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I 
IntrodUceión. 

Desde el inicio de la era clfnica del tra8plante renal. en 
que se colocaron riftones de donador vivo o de donador cad6ver a 
pacientes con insuficiencia renal crónica tenainal. se han 
efectuado grandes esfuerzos en la buaquada y desarrollo de una 
inmunosupresión segura. específica. predecible y efectiva. 

Inicialmente. el ~nico medio da irununosupresión era la 
utilización de radiación total del cuerpo. En el afto de 1959. se 
inicia la inmunosupresión química. cuando se describe la 
inducción espec1fica de tolerancia a las prote1nas humanas en 
animales tratados con el metabolito 6 de mercaptopurina 111. 
Hurray y cole. <21 reportaron un incremento en la sobrevida del 
alotransplante renal cuando utilizaron el iaidaaol. derivado de 
la 6-mercaptopurina. conocido en la actualidad con el nombre de 
ozatioprina. 

LA secuencia de eventos que constituyen lo respuesta inmune 
puede dividirse en 5 niveles: 

1) Presentación y procesilllliento del ontfgeno. 
2) Transferencia de la infonnación y activación de las 

c61ulas efectoras. 
3) Diferencioción y proliferación de linfocitos. 
4> Síntesis y liberación de sustancias mediadoras 

(citocintnae y anticuerpos). 
~) lletlpuesta a mediadores. anticuerpoe y c6lulas efectoras 

<Figura 11. 

La respuesta inmune puede suprimirse al inhibir 
selectivamente cada uno de estos niveles por medio de Agentes 
inmunoeupreeores. Algunos de ellos son f4rmacoe no específicos. 
COlllpuestoe citotóxicoe (ciclofoefamida y metrotexatoJ, los cuales 
interfieren con la replicación del ADN y la producción de 
linfocitos y otra• c61ula• en replicación (3). El OKT3 es el 
primer anticuerpo monoclonal terapéutico producido para uso en 
humanos. Es una inmunoglobulina IgG• que ee une al antigeno de 
superficie de los linfocitos T. Una vez que el OICT3 se une a la 
región de las c6lulas T llamada CD3 ( complejo de al menos 5 
protefnas tranBlllellll>ranales conocidas con el nombre de COIDplejo 3 
de diferenciación celular>. estas c6lulss son removidas de la 
circulación por el eiet...a retfculo endotalial del hígado y del 
bazo (4). La introducción de la eiclosporina como un f6rmaco 
inmunosupreaor en 1970 fué uno de los factores mas i191>Crtantee en 
el avance del trasplante de órganos durante la década anterior. 
En contraste con los corticosteroidee y la azatioprina. IA 
cielosporina es 1114s específica en su efecto inmunológico 
(Tabld). 
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Tabla I. 

Aaentes inmunoeu reeore•. 
F41'9SCOS Meca ni- de acción 

Agentes Azatioprina Inhibición de la 
c i totóxi coa bios1ntesi• de Durinas. 

Ciclofosfamida Aaente alauilante 

lletotrexato Antagonista.del 4cido 
fólico 

Corticosteroides Metilprednisolo 
na Efectoa múltiples sobre 

Prednisolona 
neutrófi los. -cróf agos y 

C<Uulas T. 
Prednisona 

Supruores de Ciclosporina A Inhibición de la 
los linfocitos activación de l .. c6lulas 

T. T - CD4 mediado oor TcR. 

Anticuerpo Di-inución de las 
monoclonal anti c61ulas CD3• 

CD3 

La acción inmunosupresora de estos f4rmacos se obtiene a 
dosis en las cuales se alcanzan niveles tóxicos. Sin embargo. 
dosis m4s pequenas pueden ser efectivas en un regi .. n de 
combinación de f4rmacos que mantienen la inmunosupresión con 
m1nima toxicidad (3). 

1.1 Ciclo•porina <C•Al. 

La ciclo•porina es un metabolito ai•lado de caldos de 
cultivo de la• especies de hongos ToJypocJediWJt inrlatum. Despu6s 
de que la ciclosporina e• extra1da del hongo. se purifica 
crOlllltogr4ficamente y queda como un polvo cristalino blanco. que 
es insoluble en agua pero que •e disuelve r4pidamente en etanol 
y. en forma m4s lenta en 11pidos (l). Ea un p6ptido c1clico 
hidrofóbico. de 1202.6 Da. de peso molecular. compuesto de 11 
amino4cidos de configuración s. de los L-aaino6cidoa. excepto 
para la D-alanina en posición 8 y la •arco•ina en posicion 3. loa 
cualaa tienen la configuración R. Siete de los amino&cidos son N
meti lados. Diez de ellos son amino4cidos alif4ticos; el 4cido a
aminobut1rico en posición 2; la serco•ina en poaición 3; la N
metil-leucina en las posiciones 4. 6. 9 y 10: la valina en 
po•ición 5 ; la alanina en posición 7; la 1>-alanina en posición 8 
y la N-metil-valina en posición 11 !Figura 2). 
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Plgura 2 

llatructura da la olclo•porlna A y tr•• da lo• 
•ltlo• d• mod1f1cac16n da la mol•oula para 

obtener tra• da loa .. tabolltoe. 
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Se encontro por primera Jez dentro de la estructura de la 
ciclosporina. un am1no6cido que no se habla aisladc ~ ~onecido en 
forma libre. el cua 1 está en la pos1c1on l y esta compuesto por 9 
carbonos :51 

1 1.1 Mecan1amo de acc16n 

El efecto pr1nc1pal de la ciclosporina es bloquear la 
produccion de interleucina 2 íIL-2) y otras t1nfoc1nas. sin 
afectar la expresión de los receptores para la IL-2 La 
2nh1b1cion de la stntesis de IL-2 es el resultado de una accion a 
n1ve1 nuclear en el linfocito T. donde la transcr1pc1ón del ARNm 
para la IL-2 es bloqueado 131 Dentro del linfocito. la CsA se 
une a su receptor proteico en el citoplasma. la ciclofilina. ~na 
lsomerasa c1s-trans peptid1l-propil. El complejo CsA-ciclofilina 
lnhibe a la calcineurina. una fosfatasa dependiente de la 
calmodulina y del calcio. La inhibición de la actividad de 
fosfatasa de la enzima. evita la traelocac10n a través de la 
membrana nuclear de la subun1dad citoplasmat1ca del factor 
nuclear activador de las -:élulas T tNF-ATJ. ei cual es un factor 
de ~ranscripción esencial para la transcripción del gen de la 
interleuc1na 2 La ciclosporina bloquea la producción de IL-2 y 
esto evita la producc1on secundaria de otras c1tocinas producidas 
por las c~lulas T. incluyendo ei factor de inhibición de la 
m1grac1ón de macrofagos IMIF> la act1v1dad procoagulante de los 
macrotagos. la producc10n de gamna-interferOn <IFN-l> y el factor 
estimulador de colonias de macrófagos-granulocitos. De esta 
manera. la amplificac10n Jrunune dependiente de la IL-2 puede 
disminuirse lo suficiente para obtener uno react1v1dad inmune 
celular baJo un umbral critico. La ci~1osporina no produce 
mielosupresión a dos1e inmunosupresivas y. debido a que no es 
linfotóxica. sue efectos irununosupreeores son reversibles al 
descontinuar la terapia (6. 7> 

s1do 
cole 
131. 

1.1.a Prop1edad•• farmacoc1n•t1cae. 

En los Ult1moe anos la tarmacocin~t1ca cl1nica de la CsA ha 
investigada por varios autores entre ellos. Ptachc1nski y 
(8, 9, 10), Rod1ghiero y cole. (lll y Rowland y cols. (12, 

1.1.2.1 Ab•orc16n 

La absorción de la ':sA después de la admin1straci~n orai es 
lenta. incompleta y muy variada La concentración máxima en 
sangre o plasma usualmente se alconza entre l y 8 horas después 
de la adnunistrac16n ora, Frecuentemente se encuentran doble 
picos en la curva de concentración senguinea de CaA contra tiempo 
·e. 14. 151 
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~a b1od1spcn1D1l1dad de ~a CsA aumenta en el periodo 
postoperator10 al trasplante renal Se ha reportado que en 
pacientes con trasplante renal la b1odispon1b1Jid.ad se incrementa 
de 24 2% al momento del trasplante a 51.4• do• a cuatro semanas 
despu6s del trasplante 116) 

1.1.2.2 Cin6tica de di•Po•ici6n. 

La CsA se dist;ribuye extensamente desdo la sangre a loa 
teJ1dos. especialmente al teJ1do adiposo. siendo este. un proceso 
lento E~ resultado es una curva continua de concentración de CsA 
contra t1empo deepu6s de un tiempo corto de 2 a 4 horas de 
infus1on hasta que se alcanza el equilibrio en la distribución. 
Tales datos se describen adecuadamente por una suma de 
exponenc1ales: 

e • I: e, e-1.tt 

donde e es la concentración al tiempo t. y e,, ~ son loe 
coeficientes y exponentes del t6rmino i. La mayorta de los 
investigadores cuantifican ciclosporina durante 12 ó 24 horas 
después de la administración y encuentran una ecuación bi
exponencial. con un tiempo de vida media de eliminación CBl de 6 
a e horas 19). Algunos de ellos. continuan la cuantificación de 
ciclosporina por varios diae y encuentran otra tase con un tiempo 
de vida media CBl que excede lae 15 horas. Estas observaciones 
sugieren que el equilibrio en la distribución de cicloeporina 
entre la sangre y aigunos tejidos. probablemente adiposo. ocurre 
al menos en 24 horas. 

