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RESUMEN

La ciclosporina (CsA) es un medicamento inmuosupresor que en la practica nefrolégica se emplea para
prevenir rechazo agudo en receptores de trasplante renal y en el tratamiento de pacientes con sindrome nefrético.
El monitoreo terapéutico es dificil ya que muestra una gran variabilidad farmacocinética intra e interpacientes,
mds aun tratdndose de pacientes pediatricos. Existe poca informaci6n de la farmacocinética en nifios y los niveles
terapéuticos que se utilizan en esta poblacién son extrapolados de poblacion adulta. Existe en el mercado una
nueva formulacién de CsA que mejora la absorcién intestinal en adultos se requieren estudios en pacientes
pediatricos para optimizar su uso.

Los objetivos del proyecto fueron los siguientes:
1.-Determinar las diferencias en los parametros farmacocinéticos entre la CsA tradicional y la nueva
formulacién de microemulsion en pacientes pediatricos con insuficiencia renal crénica terminal
(IRCT) en programa de diélisis peritoneal continua ambulatoria, en espera de trasplante renal.
2.- Estudiar la biodisponibilidad de CsA en el sindrome nefrético durante las fases de recaida y remision.

3.- Establecer los tiempos dptimos de muestreo de CsA en pacientes pediatricos.

Nuestros resultados indican que en nifios con IRCT los valores de ABC y C,,,, que se alcanzan con la formalacién
en microemulsién son 90 y 130% mayores respectivamente que los que se observan con la formulacién
tradicional, En los pacientes estudiados las dos formulaciones de CsA no se comportaron como formulaciones
bioequivalentes. Es necesario ampliar la informacion sobre la eficacia y seguridad de la microemulsion en la
poblacién pediétrica asi como la estrategia de monitoreo terapéutico mas adecuada antes de que pueda ser
establecido un patrén claro de sustitucion.

En los estudios realizados en el modelo animal de sindrome nefrdtico y en pacientes pediatricos con sindrome
nefrético corticorresistente que recibieron CsA durante 24 semanas se observé que existe una mayor
biodisponibilidad de la CsA durante el estado nefrético, con un incremento en el ABC de alrededor de 40% tanto
en los animales de experimentacién como en los pacientes que responden al tratamiento. Los pacientes con
remisién parcial y los que no respondieron al tratamiento no tuvieron cambios en la biodisponibilidad de la CsA.
Se desarrollé un modelo de muestreo limitado (MML) en nifios urémicos que considera las concentraciones de
CsA a las 2 y 12 horas para predecir el ABC de las dos formulaciones del medicamento disponibles en el mercado.
Posteriormente se corrobord la utilidad del muestreo a las 2 y 12 horas para predecir en forma confiable el ABC
de CsA en los nifios con trasplante renal que recibieron la formulacion Neoral y puede ser de utilidad para el
seguimiento de estos pacientes a largo plazo con la ventaja de que permite conocer la concentracién minima, la

Cnax ¥ €1 ABC de forma simuitanea.
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ABSTRACT

Cyclosporin A (CsA) is widely used as a prophylactic immunosuppressive therapy in
organ transplantation and in the treatment of several immunological diseases.
Notwithstanding, since there is an important intra- and interindividual variability after
oral administration the design of adequate dosing regimen may be a difficult task,
particularly in children, in whom the CsA absorption is more variable. The objectives of
the study were:

1.- Examine the bioequivalence of traditional formulation of CsA and the microemulsion
by comparing the bioavailabilities of these two formulations in children with end stage
renal disease, undergoing continuous ambulatory peritoneal dialysis.

2.-Describe the bioavailability of CsA during relapse and remission of nephrotic
syndrome.

3.-Establish the optimal sampling time for CsA formulations in children and evaluate the
predictive performance of several limited sampling equations for the determination of the
area-under the curve.

Our results indicate that in children with end stage renal disease the microemulsion
formulation of CsA yielded area-under-the-curve and peak concentration values that were
90 and 130% higher respectively, than those observed with the traditional formulation.
Information on the efficacy and safety of the microemulsion in pediatric patients, as well
on an adequate therapeutic drug monitoring strategy, is needed before a clear substitution
pattern can be established.

The studies performed in patients and nephrotic animals showed a 40% increased CsA
bioavailability during relapse of nephrotic syndrome.

We developed a limited sampling model including concentration data at 2 and 12 hours
that allows the estimation of area-under-the curve, peak concentration and trough levels
vielding a complete pharmacokinetic profile in children exposed to both CsA

formulations. The utility of this model was corroborated in pediatric transplant recipients.



1. INTRODUCCION GENERAL

La ciclosporina (CsA) es un metabolito del hongo Tolypocladium inflatum gams que se descubri6 en
1969-1970, inicialmente le se investigd por su actividad antibiética y antifingica que resultd ser limitada, sin
embargo en 1972 se le encontraron propiedades inmunospresoras. En 1978 se administré por primera vez a un
grupo de pacientes con trasplante renal [1] y a partir de entonces ha jugado un papel fundamental en la terapia
inmunosupresora de una gran variedad de trasplantes [2]. Posteriormente se le utilizé en otros padecimientos de
origen inmunolégico y hoy en dia la lista de enfermedades en las que se utiliza como inmunosupresor de primera

o segunda linea es extensa [3-12] (Tabla 1).

Tabla 1. Enfermedades en las que se utiliza ciclosporina

* Trasplantes
Renal
Hepatico
Corazon
Corazoén-Pulmon
Pulmon
Meédula Osea
Cornea
Intestino
= Anemia aplastica
= Artitis reumatoide
* Psoriasis
+ Dermatitis atopica
+ Colitis ulcerativa crénica
» Miastenia gravis
» Uveitis
» Lupus eritematoso sistémico
« Sindrome nefrético
+ Granulomatosis de Wegener

Desde el punto de vista quimico es un péptido ciclico de once aminoécidos con peso molecular de 1202.64, neutro

e insoluble en agua pero altamente soluble en disolventes orgénicos y lipidos, con un coeficiente de particion de

4000 {3](Figura 1).

MECANISMO DE ACCION

La informacién sobre el efecto inmunosupresor de la CsA se ha incrementado a lo largo del tiempo a
medida que avanzan los conocimientos en el terreno de la inmunologia {1, 13-15] (Figura 2}. Se conoce que la
CsA ocasiona una supresion selectiva de la inmunidad celular al inhibir la activacién y proliferacién de los

linfocitos T (LT). La CsA es liposoluble y atraviesa con facilidad la bicapa lipidica de la membrana celular por
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medio de un mecanismo de transporte facilitado por un receptor de membrana no identificado. La CsA puede
considerarse un profirmaco, ya que requiere unirse a su ligando citoplasmatico, la proteina ciclofilina para ejercer
su efecto inmunosupresor. Se han identificado cuatro tipos de ciclofilinas A, B, C y D, la mas estudiada es la
ciclofilina A. El complejo ciclosporina-ciclofilina se une a la subunidad catalitica de la calcineurina, una fosfatasa
dependiente de calcio y ejerce un efecto inhibidor sobre esta proteina 13, 16, 17]. La calcineurina forma parte
de la via de transduccién de sefial del receptor de células T (TCR) y participa en la desfosforilacion del factor
nuclear de las células T activadas (NFATc) y su translocacién al niicleo, en donde regula la transcripcién de
citoquinas como la interleucina 2 (IL-2). De esta manera la inhibicién de la calcineurina mediada por CsA
previene la expresion de IL-2, IL-3, IL-4, interferén gammay factor de necrosis tumoral alfa, entre otras
citoquinas. La produccién de estas sustancias por los LT es fundamental en el proceso de rechazo del injerto para
la proliferacion y generacion de LT citotéxicos. Otra hipStesis para explicar la accidén inmunosupresora involucra
un aumento en la expresién del RNA mensajero del factor transformador de crecimiento, citoquina que gjerce
diferentes funciones y en estudios in vitro disminuye el crecimiento y la activacién de los LT. También aumenta
la produccion de matriz extracelular y la expresion de la endotelina-1 en las c€lulas endoteliales. Estas acciones
pueden explicar la accién inmunosupresora de la CsA y también algunos de los efectos adversos como el

desarrollo de fibrosis renal, 1a hipertensién arterial y la propension a desarrollar neoplasias malignas [17-19].

PRESENTACIONES FARMACEUTICAS

Existen tres tipos de presentaciones farmacéuticas en el mercado:

1.-Para uso intravenoso.- (Sandimmun®). Ampolleta de 1 mL que contiene 50 mg/mL de CsA en
Cremophor-EL (base de aceite de castor polioxietilado) y alcohol, v se diluye 1:20 0 1:100 ya sea
con solucién salina al 0.9% o con glucosa al 5%. Por esta via de administracion existe mayor riesgo
de efectos secundarios y reacciones anafilicticas.

2.-La ciclosporina tradicional. (Sandimmun®, Consupren®) Solucién oleosa con base de aceite de
maiz, aceite de maiz polioxietilado y etanol como excipientes. Contiene 100 g/L de CsA, con
particién en el alcohol y en el aceite. También existe la presentacion en cépsulas de gelatina blanda
disponible en tres dosis diferentes: 25, 50 y 100 mg.

3.-Ciclospotina en microemulsién.- (Sandimmun Neoral®). El excipiente contiene un tensoactivo, un
componente hidrofilico, un componente lipofilico y un disolvente, con el fin de obtener una mejor

biodisponibilidad oral. Se presenta en solucién de 100mg/L y en cépsulas de 25, 50 y 100 mg.




FARMACOCINETICA

En comparacién con la informacién disponible sobre la farmacocinética de la CsA en las diferentes
poblaciones de pacientes adultos, existe poca informacion en los pacientes pedidtricos con trasplante renal, yes
alin mds escasa cuando se considera su uso en otras patologias. Los cambios farmacocinéticos en los diferentes
grupos ctarios pediatricos se relacionan con: a) cambios en la composicién corporal, ya que la proporcién del agua
corporal total con relacién al peso es mayor en los nifios pequeiios; la districhic’m de la grasa, los cambios en el
hematdcrito y en la cantidad y ¢l tipo de lipoproteinas, entre otros y b) el desarrollo de los diferentes aparatos y
sistemas, tales como el desarrollo del tracto digestivo con el incremento progresivo de la longitud intestinal y de

la superficie de absorcién, asi como de las vias metabdlicas para eliminar sustancias, etc [20-22).

Absercién
Administrada por via oral la CsA se absorbe principalmente en el duodeno y en el yeyuno [3]. La presencia de

bilis es fundamental para la absorcion de la CsA en presentacién tradicional, no asi para la CsA en microemulsion.

- Una pequeiia proporcion se puede absorber en elileo y el intestino grueso. La formulacién en microemulsién se

absorbe 50-90% mas que la formulacién tradicional [23]. La literatura sefiala que este aspecto cinético de la CsA
es incompleto (aproximadamente un tercio de la dosis alcanza la circulacion sistémica) y extremadamente

variable de un paciente a otro ¢ incluso en un mismo paciente ya que la absorcién se afecta por <l tipo de

-+ alimentos consumidos y el contenido de grasa en los mismos. Las concentraciones pico ecurren entre 2 y 4 horas

después de ta administracion oral, sin embargo én algunos pacientes $e presenta un-segundo pice de 5 a 6 horas
después del primero el que puede ocurrir debido a 1a circulacién enterohepitica, 1a reconversion de metabolitos

nueva}nente en CsA 6 aun retraso en 1a absorcion del farmaco secundario a la liberacién de bilis. La longitud del

" intestino delgado es importante para la absorcion por lo que los pacientes con intestino corto tienen una

biodisponibilidad reducida [24]. También se debe considerar la administracién de medicamentos concomitantes,
tales como la metoclopramida, que i"ncre;menta ¢l vaciado gastrico y aumenta la biodisponibilidad de la CsA, asi
como los pacientes que reciben enzimas pancredticas que incrementan la absorcion del 11 al 17% probablemente
porque las enzimas ayudan a formar micelas [24-28]. Una fuente de variacién en la biodisponibilidad oral de la
CsAesla giicoprotcina P, un transportador que se encuentra en el borde en cepillo de los enterocitos, y transporta

xenobidticos, como la CsA, del citoplasma al exterior de la éélula, limitando la absbrcién [29, 301.

Distribucién o .
La CsA se distribuye ampliamente en todos los tejidos del organismo El volumen de distribucion varia de 3.5 a
13L/Kg de peso corporal El h:gado, pancreas y tejido adlposo contlenen Jas més altas concentraciones de CsA,

~ 1o cual refleja su llpoﬁllcldad De 50 a 70% de la CsA encontrada en sangre total est4 unida a la fraccién celular,

de la cual los eritrocitos son la porclén atrapadora mas 1mportantc (80%), en forma saturable y depcndlente de Ia

_ temperatura, mientras que a los linfocitos se une en 4-9% El 30-50% restante se encuenﬁa en .la fraccion



plasmatica y 85-90% de esta fraccion est4 a su vez unida a proteinas plasmaticas, principalmente lipoproteinas
(Tabla 2). Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) se unen al 43-57% de la CsA en plasma, las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) se unen al25% y las de muy baja densidad (VLDL) se unen solo al 2%. Tal parece que la
LDL no sélo es transportadora de la CsA sino que puede facilitar su entrada a las células via receptores de LDL
[31, 32]. El volumen de distribucion varia con la edad y probablemente se relaciona con la diferencia en la
concentracion de lipoproteinas {33]. La proporcién de CsA unida a la fraccion celular se incrementa a medida que
la temperatura disminuye y el hematécrito aumenta. Por esta razén, los niveles en sangre total son el método

preferido para el monitoreo terapéutico [3, 14, 34].

Tabla 2.- Distribucién de la CsA

Fraccion celular 50-70%
Eritrocitos 80%
Linfocitos 4-9%
Fraccion plasmitica 30-50%
HDL 43-57%
LDL 25%
VLDL 2%
Metabolismo

El metabolismo de la CsA comienza en el tubo digestivo y debido a que es un péptido se supone que debe ser
metaboliza’d(; por las enzimas y la flora del tracto gastrointestinal. Sin embargo, siete de los aminoacidos de la
CyA son N-metilados, lo que puede retrasar, mas no evitar su degradacion en el tracto gastrointestinal. El
principal sitio del metabolismo de la CsA es el sistema enzimatico del citocromo P450 dependiente de la
monooxigenasa en el higado y las membranas intestinales, principalmente el CYP3A [24]. Todos los farmacos
que se metabolizan por este sistema interfieren con el metabolismo de la CsA [35, 36] y se han propuesto algunos
agentes tales como los bloqueadores de los canales de calcio, los macrélidos y los antifingicos azélicos como
“ahorradores de ciclosporina”, sin embargo algunos pueden incrementar la nefrotoxicidad del medicamento [37,
38]. Al menos 30 metabolitos se han aislado, la mayoria de ellos son hidroxilados, N-desmetilados o ambos y
retienen la estructura ciclica. Basdndose en consideraciones quimnicas, Wenger predijo mas de 60 metabolitos [39]
y se propuso una nueva nomenclatura que clasifica a los metabolitos segin su tipo de derivacién [40] (Figura 3).
El principal metabolito es el monohidroxilado AM9 (M1 en la vieja nomenclatura). Las concentraciones minimas
de este metabolito pueden exceder al compuesto original. La actividad inmunosupresora de los metabolitos es
objeto de estudio, en el caso del AM9 va de 10-20% con respecto a la actividad del compuesto original y también

se les han atribuido efectos toxicos [41-44].
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Figura 3.- Ciclosporina y sus metabolitos mas importantes en humanos. Los aminoacidos numerados
en la estructura quimica son aqueilos que no son sujetos a un metabolismo oxidativo mayor. Los pasos
en el metabolismo se muestran con combinaciones de nimero y letra, los nimeros se refieren al
aminoacido metabolizado y las Jetras describen la reaccién metabdlica. AA = aminodcido; OH =
hidroxilacién; ND = N-desmetilatién; CB = carboxilacion; 3",6-C = 3,6 ciclizacion. ‘

En la nomeclatura vieja (nueva): M1 (AM 9), M8 (AM 19), M9 (AM4NG69), M10 (AM49), M16 (AM

69), M17 (AML), M18 (AMlc), M21 (AM4N), M25 (AMMN) M26 (AM1c9), metabolito scido
(AMIA). -

- Tomado de: - ' . ST
Fahr, A. (1993) Cyclosponne clinical pharmacoklnetlcs Clin Pharmacokmet 24(6) 472-495. -
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El jugo de toronja inhibe al CYP3A4 presente en la mucosa intestinal y de esta manera aumenta la absorcion de
CsA [45]. Se han descrito diferencias en el contenido total de CYP 450 en diferentes etapas de la vida, en el
primer afio de edad la actividad es 30-60% menor que en la etapa adulta, posteriormente se incrementa durante
la edad preescolar y escolar alcanzando valores incluso superiores que en los adultos [46]. También hay evidencia
de que existen variaciones interétnicas en la actividad del CYP3A4y en voluntarios adultos mexicanos se ha
demostrado una mayor biodisponibilidad de la ciclosporina oral que en los sujetos de raza blanca {47, 48]. Los
avances en la biologia molecular del citocromo P 450 han logrado identificar variantes en la actividad catalitica
del gen CYP2C9 en humanos [49] las implicaciones del polimorfismo genético en las subfamilias del CYP2C no
son bien conocidas sin embargo Ninomiya y col. reportaron un caso de intoxicacién por fenitoina en un paciente
japonés con una variante de CYP2C19 [50], también se ha visto que la respuesta al tratamiento en pacientes con
leucemia esta asociada al genotipo del CYP3A4 [51]. No existen reportes con respecto al genotipo del CYP3A4

en pacientes que reciben CsA.

Excrecién

La excrecion biliar es la ruta primaria de eliminacién de CsA, lo cual en algunos pacientes puede dar un segundo
pico de absorcion. Sélo de 1 a 6% se elimina por la via renal. La insuficiencia renal no parece afectar la
farmacocinética. La vida media de eliminacién después de la administracién oral de CsA varia de 10 a 27 horas
[25, 27, 33]. La depuracién de CsA estd disminuida durante la terapia crénica debido a que la CsA inhibe su
propio metabolismo. Los pacientes pediitricos tienen mayor velocidad de depuracion que los adultos y requieren
mayores dosis de ciclosporina para mantener los niveles terapéuticos, estas diferencias son mas acentuados en
nifios menores de 10 afios [33, 52, 53].

INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS

Las interacciones medicamentosas se pueden dividir en tres categorias: 1) Farmacos que afectan las
concentraciones de CsA en la sangre, 2) Farmacos que pueden potenciar la nefrotoxicidad de la CsA y 3)
Farmacos cuya cinética se ve afectada por la CsA [38].

La mayoria de los firmacos que interactian con CsA incrementan o disminuyen los niveles sanguineos, de
manera que existe el riesgo de desarrollar nefrotoxicidad o bien rechazo agudo del organo de trasplante. Los
farmacos que son nefrotéxicos pueden adicionar su dafio renal al ocasionado por la CsA (Tebla 3). Los
antagonistas de los canales de calcio reducen el volumen de distribucién de 1a CsA.

A su vez, la CsA también influye en la farmacocinética y farmacodinamia de otros medicamentos, como por
ejemplo la digoxina, hay reportes de intoxicaci6n por digital en aquellos pacientes que iniciaron la CsA después
de un trasplante cardiaco {54]. La importancia clinica de estas interacciones estard determinada por el indice
terapéutico de las drogas concomitantes, la dosis, las caracteristicas del paciente y la patologia a tratar. Una

interaccién clinica significativa puede anticiparse evitando las consecuencias adversas.
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Tabla 3.-Firmaces que interactdan con ia éiclosporina

Aumentan niveles de CsA Disminuyen niveles de CsA Incrementan nefrotoxicidad
Metoclopramida Fenitoina Ketoconazol
Cisaprida Fenobarbital ' Ttraconazol
Cimetidina Carbamazepina Miconazol
Famotidina Primidona Fluconazol
Omeprazol Rifampicina Ciprofloxacina
Eritromicina Sulfadimidina Aminoglucésidos
- Claritromicina Nafcilina Anfotericina B
Verapamil _ Antiinflamatorios no esteroideos
Diltiazem Trimetoprim/sulfametoxazol
Ketoconazol Aciclovir
Itraconazol Colchicina -
Miconazol Alopurinol
Fluconazol
Metilprednisolona
Alopurinol
Amiodarona
. Danazol
Metiltestosterona

EFECTOS ADVERSOS Y TOXICIDAD

Se han repbi‘tado diversas reacciones adversas y de toxicidad asociadas con el uso de la CsA, -entre las que -
- destacan Ja nefrotoxicidad y la hipertension arterial. En los pacientes coﬁ trasplante renal, o algin padecimiento
que involucre el rifién (el lupus eritematoso sistémico, la diabetes mellitus, el sindrome nefrético, efc) y estos
e;‘ectos adversos deben ser vigilados estrechiamente ya que la CsA puede aumentar ¢l dafio rem;l previo.

Los efectos renales de la CsA se pueden dividir en cambios funcionales o -cstructurales ya sea a nivel tubular o
vascular [55]. La tubulopatia por CsA responde bien al disminuir la dosis,- sin embargo, la afeccién vascﬁlar'puedé
producir una fibrosis intersticial irreversible que no se distingue del dafio ocasionado por el rechazo crénico al
injerto u otras condiciones que produzcan una arterioclopatia renal, La manifestacién mas frecuente es el incremento
asirtomdtico de las cifras de creatinina _séri‘cé._“También se puede presentar hiperkalemia, acidosis metabolica
\hiperc!orémica, hipomagnesemia, hiperuricemia e hipocalcémia, entre otros. La heﬁ'dpatia 6r6nica'por 'CsAE puede
115\78!' a una insuficiencia renal crénica terminal, incluso en pacientes que han recibido:dosis bajas del medicamento

~ para problemas &énhatélégicos,'como la psoriasis y también se ha documentado hasta en 7% de los pacientes con
- " trasplante de corazon que reciben CsA poi" largo plazo [56-58]. Se ha propuesto que la nefrotoxicidad de la CsA se
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debe a las siguientes causas: inhibicién de la calcineurina, inhibicion de la glicoproteina P en las células tubulares
proximales, generacién de radicales libres de oxigeno que inducen peroxidacion de lipidos y dafio celular, aumento
en la produccion de TGF-B y a la liberacién de endotelina-1 [19, 59-62].

La administracién de la CsA puede inhibir la actividad de la lipasa hepética y puede contribuir a incrementar la
concentracién de lipidos en pacientes con trasplante renal y cardiaco, la CsA tiene un efecto pro-oxidante en las
lipoproteinas de baja densidad y aumenta su afinidad por los macréfagos, de manera que contribuye a la
formaci6n de ateroesclerosis acelerada. Avin no se aclara lo que sucede con los pacientes con sindrome nefrético,
que cursan con un aumento de las concentraciones de lipidos en sangre por su propia enfermedad, atn antes del
uso de la CsA [63, 64)].

Los efectos adversos no renales mds frecuentes son la hipertricosis, la hiperplasia gingival, el temblor fino de
manos y la hipertensién arterial. El hirsutismo representa un problema grave principalmente en nifias
adolescentes. La incidencia de hiperplasia gingival es mayor en los pacientes que reciben bloqueadores de canales
de calcio o fenitoina y puede retrasar el brote de los dientes permanentes en los nifios [65, 66]. También pueden
presentarse fatiga, cefalea y hepatotoxicidad que se caracteriza por la elevacion de las cifras de bilirrrubina y
transaminasas y generalmente se resuelve al disminuir la dosis de CsA. Puede también producir neurotoxicidad,
y las manifestaciones incluyen cefalea, temblor fino de manos, ceguera, afasia y crisis convulsivas que ceden al
disminuir la dosis [67, 68]. En menos de un 2% de los pacientes tratados con CsA se han repostado reacciones
alérgicas, anemia, leucopenia, trombocitopenia, conjuntivitis, hiperglicemia, acné, diarrea, nauseas y sindrome

hemolitico urémico [28, 69, 70].

