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1
Introducciodn.

Desde el inicio de la era clinica del trasplante renal. en
que se colocaron rifiones de donador vivo o de donador caddver a
pacientes con insufjciencia renal cronicu terminal., ee han
efectuado grandes esfuerzos en la y d rollo de una
inmunosupresién segura, especifica, prodeciblo y efoctiva.

Inicialmente. el dGnico medio de inmunosupresidn era la
utilizacién de radiacion total del cuerpo. En el afio de 1959, se
inicia la inmunosupresion quimica., cuando se describe la
induccién especifica de tolerancia a las proteinas humanas en
animales tratados con el metabolito 6 de mercaptopurina (1).
Murray y cols. (2) reportaron un incremento en ta sobrevida del
alotransplante renal cuando utilizaron el imidazol, derivado de
la 6-mercaptopurina. conocido en la actualidad con el nombre de
azatioprina.

La mecuencia de eventos que constituysn la respuesta inmune
puede dividirse en 5 niveles:

1) Prementacién y procesamiento del antigeno.

2} Tranasferencia de la informacién y activacién de lams
células efectoras.

3) Ditferenciacidén y proliferacién de linfocitos.

4) Sintesism y liberacién de sustanciag mediadoras
(citocinines y anticuerpos).

5) Respuesta a mediadores. anticuerpos y células efectoras
(Figura 1).

La respuesta inmune puede suprimirse al inhibir
selectivamente cada uno de estos niveles por medio de agentes
inmunosupresores. Algunos de ellos son fArmacos no especificos.
compuestos citotoxicos (ciclofosfamida y metrotexato), los cuales
interfieren con 1la replicacién del ADN y 1la produccidén de
linfocitos y otras células en replicacion (3). E! OKT3 es el
primer anticuerpo monoclonal terapéutico producide para uso en
humanos. Es una inmunoglobulina IgG, que se une al antigeno de
syperficie de los linfocitos T. Una vez que el OKT3 se une a la
region de las células T llamada CD3 ( complejo de al menos 5
proteinas tr branales idas con el nombre de compleio 3
de diferenciacién celular), estas células son removidas de 1la
circulacién por el sistema reticulc endotelial del higado y del
bazo (4). La introduccién de la ciclosporina cowo un fé&rmaco
inmunosupresor en 1970 fué uno de l!os factores mas importantes en
el avance del trasplante de drganos durante la década anterior.
En contrasate con los corticosteroides y la azatioprina, la
ciclosporina es mas especifica en su efecto inmunolégico
(Tablal}.
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Tabla I.

Agentes i nmunoeu%resorel .

Farmacos . Mecanismos de accién
Agentes Azatioprina Inhibicién de la
citotéxicos biosintesis de purinas.
Ciclofosfamida Agente alquilante |
- Metotrexato Antagonista del 4cido
lico
Corticosteroides | Metilprednisolo
na Efectos miltiples sobre
. R neutréfilos, macréfagos y
Prednisolona células T.
Prednisona -
Supresores de Ciclosporina A Inhibicién de 1a
los linfocitos activacién de las células
T. T 4 CD4 mediado por TcR.
Anticuerpo Disminucién de las
monoclonal anti células CD3
€D3

La accién inmunosupresora de estos férmacos se obtiene a
dosis en las cuales se alcanzan niveles téxicos. Sin embargo,
dosis més pequefias pueden ser efectivas en un regimen de
combinacién de f&rmacos que mantienen la inmunosupresién con
minima toxicidad (3).

1.1 Ciclosporina (Ceh).

La ciclosporina es un metabolito aislado de caldos de
cultivo de las especies de hongos Tolypocladium inflatum. Después
de dque la ciclogsporina es extrafda del hongo, se purifica
cromatogrdficamente y queda como un polvo cristalino blanco, que
es insoluble en agua pero que se disuelve rdpidamente en etanol
y. en forma mds lenta en lipidos (1). Es un péptido ciclico
hidrofébico, de 1202.6 Da. de peso molecular, compuesto de 11
aminodcidos de configuracién S, de los L-aminoécidos, excepto
para la D-alanina en posicion 8 y la sarcosina en posicion 3. los
cuales tienen la configuracién R. Siete de los aminoidcidos son N-
metilados. Diez de ellos son amino4cidos alifdticos; el &cido a-
aminobutirico en posicién 2; la sarcosina en posicién 3: la N~
metil-leucina en las posiciones 4, 6, 9 y 10: la valina en
posicién 5 ; la alanina en posicién 7; la D-alanina en posicién 8
y la N-metil-valina en posicién 11 (Figura 2).
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Figura 2

Bstructura de la ciclosporina A y tres de los
sitios de modificacion de la molécula para
obtener tres de los metabolitos.




Se encontré por primera sez dentro de la estructura de la
ciclosporina. un aminodcido que no se habia aisiadc > onocido en
forma libre. el cua' esta en la posicién 1 y estd compuesto por 9
carbonos :5)

1.1.1 Mscanismo de accién

El efecto principal de la ciclosporina es bloquear Ila
produccién de interleucina 2 iIL-2) y otras linfocanas. sin
afectar la expresion de los receptores para la IL-2 La
inhibicién de la sintesis de IL-2 es el resultado de una accion a
nivei nuclear en el linfocito T, donde la transcrapcién del ARNm
para la IL-2 es bloqueado (3) Dentro del iinfocito. la CsA se
une a su receptor proteico en el citoplasma. la ciclofilina, una
isomerasa cis-trans peptidil-propil. El complejo CsA-ciclofilina
inhibe a la calcineurina, una fosfatasa dependiente de la
calmodulina y del calcio. La 1inhibicién de la actavidad de
fosfatasa de la enzima. evita la traslocacién a través de la
membrana nuclear de la subunidad citoplasmatica del factor
nuclear activador de las células T (NF-AT). ei cual es un factor
de transcripcién esenc:ial para la transcripcién del! gen de la
interleucina 2 La ciciosporina bloquea la produccién de IL-2 vy
esto evita la produccion secundaria de otras citocinas producidas
por las células T, incluyendo ei factor de inhibicién de 1la

migracién de macréfagos (MIF) la actividad procoagulante de los
macrofagos, la produccién de gamma-interferdn (IFN-Y) y el factor
eatimulador de colonias de macroéfagos-granulocitos. De esta

manera. la amplificacién inmune dependiente de la IL-2 puede
disminuirse 1lo suficiente para obtener una reactiviadad inmune
celular bajo un umbral critico. La ci~losporina no produce
mielosupresién a dosis 1nhmunosupresivas y. debido a que no es
linfot6xica. sus efectos inmunosupresores sonh reversibles al
descontinuar la terapia (6, 7)

1.1.2 Propiedades farmacocinéticas.

En los ultimos afios la farmacocinética clinica de la CsA ha
sido investigada por varios autores entre ellos, Ptachcinski y
cols (8. 9, 10), Rodighiero y cols. (11) y Rowland y cols. (12,
13).

1.1.2.1 Absorcion

La absorcién de la TsA después de la administracisn orai es
lenta. i1ncompl!eta y muy variada La concentracién mdxima en
sangre o plasma usualmente se alcanza entre 1 y 8 horas después
de la administracién orai Frecuentemente ae encuentran doble
picos en la curva de concentracisén sanguinea de CsA contra tiempo
‘8. 14. 1%5)



.3 bilodispcnipilidad de .a CsA aumenta en el perfodo
postoperatorio al traspiante renal Se ha reportado que en
pacientes con trasplante renal la biodisponibilidad se incrementa
de 24 2% al momento del trasplante a 51.4% dos a cuatro semanas
daespuss del trasplante (16).

1.1.2.2 Cinstica de disposicion.

La CsA se distribuye extensamente desde 1la sangre a los
tejidos. especialmente al tejido adiposo, siendo este, un proceso
lento. E: resultado es una curva continua de concentracién de CsA
contra tiempo después de un tiempo corto de 2 a 4 horas de
infusion hasta que se alcanza el equilibrio en la distribucion.
Tales datos se describen adecuadamente por una suma de
exponenciales:

ce¥ ¢ et

donde C es la concentracién al tiempo t. y C,, 4 son los
coeficientes Yy exponentes del término i. La mayoria de los
investigadores cuantifican ciclosporina durante 12 é 24 horas
después de la administracién y encuentran una ecuacién bi-—
exponencial, con un tiempo de vida media de eliminacién (f) de 6
a B horas (9). Algunos de ellos, continuan la cuantificacién de
ciclosporina por varies dias Yy encuentran otra fase con un tiempe
de vida media (8} que excede las 15 horas. Estas observaciones
sugieren que el eguilibrio en la distribucién de ciclosporina
entre 1la sangre y aigunos tejidos, probablemente adiposc. ocurre
al menos en 24 horas.

1.1.2.3 Depuracidén (Cl).

La depuracion de un faArmaco relaciona la velocidad de su
eliminacién con Su concentracidén y determina tanto ol tiempo de
vida media de eliminacién como la velocidad de infusion requerida
para obtener una concentracién determinada en el estado
estacionario:

1) Infusién:

o1 = Yelocidad de iofuside
CoAl o
2) Dosis dnica:

Dosts
< = A,

A ias 24 horas la mayor parte de la dosis deia CsA se ha
eliminado del organismo y el Area adicaional mas alla de las 24
horas tiene poca relevancia sobre el valor estimado de la
depuracion.



La ciclosporina se metaboliza extensamente en el higado. La
depuracién sanguinea de ciclosporina es alrededor de 0.4 L/h/kg.
lo cual, comparado al flujo sanguineo del higado de 1.3 L/h/kg,
indica que la ciclosporina es un farmaco de moderada a baja
extraccién hepatica. Por 1o tanto la depuracién es directamente
proporcional a la fraccién libre (fu). :

Cl = fuClu

Donde, Clu es la depuracion del farmaco libre y en el estado
estacionario, la concentracién de ciclosporina libre esta
determinada por Clu (12).

Asi, la variabilidad inter e intra individual en el valor de
la depuracion puede estar asmociada con los cambios en la unién a
proteinas y por lo tanto con el contenido de lipoproteinas en
plasma (17).