1.1.2.3 O.puracidn CCll. 

La depurac10n de un f4rmaco relaciona la velocidad de e~ 
e11m1nac1ón con su concentración y determina tanto el tiempo de 
vida media de eltm1nac10n como la velocidad de 2nfueion requerida 
para obtener una concentración detenn1nada en el estado 
estacionario: 

lJ Infu9i6n: 

21 Dosis única: 

Cl • Velocidlld de :t.nru.ddll 
te.Al. 

Cl. oa.J.• 
JIPl::o-

~ 1as ~4 hora" la mayor parte de la dos1s dela CsA so ha 
e11m1nado del organismo y el &rea ad1c1onal mas alla de las 24 
horas t1ene poca relevancia sobre el valor estimado de la 
jepurac10n. 

6. 



La ciclosporina se metaboliza extensamente en el hígado. La 
depuración sanguinea de ciclosporina es alrededor de 0.4 L/h/kg. 
lo cual. comparado al flujo sangu1neo del h1gado de 1.3 L/h/kg. 
indica que la ciclosporina es un f4rmaco de moderada a baja 
extracción hep4tica. Por lo tanto la depuración es.directamente 
proporcional a la fracción libre (fu). 

Cl • ~ Clu 

Donde. Clu es la depuración del f6rmaco libre y en el estado 
estacionario. la concentración de ciclosporina libre esta 
determinada por Clu !12!. 

As1. la variabilidad inter e intra individual en el valor de 
la depuración puede estar asociada con los cambios en la unión a 
proteinas y por lo tanto con el contenido de lipoproteínas en 
plasma (17). 

1.1.2.4 Di•tr111uc10n. 

La ciclosporina se distribuye extensamente en todo el 
cuerpo. Las concentraciones l!Wls altas se encuentran en tejido 
adiposo e higado. Taml>i6n se encuentra en órganos ricos en 
leucocitos como el timo. ganglios linf4ticos y 1116dula ósea: asi 
como en órganos ricos en 11pidos como el p4ncreas. riftones. 
gl6ndulas adrenales. tiroides. gl4ndula• salivales. pulmones y 
piel. Las concentraciones m4s bajas ee encuentran en el cerebro 
(18). 

A pesar de que las observaciones. de las concentraciones 
sanguinea11 de ciclo11porina que van 811 al14 de 24 horas. ··1lespués 
de una infusión corta. tienen poco impacto sobre la depuración. 
éstas si influyen en el valor estimado del volumen de 
distribución. 

W•J..ff cJ ta,. 

Tomando los datos de las primeras 24 horas de 1a1estreo con 
un tiempo de vida media de eliminación lt,,0 ) de 6 e B horas. el 
valor del Vd es alrededor de 6 L/kg: utilizando los datos 
obtenidos despu6s de les 24 horas de !llllestreo. con un t,11 de 16 
horas. el valor del Vd se acerca e 14 L/kg. La diferencia se 
debe. en parte. el hecho de que la distribución en los tejidos de 
lento equilibrio no se lleva a término a las 24 horas. y por otra 
parte, debido e que le eliminación se realiza simultenamente. Une 
W~~8~ ~gfA~~Agn .. 4~ .. ~ti~i8~fi~gy~nd3e13iil~lg~gy~An:nq~f :itXaó 
estacionario lVd.J. El valor de V<l.., ( 4.3 L/kgl es ID4s bajo y 
generalmente menos variable que Vd (12!. 
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1.1.2.~ Tiempo de vida media de eliminación (t,,.). 

El t.,1 de un fdrm.aco es consecuencia de la depuración y del 
volumen de distribución. En el caso m4s simple de disposición. el 
modelo abierto de un compartimiento. el t,,. estil dado por: 

t111 • o.~3u Vd 

y es la continua distribución del f4rmaco de la sangre a los 
tejidos lo que crea la naturaleza polif4sica en la cinética de 
disposición observada en la ciclosporina. 

Se han encontrado diferentes valores de t,11 para la 
ciclosporina que caracterizan varias fases de disposición. Los 
valores m4s usuales. cuando se encuentran 3 fases son: l. 6 y 24 
horas. La relevancia de tal información depende del uso a que se 
destine. La mayor parte de la eliminación ocurre durante la fase 
con un tiempo de vida media de eliminación de 6 horas y este es 
el valor que determina el tiempo de 24 horas (aproximadamente 4 
t.,1 ) para alcanzar el estado e'!Jtacionario durante la infusión a 
velocidad constante. y la necesidad.de administrar el f6rmaco 
cada 12 horas por via oral para mantener concentraciones 
adecuadas ( 12) . 

1.1.3 Toxicidad y complicacionea. 

Las complicaciones por administración de ciclosporina est4n 
en relación con la dosis y el nivel sanguíneo de CsA que se 
alcanza. 

1.1.3.1 Toxicidad renal. 

El efecto tóxico de la ciclosporina sobre la función renal 
puede dividirse en 2 categorías: efectos agudos y efectos 
crónico•. La nefrotoxicidad aguda se caracteriza por una talla 
renal temprana después del trasplante o por una serie de 
hallazgos en el riftón. entre los que se incluyen la 
hipercalcemia, acidosis tubular y elevación de la creatinina 
eérica, debido a una disminución de la filtración glomerular. 

La nefrotoxicidad cronica puede dividirse a su vez en 3 
grupos. En el primero, en el que se encuentran la mayoría de los 
pacientes. se observa una elevación en las cifras de creatinina 
en forma estable y sin que ocurran cambios en la filtración 
glomerular. En el segundo grupo existe un incremento lento y 
progresivo en loe niveles de creatinina, el cual generalmente 
regresa a valoree normales cuando se disminuye la dosis del 
f4rmaco y decrecen los niveles sanguíneos de la misma. 
Finalmente. en el tercer grupo el incremento de la creatinina es 
marcado y progresivo, a pesar de disminuir la dosis de 
cicloaporina (1). 

8 



1.1.3.2 Toxicidad hep6tica. 

En la clínica. dicha toxicidad se manifiesta por una 
elevación de las transaminasas. bilirrubinas y fosfatasa alcalina 
Cll. 

1.1.3.3 Hiperteneión. 

La administración de cicloeporina produce disminución de la 
filtración glomerular, en gran parte por disminución del flujo 
sanguíneo renal. por vasoconetricción de laa arteriolas pre y 
post glomerulares. lo que repercute desde el punto de vista 
clinico en grados variable• de deterioro de la función renal e 
hipertensión arterial en la mayor1a de los pacientes. Estos 
efectos son generalmente reversibles al suspender el medicamento. 
pero pueden contribuir al desarrollo de nefrotoxicidad crónica 
irreversible por lesiones arteriolares. que semejan 
nefroesclerosis con fibroais intersticial y atrofia tubular. 

Existe evidencia cl1nica y experimental. de que los efectos 
vasculares secundarios a la administración de ciclosporina pueden 
ser inhibidos o atenuados mediante la coadlllinistración de 
bloqueadores de calcio. disminuyendo o evitando tanto .la 
nefrotoxicidad del medicamento. como el efecto delétereo del 
aumento de la presión sistémica sobre el injerto (19, 20). 