MONITOREO TERAPEUTICO

El monitoreo terapéutico proporciona informacion 1til sobre el esquema de dosificacién y la posibilidad
de toxicidad. Se recomienda realizar monitoreo de los medicamentos con ventana terapéutica estrecha, esto es
cuando los niveles téxicos son cercanos a la concentracién que ejerce el efecto terapéutico, medicamentos con
gran variabilidad intra e interindividual, presencia de otros factores que puedan interactuar con la farmacocinética
o farmacodinamica del medicamento, falla terapéutica a las dosis habituales y cuando se desea vigilar la
adherencia terapéutica [71]. La CsA cumple con todos los requisitos para ser un firmaco que requiere monitoreo
terapéutico. El método de monitoreo que maés se utiliza en la prictica clinica es la determinacién de la
concentracién minima (C,,,,) también conocida como niveles en valle, valor pre-dosis y en inglés “trough levels”,
para 1o cual la muestra debe ser tomada durante la hora previa a la siguiente dosis [72, 73] pero también se han
propuesto ¢l monitoreo con la concentracién pico (Cp,,) y €l drea bajo la curva de la concentracion plasmatica
contra tiempo, esta Gltima es dificil de realizar de forma rutinaria {71, 74, 75]. Para interpretar en forma adecuada

una determinacion sanguinea de CsA se deben conocer las condiciones de la toma de la muestra, el método
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analitico por el cual se procesd, el fégir_nen de dosificacion que recibe el paciente (si recibe el medicamento cada
8 6 cada 12 horas), la terapia concomitante, y' el estado clinico actual [34, 76, 77). '

Existen muchos estudios en la literatura que intentan relacionar concentraciones en valle bajas con la presencia
de rechazo agudo y concentraciones altas con nefrotoxicidad sin embargo algunos autores no han encontrado esta
relacidn y en algunos pacientes se describen concentraciones bajas y nefrotoxicidad [78-85], esto se ha atribuido

a la gran variabilidad en la biodisponibilidad de 1a CsA y se espera superar con la nueva formulacion [86],

~ especificamente en el caso de trasplantes renales pediatricos hay que considerar que los nifios presentan mayor

frecuencia de rechazo irreversible del injerto, particularmente los receptores menores de cinco afios [87-89] y
debido a una mayor depuracién de la CsA los pacientes pediatricos requieren de una mayor cantidad de CsA en
mg/kg para obtener valores en valie similares a los adultos [25, 53, 76, 90, 91].

Se ha encontrado que las dosis bajas de CsA a 36 meses post-trasplante se asocian con rechazos tardios y pérdidas
del injerto [92] por lo que en los nifios se suele ajustar la dosis de CsA para mantener niveies en vaile en rango
terapéutico siempre [93, 94). |

Se debe tener en cuenta que la eficacia inmunosupresora de la CsA puede variar de un individuo a otro e incluso
dentro de un mismo individuo, y esto no se detecta con las cohcentraciones sanguineas. Lo ideal setia tener un
sistgmé que permita vigilar tanto los niveles sanguineos como el grado de inmunosupresion ae un individuo con

el fin de prevenir ¢l rechazo del injerto, sin exponerlo a infecciones y de esta manera hacer una correlacién

* farmacocinética-farmacodinamia [95].

Métedos de determinacién de ciclosporina _ 4 .

Existen diversos métodos para determinar ciclosporina, algunos miden el compuesto original,. otros tienen
interferencias con los metabolitos. ' ' - ' )

El consenso internacional recomienda que la dctérminacién de CsA se realice en sangre total ya que tiene una
gran afinidad por los eritrocitos y cambios en el hematéerito pueden 9Itcrar la determinacién 'en suero, debe
utilizarse EDTA como anticoagulante ya que otros anticoagulantes pueden interferir con la lectura [96], él método
analitiéo debe ser especifico para el compuesto original, la muestra debe ser ‘tomada por puncion de una vena

periférica y no de catéter venoso central o puncién capilar y se prefieren los métodos que determinan el

‘compucsto original. Para ei monitoreo de las concentraciones e valle 1a muestra de sangre se debe tomar dentro

de la hora previa a la siguiente dosis y anotarse la hora de la Gltima administracién. Para validar y mantener la

calidad del método de determinacion de CsA se sugiere realizar un control externo con regularidad [34]. Se ha

reportado-un ritmo circadiano en la farmacocinética de 1a CsA y lag concentraciones en- valle vespertinas son

" menores que las matutinas [97]. A continuacién se mencionan los diferentes méfbdos para determinacién de

ciclosporina:
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Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Es el primer método que se desarrollé para la determinacion de CsA y es el esténdar de referencia contra
el cual los demas métodos son evaluados. Si bien algunos centros lo utilizan para monitoreo clinico de
rutina, !a mayoria de los laboratorios han adoptado otros métodos més baratos. Puede determinar el
farmaco original y sus metabolitos, tiene una sensibilidad de 20 a 40 pg/L, requiere un volumen de

muestra de 1mL [77, 98).

Radicinmunoandlisis no especifico

El radicinmunoandlisis no especifico (NS-Pab-3H RIA) con anticuerpos policlonales tritiados no
especificos, desarrollado por Sandoz, fue el método analitico més utilizado en la prictica clinica en los
80’s hasta que se hizo evidente que tenia alta reactividad cruzada con los metabolitos de CsA, por lo
que se sustituyé por un RIA con dos anticuerpos monoclonales para CsA, uno d¢ los cuales es altamente
especifico para el compuesto original (‘Sandimmun ® -kit’). Los valores obtenidos por RIA son de 3.5
a 5 veces mayores que los de HPLC en sangre total. Se prefiere el marcador con 1251 ya que tiene menos

reactividad cruzada. Requiere volimenes de muestra pequefios de 10 pL [77, 99].

Radioinmunoandlisis especifico

En forma paralela a los RIAs no especificos se desarrollé un RIA especifico que utiliza el mismo
anticuerpo monoclonal marcado con "I, técnicamente mas simple y permite correr un mayor nimero
de muestras en menos tiempo (CYCLO-trac®, Incstar Corp.). Se correlaciona bien con los valores

obtenidos por HPLC, siendo 10-30% mayores [79, 100].

Inmunoandlisis de fluorescencia polarizada no especifico

Utiliza un anticuerpo policlonal no especifico del conejo, marcado con fluoresceina. Requiere un
analizador automaético {TDx, Abbott) con la ventaja de que no se necesitan técnicos expertos y permite
correr 60 muestras en 2 horas. Cuando se compara con HPLC se correlaciona poco debido a la
reactividad cruzada con los metabolitos, tiende a sobreestimar las concentraciones de CsA. Utiliza

muestras de suero y requiere un volumen de muestra de 500 uL [77).

Inmunoandlisis de fluorescencia polarizada especifico.

Se conoce como TDx-FPIA y utiliza un anticuerpo monoclonal para uso en ¢l analizador TDx Abbott.
Tiene buena sensibilidad, con limite de deteccién de 25ug/L en sangre total. Tiene menor reactividad
cruzada con los metabolitos de la CsA (2-8%) y los valores obtenidos son hasta 30% mayores que con
HPLC. De todos los métodos para la determinacion de CsA es el que ha demostrado tener mayor
reproducibilidad dentro un mismo laboratorio y entre varios laboratorios Requiere un volumen de

muestra de 150 puL [77, 101].
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-4 2.- La biodisponibilidad de la CsA se modiﬁéa-durantq el estado nefrbtico -

- 6.- Técnica de inmunoensayo enzimdtico multiplicado.

También conocida como EMIT, esta técnica es especifica para ciclosporina y utiliza anticuerpos
monoclonales de ratén, se corre en un analizador CobasMira (Roche), es un método sencillo que
permite correr 40 muestras en una hora. Se correlaciona bien con HPLC y no tiene reactividad cruzada
con los metabolitos AM1 AMI9 y AM4N. Esfa técnica es el inmunoensayo mas especifico hasta el
momento, fécil de realizar y con la ventaja de que no se requieren radioisétopos. Una limitacion es que
el mayor estandar de calibracién es de 500 pug/L y si se requiere medir niveles mayores se requiere diluir
la muestra [79, 101-103].

JUSTIFICACION

La ciclosporina es un medicamento inmuosupresor que en la préctica nefrologica se emplea en el
tratamiento de pacientes con trasplante renal y en pacientes con sindrome nefrético. Sin embargo, su monitoreo
es dificil ya que muestra una gran variabilidad farmacocinética intra e interpacientes, mas afin tratdndose de
pacientes peditricos. Existe poca informacién de la farmacocinética en los nifios y los niveles terapéuticos que
se utilizan en la practica clim’ca. son extrapolados de la poblaci6n adulta.

- Ha salido al mercado uné nueva formulacién que mejora la absorcidn intestinal en los adultos, se requieren
estudios en pacientes pediétricos para optimizar su uso. También seria de gran utilidad conocer el
~ comportamiento farmacocinético de la ciclosporina en pacientes con sindrome nefrético durante las fases-de

recaida y de remision para optimizar el esquema de desificacion.

- OBJETIVOS

1.-Determinar las diferencias en los pardmetros farmacocipéticos entre la ciclosporina tradicional y la
neoral en pacientes pediéfricos con insuficiencia renal crénica terminal en programa de diélisis

peritoneal continua ambulatoria, en espera de trasplante renal. )
2.-Conocer las diferencias farmacocinéticas que se dan en pacientes con sindrome nefrético tratados
con ciclosporina en periodos de recaida y remisién. '

3.- Establecer los tiempes 6ptimos de muestreo de ciclosporina en pacientes pedidtricos.

HIPOTESIS GENERALES
1.-La ciclosporina neoral tiene una mayor biodisponibilidad relativa que Jla ciclosporina tradicional en
_ pacie;ites' pediatricos ¢on insuficiencia renal crénica terminal. '

- 3.-El modelo de muestreo limitado que considera dos puntos de muestreo de CsA a las 2 y 12-horas

permite estimar en forma confiable el ABC de CsA en paciemtes peditricos.
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Para el desarrollo de este proyecto se consideraron tres estudios:

» Estudio 1.
Biodisponibilidad comparativa de la ciclosporina tradicional versus ciclosporina en microemulsién en

pacientes pedidtricos con insuficiencia renal croénica terminal.

¢ Estudio 2.

Farmacocinética de ciclosporina en el sindrome nefrético

«  Estudio 3.

Establecimiento de los tiempos Optimos de muestreo para la CsA

En cada estudio se incluyen los antecedentes, el material y los métodos, los resultados y la discusién particular.
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ESTUDIO 1.

BI10DISPONIBILIDAD COMPARATIVA DE LA CICLOSPORINA TRADICIONAL
VERSUS CICLOSPORINA EN MICROEMULSION EN PACIENTES PEDIATRICOS

CON INSUFICIENCIA RENAL CRONICA TERMINAL

ANTECEDENTES

La formulacién estandar de la CsA ya sea en solucion oleosa 6 en cdpsulas de gelatina blanda
(Sandimmun, Sandoz; SAN) se¢ caracteriza por una absorcién pobre e impredecible [1-3]. Esto se debe a que
después de la administracién oral se forma una mezcla de gotas de aceite con agua al entrar en contacto con los
fluidos gastrointestinales. Se requiere la emulsificacion por sales biliares para la absorcién lo que hace que
dependa del tipo de alimentos, flujo de bilis y motilidad gastrointestinal. La biodisponibilidad oral varia entre 20
y 60% y se incrementa con la administracién a largo plazo en pacientes con trasplante renal [4] lo cual dificulta
la vigilancia de la terapia inmunosupresora después del trasplante y f;xplica la mala correlacion entre los niveles
en valle y la evolucién que se describe en varios estudios.

La formulacion de CsA en microemulsion (Neoral, Sandoz; NEO) fue desarrollada para superar los problemas de
la formulacién estandar y tiene propiedades autoemulsificantes. Para su fabricacion se emplea la misma molécula
activa de CsA que en la formulacién estindar pero se dispersa en una mezcla de propilenglicol (solvente
hidrofilico), aceite de maiz, mono, di y triclicéridos (solvente lipofilico), aceite de castor hidrogenado polioxil-
40 (tensoactivo) y DL-Tocoferol como antioxidante. Al mezclarse en un fluido acuoso se forman micelas de
menos de 100 nm que se absorben en ¢l intestino delgado sin requerir la presencia de bilis [5]. Estudios en adultos
con trasplante renal han mostrado que la biodisponibilidad de NEO es de 5-64% mayor que SAN [6, 7]. En la
Tabla 1.1. se mencionan las principales diferencias farmacocinéticas de la formulacién en microemulsion
comparada con la tradicional, entre las que destacan una mayor C,,, mayor ABC, mejor correlacion entre los
niveles en valle y ABC ([8, 9] y menor influencia de los alimentos y sales biliares en la absorcion intestinal [10].
Por estas razones, el Grupo Pediatrico de Estudio de Neoral recomendé que los pacientes pediatricos recibieran la

nueva formulacion aunque subrayan que es escasa la informacion de Neoral en esta poblacién en particular [11].
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Tabla 1.1.- Principales caracteristicas farmacocinéticas de la ciclosporina en microemulsion (NEORAL)
comparada con la formulacioén tradicional (SANDIMMUN) |

* Incremento en la concentracion mdxima (C,.)y en el drea bajo la curva de concentracion
plasmdtica contra tiempo (ABC)

* Disminucionenlat,,,

* Disminucidn en la variabilidad intra e inter-individual de los pardmetros farmacocinéticos
* Mejor carrelacion entre la dosis y el ABC

* Mejor correlacion entre la C,,;, y ¢l ABC

* Menor influencia de los alimentos y secrecién biliar en la absorcion intestinal

Los pacientes pediatricos requieren mayor dosis de CsA en mg/kg que los adultos para alcanzar niveles
sanguineos similares, ademas de que la absorcién muestra una mayor variabilidad en nifios que en los adultos [3,
12-14}. Enla practica clinica con los pacientes pediatricos se substituye NEQ por SAN en una relacién 1:1 a pesar
"~ de que la eficacia y seguridad de la nueva formulacion en ¢sta poblacion particular no se ha documentado en

~ forma adecuada 3, 15, 16).

OBJETIVO

Determinar las diferencias de los pardmetros farmacocinéticos entre la ciclosporina tradicional y la
ciclosporina neoral en pacientes pedidtricos con insuficiencia renal crénica terminal (IRCT) en programa de

dialisis peritoneal continua ambulatoria en espera de trasplante renal.

HIPOTESIS

La ciclosporina n¢oral tiene una mayor biodisponibilidad relativa que la. ciclosporina tradicional en

pacientes pediatricos con IRCT.

MATERIAL Y METODOS

Criterios de inclusién o
» Pacientes pedigtricos de 5 2 15 afios de edad con IRCT en programa de diélisis peritoneal, en espera de
trasplante tenal, ' o ‘
*Aceptaclén por escnto para participar en el estudio

Criterios de exclusion C : .
* Pacientes con hepatopauas (hepatitis, clstmosns, cm'osls hepétlca)
+ Pacientes con lupus erifematoso sistémico
* Pacientes que ‘Tecibian medncamentos que pudieran alterar los niveles de ciclosporina [17]
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Criterios de eliminacién
»Deseo voluntario de abandonar el estudio
*» Trasplante renal
* Presencia de algun efecto adverso (ver efectos adversos)

Los pacientes estaban siendo estudiados para un trasplante renal de donador vivo relacionado 6 en lista de espera
para un trasplante de donador cadavérico, por lo que eventualmente recibirian CsA después de! trasplante. El
estudio no se realizé en pacientes con trasplante renal por las implicaciones éticas ya que la CsA tenia que
suspenderse durante un mes en el periodo de lavado y se expondria a los pacientes a presentar rechazo agudo del
njerto renal.

Tomando en cuenta la informacién sobre la variabilidad en la biodisponibilidad de la CsA SAN [7] y
considerando que en nifios la biodisponibilidad de la CsA NEO parece incrementarse por lo menos 50% [3, 16]
se calculé un tamafio de muestra de por lo menos 8 pacientes con un poder de 80% y o de 0.05.

Se realizo un estudio experimental, aleatorizado, cruzado y doble ciego. Los pacientes ingresaron a la Sala de
Nefrologia del Hospital Infantil de México “Federico Gomez” y recibieron cinco dosis de CsA (2.5 mg/kg/dosis)
ya sea de SAN o NEO cada 12 horas. Lo anterior debido a que se ha reportado una vida media de CsA en nifios
de 7 a 10 horas [3, 6] y se deseaba realizar el estudio farmacocinético en el estado estacionario.

Después de la administracién de la quinta dosis se canaliz6 una vena periférica y se tomaron muestras de sangre
en los siguientes tiempos: 0, 0.25, 0.5, 0.75,1, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas. Después de un mes de lavado los pacientes
recibieron cinco dosis ya sea de SAN o NEO para completar el estudio cruzado. Después de la quinta dosis del
segundo curso de CsA se tomaron muestras de sangre como se explicé anteriormente. SAN y NEO se disolvieron
en jugo de naranja antes de su administracién y los pacientes recibieron una charola de comida 30 minutos
después. Los nifios fueron intemados durante la administracién de CsA y la realizacion del estudio
farmacocinético y se egresaron durante el periodo de lavado.

La determinacién de la concentracién de CsA en suero se realizé utilizando anticuerpos monoclonales especificos
con un analizador TDx Abbott. Se construyeron curvas de concentracién plasmadtica contra tiempo para cada
paciente con cada formulacion. Las concentraciones maximas (C,) ¥ €l tiempo en alcanzar las concentraciones
méximas (t_,,) se tomaron directamente de estos graficos. El 4rea bajo la curva de concentracion plasmatica vs
tiempo (ABC) se calculé con el método de los trapezoides. La vida media se obtuvo con una regresién log-lineal

de 1a fase terminal de la caida de la concentracién

Analisis estadistico.
Con el fin de verificar que el estudio se realizé en el estado estacionario para las dos formulaciones los niveles a

las 0 y 12 horas se compararon con la prueba t de Student pareada.
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Se realiz6 un andlisis de bioequivalencia comparando los valores de C,,, y ABC para SAN y NEO con ayuda del

programa Biopak (SCI Software, Lexington, KY). De acuerdo con el criterio intémacionalmente aceptado se
consideré que las dos formulaciones eran bioequivalentes cuando la relacién ABC*"/ABC " y C_,,"/C ., *°
estuvieran entre 0.8 y 1.25 [18, 19].

Los valores de vida media obtenidos con SAN y NEO se compararon con la prueba t de Student pareada. La
variabilidad interindividual en la farmacocinética de CsA para cada formulacién se obtuvo calculando los
coeficientes de variacién para Cg,,, tn.. ABC y vida media. Los niveles en valle obtenidos con las dos

formulaciones también se compararon con la prueba t de Student pareada.

RESULTADOS

Se incluyeron 12 pacientes en el estudio, todos recibian eritropoyetina, calcitriol, carbonate de calcio y
multivitaminas de acuerdo a sus requerimientos individuales. Ei estudio se llevé a cabo siguiendo las
recomendaciones de la Declaracion de Helsinki y fue aprobado por el Comité de Investigacién del Hospital
Infantil de México Federico Gémez. Dos pacientes fueron excluidos, uno porque recibié un trasplante renal y otro
por unﬁ desvia'ciéﬁ del protocolo. El estudio se llev6 a cabo en 10 pacientes. Los datos demogréficos y clinicos

asi como la secuencia en que las formulaciones de CsA fueron administradas se muestra en la tabla 1.2. Ningin

. paciente presenté efectos adversos a la CsA en sus dos formulaciones durante el periodo de estudio.

Tabla 1.2. Datos demogniﬁcos y clinicos de diez paclentes con IRCT que recxbleron CsA como (SAN) o

(NEO) de acuerdo a ui disefio cruzado aleatonzado

, Peso | Hematocrito | 'fiempoen N
Saujeto Sexo Edad (afios) |. Secuencia
: ke) (g/dL) didlisis (meses)

[ —F 7] 330 2738 5] NEOSAN

2 M 8 1212 743 3 NEO/SAN

3 F i0 240 304 7 SAN/NEO |

4 M 5 157 358 5 SAN/NEO |

5 M 1 295 356 2 "NEO/SAN |

3 F 5 128 - 28.1 T NEO/SAN

- 7 F 13 500 340 g ~SAN/NEO

. 3 F 15 ‘ 435 276 1 SAN/RED )

K] M B T T 16 | SANNEO | )

10 M 14 610 329 7 | SANANEC
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El promedio (+ ES) de las concentraciones séricas de CsA que se observaron después de la administracion de las
formulaciones SAN y NEO en estado estacionario se muestran en la figura LA, Los parametros farmacocinéticos
se ven en la tabla 1.3. El ABC fue 90% mayor con la formulacion NEO que con la formulaciéon SAN mientras que
la C,,, se incrementé 130%. Los valores de t,,,, ¥ vida media fueron similares con ambas formulaciones.

En la figura I.A se muestra la curva de concentracién plamitica vs tiempo de diez pacientés con IRCT después
de recibir cinco dosis de CsA 2.5 mg/kg cada 12h, administrada como SAN (@) o0 NEO (O). Los datos se muestran

como promedio = error estandar.

Tabla 1.3.- Parametros farmacocinéticos en estado estacionario de CsA observados en diez nifios con IRCT

después de la administracién de dos formulaciones orales: Sandimmun (SAN) y Neoral (NEO).

Co: ez ABC Vida media
Sujeto SAN NEO SAN NEO SAN NEO SAN NEO
1 235 587 2 2 2071.8 | 43069 11.6 9.9
2 121 659 4 2 18039 | 24759 2.1 8.6
3 211 630 2 1 2084.1 | 6311.9 12.3 0.1
4 160 276 2 4 2025.8 | 2039.1 8.7 14.5
5 263 102 2 1 1487.5 | 34855 6.1 9.4
6 64 145 2 2 590.6 749.4 9.2 19.8
7 134 473 2 2 509.8 1155.6 143 84
8 307 467 2 1 800.6 1743.6 g8 128
9 218 T2 2 2 1806.5 | 27458 10.1 84
10 275 469 2 2 9025 | 22615 1.4 12.1
Promedio | 198.8 | 452.0¢ 22 19™ | 14083 [ 27275* | 102 Mma™ |
ESM 244 67.4 0.2 0.3 202.8 516.6 0.7 1.1
cv 387 47.2 28.7 46.1 455 59.9 226 316

*Indica una diferencia estadisticamente significativa con respecto a SAN (p< 0.01), prueba t de Student pareada. Yariacion mayor de 20%
determinada con el andlisis de bioequivalencia utilizando el paguete de computo Biopak.
s No hay diferencia estadisticamente significativa con respecto a SAN (p>0.05)

No se encontraron diferencias significativas en los valores de CsA a las 0 y 12 horas (Tabla 1.4), indicando que
se habia alcanzado estado estacionario despiiés de cinco dosis tanto de SAN como NEO administradas cada 12

horas.
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Figura I.A.- Curva de concentracion plasmatica vs tiempo en diez pacientes con IRCT después
de recibir cinco dosis de CsA 2.5 mg/kg cada 12 h, administrada como SAN (@) o NEO (0).

Tabla 1.4.-Niveles en valle en estado estacionario observados antes de ]a administracion de CsA 2.5 mg/kg

y 12 heras después en 10 pacientes con IRCT.

SAN _ NEO
Sujete ® 13 T izh
1 134 ® i3 102
7 % 75 7 35
3 34 T so 4'9
3 7 8 75 r;
i &) 7] i i
5 &5 T i i3
7 3 51 78 103
5 3 5 7 e
5 7 & e 67
) 5% 57 &3 73
~Fromedio 543 R9° 10 AT
B Y73 g0 1238 1519
S 2 LY 614 781

* No hay diferencia estadisticamente significativa con SAN {p=0.15)
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Se compard la biodisponibilidad con SAN y NEO mediante un analisis de bicequivalencia utilizando el programa
de computo Biopak. Los resultados muestran que la probabilidad de que la relacién ABC */ABC™ y
C ™ /Cooa ™ & encuentre por debajo del limite de bioequivalencia de 0.8 es altamente significativa (p <0.01).
No hubo diferencia significativa entre los periodos de muestreo ni en su secuencia es decir SAN-NEO 6 NEO-
SAN.

La variabilidad interindividual de los pardmetros farmacocinéticos (ABC, Cppe tnax ¥ Vida media) fue calculada

de la siguiente manera:
Coeficiente de variacion (CV) = desviacién estindar x 100/ promedio

Como se puede ver en la Tabla 1.3, los coeficientes de variacién son mayores con la formulacion NEO para Cono
t.... ABC y vida media. Esto también se observé para las concentraciones de CsA en suero alas 0y 12 horas

(Tabla 1.4).

DISCUSION

Nuestros resultados indican que en nifios con IRCT los valores del ABC y la C,, que se alcanzan con la
formulacién NEO son 90 y 130% mayores respectivamente que los que se observan con SAN. En los pacientes
estudiados SAN y NEO no se compertaron como formulaciones bioequivalentes. Estos hallazgos coinciden con
lo reportado por Kabasakul y col. en nifios pequefios con trasplante renal [16], aunque el estudio de estos autores
no se realiz6 con un disefio cruzado. La diferencia en la biodisponibilidad de las formulaciones SAN y NEOQ
parece ser mayor en nifios que en adultos. Se ha propuesto que esta mejoria en la biodisponibilidad con NEO
puede llevar a una reduccion en la dosis sin embargo no se han resuelto muchas preguntas con respecto a su uso
a largo plazo [7, 20].

No se observé una reduccién en la variabilidad interindividual con la nueva formulacién como se ha mencionado
en la literatura [3], sin embargo hay que considerar que €l estudio no se llevé a cabo en pacientes con trasplante
renal y el medio urémico pudo ser responsable de que no se encontrara una menor variabilidad interindividual.
Los coeficientes de variacion para Cy,,, ABC, t..., y vida media fueron menores con SAN (Tabla 1.3).

