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I.INTRODUCCION



La ciclosporina A (CsA) es una molécula obtenida de  hongos
pertenccientes a la especie  Tolypocladium  Inflatum  Gams, previamente
conocida como Trichoderma polysporum, que fueron encontrados cn
muestras de terras recogidas en los fiordos de Noruega '2. En la
actualidad tanwo la CsA como sus anidlogos son obtenidos de forma

sintéuca 3.

Los primeros estudios sobre sus  efectos biologicos  pusieron  de
manificsto su capacidad para inhibir la proliferacion de las células del
sistema inmune responsable del reconocimiento celular, o c¢élulas de
resistencia especifica (SR), en especial los linfocitos T Sin embargo no
produce pracucamente inhibicion en la  proliferacion  de  células
responsables de la resistencia no especitica (NSR): tanto, que su indice de
inhibicién ISI (concentracién de medicamento para inhibir la NSR /
concentracion  de  medicamento para inhibir la SR} es
extraordinariamente  alto 3. Esta  capacidad para  producir
inmunosupresion selectiva la ha converudo en un farmaco de primera
cleccién para evitar el rechazo en los trasplantes de 6rganos solidos %7,
resultando también il en la prevenciéon de la enfermedad injerfo contra

huésped que sigue al trasplante de médula 6sea alogénica 2.



También se esta utilizando con éxito en enfermedades que han sido
catalogadas como  autoinmunes: uveitss, diabetes mellitus, psoriasis,

esclerosis muluple ctc. °.



I.1. ESTRUCTURA Y ORIGEN DE LA
CICLOSPORINA

La CsA, es un polvo blanco, con un peso molecular de 1203 dalwons,
marcadamente hidrofobo, con un coeficiente de particidon octanol/agua
de 120/1 a temperatura ambiente; en cambio es ampliamente soluble en

alcohol, ¢ter v disolventes organicos *1°.

1.1.1. ESTRUCTURA DE LA CsA

I.1.1.a. Estructura primaria.

La CsA es un polipépudo ciclico formado por 11 aminodcidos cuva
formula empirica ¢s Ge2 Hirr N1 Orz2. Mediante hidrolisis dcida de la
molécula, seguida de cromatografia de intercambio iénico, se determind
que diez de los aminodcidos eran alifiticos (cuatro N-metil-leucina, un
acido a-amino-butinico. una sarcosina, una lcucina, una valina, una
alanina, una D-alanina v una N-meul-valina) v el restante era un
aminoacido desconocido hasta entonces, que se le denomino
provisionalmente como C-9. Todos ticnen la configuraciéon S de los L-
aminoacidos naturales, a excepciéon de la sarcosina v la D-alanina que

ticnen una configuracién R. De los 11, 6 son N-metilados; esto unido a la



auscencia de aminodcidos polares o aromatcos. hace que la molécula de

CsA sea altamente hidréfoba 1112,

El aminoacido C-9 no s¢ puede obtener en forma libre, v sélo se ha
logrado aislar algunos derivados ciclicos del mismo. EI analisis
cristalografico con rayos X de uno de estos derivados, concretamente un
i6doderivado, ha permitido conocer su estructura; la resonancia nuclear
magnética (RNM) ha permitido determinar ¢l enlace insaturado que
conuene. Ha resultando ser uﬁ aminoacido de 9 atomos de carbono, al
que se denomina N-metil-L-treonina; posee un grupo butanil vy otro metil

en su carbono terminal, v un enlace insaturado en posicion trans'!.

I.1.1.b. Estructura secundaria.

La sccuencia de aminodcidos de la CsA se determind aplicando la
degradacion  de Edman, modificada, sobre la isociclosporina. un
derivado de aquella que se obtiene tratindola con dcido en ausencia de
agua. sc establecio que el aminodacido | es N-metil-L-treonina; el 2, dcido
a-amino-butinico; los 4,6,9 v 10, N-metil-lcucina; el 5, N-metil-valina: el
8, D-alanina v el 3, sarcosina. En la Figura 1 sc puede ver una

representacion esquematica de la estructura de la CsA 112,



I.1.1.c. Estructuras terciaria y cuaternaria.

La estructura tridimensional de la CsA ha sido ampliamente
estudiada, mediante la RNMI en disolventes no polares v la cristalografia
con ravos N. Los resultados sugiceren que la zona comprendida entre los
aminoacidos 1 v 6 adopta una forma de hoja plegada B anuparalela v
que la comprendida entre el 7 v 11 el de una hélice a cerrada. Esta
estructura es bastante rigida, v esta fuertemente estabilizada por: res
enlaces transanulares de hidrogeno entre los radicales N-meulos v
acidicos, dos entre los aminoacidos 2 v 5, v uno entre ¢l 7 v 115 un
enlace intramolecular entre los aminodcidos 6 v 8, que engloban al 7
dentro de un arco inverudo; v un enlace cis-amino entre los aminoacidos
9 v 10. En la Figura 2 sc representa la imagen tridimensional de la

estructuralt-tt

Mediante RNM en disolventes polares se ha comprobado que la CsA
adopta diferentes conformaciones, que se reconvierten entre si con
rapidez; csto tiene una importante repercusion en las determinaciones de

la CsA mediante la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) 1.



1.1.2. ESTRUCTURA DE CONGENERES NATURALES.

Algunos congéneres naturales de la CsA, aislados del mismo hongo,
mantienen la misma estructura ciclica v casi la misma composicion; casi
todos se diferencian de la CsA y entre si por el segundo aminoacido, que
cn el caso de la ciclosporina B es la alanina, en la C la treonina, en la D
la valina v en la G la N-valina. Owros congéneres se diferencian por
cambios en otros aminoacidos, como es la ciclosporina E en la que el
aminoacido 11 es la valina. Por razones pricucas se ha acordado
denominar a la CsA como ciclosporina v al resto de los congéneres con el
nombre del aminodcido diferente seguido de ciclosporina v asi la [Ala?
ciclosporina es la ciclosporina B, la [Thr?] ciclosporina es la ciclosporina

C v la [Val''] ciclosporina es la ciclosporina E 3.

I1.1.3. ESTRUCTURA DE LOS METABOLITOS DE LA CsA.

La CsA es ampliamente metabolizada detectandose sus metabolitos en
orina y cn bilis. Para su aislamiento v purificacion se ha utlizado la
HPLC vy la cromatografia de capa fina (TLC). Su composicion ha sido
determinada por degradacién de Edman v su estructura dilucidada por

RNM v espectometria de masas (MS).



Inicialmente se aislaron nueve metabolitos que se denominaron; M1,
M8, M9, MI10, MI13, M16, M17, MI18, v M21. Todos mantienen la

estructura original de la CsA y las unicas modificaciones sc limitan a:

hidroxilaciones en la posicion 77 del aminoicido 1 (R1) v yde los 4,6 v 9,
(R2, R3, R); N-dimetilacién del aminodcido 4 (R4); v ciclizacion
intramolecular (Figura 3y 4). Los mewabolitos M1 v M17 son derivados
monohidroxilados de la CsA; los M8, M !() v MI16 son derivados
dihroxilados; ¢l M21 es un  derivado  N-dimeulado; ¢l MI13
monohidroxilado v N-dimetilado; ¢l M9 dihidroxilado vy N-meulado; y ¢l
MI8 resulta de una ciclizacion  interna del metabolito MI1710-17,
Posteriormente se aislaron nucevos metabolitos, el M25  (hidroxilacion en
RI1yv A\'-dimclila;'i()n en el aminoacido 4), el M26 (hidroxilacion en R1 v
ciclizacion interna) v el M203-218 que uene un radical acidico en el R1
18-20_

[.a presencia de un metabolito acido hace sospechar que existe uno
aldéhido intermedio. Con la HPLC se han detectados picos (ALDI,
ALD2), que la MS revela como aldéhidos localizados en el aminoacido
I, que podrian ser debidos a una apertura de la ciclizacion interna del
carbono 9 (R1) 2.

El uso de la TLC ha permiudo aislar nuevos metabolitos altamente

polares, los denominados M-A (no presente en humanos), M-D, v M-E,



cuva estructura todavia no ha podido ser perfectamente clucidada 2224,

También se ha identificado en la bhilis de pacientes trasplantados de
higado, y tratados con CsA, un sulfato conjugado de CsA 2.

La combinaciéon de HPLC de fase normal (NP) v fase inversa (RP)
permite separar hasta 27 metabolitos diferentes en la bilis de pacientes
pos-trasplantados de rifion que tomaban CsA. La mayoria son los
metabolitos va conocidos, aunque se han observado (mediante NMS) tres
nuecvas estructuras con pesos moleculares de 1174, 1.236, v 1.222. Ll
primero deriva  probablemente del  M21 por una segunda  N-
dimetilaciéon, pero los dos restantes parecen tener una estructura vVic-
dihidrodiol 2¢ lo que confirmaria la sospecha de un epoxido altamente

incstable como metabolito intermedio 27,

L.os metabolitos M17 en humanos, M1 en animales v el M21 en
ambas espectes, son los metabolitos de primera generacion. La posterior
oxidacion de los 2 primeros da lugar a los metabolitos M8, M10 v MI6.
Una segunda oxidaciéon del M17 da lugar al M203-218. Posteriores
oxidaciones de éstos metabolitos, dan metabolitos de segunda v tercera
generacién, asi como metabolitos intermedios como los aldéhidos v

epoxidos antes citados 17,



1.2. MECANISMO DE ACCION

1.2.1. ANIVEL GENERAL

I.2.1.a. Inmunologia del rechazo.
L.a supervivencia de un individuo depende de la capacidad de su
sistema inmunitario para reconocer las sustancias extranas que penetran

en ¢l organismo v generar una respuesta contra cllas,

En el hombre los genes del complejo mavor de histocompatibilidad
(CHAD codifican unas proteinas esenciales para este reconocimiento, (ue
s¢ denominan antigenos de  histocompaubilidad 1T v II, v que estan
ntegrados por al menos seis diferentes antigenos leucocitarios humanos
(HLA). Cada gen HLA es capaz de presentar maluples formas (alelos). lo
que  hace que los HLA que forman parte de la membrana celular

difieran extraordinariamente de unos individuos a otros 2432,

Il rechazo de un drgano trasplantado se produce porque el sistema
inmunitario del receptor reconoce a las moléculas de aquél como
extranias a su CHM. Ello activa las células presentadoras de antigenos
(APC), que contienen los antigenos I v II de histocompatibilidad, que
interactuan con los receptores de los linfocitos T que los reconocen como

HLA alogénicos modificados por una proteina extrana 3%%.

10



Simultancamente los linfocitos T reciben la estimulacion de otras
moléculas, induciendo en ellos la produccién de interleuquina 2 (11-2) v
de receptores especificos de IL-2, v trasformandolos de linfocitos T-
precitotoxicos en linfocitos T-citotdxicos maduros. Los linfocitos de la
clase CD8+ reconocen preferentemente a los antigenos de la clase I, v
los CD4+ a los de clase II: ambos se activan por las APC, aunque la
CD8+ parcce requerir también la presencia de 11.-2 producida por los

CD4~+ 36.37.

1.2.1.b. Formas de accion de la CsA.

La CsA actda inhibiendo, de forma reversible v dosis dependiente, la
activacion de los linfocitos T, Los diferentes pasos de la misma tienen
distinta sensibilidad a la accidén de la CsA, e incluso algunos son

resistentes.

A) Accion sobre la IL-2:

El primer paso en la accion de la CsA es la inhibicién de la
produccion de IL-2 por los Linfocitos T-Helper (facilitadores). La
ausencia de esta linfoquina impide la activacion v proliferacion del

propio linfocito T-Helper. asi como la de los linfocitos T-citotéxicos

11



maduros. Se ha demostrado “in vitro” que la ciclosporina no disminuye

la canudad de IL-2 va producida3*0 .

B) Accién sobre los linfocitos.

LLa CsA ejerce una inhibicion directa sobre las células precursoras del
linfocito T-citotéxico, impidiendo que  adquicran citoagresividad v
maduren, al inhibir su capacidad para adquirir el receptor de la 11.-2. No
obstante se ha comprobado que no inhibe la funcion de los linfocitos
citotdxicos maduros v activados.

Las células precursoras de los linfocitos T-supresores no son inhibidas
por la CsA, probablemente porque los pasos de su activacion son
diferentes a los de los linfocitos T'-citotoxicos: por tanto maduran a
linfocitos “T-supresores, cuva actividad no es afectada por la CsA;

tampoco afecta a la diferenciacion v funcion de los linfocitos B #1-47,

C) Accion sobre el interferon

Otro mediador afectado por la CsA es el interferon. El a interferdn,
producido por los leucocitos no se ve afectado; tampoco el B interferon,

producido por los fibroblastos; si disminuve de forma marcada cl vy
interferén, producido por los linfocitos T, responsable de la activacion de
los antigenos de histocompaubilidad 1 v II. Como consecuencia

disminuye la produccién o la actuvacién de las células presentadoras de

12



antigenos del sistema HLA. Estos procesos son dosis dependientes v

reversibles al suspender el tratamiento -0,

D) Accion sobre los factores quimiotacticos.

[Los inmunosupresores azatioprina y prednisona inhiben la produccion
del factor quimiotactico de los macroéfagos v su capacidad fagocitica, lo
que facilita la aparicién de infecciones secundarias. La CsA no produce
tal inhibicion, por lo que las infecciones secundarias son menos
frecuentes que con los anteriores tratamientos; como es logico, a altas

dosis aumenta ol riesgo 2133,

I.2.1.c. Tolerancia a largo plazo de los injertos.

La CsA aumenta esta tolerancia, probablemente por dos mecanismos
simultancos: deteniendo  la clonacion  de  linfocitos  citotdxicos, v
permidendo la activacidon de hnfocitos T-supresores especificos. Esta
tolerancia no se transmite por el suero, pero si por infusion de linfocitos

T, lo que refuerza la hipétesis de que estos linfocitos estan activados 338,

13



1.2.2. ANIVEL CELULAR.

1.2.2.a. Union de 1a CsA a los lugares de accion.

Los estudios sobre la unién de la CsA a los linfocitos, sugieren la
existencia de receptores muy especificos para aquellos, y con gran
afinidad. Sélo las ciclosporinas con estructura y actividad muy
semejante a la CsA, como la CsC o la GsD, consiguen el desplazamiento
del radiomarcador de dichos lugares. Otras ciclosporinas similares, como
la Keto-ciclosporina o la GCsH, y otras sustancias estructuralmente
diferentes de las ciclosporinas , como los agonistas y antagonistas  de la
histamina, los de la scrotonina v los de la adrenalina, no consiguen tal
desplazamiento.

La CsA sc unc a cstos receptores especificos; la unién es concentracion
dependiente, saturable y reversible. La capacidad para ésta union es
diferente para cada tipo de hinfocitos, siendo los timocitos los de mayor
capacidad (35 pmol /4x10 ® células), seguidos de los macréfagos (30
pmol), las células esplénicas (25 pmol), los linfocitos T (15 pmol) y
linfocitos B (8 pmol). La afinidad, por el contrario es igual para todos

ellos 29-6!,
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A) Localizacion del récgptor.

las células BW5147, obtenidas de linfomas espontaneos de timo de
ratones, ticnen cn su cstructura cl antigeno Thy-1 (marcador universal
de los linfocitos T), v son 3-10 veces mas sensibles a la accion de la CsA
que otras células malignas de la linea celular T del ratén; esto, junto a su
gran capacidad de clonacién, las hace especialmente utles para el
estudio del mecanismo de accion de la CsA. La CsA se une  a estas
células de 1gual manera que lo hace a los linfocitos, es decir, de forma
especilica, saturable, reversible v iemperatura dependiente.