1.1.4 Monitoreo terap•utico de la ciclo•porina. 

No se sabe a ciencia cierta cual es la forma óptima para 
evaluar el tratamiento con ciclosporina. ya sea la concentración 
m1nima en el estado estacionario CCmfn_.). la concentración 
m4xima en el estado estacionario CCm6.x.J. la concentra:ión 
promedio en el estado estacionario ccav..> o la cuantificación 
del 6rea bajo la curva durante un intervalo de dosificación. Los 
procedimientos m4s comunes ee .basan en cuantificar laa 
concentraciones sangu1neas de ciclosporina. 12 o 24 horas después 
de la doeis. justo antes de la siguiente dosie. Sin embargo en 
algunos centros. las concentraciones sanguíneas de CsA se 
obtienen a un tiempo adicional. usualmente 6 horas después de la 
dosis. En el trasplante de órganoe. el monitoreo de ciclosporina 
es especialmente importante durante el per1odo temprano post
operatorio. cuando el riesgo de rechazo agudo del injerto es m6s 
alto y cuando la absorción e9 err4tica. Se recomienda el 
monitoreo de loe niveles sangu1neos de·ciclosporina al menos cada 
2 dias durante lae primerae 2 semanas despu•e del trasplante (21. 
22. 23. 24. 25. 26). 

Las causas cl1nicas m4s importantes en los cambios de 
concentración sanguínea de ciclosporina se· resumen en la tabla 
II. 



Tabla II. 
Factores que alteran la concentración aangu1nea 

de cicloaporina (27). 

Factor Efecto 
-

Alleorcidn Diarrea Disminuve 

Enfermedad Disminuye 
heo4tica (CsA oral) 

Fibrosis c:1'.stica CCsl. oral) Disminuve 

Sales biliares Aumenta 

Metoclonramida 1.wnenta 

Alimentos Aumenta 

El iminacidn Edad Niftoa (Aumenta la Disminuye 
de~•racidn) 

Enfermedad heo4tica CCsA I.V. l 1.wnenta 

Otros Eritromicina Aumenta 
f4rmacos. 

Fenitoina Disminuye 

Fenobarl>ital Disminuve 

Carbdmaceoina Disminuve 

Ketoconazol Aumenta 

Veraoami 1 Aumenta 

Di 1 tiazem Aumenta 

Cimetidina No cambia 

Hemodi4lisis No cambia 

Dafto renal No cambia 
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Se recomienda que para la individualización de la terapia. 
se realice un estudio farmacocinético antes de la cirug1a del 
trasplante. con lo cual se pueden identificar problemas como 
pobre absorción y/o r4pida o lenta depuración. Se pueden 
requerir estudios posteriores para determinar el efecto que 
produce el incremento en la biodisponibilidad de la ciclosporina 
o el incremento del hematócrito. lípidos del plasma y proteínas 
en la dosis ajustada para obtener una concentración mínima en el 
estado estacionario de ciclosporina. 

La influencia circadiana sobre la 
ciclosporina puede ser significativa. 
variabilidad intra e ínter individual y 
trabajo (27). 

tl 

farmacocinética de la 
es otra fuente de 

es motivo del presen~e 



II ._ 
Material y M6todoa. 

2.1 INtodo analitico para cuantificar cicloeporina en 
sangre. 

2.1.1 DeacripciOn del 1116todo. 
El procedimiento utiliza una inmunoglobulina ganma (IgG} 

de ratón y una anti-inmunoglobulina galIIDa obtenida en burro 
fonnando de esta manera ·m complejo Analito-Inmunoglobulina 
gamma-Anti lnmunoglobulina-gll!llllll. 

Este método se basa en las siguientes propiedades 
generales de las il'llDllnoglobulinas: 

a) Las inmunoglobulinas gamma ( Anticuerpo monoclonal de 
ratón anti-CsA ). son capaces de unir dos moléculas de 
antígeno ( CsA - CsA, CsA - '" ICsA y ,,. ICsA - '"IcsA ) . 

bl La estructura quimica de las IgG de una especie animal 
es casi id6ntica. a excepción de una pequefta región denominada 
"variable" que es donde reside la especificidad de la 
mol6cula. 

e) Cuando se produce la respuesta inmune contra un 
ant1geno determinado. loe anticuerpos que ae producen son 
heterog6neos. es decir. son una mezcla de IgG que reconocen 
diferentes sitios de la molécula del antigeno (Suero 
an~irrat6n de burTo). 

dl Al agregar una anti-il'llDllnoglobulina gaDIDll se form11r4n 
complejos anal i to-inmunoglobul ina gamna-anti-inmunoglobul it1 'i 
9'1ll11114 que eer4n f4cilmente precipitados por centrifugación, 
quedando en el fondo del tubo la fracción unida (28) . En la 
figura 1 se presenta el esquema general de la reacción 
analito-inmunoglobulina gamma - anti inmunoglobulina gamma. 

El 1116todo de radioinmunoenaayo CYCLO-Trac SP de INCStar 
Clmnuno Nuclear Corporation Stillwater. MN. USA) en sangre 
utiliza un anticuerpo monoclonal especifico que cuantifica 
(.micamente la cicloeporina y demuestra no tener reactividad 
cruzada significativa con los metabolitos. El ensayo consiste 
en una etapa de incubación y usa una t~cnica de separación de 
anticuerpos de fase doble. Para simplificar el procedimiento. 
el primer anticuerpo <monoclonal de ratón específico para 
cicloeporina Al. y el segundo (anticuerpo antirrat6n de burro) 
se mezclan previamente con un vehiculo (suero norm11l de ratOnl 
para producir un reactivo denominado Anti-CYCLO-Trac SP 
InmunoSep. 

Para determinar los niveles de ciclosporina con este 
m6todo. las mueetras sangu1neas. coDtrol y estdndar se extraen 
primeramente con metanol. Los extractos metanólicos se 
combinan con un trazador de ciclosporina marcada con yodo-125 
y el Anti-CYCLO-Trac SP InmunoSep. Al cabo de una incubaciOn 
durante una hora. se centrifugan, decantan y determinan las 
cuentas por minuto de los tubos. La radiactividad que perdura 
en el precipitado es inversamente proporcional a la 
concentración de ciclosporina encontrada en la muestra. 
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Figura 3 
Raaccidn analito-inmunoglollulina gaaaa

anti tnmuno;lobulina gAlllllla. 
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2.1.2 Reactivos. 

2.1.2.1 - Cyc!o-Trac SP NSB InmunoSep. 
Es la mezcla de 

suero normal de ratón diluido en 
de fosfatos. con azida de sodio 

suero antirratón de burro y 
solución salina - reguladora 
como conservador y un agente 

tensoactivo. 
2.1.2.2 - Eet4ndar O de CYCLO-Trac SP. 

Es el suero libre de ciclosporina conteniendo 
un agente tensoactivo. 

2.1.2.3 - Est~ndares ( A - E ) de CYCLO-Trac SP. 
Se utilizan cinco est4ndares de ciclosporina. en 

conc8ntraci.ones que van de 23 - 1343 ng/mL. Estos est6.ndares 
se encue~tran previamente diluidos en suero humano que 
contiene aZida ~e sodio y un agente tensoactivo. Los valores 
exactos de· concentración se asignan de acuerdo a cada lote y 
aparecen en las etiquetas de los frascos. El est4ndar de 
CYCLO-Trac SP de INCSTAR fue calibrado previamente en función 
del est4ndar d6 referencia USP de ciclosporina. 

2.1.2.4 - Anti-CYCLO-Trac SP InmunoSep. 
Lo constituye el anticuerpo monoclonal 

anticiclosporina de ratón y la mezcla de suero de antirratón 
=~burro y· suero normal de ratón diluidos en solución salina -
regulador. de fosfatos. con azida de 9odio y con un agente 
tensoactivo. 

2.1.2.!I - •H¡ CYCLO-Trac SP. 
Esta formado por un derivado de ciclosporina 

que se marca con yodo-125 y se diluye en solución reguladora 
de citrato-EDTA que contiene azida de sodio. suero hwnano y un 
agente tensoactivo. 

2.1.2.6 - Controles de CYCLO-Trac SP (niveles 1 y 2 ). 
Al suero humano se le agrega una cantidad 

adecuada de ciclosporina para obtener una concentración en un 
rango específico; control 1 (76.2 - 130.0 ng/mLl y control 2 
(271 443 ng/mL). Contienen azida de sodio y otros 
estabilizantes y no se necesita reconstitución. 

2.1.3 Equipo. 

Tubos de vidrio desechables de borosilicato. 
Centrífuga tennocontrolada. 
Contador de centelleo sensible a los rayos 
gamma capaz de contar el yodo-125 ( GlllDIMtCord 
II Ames l. 
Mezcladora vibratoria (Deluxe Mixer). 
Pipetas de desplazamiento positivo de 400 uL. 
100 uL y 50 uL. 
Metano! ( grado HPLC l. 

2.1.4 - Procedimiento del ensayo. 

2.1.4.1 - Fese de extracción <Tabla IIIJ. 

