mentre i valori di kmm, L erano molto piu grandi e diminuivano con I’aumentare della dose
inalata.

Attraverso 1’analisi del modello ¢ stato possibile ricavare valori maggiori dei parametri
precedentemente citati a seguito di manovre di inspirazione profonde, di un maggiore assorbimento
nei fumatori e per I’insulina lispro.

Questa analisi ha fornito una prima unificazione delle informazioni sulla cinetica e sui meccanismi

di disposizione dell’insulina nei polmoni dopo I’inalazione [29].
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Figura 3.1: modello cinetico per la deposizione dell’insulina inalata

dove CG ¢ la concentrazione del glucosio nel sangue; CI ¢ la concentrazione dell’insulina ; CGT ¢ la concentrazione di glucosio nel
sangue per la secrezione di insulina pancreatica endogena ; ka,L ¢ la costante del tasso di primo ordine per 1’assorbimento di insulina dal
polmone; kIR ¢ la costante di ordine zero per la secrezione di insulina pancreatica endogena; kmm,L ¢ la costante di primo ordine per la
perdita di insulina non assorbita dal polmone; k12 ¢ la costante di primo ordine per il trasferimento dell’insulina dal sangue al
compartimento periferico; k21 ¢ la costante di velocita del primo ordine per il trasferimento dell’insulina dal compartimento periferico
al sangue ; k10 ¢ la costante di primo ordine per la clearance dell’insulina dal siero; [L] ¢ la massa di insulina nel polmone; [PI] ¢ la
massa di insulina nel compartimento periferico; VG ¢ il volume del compartimento sanguigno per il glucosio; VI ¢ il volume del

compartimento sierico per I’insulina.

3.2 MODELLO LANDERSDORFER et al.

Si tratta di un modello che studia l'effetto dell'insulina inalata sulla velocita di infusione del glucosio
attraverso la tecnica del clamp glicemico. Il modello si basa sul meccanismo d'azione dell'insulina e
vengono confrontati 1 parametri ottenuti dalla somministrazione di insulina sottocutanea e inalata in
pazienti sani e diabetici (figura 3.2). Lo studio ¢ stato effettuato su 11 persone sane e 18 pazienti
affetti da diabete di tipo 1. Ai protagonisti dello studio sono state somministrate 4 dosi di insulina
inalata e 3 dosi di insulina sottocutanea. I dati sono stati raccolti attraverso 2 studi crossover che
considerano la concentrazione dell’insulina, il GIR (velocita di infusione del glucosio) di ogni dose
e il meccanismo di somministrazione (sottocutanea o inalata).

Il primo studio, di Brunner, considera 18 pazienti affetti da diabete di tipo 1 sottoposti ad una intensa
terapia insulinica. Dopo il digiuno notturno, i pazienti hanno ricevuto un’infusione di insulina ogni 5
ore al fine di raggiungere un valore di glicemia normale.

L’insulina inalata ¢ stata somministrata attraverso il sistema AERx Idms mentre [’insulina
sottocutanea attraverso Actrapid HM Penfill 100 U/mL.

Dopo la somministrazione i pazienti sono stati sottoposti ad un clamp glicemico di 10 ore durante il
quale la concentrazione di glucosio ¢ stata mantenuta costante a 7,2 mmol/L.

Il secondo studio, Rave et al., ha somministrato, nelle medesime condizioni dello studio precedente,

27



4 dosi di insulina inalata a 11 pazienti sani attraverso uno studio crossover. In aggiunta, questi pazienti
hanno assunto anche dosi di insulina sottocutanea.

La farmacocinetica (PK) ¢ stata studiata utilizzando diversi modelli che considerano la
concentrazione dell’insulina ed ¢ stato concluso che il profilo PK dell’insulina inalata nei pazienti
soggetti a diabete di tipo 1 ¢ descritto meglio dal modello con assorbimento e eliminazione del primo
ordine; I’assorbimento dell’insulina inalata ¢ piu veloce con dosi maggiori mentre la biodisponibilita
decresce con la dose.

Al contrario, il profilo PK dopo la somministrazione dell’insulina sottocutanea ¢ descritto molto bene
da un modello con due processi di assorbimento paralleli del primo ordine con tempo di ritardo su
uno di essi.

Il modello farmacodinamico, invece, si basa sul principio che I’insulina influenza le concentrazioni
di glucosio attraverso sia I’inibizione della produzione del glucosio sia stimolando 1’utilizzo del
glucosio.

Lo studio ha concluso che a causa della presenza di una differenza tra le concentrazioni dell’insulina
e Ieffetto del glucosio, il modello a compartimenti sarebbe stato adatto a descrivere i dati raccolti.
Questo modello si basa su un processo di risposta indiretta che descrive la stimolazione all’utilizzo
del glucosio da parte dell’insulina in maniera realistica. L'azione dell'insulina comprende sia
l'inibizione della produzione di glucosio sia la stimolazione dell'utilizzo del glucosio. Tuttavia,
durante un clamp euglicemico (sistema per misurare l'insulina resistenza, cosi chiamato
perché misura la quantita di glucosio necessario per compensare un aumento del livello di insulina
senza causare ipoglicemia), si presume che la produzione endogena di glucosio sia soppressa e quindi
che l'insulina agisca principalmente sull'utilizzo del glucosio.