La incubacion de las ¢élulas BW3147 con la CsA inhibe en ellas la
sintesis de ADNCARN v otras proteinas; la inhibicion se observa a partir
de los 30 minutos, pero son necesarias mas de 24 horas de incubacion
para obtener la inhibicién de la maduracion celular. Esto sugiere que el
farmaco interacciona con algiin componente intracclular.

‘T'ras la incubacion. en el lisado de estas células se ha encontrado un
complejo formado por el firmaco v algin componente citoplasmatico.
Este complejo, que se produce tanto en presencia como en ausencia de la
membrana celular, tiene un peso molecular entre 15 v 20 Kd vy un punto

1soeléctrico entre 6.8 v 8.5.



De estos estudios se deduce que el receptor especifico de la CsA es
intracclular. No obstante, existen evidencias que gracias a su
liposolubilidad, difunde a través de la membrana .

Por tanto puede descartarse la existencia de receptores para la CsA en
la membrana de los linfocitos T, a los que si se fijan los anticuerpos
monoclonales OKT3 v otros mitogenos (PHA, Con A, PMA, LPS), v

también factores de maduracion (11.2) $2-04

B) Naturaleza del receptor.

Estructuralmente, es una  proteina  globular de 15 KD de peso
molccular, que contiene 163 aminodcidos. Aislada por vez primera cn
los umocitos, ¢s una proteina no descrita hasta entonces, v que sc la
denominé con ¢l nombre de ciclofilina. La  CsA v las demas
ciclosporinas se unen de una forma estero-especifica v con alta afinidad
(Kd = 30 nMl). Posteriormente se aislé en los eritrocitos una proteina
con un peso molecular entre 15 v 17 KD que se denomino Gyclosporin
binding-protein (CsBP), con estructura semejante a la de la ciclofilina, a la
que también se une la ciclosporina con las mismas caracteristicas que

lo hacen al entrocito intacto.
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Aunque sc¢ ha postulado que la calmodulina (una proteina
citoplasmdtica reguladora del calcio intracelular) pudiera ser el receptor
de las ciclosporinas, estudios posteriores lo han descartado. Por tanto la

ciclofilina es el Gnico receptor intracelular propio de las ciclosporinas -

-1
(o1}
.

C) Ubicuidad del receptor.

Se ha detectado la prcsvncia de este receptor  especilico en todas
las células humanas estudiadas. Su concentracion en los diferentes tejidos
humanos oscila  de 1 a 2 mg/mg de proteinas totales, excepto en el
cerebro que es cast de 3 mg/mg. En el cerebro, con una concentracion
mavor cn ¢l parénquima que en ¢l estroma, la mavor concentracion se
da cn las cé¢lulas de Purkinje. En la sangre la concentracion es de 3-9
mg/mL, la mayor parte dentro del compartimento celular (6,6 mg/ml.
en eritrocitos, 1,5 mg/ml. en linfocitos, v sélo 0,6 mg/ml. en plasma) 7*.
El receptor también se ha aislado en células malignas, como  las del
adenocarcinoma de colon. En cllas, la concentraciéon es 2-3 veces mavor
que la que tienen las células sanas del colon. El receptor, igualmente esta
presente cn las células de otras especies  eucariotas  como; moluscos,
artropodos, trematodes, hongos, esponjas marinas, plantas ctc. En

contraste, no se ha encontrado en bacterias, como la Escherichia colt **.



La ciclofilina, la CsBP humana, v los receptores especificos  para
las ciclosporinas, tienen, a pesar de su diferente filogenia, una estructura
muy  parecida (a veces hasta del 98%, como la ciclofilina y la CsBP).
Ademas, las tres estructuras tiecnen una reactividad  cruzada con ¢l
antisuero policlonal de la ciclofilina. Por estas razones se considera que
son sustancias homologas producidas  por una misma familia de
multigenes, ampliamente difundida  por toda la  naturaleza, que
juegan un papel importante en el mewabolismo celular, v que son el
“lugar diana” primario donde interacta la ciclosporina #7757 I las
especies mutantes de . Neurospora crassa v en la Saccharomyces cerevisiae, ue
han perdido ¢l gen codificador de la ciclofilina, la ciclosporina no uene

ninguna actividad 8.

1.2.3. ANIVEL BIOQUIMICO.

Se ha demostrado que la ciclofilina v Ia pepul-prolil-isomerasa (enzima
responsable del  correcto  plegamiento  de  las  proteinas para  su
renaturalizacion) tenen la misma secuencia de aminoacidos, v son por
tanto la misma sustancia.

Es probable que la CsA compita con el substrato nawral de la
ciclofilina  para unirse a ella; de esta manera inhibe la actvidad

cnzimatica de la ciclofilina, dificultando el correcto plegamiento de la
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proteina substrato. No se¢ conoce cual es la proteina substrato, pero se
cree que pudiera ser diferente en cada tejido; consecuentemente la
ciclofilina tendria diferente funcidén, segun el tejido v por tanto, su
inhibicion diferentes consecuencias (inmunosupresion, nefrotoxicidad

cte.) 8L

I.2.3.a. Uniodn ciclofilina - ciclosporina e inmunosupresion.
Los aminodcidos implicados en la union CsA-ciclofilina son los
mismos que estan imphlicados en la capacidad immunosupresora de
aquella, excepto los que tenen alterados el radical 3, en ello se produce
alteraciones  de sus propiedades  farmacocinéucas, especialmente su

capacidad para atravesar la membrana celular 5999,
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1.3 FARMACOCINETICA

La amplia diversidad de la respuesta, tanto intra como interindividual,
a una misma dosis de CsA, es consccuencia de una serie de factores que
influyen, a diferentes niveles, en su farmacocinéuca, v que la hacen muy

variable.

1.3.1. ABSORCION ORAL.

La CsA se absorbe en el tramo superior del intestino delgado de forma
lenta ¢ incompleta, siendo necesario disolverla en aceite de oliva u otro
cmoliente lipido, antes de administraria. debido a su poca solubilidad. 1l
tempo  medio de absorcion (s de 0.6 a 2.3 horas. La maxima
concentracion en sangre s¢ consigue dentro de unos amplios limites
horarios, de 1 a 8 horas: en ocasiones pueden observarse perfiles de
absorcion  bifasicos. Posteriormente sigue un lento  descenso  hasta
alcanzar niveles estables a partir de las 12 horas de la administracion,
que se mantienen hasta pasadas 24 horas .

En voluntarios sanos hay una gran varabilidad interindividual en la
biodisponibilidad oral del farmaco (20% - 50%), que se hace mavor ¢n
pacientes pos-trasplantados ( 3% - 89%). en estos, los de médula ésca

alogénica presentan una biodisponibilidad mayor que los pacientes con
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trasplante  de higado. Dsta vanabilidad probablemente refleje  las

diferencias de capacidad para liberar a la ciclosporina de su vehiculo 3%

98

1.3.1.a. Influencia de los alimentos.
El avuno previo a la administracion del farmaco no influye en la
canudad o velocidad de absorcion. La toma previa de alimentos ha
aumentado la absorcion en algunos casos, en otros la ha disminuido, v a
veees no la ha modificado. Esta disparnidad probablemente se deba al
uempo transcurrido entre la toma de los alimentos v la del farmaco, o a
las dictas diferentes de los distintos estudios realizados .
La administracion concomitante de leche, zumo de naranja, o leche
mezclada con chocolate, no influve en la canudad ni en la velocidad de
absorcién; en cambio ¢l chocolate solo, mejora la  absorcion,

probablemente porque produce una mejor dispersion del farmaco 2104,

1.3.1.b. Efecto de las enfermedades hepaticas.

Debido al caracter liposoluble de la CsA, su biodisponibilidad oral

baja en éstos pacientes (12% frente al 30% cn sanos). Los enfermos

hepatcos con < de 10 mg/mL  de bilirrubina plasmatca absorben > del

5% del farmaco administrado, mientras que los que tiene > de 10 mg/mL
absorben < del 3%.
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También se ha comprobado que la absorcién de la CsA es errauca v
lenta en los pacientes con drenaje biliar externo, pero el pinzamiento del
tubo va seguido de un aumento inmediato de la absorcion. Por otra parte,
la colestasis quirargica expernimental provoca una disminucién de la
biodisponibilidad oral de la CsA (del 23.5% al 7.4%) ; lo mismo ocurre en
el postoperatorio inmediato de trasplantes hepaucos, en los que el flujo
bihar es escaso.

Todo lo anterior demuestra la importancia de la bilis en la absorcion
del farmaco (probablemente porque incremente su  solubilidad)
habiéndose comprobado en pacientes cirroucos que la administracion

concomitante de sales biliares con la CsA aumenta su absorcion 96105110,

I.3.1.c. Efectos de las enfermedades gastrointestinﬁles.

La absorcion oral de CsA se ve disminuida si existe aceleracion del
vactado gastrico o del transito intestinal, como la estcatorrea v la diarrea.
Esta altima es muy frecuente en los trasplantados de médula ésea, bien

por la radioterapia previa al trasplante, bien por candidiasis o por

enterius secundarias a la enfermedad imjerto contra huésped 111112
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I.3.1.d. Influencia del iempo postrasplante.

La biodisponibilidad oral de la CsA se incrementa durante las
primeras semanas después del trasplante. En el renal se ha observado
incrementos de hasta un 25% pasada la segunda semana, alcanzando cl
50 % pasados 3 meses (supone un aumento de la biodisponibilidad de
hasta 5 veces), estas cifras son mavores en los pacientes con trasplante
hepatico. Iin estos Glumos la normalizacion de la funcién hepauca, con
¢l consiguicnte aumento de la produccion de bilis, podria explicar este
hecho, pero resulta dificil explicar cual es la causa en otro tpo de

trasplantes 201315,
1.3.2. ADMINISTRACION INTRAMUSCULAR.
La absorcion de la CsA por esta via es escasa v errdtica, por lo que su
utilizacion no estd indicada en ningan caso 83119,
1.3.3. ADMINISTRACION INTRAVENOSA.

Cuando la CsA se administra por via intravenosa la cunva de

concentracién presenta una fase inicial con un pico alto v vida media de

0,10 £ 0,03 h. seguido de una curva de eliminacién bifasica, con una
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vida media de 1.8 £ 0.23 h. en su primera fase v 15,8 £ 84 h. en su
segunda. Este comportamiento multiconpartimental con dos fases bicn
diferenciadas sc debe a la alta liposolubilidad de la molécula que facilita
su difusion a través de todas las membranas biolégicas, v hace que
inmediatamente después de su entrada en el compartimento sanguineo

se distribuva por el compartimento usular 1217,

1.3.4. DISTRIBUCION.

El volumen de distribucion de la CsA varia ampliamente entre los
diferentes pacientes. Los niftos con insuficiencia cardiaca, individuos
sanos v trasplantados cardiacos uenen un volumen de distribucion
pequeno, 0.9, 1,2 v 1.3 L/kg. respectivamente. Los pacientes con fallo
renal o hepatico v sobre todo los trasplantados renales tienen un
volumen de  distribucidon mas alto 3.5 a 3.9: 45 a 49 L/ke
respectivamente. alcanzando hasta 8 1./kg. en pacientes con uremia ala
sccundaria a fallo renal grave.

La escasa relacién encontrada entre su volumen de distribucion v la
obesidad ha hecho pensar que, ademas de la liposolubilidad, deben de
existir otros factores que expliquen estas diferencias. Uno de estos
clementos puede ser la mavor o menor canudad de CsBP que contengan
los tejidos 82-85.96.117.118,
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I.3.4.a. Distribucion tisular.

La CsA se distribuye ampliamente por todo el organismo. Después de
una dosis oral Unica, la concentracidon del farmaco en los tejidos aumenta
lentamente v alcanza ¢l maximo a las 4-8 horas. El cociente de
distribucién tejidos/sangre es de 2 a 10, lo que evidencia la alta afinidad de
los tejidos por el farmaco. Con las sucesivas dosis, la concentracion usular
de CsA va aumentando hasta la  saturacion, que  se  alcanza
aproximadamente a la semana de tratamiento contunuado, a parur de
entonces la concentracion usular de CsA permancce constante.  Esta
saturacion que experimenta el comparumento tsular explica porque al
reducir o suspender ¢l tratamiento se produce una rapida desaparicion
de sus efectos indeseables

El farmaco desaparece de los tejidos segin una curva bifésica, con una
semivida entre 60 v 120 horas. La fase lenta de la eliminacién de la CsA
se debe a su deposito en la piel v sobre todo de la grasa; probablemente
ambos tejidos actien como zonas de deposito. Después de la
administracion de Ja dluma dosis de CsA, ésta no desaparcce de los
tejidos hasta semanas después. Se ha detectado CsA en fallecidos que

habian dejado de tomarla 16 dias antes de su muerte 93:102.119-121



En el tejido adiposo es donde se alcanza la mavor concentracion de
CsA, lo que es concordante con la ala liposolubilidad del farmaco.
También se encuentra altas concentraciones en higado, nnon, glandulas
secrctoras v tejido linfauco . Concentraciones mas bajas que las
sanguineas sélo se encuentran en el muasculo v en el cerebro y no se ha
podido detectar el farmaco en el liquido cefalorraquideo, lo que sugiere
que atraviesa con dificultad la barrera hematoencefalica 9-120-125,

Se ha comprobado la presencia del farmaco en el iquido amniético v
en la sangre periférica del feto 48 después de la altima dosis suministrada
a la madre lo que implica que atraviesa la membrana placentaria
También se ha demostrado que pasa a la leche materna por cllo se
desaconseja la lactancia materna en las madre en tratamiento con CsA

126,127

1.3.4.b. Distribuciéon sanguinea.

La CsA se distribuyve entre todos los componentes de la sangre, pero
especialmente  entre  los  elementos  celulares v las  lipoproteinas

plasmaticas 128:129,
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A) Cociente de reparto células/plasma.

"In vitro" el 70% del farmaco se encuentra en las células sanguineas v
¢l 30% restante en el plasma. Esto se traduce, "in vivo", en un alto
cociente de reparto  sangre/plasma 120.121,128130131  Existe una serie de

factores que pueden modificar este reparto:

a) Influencia de la temperatura.

La concentracion plasmatica de CsA disminuye a medida que baja la
temperatura de conservacion de la sangre o la de centrifugacion para la
separacion del plasma. Dicha concentracion, cuando la sangre se
conserva v ocentrifuga a 37°C, es un 30% mayvor que centrifugada  a
21°C. La redistribucion de la CsA se alcanza dentro  de las 2 primeras
horas, v es totalmente reversible. Esto se produce porque la GsA que se
une a los eritrocitos es mavor conforme disminuve la temperatura (la
alinidad por el firmaco aumenta a bajas temperawras). Esta afinidad
presenta gran variabilidad interindividual v no esta influenciada por las
proteinas plasmaticas porque la afinidad de la CsA por ellas es muy

pequena en relacion a la de las células sanguineas 121129132,



b) Influencia de la concentracion sanguinea de CsA.

La concentracion plasmatica de CsA depende de su concentracién en
sangre total. A bajas concentraciones sanguineas ¢l cociente de reparto
entre células / plasma es constante (comportamiento lincal o no
saturable), pero a partir de determinada concentracién va aumentando
la proporcion de CsA plasmditica con respecto a su concentracion
sanguineca total (comportamicento no lineal o saturable). A temperatura
ambiente este cociente ¢s constante a concentraciones sanguincas < 500
ng/ml., a 37°C cste cociente ¢s constante a concentraciones sanguineas
< 4 pg/ml..