1.1.2.4 Distribuciodn.

La ciclosporina se distribuye extensamente en todo el
cuerpo. Las concentraciones mds altas se encuentran en tejido
adiposo ¢ higado. También se encuentra en Jorganos ricos en
leucocitos como el timo, ganglios linf&ticos y médula 6sea; asi
como en dérganos ricos en lipidos como el pancreas, rifiones,
gléandulas adrenales, tiroides, glandulas salivales, pulmones vy
piel. Las concentraciones mds bajas se encuentran en el cerebro
18).

A pesar de que las observaciones de las concentraciones
sanguineas de ciclosporina que van mis alld de 24 horas. “después
de una infusién corta, tienen poco impacto sobre 1la depuracién,
éstas si influyen en el valor estimado del volumen de
distribucion.

vi=1.44 Cl ¢,

Tomando los datos de las primeras 24 horas .de muestreo con
un tiempo de vida media de eliminacién (t,,,) de 6 a 8 horas, el
valor del Vd es alrededor de 6 L/kg; utilizando 1los datos
obtenidos después de las 24 horas de muestreo, con un t,, de 16
horas, el valor del Vd se acerca a 14 L/kg. La diferencia se
debe, en parte, al hecho de que la distribucion en los tejidos de
lento equilibrio no se lleva a término a las 24 horas, y por otra
parte, debido a que la eliminacién se realiza simultanamente. Una
Be395 SBEInasas at0art if AT ETER0N e ' Qi SEFIBORTEAINT0Y S5edds
estacionario (Vd,). El valor de V4,, ( 4.3 L/Kg) es m&s Dbajo y
generalmente menos variable que Vd (12).



1.1.2.5 Tiempo de vida media de eliminacidén (t,,).

El t,,, de un fd&rmaco es consecuencia de la depuracién y del
volumen de distribucién. En el caso mas simple de digposicién, el
modelo abierto de un compartimientoc, el t,, estd dado por:

0.693 Vd

Yy es la continua distribucién del farmaco de la sangre a los
tejidos lo que crea la naturaleza polif&sica en la cinética de
disposicién observada en la ciclosporina.

Se han encontrado diferentes valores de t,, para la
ciclogporina que caracterizan varias fases de disposicién. Los
valores mds usuales, cuando se encuentran 3 fases son: 1, 6 y 24
horas. La relevancia de tal informacién depende del uso a que Se
destine. La mayor parte de la eliminacién ocurre durante la fase

. con un tiempo de vida media de eliminacién de 6 horas y este es
el valor que determina el tiempo de 24 horas (aproximadamente 4
t,») para alcanzar el estado ebBtacionario durante la infusién a
velocidad constante, y la necesidad de administrar el fdrmaco
cada 12 horas por via oral para mantener concentraciones
adecuadas (12).

1.1.3 Toxicidad y complicaciones.

Las complicaciones por administracién de ciclosporina estan
en relacién con la dosis y el nivel sanguineoc de CsA que se
alcanza.

1.1.3.1 Toxicidad renal.

El efecto téxico de la ciclosporina sobre la funcién renal
puede dividirse en 2 categorias: efectos agudos y efectos
crénicos. La nefrotoxicidad aguda se caracteriza por una falla
renal temprana después del trasplante o por una serie de
hallazgos en el rifién, entre los que se incluyen la
hipercalcemia, acidosis tubular y elevacién de la creatinina
sérica, debido a una disminucién de la filtracién glomerular. .

La nefrotoxicidad crénica puede dividirse a su vez en 3
grupos. En el primero, en el que se encuentran la mayorfa de los
pacientes, se observa una elevacién en las cifras de creatinina
en forma estable y sin que ocurran cambios en la filtracién
glomerular. En el segundo grupo existe un incremento lento y
progresivo en los niveles de creatinina, el cual generalmente
regresa a valores normales cuando se disminuye la dosis del
farmaco vy decrecen los niveles sanguineos de la misma.
Finalmente, en el tercer grupo el incrementc de la creatinina es
marcado y progresivo, a pesar de disminuir la dosis de
ciclosporina (1). .



1.1.3.2 Toxicidad hepé&tica.

En la clinica, dicha toxicidad se manifiesta por una
elevacién de las transaminasas, bilirrubinas y fosfatasa alcalina
(1),
. 1,1.3.3 Hipertensién.

La administracién de ciclosporina produce disminucién de la
filtracién glomerular, en gran parte por disminucién del flujo
sanguineo renal, por vasoconstriccién de las arteriolas pre vy
post glomerulares, 1lo que repercute desde el punto de vista
clinico en grados variables de deterioro de la funcién renal e
hipertensién arterial en la mayorfa de 1los pacientes. Estos
efectos son generalmente reversibles al suspender el medicamento,
pero pueden contribuir al desarrollo de nefrotoxicidad crénica
irreversible por lesiones arteriolares, que seme jan
nefroesgclerosis con fibrosis intersticial y atrofia tubular.

Existe evidencia clinica y experimental., de que los efectos
vasculares secundarios a la administracién de ciclosporina pueden
ser inhibidos o© atenuados mediante la coadministracison de
bloqueadores de calcio, disminuyendo o evitando tanto .la
nefrotoxicidad del medicamento., como el efecto delétereo del
aumento de la presisén sistémica sobre el injerto (19, 20).

1.1.4 Monitorec terapéutico de la ciclosporina.

No se sabe a ciencia cierta cual es la forma 6ptima para
evaluar el tratamiento con ciclosporina, ya sea la concentracién
minima en el estado estacionario (Cmin,). la concentracidén
médxima en el estado estacionario (Cmdx,,) . la concentrazién
promedio en el estado estacionario (Cav,,) o 1la cuantificacion
del 4rea bajo la curva durante un intervalo de dosificacién. Los
procedimientos m&s comunes se basan en cuantificar las
concentraciones sanguineas de ciclosporina, 12 o 24 horas después '
de la dosis, justo antes de la siguiente dosis. Sin embargo en
algunos centros, las concentraciones sangufineas de CsA se
obtienen a un tiempo adicional, usualmente 6 horas después de la
dosis. En el trasplante de 6rganos, el monitoreo de ciclosporina
es especialmente importante durante el perfodo temprano post-—
operatorio, cuando el riesgo de rechazo agudo del injerto es més
alto y cuando la absorcién es errdtica. Se recomienda el
monitoreo de los niveles sanguineos de-ciclogporina al menos cada
2 dfas durante las primeras 2 semanas después del trasplante (21,
22, 23, 24, 25, 26).

Las causas clinicas m&s importantes en 1los cambios de
concentracién sanguinea de ciclosporina se resumen en la tabla
II. -



Tabla II.
Factores que alteran la concentracién sanguinea
de ciclosporina (27).

Factor Efecto
Absorcién __Diarrea Disminuye
Enfermedad Disminuye

hepdtica (CsA oral)

Fibrogis cistica (CsA oral) Disminuye
Sales biliares Aumenta
Metoclopramida Aumenta

Alimentos ) Aumenta
Eliminacién Edad Nifios (Aumenta la Disminuye
depuracién)

Enfermedad hepdtica (CsA I.V.) Aumenta
Otros Eritromicina Aumenta
fdrmacos. Fenitofna Disminuye

Fenobarbital Disminuye
Carbamacepina Disminuye
Ketoconazol Aumenta
Verapamil Aumenta |
Diltiazem Aumenta
Cimetidina No cambia
Hemodidlisis No cambia
Dafio renal No cambia
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Se recomienda que para la individualizacién de la terapia,
se realice un estudio farmacocinético antes de la c¢irugia del
trasplante, con lo cual se pueden identificar problemas como
pobre absorcién y/o rdapida o lenta depuracién. Se pueden
requerir estudios posteriores para determinar el efecto que
produce el incremento en la biodisponibilidad de la ciclosporina
o el incremento del hematdcrito, lipidos del plasma y proteinas
en la dosis ajustada para obtener una concentracién minima en el
estado estacionario de ciclosporina.

La influencia circadiana sobre la farmacocinética de la
ciclosporina puede ser significativa, es otra fuente de
variabilidad intra e inter individual y es motivo del presente
trabajo (27).

1



11
Material y Métodos.
2.1 Método analitico para cuantificar ciclosporina en
sangre.

2.1.1 Descripcidn del método.

El procedimiento wutiliza una inmunoglobulina gamma (1gG}
de ratén y una anti-inmunoglobuiina gamma obtenida en hurro
formando de esta manera .n compleijo Analito-Inmmunoglobulina
gamma-Anti Inmunoglobulina—gamma.

Este método se basa en las siguientes propiedades
generales de las inmunogiobulinas:

a) Las inmunoglobulinas gamma ( Anticuerpo monoclonal de
ratén anti-CsA ), son capaces de unir dos moléculas de
antfgeno ( CsA - CgA, CsA — '®ICsA y ' ICsA -'*ICsA ).

b) La estructura quimica de las IgG de una especie animal
es casi idéntica, a excepcién de una pequefia regién denominada
“variable" que es donde reside la especificidad de ia
molécula.

c) Cuando se produce la respuesta inmune contra un
antfigeno determinado, lo®s anticuerpos gue se producen son
heterogéneos, es decir, Son una mezcla de Ig6G que reconocen
diferentes sitios de la molécula del antigeno {Suero
antirratén de burro).

d) Al agregar una anti-inmunoglobulina gamma se formaran
complejos analito-inmunoglobulina gamma-anti-inmunoglobulina
gamma gque serdn f&cilmente precipitados por centrifugacién,
quedando en el fondo del tubo la fracciénm unida (28). En la
figura 1 se presenta el esquema general de la reaccién
analito-inmunoglobulina gamma - anti inmunoglobulina gamma.

El método de radioinmunoensayo CYCLO-Trac SP de INCStar
(Immuno Nuclear Corporation Stillwater, MN, USA) en sangre
utiliza wun anticuerpo monoclonal especifico que cuantifica
anicamente la ciclosporina y 4 tra no tener reactividad
cruzada significativa con los metabolitos. El ensayo consiste
en una etapa de incubacién y usa una técnica de separacién de
anticuerpos de fase doble. Para simplificar el procedimiento,
el primer anticuerpo (monoclonal de ratén especifico para
ciclosmporina A), y el segundo (anticuerpeo antirratén de burro)
se mezclan previamente con un vehiculo (suero normal de ratdén}
para producir un reactivo denominado Anti-CYCLO-Trac SP
InmunoSep.