A pesar de las grandes diferencias encontradas en el ABC y C,,,, entre las formulaciones SAN y NEO los niveles
en valle fueron similares con ambas formulaciones. Esto ha sido observado por otros autores tanto en nifios como
en adultos [16]. No se sabe si el aumento en la C,,, que se observa con NEO ocasiona una mejor
inmunosupresion o si por el contrario incrementa el riesgo de toxicidad [21-23]. En la practica clinica se suele
realizar la vigilancia terapéutica de la CsA con los niveles en valle [5, 12, 13, 24], algunos autores han criticado
este método de monitoreo debido a que los niveles en valle no reflejan la exposicién total al medicamento [15,

25-32). Si unicamente se considera la informacién proporcionada por los niveles en valle, SAN puede ser
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sustituida por NEO en una relacién 1:1, sin embargo si se considera el ABC una sustituciéon 1:1 no es
recomendable. |

Los resultados del presente estudio muestran que en nifios con IRCT la formulacién NEO no parece ser mejor
que la formulacién SAN desde el punto de vista farmacocinético ya que variabilidad interindividual no se redujo
y aun no se ha esclarecido si los grandes picos en la concentracién de la CsA mejoran la respuesta terapéutica o
incrementan 1a toxicidad. Considerando la informaci6n disponible en el momento actual no se recomienda una
sustitucion de SAN por NEO }:1.

Es necesario ampliar la informacion sobre la eficacia y seguridad de NEO en la poblacién pedidtrica asi como
sobre la estrategia de monitoreo terapéutico més adecuada antes de que un patrén claro de sustitucién pueda ser

establecido,
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ESTUDIO IL

FARMACOCINETICA DE LA CICLOSPORINA EN EL SINDROME NEFROTICO

ANTECEDENTES

Sindrome Nefrético en Niiios

E! sindrome nefrético (SN) se caracteriza por la presencia de edema, proteinuria, hipoalbuminemia ¢
hipercolesterolemia. Se desconoce la etiologfa del SN, el cual puede ser primario o idiopatico (SNI) o secundario
a enfermedades sistémicas con afeccion renal [1]. La literatura se refiere al SN con diferentes denominaciones
que causan confusién debido a que se utilizan como sinénimos y que dependen del enfoque clinico de cada autor.
Cuando se observan las lesiones histopatolégicas se hace referencia a la nefrosis lipoidea, sindrome nefrético de
cambios minimos o esclerosis segmentaria y focal, entre otras lesiones. De acuerdo con la respuesta a los
corticosteroides se clasifica como sindrome nefrético corticorresistente, corticosensible o corticodependiente.
Cuando se considera la edad al momento de la presentacioén se denomina SN de la nifiez, SN del primer afio de
la vida 0 SN congénito. La mayoria de los nifios con SN presentan lesiones glomerulares minimas (LGM) en la
biopsia renal, aunque también se presentan lesiones diferentes, tales como proliferacion mesangial difusa (PMD),
hialinosis segmentaria y focal (HSF), glomerulonefritis membranoproliferativa (MPGN), giomerulonefritis
membranosa o extramembranosa (EM), etc. (Cuadro II.1) [2). El SN también puede ser secundario a
enfermedades sistémicas con involucracién renal como el lupus eritematoso sistémico, la pirpura de Henoch-
Schénlein, la sifilis congénita, la hepatitis B, la enfermedad asociada al HIV/SIDA, también se puede observar
asociado al tratamiento con antiinflamatorios no esteroideos, o bien en pacientes con linfoma o reacciones

alérgicas, etc. (Cuadro 11.2) [3].

Cuadro II. 1.- Enfermedades glomerulares primarias asociadas con sfndrome nefrético
» Lesiones glomerulares minimas
» Glomeruloesclerosis focal y segmentaria
* Proliferacion mesangial
s Glomerulonefritis membranoproliferativa Tipo 1, Il y Il
» Glomerulonefritis membranosa
« Glomerulonefritis endo y extracapilar focal o difusa

Cuadro IL. 2.- Causas de sindrome nefrético secundario.

s Infecciosas
a) Bacterias.
Glomerulonefritis post-estreptococcica, nefritis por derivacion ventriculo-peritoneal o ventriculo-atrial,
lepra, sifilis, infeccidn por Mycoplasma, tuberculosis.
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b} Virus.
Hepatitis B, Hepatitis C, Citomegalovirus, Epstein-Barr virus, Herpes zozter, virus de
inmunodeficiencia humana.
¢) Pretozoarios.
Malaria, toxoplasmosis
d) Helmintos.
Esquistosomiasis, tripanosomiasis, filariasis

* Drogas
Mercurio organico, inorganico y elemental
~ Sales de oro
Penicilamina
Probenecid
Rifampicina
Captopril
Analgésicos antiinflamatorios no esteroideos
Heroina
Litio
Interferén alfa
Medios de contraste

» Alergenos, venenos, inmunizaciones
Picadura de abeja
Veneno de serpiente
Hiedra venenosa -
Antitoxinas
Toxoide tetinico 7
Vacuna difteria, tosferina y tétanos (DPT)

* Enfermedades multisistémicas

Lupus eritematoso sistémico

Enfermedad mixta de tejido conectivo

Dermatomiositis

Artritis reumatoide : =
‘Sindrome de Goodpasture

Purpura de Henoch-Schénlein

Vasculitis sistémica (incluyendo granulomatosis de Wegener)
Arteritis de Takayasu '

Sarcoidosis

Amiolidosis

* Enfermedades metabolicas y hereditarias
Diabetes melitus
Hipotiroidismo
Drepanocitosis
Sindrome ufia-rétula *
Enfermedad de Fabry
Sindrome de Alport
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Sindrome de Hurler

Sindrome nefrdtico congénito (Tipo finlandés)
Sindrome de Drash

Sindrome nefrdtico familiar

Sindrome de Jeune

Sindrome Galloway-Mowat

* Neoplasias
a) Tumores sélides (carcinoma y sarcoma).
Pulmoén, colon, estémago, mama, rifion, tiroides, ovario, melanoma, feocromocitoma, mesotelioma.
b) Leucemias y linfomas. |
Enfermedad de Hodgkin, linfoma, leucemia linfética crénica, macroglobulinema Waldenstrdm.

La mayoria de los pacientes pediatricos presentan el SN primario o idiopatico (SNI), con LGM y son
corticosensibles con pronéstico favorable a mediano y largo plazo, ya que llegan a la curacién sin dejar secuelas
renales. Ocasionalmente los pacientes con SN de lesiones glomerulares minimas progresan a uremia terminal o
fallecen por complicaciones tempranas, principalmente por infecciones intercurrentes o por insuficiencia renal

aguda [4].

EPIDEMIOLOGIA.

Se desconoce la incidencia del SNI en nuestro pais. En la literatura se estima la presentacién de 2a 7 x
105 nuevos casos anuales en niflos menores de 16 afios, mientras que la prevalencia es de 15 x 105 casos en
menores de 16 arios [5, 6].
En el Hospital Infantil de México Federico Gdmez registran de 35 a 40 nuevos casos anualmente, con un nmimero
acumulado de 427 pacientes en los ultimos 11 afios. Aproximadamente la mitad de los pacientes son de edad
preescolar, con prevalencia del sexo masculino en proporcién de 1:1.5. Alrededor de 85% de los nifios que reciben
tratamiento con prednisona o prednisolona son corticosensibles ya que al recibir el tratamiento desaparecen todos
los datos clinicos y de laboratorio que caracterizan al SN. El resto son corticorresistentes y no responden al
tratamiento con corticosteroides. La mayoria de pacientes corticorresistentes no presentan LGM en el estudio
histopatolégico renal, sino que las lesiones del parénquima son HSF, PMD o MPGN, y con menor frecuencia
(2%) de los pacientes tienen otro tipo de lesiones, como EM y GNEED. El Estudio Colaborativo Intemacional de
Enfermedades Renales en Nifios (ISKDC) [7] reporté que los nifios con sindrome nefrético presentaron lesiones
histopatoldgicas compatibles con cambios glomerulares minimos en 77%; HSF en 10%; MPGN en 5%; PMD en

3%; GNEED en 3% y EM en 2%.
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CLASIFICACION HISTOPATOLOGICA DEL SN.

Una de las contribuciones mds importantes de la biopsia renal ha sido identificar estas diferentes
‘enfermedades glomerulares v proporcionar ayuda para conocer el pronéstico y decidir el tratamiento. Existen
relativamente pocas lesiones histopatologicas que son las responsables de la mayoria de los casos de sindrome
nefrético, principalmente LGM, HSF, PMD y con menor frecuencia las diversas lesiones que aparecen en el
Cuadro IL.1. A diferencia de lo que sucede con los adultos en los pacientes pediatricos no se realiza la biopsia
renal en cuanto se diagnostica el SN, esto se debe a que la lesion histologica de cambios glomerulares minimos
es la més frecuente hasta en 80% de los casos. Por esto se da un tratamiento inicial con esteroides y si hay
corticodependencia, corticorresistencia o recaidas frecuentes se procede a realizar biopsia renal ya que puede
tratarse de una lesion renal compleja [8]. En el Cuadro II, 3 se mencionan algunas de las indicaciones de biopsia
renal en pacientes pediatricos con SN, entre las que destacan el deterioro en la funcién renal,

hipocomplementemia e historia de nefritis familiar.

Cuadro I1. 3.-Indicaciones 'de biopsia renal ¢h sindrome nefrético primario

Historia previa de enfermedad renal
 Historia de nefyitis familiar

Deterioro progresivo de la funcion renal

Retencion de azoados |

Hzpocomplémememia

Corticorresistencia

Corticodependencia

Recaidas frecuentes

El especimen dé biopsia renal se procesa para microscopia Optica, inmunofluorescencia y microscopia
electronica. Para la microscopia dptica se realizan las tinciones de hematoxilina y eosina, el acido periédico de

Schiff (PAS), la metenamina de piata y el tricrémico de Masson, en algunas ocasiones pueden requerirse otro tlpo

de tmclones como rojo Congo para detectar los depésitos de amiloide [8, 9].

Lesiones Glomerulares Minimas (LGM)

También conocido como SN de cambios minimos, enfermedad de cambios minimes y nefrosis lipoidea. Se refiere

'~ a la entidad clinicopatolégica que se asocia al SN con un cambio de configuracién especifico limitado a las
- células del epitelio visceral del glomérulo, Se caracteriza por glomérulos de apariéncia normal en la microscopia

deluz y sin depdsito de mmunoueactaptes en la mmunoﬂuomeencna, sm embargo en la mlcroscopla electrénica

se observa fusién de los ped:celos lo cual ocasiona que el lado urinario de la inembrana basal glomemlar se cubra |

por una capa homogénea de citoplasma de células epiteliales en vez de ser una compleja mterdlgltaclén de los

36




pedicelos de las células adyacentes. Con frecuencia se observa vacuolizacién como gotas de grasa y gotas hialinas
en el citoplasma de las células tubulares proximales, que corresponden la reabsorcién de lipidos y proteinas
respectivamente, y también aparece un discreto ensanchamiento ¢l espacio intersticial, relacionado con el edema
en este sitio. Ya que el diagnéstico de LGM depende de la ausencia de cambios en los glomérulos en la
microscopia de luz, es necesario que se preparen muchas secciones de cada especimen de biopsia para ser
examinado exhaustivamente.

El Estudio Internacional de Enfermedades Renales en Nifios (ISKDC) reporté que el SN con LGM es la causa
mas frecuente de SN en los nifios, 80% de las LGM se encontraron en menores de 6 afios, pero puede ocurtir a
cualquier edad. Aproximadamente 95% de ellos responden a la terapia con esteroides y también se han reportado
remisiones espontdneas. La progresion de LGM a insuficiencia renal crénica ocurre en menos de 1% de los
pacientes en quienes se reporté LGM. Se han informado casos de pacientes con recaidas frecuentes del SN en
donde las biopsias subsecuentes han encontrado glomeruloesclerosis focal y segmentaria. Esto puede ser
interpretado como una progresion de la enfermedad de LGM a glomeruloesclerosis focal y segmentatia o bien
que esta ultima entidad no se detecté en la biopsia inicial porque no aparecieron giomérulos afectados en la

muestra de tejido [10].

Glomeruloesclerosis Segmentaria Focal

También se conoce como hialinosis segmentaria focal (HSF), esclerosis focal o glomeruloesclerosis focal. Se
presenta tanto en el SN primario como en el secundario. Se define como la presencia de éreas localizadas de
esclerosis o solidificacién por depésitos de fibrina dentro del ovillo glomerular. La esclerosis ocurre con mayor
frecuencia en la periferia del ovillo y puede estar en la region hiliar. Los glomérulos no involucrados por lo
general tienen apariencia normal o pueden tener un incremento difuso en la celularidad o en el tamaiio, pero no
muestran lesiones inflamatorias segmentarias. Las reas esclerGticas con frecuencia contienen pequefias dreas
eosinofilicas hialinas en las asas capilares. Los tubulos muestran atrofia focal y fibrosis intersticial. En la
inmunofluorescencia se observa con frecuencia depositos de IgM y C3 en las 4reas de lesiébn segmentaria.
También puede haber depositos de Clqy C4 [11, 12].

El prondstico de los pacientes con SN y HSF en la biopsia renal estd determinado por la respuesta al tratamiento
con esteroides. Aquellos pacientes corticorresistentes o corticodependientes pueden evolucionar a insuficiencia
renal crénica. Aproximadamente 80% de los pacientes no responden a esteroides. Cameron ha reportado que 40-
60% de los pacientes desarrollan insuficiencia renal cronica en un periodo de 10 afios [13, 14]. También se ha
identificado un subgrupo de pacientes que evolucionan rapidamente a insuficiencia renal terminal, la lesién
glomerular y tiibulointersticial en estos nifios es muy grave y si la uremia se alcanzé en un tiempo menor de 2

afios existe un alto riesgo de recurrencia de la enfermedad en el rifién transplantado [10, 15-17].
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La lesion histoldgica de HSF puede presentarse en otras nefropatias secundarias con o sin sindrome nefrético,
tales como: la asociada a VIH, la nefropatia por heroina, la diabetes mellitus, el sindrome de Alport, ia
glucogenosis tipo I, el rechazo crénico del injerto renal, la preeclampsia, la nefropatia hipertensiva, ia nefropatia

del reflujo, 1a obesidad, entre otras [13].

Proliferacién Mesangial Difusa

Esta categoria de enfermedad renal es .clinicamente indistinguible del SN de LGM. Se caracteriza por un aumento
en el niimero de células del mesangio. En la inmunofluorescencia se encuentran con frecuencia depésitos de IgM
en el mesangio, en ocasiones también puede haber C3. En la microscopia electronica se aprecia fusion de los
pedicelos de las células epiteliales viscerales, pero en forma menos difusa que en la lesién de LGM. La mayoria
de los autores no consideran a esta entidad diferente del SN de LGM. Cuando hay proliferacién mesangial pura,

sin afecci6n del intersticio, la evolucion a largo plazo es similar al SN LGM [13, 18-20].

PRESENTACION CLINICA.

El diagnéstico de SN se basa en la presencia de edema, proteinuria (> 40 mg/h/m? SC) 6> 2.5 g/l en un
examen general de orina, hipercolesterolemia (=200 mg/dL) e hipoalbuminemia (< 2.5 mg/dL) (Cuadro 1II. 4).

Cuadro II. 4.- Hallazgos clinicos y de laboratorio para el diagnéstico del SNI

- Edema. .
Retcnc:on de hqmdos en el espacno intersticial 2 10% del peso corporal

Proteinuria masiva:
3.4 + con tiras reactivas, o;
22,5 g/l en una muestra aislada, o;
>40 mg/h/m? 8C, en coleccién urinaria de 12 horas, o; -
Relaci6n proteinas/creatinina en una muestra urinaria: > 200 mg/mmol.

Hipoalbuminemia:
<2.5 mg/dL

Hiperlipidemia:
Colesterol: > 200 mg/dL
Trigii_céridos: > 200'mg/dL

. Para que el edema se manifieste cllmcamente se requiere que eXlSta un aumento minimo. del peso corporal de

10%, a expensas de aumento de voiumen del espacio hquado intersticial por retenclén de sodao Yy agua.
La proteinuria es el signo cardinal ¥ requisito sine qua non para establecer el dlagnéstlcoi_de SN. En condicﬁones

normales la albimina se filtra en cantidades insignificantes a través de las membranas basales de los capilares
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glomerulares y se reabsorbe casi en su totalidad en los tibulos proximales. La minima fracciéon que no se
reabsorbe aparece en la orina acompaiiada de la proteina de Tamm-Horsfall, cuya produccién ocurre en los
tibulos renales y se elimina en la orina en escasa cantidad, apenas detectable con los métodos convencionales.
En cambio, en condiciones patolégicas la proteinuria es abundante y se detecta facilmente por medio de las tiras
reactivas colorimétricas marcadas con tetrabromofenol, que cambia progresivamente de coloracion (de amarillo
a verde y azul) en relacién a la cantidad de proteinas presentes en la orina; 6 por la determinacion de turbidez de
la orina con acido sulfosalicilico. En pacientes los con SNI se marcan 3 o 4 cruces por cualquiéra de éstos
métodos. Para una determinacion mas precisa se cuantifica la proteinuria en una muestra urinaria de 12 horas de
coleccién nocturna con el objeto de evitar confusién con la presencia de proteinuria ortostitica, que en algunas
personas puede ser un hallazgo normal, aunque poco frecuente y no implica la presencia de SN. La proteinuria
ortostitica desaparece después de iniciar la deambulacién, mientras que ésta es permanente en pacientes con SN.
Cuando se colecta la orina en la forma ya indicada, la excrecidn urinaria normal de proteinas es hasta 4 mg/h/m?
SC; entre 4 y 39 mg/h/m* SC se considera una proteinuria significativa y deberd descartarse algin problema renal,
mientras que cifras iguales 0 mayores de 40 mg/h/m* SC se consideran como proteinuria masiva, caracteristica
determinante del sindrome nefrético {21, 22].

La hipoalbuminemia generalmente es menor de 2.5 mg/dL, frecuentemente con concentraciones entre 0.5 y 1.0
mg/dL. La produccién de albamina se encuentra normal o elevada, por lo que se descarta que la sintesis de
albimina sea la causa de la hipoalbuminemia, sino que mas bien es secundaria a la pérdida renal de albiimina por
el aumento de la permeabilidad de la membrana basal glomerular.

La etiologia de la hipercolesterolemia no se conoce con precision, pero parece que se encuentra en relaciéon con
la mayor sintesis hepatica de albimina [3].

Como se mencion6 previamente, la mayoria de los pacientes presentan una buena respuesta a la administracién
de esteroides. Sin embargo, se presentan recaidas que pueden ser esporadicas o frecuentes. En el cuadro 11.5 se
mencionan las definiciones de uso corriente en la descripcion clinica de la enfermedad. Las recaidas se pueden
acompafiar de infecciones de poca gravedad, como resfriados, diarrea, etc., aunque ocasionalmente la infeccion
intercurrente es grave, como peritonitis primaria 6 septicemia. La remision del SNI ocurre en forma espontanea
al curarse la infeccién intercurrente, o bien después de un nuevo tratamiento con esteroides. La remision del
sindrome nefrético suele durar varios meses antes de presentarse una nueva recaida y en algunos casos
afortunados 1a remisi6n es permanente. La evolucion natural del padecimiento se caracteriza por la presentacion
de recaidas esporadicas, una o dos veces al afio, que ceden paulatinamente hasta la pre-adolescencia o la
adolescencia, durante la cual la remision se vuelve permanente conservindose normal la funcién renal y sin dejar

secuelas.
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Cuadro 11. 5. Definiciones Clinicas en el SNI

Remision completa:
Desaparicion del edema y reduccién de la proteinuria < 4 mg/h/m?* SC 6 proteinuria negativa o trazas
medida por tiras reactivas.

Remision parcial:
Persistencia de proteinuria con resolucién de la hipoalbuminemia (albimina sérica >2.5 mg/dL) y
desaparicién del edema.

Recalda:
Aumento en la proteinuria a > 40 mg/h/m* SC 6 > 2.5 g/L en examen general de orina, por mas de 3
dias consecutivos cuando el paciente ya se encontraba en remisién del sindrome nefrético.

Corticosensible:
La desaparicion de sintomas y datos de laboratorio que caracterizan al SN, principalmente la
negativizacién de la proteinuria y albimina sérica > 2.5 mg/dL.

Corticorresistente;
Persistencia de proteinuria > 40 mg/ m* SC / h 6 2.5 g/L en examen general de orina e hipoalbuminemia
(albumina sérica menor de 2.5 mg/dL) después de un mes de tratamiento con prednisona 60 mg/m’
SC/dia, seguido por un mes de prednisona 40 mg/m? SC/dias alternos.

Recaidas Frecuentes: _
La aparicién del SN en = 2 ocasiones en periodo de 6 meses.

Corticodependiente:
La aparicion de > 2 recaidas mientras se recibe el tratam1ento esterondeo o durante las 2 semanas
- después de la suspension del tratamiento.

FISIOPATOLOGIA.

El edema es fa manifestacion clinica mas sobresaliente del SN y constituye la razén principal paré
solicitar atencién médica. Inicialmente el edema es matutino y aparece en cara y parpados, luego serdistribuye en
las partes declives y se generaliza hasta liegar'.a la anasarca, manifestindose como derrame pleural, as'c;tis a
tension, hinchazén de miembros inferiores y edema escrotal. Tanto la ascitis como el derrame pleural pueden

interferir con la mecénica respiratoria cuando se acumula una cantidad importante [22].

" El edema es la acumulacion de liquides en el espacio intersticial, como resultado de una retencién renal de los

mismos por incremeitc ¢n la reebsorcidn tubular de agua y sodio en presencia de .hipovolemia’ La fisiopatogenia
inicial en la formacién del edema implica el aumento de Ja permeabilidad de la membrana basal glomerular la
cual en condlciones nonnales solamente permite el paso del agua y las moléculas de bajo peso molecular hacia
el ﬁll:tado glomcrular, tales como c]ectréhtos y glueosa, m:entras que no perrmte ¢l paso de las proteinas y otros
péptldos de mayor peso moiecular Al aumentar la pemleablhdad de 1a membrana basal glomerular la pnmera

proteina que pasa es la albiimina, con un peso molecular de 68 000, que por fo tanto se filtra y se plerdc enla
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orina [23]. La pérdida de la albimina se traduce en una reduccién de la presion oncética plasmatica con
alteraciones del equilibrio de las fuerzas de Starling, que provoca la extravasacion de sodio y agua del espacio
vascular hacia el espacio intersticial. El edema se manifiesta clinicamente cuando el acopio de liquidos en el
espacio intersticial sobrepasa al 10% del peso corporal. La mayoria de los nifios con SNI desarrollan hipovolemia
secundaria al escape del liquido vascular, lo que a su vez induce una respuesta renal con una mayor reabsorcion
tubular de sodio y agua que empeora el estado edematoso.

En presencia de las condiciones fisioldgicas mencionadas el volimen del edema aumenta en forma proporcional
a la cantidad de ingesta de sodio y de agua. Cuando la conservacion renal de agua es mayor que la de sodio se
desarrolla una dilucién generalizada de los espacios liquidos corporales que se traduce en hiponatremia, Esta
ultima situacién clinica se observa con frecuencia en nifios nefrGticos con restriccion sddica, pero sin restriccion
hidrica.

En la mayotia de los casos con lesiones glomerulares minimas en la histopatologia renal la proteinuria es selectiva
a la albumina, mientras que otras proteinas de mayor peso molecular suelen aparecer en la orina cuando las
lesiones histopatoldgicas son diferentes a las minimas y de tipo complejo [24].

Un componente del SNI es la hiperlipidemia que aparentemente se encuentra relacionada etiologicamente a la
hipoalbuminemia, a la reduccién de la presién oncética plasmatica y al aumento de la viscosidad sanguinea que
se observan en éstos pacientes [25]. La sintesis hepética de las lipoproteinas se encuentra aumentada y tanto el
colesterol total como los triglicéridos se elevan entre 250 y 1000 mg/dL. Las lipoproteinas de baja densidad y las
de muy baja densidad son las que se encuentran mds afectadas, lo que se traduce también en alteraciones del
transporte de las lipoproteinas. En la mayoria de los pacientes éstas alteraciones son temporales y desaparecen
con la remision del cuadro nefrético. Sin embargo, en pacientes con SN corticorresistente de evolucién crénica
se puede requerir la administracion de terapia farmacoldgica para reducir las cifras del colesterol, ya que con las
restricciones dietéticas generalmente no se obtienen resultados satisfactorios.

La funcion renal es normal en la mayoria de los nifios nefréticos. Sin embargo, la creatinina en sangre puede
elevarse temporalmente en presencia de infecciones intercurrentes, hipovolemia o deshidratacién. Inclusive se
puede desarrollar un cuadro de insuficiencia renal aguda cuando los factores mencionados son graves y
persistentes. Cuando la creatinina en sangre se eleva en forma permanente como manifestacidn de reduccion de
la velocidad de filtracién glomerular, indica que probablemente el SN es de lesiones complejas y es una

indicacién de realizar la biopsia renal.

COMPLICACIONES.