L'approccio qui descritto ¢ un modello semplificato per il caso in cui le concentrazioni di glucosio

non siano note e siano approssimativamente costanti [23].
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Figura 3.2: diagramma della farmacocinetica dell’insulina e farmacodinamica del glucosio

dove Ka_inh ¢ la costante di assorbimento di primo ordine, CL ¢ il valore di clearance assumendo che la biodisponibilita della dose
sottocutanea sia del 100%, Kin ¢ la velocita di immissione del glucosio di ordine 0, Kout ¢ la costante di velocita di disposizione di primo
ordine , ka_scl ¢ la costante di velocita di assorbimento del primo ordine per la maggior parte della dose di insulina sc per la quale
l'assorbimento ¢ iniziato immediatamente e ka_sc2 ¢ la costante di velocita di assorbimento del primo ordine per il resto della dose di insulina

sc che ¢ stata assorbita dopo un tempo di ritardo.

3.3 MODELLO POTOCKA et al.

Si tratta di un modello sviluppato nel 2011 dal College of Pharmacy, dell’Universita della Florida dal
Dr Potocka, Dr Baughman, Dr Derendorf insieme a MannKind Corporation, New Jersey.

Questo modello ha come scopo quello di dimostrare che indipendentemente dal modo di
somministrazione dell’insulina (endovenosa, sottocutanea o inalatoria), la disposizione a due
compartimenti € caratteristica di tutta I’insulina con differenze solo nel profilo concentrazione- tempo
dovute soprattutto ai tassi di assorbimento differenti.

I dati di questo modello sono stati raccolti da 2 studi sul clamp del glucosio in soggetti sani. Lo studio
1 ¢ stato uno studio crossover a 3 vie dove ¢ stata confrontata la farmacocinetica e farmacodinamica
di dosi singole di 100U di TI polvere, 10U di RHI per via sottocutanea ¢ 5SU di RHI per via
endovenosa. Lo studio 2, invece, ¢ stato uno studio crossover a 4 vie condotto su 12 soggetti con 3
diverse dosi di TI inalato, una dose di 10U di RHI. La glicemia ¢ stata mantenuta ad un valore di 90
mg/dL per tutto il processo attraverso un’infusione di destrosio (o glucosio, € uno zucchero assai
diffuso che si trova allo stato libero in alcuni vegetali). I dati delle 3 vie di somministrazione sono
stati modellati contemporaneamente (figura 3.3).

La farmacocinetica dell’insulina ¢ descritta attraverso un modello a 2 compartimenti di assorbimento,
il primo associato all’inalazione mentre il secondo alla somministrazione sottocute, € con

eliminazione del primo ordine che ha descritto bene 1 dati relativi alla concentrazione di insulina.
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Quasi la totalita delle valutazioni sulla farmacocinetica utilizzavano 1 profili farmacocinetici
dell’insulina per via sottocutanea. Si sono cosi descritti i profili farmacocinetici delle vie non
endovenose attraverso un modello a 1 compartimento; proprio perché 1’insulina inalata ha un rapido
assorbimento, ¢ stato possibile distinguere un secondo compartimento. Si pud concludere che le
proprieta farmacocinetiche dell’insulina sono coerenti una volta che 1’insulina ¢ disponibile a livello
sistemico, infatti ¢ stato possibile dimostrare la disposizione a 2 compartimenti per tutte e 3 le vie di
somministrazione.

In questo modello I’IMC (indice di massa corporea, ¢ espresso come rapporto tra il peso e il quadrato
dell’altezza di un individuo) ¢ stato una covariante significativa del tasso di assorbimento
dell’insulina dopo la somministrazione sottocutanea; con 1’aumento di questa variabile, si ha una

diminuzione del tasso di assorbimento [24].

Doss
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Figura 3.3: diagramma del modello farmacocinetico

Dove kascl e kasc2 sono le due costanti di assorbimento di primo ordine dell’insulina sottocutanea, Kti ¢ la
costante di assorbimento di primo ordine per I’insulina TI, k54 e k45 sono le costanti di trasferimento tra il

compartimento centrale e il periferico

3.4 MODELLO COOK et al.

Lo studio alla base di questo modello risale al 2011, si tratta di un modello farmacocinetico-
farmacodinamico che spiega le differenze osservate nelle biodisponibilita di diverse dosi di insulina
per inalazione rispetto alla dose fissa di 10 U per I’insulina sottocutanea (figura 3.4).

La relazione farmacocinetica-farmacodinamica risulta non lineare, ci si aspetta che la biodisponibilita
delle risposte farmacodinamiche sia differente a seconda della dose somministrata.

Questo modello si sviluppa proprio per studiare se le differenze nella biodisponibilita, determinate
dalle concentrazioni di insulina e dalla velocita di infusione del glucosio, possono spiegare la
relazione farmacocinetica-farmacodinamica non lineare.