Para determinar 1los niveles de ciclosporina con este
método., las muestras sanguineas, control y est4ndar se extraen
primeramente con metanol. Los extractos metandlicos se
combinan con un trazador de ciclosporina marcada con yodo-1i25
y el Anti-CYCLO-Trac SP InmunoSep. Al cabo de una incubacién
durante una hora, se centrifugan, decantan y determinan las
cuentas por minuto de los tubos. La radiactividad que perdura
on ol precipitado ea inversamente proporcional a 1la
concentracién de ciclosporina encontrada en la muestra.

12
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2.1.2 Reactivos.

2.1.2.1 = Cyclo-Trac SP NSB InmunoSep.

Es 1la mezcla de suero antirratén de burro y
suero normal de ratén diluido en solucién sgalina - reguladora
de fosfatos, con azida de sodio como conservador y un agente
tensocactivo. .

2.1.2.2 - Estandar 0 de CYCLO-Trac SP.

Es el suero libre de ciclosporina conteniendo
un agente tensoactivo.

2.1.2.3 - Esténdares { A ~ E ) de CYCLO-Trac SP.

. Se wutilizan cince estdndares de ciclosporina, en
concentraciones que van de 23 -~ 1343 ng/mL. Estos estdndares
se encuentran  previamente diluidos en suero humano que
contiene azida de sodio y un agente tensoactivo. Los valores
exactos de  concentracién se asignan de acuerdo a cada lote Yy
aparecen en las etiquetas de los frascos. El estdndar de
CYCLO-Trac SP de INCSTAR fue calibrado previamente en funcién
del estdndar de referencia USP de ciclosporina,

2.1.2.4 - Anti-CYCLO-Trac SP InmunoSep.

. Lo constituye el anticuerpo monoclonal
anticiclosporina de ratén y la mezcla de suero de antirratén
22 burro y suero normal de ratén diluidos en solucién salina -
regulador de fosfatos, con azida de sodio y con un agente
tensoactivo.

2.1.2.% - '"I cYCLO-Trac SP.

Esta formado por un derivado de ciclogporina
que se marca con yodo-125 y se diluye en solucién reguladora
de citrate-EDTA que contiene azida de sodio, suero humano y un
agente tensoactivo.

2,1.2.6 - Controles de CYCLO-Trac SP ( niveles 1y 2 ).

Al suero humano se le agrega una cantidad
adecuada de ciclosporina para obtener una concentracién en un
rango especifico; control 1 (76.2 - 130.0 ng/mL)} y control 2
(271 - 443 ng/mL). Contienen azida de sodio y otros
estabilizantes y no se necesita reconstitucién.

2.1.3 Equipo.

Tubog de vidrio desechables de borosilicato.
Centrifuga termocontrolada.

Contador de centelleo sensible a los rayos
gamma capaz de contar el yodo-125 ( GammaCord
II Ames ).

Mezcladora vibratoria (Deluxe Mixer)}.

Pipetas de desplazamiento positivo de 400 uL,
100 ul y 50 uL.

Metanol ( grado HPLC ).

2.1.4 - Procedimiento del ensayo.

2.1.4.1 - Fase de extraccién (Tabla III).
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h.- Marcar un tubo de ensayo de vidrio para cada
estdndar, control y muestra desconocida por duplicado

2.— En cada tubo colocar 400 uL de metanol.
3.~ Afiadir 100uL de los estdndares, los controles y las
muestras de sangre total.

4, - Tapar cada tubo y agitarlo en la mezcladora
vibratoria durante 15 segundos.

5.- Centrifugar los tubos, a la velocidad de 3500 rpm a
20 - 25 °C durante 5 minutos. El sobrenadante , el cual

contiene la ciclosporina extrafda, se utiliza en la reaccién
antigeno - anticuerpo.

2.1.4.2 - Fase de reaccidén antigeno — anticuerpo
(Tabla IV).
6.~ Etiquetar tubos de ensayo de acuerdoc al protocolo de

la tabla 1IV.

7.- Permitir que los reactivos se equilibren a
temperatura ambiente ( 20 - 25 °C ) antes de utilizarlos en el
ensayo.

8.- Afladir los reactivos de acuerde al siguiente
protocolo:
a.— Tubos de contec total ( 1y 2 ).

100 uL de ™I CYCLO-Trac SP.
b.— Tubos de enlace no especificos ( NSB ), 3 y 4.
S0 ulL del extracto del estandar 0.
100 uL de **I CYCLO-Trac SP.
1.0 mL de CYCLO-Trac SP NSB InmunoSep.
c.~- Est&ndar 0 de CYCLO-Trac SP ( 5y 6 ).
50 ul. del extracto del est&ndar O de CYCLO-Trac

1oo pl de '®1 CYCLO-Trac SP.
d.-~ Esta&ndares A - E de CYCLO-Trac SP ( 7 - 16 ).
S0 uL del extracto de los estdndares A - E de
CYCLO-Trac SP.
100 uL de ‘™I CYCLO-Trac SP.
e.~ Controles y muestras desconocidas ( 17 - 20 ).
50 uL de los extractos de controles y muestras.
100 uL de ‘™I CYCLO-Trac SP.
9.~ Affadir inmediatamente 1.0 ml del reactive Anti-
CYCLO-Trac SP InmunoSep bien mezclado a todos los tubos,
excepto los de conteo total y los de NSB.
10.- Agitar vigorosamente todos los tubos e incubarlos
durante una hora a 20 - 25 °C.
11.- Centr:fugar log tubos a 3500 rpm durante 20 minutos
a 20 - 25°
12, - Decantar inmediatamente el sobrenadante de todos los
tubos, excepto los de conteo total, invirtiéndolos durante un
maximo de 2 minutos. Se limpian los tubos con papel absorbente
para retirar las gotas de sobrenadante que puedan haber
quedado en los bordes antes de volver a poner los tubos en
posicién vertical.
13.- Se determinan las cuentas de cada tubo y las de los
tubos de c~onteo total durants 1 minuto en un contado:r de
centelleo sensible a los rayos gamma.
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Tabla IV

2.1.4,2 Reaccion Antigeno-Anticuerpo:

o bo,
Tude,

Cuitn

m Bitddirn

Controles

Totales.
12

0 [} ) ¢ 8

S| 28] nad | W

15,1

1y

9.4

Drtracts del
wtiaar 0

(1]

Brtraste &
I sstislares

{at)

Mrasty b
108 mettreles
{ab)

0

»

T
dob)

100

100

LI

Teosla & swere

& atimitie
& e y

e rmel
i it

(o)
inti-ayein-Tree
# Jommebop

dgiter vigoressmests o tncuder 1 Mora ID;HQ
Contrifoper 29 ninated & 300 r3a/3)-387C
Decanter
—

17




2.1.8 - Célculo de la curva de calibracién.

Para el desarrollo del método de radioinmuncensayo se
prepara una curva de calibracion en el rango de 23 a 1343
ng/ml. para trazar la amplitud de enlace en funcién de las
concentraciones. La curva se obtiene, graficando % de unién de
los estandares en relacién al % de unién del estandar cero
(% B/Bo) en funcién del logaritmo de la concentracién.

1.- Calcular las cuentas por minuto (cpm) promedio para
cada estandar, control y muestra del paciente.

2.~ Restar las cpm promedio de los tubos de unién
inespecifica (NSB) de las cpm promedio de los estandares y
muestras de pacientes, para obtener las cpm corregidas.

3.- Dividir las cpm corregidas de cada estandar. control
y muestras de pacientes entre las cpm corregidas del esté&ndar
cero, y multiplicar por 100, para calcular el % de unioén de
los estandares y muestras de pacientes en relacion al % de
unién del esténdar cero (% B/Bo).

(CP¥ de) esténdar o musstra del paciente - CPM de N3B)
8/Bo= CP¥ o8 cero - O de NSB x 100

4.~ Graficar el % B/Bo de los estandares (eje de las
ordenadas) en funcién de la concentracién correspondiente (eje
de las abscisas), utilizando papel semilogaritmico de 3
ciclos.

5.~ Trazar la mejor linea de ajuste.

6.— Para obtener dicha linea se emplea un programa de
ajuste de curva logistica de 4 parametros. La ecuacion que
representa este ajuste es la siguiente (29).

a-d_qyim,
e 3=g-nwec

donde
= % B/Bo
= Respuesta m&xima
= Pendiente
= Punto de inflexién
= Respuesta minima
En o] apéndice 1 se presenta un ejemplo.

RO e
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2.2.1 -~ Seleccién de individuos.

En el estudioc participaron 20 pacientes (9 hombres y 11
mujeres) a los cuales se les efectuo trasplante renal
realizado entre diciembre de 1990 y septiembre de 1992, con
doble y triple esquema de inmunosupresion, ciclosporina-
prednisona y ciclosporina-prednisona-azatioprina (30, 31). Los
pacientes tenian entre 18 y 63 afios: un peso corporal entre 41
a B4 Kg y una estatura en el rango de 150 a 175 cm. Diez de
los pacientes recibian tratamiento antihipertensivo con
angiotrofin (Ag). Todos ellos presentaban funcién renal
estable, evaluada mediante la determinacién de Nitrdgeno de
urea gérica, creatinina sérica y depuracién de creatinina. Las
caracteristicas fisicas de los pacientes, asf{ como la terapia
concomitante se resumen en la tabla V y en la tabla VI se
presentan los resultados de las pruebas de funcién renal
realizadas a cada paciente.

Previo al estudio se les dio a conocer el objetivo del
estudio y los pacientes firmaron una hoja de congsentimiento
(apéndice 1I).

2.2.2 -~ Estudio farmacoecinético de ciclosporina
on ol estado estacionario.

Los pacientes seleccionados se encontraban hospitalizados
en la unidad de Estudios Clinicos deil Departamento de
Nefrologia del Instituto Nacional de Cardiologia Dr. Ignacio
Chdvez., y bajo tratamiente inmunosupresor <con ciclogporina
(cdpsulas conteniendo 25, 50 ¢ 100 mg de ciclosporina
Sandimmune Ltd., Basel, Switzerland). La dosis de ciclosgporina
de cada paciente fué determinada previo el estudio de
cronofarmacocinética Y fué disefiada para mantener
concentraciones minimas en ol estado estacionario de 50 - 200
ng/mL y para administrarse cada 12 horas. lLas dosis no fueron
cambiadas por al menos 5 dfas antes del estudio.

2.2.2.1 El protocolo a seguir fué el siguiente:

1.~ Se les administré el desayuno a las 8 a.m..