El edema, la hipercolesterolemia y la hipoalbuminemia son signos cardinales del SN y ademas, por si

mismas pueden ser complicaciones graves det SN que requicran manejo especifico. Con frecuencia se desarrollan
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* otras complicaciones clinicas en los nifios nefréticos que repercuten en la morbiletatidad del padecimiento y se

describiran brevemente.

Infecciones: Las infecciones son complicaciones frecuentés de los nifios nefréticos, principalmente cuando se
encuentra en recaida del SN y es uno de los factores méas importantes que influyen en ia sobrevida del paciente.
La susceptibilidad de los nifios nefroticos al desarrolle de procesos infecciosos es de origen multifactorial, En
primer lugar los cambios en la concentraciéon de las inmunoglobulinas explican la tendencia de los nifios
nefréticos para adquirir infecciones intercurrentes, principalmente a gérmenes encapsulados y a bacterias gram
nkegativas, tales como Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Hemophilus influenzae y Enterobacter, que
dan origen a bronconeumonta, artritis séptica, peritonitis primaria, erisipela, infecciones respiratorias altas, otitis
media y meningitis. Estas infecciones pueden acompaiiarse de septicemia y evidencias clinicas de choque séptico
(26, 27). |

Las infecciones virales con frecuencia se asocian al desarrollo de una recaida del SN, pero generalmente no son
graves, excepto la varicela, Herpes zoster y ocasionalmente el citomegalovirus cuando el paciente se encuentra
en tratamiento con corticosteroides. ' '

Trombosis: Los nifios nefréticos tienen la tendencia a desarrollar complicaciones tromboembélicas de venas y

arterias de grande y mediano calibre, La fisiopatogenia se relaciona con la presencia de hipovolemia y aumento

. de la viscosidad sanguinea, asi como con un estado de hipergoagulacién descrito en éstos pacientes, que se

caracteriza por ti'ombocitosis, agregacion plaquetaria, aumento del factor V plaquetario, fibrindgeno, factores VII,

VIl y alfa-Z-ﬁacroglobulina, con reduccién de antitrombina II. Los accidentes vasculares son graves.y de alto

. riesgo para la vida del paciente, siendo los més frecuentes trombosis de venas cavas superior o inferior, seno

longitudinal cerebral, arterias y venas renales, tromboefnbolismo pulmonar, etc. Los episodios de deshidratacién

y la administracion de diuréticos potentes facilitan el desarrollo de las irombosis [28, 29].

TRATAMIENTO DEL SINDROME NEFROTICO

El tratamiento del sindrome nefrético idioptico debe incluir recomendaciones con respecto a la dieta,

* actividad, control del edema, exposicién y trataimiento de mfecc:ones, inmunizaciones, apoyo psicologico al

paciente y su familia asi como terapla inmunosupresora.

- ‘Tratamiento Inmunosupresor -
"'Si bien existen remisiones esponténeas del smdrome nefrético que pueden presentarse incluso varios afios

' desPués de haber injciado la enfermedad no'se conoce la verdadera frecuencia de remisiones esponténeas ya que

dicha mfonnaclén proviene de Ia era preesterondes y en muchas de las series reportadas hace falta informacion

sobre la histologia del sindrome nefrético. A_ctualmente_ se Ipreﬁere administrar tratamiento con. esterqldes en
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cuanto se diagnostica la enfermedad ya que el paciente corre el riesgo de sufrir complicaciones potencialmente
fatales del sindrome nefrético y se ha demostrado que el tratamiento con los esteroides mejora la sobrevida y
reduce los periodos de incomodidad y de riesgo de infeccion.

La prednisona y la prednisolona son los agentes mas cominmente empleados. Dado que la lesi6n histologica mas
frecuente en la poblacién pediatrica es LGM no es necesario realizar biopsia renal antes de observar la respuesta
a esteroides pues alrededor de 90% de los pacientes con sindrome nefrético idiopético responden al tratamiento
con esteroides {30].

El Grupo Internacional para el Estudio de las Enfermedades Renales en Nifios (ISKDC) recomends iniciar el
tratamiento especifico con prednisona diaria 60 mg/m’SC dividida en dosis durante 4 semanas sin exceder 80
mg/dia, reduciendo a 40 mg/m*SC/dias alternos por 4 semanas. Con este esquema el ISKDC reporté que
responden 93% de los pacientes y se consideran corticosensibles {31]. Las recaidas se tratan con prednisona 60
mg/m*SC/dia (dosis méxima 80 mg/dia) hasta que desaparezca la proteinuria por tres dias consecutivos,
posteriormente ¢l paciente recibe prednisona 40 mg/m? SC/dias altemos por cuatro semanas. Cuando hay
corticorresistencia, corticodependencia, recaidas frecuentes o efectos adversos a los esteroides; el paciente debe
ser referido al nefrélogo pediatra para considerar biopsia renal y el uso de otros agentes terapéuticos.

En el Cuadro 116 se mencionan los medicamentos inmunosupresores mds comunmente empleados en el
tratamiento del SN. Los agentes citotéxicos no deben emplearse como terapia inicial del sindrome nefrético y
deben reservarse para aquellos pacientes que desarrollan efectos adversos al tratamiento con esteroides,
corticodependencia, corticorresistencia y en los pacientes que por presentar complicaciones infecciosas
frecuentes no pueden completar un tratamiento de 8 semanas con esteroides [30]. En estos casos se ha empleado
ciclofosfamida, clorambucil y mostaza nitrogenada pero sus efectos adversos potenciales han limitado su uso. En
los casos de recaidas frecuentes y corticodependencia el agente que se emplea con mayor frecuencia es la
ciclofosfamida 2 mg/kg/dia por ocho semanas, con mejor respuesta si se asocia inicialmente con esteroides [32].
En los casos de corticorresistencia se pueden emplear agentes alquilantes, sin embargo, no siempre se obtiene

respuesta [32, 33].

Tratamiento con ciclosporina en el SN

La ciclosporina A (CsA) puede reducir la proteinuria en varias formas de glomerulopatias humanas y
experimentales [34-39]. Se ha utilizado en el manejo del sindrome nefrético idiopatico tanto de primera intencién
como en los casos de corticorresistencia, corticodependencia y recaidas frecuentes [40]. Especificamente ¢n el
caso de SN corticorresistente existen muchos reportes, incluyendo dos estudios controlados que muestran la
utilidad de la CsA para inducir la remision en esta poblacion, y el porcentaje de respuesta varia de 0 a 100% segiin

la serie consultada [24, 37, 41-46]. En un estudio realizado en el Hospital Infantil de México con 14 pacientes
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Cuadro IL. 6. Medicamentos inmunesupresores empleadbs en el sindrome nefrético. Indicaciones, dosis y

efectos adversos.

Prednisona Tratamiento inicial | 60mg/m“SC/dia max. | Hipertension arterial
de SNI 80mg por 4 semanas | Hipertricosis
Recaida de SN 40mg/ m*SC /dfas Cushing
alternos por 4 semanas | Cataratas
En caso de recaida se | Susceptibilidad a
inicia 60mg/ m?SC/dia |infecciones
hasta que la proteinuria | Leucocitosis
sea negativa por 3 dias; | Psicosis
posteriormente 40mg/ | Osteopenia
m’SC /dias alternos 4 | Pseudotumor cerebral
semanas Miopatia
Ciclofosfamida ‘[ Corticodependencia | 2mg/ m*SC /dia Leucopenia
Recaidas frecuemtes | durantel2 semanas Infecciones
Corticorresistencia | Puede asociarse a Cistitis hemormragica
prednisona 1mg/kg/dia | Toxicidad gonadal
durante un mes con (con dosis acumulads
descenso en el mes > 250mg/kg)
: siguiente Leucemia
Mostaza nitrogenada | Efectos adversosa [0.img/kg/dia IV x4  {Leucopenia
esteroides dias Infecciones
Recaidas frecuentes | Prednisona 0.5mg/kg :
Corticodependencia | via oral por 4 dias con
’ descenso ripido
posteriormente
o Ciclosporina Corticorresistencia |6-10mg/kg/dia en dos {Nefrotoxicidad
- - Corticodependencia | dosis Hepatotoxicidad
) Recaidas frecuentes | 12-18 meses Mielotoxicidad
Efectos adversosa | Se puede asociar a Hipertension arterial
esteroides dosis bajas de Hipertricosis
esteroides por 3 meses | Hipertrofia gingival
- : Clorambugil Cortgcgmsistmcia_ 0. 15-0-2mgll(g/dm por |Leucopenia
, Corticodependencia | 8-12 semanas Tnfecciones
Recaidas frecuentes Toxicidad gonadal
(con dosis acumulada
) > 10mg/kg)
- . Leucemia
: { Crisis convulsivas

corticorresistentes tratados oon CsA-Prednisona respondieron 10, tres en forma parcial y éiete en fbrma completa
[38].' Existen muchas interrogantes sobre el uso de CsA.en los pacientes nefréticos 1) La dosis. Se ha sugerido
iniciar la CsA arazén de 6 mg/kg/dia y ajustar la dosis para maritener los niveles en valle similares a 10s de los
 trasplante renal y los requerimientos pueden variar de 2 a 20 mg/kg/dia, el porcentaje de respuesta
se incrementa si se agrcgéﬁ esteroides en los primeros meses {37]. En los pacientes que responden al tratamiento,
'la dosis de CsA se d;smmuyeprogreswamente hasta alcanzar el nivel minimo con el cual el paciente contmua en
remision sin dar 1mponancxa a las coucentraclones en valle [37, 45). Los paclentes con hlperoolcsterolemm grave
| pueden requerir dosns mayores para responder 147, 48] Meyrier y col encontraron que en fos pac:entes adultos

con SIN la dosis umbral por encima de la cual el med:camento ocaswnaba nefrotox:c:dad era de 5.5 mg/kg/dia,



también sefialaron que la tolerancia renal a la CsA difiere de acuerdo al tipo de lesién glomerular primaria y los
pacientes con LGM tuvieron mejor tolerancia que los que presentaron HSF [45]. 2) La duracién del
tratamiento. Debido a que los pacientes pueden presentar recaida del sindrome nefrético poco después de que se
suspende la CsA, muchos autores recomiendan disminuir la dosis de CsA en forma progresiva hasta el nivel
minimo que mantenga al paciente en remision, y cuando los pacientes permanecen en remision por seis meses se
intenta descontinuar el tratamiento [18, 47, 49]. En la literatura se sefialan intervalos de tratamiento desde 2 meses
hasta cinco aiios y como el uso a largo plazo incrementa el riesgo de nefrotoxicidad en los pacientes con un dafio
renal preexistente, la eleccién entre tratamientos cortos o prolongados se presenta como un dilema para el
nefrélogo. Algunos centros realizan biopsias periédicas cada 12 6 18 meses para documentar nefrotoxicidad y
decidir sobre el retiro del medicamento [18, 37, 39, 43, 46, 47, 49] 3) La evolucién de los pacientes una vez
que suspenden ciclosporina. Si bien se ha reportado que los pacientes que inicialmente eran corticorresistentes
después de haber recibido CsA podian volverse corticosensibles, también se ha reportado a pacientes que ya no
responden con ¢l reinicio de ciclosporina (CsA-resistentes) o bien que requieren de la CsA para mantenerse en
remisién (CsA-dependientes) [37]. 4) Informacién sobre la farmacocinética de CsA en el sindrome nefrético.
Existe poca informacién en la literatura sobre la biodisponibilidad de medicamentos en los pacientes nefréticos,
sin embargo se sabe que la disminucién marcada de proteinas séricas aumenta la cantidad del farmaco libre [50-
52]. Otras caracteristicas del estado nefrético que pueden influir en la biodisponibilidad de los medicamentos son
la hiperlipidernia [48], el edema de asas intestinales que con frecuencia ocasiona diarrea en estos pacientes y la
mala absorcidn intestinal de nutrientes, asi como la hipovolemia relativa. Vemillet y col. realizaron un estudio
farmacocinético con una sola dosis de CsA en 8 pacientes adultos con sindrome nefrético, administrada de forma
intravenosa y por via oral utilizando Ia formulacién estindar y compararon sus resultados con lo descrito en la
literatura para otras poblaciones de pacientes sin sindrome nefr6tico, encontraron que los pacientes nefréticos
presentaron el doble de los valores plasmaticos de la CsA cuando se administré por via intravenosa pero no hubo
diferencia con la administracién oral y sugieren que las modificaciones en los pardmetros farmacocinéticos que se
observan al administrar el medicamento IV estan directamente relacionadas con los cambios en las lipoproteinas
que caracterizan al sindrome nefrético. La hipoalbuminema favorece la migracién de la CsA hacia los tejidos al
reducir la presién oncética intravascular mientras que la hiperlipoproteinemia favorece la retencién de la CsA en
el compartimento central al incrementar la cantidad de CsA unida a las lipoproteinas [53]. En los pacientes con
trasplante hepético se ha descrito que si tienen cifras de colesterol menores de 120 mg/dL en la primera semana
postrasplante presentan més efectos adversos a la CsA, lo cual puede estar relacionado con un aumento en la
cantidad de farmaco libre [54]. No se ha esclarecido si las diferencias bioquimicas entre los estados de recaida y

de remision en el sindrome nefrético alteran 6 no la farmacocinética de la CsA y si estas diferencias son
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importantes como para realizar un ajuste de la dosis. 5) Informacién sobre la farmacodinamia de la CsA en
sindrome nefrético. Se han descrito dos tipos de marcadores farmacodinamicos para la ciclosporina, unos tienen
que ver con la actividad inmunosupresora y otros con Ja nefrotoxicidad [Awni, 1992 #80], entre los marcadores de
inmunosupresion mas estudiados destacan la interleucina-1 (IL-1), la interleucina-2 (IL-2), ei receptor para
interleucina-2, la interleucina-6 (IL-6), el factor de necrosis tumoral f3, la expresion del receptor de transferrina y
el interferon gamma. La mayoria de estos marcadores han sido estudiados en pacientes con trasplante renal. Hulton
y col. reportaron un incremento en los-niveles de IL-2 y el receptor soluble de IL-2 en el sobrenadante de nifios
con sindrome nefrético\y deépués del tratamiento con CsA los niveles de IL-2 y el receptor soluble de IL-2 fueron
indetectables [62], se ha sugerido también que la CsA puede disminuir ei factor de permeabilidad giomerular
secretado por los linfocitos T [63]. Como marcadores de nefrotoxicidad se mencionan la creatinina sérica y la
depuracion de creatinina, la excrecién urinaria de calicreina y §-2 microglogulina, el factor transformador de

~ crecimiento B y la trombomodulina plasmética [Ader JL, 1998 #154; Awni, 1992 #80; Hojo, 1999 #20]

Maodelos animales del sindrome nefrético
Existen diferentes modelos animales del sindrome nefrético experi;nental que permiten estudiar la bioquimica y
la fisiologia del sindrome nefiético iSS-S‘?] El modelo més utiliiado es el que se induce con la inyeccién
- _subcutanea de ammonucleésndo de puromicina (ANP) ya que se asemeJa al smdrome nefitico de lesiones
" glomerulares minimas que se encuentra en les humanos. Se ha caracterizado la secuencia-de eventos clinicos e
histopatolégicos que se producen después de la administracién de ANP a las ratas, los animales desarrollan
protéinuria en los dias 4 a 30 y presentan ilipoproteiliemia en los dias 4 a 16, que se considera la -etaph nefrotica,
\poster_iormente la proteinuria va desapareciendo después’del dia 30. También hay un ihcremcnto en los lipidos
| séricos, incluyendo el colesterol, los trigiicéridos, las Lipoproteinas de alta y de baja densidad durante la etapa
~nefidtica [57-61]. o
La ciclosporina es capaz de disminuir la proteinuria en las ratas nefréticas, atin cuando en el modelo animal el
sindrome nefrético se debe al efecto t6xico de un firmaco y no a un trastorno inmun‘olégico comio puede suceder
en la practica clinica, de esta mariera hay-dos acciones de la ciclosporina en el sindrome nefrdtico, la primera es
la rrelacionada. con ¢l efecto inmunosupresor al inhibir la transcﬁpéién de IL-2 ya que mecanismos inmunolégicos
se han implicado, 'én_ ei desarrolio\_ y la progresion del sindrome nefréticb [1]. La seéunda accion ﬂo es
inmunolégica y se debe tanto a una disminucién eh ‘Ia velocidad de filtracién glomerular como 3 la disminuci6n
de ia pcrmcabilidad a la albimina por la pared capilar glomerular [64] A pesar de que un mecanismo implicado
" enrta nefrotoxlcndad de CsA esl la vasconstncclén aguda de la mncrovasonlatura con la generaclén cosecuente de
radicales libres de oxngeno y peroxndac:on de lipidos [65] en el caso espécifico del modelo nefvético por ANP se

ha postulado que la CsA tiene un efecto benéfico al aumentar la expresion de las enzimas antnox:dantes [66].

!

for

46




OBJETIVOS

1.- Estudiar la biodisponibilidad de la CsA en ratas con sindrome nefrético y ratas normales.
2.- Estudiar la biodisponibilidad de la CsA en pacientes con sindrome nefrético durante las fases de

recaida y remision

JUSTIFICACION

Se ha demostrado que la CsA es de utilidad en pacientes con sindrome nefrético, sin embargo no se sabe
de qué manera el estado nefrético influye sobre la farmacocinética del medicamento y si las diferencias de
biodisponibilidad que existen durante €l estado nefrético son de magnitud importante como para recomendar
ajuste de la dosis. '

Se decidi6 realizar un estudio con animales para realizar las observaciones en una situacion de variabilidad

controlada ademas de un estudio en pacientes con sindrome nefrético corticorresistente.

HIPOTESIS

La biodisponibilidad de CsA se modifica durante el estado nefrético

MATERIAL Y METODOS

A. Sindrome nefrético experimental

El estudio se llevé a cabo de acuerdo a las guias institucionales para el cuidado y uso de animales de laboratorio
[67.

Se realizé un estudio prospectivo, comparativo, longitudinal, experimental, con dos grupos de ratas Wistar
macho, de cinco a seis semanas de edad, con de peso 150 £ 25g y acceso libre al agua y al alimento. Grupo I.-
Seis ratas a las cuales se les inyecté ANP 150 mg/kg via subcutanea, diluide al 2% en solucién salina isoténica,
dosis tinica. Grupo IL- Seis ratas a las cuales se les inyect6 0.3 mL de soluci6n salina isoténica subcutanea (grupo
testigo).

Nueve dias después de la inyeccion subcutdnea, ambos grupos de ratas recibieron una dosis tinica intravenosa de
10 mg/kg de CsA, para lo cual los animales fueron ligeramente anestesiados con étery se les canalizé la vena
yugular y una de las arterias caudales con una cénula de polipropileno calibre PE-10, esta técnica ha sido descrita
previamente [68] y una persona experimentada en el procedimiento supervis6 su realizacion en los animales de
experimentacién. Consideramos que el éter proporciona una anestesia rapida de la cual los animales se recuperan
rapidamente y no interfiere con el metabolismo de CsA a diferencia de otros anestésicos como ¢l pentobarbital o

la ketamina. Se tomaron 150 mL de sangre en los siguientes tiempos: 0, 0.5, 1, 2, 4, 6 y 12 horas, para la
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determinacion de la CsA en sangre total por el método de radioinmunoanélisis (Cyclotrac). Antes de sacrificar a
los animales se tomé una muestra de sangre para la determinacién de albiimina, colesterol y triglicéridos que

fueron procesados en un aparato Monarch plus de Instrumentation Laboratory.

Andlisis estadistico ‘

Se realizé el perfil farmacocinético (vida media, C,,, tnay Ke y Vd) en ambos grupos, el 4rea bajo la curva de
la concentracién sanguinea contra tiempo se obtuvo por el método de los trapezoides, las diferencias en la
biodisponibilidad se analizaron con la prueba t de Student para muestras independientes y con ayuda del’

programa de computo WinNonlin versién 1998,

Tamaﬁo de la muestra
Se realiz6 el calculo con ayuda del programa de computo Sigmastat version 1.0, considerando un valor de alfa de
0.05 y beta de 0.999, dado que en el estado nefrético los valores de albiimina disminuyen en més de 50%, y las
cifras de colestero! y triglicéridos aumentan mas de 40% [1, 52], esperamos encontrar una diferencia en la
biodisponibilidad de la CsA de por lo menos 40%, con lo que se calcul6 un tamaiio de muestra de 4 sujetos de

estudio, y se decidié ampliar a 6 sujetos.

B. Pacientes nefréticos : | -

Se realizé un estudio prospectivo abierto con pacientes pedidtricos con sindrome nefrético
. corticorresisiente, definido este como Ja falta de respuesta al tralamie,nto de 4 semanas con esteroides 60
mg/m’SC/dna seguido de 40 mg/m’SCi’dias alternos durante cuatro semanas, atendidos en el Departamcnto de
' ‘Nefrologia del. Hospltal Infanul de México Federico Gémez El estudio se llevé a cabo dé.acuerdo con las

* recomendaciones de 1a Declaracion de Helsinki para la investigacion en seres humanos.

_ Criterios de Iniclusién _

1.- Niiios con sindrome nefrético primario corticorresistente, de ambos sexos con edades de 5 a 12
aiios. - ‘

2.- Funcién renal normal (Depuracién de creatinina por férmula de Schwartz [69] mayor de 70
mL/min/1.73 m?$C). '

3.- Sin infecciones en el momento de iniciar tratamiento

4.- Aceptacion por escrito para participar en el estudio

Criterios de Exclusion

1.- Pacientes que reciban algin medicamento que mterﬁera con las ciiras de CICIO::pOuﬁa en sangre

(Ver Tabla 3). o _
~ 2.- Pacientes con afeccién hepatica de cualquier indole

3.- Sindrome de malabsorcién intestinal ‘

4.- Deterioro de la funcién renal (depurac.lén de creatinina por la formula de Schwartz menor de 70
mL/min/1.73 m’SC) '

5.- Imposibilidad para comprar el medicamento de expenmentacién
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Criterios de Eliminacion
1.- Desarrollo de un proceso infeccioso que requiera la disminucién o el retiro del tratamiento con
ciclosporina.

2.- Evidencia de efectos téxicos graves de ciclosporina (hipertension arterial de dificil control,
hepatotoxicidad, deterioro en la funcién renal con elevaci6n de creatinina mayor de 0.3 mg/dL con
respecto al valor basal, en forma permanente, que no ceda con la disminucién de la dosis de
ciclosporina.

Disefio Experimental

Se realizé un estudio prospectivo, abierto en donde los pacientes una vez seleccionados para entrar al estudio
recibieron CsA microemuisién 6 mg/kg/dia dividida en dos dosis administrada cada 12 horas (08:00 y 20:00)
mezclada con jugo de naranja natural. Una semana después de haber iniciado el tratamiento ingresaron a la sala
de Nefrologia del Hospital Infantil de México y se tomaron muestras de 1.5ml sangre tdﬁl para determinacion de
CsApor TDx alas 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 y 12 horas. Posterior a la realizacién del perfil farmacocinético se inicio
prednisona 30 mg/m*SC/dia por 4 semanas y posteriormente se disminuyd a dias alternos hasta la semana 20. Un
mes después de haber terminado el tratamiento con prednisona y 24 semanas después del inicio de CsA)

ingresaron para un nuevo perfil farmacocinético de CsA (Esquema IL.1).

Esquema II.1 Cronograma de la administracién de CsA, Prednisona y realizacién de estudios

farmacocinéticos.
SEMANAS
1 24 5-20 21-23 24
CsA (6 mg/kg/dia) X X X X X
PREDNISONA {30 mg/m’sc/dia) X
PREDNISONA (30 mg/m?¥/SC/dias alternos) X
FARMACOCINETICA X X

Los pacientes recibieron un control clinico quincenal en la Consulta Externa de Nefrologia los primeros 2 meses de
tratamiento, posteriormente el control fue mensual. En cada visita ademis del examen clinico completo se
solicitaron los siguientes exdmenes de laboratorio: creatinina sérica, transaminasas, proteinas totales y sus
fracciones, colesterol, triglicéridos, biometria hemética completa, examen general de orina y proteinuria de 12 horas.
Se definié como remisién completa del sindrome nefiético cuando se observd disminucién de la proteinuria a
valores inferiores a 4 mg/m’SC/hora en coleccién nocturna de orina de 12 horas, 0 0.15 g/L en examen general de
orina, con correccién de la hipoalbuminemia e hipercolesterolemia y desaparicién completa del edema. Se definié

como remisién parcial cuando se observé reduccién importante de la proteinuria manteniéndose la misma en valores
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entre 5 a 20 mg/m*SC/hora 6 entre 0.15 2 1g/L, con elevacién de la concentracién de albmina sérica por arriba de
2.5 g/dL y desaparicion completa del edema. Se considerd falta de respuesta al tratamiento cuando la proteinuria se

mantuvo por arriba de 20 mg/m*SC/hora 6 1 g/L con hipoalbuminemia persistente con o sin edema.