Lo studio su cui si basa ¢ di tipo monocentrico, in aperto, randomizzato, controllato, incrociato a due

vie. Viene svolto in due periodi con permanenza in clinica € con un intervallo che va da 72 ore a 14
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giorni tra una somministrazione di insulina e 1’altra.

Dopo il completamento del pre-trattamento, ¢ stata somministrata 1’insulina umana ricombinante in
polvere, attraverso I’inalatore Cyclohaler, o ¢ stata iniettata I’insulina Actrapid.

Durante ogni periodo di studio ¢ stata eseguita una procedura di clamp euglicemico automatizzato
del glucosio attraverso un sistema di controllo che garantisce che il livello di glucosio nel sangue sia
mantenuto al livello precedente la somministrazione della dose.

La popolazione dello studio ¢ formata da trenta uomini sani non fumatori che sono stati randomizzati

per ottenere 15 soggetti che hanno completato le sequenze di trattamento.
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Figura 3.4: modello farmacocinetico-farmacodinamico per I’insulina

dove EC50 ¢ la concentrazione dell’insulina a meta del suo effetto massimale, Emax ¢ 1’effetto massimo

dell’insulina sul GIR, kin ¢ la costante di velocita di ordine zero per I’immissione di glucosio

Le differenze nella biodisponibilita, determinate dalle concentrazioni di insulina, e nella bio potenza,
determinate dalla velocita di infusione del glucosio, sembrano essere dovute sia alla relazione non
lineare tra le concentrazioni di insulina e la risposta del glucosio, sia alle differenze di potenza tra

I’insulina inalata e sottocutanea [25].

3.5 MODELLO VISENTIN et al.

Si tratta di un modello in cui sono stati confrontati dosaggi di insulina TI, somministrata attraverso
I’inalatore MedTone, e insulina sottocutanea in cento pazienti affetti da diabete di tipo 1. I soggetti
hanno ricevuto la loro insulina basale per tutta la durata dell’esperimento. La dose di insulina lispro
per ciascun paziente ¢ stata stabilita aumentando la dose fino a quando il profilo del glucosio risultante

soddisfaceva la regola di titolazione, PPGtime< PPGlimit dove PPGtime ¢ il glucosio plasmatico
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all’ora specificata per una misurazione della glicemia con automonitoraggio mentre PPGlimit ¢ il
limite superiore della concentrazione di glucosio in quel momento, mantenendo i livelli di glucosio
nel sangue al di sopra del valore di 70 mg/dl cosi da evitare il rischio ipoglicemico.

I profili di glucosio postprandiale sono stati utilizzati poi per quantificare 1’efficacia di queste
insuline e la possibile insorgenza di eventi ipoglicemici.

L’aumento delle dosi di insulina porta a un aumento della concentrazione dell’insulina stessa e a un
abbassamento del glucosio postprandiale. Secondo i dati clinici, il picco di concentrazione di insulina
si verifica intorno ai 50 minuti dopo la somministrazione e la durata d’azione sembra essere superiore
alle 6 ore.

Con I’introduzione della somministrazione di insulina inalata ¢ risultata necessaria la valutazione dei
diversi regimi di dosaggio e delle diverse regole di titolazione per stabilire la dose di TI piu adeguata
a fornire un migliore controllo glicemico postprandiale. Un’analisi di questo tipo risulta irrealizzabile
in vivo a causa dei costi economi quindi si ¢ sviluppato un simulatore (figura 3.5) in grado di
descrivere la farmacocinetica di TI.

Il simulatore TID dell’universita della Virginia e di Padova, accettato dalla Food and Drug
Administration, ¢ stato utilizzato per sviluppare e testare attraverso un trial in silico gli algoritmi di
controllo ad anello chiuso del pancreas artificiale; questo ha accelerato 1 progressi perché gli studi
sugli animali sono stati sostituiti da studi virtuali.

Questo simulatore ha portato alla sostituzione del trial clinico con uno in silico in quanto risulta essere
piu economico e fornisce una risposta piu affidabile sulla sicurezza e sull’efficacia di un nuovo
prodotto biomedicale. I trial in silico sono molto importanti nel contesto del diabete perché accelerano
lo sviluppo delle tecnologie e dei farmaci per il diabete stesso.

Il simulatore ha permesso di confrontare le prestazioni delle varie insuline. Le simulazioni ottenute
hanno confermato che con una dose singola di TI somministrata all’istante del pasto, il controllo
glicemico non ¢ ottimale: in particolare, I’incremento della dose del farmaco aumenta sensibilmente
il rischio di ipoglicemia per il soggetto. Al contrario, somministrando una dose prima del pasto ¢ stato
osservato un migliore controllo glicemico in tutto il periodo postprandiale, senza comunque

aumentare il rischio ipoglicemico per il soggetto.
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Figura 3.5: schema del simulatore TIDM di UVA/Padova

In questo modello ¢ stata dimostrata con successo la capacita del simulatore di descrivere la PK
dell’insulina inalata e di prevedere la dinamica del glucosio dopo il pasto con somministrazione di T1

all’inizio del pasto stesso [26].