Cuando la concentracién en sangre es superiores a 4 pg/ml la
proporcion de CsA que se encuentra en el plasma, con respecto a la
sanguinea total, es igual a 21°C que a 37°C, porque la influencia de la
temperatura en el cociente de reparto células sanguineas/plasma se va
haciendo cada vez menor a medida que la concentracion sanguincea total

de CsA se va acercando al punto de maxima saturacion 120:121.128.130,131.133

c) Influencia del hematocrito.

De las células sanguineas son los eritrocitos los que mayor cantidad de

CsA transportan, lo que hace suponer que el hematocrito juega un papel
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importante en la proporciéon de CsA que se reparte cntre células/
plasma.

"In vitro" se ha comprobado que existe una correlacién negativa entre
la concentracion de CsA en plasma v el hematocrito, v que dicha
correlacion es mayor a medida que disminuye la temperatura de
obtencidn del plasma por centrifugacion.

"In vivo" los resultados son controvertidos e, incluso, contrapuestos.
Asi en el postrasplante renal la correlacion antes referida es menor
cuando las concentraciones se miden con HPLC que con RIA ; ademas
existe falta de correlacion entre las  concentraciones en sangre v plasma,
que se atritbuve a la influencia del hematocrito. Sin embargo, otros
autores encuentran un aumento no significatvo del cociente de reparto
sangre total/plasma al aumentar el hematocrito, y los niveles sanguineos v
plasmatcos guardan una buena correlacion entre si 120133135

Iin 3 pacientes con hematocritos diferentes se ha comprobando que la
afinidad de las c¢lulas sanguineas por la CsA varia de un individuo a otro
v, esta variacion es independiente del hematocrito. El cociente de reparto
células sanguineas/plasma también es independiente del hematocrito,
probablemente porque los eritrocitos de cada  paciente presentan
distintas capacidades de saturacion. En todos los casos hay una buena

correlacion entre los niveles de CsA en sangre v en plasma 136,
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En conclusién, la afinidad de la CsA por los eritrocitos v la capacidad
maxima de éstos para fijarla son independientes del hematocrito, v
ambas variables son independientes entre si. Por otra parte, ¢l efecto del
hematocrito "in vivo" es poco importante, porque el intercambio
dinamico con los tejidos minimiza su influencia en el reparto de la CsA

dentro del compartimento sanguineo 133136,

B) Distribucion en las células sanguineas.

Los eritrocitos son los mavores transportadores de CsA (entre el 40% v
el 30% de la existente en la sangre), los  leucocitos transportan entre ¢l
10% y el 20%. A pesar de que los leucocitos tenen una gran capacidad
para la union con la CsA v su afinidad por ella es 10 veces mavor que la
del ertrocito, su escaso numero en relacion con los eritrocitos minimiza
su relevanaia en la farmacocinéuca de la CsA. St se hace abstraccion de
los volimenes de ambas  células los  leucocitos  wtransportan, en
proporcion, hasta 1000 veces mas CsA que los ernitrocttos. El cociente de
concentracion de CsA eritrocitos/leucocitos a baja concentracién del
farmaco. en la que los leucocitos atn no estdn saturados, s pequefio,
pero una vez saturados, al subir la concentracién se hace bastante

mayor, aumcntando en proporcién a la concentraciéon de CsA total

102,120.123.129
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a) Union de la CsA a los eritrocitos

La CsA no sc unc a la membrana del eritrocito, ni a la anhidrasa
carboénica; soélo lo hace, v moderadamente, a la hemoglobina. Mas del
80% del farmaco estd unido a una proteina especifica  intracnitrocitania
de 16 Kd de peso molecular denominada CsBP. Tanto la CsA como la
H3-CsA forman complejos con ella: no ast la 1-CsA, probablemente por
que los cambios conformacionales que la vodacién provoca en el
firmaco alectan a su sitio de unién con la CsBP.

La afinidad de la CsA por la CsBP aislada aumenta al bajar la
temperatura, en cambio, la canudad total de CsA (capacidad) con la que
se puede unir fa CsBP, no se altera por los cambios de temperatura. Con
el eritrocito intacto ocurre o mismo que con la CsBP aislada . La
diferencia interindividual en la concentracion de dicha proteina explica
la diferencia interindividual, tanto  de la afinidad de la CsA por los

critrocitos, como de la capacidad wotal de estos para unirse a ella

6$9,70,102,120.137

b) Union de la CsA a los leucocitos.

Es semejante a la de los eritrocitos v va ha sido descrita anteriormente

(ver 2.2.2).
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C) Distribucion plasmatica.

La mayor partc de la CsA que sc encuentra en ¢l plasma esta unida a
las proteinas plasmadticas, y s6lo una pequena proporcion esta disuelta en
el agua del mismo, cn forma libre.

La unida a las protwinas es independiente de la concentracion
plasmatica del firmaco, dentro de un amplio rango de concentraciones
(desde 0,02 a 20 ug/ml). En cambio, depende mucho de la
temperatura: a 4°C la proporcion unida es del 70% ; pasa a ser del 93%
a 20°C 1 v del 98% a 37°C.

Independientemente de la proporcion de CsA unida a las proteinas
plasmatcas el 80% lo hace a las hipoproteinas; ¢l resto se une a otras
proteinas plasmaticas, sobre todo a la albamina. Estas proporciones
varian entre distintos individuos v especies, dependiendo de la canudad v

calidad de las diversas proteinas plasmaticas 93:102.120.129.138

a) Union de la CsA a las lipoproteinas.

La CsA no solamente va disuclta en la fraccion lipidica de las

lipoproteinas, sino que existe una union selectiva e inespecifica con la
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parte proteica (apoproteina) de aquellas. Este tipo de union no se da con

las otras proteinas plasmaticas, incluida la albamina 139

b) Distribucion entre las fracciones hipoproteicas.

‘Tanwo en el plasma de trasplantados que reciben el farmaco, como cn
¢l de individuos sanos a los que se le incorpora in wvifro, una gran
proporcion de CsA esta unida a la HDL-Colesterol (33%-57%). una
menor lo esta a la LDL (25% a 35%) v una pequena a la VLDL (2% a
19%). Listos porcentajes no varian dentro del rango de concentracion
plasmatca de CsA de 100 a 500 ng/mL. Por ¢l contrario, varian
ampliamente entre los diferentes individuos, dependiendo de los factores
que modifican el pawrdn lipoproteico (edad, sexo, dicta, hiperlipemias,
uempo de ayuno, ete.).

l.a capacidad para fijar la CsA de cada una de las lipoproteinas es
clevada. Ast la LDL vy VLDL comienzan a saturarse a partr de 100
pmol/mL de CsA, mientras que la HDIL no lo hace incluso por encima
de 200 pmol/mL. La afinidad de la CsA por las lipoproteinas depende de
su cociente lipidico/ proteico. Por cllo las lipoproteinas ricas en triglicéridos
(quilomicrones, VLDL., IDL). vehiculan la mavor proporciéon de CsA

plasmatca.
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Se ha comprobado que existe un intercambio de CsA entre las
diferentes lipoproteinas, asi como entre estas v la albimina v las células
sanguincas. Este paso de unas a otras, probablemente no sc haga solo
por difusion pasiva, v puede haber determinados factores plasmaticos o
tisulares que lo modulen. Se ha sugerido que podria realizarse durante la
lipolisis. junto con el colesterol v los fosfolipidos. Todo cllo confirma la
importancia de las lipoproteinas en la distribucion de la CsA, en la que
jugaria un papel de transporte v de liberacion de fa CsA en el sitio de

acCion 120132086.010-182

c) Fraccion plasmatica libre (FP) del farmaco

Muestra gran variabilidad inter ¢ intraindividual, oscilando ésta entre
el 0.5% v 4.2% (media 1,30%); csos limites supone una posibilidad de
variacion del 800 Y.

La I'P de la CsA no se altera con los cambios de su concentracion
plasmatica total, pero si (de mancra inversamente proporcional) con las
modificaciones de la temperatura. No se correlaciona con la dosis oral del
farmaco (r=0.02), ni con los niveles plasmaucos totales del mismo (r=0,03);

en cambio se ha obsernvado una gran correlaciéon inversa con los niveles
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plasméticos de HDL-Colesterol (no asi con los de LDL-Colesterol v

triglicéridos 133113146,

1.3.5. BIOTRANSFORMACION.

Dado que la CsA es muy poco polar, su climinacion del organismo cn
forma inalterada es escasa. Antes de su climinacion, sufre diferentes
yrocesos de biotransformacion, que originan finalmente metabolitos mas
I » {4 g

polares, facilmente excretados por las vias urinaria y/6 hepatca.

I.3.5.a. Farmacocinética de los metabolitos.

El metabolismo de la CsA es muy rapido: 4 horas después de una dosis
oral anica va se miden cantidades importantes de sus metabolitos en
sangre total, sobre todo M17 y algo menos M1, sin que exista correlacion
entre las concentraciones de CsA v de M17. 12 horas después de la dosis
oral, la concentracion de M17 es supernior a la de CsA; en ocasiones, hasta
20 veces mavor.

L.a concentracion de CsA v la de sus metabolitos es mavor en las
células sanguincas que en el plasma. Dentro de ellas ¢l compuesto

mayoritario es la CsA (27% sobre el total), seguido de los metabolitos
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MI7 (24%) v M1 (13%) . El resto de los metabolitos aparecen en
pequerias proporciones; el M10 v el MI8 ni aparecen en las células
sanguincas. No existe competencia de unién, entre el M17 y la CsA, por
las células sanguincas. En ¢l plasma la CsA también cs el compuesto
mayoritario (32%), seguido de M17 (13%), los demds metabolitos se
encuentran en porcentajes entre el 3 v el 7%. La concentracidon del M17,
v especialmente del MI18, es temperatura dependiente, no hallandose
ninguno de cllos en el plasma separado a temperatura ambiente. La
union de los metabolitos de la CsA a las proteinas plasmaticas es
independiente de la concentracion de ellos, v su presencia no interfieren
con la union de la propia CsA con dichas proteinas. Ll porcentaje de union
de tales metabolitos es variable: baja como el M8, M10; media como ¢l
M13 (entre 24% v el 57%); v elevada como el M21 (87%) .

Ln los tejidos la CsA es también ¢l elemento mas abundante (50 a
90%). Entre los metabolitos ¢l mas abundante en los tejidos es el N1,
excepto en el wejido graso donde solo representa el 20% del wotal de os
metabolitos 16:17.11L147-153

1.3.5.b. Proceso de biotransformacion.

La oxidacion de la CsA, que se realiza fundamentalmente en el

higado, es NADPH - dependiente (isoenzima del citocromo P-430). Se
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ha comprobado que el isoenzima P-43011la encodado por el gen P-
45011IA, es el responsable de mas del 80% de dicha oxidacién 16:15+157,

El aclaramiento hepatico de la CsA tenc amplias variaciones
interindividuales, habiéndose determinado valores en trasplantes renales
que van desde 0,63 ml./m/Kg. hasta 23,9 mL/m/Kg. determinados cn
pacientes con trasplante renal. Dado que la extraccién hepatica de la
CsA es intermedia - baja, el flujo hepatico tiene poca influencia en las
variaciones del aclaramiento. Los factores que pueden alterar dicho
aclaramiento son: factores genéticos, edad, upo de trasplante v,

patologias previas 8200 H9153.158-160,

1.3.5.c. Factores que influyen en el aclaramiento hepatico.

A) factores genéticos.

Los higados sanos tienen diferente capacidad para metabolizar CsA,
con variaciones de hasta 25 veces. Debido a la discreta (baja -
intermedia) extraccion hepatca del farmaco, las modificaciones del flujo
sanguinco hepatico influyen poco en aquellas variaciones. Son otros
factores (como la concentracién v/o estructura del citocromo P-450) los
responsables de las mismas, v las variaciones de tales factores estan

determinadas genéucamente 15°.



B) Edad.

Los nifios tienen un aclaramiento de la CsA mayor que los adultos. En
caso de trasplante hepdtico mostraron una media de 9,3 mL/m/Kg.
mientras que en adultos era de 3,5 mL/m/Kg. En trasplantes renales las
diferencias  fueron de 11,8 mlL/m/Kg. v 5,7 mL/m/Kg.
Respectivamente. Igualmente se ha comprobado esta diferencia en
trasplante de médula ésea alogénica. Por tanto los ninos necesitan dosis
mas altas del firmaco que los adultos para unos niveles semejantes en

sangre y, ademds es necesario disminuir el intervalo entre  dosis

82.86.87,92,93

C) Tipo de trasplante y patologias previas.

Como ¢l metabolismo de la CsA es hepatco, en los trasplantes de este
organo disminuve su aclaramiento en tanto no sc restablezea la total
funcionahdad del nuevo higado. Por otro lado el aumento de la
bilirrubina sérica por encima de 2 mg/dL disminuye el aclaramicento de
la CsA. En la cirrosis hepatica también se observa dicha disminucion
(medias de aclaramiento de 2,8 mL/m/Kg.) 93-96.153,161.162

La insuficiencia cardiaca influve en el aclaramiento de la CsA en la
medida que altere el funcionamiento hepatco. Incluso se ha

comprobado un aumento de dicho aclaramiento en los trasplantes
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cardiacos, probablemente porque mejoran las alteraciones hcpéti(‘as
sccundarias a la hipertension portal 193,

No hav diferencias significativas entre el aclaramiento de la CsA cn
sanos v cn trasplantados de rifdn, de médula 6sca alogénica, o en

insuficicncia renal 8292118,

I.3.6. ELIMINACION.

Es un proceso bifdsico que comienza 48 horas después de la
administracion oral de CsA. La climinacion es lincal, aunque hay
estudios en los que se ha observado una no lincalidad.

A las 96 horas de una dosis Gnica oral de CsA, s6lo aparece en orina cl
6% de la canudad administrada: la mavor parte en forma de
metabolitos, sobre todo M17 (1,1%) v algo de MI18 (0,5%), siendo
minima la que aparece en forma de CsA inalierada (0,1%).

La mas importante via de excrecion de la CsA v sus metabolitos es la
bilis. Al igual que en la onna, ¢l farmaco se encuentra principalmente en
forma de metabolitos (sobre todo M8 v M17, v algo menos M13, MI18,

M1, M2
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Para cxplicar la aparicion de un segundo pice de concentracion de CsA
tras su administracién oral se ha formulado la hipétesis que dicho
firmaco sufrc un proceso de recirculacién enterohepatica. Estudios
posteriores no la han confirmado; no obstante, si se ha observado la
excreciéon por la bilis, en gran cantidad, de un sulfato conjugado de CsA,
que podria ser degradado por las bactenas intestinales dejando libre
CsA inalterada, v que estd pudiera ser posteriormente reabsorbida

17.25.95,150.160.16

I1.3.7. LA CsA NEORAL.

La CsA ncoral es una forma galénica (microemulsion) de
administracion oral de la GsA, que favorece ta dispersion de la misma en
el punto de absorcion. Con esta nueva formula se ha comprobado que la
absorcion ¢s mdas regular, homogénca v rapida que con la formula
tradicional (Sandimmune ®) ¢ independiente de los alimentos, lo que se
traduce en una menor variabilidad intraindividual mejorando la
correlacion entre la dosis v la Cm.