14 



est4naa;, co~ti;.;,r y ~~e~~~~ d~~co~16~,~~ p~~ d~~~~~~do~ara cada 

2.- En cada tubo colocar 400 uL de metanol. 
3.- Anadir lOOuL de los estándares. 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 

20 25 •e durante 5 minutos. El 
velocidad de 3500 rpm a 
sobrenadante . el cual 
utiliza en la reacción contiene la ciclosporina extraída. se 

antígeno - anticuerpo. 

2.1.4.2 Fase de reacción 
!Tabla IV). 

antigeno - anticuerpo 

6.- Etiquetar tubos de ensayo de acuerdo al protocolo de 
la tabla IV. 

7.- Permitir 
temperatura ambiente l 

que los reactivos se equilibren a 
20 - 25 •e ) antes de utilizarlos en el 

ensayo. 
e.

protocolo: 
Aftadir los reactivos de acuerdo al siguiente 

a.- Tu~g~ ~~ ~~n~~ ~~~~Tr~cls~.2 ). 
b.- Tubos de enlace no especificos ( NSB ), 3 y 4. 

50 uL del extracto del est4ndar O. 
100 uL de 1"1 CYCLO-Trac SP. 
1.0 mL de CYCLO-Trac SP NSB InmunoSep. 

c.- Est4ndar O de CYCLO-Trac SP ( 5 y 6 ). 
50 uL del extracto del est4ndar O de CYCLO-Trac 
SP. 
100 uL de ... I CYCLO-Trac SP. 

d.- Est4ndares A - E de CYCLO-Trac SP ( 7 - 16 ). 
50 uL del extracto de los est4ndares A - E de 

CYCLO-Trac SP. 
100 uL de 1"1 CYCLO-Trac SP. 

e.- Controles y muestras desconocidas ( 17 - 20 J. 
50 uL de los extractos de controles y muestras. 
100 uL de '"I CYCLO-Trac SP. 

9.- Aftadir inmediatamente 1.0 mL del reactivo Anti-
CYCLO-Trac SP InmunoSep bien mezclado a todos los tubos, 
excepto los de conteo total y los de NSB. 

10.- Agitar vigorosamente todos loe tubos e incóbarlos 
durante una hora a 20 - 25 • C. 

11.- Centrifugar los tubos a 3500 rpm durante 20 minutos 
a 20 - 25 •c. 

12.- Decantar inmediatAinente el sobrenadante de torios los 
tubos, excepto los de conteo total, inv!rti6ndolos durante un 
m4ximo de 2 minutos. Se limpian los tubos con papel absorbente 
para retirar las gotas de sobrenadante que puedan haber 
quedado en los bordes ante& de volver a poner loa tubos en 
posición vertical. 

13.- Se determinan lea cuentas de cada tubo y las de los 
tubos de 1•onteo total durante 1 minuto en un cont4do1 de 
centelleo sensible a los rayos ga.ama. 
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Tabla IV 
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2.1.:S - C4lculo de la curva de calibración. 

Para el desarrollo del método de radioinmunoensayo se 
prepara una curva de calibración en el rango de 23 a 1343 
ng/mL para trazar la amplitud de enlace en función de las 
concentraciones. La curva se obtiene. graficando % de unión de 
loe eetandaree en relación al % de unión del eetandar cero 
(% B/Bol en función del logaritmo de la concentración. 

1.- Calcular las cuentas por minuto <cpm) promedio para 
cada est4ndar. control y muestra del paciente. 

2.- Restar las cpm promedio de los tubos de unión 
inespec1fica CNSBl 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 estdndar 
cero. y multiplicar por 100. para calcular el % de unión de 
loe est4nd.ares y muestras de pacientes en relación al % de 
unión del estandar cero(% B/Bo). 

4.- Graficar el % B/Bo de loe estandares (eje de 
ordenadas) en función de la concentración correspondiente 
de las abscisas). utilizando papel semilogar1tmico 
ciclos. 

5.- Trazar la mejor 11nea de ajuste. 

las 
(eje 

de 3 

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

JC • <~ - 1l •tb. e 
y-d 

donde 
y • % B/Bo 
a • Respuesta m6xima 
b • Pendiente 
e • Punto de inflexión 
d - Respuesta m1nima 

En el ap6ndice 1 se presenta un ejemplo. 
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2.2 - Eptudio de cronofapnacocin6tica do ciclo199rino. 

2.2.1 - Selección de individuo•. 

En el estudJo participaron 20 pacientes (9 hombres y 11 
mujeres) a los cuales se les efectúo trasplante renal 
realizado entre diciembre de 1990 y septiembre de 1992. con 
doble y triple esquema de inmunosupreaión. ciclosporina
prednisona y ciclosporina-prednisona-azatioprina (30, 31). Los 
pacientes tentan entre 18 y 63 anos: un peso corporal entre 41 
a 84 Kg y una estatura en el rango de 150 a 175 cm. Diez de 
los pacientes recibtan tratamiento antihipertensivo con 
angiotrofin CAg). Todos ellos presentaban función renal 
estable. evaluada mediante la determinación de Nitrógeno de 
urea sérica. creatinina sérico y depuración de creatinina. Las 
caractertsticas ftsicas de los pacientes. as1 como la terapia 
concomitante se resumen en la tabla V y en la tabla VI se 
presentan los resultados de las pruebas de función renal 
realizadas a cada paciente. 

Previo al estudio se les dio a conocer el objetivo del 
estudio y loa pacientes firmaron una hoja de consentimiento 
(apéndice II>. 

2.2.2 - E9tudio tarmacocin•tico de ciclosporina 
en el •atado eatacionario. 

Los pacientes seleccionados se encontraban hospitalizados 
en Ja unidad de Estudios Clinicos del Departamento de 
Nefrologia del Instituto Nacional de Cardiologia Dr. Ignacio 
Ch4vez. y bajo tratamiento inmunosupresor con cicloaporina 
(c4psulas conteniendo 25. 50 6 100 mg de ciclosporina 
Sandt111nune Ltd., Baael. Switzerlandl. La dosis de cicloeporina 
de cada paciente fu6 determinada previo el estudio de 
cronofannacocinética y fu6 diseftada para mantener 
concentraciones mínimas en el estado estacionario de 50 - 200 
ng/mL y para administrarse cada 12 horas. La• dosis no fueron 
cambiadas por al menos 5 dtas antes del estudio. 

2.2.2.1 El protocolo a seguir fué el siguiente, 
1.- Se les administró el desayuno a las B a.m .. 
2.- A cada paciente se le canalizó una vena con catéter. 

para la toma de muestra sangufneas. 
3.- Se tomó una muestra b4sal antes de administrar Ja 

dosis matutina de ciclosporina oral. 
4.- Se administró al paclente la dosis matutina de 

ciclosporina y posteriormente se tomaron muestras sangu1neas 
de 2.5 mL en tubos conteniendo EDTA (3.6 mgl a los siguientes 
tiempos, 1. 2, 3, 4. 6. B. y 12 horas de administrada la 
ciclosporina. 

5.- Doce horas después de la dosis matutina. se 
administró nuevamente la dosis de ciclosporina requerida por 
cada paciente. 
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6.- Se tomaron muestras sangu1neas de 2.5 mL a las 13. 
14. 15. 16. 18. 20 y 24 horas después de la administración del 
medicamento. Todas las muestras se almacenaron a -2í!c hasta su 
anll!isis. 

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. An411•1• tel'!llllcocin•ttco de los datos. 

Con los valores obtenidos se calcularon los 
siguientes pardmetros farmacocinéticos: concentración mtnima 
en el estado estacionario (Cmin •• J. concentración máxima en el 
estado estacionario CCm6X", y el tiempo para alcanzar la 
concent~ación m4xima (t~, directamente de la gr4fica: drea 
bajo la curva CABC) por el método de los trapezoides: drea 
bajo la curva normalizada <ABC/DosisJ: ABCM (drea bajo la 
curva al primer momento): el tiempo medio de residencia CMRT> 
se determino por el método de Yamaoka (32): Vd.. (33) por 
medio de la fórmula CMRT*Dosis)/ABC y depuración después ds 
la administración oral de ciclosporina (Cl/F) dividiendo la 
dosis entre el 4rea bajo la curva. 

2.2.2.3 - Tratamiento estadístico de los datos. 

Para determinar si exiat1an diferencias estad1sticamente 
significativas en los niveles de ciclosporina en el mismo 
paciente entre el dla y la noche. se aplicó la prueba de t 
pareada • para los valores de Cmln". emax_ tmdxM • ABC. 
ABC/Dosis. ABCJI. MRT. V<I., y Cl/F, 

20 



Cl.vede 
Pact.nl~ 

1 ElllZ 

29NA 

3NRA 

4NRJ 

58NS 

llMCH 

7 llOCH 

IC~ 

llJAC 

10 ILP' 

11RMM 

12GUD 

13CIM 

14CIR 

15a.t 

111BJll 

171'1111' 

11LCL 

19 llTC 

211 ltCA 

TlllllaV 

Cmichrldcas de los'*"""' .. ps=c'f E 111 m 
.. edudlDdec~• '' 'f••ll-. 
liiid8d Sexo ...... ...... 