3.6 MODELLO RUPPEL et al.

Si tratta di un modello PK/PD di popolazione che si basa su un’analisi che quantifica le caratteristiche
del rapporto dose-risposta e il comportamento farmacodinamico dell’insulina per quanto riguarda
I’insulina TI rispetto I’insulina somministrata per via sottocutanea.

L’obiettivo dell’analisi era stabilire una descrizione matematica del comportamento dose-risposta per
entrambe le insuline.

Non ¢ stato possibile stimare direttamente la relazione tra la dose di insulina e I’effetto in quanto 1
tempi di registrazione del GIR (velocita di infusione di insulina e glucosio) e delle concentrazioni di
insulina erano troppo brevi per considerare 1’effetto delle dosi di TI piu elevate. Per risolvere questo
problema ¢ stato creato un modello PK-GIR per simulare 1 valori di GIR in una finestra temporale di
circa 20 ore e per dosi piu elevate.

Nello studio sono state somministrate varie dosi di insulina a soggetti volontari sani, per ogni dose €
stato eseguito un esperimento di clamp euglicemico iperinsulinico.

Per studiare 1 profili PK di entrambe le insuline ¢ stato utilizzato il modello PK precedentemente
descritto da Potocka et al. (paragrafo 3.3) che consiste in un modello a due compartimenti per la
distribuzione con eliminazione del primo ordine. L’assorbimento dell’insulina inalata ¢ stato

descritto da un processo del primo ordine mentre quello dell’insulina sottocutanea ¢ stato modellato
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con due compartimenti successivi con assorbimento del primo ordine.
L’azione dell’insulina TI ¢ risultata piu veloce rispetto la sottocutanea e la durata dell’azione di TI ¢
risultata piu breve. Il profilo farmacodinamico piu veloce si puo tradure in un controllo immediato

del glucosio postprandiale dopo il pasto [27].
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Figura 3.6: modello farmacocinetico-farmacodinamico dell’insulina

dove kaSC1, kaSC2 sono i tassi di assorbimento del primo ordine di RHI, kaTI tasso di assorbimento del primo ordine di TL; keO ¢ il tasso di
eliminazione dal vano centrale; k45, k54 sono gli scambi con il comparto periferico; kin, kout sono i valori per il comparto effetto.

3.7 MODELLO HE et al.

Questo modello, come anche gli altri, ¢ stato proposto al fine di valutare le prestazioni
farmacocinetiche e farmacodinamiche delle polveri secche di insulina umana per via inalatoria e la
loro sicurezza dopo 14 giorni di inalazione.

Lo studio ¢ stato effettuato sui ratti ai quali sono state somministrate per via endotracheale, polveri
secche con surfattante polmonare (PS ¢ un complesso lipoproteico sintetizzato dalle cellule epiteliali
polmonari e svolge un ruolo fondamentale nel movimento respiratorio) e con esadecanolo
fosfolipidico (PHT, analogo artificiale del surfattante polmonare). Successivamente sono stati
sottoposti all’inalazione delle stesse insuline per verificarne la sicurezza. E stato possibile dimostrare
che entrambe le insuline secche caricate con PS e PHT sono state in grado di generare profili
farmacocinetici e farmacodinamici sicuri.

Al fine di valutare le proprieta farmacocinetiche della polvere di insulina dopo la somministrazione
endotracheale, sono stati utilizzati un modello a dose extra vascolare non compartimentale
(presuppone che I’eliminazione sia del primo ordine) e uno a due compartimenti (considera che il

farmaco sia distribuito rapidamente da un compartimento centrale a un compartimento tissutale, tutti
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i processi di passaggio del farmaco sono del primo ordine e 1’eliminazione si verifica nel
compartimento centrale del modello).

La disponibilita farmacocinetica relativa (1) ¢ stata calcolando utilizzando 1’equazione:

[AUC]inh ' doses.c.
F(%) = -1 1
(/0) [AUC]S.C. ’ doseinh 00 ( )

Dove [AUC]inh e [AUC]s.c. sono I’area sottesa dalla curva concentrazione-tempo dell’insulina
sottocutanea e dalla curva concentrazione-tempo dell’insulina inalata.

Per quanto riguarda la concentrazione minima percentuale del glucosio nel sangue e il tempo per
raggiungerla sono stati ottenuti direttamente dai profili glucosio-tempo del sangue.