2.— A cada paciente gse le canalizé una vena con catéter,
para la toma de muestra sanguineas.

3.- Se tomé una muestra basal antes de administrar la
dosis matutina de ciclosporina oral.

4.—- Se administré al paciente la dosis matutina de
ciclosporina y posteriormente se tomaron muesStras sanguineas
de 2.5 mL en tubos conteniendo EDTA (3.6 mg) a 1los siguientes
tiempos: 1. 2, 3, 4, 6, 8, y 12 horas de administrada la
cicloaporina.

5.~ Doce horas después de la dosis matutina, se
administré nuevamente 1la dosis de ciclosporina requerida por
cada paciente.
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6.- Se tomaron muestras sanguineas de 2.5 mL a las 13,
14, 15, 16, 18, 20 y 24 horas después de la administracién deil
medicamento. Todas las muestras se almacenaron a -20 C hasta su
andlisis.

Los niveles de ciclosporina de los diferentes tiempos de
muestreo se determinaron por el método descrito en las
secciones 2.1.4 ¥y 2.1.5 .

2.2.2.2. Andlisis farmacocinético de los datos,

Con 1los valores obtenides se calcularon los
siguientes pardmetros farmacocinéticos: concentracién minima
en el estado estacionario (Cmin,,,, concentracién méxima en el
estado estacionario (Cmix,,, y el tiempo para alcanzar 1la
concentracién méxima (tmdx,, directamente de la grafica: #rea
bajo la curva (ABC) por el método de los trapezoides: drea
bajo la curva normalizada (ABC/Dosis): ABCM (drea bajo la
curva al primer momento): el tiempo medio de residencia (MRT)
ge determino por el método de Yamaoka (32): Vvd,, (33) por
medio de la formula (MRT*Dosis)/ABC y depuracidén después de
la administracién oral de ciclosporina (Cl1/F) dividiendo 1a
dosis entre e] drea bajo la curva.

2.2.2.3 - Tratamiento estadistico de los datos.

Para determinar si existian diferencias estadisticamente
gignificativas en los niveles de ciclosporina en el mismo
paciente entre el dfa y la noche, se aplicé la prueba de t
pareada , para los valores de Cmin,,. Cméx,, tmax, . ABC,
ABC/Dosis, ABCM. MRT., Vd,, y Cl/F,
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[“Clave de Edad Sexo Peso Estaturs Facha de
Pacianto {Afios) {kg) {em} trasplants
1 EWMZ 3g Masculino %65 168 12-Fe2
2 SNA 21 Ma3culing 87 175 16-Jan-82
3NRA 29 Femarino 88 162 2T-Apr-32
4 NRI 28 Femening 68 182 2-Apr-92
5 8NB 21 ascuine 67 176 16-Jorr82
8 #MCH 39 Femenino n 180 16-Jun-92
7 BOCH 19 Femenino 435 151 11-Mer-92
8 CRS 21 Femenino 68 167 29-Apre32
9 JAC 28 Mescuino 635 148 SMey-32
1o0mr 21 Mescuing 635 160 23Juk92
110 20 Mesculing €15 158 16-Dec-90
12 GUO 63 Femenino [ 182 18-Mar-92
13 GAB ] Fomenino L] [[1] 26un-92
14CR 18 Femenino 50 100 Adar-g2
15 GMH 2 Fomening 485 186 29-0u-92
16 EDM E) Mescuino ) 172 26-Fen-92
17 FMT 2% Femanino . L3 10 1800992
9LcL 2 Femaenino “3 151 1782
18 MTC 28 Masculino Ll 168 LINT R
20 RCA 50 Mesculing [ 174 20-Sep-92
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Tabla V

{Continuacién)

Caracteristicas de fos pacientes que participaron en
of estudio de cronofamacocindtica de ciclospoiine.

Esguema inmuno! 30T

- Cave | Dosis de Prednisona Azatioprina
de Ciclosporina {mg) (mg)
Paciente {mgM2 horas)
1EM2 150 175 125
28NA 125 125 128
I NRA 200 18 128
4NR1 200 15 125
5 SNB 128 128 128
8 MCH 128 125 125
780CH 175 125 100
8 CR8 125 128
SJAC 125 125 75
10 MLP 200 225 100
11RMM 100 128 100
12 GUO 100 10 100
13 GAB 125 20 128
14 C3R 75 10 100
15 GMH 150 225 100
16 EDM 50 128 125
17 FMT sa 10
18LCL 150 10 7%
10 MTC 150 18
20 RCA 150 20 180




Tabla V
{Continuacién)

Caracteristicas de los pacientes que participaron en
el estudio de cronofarmacocinética de ciclosporina

Clave
de Terapla concomtante
Paclente

1EMZ || Ditjazem 60 x 3

2 SNA [ Diftiazem 60 X 2

3 NRA

4 NRI

§SNB Diltiazem 60 X 2

enca“mlhzun 60 X2 Metformina + cloropropamida 525 x 3

7B0CH

8 CRS | Diiazem 90 x 2

9 JAC Sufafo Femoso

1eMLP Clorhidrato de ranitidina 150 x 2

11RMM § Ditiazem 30 x 2 Lisinopell anhidro § x 1

12 GUD | Diiazem 60 x 31  Tartrato de meloprolol 10 x 2 Lovastalina 20 x 1

13 GAB Verapamd 40 x 2 Sulindac 200 x 1 Melocarbamol + Paracelamol
14 CSR

16 GMH Clothidralo de ranitidina 150 x 2 Hemostyl 0.005¢ Norfloxacina

16 EDM || Ditizem 120 x 2]  Tartrato de mefoprobol 50 x 1

17 FMT | Ditliazem 90 x 3

18LCL Nislatina
18 MTC § Diiazem 120 x 2] Merambutol 30 x 1 Rifaler Fenitoina sddica 100 x 3
20RCA Nistating




Tabla W1

Funcién renal de los patientes que participaron en
ol sstsdie de croncfarmacacinitica de ciciesporina.

[ Cave do N de Ursa Creatinina Depuracidn de
Paciente [mpidi} (moidt] Creatinine
-]
182 22 an [ 3]
20NA n T =
SNRA 20 1.5t <]
4NN 19 165 8
SN Fi 1.7¢ 44
sMcH " ot )
700CH 19 0.9 50
scs 10 082 n
9JAC 14 127 Q@
womr 19 141 44
1R 7 202 »
126UD 10 1.03 2
13GAB 1 ) )
HCIR 18 1.% 7
15 oM L] 193 29
16 DM 5 1 18
T T P 143 P
#LcL - 1.12 14
19 MTC a7 29 k]
20RCA 17 1.38 (-]




III
Resultados

3.1 Validacién del método analftico (Radioinmunoensayo)
gnralln cuantificacién de ciclosporina en sangre
otal.

Para evaluar la repetibilidad y la reproducibilidad
del método de radioinmunoensayo. se realizé una curva dosis—
respuesta por triplicado en dos dfas diferentes. En la tabla
VIl se presentan los % de unién del estidndar en relacién al %
de unién del estdndar ceroc (% B/Boe) en funcién de la
concentracién de los estdndares en el rango de 23-1343
ng/mL), asi como la media (m), desviacioén estandar (D.S.) y
coeficientes de variacién (% C.V.) obtenidos.

3.2 Control de calidad interno.

Es aquel sistema que permite evaluar todo andlisis
realizado por un laboratorio e involucra el control que se
hace a un radioimmunocandlisis (RIA) en particular (intra-
andlisis) o a un RIA en forma consecutiva (inter-andlisis).

3.2.1 Control de calidad inter-andlisis.

Es el conjunto de parametros que nos permite
esencialmente valorar la precisién de un radioinmunoansdlisis,
estimar su desviacién e identificar los errores cometidos
durante su procesamiento. En el control de calidad inter-
andlisis los parémetros de mayor utilidad son:

3.2.1.1 Evaluacién de la curva dosis-respuesta.

Los parémetros de la curva dosis respuesta que deben
evaluarse para tener mayor informacién acerca de la calidad
del andlisis son los siguientes:

a.— Cuentas de la unién no especifica (NSB) expresadas en
% de las cuentas totales, cuyo valor no debe ser mayor al 5 %.

b.- % Bo: unién mAxima del anticuerpo con el trazador a
dosis cero.

c.— Pendiente.

d.— Dosis al 50 % de unién de la curva dosis-respuesta
{Punto de inflexién).

En la figura 4 se presenta la curva dosis-respuesta
obtenida y en la tabla VIII, se pressntan los resultados para
el % de unién inespecifica (%XNSB), el % de unién maxima (%Bo),
la pendiente y el punto de inflexién, para 12 ensayos
diferentes, con sus respectivos valores promsdio (m),
desviacién estandar ( D.S. ) y coeficiente de variacion
(% C.V.}. En general. se acepta como C.V. inter-andlisis un
valor entre 15 y 20 % para la mayoria de ' los
radioinmunoandlisis. En las figuras 5 - B8 se presentan las
graficas de las fluctuaciones obtenidas para 1la NSB. Bo.
pendiente y punto de inflexién., en 12 ensayos diferentes.
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3.2.1.2 Muestras de control de calidad o muestras
testigo.

Una muestra de control de calidad es cualquier espécimen
de naturaleza semejante a las muestras a medir, cuya
concentracién ha sido pre-establecida y que se incluye tantas
veces como Sea necesario en uh mismo andlisis con el propdsito
de identificar erroree sistem&ticos o aleatorios. Para ello se
utilizan 2 muestras de control de calidad con valores bajo
medio. En la tabla IX se presentan los resultados obtenidos y
en las figuras 9 y 10 se muestran las cartas de control de
calidad del radioinmunoandlisis de ciclosporina.

3.3 Estudio de cronofarmacocinética in vivo de

St S

ciclosporina en pacientes con trasplante renal.

En la tabla X se presentan los resultados individuales de
concentracién de ciclesporina en sangre a los diferentes
tiempos de muestreo y en lJa tabla XI se observan los valores
promedio (m), desviacién estandar (D.S.) y coeficiente de
variacién (% C.V.) a cada uno de los tiempos analizados., En
las figuras 11 — 30 se presentan las curvas individuales de
concentracion sanguinea contra tiempo después de la
administracion de ciclosporina durante el dia y durante la
noche, y en la figura 31 se presenta la curva promedio.