(Alloa) (lcg) (cm) 

30 ... .a2CUl!n0 76.5 168 

21 MUcu!lnO 51 175 

29 Fomor.lno 88 162 

2S Femorino 66 162 

21 Me<cu11no 51 175 

39 F- 73 150 

19 FomoM!o 49.5 151 

21 Famonlno 68 167 

28 -C\.llnO 113.5 1411' 

21 ~ 153.5 180 

20 - 51.5 158 

83 - 911 112 

tllS ,. ........ IU 157 

18 F-'*"' 50 1m 

32 Fornt<*lO <IU 156 

14 -- A 172 

25 F'""'*'° • 113 

21 Fomonno '41.ll 151 

28 MHe&aio 711 1111 

so -- .. 174 
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12·F~92 

111'·J .... 92 

27~92 

27·~92 

111'-Jon-92 

1G-.JuJ>.92 

11 ... cr-92 

29-~92 

l-Ml\"92 

2"-ll.l-92 

16oll ..... llO 

11MS·92 

-92 

-112 
29-JUl-92 

~~92 

1~ 

17..Jul>.92 
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....... 
de 

Pal•nl• 
1 EllZ 

21NA 

3NIU. 

º"' 5 ... 

llMCH 

790CH 

ICRll 

IJAC 

101111J' 

11-

12GUD 

13GA8 

f4CM 

f5GllH 

fl liDlll 

171'111' 

'llLCL 

'11 am: 
2DRCA 

Tmllla V 
(Contlnuacldn) 

c .. ct.i1111eu d• lo• paci.u. que paiUctp.ron ma 
., eltudlo d• cronolarrnaeoclMaca de clcloapoltna. 

Elquem1 lmluno~•llOr 
Oo•is do Prednlsona Azattopnna 

Ciclosporlna !mol !mol 
(mgH2horuJ 

150 17.5 125 

125 12.5 125 

200 15 125 

200 15 125 

125 12.5 125 

125 12.5 125 

175 12.5 100 

125 12.5 

125 12.5 75 

200 22.5 100 

100 12.5 100 

100 10 100 

125 20 125 

75 10 100 

150 22.5 100 

50 12.5 125 

50 10 

150 10 75 

150 15 

150 20 150 
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a.vo 
do 

Pldlnll 
1EMZ Dilliazem 60 x 3 

2 SNll Dillimm60X2 

311tA 

41111 ·- llilimm 60 X 2 

IMCH llilllozem60X2 

7BOCH 

ICRI Diltiaz<m 90 1 2 

IJAC 

1119..P 

11Rm a.iaztnl 30 1 2 

12GUD D111mn 10 13 

UGMI 
14CIR 

11Gl9t 

11 EDii Dillimm1201 

17FllT Oi11iozen 90 X 

11la. 

11 MTC CJllilZl!m 120 X 

21RCA 

TaDlllV 
(ConllnuKl6n) 

Carac:lllfltlc:n de los plllllnles que paltlclparon en 
el estudio de cronofarmacoclnfllca de clclospollna. 

Tonpl1 concom11t1111 

Metformina + doropropamida 525 x 3 

~o Fenoso 

Clorlidrllode-a 150 12 

Usólo¡d IMidro 5 1 1 

Tlllrafo de lllOloprolol 10 1 2 Lowslalina 20 1 1 

V.._¡i40x 2 ~20011 

acmchloderanilldill 150 X 2 Hemoslyl 0.005c 

Tartralo de metoprolal 50 1 1 

liilama 
-ol30XI Rifaler 

Nslalilll 
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Melocarlllmol + Pncel--
Fenüona sódica 100 x 3 



T.,_ VI 
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III 
Reaultadoa 

3.1 Validación del ~todo anal1tico (R84ioirmiunoa1111ayo) 
para la cuantificación da cicloaporina en aangr• 
total. 

Para evaluar la repetibilidad y la reproducibilidad 
del método de radioinmunoensayo. se realizó una curva dosis
respuesta por triplicado en dos dias diferentes. En la tabla 
VII se presentan los % de unión del eet4ndar en relación al % 
de unión del eet6ndar cero (% B/Sol en función de la 
concentración de loe eet4ndarea en el rango de 23-1343 
ng/mLl. asi como la media !ml. deeviación eat4ndar (D.S.l y 
coeficientes de variación (%C.V.) obtenidos. 

3.2 Control de calidad interno. 

Es aquel sistema que permite evaluar todo an4lisis 
realizado por un laboratorio e involucra el control que se 
hace a un radioinmunoan4lisis (RIA) en particular (intra
an6lisisl o a un RIA en forma consecutiva (inter-an4lisisl. 

3.2.1 Control da calidad intar-en6lieie. 

Es el conjunto de parametroe que nos permite 
esencialmente valorar la precisión de un radioinmunoan4lisis. 
estimar su desviación e identificar los errores cometidos 
durante su procesamiento. En el control de calidad inter
an4lisia los par4metroe de mayor utilidad son: 

3.2.1.1 Evaluación de la curva doeia-reapueata. 

Los par4metros de la curva dosis respueeta que deben 
evaluarse para tener mayor información acerca de la calidad 
del an4lisia son los siguientes: 

a.- Cuentas de la unión no especifica (NSBl expresadas en 
% de las cuentas totales. cuyo valor no debe ser mayor al 5 %. 

b.- % Bo: unión m6xima del anticuerpo con el trazador a 
dosis cero. 

c.- Pendiente. 
d.- Dosis al 50 % de unión de la curva dosis-respuesta 

(Punto de inflexión). 
En la figura 4 se presenta la curva dosis-respuesta 

obtenida y en la tabla VIII. se presentan los resultados para 
el% de unión inespectfica !%NSBJ. el % de unión m6xima (%Bo), 
la pendiente y el punto de inflexión, para 12 enaayos 
diferentes. con sus respectivos valores promedio (m). 
desviación est4ndar ( D.S. l y coeficiente de variación 
(-C.V.). En general. se acepta como C.V. inter-an6lisis un 
valor entre 15 y 20 - para la lllllyoria da los 
radioinmunoan6lisis. En las figuras 5 - 6 se presentan las 
gr4ficas de las fluctuaciones obtenidas para la NSB. Bo. 
pendiente y punto de inflexión, en 12 ensayos diferentes. 
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3.2.1.2 Muestras de control de calidad o muestree 
teetigo. 

Una muestra de control de calidad es cualquier espécimen 
de naturaleza semejante a las muestras a medir. cuya 
concentración ha sido pre-establecida y que se incluye tantas 
veces como sea necesario en uo mismo an61isis con el propósito 
de identificar errores sistem~ticos o aleatorios. Para ello se 
utilizan 2 muestras de control de calidad con valores bajo y 
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 radioinmunoan4lisis de ciclosporina. 

3.3 Estudio de cronotannacocin6tica ~ de 

ciclosporina en pacientes con trasplante renal. 

En la tabla X se presentan los resultados individuales de 
concentración de ciclosporina en sangre a los diferentes 
tiempos de muestreo y en la tabla XI se observan los valores 
promedio (ml, desviación estdndar !D.S.J y coeficiente de 
variación {% C.V.) a cada uno de los tiempos analizados, En 
las figuras 11 - 30 se presentan las curvas individuales de 
concentración sangu1nea contra tiempo después de la 
administraci6n de ciclosporina durante el dia y durante la 
noche. y en la figura 31 se presenta la curva promedio. 

3.4 Par61Detro• tarmacocin6tico• de Ciclosporina obtenidos 

en el a•tado estacionario. 

En la tabla XII se presentan los valores individuales de 
concentración m1nima en el estado estacionario {Cmtn..1 • 

concentración m&xima en el estado estacionario CCm6x •• 1 • tiempo 
para alcanzar la concentración tn6.xima (tm4x.,., , 6.rea bajo la 
curva CABCJ, 4rea bajo la curva normalizada !ABC/Dosisl. 6rea 
bajo la curva al primer momento !ABCMJ. tiempo medio de 
residencia (MRTJ , volumen de distribución CVd,J y depuración 
después de la administración oral de ciclosporina !Cl/FJ. 
obtenidos tanto para la administración oral diurna como para 
la administración oral nocturna del f4rmaco. de los 20 
pacientes con trasplante renal que participaron en el estudio. 
En la tabla XIII se muestran los valoree promedio !m), 
desviacion est6ndar {D.5.) y coeficiente de variación (%C.V.) 
calculados para cada uno de los parámetros farmacocinéticos 
determinados tanto en la administración oral diurna como en 
la administración oral nocturna. 
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IV.- Discusión. 