La disponibilita farmacologica relativa (2) ¢ stata calcolata subito dopo la somministrazione

endotracheale dell’insulina attraverso I’equazione:

[AAC];nn - doses .
PA(%) = —-100 2
(A)) [AAC]S.C. ' doseinh ( )

E stato introdotto poi anche un modello di risposta farmacodinamica indiretta inibitoria per descrivere

le proprieta farmacodinamiche dell’insulina [22].

klﬂl
rh-insulin k. k
X ' S
! kz
ll ICzq
1
Y k
H ot

klﬂ

Figura 3.7: rappresentazione schematica del modello farmacodinamico basato sulla risposta indiretta

dove Xa rappresenta la quantita di insulina nel polmone, Xp ¢ la quantita di insulina nel sangue, Xt ¢ la quantita di insulina nei tessuti, ka ¢ la
costante di primo ordine della velocita di assorbimento dal polmone al siero, k21 ¢ la costante di velocita per il trasferimento dai compartimenti
tissutali ai compartimenti centrali, k12 rappresenta la velocita di trasferimento dai compartimenti centrai ai tissurali, k10 ¢ la costante di velocita del
primo ordine per I’eliminazione dell’insulina, kin ¢ la costante di velocita apparente di ordine zero per la produzione di glucosio, kout ¢ la costante

di velocita per I'utilizzo del glucosio, IC50 ¢ la concentrazione di insulina che produce il 50% dell’inibizione massima della produzione di glucosio

nel sangue, R rappresenta ’effetto ipoglicemizzante dell’insulina sul glucosio.

In conclusione allo studio sono state riscontrate differenze nei parametri farmacocinetici e

farmacodinamici dell’insulina inalata caricata con PS e PHT come un assorbimento piu rapido e
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un’efficacia maggiore rispetto alle insuline somministrate per via sottocutanea.

Inoltre non sono stati registrati danni polmonari significativi dopo 1’inalazione di 14 giorni se non
una diminuzione delle proteine totali e una leggera irritazione polmonare.

Gli studi hanno indicato che I’insulina inalata potrebbe essere assorbita rapidamente tanto quanto
I’insulina sottocutanea e 1’azione rapida potrebbe controllare I’iperglicemia postprandiale.

Il modello PK/PD e I’analisi compartimentale di questo studio hanno dimostrato che le proprieta
farmacocinetiche e farmacodinamiche delle particelle inalate sono migliorate in presenza di PS e
PHT.

Le formulazioni inalate possono influenzare la barriera epiteliale del polmone attraverso 1’apertura
delle giunzioni strette delle cellule e ’aumento della permeabilita della membrana. Gli additivi

potrebbero essere molto efficaci ma allo stesso tempo causare danni a lunga durata.
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CAPITOLO 4
IMPLEMENTAZIONE IN AMBIENTE MONOLIX DEL MODELLO DI HE ET AL.

4.1 POPOLAZIONE STUDIATA

Questo lavoro di tesi si basa su dei dati sperimentali che fanno parte di un lavoro scientifico molto
recente che ¢ stato condotto nel 2018 in Cina su un gruppo di ratti per la valutazione dell’insulina
umana inalata. I dati che ho usato nello specifico nel mio lavoro di tesi sono dei dati medi che sono
stati messi a disposizione nel paper [22] relativo proprio allo studio precedentemente citato.

La sperimentazione ¢ stata effettuata su un gruppo di 12 ratti maschi della razza “Sprague Dawley”
del peso di circa 170 g, acquistati dal laboratorio SLAC di Shangai.

I ratti sono stati allevati in condizioni controllate ad una temperatura di circa 25 °C, con un’umidita
che oscilla tra il 40 e 1l 60 %, con un ciclo di luce/buio della durata di 12 ore e con una dieta
normalizzata per circa 3 giorni. Prima della somministrazione dell’insulina per via endotracheale sono
stati tenuti a digiuno per circa 12 ore con la possibilita di bere. Per i 14 giorni di studio sugli effetti
dell’inalazione invece, i ratti sono stati tenuti in delle gabbie per 3 giorni.

Gli esperimenti ovviamente sono stati condotti in conformita alle linee guida sugli animali
dell’universita farmaceutica cinese e sono state approvate dal comitato etico sull’animale sempre
della medesima Universita.

Per lo studio sono state somministrate per via endotracheale dosi di 20 U/kg di insulina con PS e
PHT, utilizzando Novolin R (insulina da somministrare per via sottocutanea) con una concentrazione
di 5 U/kg come controllo. Gli animali sono stati anestetizzati per poter effettuare una tracheotomia
per inserire un ago tra il quinto e il sesto anello tracheale. La somministrazione ¢ avvenuta attraverso
un tubo. In seguito 1 ratti sono stati tenuti in posizione verticale per garantire la deposizione della
dose. Successivamente sono stati racconti dei campioni di 0,2 ml di sangue a 0.083,
0.167,0.25,0.33,0.5,0.75,1,1.5,2,3,4,6 ore. Il periodo di campionamento ¢ stato caratterizzato anche
dalla somministrazione di 1 ml di soluzione fisiologica per via orale ogni ora.

Per lo studio sull’inalazione, i ratti sono stati esposti per circa 30 minuti al giorno per 14 giorni
consecutivi a 20 U/kg di polveri secche di insulina inalata con PS e a 20 U/kg di polveri secche di
insulina inalata con PHT. Gli animali sono stati controllati regolarmente per osservare anche i
possibili segni di irritazione prima e dopo ogni esposizione.

Dopo I’inalazione, 8 ratti per ogni gruppo di esposizione sono stati selezionati per il lavaggio bronco
alveolare.

Successivamente gli animali sono stati sacrificati 24 ore dopo i1 14 giorni per la determinazione del
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peso degli organi, per valutazioni istologiche sul polmone e sulla trachea.