Andlisis estadistico

Se determiné la proporcién de pacientes en los que remitié el sindrome nefrético. Se realizaron curvas de
concentracion sanguinea vs tiempo para cada paciente en las semanas 1 y 24. Los parametros farmacocinéticos
fueron analizados con el programa WinNonLin 98. Se compararon los parametros farmacocinéticos de cada
paciente en la semana 1 y semana 24 con la prueba t de Student pareada y se analizaron en forma separada los

pacientes que respondieron al tratamiento y los que fracasaron.
RESULTADOS

A. Sindrome nefrético experimental

En la tabla I1.1 se muestra el valor promedio y desviacién estdndar para el peso, colesterol, triglicéridos y

alblimina sérica en las ratas nefréticas y controles.

En la tabla 11.2 se muestran los valores para el ABC, vida media (t1/2), volumen de distribucion (Vd) y

depuracion (Ci) en alﬁbog'g'upos. La CsA muéstra una mayor biodisponibilidad en ratas neﬁéticas, con un
p incremento de 41% len el ABC, debido tanto a un incremento en la vida media como en una reduccion en el
_Q “~ volumen de distribucién. Asimismo, se observé una disminucion en la depuracion. La mayor biodisponibilidad
| en ¢l grupo de ratas nefréticas puede apreciarse en forma gréfica en la figurai ILA de la concentracién sanguinea

vs tiempo de CsA.

Tabla I.1.- Valores promedio * DS de peso, colesterol, triglicéridos y albn’mﬁm‘ en ratas nefréticas y

, . controles.
r Nefrbiicas . | Controles
[Peso () 1692175 | 18242438%
[Colesterol mp/dL, 3921092 | 1324127°
- Trigliceridosmg/dL, | 202492 | 40.526*
Albimina g/dL 048405 | 25%03”

®=No hubo di iferencia s:gmf cativa entre ratas ngﬁ'éncas ¥ coniroles. _ :
*Indica urta diferencia significativa (p<0.05) entre ratas neﬁ’oncas y controles con la prueba ¢ de Student para muestras independientes.

Tabla II. 2.-Valores promedio y DS de los pardmetros farmacocmétlcos estudiados en ratas nefréticas (N)

‘. Ycontroles ©). L . - _ | | -
S : 7 ABC (ng/mL/h) 4 1/2 (horas) Yd{l) - Ch{Lxmin)
A N C N {1 C1 N ¢ | N C
" T 27759% [ 19607 [~ 11.45* 70 1.45% 184 [ 010°. ] 018
h : 46042 | £2787 | 24 f+£16[ +0152 | +0.I82 i 0 & 0.04

*Indica una diferevicia significativa entre Ny C (p<0.05)
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Figura Il.A.- Curvas de Concentracién sanguinea vs Tiempo en ratas nefréticas (@) y controles (A)

Tabla IL3. Caracteristicas generales de los pacientes.

Tiempo con SN Diagnéstico
Paclente Sexo Edad
{meses) histopatolégice
1 M S5a 6 HSF
2 M lalim 3 HSF
3 M 7a 8m 21 HSF
4 F 12a 1lm 51 HSF
5 F 6aTm 24 HSF
6 M 3a 6m 21 PMD
7 F 4a 9 PMD
8 F 5a4m 12 FMD
9 M Ta 3 PMD
10 M 5a 23 PMD

M: Masculino, F: Femenino, HSF: Esclerosis segmentaria y focal, PMD: Proliferacion mesangial difusa
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Tabla I1.4.- Tipo de respuesta y tiempo en el que se alcanzé ka remision en 10 pacientes con SNCR trataﬂos
con CsA.

Paciente Tibo de respuesta a las 24 semanas Tiempo €n que s¢ alcanzd s respuesta
1 Sin respuesta
2 Remision completa 4 semanas
3 Remision completa ) 20 semanas
4 Remision completa 12 semanas
5 Remisidn completa - 8 semanas

6 Sin respuesta

7 Sin respuesta

8 Remisién parcial 12 semanas
9 Remision completa 1 semana
10 | Remisién parcial 8 semanas

Tabla 11 5.- Variables bioquimicas en diez pacnentes con sindrome nefrético antes de iniciar CsA (semana 0),
una semana y2 semanas después.

pe Hematocrito | Albimina* 1 Colesterol® | Triglicéridos* Creatinina Proteinuria*

L (%) (mg/dL mg/dL) (n_:s/dL) 4mydm (mg/m’SCrh)
gl 1i2]of1i24)0 | 1¢t24} 0° 24 ] 0 124 ) 1 1 24
i 140.5] 41 | 38 J1.612.0]2.2]444{525[427] 1445 326 204 | 64 04 07 F 2471 132 | 146

2 J 38 [ 38 [33.2]2.513.0133]2501257]276}-150 [107] 107 J 04 | 04 [ 04§ 756 | 420 | O
38300129 )39412114714515931816{1950432 [932] 8 | 04 [ 04 [ 07 [ 452 [ 386 { 12
4 )37.8] 38 [ 36 |2.2]3.0]/43]3%0}376]203] 216 [155[ 93 J 05 [ 05 [ 081 301+ 155 | 10
5 138 [38.2] 37 [1.3 14| 46]4r0f383]242f 170 [132] 9o-J od T od J o7 Fiss [ 5 1 o
6 146 | 45 (44.7]0.7]1.8| 1.4 168059413550 482 [282[ 125 J 03 1 03 | 04 J 326 { 96 | 495
7145 44 Ja2.4f1.0]1.1(2.1]450]420(223] 326 [344[ 153 J 06 [ 06 | 02 [ 400 ] 727 | 124
8 |.32 [312] 30 J16]14(3.2]6i5[583[401] 145 [212] 176 J 03 | 02| 04 | 320 | &8 22
9 | 42 [41.6]365]1.5]24]13.9]226|206[188) 102 [102} 76 J o3 [ o3 [ a6 | 8 | o 0
10] 36 [358] 30 11.9]3.1[3.6]496]205[232]223 [ 58 [ 182 ] 05 [ o5 [ 06 | 224 ] 113 [ 329
X [38.2(38.5]36.6]1.5[2.0]3.2]458]436(274]368 [265] 130°f 04 [ 04 [ 05 1325 ] 151 [ 39
DS]s.15]5.1214.78J0.5 0.7} 1.0]i43]195] 88 398 [254] 45 [o00 [ o011 jo0.19] 187 | 130 | 52

* Indica una diferencia Significativa entre semana 1 y semana 24 (p<0.05)

B. Pacientes Nefréticos

El estudio se lievo a cabo en 10 pacientes, 6 fueron del género masculino. La edad promedio fue de 5.7 £ 2.9

afios, en cuanto al dlagnéstlco hlstopatoléglco 5 pacientes tenian HSF y § PMD Las caracteristicas clinicas de
los pacientes en el momento de i mgresar al estudio se describen en la tabla I1.3.

Siete pacientes respondieron al tratamienito con CsA, y de éstos dos tuvieron remisiones parciales. Tres pacientes

no respondieron en forma bioquimica ya que persmueron" con prqtéinuﬁa masiva, hipoalbuminemia e ‘

hipercolesterolemia, sin embargo desaparecié el edema. El paciente 9 no recibié prednisona ya que respondié en
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Tabla IL6.- Parimentros farmacocinéticos en las semanas 1 y 24 en los pacientes que respondieron y en los
que no hubo respuesta al tratamiento (valor promedio + DS).

ABC Cons Lnax 12

Si S24 81 s St 524 s1 S24

Respondieron | 512039+ 3300 54+ | 1079 | 81286 | 186+ | L.00x*) 486+ | 438+

n="7) 703.07 1 230.12 }+15851 | £51.19 | 0.4 0.00 062 0.27
No
3160+ | 456092 | 895 1218 1% 133+ | 296+ | 335«
respondieron
1634 1418 +336.61 | £247 0,00 0.33 0.70 0.56
(n=3) -

"<0.05

Tabla IL7.- Estado clinico de cada paciente en la semana 1 y 24 asi como los valores de ABC y niveles
en valle.

Semana 1 Semana 24
Estado ABC Niveles en Estado ABC Niveles en
Paciente
clinico (ng/mi/h) | valle(ng/mly clinico (ng/ml'h) | valle{ng/ml)
I Recaida 6400.25 240 Recaida 7395.5 287
2 Recaida 4490 104 Remision 3506 136
3 Recaida 8728.75 297 Remisidn 3670.25 112
4 Recaida 5947.5 2138 Remisién 2478.5 42
5 Recaida 5217.25 152 Remisién 249925 58
6 Recaida 1917.25 23 Recaida 3027.25 33
7 Recaida 1163 0 Recaida 3260 32
Remisidn
8 Recaida 4203 81 4091 . 86
parciat
9 Remisién 2805.25 61 Remisidn 3243.25 82
Remision
10 Recaida 4451 128 3615.5 81
parcial

la primera semana de tratamiento con CsA. En la Tabla I1.4 se describen el tipo de respuesta y el tiempo en el que
se alcanz6 la remisién. Las variables bioquimicas en antes de iniciar CsA (semana 0), una semana y 24 semanas
después de iniciado el tratamiento se describen en la tabla II.5. Hubo diferencia significativa en los valores de
colesterol, triglicéridos, albumina y proteinuria entre la semana 0'y semana 24, no asi para hematdcrito y

creatinina sérica.
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Figura I1.C.- Area bajo 1a curva de CsA (promedio + DS) en las semanas 1 y 24 en los pacientes que
respondieron (A) y en los pacientes sin respuesta (@).

700 4

Colesterol serico (mg/dL)

RC RP NR
ne=s ne2 n=3

Figura IL.D.- Valores de colesterol inicial (promedio = D8) segiin ¢l tipo de respuesta. No respondieron
(NR), remisién parcial (RP) y remisién completa (RC).

En la Tabla 1.6 se muestran los parimetros farmacocinéticos en las semanas 1 y 24 en los pacientes que

remitieron y en los que no hubo respuesta al tratamiento (valor promedio + DS). Hubo diferencia significativa en

los valores de ABC y t_,, en la semana 1 y 24 en el grupo de pacientes que respondieron. Para el anélisis

estadistico se excluyd al paciente 9 ya que se encontraba en remision desde la primera semana.

En la tabla II. 7 se muestra el estado clinico de cada paciente en la semana 1 y 24 asf como los valores de ABC

y niveles en valle. Llama la atencién que la paciente 7 tenia niveles en valle indetectables en la primera semana,

una baja biodisponibilidad podria explicar la falta de respuesta. El paciente 9 se encontraba en remision una
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semana después de haber iniciado el tratamiento con ciclosporina, y el ABC y los niveles en valle son similares
en la semana 1 y 24.

En la Figura I1. B se muestran las curvas de concentraci6n plasmatica vs tiempo de cada paciente en la semana 1
(@) y semana 24 (O). La diferencia en biodisponibilidad es muy evidente en los pacientes que respondieron en
forma completa (2, 3, 4 y 5) en el caso del paciente 9 los dos estudios farmacocinéticos se hicieron en estado de
remisién y probablemente debido a esto no se encuentra diferencia entre la semana 1 y 24, los pacientes con

remisi6n parcial tienen una biodisponibilidad similar en la semana 1 y 24 mientras que los pacientes que no

. respondieron tienen una mayor biodisponibilidad a las 24 semanas.

" Enla Figura I1.C se muestra el drea bajo la curva en las semanas 1y 24 en los pacientes que respondieron y en

el grupo de pacientes sin respuesta. Para la elaboracion de este grafico se eliminé al paciente 9 ya que se

encontraba en remision desde la primera semana,

Dado que se ha mencionado que ios pacientes con hipercolesterolemia requieren mayor dosis de CsA para
P

- alcanzar la remisién del sindrome nefrético, se analizé la cifra de colesterol inicial y el tipo de respuesta obtenido

en los 10 pacientes tratados sin observar diferencia significativa aunque los pacientes con remisién completa

tuvieron valores menores que los demas grupos (Figura 11.D.).

DISCUSION

En el modelo animal se observé que las ratas nefrdticas tienen una mayor biodisponibilidad de CsA que

-¢l grupo control, con un incremento del ABC de 41% debido ei una menor distribucion y a una reduccion en la

eliminacién (Tabla I1.2), el vqlulﬁen de distribucién fue de 1.45 L en ratas nefréticas vs 1.84 L en controles y la’

depuracion de 0,10 L x min enratas nefréticas vs0.18 L x min en controles. La razén de emplear este modelo fue

~ estudiar los cambios en la farmacocinética de CsA en un sindrome nefrético controlado. Sin embargo en la

préctica clinica es dificil tener un grupo de pacientes homogéneo, se abundé en la infroduccién sobre las diversas
causas de sindrome nefrético asi como los diferentes tipos histologicos qué puedch ser encontrados y quqinﬂuyen
tanto en la respuesta a los medicamentos como en ¢l progreso de le lesion reﬁal.

En los 10 pacientes con sindrome nefrético corticorresistente estudiados, la CsA resulté ser un firmaco de utilidad
ya 70% de ellos respondieron al tratainientoen forma parcial o completa, el porcentaje fue similar al similar al
estudio previammue realizado <n el Hospital Infantil de México Federico Gomez [381. Cabe sefialar que incluso
los pacientes que persistieron con las caracteristicas bloqulmlcas del sindrome nefrético tuvieron una mejoria en

¢l estado clinico con desaparicién del edema y en todos los casos hubo un aumento de los valores de albiimina

| sénea y una dnsmmuclén del colesterol y los tnglwéudos (Tabla H5). ‘La respuesta terapéunca se obtuvo entre

Ias semanas 1y 20. Los pacientes que presentaron remision completa tuvnemn una mayor- b:odlspomblhdad de

_ CsA durante la fase de recaida, con un incremento en ei ABC de 36%, de forma similar a lo observado en el
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modelo animal. Lo anterior probablemente esté relacionado a una mayor uni6n a lipoproteinas ya que el
medicamento es altamente lipofilico y el estado neftético se caracteriza por hiperlipidemia que se corrige en el
estado de remision. Vernillet y col. habian descrito una mayor biodisponibilidad de CsA al administrarla en forma
IV en pacientes con sindrome nefrético [53], pero no encontraron cambios cuando se administré por via oral oral,
tal vez porque utilizaron la formulacién tradicional de CsA que depende mucho de la secrecion biliar para su
absorcion asi como de los alimentos concomitantes y con la que se ha demostrado una gran variabilidad
interindividual, a diferencia de la formulacién en microemulsion cuya absorcién ya no depende de la secrecién
biliar [70, 71] . Llama la atencién que los pacientes con remisién parcial tienen una farmacocinética similar tanto
en la fase nefrética como en la fase de remisién parcial (pacientes 8 y 10, Tabla I1.7) a diferencia de los pacientes
sin respuesta en quienes aumenta la biodisponibilidad a las 24 semanas de tratamiento (pacientes 1, 6 y 9), si bien
los cambios en la biodisponibilidad tanto en los pacientes con remisién parcial como en los que no respondieron
no son estadisticamente significativos (p = 0.0571) es necesario un mayor nimero de pacientes para poder
documentar si existen diferencias. En receptores de trasplante renal se ha descrito un incremento de la
biodisponibilidad de CsA con la terapia crénica ya que se inhibe su propio metabolismo [72] y posiblemente este
efecto se \;fe reflejado en los pacientes que persisten nefréticos y reciben terapia crénica con CsA.

El diagnéstico histopatolégico no influyé en el tipo de respuesta, hubo pacientes con HSF y PMD que
respondieron al tratamiento y que fracasaron. Para fines del protocolo todos los pacientes rectbieron la misma
dosis de CsA sin realizar ajuste de acuerdo a la cifra de colesterol sérico, no se observé una relacién entre la
hiperlipidemia y el tipo de respuesta ya que no hubo diferencia significativa en las cifras de colesterol inicial entre
los pacientes que respondieron al tratamiento y los que permanecieron nefréticos, sin embargo el tamafio de la
muestra es pequefio. Se ha documentado en series con mayor nimero de pacientes que la hiperlipidemia es causa
de mala respuesta al tratamiento con CsA [48] y que los niveles bajos de colesterol favorecen la presentacion de
efectos adversos [54]. Llama la atencién que atn en los pacientes que persistieron nefréticos disminuy6 la cifra
de colesterol y triglicéridos a las 24 semanas de tratamiento con CsA (Tabla IL.5).

Los pacientes 6 y 7, que no respondieron al tratamiento, tuvieron una mala biodisponibilidad inicial de CsA, con
ABC de 1917 y 1163 ng/mL/h respectivamente, el paciente 6 incluso tuvo niveles en valle de 0 en la primera
semana de tratamiento, tal vez en este tipo de casos sea conveniente cambiar el intervalo de dosificacién y en vez
de administrar la CsA cada 12 horas se deba cambiar a cada 8 horas o bien incrementar la dosis del medicamento.
Los resultados de este trabajo muestran que existe una mayor biodisponibilidad de la CsA durante el estado
nefrético tanto en los animales de experimentacién como en los pacientes que responden al tratamiento, En la
practica clinica se suele disminuir la dosis de CsA una vez que el paciente ha respondido y se ajusta al minimo

indispensable para mantener al paciente en remision.
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Durante la fase nefrotica existe una mayor cantidad de CsA unida a lipoproteinas que no llega al sitio intracelular

para ejercer el efecto inmunosupresor y esta situacién se resuelve una vez que remite el estado nefrético y los

- valores de albimina, colesterol y triglicéridos vuelven a cifras normales. En ¢l presente trabajo se encontré un

aumento en la biodisponibilidad de CsA en el estado nefrético de 41% en el modeio animal y de 36% en los

pacientes que respondicron en forma completa. Es necesario realizar estudios que relacionen la farmacocinética

con la farmacodinamia y de esta manera poder recomendar un esquema terapéutico apropiado que considere el

grado de inmunosupresion.
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ESTUDIO 111

ESTABLECIMIENTO DE LOS TIEMPOS OPTIMOS DE MUESTREO PARA LA CICLOSPORINA

INTRODUCCION

A pesar“de que la ciclosporina A (CsA) es el pilar de la terapia inmunosupresora en los trasplantes de
érganos sélidos, una de las preocupaciones de su uso en el trasplante renal es la nefrotoxicidad que se presenta
en forma dependiente de la dosis [1] por ésta razdn se recomienda el monitoreo terapéutico que generalmente se
lleva a cabo midiendo los niveles en valle, ya sea en plasma o en sangre total [2-4].

El consenso internacional recomienda que la determinacién de CsA se realice en sangre total ya que 50-70% del
formaco se une a la fraccién celular, principalmente a los eritorocitos y los valores en plasma se modifican al
cambiar el hematocrito [5]. A pesar de esto en muchos centros se realiza el seguimiento de los pacientes con
determinaciones séricas debido a que el costo de los reactivos para procesar la muestra es menor y existen kits
disponibles en el mercado (TDx, Abbott).

Se ha reportado una gran variabilidad intra e interindividual en las concentraciones de CsA, principalmente con
la formulacién tradicional. La manera mas simple de tener un monitoreo terapéutico en la terapia crénica son los
niveles en valle, que estiman la concentracion minima durante el intervalo de dosificacién (Cmin). Hay muchos
reportes que apoyan esta estrategia de monitoreo ya que los niveles en valle parecen ser ttiles para diferenciar los
episodios de rechazo agudos de la nefrotoxicidad [6-10]. Sin embargo este tipo de monitoreo ha servido solo para
identificar a pacientes con una dificultad para la absorcién 6 rapido metabolismo de CsA. Cada vez hay mas
reportes de pacientes que a pesar de tener niveles en valle dentro del rango terapéutico recomendado presentan
nefrotoxicidad 6 rechazo [11-13]. Diversos autores han sefialado que los niveles en valle no son la mejor manera
de realizar el monitoreo clinico ya que no reflejan la exposicion total al fairmaco ni la concentracién méxima, que
puede estar relacionada con los efectos toxicos, y se ha propuesto el drea bajo la curva de concentracion
plasmética contra tiempo (ABC) como un mejor indicador de la exposicién al firmaco ya que se relaciona mejor
con la evolucion de los pacientes (7, 14-22], ademds de que permite conocer la concentracién de CsA en el estado

estacionario (Css) mediante la siguiente ecuacidn:
Css=ABC/zt

En donde T = intervalo de dosificacién

La Css y el ABC pueden ser una mejor herramienta para conocer el riesgo de nefrotoxicidad o bien de rechazo
del injerto [23]. En un estudio farmacocinético realizado en 160 pacientes adultos con trasplante renal se observo
una mayor incidencia de rechazos agudos en tres situaciones: a) cuando los pacientes tuvieron bajos niveles de

CsA en estado estacionario durante la administracién intravenosa (Css <350 ng/mL) b) Concentracién en estado
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ABC

Concentracion a un punto de muestreo (Ci}

Figura I1.A.- Cilculoe del ABC mediante -la correlacion del ABC con un punto de muestreo.

ABC=mCit+b
ABC
A
Ci
- ABC=mCi+nCj+b
L . ABC=mCi+aCj+pCk+Db
Cj ABC = mCi+nCj+ pCk+qCl+b

Figura IILB.- Cilcylo del ABC mediante la correlacién del ABC con varios puntos de muestreo. La
linea gris corresponde a la linea de identidad donde los valores predichos son iguales a los observados.

estacionario de administracion oral <400 ng/mL y ¢) Biodisponibilidad absoluta (F; 25%) y/o altos valores de
-depuracion (Cl; >325 mL/min) {24]. No hay'rcpprtes a este respecto en poblaciéﬁ pediétrica. -

En el seguimiento cotidi;mo de io; pécienies cdn trasplante rensl es poco préctico y costoso realizar perfiles
farmacocinéticos completos de forma regular, para lo cual se requleren por lo menos seis puntos de muestreo.
Para resolver este problema se han propuesto modelos de muestreo limitado (MML) due con.la obtencién de uno
i tres, puntos permiten calcular el ABC de forma confiable (F:guras A y HLB} {14, 25-27].

En relaci6n con los pacwntes pcdlétncos existe poca informacién al respecto La farmacocinética de la CsA se

modifica con la edad y en general los paclentes pedlémcos requieren mayor dosis de CsA para alcanzar niveles




terapéuticos debido a que la secrecién biliar, el tamafio del intestino y la actividad del citocromo P450 es diferente
que en los adultos [1, 28—30]. Por estas razones los modelos de muestro limitado desarrollados para pacientes
adultos no pueden ser extrapolados a la poblacién pedidtrica [31, 32].

En 1997 Charlebois y col. realizaron una extensa evaluacién de las ecuaciones de MML para nifios que recibian
CsA cada 12 horas y concluyeron que los niveles sanguineos a las 5 horas se correlacionan bien con el ABC en
niﬁds con trasplante renal (TR), de manera que el ABC podria ser predicha con un solo punto de muestreo [33].
Sin embargo este estudio se realizo en pacientes que recibian la formulacién tradicional de CsA, que tiene una
menor biodisponibilidad que la formulacién en microemulsi6n [6]. La presentaci6n tradicional ha sido sustituida
en forma gradual por la formulacién en microemulsién y ambas formulaciones estén disponibles en el mercado.
Estas formulaciones no son bioequivalentes y en el primer estudio de esta tesis se report6 que la concentracion
méxima y el ABC en nifios con la formulacién en microemulsién se incrementan en 9G% y 130% respectivamente
con respecto a la formulacién tradicional [34, 35], a pesar de las diferencias encontradas en el ABCy C,,,, los
niveles en valle fueron similares con las dos formulaciones por lo que se cuestiona la utilidad de emplear
tnicamente los niveles en valle para monitoreo clinico.

Debido a que en muchos casos la presentacion tradicional es sustituida por la microemulsién es conveniente tener
un esquema terapéutico que pueda ser empleado con las dos formulaciones.

Para el establecimiento de los tiempos 6ptimos de muestreo se consideraron dos fases:

* Fase I. _
Evaluar el desempeiio predictivo de varias ecuaciones para la determinacién del ABC de CsA en
pacientes pedidtricos que recibieron las dos formulaciones de CsA y determinar el modelo de muestreo
limitado mas eficiente.

» Fase I1,

Validacion de dicho modelo en pacientes con TR

FASE L.

EVALUACION DEL DESEMPERQ PREDICTIVO DE VARIAS ECUACIONES PARA LA DETERMINACION DEL ABC
DE CSA EN PACIENTES PEDIATRICOS QUE RECIBIERON LAS DOS FORMULACIONES DE CSA

MATERIAL Y METODOS

Los datos para el desarrollo de los modelos de muestreo limitado se derivaron del Estudio I de esta tesis.
Se incluyeron 10 pacientes de 5-15 afios con insuficiencia renal terminal en programa de dialisis peritoneal. Se
estudié la biodisponibilidad de las formulaciones tradicional (Sadimmun) y en microemulsién (Neoral). Los
detalles completos del estudio se describen en la seccion correspondiente. Brevemente, se realizd de acuerdo con

un disefio cruzado, aleatorizado, doble ciego. Cada paciente recibi6 cinco dosis de CsA (2.5 mg/kg) ya sea como
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Sandimmune o Neoral cada 12 horas. Después de un periodo de lavado de un mes los pacientes recibieron otras
cinco dosis ya sea de Sandimmun o Neoral con el fin de completar el otro brazo del disefio cruzade. Después de
la quinta dosis de ambos cursos con CsA se tomaron 10 muestras de sangre en un periodo de 12 horas para
construir las curvas de concentracién vs tiempo. La determinacién de CsA se realizé en suero con un analizador
TDx de Abbott utilizando anticuerpos monoclonales especificos.