4.1. M6todo anal1tico para cuantificar 
ciclosporina en •angre total. 

Una herramienta esencial para el monitoreo terape~tico de 
fAirmacos es el establecimiento de métodos anal 1ticos· para 
cuantificar f4rmacos en fluidos biológicos, los cuales deber4n 
ser lineales. sensibles, repetibles y especificos (27, 34, 35). 
Se ha demostrado que loe métodos para cuantificar ciclosporina 
presentan muchos probl.,..s, ya que el patrón de distribución de 
la ciclosporina en sangre es de aproximadan.nte 50 % en 
eritrocitos, 10% en leucocitos y 40 - en plasma C18. 36). En el 
plasma. aproximadamente el 98 % se une a las proteínas. 
principalmente a l ipoprote1nas. En sujetos sanos. la 
concentración de ciclosporina en sangre ea aproximadamente el 
doble de la cuantificada en plasma; debido a ello. es dificil 
implementar métodos para cuantificar este fármaco en fluidos 
biológicos, ya que existen un gran nW.ero de factores que pueden 
influir en la distribución de ciclosporina y en coneecuencia en 
la concentración en plasma. 

Entre los factores que afectan la cuantificación de ~ste 
f4rmaco se encuentran: 

4.1.1. Temperatura 
La distribución del f4l'1Dlllco en sanqre es dependiente de la 

temperatura: cuando la temperatura aumenta. la ciclosporina 
difunde desde el eritrocito al plasma. de manera que a 31 C 
las concentraciones en plasma son aproximadamente dos veces mas 
altas que a 20• e ¡g, 11, 15, 18, 24, 251. 

4.1.a. 11811atocrito 
Se ha encontrado una 

variaciones del hematócrito y 
en plasma (9, 11, 15, 18, 24, 

correlación inversa entre las 
las concentraciones de ciclosporina 
25). 

4.1.3. Proteinaa intraeritrocit1c .. 
La ciclosporina se une a las proteinas internas del 

eritrocito. La unión es rapida y reversible. Se ha reportado que 
los eritrocitos llegan a saturarse a una concentración mayor de 5 
mg/L. en consecuencia por encima de este valor el incremento en 
las concentraciones plasmaticas es no lineal (9. 11, 15, 18. 22, 
24. 25). 

4.1.4. Infección 
Las infecciones. las cuales son una complicación frecuente 

del transplante, producen un incremento en el número de 
leucocitos y. probablemente. un incremento en la unión de 
ciclosporina a leucocitos produciendo. consecuentemente. una 
alteración de la distribución del farmaco en sangre. T..inbi~n hay 
un intercambio/transferencia entre las diferentes clases de 
lipoproteinas y la transferencia desde albll.!r.ina a lipoprote1nas 
Clll. 

!51 



4.1.5. Variación Diurna 
Las'concentraciones y la depuración total de la ciclosporina 

presentan variaciones diurnas. Por lo tanto las muestras de 
sangre pdra cuantiticar ciclosporina deben de tomarse a una hora 
especifica del dia. antes de la administración de la siguiente 
dosis .<37. 38. 39. 40. 41). 

4.1.6. INtodo anal1t1co 
Con base en lo anterior se observa que los resultados de la 

cuantificación de ciclosporina dependen de la técnica analJtica. 
de la matriz de la 1a.1estra empleada y de las condiciones cl1nicas 
del paciente. Por lo que se ha recomendado utilizar sangre total 
para el an61isis de ciclosporina (25. 34). 

La ciclosporina puede ser cuantificada por m6todos 
especificoa en loe cuales se determina el tarmaco inalterado y 
por m~todos no espec1ticos* que cuantifican conjuntamente los 
metabolitoe y la ciclosporina sin metabolizar. Como los 
metabolitos aislados muestran baja potencia irununosupresora. es 
preferible contar con un 1D6todo especifico. Ademlls. los m6todos 
específicos para cuantificar ciclosporina correlacionan mejor con 
los episodios de nefrotoxicidad. 

Actual111ente se est4n empleando dos métodos para cuantificar 
los niveles de ciclosporina en los pacientes: cromatografia 
IJquida de alta resolución !CLARl y radioinmunoensayo (RIA> 135). 

L4 ciclosporine es dificil de analizar por CLAR debido a que 
es lipofflica, pierde cromóforos y pierde grupos funcionales por 
derivet1zaci6n. Su absorbancia lllilxilllll se presenta a 214 nm en la 
cual otros compuestos biológicos pueden interferir. por lo tanto 
se requiere una extensa preparación de la muestra para remover 
todas las sustancias ínterferentes (15). 

El método de radioinmunoenaayo. en su primera generación. 
utiliza anticuerpos policlonales que presentan niveles elevados 
de reactividad cruzada con los metabolitos circulantes. Los 
radioinmunoensaycs de segunda generación se basan en la 
producción de anticuerpos monoclonales. Para encontrar un 
anticuerpo que se uniera a la ciclosporina nativa. pero no a los 
metabolitos. Quesniaux y cols. (42). tamizaron 180 anticuerpos 
monoclonales para la ciclosporine. El anticuerpo que mostró menos 
reactivided cruzada se integró en un estuche para RIA (Sandimmun 
Kit. Sandoz Ltd, Basle, SWitzerlandl (42l. Se reportó que el 
anticuerpo presenta reactividad cruzada del 3%. 4% y 3% con los 
111etabolitos 1. 10 y 21 ~espectiv11mente. Con este 
radioinmunoensayo se o~tienen concentraciones del 7% al 16• mas 
altos que por an4lisis de CLAR. sin embargo, la correlación 
entre los dos m6todos es excelente Cr >0.97) (15>. 
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En el presente trabajo se eligió el método de 
radioinmunoensayo CYCLO-Trac· SP,Iamuno Nuclear Corporation, 
Stillwater. MN. USA CINCStar) para la cuantificación de este 
f6rmaco en sangre total. Este método utiliza un anticuerpo 
monoclonal específico y un trazador 1oclado que cuantifica 
únicamente la ciclosporina y no presenta reactividad cruzada con 
los metabolitos. La corporación INCStar reporta que su estándar 
se ha recalibrado contra el est6ndar F de la USP. por lo tanto. 
el valor asignado para el est4ndar disminuye aproximada.mente un 
15 %, minimizando las diferencias entre el método de CLAR y 
RIA- monoclonal especifico (27). 

El ensayo se realizó de acuerdo a las instrucciones del 
estuche. Al evaluar la variabilidad intra e ínter ensayo 
(Tabla VII> se obtuvieron coeficientes de variación de 0.51 a 
2.37 % para la repetibilidad y de 1.14 a 6.21 % para la 
reproducibilidad. 

En la figura 4 se presenta la curva dosis-respuesta 
promedio. El limite de cuantificación fué de 23 ng/mL. Para 
supervisar en forma completa el rendimiento congruente de cada 
ensayo. se verificaron los parcimetroa de por ciento de unión no 
especifica (% NSBJ. por ciento de unión m4xima (%Bol, pendiente 
Cm) y punto de inflexión. En la tabla VIII se muestran los 
resultados obtenidos a lo largo de 12 ensayos. En las figuras 5 -
8 se presentan las variaciones ínter-análisis de los distinto~ 
par4metros empleados para la validación de la curva dosis
respuesta. En todos los par4metros, las dispersiones no fueron 
mayores a ± 2 desviaciones e•tándar. lo que permite concluir que 
el método es adecuado, pues de acuerdo con los lineamientos de la 
Organización Mundial de la Salud (OMSJ. una curva dosis-respuesta 
se considera validada cuando la dispersión de los par4metros: 
%NSB, "80, m y punto de inflexión no presentan una fluctuación 
mayor de ± 2 desviaciones estándar en cuando menos 10 ensayos 
independientes C43). 

Con el tin de asegurar la validez de los análisis~ se 
analizaron muestras control en cada uno de los ensayos 
realizados. Como se puede observar en las cartas de control de 
calidad en las figuras 9 y 10 para el nivel 1 y 2 y en Jos datos 
de la tabla IX, se concluye que el m6todo es adecuado para 
efectuar el estudio de cronofarmacocin6tica. 