Tanw en individuos sanos como en pacientes con trasplante estable se
produce un aumento de la biodisponibilidad, aumento de la Cmx (60-
70%) v el AUC (50-60%), ademas, la correlaciéon entre Cm v AUC es
mejor en la mavoria de los pacientes, asi como la correlacién entre dosis
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y AUC. Cuando se usa la formula neoral en las primeras semanas de un
trasplante hepatico es necesario disminuir con frecuencia la dosis

administrada para cvitar niveles toxicos.
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1.4. MONITORIZACION TERAPEUTICA

El mancjo clinico de la ciclosporina y su dosificacién es muy complcjo
debido a los siguientes motvos:

[°- Existe escasa correspondencia entre la dosis administrada v la
concentracion alcanzada en sangre, debido a la gran variabilidad inter ¢
intraindividual de su  farmacocinéuca, tanto por via oral como
intravenosa. Aspecto va revisado en el capitulo 111

2°- 'Tiene un rango terapéutico muy estrecho, que hace que sca
[recuente la presencia de efectos oxicos. En este aspecto, cabe destacar
la frecuencia v gravedad de la nefrotoxicidad, anto aguda como cronica.
Otros efectos woxicos desceritos, aunque aparecen con menor frecuencia,
son: alteraciones nerviosas como, parestesias, somnolencia, estupor ¢
incluso  coma: alteraciones  hepaucas  como, aumento  de  las
transaminasas. colestasts v hstiasis biliar; alteraciones endocrinas como,
incremento de la seerecion de prolactina (Ginecomastas), disminucion
de la  espermatogénesis  (inferulidad), hiperglucemia; alteraciones
gastrointestinales como, anorexia, vémitos; v otras alteraciones como,
hiperplasia gingival, hipertricosis ¢ hipertension. Todos ellos, a excepcion
de la hipertensién, desaparecen al disminuir la dosis o suspender cl

tratamiento 2:10:165
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3°- Es frecuente la interaccion con otros farmacos, que pueden
aumentar o disminuir los niveles de CsA en sangre o bien aumentar su
toxicidad por adicién de sus efectos. Aspecto que veremos mas adelante.

No obstante, por lo general, tanto la toxicidad como la ausencia de
accién terapéutica, se asocian, respectivamente, con altos y bajos niveles
de CsA en sangre. Por ello, desde que se comenzé a utilizar la CsA en la
practica clinica, quedo patente la necesidad de su monitorizacion

terapéutica rutinaria (M) 99397166167,

Hasta hace unos anos. los estudios  tanto  clinicos  como
farmacocinéticos se venian haciendo indistintamente en plasma, sucro o
sangre completa, v las mediciones se realizaban con una amplia gama de
téenicas  analiticas que  frecuentemente, median  conjuntamente ¢l
farmaco mnalterado v una canudad indeterminada de sus  metabolitos.
Ilsta  heterogeneidad en el origen de los resultados  dificulta  la
interpretacion de las cifras obtenidas v crea confusién a la hora de
compararlos ¢ interpretarlos, por ello los aspectos mas polémicos de la
MT de la CsA como son: decidir la téenica  analitica mas adecuada
para medirla; el upo de muestra que conviene utilizar; v la importancia
que tienen los metabolitos en la accién terapéutica o toxica del farmaco,
se han resuelto mediante consenso, unificindose los criterios seguidos en

la MT para permitir la comparacién de los resultados 198171,
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1.4.1. TECNICAS ANALITICAS.

[.a quimica analitica ha puesto a disposicion del clinico numerosas
téenicas para determinar los niveles de CsA en diferentes tipos de
muestras. Cuando se mide la concentracion de CsA, los resultados varian
sensiblemente segin la utlizada. Por ello, es necesario tener un buen
conocimiento de las caracteristcas de cada una de estas téenicas v las

diferencias cuantitativas v cuantitativas que ¢l uso de una u otra conlleva.

I.4.1.a. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

FFue el primer método adoptado para la cuanuficacion especifica del
farmaco . Actualmente, también se pueden determinar especificamente
con ¢l algunos de los metabolitos de la CsA 17217

No obstante. las propicdades fisicoquimicas de la CsA no son las mas
apropiadas para las paruculandades téenicas de la HPLC °. Ello hace
que su realizacion sea laboriosa v complicada por las dos siguientes
razones:

1°- La escasez de cromoéforos de la molécula de CsA obliga a utilizar
volimenes relauvamente grandes de muestra (0,5 a 1 mL) v longiwudes

de onda ultravioleta muy bajas (la maxima absorcién de la CsA esta en
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214 nm). Como csas longitudes son poco selectivas, las muestras tienen
que someterse previamente a procesos que eliminen las impurezas que
interfieren la medicion. Aunque sec ha conseguido amplificar la
sensibilidad cromatografica de la CsA mediante la incorporaciéon de un
determinado radical, los reacuvos necesarios para realizarla no estan
disponibles comercialmente.

2°- La clevada liposolubilidad de la molécula dificulta su extraccion de
las muestras (especialmente de la sangre completa) v hace que los
procedimicntos empleados sean de eficacia vanable. Esta variabilidad
obliga a usar un estandar interno que sirva de referencia en las

determinaciones.

A) Metodologia e instrumental

Al método original '3 se le han hecho modificaciones que facilitan la
extraccion, aumentan la resolucion. o simplifican el aparataje para la
determinacion de la CsA. Todas las variantes tienen una serie de pasos

comunes, que son los siguientes:



a) Preparacién de la muestra

Cuando se utiliza sangre completa, las muestras son pretratadas para
provocar la lisis del eritrocito. La solucién del estandar interno,
generalmente CsD 6 CsA, se prepara disolviendo el compuesto en
metanol o acetonitrilo. A la muestra a determinar se le afnade una cierta

cantidad del estandar interno, v queda lista para el paso siguicnte.
b) Extraccion de la CsA

Se han desarrollado algunos procedimientos, que se pueden agrupar
en dos: los que utlizan para la extraccion solo disolventes organicos
(procedimicntos liquido-liquido), v los que emplean columnas solidas en
las que la muestra va siendo lavada con diferentes disolventes organicos
(procedimicentos liquido-solido).

Ein los primeros se utiliza sobre todo el éter como disolvente, porque cl
extracto obtenido conuene pocas sustancias que puedan  producir
interferencias. o bien el metil-butil-éter. que tiene una mavor resolucion.
Tanto con uno como con otro los compuestos con absorbancia por
debajo de los 210 nm pueden co-extraerse con la CsA, v para eliminarlos
es necesario realizar un lavado acido basico. Otros disolventes utilizados
en este tipo de procedimiento son el hexano v el heptano, con los que no

aparece el lipido neutro que se encuentra cuando se usan los éteres.
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Los porcentajes de extraccion con el procedimiento liquido-liquido
son altos: entre le 73% v el 96% en plasma, v superiores al 90% cn
sangre completa 175180,

En el procedimiento liquido-sélido las columnas utilizadas deben de
ser previamente  acondicionadas, mediante ¢l paso por ellas de
disolventes organicos (metanol, acetonitrilo, ctc.) y posterior lavado con
agua. Las muestras, con el estandar interno va incorporado, se invectan
dircctamente en cllas o son previamente sometidas a un proceso de
purificacion (adicion de metanol v centrifugado posterior); en este Glumo
caso lo que se inyecta es ¢l sobrenadante. Posteriormente se pasan por la
columna disolventes orgdnicos v agua para climinar las impurczas. La
cficacia de extraccion es similar al del método liquido-liquido, con la
ventaja de ser mds comodo v el mconveniente de ser relativamente caro,
pucs las columnas son de un solo uso v las que no lo son terminan

obstruvéndose por las proteinas precipitadas 181182,

c)JMedicion cromatografica

El cromatografo consta basicamente de: recipiente para la fase movil,
que incluye bomba inyectora; columna cromatografica, en ocasiones

precedida de una precolumna para protegerla de las impurezas; detector
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de longitud de onda, vanable entre 202 v 220 nm; sistema de registro; v
microprocesador que regula, automatiza e integra el conjunto.

La fase mévil ésta constituida por la combinacién, en diferentes
proporciones, de distintos compuestos (agua, metanol, acctonitrilo,
tetrahidrofurano, heptano, isopropanolol, ectc. ); las mas utilizadas son:
acctonitrilo/agua, metanol/agua v acetonitrilo/metanol/agua . Ll
mectanol estrecha los picos graficos obtenidos, pero su absorbancia por
debajo de los 215 nm restringe mucho su uso.

Los tpos de columnas que se udlizan son muy variados, con
longitudes entre 10 v 30 em v didmetros entre 3,4 v 6 mm. El tamano de
sus particulas es de 5 pm, aunque hay algunas con particulas de 10 um.

il método para obtener ¢l eluido puede ser contra gradiente o, mas
frecuentemente, de forma isocratica. El dempo de retencion estd
alrededor de 10-20 minutos. aunque cuando se utilizan fases liquidas-
liqquidas es algo mavor.

[Las columnas se mantienen entre 50 v 70C° de temperatura, porque
a la temperatura ambiente los picos que se obtienen son muy amplios
(poco especificos). Estas temperaturas, relativamente altas, reducen la

vida aul de las columnas 66183,
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d) Columnas swintching

Es un sistema de columnas mas complejo: tiene hasta 6 recipientes
para la fasc mévil, 2 bombas inyectoras y, al menos, 3 columnas con 2
valvulas de paso independientes (una para la columna de medicién y otra
para las demas). los procesos de extraccidén, secado vy medicion
cromatogrifica, se realizan dentro de un dnico aparato. En ¢l se
encuentran un numero de columnas situadas en serie, que trabajan de
una  manera  sccuencial e integrada. Las  muestras,  previa
desproteinizacion por centrifugado, son introducidas en el aparawo v
automaticamente  procesadas.  El - procedimiento  uulizado  para  la
extraccion es el iquido-sohdo 181186,

Las principales ventajas de utihzar estas columnas son: comodas de
usar, necesitan poca cantidad de muestra, ticnen un limite inferior de
deteccion muy bajo v su eficacia de extraccion es del 100%. Su Unico

inconveniente es el elevado precio.

B) Ventajas e inconvenientes de la HPLC

[.a HPLC es ¢l método mas exacto para determinar de forma
especifica la CsA. Su limite inferior de sensibilidad esta entre 25 v 100
ng/mL v la linealidad se mantiene hasta 4.000 ng/mL como minimo.
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Su principal desventaja estriba en su complejidad, requiriendo una
considerable experiencia en el laboratorio para su realizacién. Prucha de
ello es que en los controles de calidad, la vanabilidad entre centros es
mayor que la de otros métodos. Ademas cs lento, porque ¢l tempo de
cxtraccién es largo; v también es caro, por ¢l riapido deterioro de las
columnas dadas las altas temperaturas a las que tienen que trabajar.

En la actualidad  este método no se recomienda para uso rutinario en
la monitorizacion clinica de la CsA. reservandolo para cuando surgen
problemas graves en la absorcién 6 metabolismo del farmaco v, para la
investigacion, no obstante hay que resaltar que sigue siendo la (éenica de

referencia para las determinaciones del farmaco inalterado 109187188

I.4.1.b. Radioinmunoanalisis (RIA).

Como cualquier inmunoanalisis, ¢l RIA mide la concentracion de CsA
basandose cn la competitividad de la unién antigeno-anticuerpo. Se
basa, en que si a una muestra con una concentracién desconocida del
CsA se le anade una concentracién conocida de CsA marcada v
posteriormente sc cnfrenta a anticuerpos especificos (que también se

anaden a la muestra), la cantidad de CsA marcada que se une a los
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anticuerpos cs inversamente proporcional a la cantidad de CsA no
marcada que contiene la muestra. Por cso, midiendo la CsA marcada

que queda sin unir, se puede determinar la que hay sin marcar.

Cronoldgicamente, ¢l RIA ha sido ¢l primer método desarrollado para
la medicion de la CsA. Los distintos RIAs para CsA que se han uulizado,
dificren entre si por el tipo de antsuero (anticuerpos especificos) y/o ¢l
is6topo radiactivo utilizado para el marcado. Atendiendo al tipo de
antisucro s¢ pucde hablar de dos RIAs bien  diferenciados:  los

policlonales v los monoclonales.

A) Policlonales.

A pesar de que los RIAs policlonales han dejado de comercializarse,
existe un numero muy importante de  estudios clinicos v farmacolégicos

realizados con ellos que hace necesario su conocimiento.

El primer RIA policlonal para la CsA, fue desarrollado por cl
laboratorio farmacéuuco Sandoz. el antisucro se obwuvo de concjos
sensibilizados con un conjugado de Ciclosporina C v proteinas I1gG,
como marcador se utilizo la dihidrociclosporina marcada con triuo

(H3]- CsA). La técnica es laboriosa v lenta, pero con la ventaja de
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necesitar poca cantidad de muestra (5 ml). Tiene una sensibilidad de 20
ng/mkL, linealidad entre 130 y 600 ng/mL, y cocficiente de variacién del
24%. Su principal problema cs la falta de especificidad para la molécula
inalterada. La rcactividad cruzada con su metabolito mas abundante, el
M17, con respecto a la CsA inalierada, es del 60%. El anusucro se
sustituyd por otro obtenido de ovejas, con ¢l que se redujo al 32% la
reactividad cruzada con éste metabolito.

Mediante la vodacion del resto aminodcido | de la CsA con el is6topo
radiactivo [1123], sc obtuvo el marcador [I125]- CsA. Este marcador se
comercializo por Inmuno Nuclear Corporation (INC). Uulizando como
antisuero el del RIA Policlonal de Sandorz obienido de ovejas se obtiene
una curva estandar paralela a la obwenida con [H3]- GsA (Figura 5),
aunque de menor alura (menos union  antigeno-anticuerpo).  La
vodacién se hace en un sitio altamente anugénico de la molécula de CsA,
de hay que la afinidad de los anticuerpos por el [I125]- CsA sca menor
que por el [H3]- CsA v, en consccuencia las concentraciones medidas
con ¢l vodotrazador (utilizando sélo CsA inalterada) son un 13%
mavores que con el tritio, con un coeficiente de correlacion del 0.98 v
coeficiente de variacion del 9,4% .

El isétopo radiactivo [125-1]- Histamina, también se ha utilizado para

marcar la CsA, uniéndolo al resto aminoécido 2 del firmaco, aunque no
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sc comercializo. Ullizando este marcador v el andsucro del RIA
Policlonal de Sandoz, se obtiene una curva estandar en la que los
anticuerpos muestran una afinidad mucho mayor que por los otros dos
marcadores (Figura 5). Esto sc traduce en una alta sensibilidad (mide
entre 100 v 106% de las concentraciones esperadas), manteniendo
ademas una alta precisién (cocficiente de variacidon del 10%), v un
cocficiente de correlacion con respecto al [H3]- CsA, del 0,975.

El uso del [H3]- CsA como radiomarcador tiene dos problemas
importantes:  por una parte, la poca estabilidad v duracién  del
marcador; v, por otra, que utiliza liquido escintlador para su medicion.
El uso del [1125]- CsA como marcador, da mavor precision a la
medicion, v es mas estable y duradero que ¢ [H3]- CsA (se pucede
almacenar hasta seis meses a 20C°); a ello hay que anadir la ventaja de
poder uulizar contadores gamma, que evitan el uso de hquido
escinutlador para su medicion. El [125-1]- Histamina dene la ventaja
adicional sobre el otro trazador vodado ([I125]- CsA) de su ala
sensibilidad, que permite diluir el andsuero suministrado en el RIA
Policlonal Sandoz, con el ahorro que esto supone.

La recacuvidad cruzada de los tres marcadores estudiados, no cs
superponible, porque cada uno tene distinta sensibilidad para los

diferentes metabolitos. Con cualquiera de los marcadores, la
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concentraciéon que se mide de CsA sin alterar. es la misma, en cambio la
de cada metabolito es diferente, segin ¢l marcador que se utlice. En
concreto, la sobreestimacion de la concentracion de CsA que se obtiene
cuando se utiliza el marcador [1123], se debe exclusivamente a que éste
tiene mayor sensibilidad por los metabolitos de fa CsA, que los otros dos

9.139-191

(Figura 6)

a) RIAs Policlonales comercializados.