~ Se construyeron curvas de concentracién plasmatica vs tiempo para cada paciente con cada formulacion, la Cp,,,
se tomo directamente de los puntos de muestreo, el ABC se estim6 con el método de los trapezoides. Se aplicaron
meodelos de regresion lineal simpie para evaluar la correlacién entfe un solo punto de muestreo y la C;, y el ABC.
Se efnplearon modelos de regresién lineal miltiple para evaluar la correlacién entre varios puntos de muestreo y
el ABC {33] con ayuda del paquete de computo SPSS. |

El desempefio predictivo, en términos de sesgo y precisién de los modelos obtenidos se evalué de acuerdo a los
criterios propuestos por Sheiner y Beal para sesgo y precision [36). Para este propésito el sesgo en las

predicciones se estimé calculando la prediccién de error promedio (MPE):
' MPE = Z(PRED-OBS))/n ‘ {ecuacién 1)

En donde PRED es el valor predicho con el modelo de muestreo limitado, OBS es el valor observado
considerando todos los puntos de muestreo, n es el niimero de observaciones. Un valor negativo de MPE indica

que el modelo predice menos que el valor real (subéstiiha) mientras que si el MPE tiene un valor pésitivo esto

" indica que el' modelo sobrestima los valores. Cuando no hay sesgo el MPE es igual a cero (Figuras IILC).

La precisién en las predicciones se estimé: empleando el Error cuadrado promedlo (MSE) como se describe a

continuacion: _
MSE = Z(PRED-OBS)2/n . - (ecuacién 2)

En una prediccion ideal el MSE esigual a cero,' lo que significa que los predichos son iguales a los observados.
Cuando los valores predichos difieren de los observados y son ya sea mayores o menores, ¢l MSE se incrementa.
Un valor alto de MSE indica una mala precision predictiva (Figura II'l.D).'

Para comparar dos ‘modelos se utilizb el desempefio predictivo relativo. El sesgo relativo se estimé como la
diferencia en el MPE entre ei modeio | y modelo 2 ({AMPE= MPE,-MPE;), mientras que la precision relativa se
- estimé con la diferencia en el MSE (AMSE— MSE,-MSE,) Valores positivos de AMPE y AMSE indican un mejor
desempefio del modelo 2 que el modelo 1. Valores neganvos mdlcan un mejor dcsempeiio del modelo 1 queel
modelo 2. Mnentras mayor sca c1~ valor absoluto da AMPE Y. AMSE, mejor desempeﬁo predlctwo de un modelo
sobre el otro (Figura 1IL. E). Con el fin de establecer si estas d:ferenc:as son s1gmﬁcat1vas con51derando un error

 de 0.05 se calcularon intervalos de confianza al 95% para AMPE y AMSE. Si el intervalo de sonfianza no
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Figura II1.C.- Estimacién del sesgo de un modelo de muestreo limitado mediante el calculo del error
promedio (MPE=[Y pred-obs/n]. Los puntos corresponden a los valores predichos por el modelo de
muestreo limitado. La linea negra corresponde a la linea de identidad donde los valores predichos son
iguales a los observados. El gréfico superior representa a un modelo que sobrestima los valores y el
gréfico inferior a un modelo que subestima los valores observados, apesar de tener una buena
correlacion.

Predichos

Observados

Figura II1.D.- Estimacion de la precision de un modelo de muestreo limitado mediante el calculo del
error promedio cuadrado (MPE=[Y pred-obs/n}’. Los puntos corresponden a los valores predichos por
el modelo de muestreo limitado. La linea negra corresponde a la linea de identidad donde los valores
predichos son iguales a los observados, d representa la distancia del punto a la linea de identidad.
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Predichos

A MPE = MPE, - MPE,
A MSE = MSE, - MSE,

Observados

Figura ITLE.- Desempeiio predictivo relativo para comparar dos modelos de muestreo limitado. Puntos
modelo 1 y estrellas modelo 2.

incluye al cero se supone que la diferencia en el desempefio predictivo es estadisticamente significativa, si el

intervalo de confianza incluye al cero, se considera que la diferencia no es significativa [36}.

RESULTADOS
En un primer abordajc, evaluamos la ecuacion propuesta por Cha:lebms y col.:
ABC=73%Cy+659 . - ~ (ecuacion 3)

En donde Cs, es la concentracion de CsA determinada 5 horas después de la administracién en estado
estacionario. No hubo otras ecuaciones derivadas de un solo punto de muestreo que tuvieran u sesgo y precision
'acej)table. Por esto se probaron ecuaciones utilizando dos o mas puntos. Las que mostraron los mejores resultados

fueron:

ABC=224*C,y, +24.6 * Cy3, - 53.9 : - (ecuacion 4)

ABC =235 * Cy, + 543 * Cyy - 162 * Cypy -73.0 ‘ " (ecuacién 5)

En donde C,;, Cy, ¥ Cpop, 500 1as conceniraciones de CsA a las 2, 8 y 12 horas después de la administracion en
estado éstacionario respectwamente Otras ecuaciones que denvaron de dos 0 méis puntos de muestreo no
mejoraron en forma sngmﬁcatwa ¢l sesgo y la prec1sn5n, algunas tuvieron un MPE y MSE incrementado lo que
mdlca una perdlda del poder prcdlctlvo R ' . _

En 1a Tabla II1.1 se muestran los coeficientes de correlacnén (r), sesgo ¥ precisién de las ecuaciones utilizadas

para predecir el ABC después de la administracion de.Sandimmun o Neoral. Cuando se emplea la Csp para estlmar
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el ABC el valor predicho subestima el valor real ya que ¢l MPE tiene un valor negativo. También la precision es
pobre, ya que el valor de MSE es alto. El sesgo y la precision mejoran notablemente cuando el ABC se estima en
funcion de C,y, y Cyzy, Se puede obtener todavia una ligera mejoria en el desempefio predictivo con la ecuacion
que considera Cy,, Cg, y C\21 Las ecuaciones con dos y tres puntos de muestreo tienen un mejor desempefio
predictivo que la que considera un solo punto de muestreo, en términos de MPE y MSE independientemente del

valor del coeficiente de correlacién (r), que en todos los casos fue mayor de 0.9.

Tabla IIL1.-Coeficientes de correlacién (r), sesgo (expresado como error promedio, MPE) y precisién
(expresado como error cuadrado promedie) de tres ecuaciones de muestreo limitado para estimar el drea
bajo la curva (ABC) en estado estacionario de pacientes pedidtricos que recibieron CsA en sus dos
formulaciones.

Ecuacién r MPE MSE

(rg/mL) | (pg /mL)

ABC=173* (5 +659 0.944 -0.271 609.8
ABC=224*Cy+246%Cn - 539 0.950, 0.003 304
ABC=235*Cy,+5.43%*Cq, - 162*C»-73.0 0.994, 0.002 19.5

* Andlisis de varianza P<0.0001

Tabla I11.2. Comparacién del desempefio predictivo, en términos de sesgo y precisién relativos expresados
como AMPE y AMSE de las ecaciones de muestreo limitado para estimar el ABC en estado estacionario de
pacientes peditricos que recibieron dos formulaciones de CsA.

Comparacién AMPE AMSE
(pg himL) (pg h/mL)*
ABC=73"Csy +659vs. 0.27 579.4
ABC=224*Cu+246*Ciy-539 (0.11, 0.44)* (218.4, 940.4)
ABC=224*Cy+246*Cyn,-539 0.001 10.8
ABC =235%Cy,+543%Cy,-16.2%Cyx -73.0 (-0.024, 0.0025) (5.3, 16.3)

* Los valores en paréntesis indican los intervalos de confianza a 95%. Un desempefio predictivo significativamente mejor de un modelo
sobe otro se considera cuando el cero no se incluye en el intervalo de confianza.

En la Tabla I11.2 se muestra el sesgo y precision relativos. Cuando las predicciones de ABC con Csy, se comparan
con las de (Cyy, C,a0) estimando el AMPE y AMSE, los limites de confianza a 95% no incluyen al cero indicando
que {Cyy,, Cy) es significativamente mejor predictor en términos de sesgo y precision que Cg,. Cuando se
compararon las estimaciones de ABC obtenidas por (Ca, Cy2,) con las obtenidas con (Cyy, Cgp, Cy2n) €l intervalo
de confianza a 95% para AMPE incluye al cero, indicando que no hay diferencia significativa en cuanto a sesgo

entre los dos modelos. El intervalo de confianza para AMSE no incluy6 al cero, sin embargo el valor es menor
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que el obtenido cuando se comparé Cgy, con (Cyy, C,5,), indicando que la ganancia de precision con {Cy, Cay, Cin)
aunque es estadisticamente signiﬁé:ativa, no es importante.

La ganancia de precision con (Cyy, Cgp, Ciap) sobre (Cyy, Cygp) €s pequeiia, considerando que se requiere una
muestra de sangre extra. Asi, considerando el sesgo, la precisién, el costo y las implicaciones éticas se decidid
que {Cyp, Ci2n) €5 €l método més apropiado para estimar €l ABC. En la Tabla 1il.3 se muestra la comparacion en
los valores predichos con (Cy,, Ciz,) v los observados con 10 puntos de muestreo para cada paciente con cada
formulacion, se puede apreciar que el modelo de muestreo limitado tiene buen desempefio con las dos
formulaciones.

confianza.

Tabla IIL3. Comparacién de los valores observados de ABC de CsA en sus dos formulaciones con 10 puntos
de muestreo y los valores de ABC predichos con el modelo de muestreo limitado con la ecuacién (ABC =
2.24 * Cy, + 24.6 * C,,,, - 53.9) en 10 nifios tratados con CsA 2.5 mg/kg cada 12 horas como Sandimmun®
o Neoral® en un diseiio cruzado.

Sandimmmun . . Neoral

Sujeto @BC.&.- ABC,u ABCnr ABCpr
i 1.870 1.924 3977 3770
7 0825 R _ 2.160 2383
3 0.993 1.108 i) 2419
. 0733 0.747 TTi548 1301 -
3 1.019 1.052 0.634 0,400
& T 0.536 0434 0.659 0.640
7 1310 | 1.501 3263 3539
8 T8 1938 180 ' 1855
9 1.885 1984 5861 5.649
0 1626 1964 RETH 2571

ABCobs* es el valor 6bservado con 10 puntos de muesireo, ABCpred es el valor predicho con el MML. Los valores se expresan como pug
RimlL. ' '

Cuando los valores de ABC predichos son graﬁcados en funcién de los valores observados la linea de 1dent1dad
representa la predlcclén ideal, en donde OBS PRED. Enla, figura la se puede observar que la ecuacidn CSh tiene
. una buena pr,edtccxén para la formulac:én tradicional, no asi para la formulac:én Neoral. Las estlmacloncs que s¢
obtuvneron con la ecuaclfm ( Cyp» Ciap ) para las dos formulaciones ?;ie CsA fueron adecuadas ya que todos los

puntos estan cerca de la linea de identidad (Fi iguras [ILF y 111.G).
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Figuras IILF, y II1.G.- Relacién entre los valores de ABC predicha vs ABC observada en 10 nifios con
IRCT que recibieron dos formulaciones orales de ciclosporina Sandimmun® (Q) y Neoral® (@) en un
disefio cruzado, aleatorizado. La linea negra corresponde a la linea de identidad.

Figura II1.F.- Las estimaciones se hicieron con la ecuacién ABC = 7.3 * Cg, + 639

Figura lI1.G.- Las estimaciones se hicieron con la ecuacién ABC =2.24 * C,, + 24.6 * C, - 53.9
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Figura I1.H.- Relacion entre la C,, observada vs predicha con la ecuacién C,,, = Cy, +22.8 en 10
nifios con IRCT que recibieron dos formulaciones orales de ciclosporina como Sandimmun® (O) y
Neoral® (@).

Un parametro importante en la vigilancia terapéutica es la C,,, ya que con frecuencia se asocia a los efectos
adversos del medicamento en estudio. Debido a que la C,,,, de CsA en nifios se alcanza alrededor de 2 horas
después de la administracién del medicamento en cualquiera de sus formulaciones [34], se evalué el desempefio

de C,, para predecir el valor de C_,,. La ecuaci6n que se obtuvo por regresion lineal fue la siguiente:
Cmax = CZh +22.8

Los valores de correlacion, sesgo y precisién para esta ecuacién fueron r= 0.984, MPE = 002pg/mL y MSE 1.56

(ag/mL)* respectivamente. Cuando los valores predichos fueron graficados como funcion de los valores
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“observados (Figura IILH) la C,, parece ser un predictor aceptable de la C,,, ya que todos los puntos caen cerca

de la linea de identidad.
Dado que la CsA se administré cada 12 horas, al tomar muestras a las 2 y 12 horas es posible estimar el ABC como

funcién de ( Cy,, Cyap ), Cnax como funcién de C,, y los valores en valle, que corresponden a los valores de C,,.

DISCUSION

La CsA es un inmunosupresor que se emplea en la terapia a largo plazo de pacientes con trasplantes de
6rgémos s6lidos y otras patologias.
Actualmente existen dos formulaciones de CsA, Neoral y Sandimmun (o genéricos de Sandimmun). Muchos

pacientes que reciben Sandimmun son cambiados a Neoral ya que ésta iltima tiene una biodisponibilidad mayor

_y més predecible [37-39]. Se ha propuesto una sustitucién de Sandimmun por Neoral 1:1 ya que los niveles en

vaile son semejantes con ambas formulaciones [40]. Cabe seiialar que el monitoreo lerapéutiéo de CsA con
niveles en valle se considera inferior al monitoreo con ABC en términos de la evolucién de los pacientes [14, 16,
17,41). Los niveles en valle no son suficientes para establecer un nuevo régimen terapéutico cuando en paciente
cambia a otra formulacién ya que la C,, y la exposicion total al firmaco son mucho mayores con Neoral que
con Sandimmun. Por esta razén el monitoreo basado en ABC parece ser necesario {35] particaularmente en la
poblaclén pedlétnca en quienes se ha reportado una mayor dlferencla entre las formulaciones [34, 42].°

El momtoreo terapéutlco utilizando ABC es dificil de llevar a cabo en n[i’ios debido a que se requieren numerosas

" muesiras de sangre para tener un perfil completo de concentracién vs tiempo [43]. Por esto se han propuesto diversas

estrategias de muestreo limitado con el fin de.obtener un ABC confiable con 1 a 4 puntos de muestreo Charlebois
y col. evaluaron varios de estos modelos y proponen una ecuacion derivada dé'un solo punto de muestreo (Csp) para
predecir en forma aceptable el ABC en nifios con TR que reciben Sandimmune [33]. Se evalué el desempei’io
predictivo de la ecuacién propuesta por estos autores en nifies con IRCT que recibieron tanto Sandimmun como
Neoral. Los resultados muestran qub si bien la ecuépi(ni pfopuesta por Charlebois y col. tiene una prediccién

aceptable para el ABC de Sandimmun no funciona para Neoral. Por esto se probaron diversas combinaciones de

" tiempos de muestreo de muestreo para encontrar una ecuacién que permitiera estimar el ABC con ambas

formulaciones y que pudiera ser utilizada e los pacientes pediétricos que cambian de una formulacién a otra.

Hubo un alto coeficiente de correlacion cuando ¢l ABC se correlaciond con C:, en ambas formulaciones. Sin

. ¢mbargo la ectacion derivada no fue cépaz de predecir en forma aceptable ios valores de ABC obtenidos con

- Neoral, como se muestra en la figura I1.F. Sheiner y Beal demostraron que el coeﬁcnente de. correlacién no es el
mejor parémetro para estimar el desempeiio predlctwo [36‘] Sigulendo los criterios propuestos por estos autores,

se evaluaron las ecuaciones de muestreo _hmltado para estlmar el ABC de CsA en Eér_mmo_s de sesgp y preclslép.
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Cuando el ABC de CsA se estim6 con dos puntos de muestreo ( C,y, C)ay), el desempefio predictivo mejord con
respecto a Cg,. Cuando se utilizaron tres puntos de muestreo (C,;,, Cgp, C)3,) mejoré ligeramente la precision pero
no el sesgo. Si se comparan los beneficios de la ecuacién con tres puntos de muestreo con la estrategia de dos
puntos de muestro para el seguimiento rutinario de los nifios que reciben CsA, la pequefia ganancia en la precisién
no compensa el incremento en el costo y la implicaciones éticas de una muestra de sangre adicional [44].
Como ha sido discutido previamente, es posible que la C_,, tenga relacién con la aparicién de los efectos toxicos
de CsA [34, 45, 46). Esta posibilidad tiene que ser evaluada con la formulaciéon Neoral en pacientes pediatricos.
La C,, para ser uitil para predecir la C,,, utilizando la ecuacién 6. De esta manera, la estrategia de monitoreo con (Cy,
C,) permite no sélo estimar el ABC, sino también la C,, de ambas formulaciones. Cuando la CsA se administra
dos veces al dia, como sucede con frecuencia en la prictica clinica, C,, corresponde a los niveles en valle. De esta
manera la estrategia de monitoreo (Cy, C,5,) también proporciona informacion sobre los niveles en valle y permite
comparar €l monitoreo terapéutico con ABC y con niveles en valle en términos de la evolucién del paciente. Las
ecuaciones con un inico punto de muestreo, como Cg, no permiten estimar la C,, ni los niveles en valle.

Se ha reportado que los niveles de CsA en sangre total son el método ideal para el monitoreo terapéutico [5, 47].
El presente estudio se Ilevo a cabo utilizando muestras de suero, ya que en el Hospital Infantil de México, como
en muchas instituciones de nuestro pais, se empleaba inmunoanalisis de fluorescencia polarizada no especifico
(TDx Abbott) para medir las determinaciones de CsA en forma rutinaria debido a su menor costo. Se prefiere
medir CsA en sangre total ya que 50-70% se une a la fraccion celular, principalmente eritrocitos y la cantidad de
farmaco libre puede variar si hay cambios en el hematocrito. Bajo las condiciones en las que se realizé el estudio
los valores de hematocrito permanecieron estables. En el estado estacionario existe un equilibrio entre la
concentraciéon de CsA en suero y en la fraccion celular, por estas razones se puede pesar que el modelo de
muestreo limitado propuesto puede ser 1til tanto para muestras de suero como de sangre total. La ecuacién que
Charlebois y col. describen en su trabajo derivoé de muestras en sangre total [33] y dio resultados similares para
las muestras de suero que se emplearon en este estudio. Sin embargo es necesario validar el modelo propuesto

empleando sangre total.

FASE 1I.

VALIDACION DE MODELO DEL MUESTREQ LIMITADO PARA OBTENER EL AREA BAJO LA CURVA DE
CONCENTRACION VS TIEMPO EN PACIENTES PEDIATRICOS CON TRASPLANTE RENAL

La mejor forma de monitoreo terapéutico de CsA es el ABC, sin embargo no se lleva a cabo en la prictica clinica
debido a que resulta muy caro y representa mayor incomodidad al paciente.
Desarrollamos un MML que con las concentraciones de CsA a las 2 y 12 horas estima en forma adecuada €] ABC de

CsA, independientemente de la formulacién utilizada, en nifios urémicos, empleando determinacién de CsA en suero.
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Cuando el ABC de CsA se estimé con dos puntos de muestreo { Cyy,, C,3p), €l desempeifio predictivo mejoré con
respecto a Cg,,. Cuando se utilizaron tres puntos de muestreo (Cyy, Cgy, C,2,) mejor6 ligeramente ia precision pero
no el sesgo. Si se comparan los beneficios de la ecuacién con tres puntos de muestreo con la estrategia de dos
puntos de muestro para el seguimiento rutinario de los nifios que reciben CsA, la pequeiia ganancia en la precision
no compensa el incremento en el costo y la implicaciones éticas de una muestra de sangre adicional [44].
Como ha sido discutido previamente, es posible que la C,,, tenga relacion con la aparicion de los efectos téxicos
de CsA [34, 45, 46). Esta posibilidad tiene que ser evaluada con la formulacién Neoral en pacientes peditricos.
La C,, para ser util para predecir la C_,, utilizando la ecuacién 6. De esta manera, la estrategia de monitoreo con (Cy,
C,2) permite no solo estimar el ABC, sino también la C,,, de ambas formulaciones. Cuando la CsA se administra
dos veces al dia, como sucede con frecuencia en la prictica ciinica, C,5, corresponde a los niveles en valle. De esta
manera la estrategia de monitoreo (Cy;, C,5,) también proporciona informacién sobre los niveles en valle y permite
comparar el monitoreo terapéutico con ABC y con niveles en valle en términos de la evolucion del paciente. Las
ecuaciones con un unico punto de muestreo, como Cg, no permiten estimar la C,,, ni los niveles en valle.

Se ha reportado que los niveles de CsA en sangre total son el método ideal para el monitoreo terapéutico [5, 47].
El presente estudio se llevé a cabo utilizando muestras de suero, ya que en el Hospital Infantil de México, como
en muchas instituciones de nuestro pais, se empleaba inmunoanalisis de fluorescencia polarizada no especifico
(TDx Abbott) para medir las determinaciones de CsA en forma rutinaria debido a su menor costo. Se prefiere
medir CsA en sangre total ya que 50-70% se une a la fraccién celular, principalmente eritrocitos y la cantidad de
farmaco libre puede variar si hay cambios en €l hematocrito. Bajo las condiciones en las que se realizo el estudio
los valores de hematocrito permanecieron estables. En el estado estacionario existe un equilibrio entre la
concentracién de CsA en suero y en la fraccion celular, por estas razones se puede pesar que el modelo de
muestreo limitado propuesto puede ser Gtil tanto para muestras de suero como de sangre total. La ecuacién que
Charlebois y col. describen en su trabajo derivé de muestras en sangre total [33] y dio resultados similares para
las muestras de suero que se emplearon en este estudio. Sin embargo es necesario validar el modelo propuesto

empleando sangre total.

FASE 11

VALIDACION DE MODELQ DEL MUESTREQ LIMITADO PARA OBTENER EL AREA BAJO LA CURVA DE
CONCENTRACION VS TIEMPO EN PACIENTES PEDIATRICOS CON TRASPLANTE RENAL

La mejor forma de monitoreo terapéutico de CsA es el ABC, sin embargo no se lleva a cabo en la practica clinica
debido a que resulta muy caro y representa mayor incomodidad al paciente.
Desarrollamos un MML que con las concentraciones de CsA a las 2 y 12 horas estima en forma adecuada el ABC de

CsA, independientemente de la formulaci6n utilizada, en nifios urémicos, empleando determinacién de CsA en suero.
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Es necesario validar dicho MML en niiios con traspiante renal y con determinacién de CsA en sangre total antes

de recomendar su tso.

OBJETIVO

Determinar si el ABC y la C,, de CsA se pueden calcular en forma confiable con el modelo de muestreo

limitado que considera dos puntos de muestreo (2 y 12 horas) en pacientes pediatricos con trasplante renal.

MATERIAL Y METODOS .

Sc;, realizé un estudio prospectivo, comparativo, en donde los nifios con trasplante renal y funcién estable
de! injerto que aceptaron participar en el estudio fueron admitidos al servicio de Nefrologia del Hospital Infantil
de México Federico Gomez para realizar un perfil farmacocinético completo de CsA con nueve puntos de
muestreo. El ABC obtenida por el método de los trapezoides fue comparado con el ABC obtenida con el modelo

de muestreo limitado que considera énicamente ta concentracion de CsA a las 2 y 12 horas [48]. La C,,, se tomé

directamente de los puntos de muestreo (C,,, observada), y fue comparada con la C.ax Obtenida mediaante la

ecudcién que considera unicamente la concentracién a las 2 horas.

Criterios de inclusion
1.- Pacientes pediatricos con frasplafte renal y triple terapia inmunosupresora, con régimen de
dosificacion de ciclosporina cada 12 horas.
2.- Tener por lo menos 4 meses post-trasplante renal y dos semanas con sin modificaciones en el
© tratamiento : _
3.- Aceptacion por escrito para partlclpar en el estudlo

Criterios de exclusion
1.- Pacientes pediatricos con TR que no recibieran cnclosporma
2.- Pacientes en quienes se hayan modificado los medicamentos y/o las dosis de los mismos en las dos
semanas previas al estudio.

Criterios de eliminacién

1.- Deseo voluntario de abandonar ¢l estudio -

2.- Presencia de algin evento que requiera la administracién de medicamentos diferentes de la terapia
de mantenimiento y que pueden interferir con la determinacién y/o los niveles de ciclosporina (p. ).
rechazo agudo, hipertension arterial, cuadro infeccios,o).