4.2 MODELLO DELLO STUDIO

Lo studio [22] propone un modello a due compartimenti con assorbimento del primo ordine tra il
compartimento di deposito, rappresentato dai polmoni, e il compartimento centrale, il sangue. Vi sono
trasferimenti lineari (k12 e k21) tra il compartimento centrale e quello periferico rappresentato dai
tessuti. E presente anche una eliminazione lineare dal compartimento centrale (k10).

Nel modello ¢ presente un modello di risposta indiretta di base che viene utilizzato per descrivere le
risposte farmacodinamiche, R, di farmaci con meccanismi d’azione indiretti.

Il modello rappresenta i processi che inibiscono i fattori che controllano la risposta al farmaco dove
I’inibizione ¢ rappresentata dalla funzione (3):

_ 1 C - Imax 3
f= C + IC50 ®3)

Dove Imax ¢ la capacita massima del farmaco di influenzare kin e kout ed ha un valore sempre
compreso tra 0 e 1, IC50 ¢ la concentrazione di insulina che produce il 50% dell’inibizione massima
della produzione di glucosio nel sangue, il valore di C ¢ ottenuto dalla farmacocinetica del farmaco.
Il modello descrive la risposta farmacologica derivante dall’inibizione dei fattori che regolano la

produzione della variabile kin.

MODELLO A 2 COMPARTIMENTI
DOSE

semministrazione orale

Il

V4

DEPOSITO

polmoni (Xa)

COMP.CENTRALE COMP. PERIFERICO
plasma (Xp) tessuti (Xt)

kout

Figura 4.1: rappresentazione grafica del modello
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Il modello viene anche descritto da una serie di equazioni differenziali:

an_ ka- X 4
dt - a a ( )
dXp

Wzka-Xa—(k10+k12)-Xp+k21-Xt (5)
dxt

— =k12-Xp — k21 - Xt (6)
dt

Cc=X F 7
c=Xpys (7)
dR—k' (1 Cc-Imax> out: Ro = 1 g
ac " Cc+1c50) ~ *o¥b Ro= ®

Le equazioni (4), (5), (6), (7) sono relative al modello farmacocinetico mentre 1’equazione (8)
descrive I’aspetto farmacodinamico dello stesso modello.
Il progetto di ricerca si ¢ concentrato sull’aspetto farmacocinetico del modello, rappresentato dallo

schema rosso della figura 4.1, al fine di quantificare i vari coefficienti di trasferimento.

4.3 AMBIENTE DI LAVORO

Il modello ¢ stato implementato utilizzando il programma Monolix. Monolix € una piattaforma che
permette lo sviluppo di farmaci a partire da modelli matematici. E uno strumento che stima i parametri
nei modelli non lineari ad effetti misti, valuta il modello e la sua rappresentazione grafica. Puo essere
utilizzato attraverso un’interfaccia grafica (GUI) o un’interfaccia a riga di comando (CLI), questo
permette di esplorare in maniera migliore il modello.

I dati vengono organizzati in un file Excel in cui ogni riga corrisponde a un preciso istante di tempo.
I diversi tipi di informazioni come ad esempio dose, osservazione, ecc. vengono raccolti in diverse
colonne che vengono contrassegnate dal nome del tipo a cui appartengono. La presenza di alcune di
queste colonne risulta essere obbligatoria (ID, OSSERVAZIONE) [28].

Per utilizzare il software sono stati ordinati i dati a disposizione su piu file Excel: il primo considera
1 valori registrati a seguito della somministrazione di insulina con PS, il secondo con PHT mentre
I’ultimo considera la somministrazione sottocutanea. Per ogni file ¢ stato registrato all’interno 1’'ID
che identifica il caso specifico dello studio.

Per la colonna TIME 1 valori registrati fanno riferimento ai tempi di campionamento del sangue dopo
la somministrazione delle varie insuline presenti nel documento [22].

I dati della colonna OBSERVATION sono stati raccolti nella figura 4.2 del paper [22] che rappresenta
la concentrazione delle varie rh-insuline rispetto al tempo. I valori sono stati estratti dall’immagine

attraverso la funzione GRABIT di MatLab.
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Figura 4.2: curva concentrazione-tempo dell’insulina sierica dopo la somministrazione di insulina caricata con

PS, PHT e sottocutanea

L’osservazione puo essere di tre tipi: continua quando varia rispetto al tempo (es. concentrazione),
categorica se 1’osservazione si svolge in uno spazio finito o evento quando I’osservazione ¢ un
episodio. Nel caso di questo studio ¢ di tipo continua.

Nella colonna AMOUNT ¢ stato registrato il quantitativo, misurato in U, della dose iniziale
somministrata al tempo 0.

Il programma richiede anche la definizione del modello strutturale che puo essere selezionato dalle
librerie di modelli disponibili o essere scritto dall’utente stesso utilizzando il linguaggio Mlxtran.
Per lo studio di questo lavoro ¢ stato necessario scrivere un modello in linguaggio Mlxtran e il codice
prevede 'utilizzo della macro DEPOT che viene utilizzata insieme ai sistemi di equazioni; ¢ definita
nel blocco PK del codice, per definire come le somministrazioni del set di dati sono correlate alle
variabili del modello. E I"unica funzione che pud essere utilizzata senza definire la macro del
compartimento.