Se han comercializado dos RIAs policlonales: ¢l Policlonal RI4 Rit
Cyclosporin ® de Sandoz. que uuliza el marcador [H3]- CGsA. anusuero
procedente de ovejas, v osepara el farmaco unido del no unido por
suspension en carbon v posterior centrifugado; v el Gyclo-Trac ® de
Incstar, que utliza el marcador [I-125]- GsA, antsucro obtenido de
concejos, v para la separacion usa un segundo anticuerpo.

Ambos RIAs policlonales proporcionan cifras 2-4 veces mayores que
la obtenida por HPLC. debido a la reacuvidad cruzada con los
metabolitos. Esta diferencia llega a ser mucho mavor durante las
primeras scmanas después de un trasplante de higado, o en el transcurso
de alteraciones hepaticas que afecten al citocromo Piso 6 a la eliminacion
de la bilis; en cualquier caso, esta cifra es muy vanable tanto inter como

intraindividualmente.
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Los cstudios comparativos entre el Cyclo-Trac v el RIA Policlonal de
Sandoz han demostrado que existe una buena correlaciéon entre cllos,
aunque cl primero tene mayor precision ( coeficientes de variaciéon <9'3
v 24'3 respectivamente ); sin embargo, su lincalidad sélo se mantene
hasta 1000 m/ml. para el Gyclo-Trac, mientras que ¢l RIA Policlonal de
Sandoz la mantene por encima de los 1500 m/ml. En cambio, la

reactividad cruzada de ambos no es superponible (Figura 7) 2931921,

El anusuero policlonal ha dejado de usarse v en la acwalidad no se
comercializa debido a su escasa especificidad, falta de uniformidad v
reacuvidad cruzada enwre los diferentes lotes.  Las modificaciones de la
respuesta que el animal tratado presenta durante la inmunizacion, v la

mezcla de sueros provenientes de diferentes animales en un mismo lote,

son la causa de estas diferencias.

B) Monoclonales.

Los anticuerpos monoclonales son obtenidos del ratéon.  Lstos
anticuerpos, ademas de su capacidad para diferenciar pequenas
alteraciones en la molécula de CsA. uenen una buena uniformidad

interlotes.



El anticuerpo monoclonal Mabsl  interacciona con los residuos
aminoacidos 1, 6 v 9 de la CsA, v algo menos con el 4. La concentracién
de metabolito M17 (que tienc alterado el residuo aminodcido 1)
necesaria para inhibir el 50% de la unién CsA-MADbsl, es 150 veces la
concentracién de CsA. Los metabolitos con mdas de un residuo
aminoacido modificado (M8, M25 v M26), necesitan concentraciones de
hasta 300 veces la de la CsA para conseguir el mismo cfecto. La elevada
afinidad del antcuerpo monoclonal MADsT por la CsA con respecto a
sus metabolitos hace que a los antsueros que lo conuenen se les
denomine antisueros especificos.

Ll anticuerpo monoclonal MAbs2 solo interacciona con el residuos
aminodcido 4 v débilmente con los del T v el 9. La concentracion
necesaria de la mavoria de los metabolitos para inhibir ¢l 50% de la
union CsA-MAbs2. es la misma que la de CsA. Los metabolitos M21 v
el M26 (que utenen modificado el residuo aminoacido 4), necesitan
concentraciones 3-4 veces la de la CsA para obtener el mismo efecto. El
quc la afinidad del MAbs2 por la CsA sca pracucamente la misma que
por la mayoria de sus metabolitos hace que a los anusueros que lo

conticnen se les denomine anusueros inespecilicos (Tabla I)'.



a) RIAs Monoclonales comerctalizados.

Los antisucros especifico ¢ inespecifico de este tipo han sido
comercializados en un mismo Kit, con ¢l nombre de Sandimmune RIA Kuit
®. Utiliza ¢l mismo marcador [H3]- CsA ¢ idéntico sistema de
separacion (carbon) que el RIA Policlonal de la misma casa. Por su
parte, la firma Incstar Int. comercializo con el nombre de Cyclo-Trac SP
® un RIA basado en el mismo antisucro especifico, con el [1125]- CsA
como marcador v ¢l sistema de doble anticuerpo como separador.

La curva de calibracion del Sandimmune RIA ® con antisucro especifico
abarca desde 25 a 1600 ng/ml., con lincalidad entre 100 v 1000 ng/ml..
v con unos cochicientes de variacion intra ¢ interanalisis menores  del
7% . Las concentraciones de CsA medidas en sangre total por este RIA
ticnen una buena correlacién con las  obtenidas por HPLC, wnto en
sanos tras dosis unica como en trasplantados (de rindén, médula 6sca.
higado v corazén) que toman el farmaco cronicamente. El cociente
RIA/7HPLC en estos trasplantados se mantiene alrededor de I, v no
varia con el tiempo. Cuando la concentracion de CsA es inferior a 100
ng/mkL tiende a sobrestimarla, lo que supone un problema en politerapia

donde las dosis empleadas de CsA son pequerias. Por el contrario, tiene
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tendencia a infracsumar la concentracion de CsA cuando ¢sta es mayor
de 600 ng/mL.

I.a cunva de calibracion del Gyclo-Trac SP ® cs semejante a la de
Sandimmune RIA ® especifico, v mantienc la lincalidad entre 30 y 1000
ng/mL. Las concentraciones medidas por ambos guardan una bucna
correlacién, aunque las medidas con  Cyclo-Trac  SP ® son
aproximadamente un 10% mayores vy tiene la ventaja adicional de no
necesitar liquido escintilador para su medicion.

Ll Sandimmune RIA ® con anusucro inespecifico tene reaccion cruzada
con diferentes metabolitos de fa ciclosporina y, en consecuencia, un alto
v variable cociente de concentracion RIA/HPLC. Usando sangre total
como muestra, las concentraciones son 3-3 veces mavores que las
obtenidas con HPLC, v unas 3 veces superiores que con el antisucro
especifico; las cifras mads altas se obuenen en wrasplantados de corazon e
higado, sobre wodo en los primeros dias después del wrasplante. Las
concentraciones medidas con el RIA monoclonal inespecifico son hasta
140 % mavores que las obtenidas con el RIA policlonal, por la mavor

reactividad cruzada con los metabolitos que tiene ¢l primero 197-203,

En la acwalhdad sélo se comercializa el Cyclo-Trac SP ® que, ademas
de no necesitar liquido escinulador, es de técnica mas simple v rapida
que el Sandimmune RI4 ®. No obstante, la necesidad de manipular
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compuestos radioactivos hace que esta técnica no csté al alcance de
muchos laboratorios y sea poco utilizada para la monitorizacién

rutinaria de la CsA 166,167,204

I.4.1.c. Inmunoanalisis de polarizacion fluorescente (FPIA).

Al igual que el RIA, se basa cn la competitividad de la unién antigeno-
anticuerpo: un derivado fluorescente de la CsA (trazador) es atravesado
por un haz dec luz polarizada y emite una fluorescencia que es
inversamente proporcional a su cociente de rotaciéon. El cociente de
rotacion del trazador unido al anticuerpo es menor que ¢l del trazador
solo, por lo que a mayor cantidad de CsA contenida en la muestra,
mecenor cs la ﬂuorgscencia que cemite, después que s¢ ha producido la
reaccién antigeno-anticuerpo.

La concentracién se determina por comparacion de la fluorescencia
medida en la muestra con la de una curva de calibracién, obtenida
previamente con muestras que contienen una concentracién conocida
(calibradores). Esta curva conviene repetirla con cierta frecuencia porque
se va desfasando con el tiempo, probablemente por deterioro de los

reactivos.



Las muecstras son pretratadas antes de analizarlas para precipitar las
proteinas enddgenas que se pueden unir a los compuestos fluorescentes e
interferir los resultados. Es conveniente introducir sicmpre, en cada
ensayo, una muestra con una concentraciéon conocida (controles), para
comprobar que las mediciones son correctas.

La mezcla de los reactivos con la muestra, la medida de la
fluorescencia emitida y la determinacion de la concentracion de CsA se

rcaliza de forma automatica en cl analizador 7Dx ® de Abbott 205.206,

A) FPIA comercializados.

Se han comercializado dos FPIA que pueden llevarse a cabo mediante
el analizador TDx ® de Abbott: uno inespecifico, 7Dx Ciclosporina y
Metabolites ®, que utiliza anticucrpos policlonales obtenidos de conejo; y
otro especifico, TDx Ciclosporina ®, que utiliza anticuerpos monoclonales
del mismo animal.

El FPIA inespccifico sobrevalora en 3-4 veces la concentracién de
CsA medida con la HPLC, debido a la reactividad cruzada con algunos
de los metabolitos de la CsA. Se correlacionan bien con RIA Policlonal de
Sandoz ® y con los RIAs Monoclonales inespecificos, aunque las

concentraciones medidas con el 7Dx ® son superiores.
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El FPIA especifico tiene una excelente reproducibilidad, mejor que las
del RIA v de la HPLC. Su coeficiente de variacién es menor del 3%, v su
lincalidad esta comprendida entre 25 v 1000 pl. Las concentraciones de
CsA medidas en sangre completa con este método se correlacionan bien
con las del RIA monoclonal especifico y de la HPLC | aunque tiende a
sobrevalorarlas porque presenta reactividad cruzada con los metabolitos
MI17 (8%) y M21 (2,5%) de la CsA.

Las mavores ventajas del FPIA sobre el RIA son: simpleza,
automatismo, rapidez de procesamiento de las muestras v ausencia de
radiactividad; ello explica que sea muy utlizado para la monitorizacion

rutinaria de la CsA 166.167.207-212

I.4.1.d. Inmunoanalisis enzimatico multiple (EMIT)

Ha sido el dlumo inmunoanalisis  introducido para medir de forma
espectfica la CsA. Uuliza un anusucro monoclonal obtenido del rawon.
Todo el proceso de medicién se realiza de forma automatica v rapida (40
muestras a la hora) en el analizador Cobas\Mira ® de Roche.

Las concentraciones de CsA medidas con esta téenica se correlacionan
bien con las del RIA monoclonal especifico v las de la HPLC, aunque

uende a sobrevalorarlas (eso si, menos que el 7Dx ®) por la reacuvidad
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cruzada, poco significativa, con algunos metabolitos de la CsA. Adn se

tiene poca expericncia con este inmunoandlisis 167:213,

1.4.2. CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS.

[La concentracion de CsA medida en sangre total a 37°C | por
cualquicra de las téenicas antes descritas, es tres veees superior a la del
plasma. A 20°C esta diferencia es de cuatro veces v media, porque a esa
temperatura la concentracion de CsA dentro del eritrocito aumenta
hasta un 30% respecto a la que contene a 37°C. Si se mantiene la
temperatura  constante, s comprucha  que  la relacion entre las
concentraciones en sangre total v plasma ¢s muy baja, v ademas sufre
grandes variaciones intra ¢ interindividuales. La principal causa de estas
variaciones son los amplios v constantes cambios que ocurren en el
namero de hematies durante los periodos postrasplante. La saturacion
del hematocrito a partir de la concentracion de los 300 ng/ml. de CsA
cxplica que la variaciéon sca mavor a bajas concentraciones, dada la
mayor afinidad del eritrocito por la CsA que por las proteinas

plasmaticas v que estas variaciones sean menores a altas concentraciones

120.121.128.133-137
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Es dificil decidir si las muestras de plasma o de sangre total son la mas
adecuada para medir las concentraciones de CsA; se ha llegado al
consenso que es mejor la sangre completa fundamentalmente por dos
factores:

1°- La gran canudad de CsA sin metabolizar que se encuentra dentro
del hematie (aproximadamente el 60% de la total a temperatura
fisiolégica de 37° C).  ademds, a dicha temperawra el 90% del
mectabolito M17 (el metabolito con mas actividad de la CsA) se encuentra
dentro del eritrocito, al igual que la mavor parte de los otros metabolitos
19-151

2°- La bucna reproducibilidad. debido a la falta de influencia sobre

clla de la temperatura v el hematocrito.

I.4.3. SIGNIFICACION CLINICA DE LOS METABOLITOS.

Los metabolitos primarios de la CsA en ¢l hombre son el M17 v el
M21, v los secundarios el M8, el M10 y el M16. Después de una dosis
oral de CsA, el 50 % de la concentraciéon bajo la curva (AUC) en cl
plasma corresponde a la CsA no metabolizada, el 15% al metabolito
M17 v el resto (en proporciones del 3% al 7%) a los demdas metabolitos.

El 27 % de la concentraciéon bajo la curva (AUC) en la sangre completa
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corresponde a la CsA no metabolizada v el 24% al mewabolito M17. Esto
s debido a que la mayor proporcion de los metabolitos, en especial del
M17, se encuentra dentro de las células sanguinecas 617214,

l.a mavor parte de los metabolitos primarios v sccundarios ticnen
actividad inmunosupresora, aunque menor que la de la CsA. El mas
activo cs ¢l metabolito M17 que presenta i vitro una acuvidad del 10 al
80% de la CsA. Dicha acuvidad es especialmente alta en la inhibicion de
la reaccion de mezcla linfocitaria (MLR) v en la inhibicién de la
produccion de 11.-2; sobre todo a dosis altas; no obstante se desconoce el
grado de su actividad i vivo . Se ha demostrado que la nefrotoxicidad del
mectabolito M17 es pracucamente nula; solo el M21 ha mostrado cierto
potencial nefrotdxico, aunque menor que la CsA 215-218,

I'n conclusion: Las capacidades inmunosupresora v nefrotéxica de los
metabolitos no estan interrelacionadas. v ambas son menores que la de
la CsA ornginal. Dada la dificuliad de interpretacion  del  valor
inmunosupresor o nefrotdxico de los metabolitos, v su escasa repercusion
en el efecto del farmaco, se acepta que la monitorizacion terapéutica de
la CsA debe de realizarse con métodos especificos para el farmaco

malterado 167.219
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1.4.4. MONITORIZACION DE LA CsA EN LA PRACTICA
CLINICA

Como sc ha dicho al principio de este capitulo, la MT de la CsA es
imprescindible en la pracuca clinica. En los pacientes trasplantados se
debe mantenerse mientras estén tomando el farmaco. Sin embargo, ¢n
los demds pacientes (enfermedades autoinmunes v otras que no
impliquen trasplante) la monitorizacion no estd indicada mas alla del
periodo inicial del wratamiento, excepto en  circunstancias especiales
micntras estas persistan  (complicaciones, farmacocinética inusual o

sospecha de interacciéon farmacologicas) 197220,

Para realizarla se han utilizado diversos pardmetros farmacocinéticos

v farmacodinamicos.