Los paclentes mgresaron por un dia a la sala de neﬁ'ologla y reclbteron la dosis habltual de ciclosporina a las

20:00hrs, a las 8 00hrs se canahzé una venay se tomaron muestras de 1mL de sangré en tubo con EDTA a las 0,
1,2,3,4,5,6,8y 12 horas después de la administracién de CsA, Se detenmnaron los niveles de CsA en sangre
total por el método de RIA (Cyclotrac)
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Se trazaron las curvas de concentracion sanguinea contra tiempo para cada paciente y se calcul6 €l ABC con el
método de los trapezoides. La Cpuy ¥ tmax S€ tomaron directamente de los puntos de muestreo. Posteriormente se
calculd el ABC con el MML que considera las concentraciones a las 2 y 12 hrs para lo cual se emple6 un modelo
de regresién lineal muitiple para evaluar ia correlacién entre Cy, y Cyy, y € ABC con ayuda del paquete de

computo SPSS y se obtuvo la siguiente ecuacién :
ABC = Cy, * 3,19 + Cy,,* 8.94 + 525.7

Dado que los niveles a las 0 y 12 horas son similares porque los pacientes se encontraban en estado estacionario
(Tabla I11.4), se tomaron los valores de CsA a las Oh en vez de los valores a las 12h, ambos se consideran valores
en valle ya que son justo antes de la siguiente administracién, y es mas practico si se considera emplear el modelo
como seguimiento de pacientes a largo plazo. El desempefio predictivo del modelo se evalud con los criterios
propuestos por Sheiner y Beal para sesgo y precision [36].

La C_,, se calculd con la ecuacién descrita en el estudio previo:
Cnn = CZI: +22.8

RESULTADOS
Se incluyeron nueve pacientes, de los cuales 3 fueron del sexo masculino. La edad vari6o de 10 a 17 aflos,
promedio de 13 afios (+ 2.5). Todos recibieron triple terapia inmunosupresora con prednisona, azatioprina y

ciclosporina y tenian funcién renal estable, con creatining sérica de 1.05 = 0.2 mg/dL. El tiempo post-trasplante

Tabla I11.4.- Concentraciénde CsA a las o y 12 horas en nueve pacientes con trasplante renal

Paciente Concentraciéon Oh Concentracién 12h
(ng/mL) (ng/mL)
i 194 192
2 44 66
3 299 281
4 198 200
5 188 302
6 142 215
7 303 2N
8 381 327
9 292 270
Promedio 226.8* 236.7
DS 101.9 79.2

* No hubo diferencia significativa entre 0y 12 h.
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Tabla IIL5.- Dosis de CsA, tiempo de TR y Cren9 pacientés pediétriéos

Paciente Dosis CsA Tiempo TR | Cr (mg/dL)
{mg/kg/dia) {meses) '
| 5.6 7 1.1
2 2.24 26 0.7
3 3.6 13 0.9
4 1.3 20 1.4
5 8.2 6 1.1
6 6.1 60 11
7 114 6 1.2
8 6.5 8 1.1
9 103 15 0.9
Promedio 6.8 17.8 1.05
DS 292 17.22 0.2
2400 T
. 1800
g _
i
1200
600
0 - - '
) 2 .« 6 (] 10 ]
Tiempo (b) '

Flgura HLI-Curvade concentraclén sangumea Vs tiempo de CsA ( promedio £ DS) de los 9 paclentes
incluidos en el estudio. Con lineas punteadas se sefiala la concentraclén plco (C,w) yla concentraclén
minima (mveles en valle). ‘
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Tabla I11.6.- Pardmetros farmacocinéticos (Cp,y s Tray ¥ vida media) de CsA en 9 nifios con TR.

Paciente Caax LA tin
1 1245 1 9.7
2 602 1 1157

3 974 2 5.6

4 1547 2 7.2

5 1944 2 6.5

6 1351 1 9.2

7 2239 2 4.6

8 2003 2 5.8

9 1872 2 6.4
Promedio 1530.77 1.66 739
DS 536 0.5 227

Tabla I11.7.- Valores de ABC observados (obs) y predichos (pred) con el MML en 9 pacientes con TR.

Paciente ABCobs ABCpred Yovar
1 5625.5 5387.52 42
2 1952.5 1881.34 3.6
3 5484 6198.54 -13
4 6324.5 7248.63 -14.6
5 9128 942694 -3.3
6 5898.5 5822.82 1.3
7 10842 1090.85 6.9
8 9783.5 9838.65 -0.6
9 8921 8911.18 0.1

renal fue de 17.8 meses + 17.2 y la dosis de CsA promedio de 6.8+ 2.92 mg/kg/dia (Tabla IIL5).
En la Figura IILI se observa la curva de concentracién plasmitica vs tiempo de CsA ( promedio + DS) de los 9
pacientes incluidos en el estudio. Con lineas punteadas se sefiala la concentracién pico (C,,) y 1a concentracién

minima (concentraciones en valle).
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Figura IILK.- Relacion entre la C_,, observada vs predlcha conla ecuamén Crnax = C3, 122.8 en 9 nifios
con Trasplante Renal bajo tratamiento con CsA.,

En la Tabla I11.6 se describen los pardmetros fannacocmetlcos gcneraies Crax 1930.77 £ 536 ng/mt, e 1.66h £
05yt l/2de739horas:t227 |

“En la Tabla IIL.7 se repomn los valores de ABC observados enlos 9. paclentes considerando todos los puntos de
| muestreo y los pred:chos con el MML propuesto, en todos los casos se fuvo una variacién menor de 20%. El error

prechctwo medio (MPE) fue de -0.1 y ¢l error promedio cuadrado (RMSE) de 6%
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En la Figura I11.J se observa la relacién enire el ABC predicha con el MML propuesto y el ABC observada en los
9 pacientes con trasplante renal.

En la Figura 111K se observa la relacion entre la C,_,, observada vs predicha con la ecuacién: Cp = C o +22.8.

DISCUSION

La estrecha ventana terapéutica de 1a CsA hace necesario un monitoreo terapéutico constante en los pacientes
con trasplante renal. El método que se emplea con mayor frecuencia es el seguimiento de los niveles en vaile [47],
sin embargo tiene mala correlacién con al ABC que se considera el estindar de oro para evaluar la exposicion al
farmaco y este problema parece acentuarse en los pacientes pediatricos que reciben la formulacién Neoral [34,
35]. Los modelos de muestreo limitado permiten estimar el ABC con uno o més puntos de muestreo, hay varios
modelos descritos para poblacién adulta [14, 15, 17, 21, 25, 27, 43], y son escasos para poblacién pedidtrica [32,
33, 48, 49]. Los nifios tienen una farmacocinética de CsA diferente a los adultos se sabe que presentan menor
absorcién oral, depuracion mas rapida y el volumen de distribucién es mayor {1, 29, 34].

Se desarrollé un MML en nifios que considera las concentraciones de CsA a las 2 y 12 horas para predecir el ABC
y la C,. de las dos formulaciones del medicamento disponibles en el mercado, sin embargo los datos para el
desarrollo de este modelo derivaron de nifios urémicos y las determinaciones de CsA fueron en suero, no en
sangre total [48]. En el presente trabajo se corrobora la utilidad del muestreo a las 2 y 12 horas para predecir en
forma confiable el ABC y la C,,,, de CsA en nifios con trasplante renal que reciben la formulacion Neoral (Tabla
111.7 y Figura IILF) y puede ser de utilidad para el seguimiento de estos pacientes a largo plazo con la ventaja de
que permite conocer los niveles en valle, la C,,,, y el ABC en forma paralela [31}, cabe sefialar que aln no se han
propuesto valores objetivo de ABC de CsA en nifios con los que se evite la nefrotoxicidad y se prevenga el
rechazo agudo del injerto renal, y no se sabe si el ABC puede ser empleada como estrategia de monitoreo sin
considerar los niveles en valle, por 1o que ain quedan muchas preguntas sin respuesta.

En el presente trabajo de tesis se estudié la farmacocinética de la ciclosporina en tres poblaciones de pacientes
pediatricos: urémicos, nefréticos y trasplante renal, en la tabla II1.8 se describen los pardmetros farmacocinéticos
de la CsA en microemulsion (ABC, C,.,, tmax ¥ t12) €0 cada una de estas poblaciones. Hay que considerar que las
condiciones de cada estudio fueron distintas, en el caso de los pacientes urémicos y nefréticos se administré una
dosis fija de CsA en mg/kg mientras que en los nifios trasplantados recibian diferente dosis de CsA segun sus
requerimientos, pero salta a la vista que existen diferencias farmacocinéticas. Dado que el medicamento es
nefrotéxico es importante conocer la farmacocinética en cada poblacién en particular y establecer el régimen de

dosificacién y la estrategia de monitoreo mas adecuada.
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Tabla IIL8.- Parametros farmacocinéticos de la ciclosporina en micreemulsién en las diferentes

poblaciones estudiadas

Poblacién
{método de
determinacién y ABCyo Cous toa i
matriz)
Urémicos 2275
5%
n=10 1633.7 4520213 194087 114+£3.5
(TDx suero)
Trasplante renal
n=9 T | 1530772536 | 166405 739£227
(RIA sangre total) " *
Nefriticos
n=10 4532+ 2232 | 10233 £448 1.6x0.51 43+ 1.7
{TDx sangre total)
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if Bioavailability of two oral formulations of

cyclosporin A in uremic children before renal
transplantation
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Ramirez LE, Romero NB, Veldsquez JLF, Castafieda-Hern4ndez G, Urizars, A. E. Campos-Sepilvedas,
Muiioz R. Bioavailability of two oral formulations of cyclosporin A 1. M. Saldafia?, L E. Ramirez, N. B.
in urernic children before renal transplantation. fRomerv', J. L. F. Velisquez', G.
Pediatr Transplantation 1998: 2: 145-149. @ Munksgaard 1998 Castafieda-Herndndez?
Abstract: The bioavailability of two oral formulations of cyclosporin A and R. Mufor'

stract: The bioavailability of two ormulations of cyclosporin Nk
(Sandimmun and Neoral™) was assessed in 10 children with end-stage re- ° m&m&m
nal disease (ESRD), while at a steady state on a dialytic procedure. The - Gomez, Departzmento de Fammacologla, Facuitad

study was performed according to a randomized, double blind, cross-over
design, allowing a 1-month washout period between studies. Each patient

de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de
Méxdco and *Seccion de Terapéutica Experimental,

received 2.5 mg/ug of oral cyclosporin A every 12 h, either Sandimmun Departamento de Farmacologia y Toxicologla,
(SAN) or Neoral (NEO). Serum concentrations of cyclosporin A were de- mﬁmh vestigacion y da Estutios Avanzacos

termined serially during a 24 h period, after the 5th dose of cylosporin. Se-
rum concentrations against time curves were constructed and bioavailabili-
ty of both medications, expressed as AUC and C,..,, were compared. A sta-
tistically significant increase was observed in the AUC and C,, of NEO,
which were 90% anrd 130% higher, respectively, than those of SAN. Ccn-
sidering that the internaticnally accepted criteria for bioequivalence allows
& 20% variation in AUC and C,,, it appears that Neoral and Sandimmun
do not bear bioequivalence in children with ESRD. Notwithstanding, there
were no significant differences in trough levels between both formulations.

Key words: cyclosporin A~ Neoral bicavalabilty -
phamacokinetics - end-stage renal disease —
immuncsuppression — Santimmun

dren with ESRD.

Cyclosporin A (CsA) is widely used as prophylactic
immunosuppressive therapy in organ transplantation
and in the treatment of several immunological dis-
eases (1). CsA is available for parenteral and oral
administration. Notwithstanding, since there is an

- important intra- and interindividual variability in

- CsA bioavailability after oral administration (2), the
design of an adequate dosing regimen may be a dif-
ficult task, particularly in children, in whom the
CsA absorption is more variable (3-6).

Oral CsA used to be available only as an oily oral
solution until recently (Sandimmun, Sandoz; SAN).

Abbreviations: ESRD, end-stage renal disease; SAN, Sandim-
mun; NEO, Neoral; CsA, cyclosporin A; CAD, continuous
ambulatery peritoneal dialysis; AUC, area under curve; C.,,
peak concentration; ., time needed to reach peak concentra-
tion.

We conclude that, if trough levels are the only source of information for
dosing design, Neoral could be substituted for Sandimmun on a 1:1 basis.
However, a 1:1 drug substitution is not suitable when AUC is used in chil-

Ricardo Mufioz, M. D., Gepartamento e Nefrol-
ogla, Hospita! Infantil d México Federico Gomez,
Dr Mérquez 162, Col. Doctores CP 06720, Mexico
City, Mexico

Accepted for publication 21 January 1998

CsA intestinal absorption is erratic with this formu-
lation, since it depends on bile secretion. Nowadays,
a new oral formulation containing CsA as a micro-
emulsion (Neoral, Sandoz; NEO) is commercially
available. Studies in adults with kidney transplanta-
tion have shown that CsA bioavailability of NEO is
5-64% greater than SAN (7, 8). Studies specifically
addressing the issue of NEO bioavailability compar-
atively with SAN in children are still pending.

NEO is commonly used as a substitute of SAN on
a 1:] basis in pediatric patients, despite the fact that
the efficacy and safety of the new formulation has
not been adequately assessed in this particular popu-
lation (9-11). Hence, the purpose of the present
study was to examiné the bioequivalence of SAN
and NEQ by comparing the bicavailabilities of these
two formulations in children with end stage renal

disease (ESRD), undergoing continuous ambulatory

2 .
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peritoneal dialysis (CAPD). The patients were either
on the waiting list for cadaveric renal transplanta-
tion, or they were awaiting an imminent allograft
from a living related donor. Therefore, all the pa-
tients would eventually receive CsA after transpian-

tation. The reason why the study was not done after -
renal transplantation is due to ethical considerations, -

since CsA would have to be withheld between the
study of the two drugs during the washout period.

Patients and methods

Twelve patients aged 5-15 years old with ESRD
were included into the study. All patients were on

CAPD. Patients with liver disorders or systemic lu- -

pus erythematosus, as well as those taking any med-

Tﬂ:lﬂ.ﬁiriddaﬂdhnpaﬁemxwmmsabmmc&u
(SAN) ov Neoral (NEO) according o & randomized Crossover design.

Subject Sex  Age

Weight  Haemawerit  Time Sequence

{vears) (kg o {months)
1 ..F . 14 k0 278 13 Neo/San
2 1] 8 212 243 3 NEOVSAN
3 - F 10 240 04 2 SAVNED
-4 ™ 5 15.7 358 5 SWNED
5 M " 205 256 2 Neo/SaN
6 F 5 128 281 7 NEQ/SAN
7 E 15 50.0 340 1 SANNED
8 F 15 435 278 1 SAVNED
9 M 15 45 2%.8 16 SavNED
10 M M 610 - 329 7 SNNED

ication that might alter CsA pharmacokinetics (12), ...

were excluded from the study. Patients were treated
with erythropoyetin, calcitriol, calcium carbonate

and multivitamins at variable doses, according to
their individual requirements. The study was con-.

ducted according to the recommendations. of the

Declaration of Helsinki, and it was approved by the -

Hospital’s Internal Revision Board and the Ethics
Committee. Written informed consent from the par-
ents was obtained before enroliment.

Taking into consideration previously published

data on the variability of CsA bioavailability of -

SAN (7) and considering that, in children, bicavail-
ability with NEO appears
50% with respect to SAN (9, 10), the minimal ¢sti-
mated sample size is 8 patients with a power of §0%
ando =005 T S
Two patients were excluded: one received a renal
transplant and the othet was disenrolled because of
_ deviations -from the protocol. Therefore, the study
‘was carried ont in 10 patients. Relevant demograph-
“ic and clinical data, as well as the sequence of the
CsA formulation administered to the 10 patients
who completed the study, are shown in Table 1.

Pharmacokinetic profile
The study was conducied according to a random-

' jzed, double-blind, crossover design. Each patient”

received five doses (2.5 mg/kg) of either SAN or
NEOG every-i2-h. Since ed CsA mean haif-iife
values in children range between 7 and 10h (8, 9), it

may be assumed that a steady state was achieved..
After the adiministration of the fifth dose, an in-.

dwelling cannula was inserted in a suitable foreamy
vein, and blood samples were drawn at 0, 0.25, 0.5,
0.75, 1, 2, 4, 6, 8, 12 and 24 h afker dosing. Follow-

ing a 1-month washout period, the patients received

another five doses of ¢ither SAN or NEO in order to
complete the other arm of the crossover design. Af-
ter the fifth dose of the second course of therapy,

146

to be increased by at least

lood samples were drawn as described above. SAN

" or NEO was each thoroughly dissolved in a glass of

orange juice just before administration, and a stan-
dard ‘meal was served 30 min afterwards. The pa-
tients were hospitalized for CsA administration and
blood sampling, but they were allowed to leave the -
premises during the washout periods. R
The CsA serum concentrations were determined
by an Abbott TDx analyzer using_ a specific mono-
clonal antibody. Serum concentrations against time
curves were constructed for each patient and for
each formulation. Peak concentrations (Cn..) and
the time needed to reach peak concentrations (tws)
were directly deterniined from these plots. The area
under the curve (AUC) was estimated by the trape-
zoidal rule. Half-life values were abtained by log~
linear regression of the terminal concentration de-

. cay phase. :

Statistical analysis

In order to assure the study was performed at steady
state for each formulation, serum levels at 0 and 12
h were compared by Student’s t-test for paired data.
A bioequivalence analysis was done comparing Ca -
and AUC values for SAN and NEO using the Bio-
pak data analysis system (SCI Software, Lexington,
KY). According to internationally accepted criteria,
it was assumed ihai the two formulations were
bioequivalent when the ratios AUCSANAUCYE and
CoaSAN/C B0 were between 0.8 and 1.25 (13).
Half-life values obtained with SAN--and NEO
were compared by Student's t-test for paired data. -
Interindividual variability in CsA phatmacokinetics

for each formulation was assessed by calculating the

coéfﬁcie\ﬂ& of variation for Cuu, taw, AUC and
haif-life. Trough serum levels (i:¢. at 12 hy observed

with SAN and NEO were also compared by Sm- - .
_ dent’s t-test for paired data, :
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Fig. 1. CsA serum concentrations of ten patients with ESRD af-

; g12h of CsA, administred
- Dataueshowna.smean:

ter receiving five doses of 2.5
s Sandimmun (@) or Neoral (
SEM.

Results

Mean (z SEM) serum CsA concentrations cbserved
after administration of SAN and NEO at a steady
state are shown in Fig. 1. Individual pharmacokinet-
ic parameters are shown in Table 2. The AUC was
ca. 90% greater with NEO than with SAN, while
Co, increased by ca. 130%. Conversely, 1, and
half-life values were similar with both formulations.

Table 2. Pharmacokinetic parameters at steady state of cycosporin observed in
ten children with ESRD after administration of two ora! formulations: Sandim
mun (SAN} and Neoral (NEQ).

Cra Tew Aic Half-life

Subject SAN NEO  SAN NEC  SAN NED SAN  NEO
1 235 587 2 2 20718 43069 N6 99
2 121 659 4 2 18039 24759 91 B6
3 21 630 2 1 20841 83N9 123 101
4 160 276 2 4 20258 20081 87 145
5 63 102 2 1 14875 34855 63 9.4
6 64 146 2 2 5906 7484 8.2 198
7 14 43 2 2 5098 11556 143 B4
8 07 467 2 1 8006 17436 &8 128
9 218 712 2 2 18065 27458 101 B4
10 2715 49 2 2 9025 22615 114 121
Mean 1988 4520" 22 195 14083 27275° 102 114%
SEM 244 674 02 03 2028 5168 0.7 1.1
Cv 387 472 287 461 455 59.9 26 36

*Significantly difterent from SAN (p<0.01). Variation greater than 20% as deter-
mined by bicequivalence analysis using the BioPack software,
"ot significantly different from SAN (p>0.05) as detarmined by Shident’s t-test.

Bioavalilability of CsA in children

. Table 3. Troaph CaA serum levels at steady staip obsarved -
. ummmmuwnwmaz.sm ‘

munmmmmm it yeteart el -
St -, Oh - 12h . Oh  12h

[ L AL B L

-SESE TRREE- TR B

30 W 28 50 49

Rt T AR | IEECY - TR

5t o T N

CRCERRN - TS T IR TR | SR |

70 6. 81 T8 103

8 42 53 “a - 4

9ui i 63128 16T

W 8. 5. . B8 64

Men 5430 38900 58107 630

SEM '944"'- 610 1238 1519 -

OV 850 7 496 674 T BT _
-Notsiammaﬂmmsmmmmsy L

There were no significant differences in CsA levels
determined at 0 and 12 h after the fifth dose (Table
3), indicating that a steady state was achieved after
five doses were given every 12h for both SAN and
NEO.

SAN and NEO bloavallabunes were compared
by bioequivalence analysis using the Biopak soft-
ware. These results showed that the probability that
the ratios AUCSANAUCNEC and Cp SANC,,,NEO
were below the bioequivalence limit of 0.8 was
highly significant (p <0.01). There were no signifi-
cant differences between sampling periods, nor in
their sequence, i.e. SAN-NEO or NEO-SAN,

The difference between SAN and NEQ bioavail-
abilities appears to be due to drug absorption, as
half-life values were similar in both formulations,
Moreover, there were no significant differences be-
tween trough levels (i.c. at 12 h) of SAN and NEO
(Table 3), indicating that the difference in AUC was
mainly due to peak levels, wluch were s;gmﬁcantly
higher with NEO.

Interindividual variability was assessed by com-
paring the coefficients of variation of the estimat=d
pharmacokinetic parameters. As can be seen in Ta-
ble 2, coefficients of variation were higher with
NEO for Co.., taw, AUC and half-life. This was also
observed for CsA serum concentrations at { and 12
h (Table 3).

Discussion

Our results indicate that, in children with ESRD,
NEO yielded CsA AUC and C,, values that were
90% and 130% higher, respectively, than those ob-

147




served with SAN; It clearly appears that.SAN.and

NEO are not bioequivalent formulations in the pa-
tients studied herein. These' results are’ consistent
with those reported by Kabasakul et al. in young re-
nal transplant patients (10), although the authors did
not perform their study according to a crossover de-
sign. It thus appears that the difference in bioavail-
ability of SAN and NEO is more important in pedi-

atric patients than in the adult population. Friman
and Bickman have pointed out that the increased

bioavailability of NEO may lead to a convenient -

dose reduction of the drug. However, many ques-
tions concerning long-term effects have not yet becn
fully answered (7). - :

We did not observe a reduction in mlcrmdlwdual
. variability, as suggested by Cooney et al. (9); how-
ever, our study was not carried out in transplant pa-
tients as theirs was, and the uremic milieu may be

responsible for our inability to show reduction in in- .

terindividual variability. Coefficients. of variation
for Coux, AUC, toe and half-life were lower with
SAN (Table 2), suggcstmg that NEO does not pro-

vide a reduction in the pharmacokmcuc vanabﬂny o

in pediatric patients with ESRD.. -
Despite the differences in AUC and C.., trough
CsA levels were similar with SAN and NEO (Table

3), This has been observed hy several authors in

both children and adults (10). It is the usual practice
to base CsA dosing according to trough levels (5, 9).
This practice, however, has been criticized because

it is not reflective of total drug exposure (11, 14-

.19). Recently, several authors have suggested that
CsA dosing should be based on AUC values, which
better reflect total drug exposure (14-19).; Hypothet-
ically, SAN can be substituted for NEO on a 1:1 ba-
sis only if trough levels are considered as the unique

- source of information. However, our study, if ¢on-
* firmed by others, would suggest that 1:1 substitution

may not be advisable if the criterion for substitution

is the AUC,

Because of the potential advantages of the new
microemulsion formulation, i.e. better absorption
and lower variability (7, 9), it is becoming common
practice in several countries for SAN to be substitut-
ed by NEO, frequently without any dose ijllSt-
ment, The fact that the bioavailability of NEO.is
20% greater than that of SAN raises the issue of
whether dose adjustment is necessary. Johnston et
al. have stated that this increase in bioavailability is

not clinically relevant (14). However, there have -

been no long-term studies in children to substandiate
the clinical irrelevancy.

It should be mentioned, however, that the efficacy )

and safety of NEO compared with SAN has been
only scarcely documiented in children. Therefore, it
is not clear whether the 1:1 subsutuuon is safe in pe-
diatric pauents
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« ‘The usual starting cyclosporin A dose after repa]
transplantation in children is 8-10 mg/kg daily in
two or three divided doses. A lower dose was used
in the present study, but according to the pharma-
cokinetic profile obtained in the patients studieq
herein, we may assume a higher Cy,,, to be found
with both medications if a higher dose is used,
mainly with NEO, leading perhaps to an increased
toxicity of the drug. The question that may arise at
this point is whether the higher C,.,, seen in our pa.
tients may improve the capability of immunossup-
pression or, rather, if it may increase the risk of
acute toxicity (20).

Our results show that; in children wnh ESRD,
NEQ did not appear to be a better formulation than
SAN from a pharmacokinetic point of view, as inter-
individual variability was not reduced and it is not
clear whether high CsA peaks improve the thera-
peutic response or result in increased toxicity. In

conclusion, considering the information available at

present, a'1:1 ‘substitution of SAN for NEO cannot -

'be indiscriminately performed in children. Informa-

tion on the efficacy and safety of NEO in pediatric
patients, as well as on an adequate therapeutic drug
monitoring strategy, is needed before a clear substi-
tution pattern can be established.