4.2. Eetudic de Cronctarmacocin6tica en 
pacientes con trasplante renal. 

Existen reportes en la }jteratura indicando que el uso 
clínico de Ja ciclosporina se complica por Ja gran variabilidad 
intra e inter individual en su fannacocinética (8. 9. 14). La 
absorción de cicloeporina después de una ad.tninistración oral es 
lenta, incompleta y muy variable, ya que es dependiente de la 
función hepática. flujo biliar y estado gastrointestinal (9, 44. 
45). El metabolismo está determinado gendticamente y Ja tasa de 
metabolismo var1a grandemente entre loa individuos. Más aún la 
velocidad del metabolismo está relacionada con la edad y puede 
estar afectada por la medicación concomitante (9, 19, 20). Por lo 
tanto. la variabilidad intraindividual en la cinética de la 
ciclosporina se debe a la variabilidad en la absorción~ mientras 
que la causa más importante de la variabilidad interindividual es 
la cap~cidad para metabolizar el f4nnaco. La ciclosporina se 
metaboliza extensamente en el hígado por varias isoenzimas del 
citocromo P-450 y se excreta princípalmente en la bilis. Con base 
en la influencia del citocromo P-450IIIA. se han encontrado 2 
tipos de interacción entre la ciclosporina y otros fármacos: 

(1) fármacos que inducen la actividad metabólica del 
citocromo P-450 IIIA disminuyen los niveles sanguíneos de 
ciclosporina con riesgo de provocar rechazo y 

(2) fármacos que inhiben la actividad metabólica del 
citocromo P-450 IIIA incrementan los niveles sanguineos de 
ciclosporina con riesgo de nefrotoxicidad (18. 46). 

Con base en lo anterior se recomiend4 el monitoreo de las 
concentraciones de ciclospcrina en pacientes con trasplante renal 
bajo tratamiento con este fármaco. 

Algunos estudios sugieren que hay variación circadiana en la 
cinética de la CsA. Por un lado, el estudio de Bowers Ld. y 
cols. (37) donde demuestran que las concentraciones mínimas en el 
estado estacionario (Cmín,) en la noche son mas bajas que las 
Cmín., en la manana. Por otro lado, Venkataramanan y cols. (41) 
encontraron un incremento en la depuración de CsA en la noche en 
dos pacientes con trasplante de h1gado. 

Considerando lo anteriormente mencionado y debido a la 
variabilidad interindividual que presenta este fármaco. se 
realizó el presente trabajo en el Instituto Nacional de 
Cardiologta Ignacio Cháve2 (INCICh). en veinte pacientes con 
trasplante renal. Previo al estudio de cronofarmacocinática se 
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determino la dosis de ciclosporina de cada p~ciente. la cual se 
diseftó para mantener concentraciones mínimas en el estado 
estacionario de 50 - 200 ng/mL. por lo cual las dosis fluctuaron 
entre 0.79 y 3.34 mg/kg cada doce horas. Las dosis de 
ciclosporina no fueron modificadas cuando menos desde los 5 d1as 
previos al estudio. Todos los pacientes se mantuvieron 
clínicamente estables Después de transcurrido este tiempo. se 
tomaron muestras sanguíneas previas a la administración del 
medicamento con el fin de determinar los niveles mínímos de 
cicloeporina en el estado estacionario CCmi~.> y los demás 
tiempos de muestreo se seleccionaron de manera tal que se pudiera 
caracterizar el 6rea bajo la curva (ABCJ durante el intervalo de 
ad.rniniatración diurna y nocturna y de esta manera establecer las 
posibles diferencias en los parámetros fannacocinéticos después 
de l~ administración diurna y nocturna. 

4.2.1 Variabilidad inter-individual en las 
concentracionee sanguineae de ciclosporina 

contra tiempo por via oral. 

De los resultados obtenidos. en la tabla X se puede observar 
la gran variabilidad interindivídual en las concentracl.ones 
sangu1neas de ciclosporina obtenidas a los dife~entes tiempos de 
muestreo en loe pacientes con trasplante renal. En la tabla XI en 
la que se presentan los valoree promedio (m), desviación estándar 
(D.S.J y coeficiente de variación (%C.V.) para las diferentes 
concentraciones. No se incluyeron los resultados del paciente 13, 
debido a los altos niveles sanguineos de CsA presentados. Los 
coeficientes de variación mds pequenos que se obtuvieron fueron 
los correspondientes a los tiempos O, 12 y 24 horas. es decir a 
las Cm:ín... . 

En las figuras 11 - 30 en las que se muestran 
individuales de concentración de ciclosporina contra 
refleja graficamente la variabilidad inter-individual 
este estudio. 

las curvas 
tiempo, se 

obtenida en 

4.2.2 Farmacocin6tica Clinica de Ciclosporina. 

4.2.2.1. Administración oral diurna. 

Despu6s de la administración matutina de ciclosporina a 20 
pacientes con traspldnte renal.se obtuvieron los siguientes 
resultados: concentración minima promedio en el estado 
estacionario (Cmin,,J de 274.43 ng/mL. (rango de 92.48 a 686.47 
ng/mLl~ concentración máxima promedio en el estado estacionario 
(Cm4x,J. de 964.19 ng/rnL (rango de 255.59 a 3667.22), el valor 
promedio del tiempo para alcan2ar Ja concentración m4xima (tmaxl. 



tue de 4.53 horas (rango de 1 a B horas), el 6rea bajo la curva 
(ABC a.n .. ,. •• >. con un valor medio de 5290.71 ng/mL*Hr Cra.ngo de 
1553 a 18742.49 ng/mL*Hr) y el valor promedio del área bajo la 
curva nonnalizada por la dosis (ABC •u ...... / Dosis); fue de 
39.50 ng/mL*Hr (rango de 25.22 a 149.93 ng/mL•Hrl. el tiempo 
medio de residencia CMRTl. fue de 5.56 hrs (rango de 4.42 a 6.54 
hrs>~ el cual presento el coeficiente de variación más pequeno 
(11.61%). El valor del volumen de distribución (Vd). fue de 2.52 
L/kg (rango de 0.38 a 4.97 L/kg) y la depuración oral total de 
ciclosporina (Cl/Fl promedio de 7.58 mL/min*kg (rango de 1.3 a 
14.21 mL/min•kg). Al comparar los valores de Jos par6metros 
fannacocinéticos obtenidos en el presente estudio con los 
reportados en la literatura~ se encontró que el volumen de 
distribución obtenido por Speck y cols. (35) es de 3.0 ± 0.8 
L/kg. y el valor obt:enido en el presente trabajo es de 2.50 ± 
l.05 L/kg por lo que se observa que los datos obtenidos no 
difieren en gran medida con los reportados en la literatura-

Al evaluar los niveles sanguíneos de ciclosporina en función 
de la dosis no se encontró una relación directa entre ambos 
parámetros. asl. los niveles de los pacientes 2. 5. 6. B. 9 y 13. 
a los cuales se les adminis~ró 125 mg, se encontraban entre 219 y 
686 ng/mL. mientras que en los pacientes con dosis más altas. de 
200 mg (3, 4 y 10) sus niveles oscilaron entre 201 y 669 ng/mL. 
Estas diferencias pueden explicarse por la variabilidad inter
individual en la depuración de éste fármaco. diferencias en 
hematócrito. perfil lipoprotelco y al peso corporal. 

La vid11 media de eliminación (t.,,.) reportada después de la 
administración de una dosis ünica. es de 6.3 horas en voluntarios 
sanos a 20.4 horas en pacientes con severa enfermedad hepática 
(9). Considerando que ünicamente se tomaron muestras sengu1nene 
durante el intervalo de dosificación diurno .Y nocturno en el 
estada estacionario. no fue posible calcular la constante de 
eliminaci6n (ke) y por lo tanto. el tiempo de vida media de 
eliminación Ct 1,,); sin embargo. se calcuió el tiempo medio de 
residencia <MRT> que es un parámetro modelo independiente. 
definido como el tiempo medio necesario para que lae mol~culas 
del fármaco intacto transiten a través del cuerpo. En teor14. el 
tiempo medio ocurre al 50 % en una población distribuida 
normalmente y al 63.2 % para la curva distribuida log-normalmente 
(32). Los valores obtenidos para el MRT varían entre 4 y 6 horas. 
con media de 5.43 horas. 

4.2.2.2 Admini•tración oral nocturna. 

Después de la administración nocturna de ciclosporina a los 
20 pacientes con trasplante renal se obtuvieron los siguientes 
resultados: para Cm1n.,. un valor promedio de 238.75 ng/mL (rango 
de 55.6 a 839.9); para Cm6><. •• el valor medio fue de 998.27 ng/IDL 
(rango de 206.88 a 10214.2 ng/mLl; el tmáx, con un valor promedio 

!56 



de 3.79 horas (rango de 1 a 12 hrs.). En el caso del CABC, • .,l, el 
valor medio fue de 5553.64 ng/mL*hr (rango de 1080.59 a 41063.60 
ng/mL*hrl y para el .ABc., .,/Dosis, el valor promedio fue de 41.43 
ng/mL*hr (rango de 20.03 a 328.5 ng/mL*hr). El 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) y para Ja 
depuración oral de ciclosporina se obtuvo un valor medio de 7.61 
mL/min*kg (rango 0.67 a 15.55 mL/min*kg). 