I.4.4.a. Parametros farmacocinéticos

A) Concentracion minima (Cm)

Es cl sistema mas utlizado para evaluar la eficacia erapéutica de la
CsA, v consiste en medir la concentracion sanguinea predosis, es decir,
12 6 24 horas después de la aluma dosis, segin se de una o dos veces al

dia, respectivamente. La frecuencia de la medicién de la Cm de CsA
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varia con ¢l tempo. Inmediatamente después de un trasplante la
concentracion de CsA debe hacerse 3 veces a la semana, durante los 2-3
primeros meses; en trasplantes de higado o corazén la frecuencia debe
ser mayor. Después, la medicion de la CsA pueden reducirse a 1-2 veces
al mes, salvo deterioro funcional del trasplante 166171,

In términos generales, la incidencia del rechazo de un trasplante es
clevada a baja Cm, mientras la wxicidad ocurre a Cm alw; por cllo,
mantencer la concentracion sanguinca de CsA  dentro de unos limites
tiene el beneficio clinico de reducir los efectos adversos v aumentar la
duracion del mjerto. No obstante, es dificil  establecer el rango
terapéutico de la CsA porque varia, inter ¢ intraindividualmente. en
funcién de una serie de factores: tipo de wrasplante, tempo del mismo,
interaccitones farmacoldgicas, variaciones farmacocinétcas, cte. Ademas,
en algunos pacientes se solapan las concentraciones terapéuticas v
toxicas. La concentracion (medida en sangre wtal v con métodos
especificos) que se recomienda mantener durante los primeros meses ¢s
de 150 a 250 ng/ml.; en los pacientes con trasplante de higado o
corazon debe ser algo mavor. Como la concentracién eficaz disminuye
con el uempo postrasplante, la dosis debe bajarse de forma progresiva a
parur del 2°-3° mes; a parur del afio es suficiente mantener la

concentracion sanguinea entre 73-150 ng/mlL 9:166:168.170221-229,
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Para hacer una correcta interpretacion de las  concentraciones
obtenidas, hay que tener en cuenta dos cosas: que el estado de equilibrio
después de un cambio de dosis se alcanza a los 2 dias (en trasplantados
de higado el periodo es mas largo); v que la Cm depende del numero de
dosis diarias (con 3 dosis al dia se obticne una Cm un 40% mavor que

con 2 dosis) 166:230,

B) Area bajo la curva de concentracién-tiempo (AUC)

Tiene como objetivo medir la exposicion del paciente al farmaco a lo
largo del dempo. Se ha comprobado que  dicha  exposicion  se
correlaciona con la dosis recibida mejor que la Cm vy puede resultar mas
Geil 231.232

Para determinar ¢l AUC se hacen frecuentes  mediciones de la
concentraciéon sanguinca entre cada dosis,  lo que supone un serio
inconvenicnte en pacientes con una precaria salud. Para disminuir este
inconveniente se han disenado sistemas de calculo de 1a misma (mediante
ccuaciones bayesianas) utilizando solo 3 muestras entre dosis. A pesar de
cllo, el numero de muestras necesarias para la MT a través de la AUC
siguc sicndo excesiva para su uso rutinario v se reserva para aquellos

pacientes con graves trastornos farmacocinéticos 107-170-22+.227.233.234,



C) Monitorizaciéon de la concentracion media (Cav).

Se obtiene dividiendo el AUC por el tempo transcurnido entre dosis.
Su monitorizaciéon, ademas de los inconvenicntes derivados de la
determinacién del AUC, no ha demostrado ser mejor parametro que la
Cm para determinar ¢l rango terapéutico de la CsA, ni tene mayor
capacidad que ésta para predecir el rechazo del 6rgano o los efectos

adversos del farmaco 197170,

En resumen, la ciclosporina se distribuve ampliamente por los tejidos
v alcanza en cllos concentraciones altas comparadas con las de la sangre;
ademas, las dosis pueden tener efectos acumulativos que no se reflejan en
la  concentracion  sanguinea, lo que explica que los pardmetros
farmacocinéticos basados en éstas no reflejen bien lo que ocurre en cl
punto de accion. De ahi el relativo fracaso de los métodos basados en
tales parametros para evaluar el tratamiento con este farmaco, v la

necesidad de utilizar otros parametros analiticos v clinicos.

1.4.4.b. Parametros farmacodinamicos.
El tiempo que transcurre entre la presencia de la CsA en la sangre v

sus efectos téxico o inmunosupresor cs desconocido, aunque es
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predecible la variabilidad en la relacion concentracion/cfectos entre
pacientes. Ello justuifica la necesidad de desarrollar pruebas capaces de
medir la actividad biolégica del farmaco 195:170.233,

Como los mecanismos de accidon de la CsA no estan totalmente
definidos, es dificil determinar que pruecba permitiria la monitorizacion
directa de la respuesta inmune. Las dos vias mads uulizadas para medir la
inmunosupresion han sido ¢l estudio de la activacion de las células T v el

de la unién al recepror especilico de fa CsA.

A) Activacion de las células T.

La presencia de moléeulas extranas al organismo (como son  los
trasplantes) provoca la activacion de los hinfocitos T citotoxicos. que
atacan a dichas moléculas. Para que estos linfocitos se activen son
necesarios dos procesos: la produccion de interleuquina 2 (I1-2) por
parte de los linfocitos "T'-Helper (facilitadores) v la produccion de
receptores de la 11.-2 (IL-2R) por parte de los linfocitos precitotdxicos. La
CsA acta inhibiendo ambos procesos 236,

Los pacientes con trasplante renal tratados con CsA tienen una
marcada disminucién de la IL-2 una semana después de iniciado el

tratamiento, que sc mantienen baja 6 meses. Sin embargo, si hayv



rechazo al injerto la 11.-2 ¢s semejante a la de individuos sanos no
tratados 237238,

La 11.-2 no cs detectable en la orina de trasplantados renales tratados
con CsA, micntras estidn estables o presentan sintomas de toxicidad,;
tampoco lo cs en individuos sanos que no toman el firmaco. En cambio,
los pacientes con rechazo del injerto renal o con infecciones por
citomegalovirus tienen una alta excrecion urinaria de 11.-2 239,

Los pacientes con trasplante hepatico wratados con CsA  tienen
concentraciones plasmaticas v biliares de 1L-2 semejantes a las de los
individuos sanos no tratados. Si s¢ produce el rechazo del injerto las
concentraciones anteriores se incrementan. bBn estos trasplantados no se
ha detectado 11-2 en la orina en la fase estable, ni durante los episodios
de rechazo 2%

Por otro lado, los trasplantados renales tratados con CsA que sufren
un rechazo o una infeccién por citomegalovirus, ticnen concentraciones
plasmaticas mas altas del IL-2R que los individuos sanos sin tratamiento,
que los trasplantados renales estables, o que los que presentan toxicidad
por CsA 24,

Estos hechos sugieren que la medicién de la concentracion de 1L-2 en

la orina o en la bilis, o la de su receptor en el plasma, permite
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diagnosticar precozmente un [racaso inmunosupresor  en  los
trasplantados renales o hepaticos respectivamente. Conviene aclarar que
la medicién de la IL-2 es lenta, aproximadamente 72 horas, y se precisa
entre 24 y 96 horas para que s¢ comience a producir la IL-2 después de
ocurrir ¢l fracaso inmunosupresor. La medicion de la I1.-2R es mas

rapida '67.238,

B) Union al receptof especifico (ciclofilina).

La CsA se une con gran afinidad a un receptor especifico intracelular
denominado ciclofilina : los residuos aminodcidos implicados en esta
uniéon CsA-ciclofilina son los mismos que los implicados en su acuvidad
inmunosupresora, de ahi que también se unan a la cclofilina los
metabolitos de la CsA con acuvidad immunosupresora. Por tanto, se
puede detectar la concentracion conjunta de CsA v sus metabolitos
activos  mediante un andhisis de compeuauvidad de la union CsA-
ciclofilina; el limite de deteccton de este andlisis es de 50 mg/ 1L 668,

No obstante, se ha demostrado que no todos los metabolitos que se
uncn a la ciclofilina son activos, por lo que su valor para determinar la

acuvidad inmunosupresora es relativa 2#2.24,



1.4.5. INTERACCIONES FARMACOLOGICAS.

1.4.5.a. Farmacos que alteran los niveles sanguineos de CsA.

A) Que disminuyen los niveles sanguineos de CsA.

Fenitoina: Disminuye la absorciéon de CsA al reducir la produccion
de bilis y ademas, aumenta ¢l aclaramiento hepatico de la CsA por
aumnento de actividad de los isoenzimas hepaticos 2t

Fenobarbital: ticne un efecto semejante a la Feniltoina 24,

Rifampicina: Aumenta ¢l aclaramiento de la CsA por aumento de la
actividad de los isoenzimas hepaticos 246:247,

Rifabutin: Igual que cl anterior, aunque sus efectos, en general, son

menos apreciables 247,248,

B) Que aumentan los niveles sanguineos de CsA.

Eritromicina: Aumcnta la absorcion de CsA por causas no
aclaradas y disminuye su aclaramiento hepatico porque compite con esta
por los 1soenzimas hepdticos, que ademds, muestran mayor afinidad por

la eritromicina que por la CsA 29:250,
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Claritromicina vy Josamicina: también disminuven cl
aclaramiento hepatico de CsA, por el mismo motivo que la eritromicina
251252

Ketoconazol: Disminuye el aclaramiento hepatico de la CsA por
inhibiciéon de los isoenzimas hepaticos, provocando un rdpido
incremento de los niveles de CsA 293,

Fluconazol e Intraconazol: Sus clectos son  semejantes  al
Ketoconazol, no obstante, la respuesta de los pacientes es individualizada
v en algunos no tienen efectos significativos 29425,

Metoclopramida: Aumenta la absorcion de CsA porque acelera el
vaciado gastrico 2%

Alopurinol: Impide ¢l aclaramicntwo de la CsA porque inhibe la
accion de las isocnzimas hepaticas, dando lugar a grave toxicidad 27,

Calcioantagonistas: Disminuven c¢l aclaramiento de CsA por
disminucion de la funcién de los isoenzimas hepaticos secundario al
bloqueo de los canales de calcio 238,

Contraceptivos orales: Aumentan la absorcion de CsA v
disminuyen su aclaramiento hepatico por inhibiciéon de las isoenzimas

hepaticas 29°.



C) Con accion variable sobre los niveles.

Antihiperlipemiantes: Cuando se administran simultineamente
con la CsA, los efectos sobre esta son dificiles de predecir, va que
producen alteraciones en su distribucion por los cambios cualitativos v
cuantitativos que inducen en las proweinas plasmducas. El Probucol
ademas disminuven la absorcion de la CsA por los cambios que
ntroducen en la composicion de la bilis. La administracion simultanca
de mas de uno de ellos con la CsAL suele acompanarse de severos efectos
60

toxicos de esta 2

1.4.5.b. Farmacos que aumentan la nefrotoxicidad.

Antinflamatorios no esteroideos: Por inhibicion del electo
protector de las prostaglandinas sobre el rindn 200,

Aminoglucosidos, Quinolonas, Anfotericina B, Acyclovir y
Cotrimoxazol: Por potenciacion de sus efectos nefrotdxicos 292,

Inhibidores de la Angiotesina: Por causas desconocidas 262,



1.4.5.c. Otras interacciones.

El uso de CsA aumenta cl riesgo de intoxicacion digital, y favorece la

resistencia a los anuneoplasicos 202,

1.4.6. UNIFICACION DE CRITERIOS.

Con objeto de poder comparar los resultados obtenidos en la
monitorizacién terapéutica de la CsA en los diferentes centros que la

realizan, se ha recomendado lo siguiente 198170223,

[ Efectuar la determinacion en sangre total.

2° Uulizar EDTA como anucoagulante.

3° Tomar la muestra preferentemente en predosis.

4% Emplear reacuvos especifico para la CsA no mewabolizada.

5% Parucipar en programas de calidad y control de los andlisis.

~l1
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1.5. GRAFICOS Y TABLAS DE LA INTRODUCCION
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Figura 2.- Representacion tridimensional de la estructura de la CsA.
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Metabolite @
No.

Cyclosporine H CH, CH, H H
1 OH CH;, CH;, H H
8 OH CH,OH  CH;, H H
9 OH CH, H H OH
10 OH CHy CH, OH H
13 hydroxylated and N-demethylated derivative
of cyclosporine
16 OH CH, CH, H OH
17 . H CH,OH  CH, H H
187) H CH,OH  CH, H H
21 H  CH, H H H
25 H CH,OH H H H
26" OH CH,OH  CH,4 H H
},' 5
*)YModificalion of AA1 .%H ?H - CCZH2

Figura 4.- Esquema de las modificaciones que presentan los metabolitos de la CsA, con respecto a la
molécula original.
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Figura 5: Curvas estandar de los trazadores Tritio [H3], Iodo-125 [I], y Iodo-125-Histamina, obtenidas con
el antisuero policlonal de Sandoz.
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antisuero (RIA Policlonal Sandoz) en una muestra de bilis de un paciente que tomaba ciclosporina.

(Met) - Metabolitos ; (CsA) - Ciclosporina A ; (Si) - Estandar interno.



£8

100%

B Ciclo-Trac RIA T
= Policlonal RIA KIT

80%

60%

A Ay

40%

Ii

i

!
i

I

20%

i

i

Il
It

it

!
i

il

Wl

0%

CsA M17 M18 M21 M25 M203 M13 M1 M8 M26

Figura 7: Reactividad cruzada (%) de la ciclosporina A (CsA) con sus principales metabolitos (Mn..) medidas
con dos RIAs policlonales distintos.




8

Tabla I: Capacidad de diferenciacién entre ciclosporina A (CsA) y sus metabolitos por los anticuerpos
monoclonales MAbs] y MAbs?2. |

Metabolito Modificacion MAbsl MAbs2

Diferencias *

M17 (OH) RA1 150 0
M1 . (OH) RAS 20 0
M21 (DME) RA4 16 4
M18 (OH)+(IME) RA1 25 0
M8 (OH) RA1 y RAS > 300 0
M16 (OH) RA6 y RAS 300 0
M25 (OH)RA1 + (DME) RA4 1000 3
M26 (IME)RA1 + (OH) RAS 300 0
Derivado (OH) RA4 0 5

(*) Se expresa como el cociente [Metabolito]/[CsA] capaz de inhibir el 50% de la unién MAbs-CsA,
medido con Inmunoandlisis enzimatico indirecto .

(OH) - Hidroxilacion;, (DME) - Demetilacién; (IME) - Esterificacion intramolecular; (RA) -
Residuos de aminodcidos en diferente posicion;



II. PLANTEAMIENTO.



La monitorizacién terapéutica de los niveles de ciclosporina (CsA)
total en sangre (CT) y plasma (CPT) de pacientes trasplantados, ha
demostrado que la toxicidad y el rechazo se asocian con altos y bajos
niveles, respectivamente. No obstante, el intervalo terapéutico de la CsA
es muy cstrecho, varia entre individuos, en un mismo individuo no cs
constante a lo largo del tempo, vy es frecuente que se produzcan
solapamicntos cntre los niveles inmunosupresores y téxicos; por ello, la
monitorizacién de dichas concentraciones totales resulta a menudo
insuficiente para orientar su correcta dosificacion 22°,267-269,

IEn teoria, la acciéon farmacoldégica se relaciona bien con la
concentracion de farmaco no unido, o libre, que hay en ¢l sitio de
accion, y una buena referencia de ésta es la fraccion plasmatica libre (FL)
y la concentracién plasmatica libre (CPL). Los acontecimientos clinicos
también guardan una clara relacién con la FL de CsA %6, Una semana
antes de un episodio de rechazo, la FL de la CsA sufre una bajada
significativa, volviendo a subir, aunque de manera no significativa, una
semana después. Esta relaciéon con los acontecimientos clinicos y su valor
como referencia de la concentracién de CsA en ¢l sitio de accién,
justificaria  su  monitorizacién  terapéutica rutinaria. Pero la

determinacién de la FL de CsA (CPL/CPT) es muy complicada, porque
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a niveles terapéuticos la CPL de CsA esta muy por debajo de los limites
de deteccion de las técnicas habituales de medida ( TDx, RIAs o HPLC).
Por ello, para su determinacién se utiliza CsA marcada y contadores de

radioactividad !43:1+,

La FL de la CsA es independiente de la dosis administrada y de su
CPT; solo depende de la calidad y cantidad de las proteinas plasmadticas,
sobre todo dc las lipoproteinas, ya que son las que transportan la mayor
partc dc la CsA unida (principalmente la fraccion HDL, en menor
medida la LDL v muy poco a la VLDL). Se ha objetivado una
importante correlacion inversa entre la FL de CsA y la concentracion de
HDL-Colesterol, y entre la FL de CsA y concentracién plasmatica de
Apoproteina Al. Los pardmetros farmacocinéticos que se relacionan
inversamente con la L (vida media y volumen de distribucion), también
tiencn una importante correlacién directa con la concentracién de HDL-
Colesterol. Por ello, v teniendo en cuenta quc la mayor parte de la CsA
plasmatica esta unida, cabe pensar que las proteinas plasméticas y sobre

todo la fracciones lipoproteica HDL, sean la principal fuente de

variabilidad de la FL 129,139,270,271
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Dado que la determinacién de la FL de la CsA no csta al alcance de la
mayoria de los laboratorios (por la necesidad de usar isotopos
radioactivos) y que los intentos de calcularla indirectamente conociendo
la CT de CsA y los niveles de colesterol, triglicéridos y eritrocitos no han

tenido éxito !38.116,

Los objetivos de esta Tesis Doctoral son:

a) Desarrollar un método para decterminar la FLL de CsA sin usar
is6topos radioactivos

b) Cuantificar la influencia de las fracciones lipoproteicas vy
Apoproteinas Al y B en las fluctuaciones de la FL. de la CsA.