3.4 Pardmetros farmacocindticos de (Ciclosporina obtenidos
en el estado emtacionario. ’

En la tabla XII se presentan los valores individuales de

concentracién minima en el estade estacionario (Cin,,, .
concentracién madxima en el estado estacionario (Cmax,,,. tiempo
para alcanzar la concentracién mdxima (tméx,, . drea Dbajo la

curva (ABC), 4rea bajo la curva normalizada (ABC/Dosis). 4&rea
bajo 1la curva al primer momento (ABCM), tiempo medio de
residencia (MRT), wvolumen de distridbucién (Vd,) y depuracidn
después de la administracisén oral de ciclosporina (Cl/F),
obtenidos tanto para la administracidén oral diurna como para
la administracidn oral nocturna del fdrmaco. de los 20
pacientes con trasplante renal gue participaron en el estudio.
En la tabla XIII se muestran los valores promedio (m),
desviacion estandar (D.S.] vy coeficiente de variacion (% C.V.)
calculados para cada uno de los pardmetros farmacocinéticos
determinados tanto en la administracién oral diurna como en
la administracién oral nocturna.
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Vaiidaoldn dat método analitico para cuantificar

Tabla Vi

ciclosporina en sangre total
Concentracitn
0 § #e cicioep %B8M0 %BBo WBo
[ (ogmil 1 2 [] Modia DS. ALV,
. 23 90.89 028 9130 92081 055 081
"e 74.06 7443 7388 74.05 033 051
1 181 54.33 5489 §3.96 54.33 037 087
% 20.13 27 255 .43 058 197
1343 1272 1283 1282 1272 (X1 0.3
Py |
D | o ciclosperina %0/Bo %BBo KBo

1] (g} 1 2 3 Meds | DS %CV.
a 23 8892 [X] .08 27.98 1.01 1.15
s 7243 7188 7431 7287 127 136
2 161 5301 64.18 62.18 5301 1.00 188
e 208 2006 2185 2800 0.7 237
1343 1104 1161 18 1185 .16 126

Mol Dia 1] Modin Din 2] Modia D.8. %C.V.

L"_ﬁm—"‘ 8108 CE] 201 226

7406 7287 7348 083 114

5433 5311 53.72 030 180

FoXE 2840 2878 054 118

12.72 1185 12.19 0.78 621




% B/Bo ¥%° Ciclosporina

Curva dosis -~ respues:ia nromedio
de Ciclosporina.

100

ao ¥

20 ¢

L i "

10 100 1000
. [ng/mL] de Ciclosporina

X NSB : 3.89

% Bo : 80,38

m: 1.08

Punto de inflexién : 201.87

Figura ¢
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Tabla vl

Evaluaciin de la curva

Dosis- Respussta

[ ] Uniénn mo Unida Punio de
Sepacifcs | _risims | Peodfeste |_infesiin_
9 ase [ > 114 212%
2 480 6244 108 19448
3 ars 6358 (7] 200.11
A as? 2™ 118 18492
s a3s [+ ] 113 1.9
s a2 sa 47 118 2810
7 N 80.50 100 20048
s s s8.77 098 180
° 418 [ J ] 1.9 180
™ ass 5634 098 24490
" 398 097 143 mmn
2 280 [ 1] 102 19089
[T 3% [ 108 0127
DS, 024 24 008 1824
wCV. 4.00 an 174 208
———




Gréfica de control de calldad
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Gréfica de control de calldad
Pendiente
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NGmero de snsayo

Figura 7
Gréfica de control de calidad
Punto de inflexién
260
240 _ _ _ o ____
220} - - - NN - soa

5
(

Pusto de Infiexién
7

180
jgofl—— -~ ----—"-=-----"------ — 408
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
NGmero de ensayo

Figura ®

k)]



Tabla X

Resultados del control de calidad de ios
ensayos de IIA pera la determinacidn

de CsA en sangre tolal

Namaro Costwol 1 ] Comtrel 2
o Whaibaje | Mvelalio |
] - Inghmdy
R 10491 263,60
2 100.19 2700
3 10850 BN
4 1.1 288
s %48 6581
s 10072 20820
7 E 1 12031
s 11854 52
0 11848 77
» 129 M
" 99.66 39904
7 10027 34188
Valor ﬂ!! 107.00 367.00
Rango 2.0 | @n-aey
Meda . 1080 %027
[T} 737 ¥4
[ 727 o7 790
—




Gréfica de control de calided.
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Tabis X

Vaiores individusies de conoentracin de siciceporing an sangre contra empo

Concentraciin (ng/ml.}

Thmpo Pacients

Horme | 4 2 3 4 ] ] 7 ] [ ] "
e fasse| 20est 20078 | 41508 | 4250 | 292 | 48885 | 201715
1 2295 32552 | 39225 | esose | Awes | 3598 | 41877 | 10838 | 4428t | 80397
2 Qs earer | 3034 | 30300 | 48189 | sM01
3 J2204] 20695 | 37843 | 68072 | 26075 | 138292 | 122702 | 115138 | 84247 | 17589
4 Jmswl Wy ana18 | 113098 | wiee | 66658 | 111298 | o218
¢ Q2354 o7 | 7eaas | 75333 | 135022 | 65800 | 73083 | 31385 | ewes2 | e1sds
o Jasonz| setss | 1338 | tie2ey | 71084 | 44226 | 4025 | arers } ossaze | a2
12 Jaaoos| 21051 | 36736 | 6evas | 2408 | 2014 | 3mas | 19837 | 31049 | seves
3 Faznas) esess | oawsco | oearae | 220808 | 2848t | 3200t | 19323 | M8 | am
14 Jase0a] owe2s | 4seon | 67520 | 1648118 | 2609t | 65280 | 21627 | asers | 2025%
1% Je2ieo| 6844 | 08854 | 100858 | 120832 | 47508 | 14578 | 35208 | 134001 | 22349
ts  Rareea] a2v24 | 107230 | 190254 | 40804 ) 88124 | 90604 | 42138 | wzer | 2
1 402 | 835 | t24177 | 120000 | 48822 | 76088 | 70203 | 21302 | Te078 | sa0e3
» 6157 28059 69031 woxs [/1OY 407.32 6106 23842 47814 n
2¢ f§ 37| 22073 | 42585 | seete | 20858 | 31283 | w723 | 267 | secs7 | 283




Tabla X
continuacién

Valores individusies de concentraciin de ciciosporina en sangre contra tiempo

Cancentracién [nginl.}
Tiengpo Paciente
Horme 1" 12 7 “ 1% 19 ” " 1% 2

° 22238 27601 | 68847 | 15985 | 1394 9881 248 4443 | WS4 | 18759
1 18996 | 20345 124893 | 443 17434 9.7 8353 2413 199476 157.04
2 10648 | 15081 | 249834 | M8 | 18764 .14 8548 68068 | 44042 | 27074
3 21362 | 20736 | 378722 | 25488 630.1 171.18 M52 | 162653 | 514.71 | 116305
4 22492 | 22304 | 314267 | 21285 31337 | 25550 | 38148 | 120427 | 62322 | 14681
[ ) 694.04 a2 -223] 138.18 49012 15163 200.74 MM 63327 420.7¢
32718 | 258 4803 w3 30632 8128 118 18098 35166 32028
12 19804 | 4378 8399 14093 | W8S (11 6748 10008 | 24780 | 20210
13 3433 ] 4067 | 1033928 ) M207 541.7 788 7888 158.96 arm 91408
“ 050411 05021 | 204464 1 63038 | 120838 | 6528 na 4582 W4 | 90342
14 10610 § 104470 | 600812 | 49383 703.69 5846 nn 822 S5 &ns
1" 75088 | 540.78 102142 ¢ 404 .58 24428 84.62 85249 135720 | 47854
1 37238 ) 322w 38332 2238 20099 150.66 8208 021 5083 35049
2 26105 | 28008 | 167502 | 19191 169.04 14084 5774 4105 | 33 a4
» 2308 | 17078 12118 1509 12055 82318 20888 17188 4582 21798




Tabla X1

Valores promedio de concentracién de
ciciesperina en sangre cenira lempo.

Tiempo
Horas Modlia D.8. %C.v.
[} 24483 11029 as.0s
1 314.51 1798 87.17
2 857 20428 5898
3 7447 528.74 7834
4 “e.3 45362 76.13
[} sT7.08 263.12 80.718
[ ] 4131 26151 83.3
12 %7 118.14 4%49
13 48171 47098 10241
14 [ 28 ] 41718 [ ¥ 1
15 731.58 403.28 8.13
18 663.24 44145 6856
1 82189 33148 0ss
-] W1 19665 8278
% 28856 12152 4137
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Paciente
Famececindtices 1 2 3 4 ] [] 7 [] [] |
Comin me. (gl 2550 | 21881 38226 | os088 | 2473 | 41588 | 4259 | w92 | 48885 | 201m2
Coin p.m. (g} 23904 | 21051 %735 68735 | 23448 | 26140 | 31438 | 19637 | 3040 384
Cwmis am. (rgwd) TR | 8MBY | tmas | weeed | as122 | et | 171640 | 15138 | 111295 | 179091
Cmin pm. (ngiml) 62389 | 01425 | 120177 | 180254 | 220008 | 88124 | 145780 | 42038 | 13409 | 58883
£ s am. (Hrs) 600 8.00 6.00 800 600 200 400 a0 400 300
Cmdx p.m. (Hrs) 300 200 800 400 100 40 300 400 300 600
ARC am. (gl * Hrs) 454260 | 450802 | 650542 | 903331 | 096043 | 746456 | 038769 | 450185 | 758291 | T2
ABC p-m. (nghl. * Hre) S3M427 | 510131 | 862870 | 1181138 | 000030 | 586092 | 776748 | 219048 | 811844 | 400662
am (ngwl*Hel 0% £3) 3283 4517 5500 [TX2] a9 3801 8042 3.6
R (ngfwh " HO 3583 081 4314 5806 73] 4881 “39 2600 £4.93 2003
ABCI am.(npiwd.” Hre' Hee) § 2833565 § 046007 | 4279505 | 5008026 | 4264520 1 3857838 | 4337741 | 20BN780 | 41228 | WMOTR
ARCI p.m. {np/l. ™ Hre “Hrs) § 3298847 | 2208383 | 4005603 | e524780 | 2670278 | 3305281 | 4154271 | 1857480 | 4285780 | M8a048
MRY 2. (Hre) 825 597 852 854 .34 490 517 507 [ 507
MRT p.m. (Hrs) 817 450 [33 662 E1] §.80 535 584 528 445
Vé (L) am 206.36 18228 19657 14475 11035 8208 101.08 140.74 90692 mn
Vd L) pm 1115 11040 12338 w0 5581 12398 12048 b 171 0.4 30740
Vdes am (LAg) 213 285 301 249 104 112 248 243 170 245
VYd ee pm (LAg) 229 1.94 202 147 088 170 243 a8 151 574
CFF am. (wLiwirg) 1 | 1% i) $50 | 526 | 3 | 103 | 93 | sm a7
CVF p.m. {miJmin‘hg} 620 7.18 585 435 455 438 158 " 480 1555
Dosis (mg) 15000 | 12500 | 20000 | 20008 | 12500 | 12500 | 97500 | 2500 | 12500 | 200.00