Gli argomenti comuni alla macro sono adm (tipo di somministrazione), target (nome della variabile
delle equazioni di destinazione), ka (tasso di assorbimento del primo ordine), p (frazione della
quantita assorbita). La presenza di tutti gli argomenti non ¢ obbligatoria, in caso di mancanza viene
attribuito il valore 1.

Questo caso di studio puo essere esemplificato attraverso due diversi modelli, diversi dal punto di
vista sintattico ma che ci permettono di ottenere gli stessi risultati. Il primo considera nel blocco

equation tutte le equazioni presenti nel paper [22] mentre nella parte del codice riferito a PK inserisce
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la macro DEPOT con il target, Xa (quantita di insulina nel polmone) e la frazione della quantita
assorbita solo per il caso di insulina inalata con PS e PHT.

Il secondo utilizza comunque la macro DEPOT dove il valore del target ¢ Xp ovvero la quantita di
insulina nel compartimento centrale insieme a ka che rappresentata dalla costante di assorbimento di
primo ordine dai polmoni al siero e il fattore di biodisponibilita ma tra le equazioni viene tralasciata
la parte riferita al compartimento Xa.

Il codice necessita anche della definizione iniziale delle variabili che verranno utilizzate e questo
avviene inserendole nel blocco degli INPUT. E necessario poi tradurre le varie equazioni secondo il

linguaggio riconosciuto dal programma dopo averle inizializzate a 0 al tempo O.

4.3.1 CASO 1: rh-insulina caricata con PS e PHT considerando il fattore di biodisponibilita F

Il modello viene implementato sul software “Monolix” considerando il fattore di biodisponibilita F.
Nell’equazione del compartimento PK, rappresentata dalla macro DEPOT viene inserito anche il
fattore p uguagliato ad F. Anche nella disequazione (7) del blocco EQUATION vado a considerare
insieme al volume del compartimento centrale, il fattore F cosi da ottenere il volume centrale
apparente.

Il valore del coefficiente di biodisponibilita viene calcolato utilizzando I’equazione (1) dopo aver
stimato 1 valori delle aree sottese dalle curve relative alla concentrazione dell’insulina inalata e
sottocutanea.

Monolix permette di modificare i valori iniziali specificati per gli effetti fissi, questi valori sono
disponibili nell’interfaccia nella parte dedicata alle stime iniziali. Il programma consiglia di
inizializzare la stima per avere una convergenza piu rapida. Di default 1 valori sono inizializzati a 1,
quando si vuole modificare viene sempre fornita un’informazione per indicare il valore possibile che
dipende dalla distribuzione scelta per il parametro. (es. se un parametro ¢ definito su scala logaritmica,

il suo valore iniziale deve essere sempre maggiore di 0)

4.3.2 CASO 2: Somministrazione sottocutanea

Lo studio utilizza come confronto, per valutare 1’efficacia dell’insulina inalata, la somministrazione
per via sottocutanea di una dose di 5 U/kg di “Novolin R”.

In questo caso i valori dei vari parametri vengono studiati a partire da un modello che non considera
il valore di biodisponibilita F in quanto il suo valore percentuale ¢ molto alto e questo indica che
I’assorbimento dell’insulina nel circolo sanguigno ¢ quasi totale.

Come valori iniziali per 1 parametri stimati sono stati utilizzati quelli mediati presenti nella tabella 2

del lavoro di riferimento.
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4.4 RISULTATI

A seguito dell’inserimento del data file e del modello strutturale, ¢ stata avviata la procedura di stima
dei parametri del modello.

Attraverso una prima implementazione sono stati ottenuti i valori delle costanti di primo ordine di
trasferimento, di eliminazione ¢ di utilizzo del modello relativo all’insulina inalata caricata con PS.

I valori delle stime individuali sono raccolti nella tabella 1. In Figura 4.3 ¢ possibile osservare la curva

che descrive le varie osservazioni.

TABELLA 1: Parametri stimati per il caso di somministrazione di insulina caricata con PS

Parametri stimati

ka k10 k12 k21 A% F
h~1 h~t h™1 h~1 ml
7.71 0.079 0.5 0.13 0.012 0.275
1
7 1
! ing times
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Figura 4.3: curva degli adattamenti individuali per il caso dell’insulina caricata con PS dove i punti blu
rappresentano i valori delle osservazioni inseriti come input e la curva viola rappresenta 1’adattamento individuale che

utilizza i parametri stimati dell’individuo.
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I parametri relativi all’insulina caricata con PHT ottenute a seguito dell’implementazione con
Monolix sono raccolte nella tabella 2. La figura 4.4 rappresenta la curva che descrive 1’adattamento

individuale delle varie osservazioni.