El Vd promedio en el estado estacionario obtenido tanto para 
Ja dosis matutina (149.49 Ll. como para Ja ~oais nocturna (146.67 
L). corrobora que el f~rma.co se fija a tejidos profundos y a 
tejido adiposo (47). 

4.2.3 Variabilidad circadiana en Jos 
par6metros fannacocin6ticos de cicloeporina 

en el e•tado estacionario. 

La secuencia de eventos que ocurren en la misma forma en un 
periodo de 24 horas se llama ritmo diurno endógeno. El ténnino 
ritmo circadiano se utiliza a menudo como sinónimo. sin embargo 
hay una diferencia entre ritmo diurno y ritmo circadiano; el 
primero es controlado por mecanismos endógenos. mientras que el 
último es sincronizado por factores exógenos. Ya que la mayor 
parte de las funciones del cuerpo humano. tal como gasto 
cardíaco. velocidad de secreción de varios fluidos. motilidad 
gastrointestinal. flujo sanguineo renal y hep4tico. muestran 
ritmo circadiano. se espera que para muchos f.4rmacos. uno o más 
de los parámetros farmacocinéticos puedan estar influenciados por 
dichos ritmos biológicos (48). 

Existe en la liter~tura información acerca de que la 
farmacocinética de algunos f4rmacos (anfetmninas. dexametasona. 
etanol. hexobarbital, hidrocortisona. hierro. lidocaína. litio, 
prednisolona) esta sujeta al ritmo circadiano. Esta información 
es importante ya que repercute en la manera de administrar el 
f6.rmaco. 

·Este trabajo se dedicó a establecer la importancia de la 
variabilidad circadiana para la ciclosporina. considerando que es 
un f6.rmaco muy utilizado en la pr6.ctica hospitalaria, que la 
información existente de la variabilidad circadiana es escasa y a 
la necesidad de sustentar un regimen de dosificación adecuado 
para los pacientes. 

En la tabla XII. en la que se resumen los valores promedio 
de Jos par4tnetros farmacocin6ticos, tanto después de la 
administración matutina como nocturna. se puede apreciar la gran 
variabilidad inter-individual en ambas horas del dia. En Ja miema 
tabla se P.Uede apreciar que loa valorea de concentración m1nirna 
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en el estado estacionario. Qnin .. antes de la administración 
nocturna son mll8 bajos. lo cual podr1a deberse a diferencias en 
el metabolismo o terapia concomitante. El valor de Cm&x •• es 
ligeramente m4s alto despu~s de la administración nocturna. el 
tm6x se alcanza m6e rápida.mente después de la administración 
nocturna y el 6rea bajo la curva es un poco mayor en la noche. 
Sin embargo al hacer la corrección por dosis. las áreas bajo la 
curva son muy semejantes; lo mismo ocurre con el tiempo medio de 
residencia y el Vdee; en ta misma tabla se observa la semejanza 
de los valores de depuración obtenidos. 

Con el fin de determinar si existían diferencias 
estad1sticamente significativas en los par4metros 
farmacocin~ticoe de ciclosporina en el estado estacionario 
durante la administración diurna y nocturna. se realizó la prueba 
de t pareada~ No se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas en los siguientes parámetros: Cmáx, •• tmáx. ABC,_12 • 

All~ ••• /Dosis. MRT. Vdee y Cl/F a un nivel de significancia de 
0.05. sin embargo para el valor de Cmin .. la diferencia fué 
estad1sticamente significativa a un nivel de P<0.05. 

Venl<ataramanan y cola. (41) estudiaron la variación diurna 
en la cin~tica de la ciclosporina en 2 pacientes con trasplante 
de h1gado y reportan una depuración mayor en la noche que en el 
dia. atribuyendo sus resultados a variaciones circadianas en una 
o in.is de las enzimas hep6ticas que metabolizan el f4rmaco !431 
y/o a posibles cambios diurnos en la distribución plasmética de 
las lipoprote1nas. 

Bowers y cols. (37) evaluaron el efecto del ritmo circadiano 
en 24 pares de concentraciones mínimas de ciclosporina en el 
estado estacionario (Cmin_I en el d1a y en la noche. Los autores 
reportan que 18 de los 24 pares de concentraciones de 
ciclosporina fueron llllls bajos para la dosis matutina que para la 
dosis nocturna; lo cual fue asociado a que la dosis proporcionada 
por la manana. se absorbe (44) y metaboliza mas r4pido durante el 
d1a que durante la noche proporcionando valores 11>4s pequenos de 
concentración minima antes de la dosis nocturna. 

Canafax y cole. (38J. durante.un seguimiento de rutina en 
pacientes con trasplante de páncreas observaron que en 18 (75%) 
de 24 pares de concentraciones mínimas en el estado estacionario 
(Cm1n,.J a.m./p.m .. las Cm1n_ fueron más 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 absorción y/o a una disminución del metabolismo. durante la 
noche. 



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 m4s altos antes 
de la dosis matutina que 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 Cmí~ •• 
mientras que únicamente 6 (54%) de 11 de Jos pacientes 
hospitalizados mostraron el mismo resultado. lo cual atribuyeron 
a variaciones circadianas entre los periodos de descanso y los 
periodos activos. m4s que a la actividad de las enzimas hepáticas 
encargadas del metabolismo del tarmaco. 

Olhman y cols. (39) encontraron que 22 de los 28 valoree 
obtenidos de Cm!~. nocturnas fueron m4s bajos que los valores de 
Cmtn.. matutinos. 

El presente estudio confirma estos hallazgos. al observar 
que en 11 de los 20 pacientes loa valorea de Cm!n.. fueron más 
altos antes de la dosis matutina que antes de la dosis nocturna. 
en 2 de 20 pacientes las CID!n.. fueron m4s bajas antes de la 
dosis matutina que antes de la dosis nocturna y en 7 pacientes no 
hubo diferencias. Aunque no se encontraron diferencias 
estad1sticamente significativas en el 4rea bajo la curva CABC) y 
la depuración después de Ja administración oral (C!/FJ de 
ciclosporina. es de interés mencionar que los pacientes que 
presentan un valor de depuración menor durante la noche. 
presentan valoree de Cm1n_mayores antes de la dosis matutina. 

En Ja tabla XVI se presentan los valores obtenidos por 
Ohlman y cols. (39) en comparación con los obtenidos en el 
presente estudio. en la que se puede observar que en general. 
Jos valores son m4s altos que Jos reportados. ello puede deberse 
a que algunos de los pacientes recibian ,la cicloaporina 
conjuntamente con diltiazem y/o verapamil. ya que Jos agentes 
bloqueadores de canales del calcio Cdiltiazem y verapamil) son 
empleados para el tretamiento de Ja hipertensión en los pacientes 
con trasplante renal y uno de sus efectos es aumentar 
significativamente los niveles eangu1neos de ciclosporina (20). 

Como se puede observar en la tabla V, a 10 de loe pacientes 
se les administró la ciclosporina conjuntamente con diltiazem y 
uno de ellos recibió ciclosporina y verapamil. Por lo que los 
valores m~s altos en los niveles de concentración m1nima de 
ciclosporina en el estado estacionario. Cm1n_ y en ABC/Dosis 
pueden ser atribuidos a la terapia concomitante. 
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v. Conclusiones. 

5.1. El 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 consideró adecuado 
para realizar el estudio de cronofarmacocinética. 

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

5.3. Existen diferencias estadisticamente significativas en los 
niveles de Cmin en el estado estacionario después de la 
administración diurna y nocturna. sin embargo. considerando 
la gran variabilidad interindividual. no seria recomendable 
disminuir la dosis nocturna. ya que algunos pacientes no 
presentaron variación en los niveles diurnos y/o nocturnos y 
otros m4s tenian niveles m4s bajos en la noche. El proponer 
el cambio de una dosis nocturna más baja. ocasionaría que 
aquellos pacientes que no se vean influenciados por el ritmo 
circadiano presenten cambios considerables en sus niveles 
en el estodo estacionario. 

5.4 Se recomienda el monitoreo de niveles sanguineos por la 
maftana y por la noche, con el fin de individualizar la 
teropia y en coso necesario hacer el ajuste de dosis 
correspondiente. 
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