Pardew Pasierts
i 1 O LTI 7
Cmin am. (ngwl) 3e | 2761 | eesar | 18155 [ 1e37¢ | eem 9240 | 20413 | 24784 | 16739
Cmin pm. (ngiml) 10824 | 24370 | 8000 | 1093 | wses | 3540 0745 | e85 | 20796 | 20219
C mix am. (ng/ml) S04 | 4ar20 | srer2 [ eseas | ss040 | 2555 [ smvae | 182059 | 53027 | 13881
C mix p.m. (ngwl) 75098 | 104478 | 1021420 | 63030 | 120838 | 20428 | 20888 | 92022 | 138728 | 98342
€ mdx &, (Wrs) €00 €00 300 100 300 400 400 300 800 400
t ot p. (Hrs) 400 3.00 4.00 200 200 400 1200 3.00 400 20
ABC a.m. (nghwi. * Hre) 357119 | 31598 | 1074240 | 270073 | s7esss | 155300 | 94700 { comnt | 4se097 [ 501088
ABG p.m. (ng/mt. * Hes) 435796 | 230848 | 41083.00 | 343008 | 460218 | 1504.80 | 108050 | 855102 | e2r0.47 | 525196
ABC/Desis am. { ng/mil, * Hrs) BN S14s “wn %01 322 2008 2054 4063 3060 3947
ABCOosis p.m. { ng/mi. * Mrs) 4338 53.00 3030 @0 3088 30.10 2181 3701 4188 35.01
m- Hrs® Hrs) 2214304 | 1900040 | 90.193.13 | 1268396 | 2208863 | 745268 | 1086141 | 2084318 | 2545621 | 20067.08
ABCM p.m, “ Hrs "Hrs) 2308252 | 24061.99 | 20336006 | 1840834 | 1824039 | 908251 | 79386 | 30184.71 | 3223098 | 22782
MAT am.(rs) 620 623 418 48 [ 5.12 842 442 [ 508
MRT p.m. (Hrs) 492 453 ] 470 398 404 738 [ .13 448
V(L) am 76 | 1o st.74 12847 | 23125 | 1eos | 1330 | 1082 [ w124 | 1283t
Vé (L) p.m 10120 | 8639 15.08 10070 | 12090 | 20055 | 3004 | s | 12282 | 12744
Védoo am (Lixg) 87 341 038 257 497 an LAl 8 25 1.60
Vd s p.m. (Lkg) 150 147 0.18 2.10 2n 3.8 LX) 356 178 150
CVE am, (uu-r-w 691 0.13 139 928 14.21 9.10 €48 [ 20 528
CUF p.m. (ml/min"xg) 5,08 541 0.87 730 188 870 1168 10.90 549 595
Deosis (n.!)j 10000 | 10000 | 125.00 7800 | 15000 | 5000 5000 | 15000 | 12000 | 15000




Tabla XM

Parémetres Farmacecinitices
promedie dhano Yy noctiane.

‘Parmetros
! Farmacociniticos Modia 0.8 %C.V.
[ Cmén am. (ngimi) 27443 16422

Cmin p.m. (ngiml.) 2915 118.14 4349
Cmix am. (nghnl.) 964.19 41582 49.32
Cmix p.m. (ngmi) 990.27 51743 1.9

t miix am. (Hrs) 453 m nm

tmix p.m. (Hrs) 3719 2.9 258

ABC am. (ng/ml * Hrs) 6290.71 22019 4242
ABC p.m. (nghnl® Hrs) 658384 2577184 4582
ABC/Oosis am. { ngml. * Hre) ns 1042 2582
ABCDosis pm. { ngiml. * Hrs) 4143 1298 31.4
ABCM am (ngAml* Hre *Hrs) 29494 41 19180.73 4462
ABCM p.m. (ngiml ¢ Hrs® Hre) 218121 1383829 4348
MRT a.m.(Hre) [ 065 1181

MRT p.m.(Hrs) 5238 083 16.74

vd (L) am 14943 4“9 297

vd (L) pm 148.67 1443 50.74

Vd ee am. {Likg) 252 T ] 375
Vdes p.m. (g) 240 1.3 5242

CF am. (mLimin*kg) 1.68 229 303t
CVF p.m. (mb/min*kg) 1.61 318 41.54

A




IV.- Discusisén.

4.1. Matodo analitico para cuantificar
ciclosporina en sangre total.

Una herramienta esencial para el monitoreo terapeutico de
fArmacos es el establecimiento de métodos analiticos para
cuantificar fdrmacos en fluidos bioldgicos, los cuales deberan
ser lineales. sensiblea, repetibles y especi{ficos (27, 34, 3S).
Se ha demostradc que los métodos para cuantificar ciclosporina
presentan muchos problemas, ya que el patrédn de distribucién de
la ciclosporina en sangre es de aproximadamente 50 % en
eritrocitos, 10% en leucocitos y 40 % en plasma (18, 36). En el
plasma, aproximadamente el 98 % se une a las proteinas,
principalmente a lipoproteinas. En sujetos asanos, ia
concentracién de ciclosporina en sangre es aproximadamente el
doble de 1la cuantificada en plasma: debido a ello. es diffcil
implementar métodos para cuantificar este fdrmaco en fluidos
biolégicos, ya que existen un gran numero de factores que pueden
influir en la distribucion de ciclosporina y en consecuencia en
la concentracidén en plasma.

Entre los factores que afectan la cuantificacioén de éste
farmaco se encuentran:

4.1.1. Temperatura

La distribucién del farmaco en sangre es dependiente de la
temperatura: cuando la temperatura ta, la ciclosporina
difunde Adesde el eritrocito al plasma, de manera que a 37 ¢
las concentraciones en plasma son aproximadamente dos veces mas
altas que a 20°C (9, 11, 15, 18, 24, 25).

4.1.2. Hematécrito
Se ha encontrade una correlacién inversa entre las

variaciones del hematéocrito y las concentrucxones de ciclosporina
en plasma (9, 11, 15, 18, 24, 25).

4.1.3. Proteinas intraeritrociticas

La ciclosporina se une a las proteinas internas del
eritrocito. La unién es rdpida vy reversible. Se ha reportado que
los eritrocitos llegan a saturarse a una concentracién mayor de 5
mg/L., en congsecuencia por encima de este valor el incremento en
las concentraciones plasmiaticas es no 1lineal (9, 11, 15, 18, 22,
24, 25).

4.1.4. Infeccién

Las infecciones. las cuales son una complicacién frecuente
del transplante, producen un incremento en el numero de
leucocitos y. probablemente, un incremento en la unién de
ciclosporina a leucocitos produciendo, consecuentemente. una
alteracién de la distribucién del farmaco en sangre. También hay
un intercambio/transferencia entre las diferentes clases de

lipoproteinas y la transferencia desde albumina a lipoproteinas
(11 .
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4.1.85. Varjacidn Diurne

Lasg concentraciones y la depuraciodn total de la ciclosporina
presentan variaciones diurnas. Por lo tanto las nuestras de
sangre para cuantificar ciclosporina deben de tomarse a una hora
eapecifica del dfa, antes de la administracién de la siguiente
dosis (37, 38, 39. 40, 41).

4.1.6. Nétodo analitico

Con base en lo anterior ge observa que los resultados de la
cuantificacién de ciclosporina dependen de la técnica analitica,
de la matriz de la muestra empleada y de las condiciones clinicas
del paciente. Por lo que se ha recomendado utilizar sangre total
para el andlisis de ciclosporina (25, 34).

La ciclosporina puede ser cuantificada por métodos
egpecificos en los cuales se determina el fdrmaco inalterado y
por métodos no especificos, que cuantifican conjuntamente los
metabolitos y la ciclosporina sin metabolizar. Como los
metabolitos aislados muestran baja potencia inmunosupresora. es
preferible contar con un método especffico. Ademds, los métodos
especificos para cuantificar ciclosporina correiacionan meijor con
loa episodios de nefrotoxicidad.

Actualmente se estin empleando dos métodos para cuantificar
los niveles de ciclosporina en los pacientes: cromatografia
liquida de alta resolucion (CLAR) y radioinmuncensayo (RIA) (35).

La ciclosporina es dificil de analizar por CLAR debido a que
es lipofilica, pierde croméforos y pierde grupos funcionales por
derivatizacién. Su absorbancia mAxima se presenta a 214 nm en la
cual otros compuestos biolégicos pueden interferir, por lo tanto
se requiere una extensa preparacién de la muestra para remover
todas las sustancias interferentes (15).

El método de radicinmuncensayo. en su primera generacién,
utiliza anticuerpos policlonales que presentan niveles elevados
de reactividad cruzada con los metabolitos circulantes. Los
radioinmunoensayos de segunda generacién se basan en la
produccién de anticuerpos monoclonalea. Para encontrar un
anticuerpo que se uniera a la ciclosporina nativa. perc no a los
metabolitos, Quesniaux y cola. (42). tamizaron 180 anticuerpos
monoclonales para la ciclosporina. El anticuerpo que mostré menos
reactividad cruzada se integro en un estuche para RIA (Sandimmun
Kit, Sandoz Ltd, Basle, Switzerland) (42). Se reporté que el
anticuerpo pregenta reactividad cruzada del 3%, 4% ¥y 3% con les
metabolitos 1, 10 Y 21 respectivamente. Con este
radioinmunoensayo se obtienen concentraciones del 7% al 16% mas
altos que por andlisis de CLAR. sin embargo, la correlacién
entre los dos métodos es excelente (r >0.97) (15).
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En el presente trabajo se eligid el método de
radioinmunoensayo CYCLO-Trac- SP,Immuno Nuclear Corporation,
Stillwater, MN, USA (INCStar) para la cuantificacion de este
fdrmaco en sangre total. Este método wutiliza un anticuerpo
monoclonal especifico y un trazador iodado gque cuantifica
unicamente la ciclosporina y no presenta reactividad cruzada con
los metabolitos. La corporacién INCStar reporta que su estdandar
se ha recalibrado contra el estdndar F de la USP, por lo tanto,
el valor asignado para el estdandar disminuye aproximadamente un
15 %, minimizando las diferencias entre el meétodo de CLAR y
RIA- monoclonal especifico (27).