TABELLA 2: parametri stimati per il caso di somministrazione di insulina caricata con PHT

ka k10 k12 k21 \4 F
h~1 h~1 h~1 h™1 ml
2.72 1.15 3.25 1.74 0.01 0.260
y = = Daosingtimas
100 — Individual fits |
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Figura 4.4: curva degli adattamenti individuali per il caso dell’insulina caricata con PHT dove i punti blu
rappresentano i valori delle osservazioni inseriti come input ¢ la curva viola rappresenta 1’adattamento individuale che

utilizza i parametri stimati dell’individuo.
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Per quanto riguarda i parametri relativi all’insulina somministrata per via sottocutanea sono registrati
nella tabella 3. La figura 4.5 rappresenta la curva che descrive I’adattamento individuale delle varie

osservazioni.

TABELLA 3: parametri stimati per il caso di insulina sottocutanea

ka k10 k12 k21 \4 F
h™1 h~1 h™1 h~1 Ml
1.48 1.17 1.75 0.026 0.01 -
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Figura 4.5: curva degli adattamenti individuali per il caso dell’insulina somministrata per via sottocutanea dove i
punti blu rappresentano i valori delle osservazioni inseriti come input e la curva viola rappresenta 1’adattamento

individuale che utilizza i parametri stimati dell’individuo.
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

L’obiettivo di questo elaborato ¢ stato quello di implementare e testare il modello di He et
al in ambiente Monolix, in particolare, con riferimento agli aspetti farmacocinetici. Lo studio
di partenza ¢ stato effettuato su una popolazione di ratti ma nello specifico, per questo
elaborato, ¢ stato possibile utilizzare solamente dei dati medi. E stato quindi utilizzato il
modello al fine di ottenere le stime dei parametri di trasferimento, eliminazione attraverso

I’implementazione in ambiente Monolix.

I risultati ottenuti attraverso questa attivita di ricerca hanno dimostrato che non si riscontrano
differenze significative nella stima della costante di primo ordine della velocita di
assorbimento dal polmone al siero, di trasferimento dai compartimenti tissutali ai
compartimenti centrali, di trasferimento dai compartimenti centrali ai tissutali e di
eliminazione dell’insulina nel caso di insulina inalata caricata con PS e insulina
somministrata per via sottocutanea rispetto ai valori riportati nell’articolo, i valori sono
quindi nel range considerato valido. Questo non vale per tutte le costanti del caso di insulina
caricata con PHT dove ad esempio il valore della costante di eliminazione e di trasferimento
dal compartimento tissutale al centrale sono leggermente maggiori ai valori del range
ammesso. Questo problema ¢ sicuramente dovuto al fatto che tutto il lavoro di tesi si
concentra su dei dati medi e il comportamento dei dati medi puo risultare differente rispetto
a quello dei dati estratti direttamente dai pazienti dello studio. Il grafico osservazione-tempo
di questa casistica sottolinea 1’esistenza di due picchi iniziali molto vicini tra loro e che

utilizzando come unici dati possono influenzare i risultati.

Il programma permette di scrivere il modello strutturale attraverso un codice. In questo caso
1 codici utilizzati potevano essere due. I risultati ottenuti e riportati nell’elaborato nella parte
riferita ai risultati sono relativi al secondo tipo di codice in quanto attraverso
I’implementazione del modello ¢ stato possibile evincere che i due metodi sono equivalenti

e permettono di ottenere gli stessi risultati.

L’implementazione in Monolix permette di inserire dei dati iniziali o di farli valutare
automaticamente per poi avviare la stima dei parametri. In questo studio sono stati inseriti 1
valori di partenza riportati nell’articolo al fine di ottenere una stima piu precisa. Per quanto
riguarda il volume considerato nel modello sono state effettuate delle valutazioni a partire

dai dati dello studio di partenza e i1 valori ottenuti attraverso I’implementazione risultano



della stessa unita di grandezza e uguali per i tre casi. Questo ci permette di dire che la stima

puo essere accettabile.

Si ¢ osservata una possibile discrepanza nelle unita di misura della dose. Infatti, la dose
utilizzata nell’implementazione del modello nell’ambito di questa tesi corrisponde a quella
in U/kg che ¢ riportata nello studio di partenza. La conversione di quest’ultima in microU/kg
al fine di uniformarla alle unitd di misura delle osservazioni porterebbe a risultati non

attendibili.

Nonostante Monolix sia una piattaforma che permette la stima dei parametri di popolazione,
in questo studio non ¢ stato possibile quantificarli in quanto non erano presenti dei dati
singoli. E stato possibile implementare e testare esclusivamente i dati medi. In studi futuri,
quando saranno disponibili dati singoli, sara possibile sfruttare 1’implementazione per

effettuare stime sui parametri di popolazione.

In conclusione ¢ possibile stabilire che I’implementazione risultante dallo studio descrive
correttamente il modello proposto dallo studio di He et al. e quindi ¢ valida per descrivere la
farmacocinetica dell’insulina. In questo caso ¢ stato utilizzato per descrivere sia la
farmacocinetica dell’insulina inalata che sottocutanea modificando alcune variabili del

codice come la biodisponibilita.
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