¢) Evaluar la posibilidad de calcular la FL de CsA basandosc en los

niveles plasmaticos de éstas y la CT de CsA.
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III. MATERIAL Y
METODO.
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II1.1. MATERIAL.

III.1.1. MUESTRAS.

Se obtuvicron un total de 25 muestras de sangre procedente de 25
voluntarios sanos, 18 hombres y 7 mujeres, con cdades comprendidas
entre 19 y 20 afios, que no habian tomado ningin tipo de medicacién en

los 30 dias anteriores a la extraccién.

II1.1.2. REACTIVOS.

II1.1.2.a. Buffer para la dialisis

Sc ha utilizado una solucién de agua destilada conteniendo 4 gr. de
Na2HPO4 - 2H20, 0,78 gr. de NaH2PO4 - H20, y 5,6 gr. de CINa

por cada 100 mL de solucién 3.

II1.1.2.b. Solucion de CsA.

La GCsA , en forma de polvo puro, ha sido gratuitamente

proporcionada por el laboratorio Sandoz Ltd. , y utilizada en forma de

solucién en metanol al 0,1% (1 pl de dicha solucién contenia 10.000 ng
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de CsA). La solucién es conservada en el frigorifico a 4°C, dentro de un

recipiente hermético de acero inoxidable, hasta su utilizacién.

II1.1.2.c. Reactivo para medicion de la CsA.

Se ha utilizado el Kit para TDx® " Cyclosporine and Metabolites

Serun assay" comercializado por Abbott Ltd.

II1.1.2.d. Reactivos de bioquimica.

Para la medicién de la apoproteina Al y B, y las fracciones
lipoproteicas HDL, LLDL, VLDL-Colesterol se ha utilizado los Kit para
Technicon RA® Systems ; APO A-I , APO B y Colesterol,
respectivamente, comercializado por Bayer Corporation. Para la
medicion del HDL-Colesterol se ha utilizado, ademas el precipitante

"HDL Colesterol" comercializado por Bochrninger Mannhein.

II1.1.3. CAMARA DE DIALISIS.

Se ha utilizado una fabricada en acero inoxidable, segin un diseno
propio registrado en la Oficina de Patentes Espariola con el n°

P9501320.
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II1.1.3.a. Descripcion de la camara.

Con una capacidad aproximada de 1 mL, estd compuesta por dos
cilindros, de acero inoxidable, en cada uno de los cuales se ha excavado
media esfera. Uno de los cilindros posee un escaléon en donde se apoya
una membrana secmipermeable y asienta una arandela de goma (Celdilla
A); cl otro tiene una forma complementaria (Celdilla B), de manera que
al unirlos quedan convertidos en una sola picza (Figura 8).

Cada alindro posce en su cara superior dos orificios que confluyen
hacia ¢l centro de la esfera, uno para introducir ¢l liquido y otro para la
salida del aire que desplaza la entrada de aquél. La cara inferior va

achaflanada para poder apoyarlos ¢n la mesa de trabajo sin que rueden

(Figura 9).

II1.1.3.b. Membrana semipermeable

L.a membranas utilizada es la Diaflo® Amicom YM3 de 25 mm de
diametro, con el corte de peso molecular en 6000-8000. Las membranas
estan pretratadas por ambas caras con glicerina, para prevenir la
desecacién, y acido sédico como conservante. Una cara es lisa y brillante

y la otra mate y rugosa.
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I11.1.4. OTROS MATERIALES.

- Micropipetas de 1 pL y 10 pL.

- Pipetas de precision de 50, 150, 250, 500 y 750 pL.

- Jeringa Hamilton para 1 mL.

- Centnfugadora rotativa.

- Ultracentrifugadora

- Estufa incubadora.

- Agitador.

- Equipo analitico automéatico para la determinacion "in vitro" de
inmunoanalisis por fluorescencia polarizada (FPIA) TDx® Abbott Ltd.

- Equipo analitico automatico para dcterminaciones colorimétricas

Technicon RA® Systems de Bayer Corporation.
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I11.2. METODOS.

I11.2.1. OBTENCION DE LAS MUESTRAS.

Las muestras fucron obtenidas a primera hora de la manana, en
ayunas, mediantc puncién venosa. Se obtuvicron 10 mL de cada
voluntario, 5 mL son depositados en un tubo con gelatina y otros 5 mL
en un tubo contenicndo como anticoagulante EDTA.  El tubo con
gelatina es llevado inmediatamente al laboratorio de bioquimica para su
procesamiento y andlisis. El tubo con EDTA e¢s centrifugado a 3500
r.p.m. durante 5 minutos a la temperatura ambicnte para obtener
plasma quc es almacenado en el frigorifico a 4° C hasta su utilizacion (las
lipoproteinas permanecen estables a esa temperatura por un periodo de

hasta 3 semanas) 132.

II1.2.2. ESTUDIO BIOQUIMICO.

Las fracciones lipoproteicas HDL, LDL, y VLDL-Colesterol vy las
apoproteinas Al y B fueron separadas por ultracentrifugaciéon a 40.000

r.p.m. durante 20 horas y su concentracién determinada con el

Technicon RA® y con los reactivos especificados en el apartado 1.2.4.
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II1.2.3. COMPROBACION ESTANQUEIDAD DE LA CAMARA.

Se sustituy6 la membrana semipermeable que scpara las dos celdillas
de la cdmara por una membranas impermeable. A la celdilla A se le
aniaden 750 pL de la solucidon buffer descrita anteriormente, mientras
que la celdilla B se deja vacia. Después de una incubaciéon a 37°C
durante 24 horas, s¢ comprucba por observacién la ausencia o la

presencia de liquido en la celdilla B.

I11.2.4. PREPARACION DE LA MEMBRANA
SEMIPERMEABLE.

Antes de su uso hay que lavarla y estabilizarla; para ello se introduce
en una soluciéon de CINa al 5% durante 30 minutos y después se enjuaga
haciéndola flotar, con la superficie brillante hacia abajo, en un vaso con
agua durante al menos 1 hora (hay que cambiar el agua cada 15

minutos).



II1.2.5. REALIZACION DE LA DIALISIS DE EQUILIBRIO.

Se hizo en la misma semana cn la que se extrajeron las muestras. En el
escalon de la celdilla A de la cimara de dialisis (véase 1.3) se coloca la
membrana semipermeable, con su superficie brillante mirando hacia el
interior de la celdilla. A continuacion se coloca la arandela de goma, se
acopla la celdilla B y el conjunto sc¢ encaja en ¢l hueco labrado en una
plataforma de metacrlato que manticnc ambas celdillas fucrtemente
unidas. Sc¢ depositan 750 pl. dc plasma cn la celdilla Ay 750 pl. de
buffer cn la celdilla B. Después s¢ anade a la celdilla A 1 pl. de la
solucién de CsA descrita anteriormente. Posteriormente la cimara se

mantiene en la estufa incubadora durante 16 horas a 37°C.

111.2.6. MEDICION DE LA CsA TOTAL.

Después dc la didlisis de cquilibrio se extrac 10 pl. de plasma de la
celdilla A y se diluyen en 500 pL de plasma procedente del mismo
voluntario, obteniendo asi una dilucién de 1/51. Para homogencizar y
equilibrar la distribucién de la dilucién, el tubo de ensayo que la
contiene se incuba en la estufa durante 30 minutos a 37°C con agitacién

permanente.
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La concentracién de CsA se determina con el autoanalizador TDx®,
y el Kit para CsA del apartado 2.1 . La concentracién de CsA en el
plasma se obtiene multiplicando el valor obtenidos por 51, que es el

coeficiente de dilucién.

I11.2.7. MEDICION DE LA CsA LIBRE.

No existen reactivos comercializados capaces de medir directamente
la concentracion de CsA libre con la técnica FPIA, por lo que csta

concentracion sec ha determinado de forma indirecta

II1.2.7.a. Obtencion de la muestra donde efectuar la
medicion.

Después de la didlisis de equilibrio se extraen 250 pL de buffer de la
celdilla B (que s6lo contiene CsA libre) y se diluyen en 250 pL. de plasma
procedente del mismo voluntario; se obtiene asi una dilucién al 1/2. La
homogeneizacién y equilibrado de la dilucién se hizo como en el

apartado 2.6.
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I111.2.7.b. Determinacion de la concentracion de CsA en la
muestra.

Se determina a través dc la polaridad obtenida tras analizar las

muestras con el TDx y el Kit para CsA descrito en cl apartado 1.2 .

A) Obtencion de una curva de calibracion especifica para la

muesira.

Para obtenerla hubo que preparar calibradores especificos para ésta.
Para cllo 100 pl. del buffer antes descrito (ver punto 1.2) sc diluyo en 100
pL de cada uno de los calibradores del Kit T'Dx uulizado (ver punto 1.2).
Estas diluciones se homogenecizaron y equilibraron como cn el apartado
2.6. Sc analizaron con ¢l TDx y el reactivo descrito para GCsA cn el

apartado 1.2.

La polaridad obtenida para cada uno de los calibradores especificos
(cuya concentraciéon de CsA conociamos) nos permite, mediante calculo

infinitesimal, obtener la curva de calibracién especifica para la muestra

(Figura 10).
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B) Calculo de la Concentracion de CsA en la muestra.

La concentracién de CsA en la diluciéon se calcula siguiendo la

siguiente férmula: [CsA] = - Ln (Polaridad / X) / Y

Para polaridades entre 126,91 y 161,77 X = 190,1805 Y =0,001618

Para polaridades entre 161,78 y 180,3 X =200,9525 Y = 0,002169

(Los valores de X y de Y son obtenidos de la curva de calibracion del

apartado anterior).

C) Calculo de la concentracion de CsA libre.

La concentracion de CsA libre (CsA del buffer) se calcula

multiplicando el resultado por 2, que es ¢l coeficiente de dilucién.

I11.2.7.c. Fiabilidad de los calculos.

Para comprobar la fiabilidad de los datos obtenidos con este método,
se preparan 10 muestras de una dilucién igual a la descrita en 2.7.1.
conteniendo 0, 50, 100, 125, 150, 200, 250, 500, 750 y 1000 ng/mL de

99



CsA. Las muestras fueron calculadas siguiendo la metédica descrita, y la

precision determinada por la siguiente féormula: (concentraciéon medida

/ concentraciéon real) x 100.

I11.2.8. CALCULO DE LA FRACCION PLASMATICA LIBRE Y
UNIDA.
La fraccién plasmatica libre (FL) y la unida (FU) se calcula segtn las

siguientes formulas: FL = [LIBRE] /7 [TOTAL}], vy FU= 1-FL

Durante la didlisis se produce un desplazamiento de liquido desde la
celdilla B (menos presién osmética) a la A, esto da lugar a un cambio en
la razén de proteinas (Rp), por lo que los resultados deben de ser
reajustados para dichos cambios 272. Este reajuste incluye las siguientes

ctapas :

I11.2.8.a. Calculo de la fraccion de volumen desplazado

Mediante jeringa de Hamilton se mide los volimenes de liquido que
quedan en las celdilla A y B, a los que se les suma el volumen va extraido

para los andlisis anteriores.

100



La fraccién de volumen desplazado durante la didlisis (Fv) se calcula
con la siguiente ecuacién: Fv=Vp-Vb/Vp + Vb endonde Vpy
Vb son respectivamente, los volimenes de plasma y buffer después de la

didlisis de equilibrio.

I11.2.8.b. Calculo del cambio en la razon de proteinas.

Se calcula segtn la siguiente formula: - RP =1/ (T'v + 1).

I11.2.8.c. Correccion de FU y FL (FUc, FLc).

Se efectia mediante las ecuaciones siguientes : I'Uc = 1 / [(I /FU -

xRp] + 1, y FLc=1-FUc

Este método asume que algunas las perdidas de liquido que se
producen en el aparato de didlisis por evaporacién, ocurren en la misma
proporcién en ambas celdillas por lo que una vez hecha la correccién, en

teoria FUc = FU v FLc =FL
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I11.2.9. VARIABLES DEL ESTUDIO.

II1.2.9.a. Farmacologicas.

Concentraciéon de CsA total, Concentracion de CsA libre.

FL de CsA.

II1.2.9.b. Bioquimicas.

Concentracién plasmatica de HDL, VDL, VLDL- Colesterol

Concentracién plasmatica de Apoproteinas Al y B.

I11.2.10. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

El analisis estadistico se ha realizado con la hoja de calculo EXCEL 97
de Microsoft. Para determinar la relacion entre las variables bioquimicas
vy la FL de CsA sc hizo un analisis de  regresion lincal simple y se
determino ¢l cocficiente de corrclaciéon. El Iimite de significacion

estadistica sc cstablecié en p < 0,05.

I11.2.11. BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA.

Bisqueda manual en Index Medicus® de los anos 1979 a 1994.
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Biasqueda informatica en Mediline® anos 1994 a 1997.
Palabras clave de la busqueda: Cyclosporine, fraction unbound,

Protein binding, Equilibrium dyalisis, Stainless steel chamber.
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IV. RESULTADOS.
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IV.3.1. ESTANQUEIDAD DE LAS CAMARAS DE DIALISIS.

Todas las cimaras utilizadas resultaron scr estancas, comprobandose
después de la prucba de estanqueidad que no habia pasado liquido a la

celdilla B.

IV.3.2. VALIDEZ DEL METODO UTILIZADO PARA EL
CALCULO DE LA CSA LIBRE.

I'n la Tabla II sc pucden ver los resultados obtenidos en la prucba de
fiabilidad del método utilizado para calcular la CsA libre. El porcentaje
promedio de precision es del 100 %, con unos valores limites entre 103

% de maximo vy 98 % de minimo.

IV.3.3. DIALISIS DE EQUILIBRIO.

El promedio de las concentraciones de CsA en el plasma (Celdilla A)
después de la dialisis de equilibrio es de 17.686 ng/mL + 2.183, con unos

limites entre 22.137 v 14.163 ng/mL. El promedio de la concentracion



de CsA en el buffer (Celdilla B) después de la didlisis de equilibrio es de

211 ng/mL * 47, con unos limites entre 319 y 141 ng/mL (Tabla I11I).
En la Tabla IV sc pucden ver como la suma de los volimenes de los

fluidos de ambas celdilla es sensiblemente inferior a la inicial (1500 pL) y

como los de la celdilla A son superiores a la B.

Iv.3.4. FL DE CsA.