We thank the personnel of Diplomado en Farma-
cologfa Clinica UNAM for their assistance in this
study. M. M. is a CONACYT fellow. This study was

supported by-the Hospital Infalml de México Feder-
ico Gémez.
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Letter to the Editor

Current Bioequivalence Criteria Are
Adequate for Oral Cyclosporin A
Formulations

To the Editor. In a recent article. Johnston and co-
workers (1) criticized the presently accepted criteria for
bioequivalence on the basis of the results obtained with
two oral formulations of cyclosporin A, namely Sandim-
mune (Sandoz; Basel, Switzerland) and Neoral (Novar-
tis: East Hanover, NJ, U.S.A.). Sandimmune is the trade
name for an oral, oil-based formulation. Cyclosporin A
is barely soluble in water. thus after administrarion of
Sandimmune. its absorption from the gastrointestinal
tract depends on bile secretion. leading to a limited bio-
availability. On the other hand. Neoral is a microemul-
sion-based oral formulation. As a result. cyclosporin A
dissolution in the gastrointestinal tract is enhanced. lead-
mng to improved absorption. It is this change in vehicle
composition that improves Neorai's bicavailability com-
pared with that of Sundimmune. However. the active prin-
ciple. cvclosporin A. is the same in both formulations.

One possible nterpretation of the article by Johnston
and coworkers i 1) 15 that Sandimmune can be substituted
for Neoral. as if both formuiations were bioequivalent.
despite the differences in their pharmacokinetic profile.
It is our view that Sandimmune and Neoral shouid be
considersd to be different drug products. Because Neoral
has recently been introduced in several countries ie.g..
Mexico). we think that it is necessary to examine further
some aspects regarding this new formulation.

As Johnston and coworkers stated in their article (1),
the purpose of biceguivalence testing is to ensure that
different brands of the same medicine can be safely sub-
stituted for one other. which means that the same thera-
peutic outcome can be expected with both formulations
(2). Bioequivalence testing is usuaily performed for ge-
neric drug products. and it is generaily accepted that two
formulations are bicequivalent if the test-to-reference ra-
tios of the logarithmically transformed area under the
curve {ALC) and C,,,, values fall in the range of 0.80 to
1.2513). Neoral vields such a considerably higher cvclo-
sporin A bioavailability than does Sandimmune that the
AUC and C_,, ratios are rot included within this range
{1.4): therefore. these two formulations cannot be con-
sidered as bioequivalent. Neoral s neither 2 generic
product with respect to Sandimmune nor is it intended to
be one. Neorai improves cvclosponn A absorption from

the gastrointestinal tract when compared with Sandim-
mune (4); if one formulation improves another. the two
cannot be equivalent.

The differences in bicavailability berween Neoral and
Sandimmune vary between patient populations. It has
been reported that in adult patients, Neoral increases cy.
closporin A bioavailability by 5% 1o 64% (4). However,
in children, the differences between formulations are
greater. We have observed that AUCs and C,,, are in-
creased by 90% and 130%, respectively. with Neoral in
pediatric patients awaiting renal transplantation. Simi-
larly. Kabasakul and colleagues (5) have reported that
with Neoral. AUC and C_,, are increased by 77% and
114%, respectively, in voung renal transplant patients.
The clinical impact of Neoral’s suprabioavailability in
children has barely been examined.

There are other aspects of the differsnces berween
Sandimmune and Neoral that need w be sudied. Cvclo-
spontn A is biowansformed by CYP3A. a subfamily of
cvtochrome P450 that metabolizes a wide vartetv of
drugs (6). It is as yer unclear whether the greater bio-
availabuity resuiting from Neoral increases the potentizl
for drug interactions. Moreover. the existence of inter-
ethnic vanability in cyclosporin A pharmacokinetics has
been recently reponted. After oral Sandimmune admin-
istration. Mexican subjects exhibited an increased cvelo-
sporin A bioavailability compared with whites. probably
because of a reduced CYP3A activity (7). The impact of
such interethnic variability in bicavailability on Neoral
administration also requires attention.

[t 1s our opinion that the presently accepted bicequiva-
lence criteria are valid tor oral cyclosporin A formula-
tions. Sandimmune and Neoral cannot be considered bio-
equivalent. As an improved formulation. Neoral is a new
drug product. not a generic equivaient of Sandimmune
Hence. Sandimmune cannot be indiscnminately subst-
tuted for Neoral in the absence of information about its
clinical efficacy and safety in different patient popula-
tions and ethnic groups. It can be argued that cyclosporin
A trough blood levels vbtained with Neoral are similar to
those of Sandimmune and that therapeutic drug montor-
ing is frequently performed on the basis of trough levels
(1). Nevertheless. there is evidence that AUC monitoring
is superior to trough level monitoring because it reflects
total drug exposure {8.9). Information on total drug ex-
posure is critical to assess potential cyclosporin A tox-
icity and drug interactions between Neoral and Sandim-
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mune. Therefore, these formulations should not be con-
sidered interchangeable without proper monitoring,
which should be performed on the basis of AUC to ac-
count for differences in bioavailability. Furthermore. the
efficacy and the safety of Neorai should be documented
according to the regulatory requirements of each country
for a new drug product.

Gilberto Castafieda-Hemdndez
José Pérez-Urizar

Mara Medeiros )

Departamento de Farmacologia v Toxicologia,
Centro de Investigacion v de Estudios Avanzados del
LP.N. and Hospital Infantil de México Federico Gomez

Meéxico, D.F., México
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Abstract: Several limited sampling equations were tested io predict the
area under the curve (AUC) of cyclosporin A (CsA) at steady state in 10
children with end-stage renal disease receiving oral CsA 2.5 mg/kg b.id.
as two different formulations, namely Sandimmune" and Neoral ",
according to a randomized crossover design with a one-month washout
period. AUC was significantly correlated with CsA concentration at 5 h.
The equation derived from this single concentration-time point was able
to adequately predict the AUC for Sandimmune but not for Neoral. The
equation derived from CsA concentration data, measured at 2 and 12 h,
significantly improved predictive performance in terms of bias and
precision. allowing adequate AUC predictions in both formulations.
CsA concentration at 2 h was also able to predict C,,,. while the
concentration at 12 h corresponded to the trough value in a b.i.d. dosing
scheme. Therefore, it is concluded that a limited sampling mode!
including concentration data at 2 and 12 h allows the estimation of
AUC. C..x and trough levels, yielding a complete profile in patients
exposed to CsA as Sandimmune or Neoral. Hence. this mnodel can be
used for therapeutic monitoring of CsA levels in pediatric patients being
switched from one formulation to another.

Cyclosporin A (CsA) is the cornerstone In
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immunosuppressive therapy to aveoid rejection
of organ transplantation, in spite of its nephro-
toxicity. It is well-known that CsA pharmacoki-
netics vary according to patient age. Pediatric
patients usually require higher CsA doses to
oblain target concentrations, as bile secretion.
bowel length and metabolic clearance in children

Abbreviations: CsA, evclosporin A: AUC, area under the curve:
ESRD. end-stage renal disease: CAPD. continuous ambulatory
peritoneal dialysis: MPE. mean prediction error:  MSE, mean
squared error.

differ to those of adults (1). Because of these
variations, limited sampling models for CsA
developed for adult patients cannot be extra-
polated to children.

Monitoring CsA concentration has shown to
be useful for adjusting dosage in order to avoid
nephrotoxicity and graft rejection  (2),
Therapeutic monitoring is frequently performed
by measuring trough concentrations (3, 4). This
approach, however, yields limited information
for diagnosis and prediction of adverse effecis (5,
6). On the other hand, AUC momtoring has been
shown to be a reliable indicator of transplant
outcome and is therefore currently considered to
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be better than trough-level monitoring in CsA-
treated patients (5-7).

Usually AUC determinations require Six or
more concentration-time points. It 1s question-
able from an ethical point of view to perform
such an extensive sampling for routine monitor-
ing in pediatric patients. Furthermore, such
schemes are expensive. Therefore, several limited
sampling models derived from equations
obtained by multiple regression analyses have
been proposed to calculate AUC for different
CsA dosing schedules in children (8-12).
Charlebois and colleagues performed an exten-
sive evaluation of limited sampling equations in
pediatric patients receiving CsA b.r.d (12). These
authors concluded that CsA blood levels deter-
mined 5 h after dosing were well-correlated with
AUC values in pediatric renal transplant recipi-
ents. Hence, the AUC may be predicted from this
concentration-time point.

The study of Charlebois and coworkers (12)
was performed in children treated with
Sandimmune” (Sandoz), an oil-based formula-
tion that exhibits Jow bioavailability. In recent -
years, a microemulsion-based oral formulation
{Neoral®, Novartis), which results in an
improved gastrointestinal absorption has been
.introduced in many countries. Sandimmune has
been gradually substituted for Neoral, but both
formulations are currently used. Nonetheless,
Neoral is not biocequivalent to . Sandimmune,
because it renders a higher CsA bioavailability
(13). Our previous observations in children. on
Neoral therapy show that CsA peak concentra-
tion (Cpax) and AUC are increased in 90% and
-130%, respectively, in relationship to the values
obtained with Sandimmune (14). Because in
many cases Sandimmuyne is being substituted by
Neoral, it is convenient to have a monitoring
scheme that can be used for both CsA oral
formulations. The objective of the present study
was to evaluate the predictive performance of
several limited sampling eguations for the
determination of the AUC of CsA in pediatric
patients receiving either Sandimmune or Neoral.

Patients and methods
Thie data for the development of limited sampling

models were derived from 10 patients aged

- 5-15 yrs with ESRD, undergoing CAPD, while
awaiting renal transplantation. CsA bioavailabil-
ity at steady state was studied in these patients

after Sandimimune and Neoral administration.

Full: détails of the bioavailabijlity of CsA have

been previously published (14). Briefly, the study

was conducted according 1o a randomized cross-.
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-model 1.

over design. Each patient received five CsA doses
(2.5 mg/kg) as either Sandimmune or Neoral
every ‘12 h. After a 1-month washout period.
patients received an additional course of five
doses of ecither Sandimmune or Neorai to
complete the other arm of the crossover design.
After the fifth dose of both courses of therapy. 10
blood samples were drawn during a period of
12 h to construct compiete concentration—time
curves. CsA concentrations in serum samples
were determined by an Abbott TDx analvzer
using specific monoclonal antibodies.

Serum concentration against ime curves were
constructed for each patient and for each
formulation. C,;x was directly determined from
these plots. AUC was estimated by the trapezoi-
dal rule. Simple linear regression models were
applied to assess the correlation between single
concentration-time pomnts and either Cp,,. or
AUC. Multiple linear regression models were
used to assess the correlation between several
concentration—time points and AUC (12).

The predictive performance, in terms of bias
and precision, of the derived models was
evaluated as suggested by Sheiner and Beal
(15). For this purpose, bias in predictions was
estimated by calculation the MPE as:

MPE=X(PRED—OBS)/n eqn 1

Where PRED is the predicted value, OBS is the
actual observed value, and n is the number of
observations. ‘A negative MPE value indicates
underestimation by the predictor, while a positive
MPE value indicates overestimation, A predic-
tion with no bias results in a MPE value of zero.

The precision of the. pred1ct10ns was estimated
as the MSE, as follows:

MSE = Z[(PRED —OBS)?}/n

The ideal prediction yields a MSE of zero,
which means that PRED=0BS. When predicied
values differ from the observed ones, being either
higher or lower, the. MSE increases. Therefore, a
high MSE value mdlcates a poor predictive
precision.

The relative pred:ctwe performance was eval-
vated to compare the two models (15). Relative
bias was estimated as the difference in the MPE
between model 1 and model 2 (AMPE=MPE-
MPE;), whereas relativ_e precision was estimated
as the difference in the MSE (AMSE=MSE,-
MSE).- Positive values in AMPE and AMSE
indicate a’ better performance of model 2 than
Negative values indicate a better
performance of model 1 than model 2. The
greater the absolute values of AMPE and AMSE, -
the better the predictive performance of one

eqn 2
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Table 1. Correiavon coefficients 17, bias [expressed as mean prediction esror [MPE)] ang precision [{expressed as mean squared error {MSE|] of three mited samphing equations
derived for the estimation of arga-under-the-curve |AUC) at steady state in pediatric patients receiving CsA. as Sandimmune * and Neoral ™. 2.5 mg/kg D.1.d

Equation ‘ ' MPE (g h/mL} MSE [ipg h/mtF ]
AUC =73 Cyp+ 659 0.944 -0z 6098
AUC = 224+ Cyp + 246 « Cizp - 539 0.9% 0.003 04
AUC =235+ Cpp + 543 - Cgy - 16.2°Crgr — 730 0.994 0002 195

Cz n. Cy n. Car. and Cyzp are the plasma concentrations in pg/ml determined at 2, 5. B. ang 12 b after an gral CsA administiation at steady Staie

mode] than the other. In order to establish if these
differences are significant at «=0.05, 95% con-
fidence intervals were calculated for both, AMPE
and AMSE. If the confidence interval does not
include zero. it is assumed that the difference in
the predictive performance of the models is
statistically significant; if the confidence intervais
include zero. the difference is not constdered to
reach statistical significance (15).

Results

In a first approach, the equation proposed by
Charlebois and colleagues (12} was tested, as
follows:

AUC=7.3-Csp+ 659

Where Csy is the concentration of CsA
determined 5 h after administration at steady
state. No other equation derived from a single
concentration—time point was able to render
acceptable bias and precision. Therefore, we
tested the equations using two or more points.
Those that yielded the best results were:

AUC=2.24-C3h+24.6-C|3h—53.9 eqn 4

AUC=2.35Cx, +5.43:Cyqp, —16.2.C 2y, — 73.0
eqn 5
Where Cap. Cgp. and Cay are the CsA
concentrations determined 2, 8 and 12 h after
administration at steady state, respectively. Other

equations derived from two or more data points
did not significantly improve bias and precision,

eqgn 3

or even resulted in an increased MPE and MSE.
indicating a loss of predictive performance.

Correlation coefficients (r). bias and precision
of the equations used for CsA AUC prediction
after administration of Sandimmune and Neoral
are given in Table 1. When AUC was estimated
from Csp. it seemed that predictions were
underestimated, as indicated by a negative
MPE value. Precision was poor. as indicated by
a high MSE value. Bias and precision improved
when AUC was estimated as a function of (Ca p.
Ci2n). A further slight improvement was
observed when AUC was estimated from (Ca .
Cgn. Cian). The predictive performance of
two- or three-point equations was better than
the single-point equation, in terms of MPE and
MSE. regardless of the fact that r-values were
only slightly increased.

Relative bias and precision are shown in
Table 2. When the predictions of Cs, were
compared with those of (Ca . Cy2p) by estimat-
ing AMPE and AMSE, it appeared that zero was
not included within the 95% confidence limits,
indicating that (Cay, Cia) is a significantly
better predictor in terms of bias and precision.
When (Cane Cian) AUC estimations were
compared with (Cap, Cgpn. Cian). it appeared
that the 95% confidence interval for AMPE
included zero, indicating that there is no statis-
tically significant difference in bias. The con-
fidence interval for AMSE did not include zero.
However, the AMSE value was considerably
lower than that obtained when the Csy and
(Ca 1. Cy2 v) equations were compared. indicating
that the gain in precision with (Cs ,, Cgn, Ci2 1)

Table 2. Compansons of the predictive perfarmance. m terms of refative t:as |expressed as telauve mean prediction error {AMPE|] and relative precision |lexpressed as relative
mean squared error {AMSE)] of imited sampling equations derwed for the estimation of area under the curve [AUC} at steady state in pediatnc patients receming CsA, as

Sandimmune * and Neora!”, 2.5 mg/kg bid

Companisqn

AMPE [jtg h/mt) AMSE {ing hymiF)

AUC =73 :Cyp + 699 vs

AUC=224 'C;h+ 24.5 -Clgh—SBE
AUC=224+Cpr+246+-Cr;n=539ws
AUC=235-Cyp+583-Con— 162 Cize =730

0.27 5794
{0.11,0.44)" {2184, 940.4)
0.001 108
(- 0.024. 0025 (33163

*Values n parenthesis indicate 95% confidence interva's. A sigaificantly berter predictive performance of ene model over the other 1s considered when zero 15 agl included n
the 95% conhdence interval. See text for details Czp Csn Cgp and Cyp n are the plasma cancenirations i pg/mi determined at 2, 5, 8, and 12 h after an gral CsA

administration at steady State.
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Table 3. Comparison of actuaily observed 12-h area-under-the-curve (AUC) valves
al steady state, ohianed {rom 10 concentration-time points, and those estimated
with 8 bmited sampling equation {AUC = 224 - C; h + 248 - Gy, - 53.9) in 10
children treated with 2.5 mg/kg of CsA b.id. with Sandimmune” and Neoral",
gtcorting to a ¢rossover design

Sandimmune Neoral
Subjecl AtCops” AUCpgep AlCogs AUCepen
1 1.870 1424 3977 3770
) 0825 @702 2160 2.283
3 0993 1.108 2621 2419
[ 0753 0.747 1.548 1311
5 1.119 1052 0.634 0.40C
] 0536 0434 0.658 0.640
7 1310 1.501 3.263 3538
g 1.688 1.938 1.891 1.855
9 1.885 1.584 5.891 5649
10 1626 1.964 2.338 25N

*AUCogs 15 the observed value, AUCwep is the predicted value. Values are
expressed as pg h/ml,

although statistically significant, was not as
important.

The gain in precision with (Csp, Csn, Cian)
over (Cs , Cy2 1) was small, considering that an
additional blood sample is required. Thus,
considering bias, precision, cost and ethical

implications, it was decided that the (Cyp,

Cy2 1) equation was the most suitable model
for AUC estimation. 'A comparison between
observed AUC and predicted AUC by the
(Can, Cjan) equation is shown in Table 3,
where it can be appreciated that the performance

of this two-point model was acceptable for both

Sandimmune and Neoral.

When predicied AUC values are plotted as a
function of the observed AUC values, the identity
line (i.e. OBS=PRED) depicts the ideal predic-
tion (15). As it can be seen in Fig. ia, the Cs,
equation yielded a good prediction (i.e. points
being near the identity line) for Sandimmune, but

_not for Neoral. On the other hand (Cay,, Ci24)

estimations for both Sandimmune and Neoral

were adequate as all points fell close to the
identity line (Fig. 1b).

Another 1mportam parameter in therapeutic
drug monitoring is C,.. because it is frequently
related to the side-effects of the medication under
study. As C,,,, occurs at times close to 2 h in
children receiving CsA. as either Sandimmune or
Neoral (14), we evaluated the performance of
Cyn as a predictor of C,,.. The equation
obtained by linear regression was:

Crax = Con +22.8 eqn 6

Correlation, bias and precision of this equation
were  r=0.984, MPE=-002 pg/mL.  and
MSE=1.56 (ug/mL)*. respectively. When pre-
dicted values were plotted as a function of the
observed values (Fig. 2). it appeared that C-,
was an acceptable predictor of C,,,,.. because all
points were close to the identity line. Because CsA
was given every 12 h. it appeared that with CsA
concentration data at 2 and 12 h it is possibie to
estimate AUC as a function of (C> ,, Ci2 ) Crus
as a function of C,y, and the trough concentra-
tion, which actually corresponds 10 C|a ¢,

Discussion

CsA is widely used in patients who have under-
gone organ transplantation and in the treatment
of some immunological diseases. Currently, two
ordl formulations are used, Neoral - and
Sandimmune (or generic equivalents of
Sandimmune). In many cases, patients are
being switched from Sandimmune 1o Neoral,
because the latter shows a higher. and more
predictable bioavailability (16). A | : 1 dosing
substitution of Sandimmune for Neoral has been
proposed, as trough CsA concentrations are
similar with both formulationis (17). It should
be noted, however, that trough-ievel monitoring
is considered to be inferior to AUC monitoring in

v, Fig. I. Relationship between predicted and
observed  area-under-the-curve (AUC)
values at steady state in [0 children with
end-stage renal disease ESRD receiving two
oral cyc!cspcrin formulations,
Sandimmune” {O)- and ‘Neoral® (@),

o following a randomized crossover design.

{(a)  Estimations from the equation
AUC =73-C5y, + 659, Traces indicate
the ideniity line, corresponding to ideal
‘pred:ction&. (b) Estimations from the
uation
UC=224 C2h+246 Cizn - 539
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Fig. 2 Relationship between predicted and observed Ci,;
values at steady state in 10 children with end-stage renal
disease who reccived two oral cyclosporin formulations.
Sundimmune" (O} and Neoral* (®). Estimations were
made from the equation Cg,, = Cap + 22.8. The trace

terms of patient outcome (5-7). Moreover. as
Conax and total drug exposure with Neoral are
considerably greater than with Sandimmune,
trough-level monitoring is insufficient te establish
a new dosing regimen when a patient 1 being
switched from one formulation to the other.
Therefore. AUC monitoring appears to be
mandatory (13), particularly in pediatric patients
in whom bioavailability differences between
formulations are more pronounced (14).

AUC monitoring is difficult to perform in
children because of the numercus blood samples
required to establish a complete concentration—
time profile. Therefore, several limited sampling
strategies have been proposed in children in order
to determine CsA AUC from one to four
concentration-time points (8, 9. 11, 12).
Charlebois and coworkers evaluated several of
these models and concluded that an equation
derived from a single concentration-time point
(Cs 1) allowed an acceptable prediction of AUC
in children with renal transplantation receiving
Sandimmune (12). We evaluated the predictive
performance of the equation proposed by these
authors in children with ESRD receiving both
Sandimmune and Neoral. Our results showed
that although the equation proposed by
Charlebois and colleagues (12) allowed an
acceptable prediction of AUC for Sandimmune,
it failed for Neoral. Therefore. we tested several
other concentration-time point combinations 1o

Limited sampling model for CsA monitoring

find an equation allowing AUC estimation for
both formulations. which could be used in
pediatric  patients when switched from
Sandimmune to Neoral.

Our results showed. that there was a high
correlation coefficient when AUC was correlated
to Cs, for both CsA formulations. Not-
withstanding. the derived equation was not able
to acceptably predict AUC values obtained with
Neoral, as shown in Fig. la. Sheiner and Beal
{(15) demonstrated that the correlation coefficient
is not the best parameter to.estimate predictive
performance. Therefore we followed their sugges-
tions to evaiuate the predictive performance. in
terms of bias and precision. for several limited
sampling equations derived for CsA AUC
estimation.

When AUC was estimated from two concen-
tration-time points (C» . Cjay). the predictive
performance improved when compared with Cs .
When three points (Csy,, Cgn. Ci2n) were used.
precision, but not bias, was shightly improved.
Therefore. when the three-point equation is
compared with the two-point strategy for routine
monitoring in children, it appears that the smalt
gain in precision does not compensate for the
increase in cost and the ethical implications of
additional blood sampling.

As has been previously discussed (14), it is
probable that C.., may be related to the
appearance of CsA toxicity. This possibility
needs to be evaluated for Neora! in pediatric
patients. C, ,, appeared to be a good predictor of
Cmax by using equation 6. Therefore. the (C, .
Ci» ) sampling strategy allows not only the
estimation of AUC, but also of C,.,, for both
Sandimmune and Neoral. Moreover, when CsA
is given twice daily, as it is frequently the case in
clinical practice, C,> corresponds to trough levels,
Hence, the (C>y. C;ap) sampling strategy also
yields information on trough concentrations and
allows the comparison of AUC monitoring with
trough-level monitoring in terms of patient
ouicome. Single-point sampling strategies, such
as the Cs , equation proposed by Charlebois and
coworkers (12), do not allow for the estimation of
either C,.x or trough ievels.

It has been reported that whole blood appears
to be the most appropriate method for CsA
monitoring (18). Notwithstanding, the present
study was carried out in serum samples: this is the
method currently used in our center as well as in
numerous institutions in the third world because
the cost of CsA determinations is significantly
lower. Whole blood is preferred as CsA binding
to the cellular fraction is 50-70%. Hence the free
fraction may vary with differences in hematocrit.
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Under the conditions of our study, hematocrit
values were stable. At steady state, there is an
equilibrium between CsA concentration in serum
and in the cellular fraction. Therefore, it can be
assumed that the limited sampling model pre-
sented here can be useful for both serum and
blood samples. In fact, the equation derived by
Charlebois and coworkers for Sandimmune for
blood samples (12) yielded similar resuits for our
serum samples. Evidently, it is still necessary to
validate our model using whole blood.

In conclusion, we propose a limited sampling
model derived from two-concentration data,
determined 2 and 12 h after CsA administration
al steady state, which allows the estimation of
AUC, C,,,,x and trough levels in pediatric patients
treated with oral CsA as either Sandimmune or
Neoral, b.i.d. This procedure yields more infor-
mation on CsA exposure than just trough-level
monitoring, with the advantage of requiring only
one extra sample to measure CsA concentration,
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