El ensayo se realizé de acuerde a las instrucciones del
estuche. Al evaluar la variabilidad intra e inter ensayc
(Tabla VII) se obtuvieron coeficientes de variacién de 0.51 a
2.37 % para la repetibilidad y de 1.14 a 6.21 % para la
reproducibil idad.

En la figura 4 se presenta la curva dosis-respuesta

promedio. FEl lifmite de cuantificacién fué de 23 ng/mL., Para
supervisar en forma completa el rendimiento congruente de cada
ensayo, se verificaron los pardmetros de por ciento de unién no
especjifica (% NSB), por ciento de unién méxima (% Bo), pendiente
(m) y punto de inflexién. En 1la tabla VIII ase muestran los
resultados obtenidos a lo largo de 12 ensayos. En las figuras 5 -
8 se presentan las wvariaciones inter-andlisis de los distintoes
pardmetros empleados para la validacidén de la curva dosis-
respuesta. En todos los paridmetros, las dispersiones no fueron
mayoregs a + 2 desviaciones egtindar, lo que permite concluir que
el método es adecuado, pues de acuerdo con los lineamientos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)., una curva dosis-respuesta
se considera validada cuando la dispersién de los parametros:
%NSB, %Bo, m Yy punto de inflexién no presentan una fluctuacién
mayor de + 2 desviaciones estdndar en cuando mencs 10 ensayos
independientes (43).
. Con el fin de asegurar la validez de 1los andlisis, se
analizaron muestras control en cada uno de los ensayos
realizados, Como ge puede observar en las cartas de control de
calidad en las figuras 9 y 10 para el nivel 1 y 2 y en los datcs
de la tabla IX, se concluye que el método es adecuado para
efectuar el estudio de cronofarmacocinética.
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4.2. Estudio de Cronofarmacocindtica en
pacientes con trasplante renal.

Existen reportes en la literatura indicando ques el uso
clinico de la ciclosporina se complica por la gran variabilidad
intra e inter individual en su farmacocindtica (8. 9, 14). La
absorcién de ciclosporina después de una administracién oral es
lenta, incompleta y muy variable, ya que es dependiente de la
funcidén hepatica, flujo biliar y estado gastrointestinal (9. 44,
45). E! metabolismo estd determinado genéticamente y la tasa de
metabolismo varia grandemente entre 1los individuos. Mas aan la
velocidad del metabolismo estd relacionada con la edad y puede
eatar afectada por la medicacidn concomitante (9, 19, 20). Por lo
tanto, la variabiiidad intraindividual en 1la cinética de la
ciclosporina se debe a la variabilidad en la absorcion, mientras
que la causa mds importante de ta variabilidad interindividual es
la capacidad para metabolizar el fdrmaco. La ciclosporina se
metaboliza extensamente en el higado por varias iscenzimas del
citocromo P-450 y se excreta principalmente en la bilis. Con base
en la influencia del citocromo P-450I1IA, se han encontrado 2
tipos de interaccidn entre la ciclosporina y otros fdrmacos:

(1) farmacos que inducen la actividad metabslica del
citocrome P-450 IIIA disminuyen los niveles sanguineos Qe
ciclosporina con riesgo de provocar rechazo y

(2) farmaces que inhiben 1la actividad metabdlica del
citocromo P-450 IIIA incrementan los niveles sangufneos de
ciclosporina con riesgo de nefrotoxicidad (18, 46).

Con base en lo anterior se recomienda el monitorec de las
concentraciones de ciclosporina en pacientes con trasplante renal
bajo tratamiento con este férmaco.

Algunog estudios sugieren que hay variacidén circadiana en la
cindtica de la CsA. Por un lado, el estudio de Bowers lLd. vy
cols. (37) donde demuestran que las concentraciones minimas en el
estado estacionario (Cmin,) en la noche son mds bajas que las
Cmin,, en la maffana. Por otro lado, Venkataramanan y cols. (41)
encontraron un incremento en la depuracidn de CsA en la noche en
dos pacientes con trasplante de higado.

Considerando lo anteriormente mencionado y debido a la
variabilidad interindividual que presenta este fdrmaco, sge
realizé el presente trabajo en el Instituto Nacicnal de
Cardiologfa Ignacio Chdvez (INCICh). en veints pacientes con
trasplante repal. Previo al estudio de cronofarmacocindtica se
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determino la dosis de ciclosporina de cada paciente, 1la cual se
digefid¢ para mantener concentraciones minimas en el estado
estacicnaric de 50 -~ 200 ng/mL, por lo cual las dosis fluctuaron
entre 0.79 y 3.34 mg/kg cada doce horas. Las dosgis de
ciclesporina no fueron modificadas cuando menos desde los 5 dias
previos al egtudic. Todog los pacientes se mantuvieron
clinicamente estables. Despuds de transcurrido este tiempo. se
tomaron muestras sanguineas previas a la administracion del
medicamento con el fin de determinar los niveles minimos de
ciclosporina en el estado estacionario (Cmin,) y logs demas
tiempos de muestreo gse seleccionaron de manera tal que se pudiera
caracterizar el 4rea bajo la curva (ABC) durante el intervalo de
administracidén diurna y nocturna y de esta manera establecer las
posibles diferencias en log pardmetros farmacocinéticos después
de la administracidn diurna y nocturna.

4.2.1 Variabilidad inter-individual en las
concentraciones sanguineas de ciclosporina
contra tiempo por via oral.

De log resultados obtenidos, en la tabla X se puede observar
la gran variabilidad interindividual en las concentraciones
sanguineas de ciclosporina obtenidas a log diferentes tiempos de
muestreo en los pacientes con trasplante renal. En la tabla XI en
la que se presentan los valores promedic (m), deaviacidén estdndar
(D.S.) y coeficiente de variacion (%C.V.) para las diferentes
concentraciones. No se incluyeron los resultados del paciente 13,
debido a loa altos niveles sanguinecs de CsA presentadeos. Los
coeficientes de wvariacidén m&s pequefios que se obtuvieron fueron
los correspondientes a los tiempos 0, 12 y 24 horas, es decir a
las Cmin,,.

En las figuras 11 ~ 30 en las gue se muestran las curvas
individuales de concentracién de ciclosporina contra tiempo, se
refleja graficamente la variabilidad inter-individual obtenida en
este estudio.

4.2.2 Farmacocinética Clinica de Ciclosporina.
4.2.2.1. Administracién oral diurna.

Después de la administracién matutina de ciclosporina a 20
pacientes c¢on trasplante renal.se obtuvieron los sgiguientes
resultados: concentracidén minima promedio en el estado
egtacionario (Cmin,) de 274.43 ng/mL. (rango de %2.48 a 686.47
ng/mL), concentracidén maxima promedic en el estado estacionario
{Cmax,,). de 964.19 ng/mlL (rango de 255.5% a 3667.22), el valor
promedio del tiempo para alcanzar la concentracidén mdxima (tmdx),
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fue de 4.53 horas (rango de 1 a B horas), el &rea bajo la curva
(ABC ,.:2 serw)» COD un valor medio de 5290.71 ng/mL*Hr {(rango de
1553 a 18742.49 ng/mL*Hr) y el valor promedio del drea bajo la
curva normalizada por la desis (ABC _ ;e 7 Dosgis), fue de
39.50 ng/mL*Hr (rango de 25.22 a 149.93 ng/mL*Hr), el tiempo
medio de residencia (MRT), fue de 5.56 hrs (rango de 4.42 a 6.54
hrs), el cual prezsento el coeficiente de variacion mds pequefio
{11.61%). El valor del volumen de distribucién (Vd). fue de 2.52
L/kg (rango de 0.38 a 4.97 L/kg) vy la depuracisén oral total de
ciclosporina (Ci/F) promedioc de 7.58 ml/min*kg (rango de 1.3 a
14.21 nL/min*kg). Al comparar los wvalores de los pardmetros
farmacocinéticos obtenidosa en el presente estudio con los
reportados en la literatura, gse encontréd que el volumen de
distribucidn obtenido por Speck y cols. (35) es de 3.0+ 0.8
L/kg. ¥ el valor obtenido en el presente trabajo es de 2.50 x
1.05 L/kg por lo que se observa que los datos obtenidos ne
difieren en gran medida con los reportados en la literatura.

Al evaluar los niveles sanguineos de ciclosporina en funcion
de la dozia no se encontré una relacién directa entre ambos
parametros, asi, los niveles de los pacientes 2, 5, 6, 8, 9 y 13,
a los cuales se les adminisiré 125 mg, se encontraban entre 219 y
686 ng/mlL. mientras que en los pacientes con dosis mds altas, de
200 mg (3. 4 y 10) sus niveles ogcilaron entre 201 y 669 ng/mL.
Estag diferencias pueden explicarse por la variabilidad inter-~
individual en la depuracion de éste farmaco. diferencias en
hematdcrito., perfil lipoproteico y al peso corporal. i

La vida media de eliminacioén (t.,,, ) reportada después de ia
administraciéon de una dosis dnica, es de 6.3 horas en voluntarios
sanos a 20.4 horas en pacientes con Severa enfermedad hepatica
(9). Congiderando que unicamente se tomaron muestras sanguineas
durante el intervalo de dosificacién diurno 7y nocturno en el
estado estacionaric, no fue posible calcular la constante de
eliminacién (ke) y por 1o tanto. el tismpo de vida media de
eliminacion (t,,;), sin embargo. se calculd el tiempo medio de
residencia (MRT) que es un parametro modelo independiente,
definido como el tiempo medic necesaric para gque las moléculas
del farmaco intacto transiten a través del cuerpo. En teoria, el
tiempo medioc ocurre al 50 % en una poblacidén distribuida
normalmente y al 63.2 % para la curva distribuida log-normalmente
(32). Los valeres obtenidos para el MRT varian entre 4 y 6 horas,

con media de 5.43 horas.
4.2.2.2 AMministracidn oral nocturna.

Después de la administracidén nocturna de ciclosporina & los
20  pacientes con trasplante renal se obtuvieron los siguientes
reaultados: para Cmin,,. un valor promedio de 238.75 ng/mL (rango
de 55.6 a 839.9); para Cmdx,. el valor medio fue de 998.27 ng/mlL
(rango de 206.88 a 10214.2 ng/mL); el tmdx, con un valor promedio
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de 3.79 horas (rango de 1 a 12 hrs,). En el caso del (ABC, ,;), el
valor medio fue de 5553.64 ng/mL*hr (rango de 1080.59 a 41063.60
ng/mL*hr) y para el ABC,, ,,/Dosis, el valor promedio fue de 41.43
ng/mL*hr (rango de 30.03 a 328.5 ng/mL*hr). E1 valor del MRT fue
de 5.29 horas (rango de 3.59 a 7.35 horas) y el Vd con un valor
promedio de 2.48 L/kg (rango de 0.18 a 5.74 L/kg) Yy para la
depuracién oral de ciclosporina se obtuvo un valor medio de 7.61
mL/min*kg (rango 0.87 a 15.55 mL/min*kg).

El Vd promedio en el estado estacionario obtenido tanto para
la dosis matutina (149.49 L), como para la dosig nocturna (146.67
L), corrobora que el farmaco se fija a tejidos profundos y a
tejido adiposo (47).

4.2.3 Varisbilidad circadiana en los
pardmetros farmacocinéticos de ciclosporina
en ol estado estacionario.

La secuencia de eventos que ocurren en la misma forma en un
periodo de 24 horas se llama ritmo diurno endégeno. E1 término
ritmo circadiano se utiliza a menudo como sinénimo. sin embargo
hay una diferencia entre ritmo diurno y ritmo circadiano: el
primero es controlado por mecanismos endégenos, mientras gque el
ultimo es sgincronizado por factores exdégenos. Ya que la mayor
parte de las funcicnes del cuerpo humano, tal como gasto
cardfaco, velocidad de 3secrecidén de varios fluidos, motilidad
gastrointestinal, flujo sSanguineo renal Yy hepatico, muestran
ritmo circadiano, se espera que para muchos férmacos, uno o mas
de los pardmetros farmacocinéticos puedan estar influenciados por
dichos ritmos bioldgicos (48).

Existe en 1la literatura informacién acerca de que la
farmacocinética de algunos farmacos (anfetaminas, dexametasona.
etanol, hexobarbital, hidrocortisona, hierro, lidocaina, litio,
prednisolona) esta sujeta al ritmo circadiano. Esta informacién
es importante ya que repercute en la manera de administrar el
fdrmaco.

- Este trabajo se dedico a establecer la importancia de 1la
variabilidad circadiana para la ciclosporina, considerando gue es
un fdrmaco muy utilizado en la practica hospitalaria, que la
informacién existente de la variabilidad circadiana es escasa y a
la necesidad de sustentar un regimen de dosificacién adecuado
para los pacientes.

En la tabla XII, en la que se resumen los valores promedio
de los pardmetros farmacocinéticos, tanto después de 1a
administracién matutina como nocturna, se puede apreciar la gran
variabilidad inter-individual en ambas horas del dia. En la misma
tabla se puede apreciar que los valores de concentracién minima
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en e! estado estacionario., Cmin ,, antes de la adminigtracién
nocturna son md4s Dbajos. lo cual podria deberse a diferencias en
el metabolismo o terapia concomitante. El valor de Cméx ,, es
ligeramente m4s alto después de la administracion nocturna, el
tmd&x se alcanza mds rapidamente despuds de la administracién
nocturna y el 4rea bajo la curva es un poco mayor en la noche.
Sin embargo al hacer la correccién por dosis, las dreas bajo la
curva son muy semejantes: 10 mismo ocurre con el tiempo medio de
residencia y el Vdee; en 1a misma tabla se observa 1la semejanza
de los valores de depuracién obtenidos.

Con el fin de determinar ai existian diferencias
estadisticamente significativas en los parametros
farmacocinéticogs de ciclosporina en el estado estacionario
durante la administracién diurna y nocturna, se realizé la prueba
de t pareada. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los siguientes pardmetros: Cmax,,. tméx, ABC,,,.
ABC, _,,/Dosis, MRT, Vdee y C1/F a un nivel de gignificancia de
0.05, sin embargo para el valor de Cmin ,, la diferencia fué
estadisticamente significativa a un nivel de P<0.05.

Venkataramanan ¥ cols. (41) estudiaron la variacién diurna
en la cinética de la ciclosporina en 2 pacientes con trasplante
de higado y reportan una depuracion mayor en ia noche que en el
dia. atribuyendo sus resultados a variaciones circadianas en una
o mids de las enzimas hepdticas que metabolizan el fdrmaco (42)
y/o a posibles cambios diurnos en la distribucién plasma&tica de
las lipoproteinas.

Bowers y cols. (37) evaluaron el efecto del ritmo circadiano
en 24 pares de concentraciones minimas de ciclosporina en el
estado estacionario (Cmin,) en el dia y en la noche. Los autores
reportan gque 18 de los 24 pares de concentraciones de
ciclosporina fueron s bajos para la dosis matutina que para la
dogis nocturna: lo cual fue asociado a que la dosis proporcionada
por la mafiana, se absorbe (44) y metaboliza mids rapido durante el
dia que durante la noche proporcionando valores m&s pequefios de
concentracion minima antes de la dosis nocturna.

Canafax y cols. (38), durante.un seguimiento de rutina en
pacientes con trasplante de pancreas observaron gque en 18 (75%)
de 24 pares de concentraciones minimas en el estado estacionmario
{Cmin,) a.m./p.m., las Cmin, fueron mas bajas después de una
dosis de ciclosporina matutina comparada con las Cmin,, después
de la dosis nocturna. Atribuyen sus resultados a un incremento en
la absorcién y/o a una disminucién del metabolismo, durante 1la
noche.
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Sabaté¢ y cols. (40) evaluaron la variaciones diurnas.
comparando pares de Cmin,, de ciclosporina y de sus metabolitos
en pacientes con trasplante renal divididos en 2 grupos:
hospitalizados (11 pacientes) y ambulatorios (11 pacientes).
Dieciseis (72%) de 22 pacientes mostraron valores mids altos antes
de la dosis matutina gque antes de la dosis nocturna. Cuando los
pacientes fueron divididos en 2 grupos: 10 (91%) de 11 pacientes
ambulatorios mostraron el mismo comportamiento en las Cmin,,
mientras que unicamente 6 (54%) de 11 de 1los pacientes
hospitalizados mostraron el mismo resultado, lo cual atribuyeron
a variaciones circadianas entre 10s perfodos de descanso y los
perfodos activos, mds que a la actividad de las enzimas hepdticas
encargadas del metabolismo del fdrmaco.

Olhman y cols. (39) encontraron que 22 de los 28 valores
obtenidos de Cmin, nocturnas fueron md&s bajos que los valores de
Cmin,, matutinos.

El presente estudio confirma estos hallazgos, al observar
que en 11 de los 20 pacientes los valores de Cmin,, fueron més
altos antes de la dosis matutina que antes de la dosis nocturna,
en 2 de 20 pacientes las Cmin,, fueron més bajas antes de la
dosis matutina que antes de la dosis nocturna y en 7 pacientes no
hubo diferencias. Aunque no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el &rea bajo la curva (ABC) y
la depuracion después de la administracién oral (Cl/F) de
ciclosporina, es de interés mencionar que los pacientes que
presentan un valor de depuracién menor durante la noche,
presentan valores de Cmin,, mayores antes de la dosis matutina.

En la tabla XV se presentan los valores obtenidos por
Ohlman y cols. (3%) en comparacién con los obtenidos en el
presente estudio, en la que se puede observar que en general,
los valores son m&s altos que los reportados, ello puede deberse
a que algunos de 1los pacientes recibian |la ciclosporina
conjuntamente con diltiazem y/o verapamil, ya que los agentes
bloqueadores de canales del calcio (diltiazem y verapamil) son
empleados para el tratamiento de la hipertensién en los pacientes
con trasplante renal y uno de sus efectos es aumentar
significativamente los niveles sanguineos de ciclosporina (20).

Como se puede observar en la tabla V, a 10 de los pacientes
ge les administré la ciclosporina conjuntamente con diltiazem y
uno de ellos recibié ciclosporina y verapamil. Por lo que los
valores mds altos en los niveles de concentracién minima de
ciclosporina en el estado estacionario, Cmin,, Yy en ABC/Dosis
pueden ser atribuidos a la terapia concomitante.
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Tabla XV

Gomparaokin de s varisbiidad ckroadiane en e
fwmesccinitioa de CsA, enire i reportada
por Ohiman v cols. y ot prasants sstudic

reslizado en o INCICh.
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tdn  {Hrs) 288 (1.95) 348 Q10 453 (1TY) 38 23N
ASCetis (ngimi. * Hrs) 221 (941) 28 @on 3850 (10.42) 4143 (1298)
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V. Ceoncluasjones.

El1 método de radioinmunoensayo. para cuantificar
ciclosporina A en sangre, fué repetible y reproducible en el
rango de 23 a 1343 ng/mL. por lo cual se considerd adecuado
para realizar el estudio de cronofarmacocinética,

La ciclosporina A se distribuye en tejidos profundos y
adiposo, con un tiempo medio de residencia de 5.43 horas. La
depuracién de este farmaco fue de 7.60 ml/min/Kg.

Existen diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de Cmin en el estado estacionario después de ia
administracién diurna y nocturna, sin embargo., considerando
la gran variabilidad interindividual, no seria recomendable
disminuir la dosis nocturna. ya que algunos pacientes no
presentaron variacién en los niveles diurnos y/o nocturnos y
otros mas tenian niveles m&s bajos en la noche. El proponer
el cambio de una dosis nocturna mids baja, ocasionarfa que
aquellos pacientes que no se vean influenciados por el ritmo
circadiano presenten cambios considerables en sus niveles
en el estado estacionario.

Se recomienda el monitoreo de niveles sanguineos por la
mafiana y por la noche, con el fin de individualizar la
terapia y en caso necesaric hacer el ajuste de dosis
correspondiente.
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