Una vez corregido ¢l volumen de desplazamiento, el valor promedio

de la FL de GsA es de 0,014965 £ 0,004018 (1,4% £ 0,4%) con un
maximo de 0,023283 ( 2,33 %) y un minimo de 0,009925 (0,99 %)
Tabla V. Enla Figura 11 sc pucde apreciar la distribucién de los
valores de la FL de CsA cn las muestras estudiadas y en las que sc

constata una gran variabilidad interindividual.

IV.3.5. RESULTADOS DE BIOQUIMICA.

En la Tabla VI aparccen las concentraciones séricas de las fracciones

lipoproteicas de las muestras del estudio. La fraccion HDL presenta un
promedio de 52 mg/dL * 10, con limites maximo y mimimo de 71 v 35

mg /dL respectivamente. El promedio de la VDL es de 116 mg/dL *
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26, y unos limites miximo y minimo de 176 y 81 mg /dL
respectivamente. La fraccion VLDL tiene un promedio de 10 mg /dL *
6 y unos limites maximo, y minimo de 31 y 2 mg /dL respectivamente.
En la Figura 12 sec puede apreciar la distnibucién de la concentracion de
dichas fracciones en la poblacién estudiada.

En la Tabla VII se recogen las concentraciones séricas dc las
apoproteinas Al v B correspondientes a las muestras del estudio. La Al
presenta un promedio de 135 mg/dl, + 22, con unos limites maximo y
minimo de 187 y 93 mg /dL respectivamente. La B tiene un promedio
de 74 mg /dL % 18 y unos limites maximo y minimo de 114y 50 mg /dL

respectivamente.

IV.3.6. DE LOS ESTUDIOS DE CORRELACION.

En las figuras 13 a 17 sc pucden ver cada uno de los graficos
resultantes de relacionar la FL de la CsA con cada una de las variables
bioquimicas del estudio y las rectas de tendencia correspondicntes.
También se pueden observar las ecuaciones respectivas y los coeficientes
de correlacién resultantes. No existe significacién estadistica en ninguna

de las correlaciones efectuadas.
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IV.3.7. TABLAS Y FIGURAS DE LOS RESULTADOS
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Figura 8.- Corte transversal de la cimara de didlisis de equilibrio antes (A) y después de unir las celdillas que
la componen (B).
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Figura 10.-Curva de calibracion de la ciclosporina A (CsA) en la mezcla de plasma y buffer.
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Colesterol plasmatico



35

30
- 25
©
g 20
e
Q
7 15
(e}
(&)
= 10
-
>
5
0

y=0,1415x + 7,52
R?’=0,0276
r=0,2726

0,99% 1,11% 1,28% 1,44% 1,50% 2,04% 2,33%

FL de CsA (%)

Iigura 15.- Relacién fraccion plasmaitica libre (FL) de ciclosporina A (CsA) en % / concentracién VLDI .-

911

Colesterol plasmatico



Apoproteina A1 (mg /dL)

LT1

200
180
160
140
120
100
80
60
40

20

~
y = 0,67x + 126,26
R? = 0,0494
r = 0,2289
1,11% 1,28% 1,44% 1,50% 2,04% 2,33%
FL de CsA (%)

Figura 16.- Relacién fraccién plasmatica libre (FL) de ciclosporina A (CsA) en % / concentracion

apoproteina Al plasmatica



81l

Apoproteina B (mg /dL)

120

100

80

60

40

20

A

t 1 1 1 1 I ! ' 1 ] 1 1

0,99% 1.11% 1,28% 1.44%

FL de CsA (%)

Mia

y =0,6369x + 67,66
R? = 0,0496
r=0,2775

Figura 17.- Relacion fraccién plasmatica libre (FFL) de ciclosporina A (CsA) en % / concentracién

apoproteina B plasmatica



611

Tabla II. Concentracion de ciclosporina (CsA) real y calculada por el método descrito en ¢l apartado 2.7 de Material y

M¢étodos
Muestras CsA real (mg /mL) CsA calculada (mg /mL) CsA calculada (%)
1 0 0 100%
2 50 50 100%
3 100 98 102%
4 125 121 103%
5 150 149 101%
6 200 204 98%
7 250 256 98%
8 500 497 101%
9 750 760 99%
10 1000 1000 100%
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‘Tabla II1. Concentracion de ciclosporina A (CsA) en las celdillas A (plasma) y B (buffer) después de la didlisis de cquilibrio.

Concentraclén de CsA en la celdilla A

Concentraclén de CsA en la celdllla

Muestras (ng /mL) B (ng /mL)
1 17.637 208
2 18.370 319
3 18.310 264
4 — 15277 - 261
5 18.882 156
6 16.591 267
7 14.163 228
8 R 17.729 T 157
k) ﬁ_" 15.121 1 175
10 14.823 141
11 20.692 277
12 22.099 209
13 — 18.262 234
14 T . 17.436 230
1s 16.316 210
16 19.174 228
17 18.631 195
~ s 16.576 148
19 19.192 212
20 18.835 182
21 14.505 179
22 16.540 143
23 - T 1s5.a50 ) - 265
24 22.137 222
25 19.394 165
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Tabla IV. Volimenes (uL) de las celdillas de la cimara después de la dialisis v volumen perdido.

Muestras

Volumen celdlilla A

Volumen celidiila B

Volumen perdido

1 712 4562 336
2 6861 466 383
3 878 347 476
4 816 430 254
5 706 468 326
[:] 784 432 284
7 774 448 278
8 736 406 369
9 780 453 287
10 761 427 322
11 664 478 368
12 602 630 368
13 850 473 377
14 600 480 420
156 667 477 366
16 6563 481 366
17 706 352 443
18 648 480 372
19 662 483 3656
20 666 330 504
21 716 300 486
22 6756 378 447
23 679 323 498
24 802 381 517
25 628 380 492
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Tabla V. IFracciéon plasmitica libre de ciclosporina (FL. de CsA) una vez corregido el volumen de desplazamiento
producido en la didlisis de equilibrio.

f Muocstras T FL deo CaA T Fl de CsA en % 1
1 0,014442 1,44%
2 0,0205626 2,06%

3 __o0,018080 i 1,91%
4 0,022412 - 2,24%
& 0,009925 0,99%
e 0,020773 2,08%
7 0,020383 2,04%
8 0,011394 1.14%
9 0,0146868 1,47 %
10 0,012169 1,22%
11 0,015445 1,64%
12 0,010072 1,01%
13 0,014864 1,49%
14 0,014687 1,47 %
18 0,016017 1,560%
16 0,013721 1,37%
17 0,013981 1,40%
18 0,010230 1,02%
19 0,012767 1,28%
20 0,012967 1,30%
21 0,017396 1.74%
22 0,011070 1,11%
23 0,023283 2,33%
24 0,012264 1,23%
26 0,010604 1,06%
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Tabla VI. Concentracidn séricas (mg /ml) de las fracciones lipoproteicas en las muestras del estudio

Muestras

Colesterol HDL

Colesterol LDL.

Colesterol VLDL

1 a3 149 3
2 55 172 18
3 35 176 o
g 62 124 31
S 36 122 10
(=] 71 119 12
7 4% o8 13
a8 51 100 10
9 51 125 12
10 71 81 =2
11 54 85 3
12 51 291 a8
13 51 135 5
14 40 108 10
15 46 112 o
16 47 20 3
17 56 143 «4
18 35 o1 18
19 60 o8 (=]
=20 57 108 re
21 55 101 8
22 58 117 10
23 a5 110 <3
24 56 130 (3
25 64 154 15
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Tabla VII. Concentraciones séricas (mg /dL) de las apoproteinas Al y B (Apo Al y Apo B) en las muestras del estudio

Muestra Apo A1 Apo B
1 170 o8
2 131 1122
3 109 114
«4 149 23
5 104 72
8 187 70O
7 145 89
8 135 69
9 144 89
10 179 83
11 138 87

12 121 67
13 118 80
14 119 76
15 123 71
16 121 56
17 144 75
18 93 es5
19 143 63
20 137 a7
21 1186 886
22 144 80
23 1286 66
=24 11856 75
25 138 104




V. DISCUSION
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Desde que comenzé a usarse la CsA en terapéutica, quedd patente la
necesidad de monitorizar sus concentraciones sanguineas y/o
plasmaticas para su correcto manejo clinico; ello se debe a la gran
variabilidad de su farmacocinética, a su escaso margen terapéutico y a la

gravedad de sus efectos adversos %.

La monitorizacion terapéutica de la CsA se hace de forma rutinaria
midiendo su Cm en sangre total, utilizando técnicas que miden sélo el
farmaco inalterado '98170, Esta medicion se muestra con frecuencia
incficaz para predecir la dosis ideal, porque sc correlaciona mal con la
dosis administrada ?223:267-269 Por cllo se han propuesto métodos
alternativos, cn especial en los pacientes con problemas farmacocinéticos
en los que la correlacion e¢s mas pobre. La utlizaciéon de otros
parametros, AUC o Cav, permiten una mejor dosificacién porque
ambos se correlacionan bien con la dosis suministrada 232-235. A pesar de
ello, ni la AUC ni la Cav han demostrado ser mas utiles que la Cm a la
hora de determinar el rango terapéutico de la CsA, y tampoco tienen
mayor capacidad para predecir el rechazo del 6rgano o los efectos

adversos del fArmaco 167,169,
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Tedricamente, para la mayoria de los farmacos, la CPL es un buen
indicador de la concentraciéon de farmaco no unido (libre) que hay en el
sitio de accién. Cuando la FL (CPL / CPT) es estable en el tiempo la
CPT se correlaciona bien con la CPL, pero la FL de la CsA no es estable
en el tiempo y por eso la CPT no se correlaciona bien con la CPL. Esto
explica los fallos de la monitorizaciéon basados en la CPT y también los
basados en la CT de CsA, ya que a niveles terapéuticos la CT de CsA se
correlaciona bien con su CPT.

Hay otros factores que hacen que el uso de parametros
farmacocinéticos basados en las concentraciones en sangre no reflejen
bien lo que ocurre en el sitio de accidén: por una parte, la amplia
distribucién de la GsA por los tejidos en los que alcanza concentraciones
muy superiores a las de la sangre; por otra parte, el que las dosis
repetidas pueden tener efectos acumulativos que no se reflejan en la

concentracién sanguinea 120,138,143,146210,

La FL también es una buena referencia de la concentracién de
farmaco libre en el sitio de acciéon. En el caso de la CsA los
acontecimientos clinicos guardan una clara relacién con ella, por eso,
este parametro se ha propuesto como alternativa a la Cm en la

monitorizacion terapéutica de la ciclosporinal#h146,
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Para calcularla hay que separar la CsA libre de la unida. Para cllo se
han utilizado con éxito diferentes métodos como la ultracentrifugacion,
la ultrafiltraciéon vy la dialisis de equilibrio.

La dialisis de equilibrio entre dos soluciones ¢s un método altamente
eficaz para determinar la concentracién de moléculas con menor tamarfio
que el del limite de paso de la membrana semipermeable, va que después
de un determinado tiempo de reposo, las concentracion de dichas
moléculas sc igualan a ambos lados de la membrana. Por cllo, este tipo
de dialisis se usa como referencia en la determinacion de la FL de los

farmacos y es ¢l método utilizado en este estudio 129:1#L143,146,

Una vez separada la CsA libre e¢s necesario medir su concentracion,
pero la proporcién de GsA libre es muy pequenia (media del 1,5 % de la
total) 120 y sus niveles plasmaticos, a dosis terapéuticas (inferiores a 500
ng/mL), estan fuera de los limites de deteccion (entre 25-50 ng/ml.) de
las técnicas habituales de medicion ( RIA, HPLC, FPIA ), por cllo en los
estudios antes citados se ha utilizado CsA marcada con [H3] porque
utilizando contadores de radioactividad se pueden medir pequenas
cantidades de CsA marcada. No obstante el uso de CsA radioactiva hace
que el estudio de la FL. de CsA sea complicado (no todos los laboratorios

tienen la infraestructura necesaria y se necesita personal especializado
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para el manejo de. los 1s6topos) por lo que s¢ ha descartado para uso
rutinario.

En nuestro estudio, para simplificar la determinacién de la FL, hemos
utilizado concentraciones muy altas de CsA, con objeto de obtener
concentraciones libres & vitro por encima de los 50 ng/mL (que estdn
dentro del rango de deteccion de los técnicas habituales). El uso de
concentraciones tan altas no modifica la FLL ya que hasta los 20.000
ng/mkL la FL de CsA permanece constante, a pesar de los cambios en la
concentracion de CsA plasmatica total, porque la unidén de esta a las

proteinas plasmaticas no se satura por debajo de esta concentracion 279,

LLa manipulacién y medicién in vitro de la CsA es dificil debido a su alta
liposolubilidad, que hace que gran parte de clla quede adherida a las
parcdes de los instrumentos utilizados, sobre todo cuando la superficie de
contacto con ¢l farmaco es de plastico. Por esa razén, cuando la didlisis
de equilibrio se realiza en cdmaras fabricadas en plastico alrededor del
98% de la CsA total queda adherida a las paredes de la cdmara, a la
membrana de didlisis, y a la arandela de caucho utilizada para obtener la
estanqueidad; la consecuencia es la obtenciéon de resultados falsos. Este
inconveniente queda minimizado cuando se utilizan cidmaras de dialisis

fabricadas en acero inoxidable, ya que s6lo un 10 % de la CsA total
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queda adherida a la membrana y a la arandela y no hay adherencia a las
paredes de la cimara. Esta es la justificacion de que hayamos utilizado
camaras de acero inoxidable para la dialisis de equilibrio '*.

Puesto que no existe en el mercado ninguna cdmara de dialisis de
equilibrio para la separaciéon de farmaco libre, fabricada en acero
inoxidable, hemos disefiado y patentado el modelo que se ha utilizado en
este estudio y que esta descrito en el apartado 1.3.1.

Antes de su uso hemos comprobado que todas las camaras son
cstancas. No obstante, durante la didlisis desaparcce, aproximadamente
1/3 del volumen inicial; este hecho también ha sido observado por otros
investigadores y sc atribuye a la evaporacién 272, Esta merma cen cl
volumen no tiene influencia en la FL de CsA, porque, como se ha

indicado antes, es independiente de la CT 270,

Para medir la concentracion de CsA, hemos utilizado la técnica de
FPIA con el autoanalizador TDx de Abbott por su sencillez y fiabilidad,
cualidades que lo han convertido en una de las técnicas mas
recomendadas para medir CsA !%. Sin embargo esta técnica no dispone
de reactivos especificos para CsA libre.

Cuando se mide la concentracién de CsA que hay en el buffer con esta

técnica, utilizando los reactivos para plasma/suero suministrados por
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Abbott y siguiendo sus indicaciones de uso, el valor obtenido es muy
inferior al real, probablemente por las diferentes caracteristicas fisico-
quimicas que tienen plasma y buffer. Para minimizar esas diferencias,
antes de realizar la medicién de la CsA hemos afiadido al buffer
procedente de la didlisis de equilibrio, una parte aliquota de plasma libre
de farmacos procedente del mismo voluntario; con ello se logra que la
composiciéon de la muestra de la solucidén plasma-buffer sea lo mas
parccida a la del plasma. Ademas, para realizar mediciones mas exactas
hemos utilizado una curva de calibracion especifica para esta solucion
plasma-buffer . En la prueba realizada para validar ¢l método sc ha
comprobado la fiabilidad del mismo, v que su porcentaje de precision es
semejante al que facilita ¢l laboratorio fabricante del reactivo para el

analisis en plasma 273,

En nuestro estudio hemos constatado que la FL de la CsA tienen una
- gran vanabilidad interindividual con valores que van desde 0,99% hasta
el 2,33%, con media del 1,4%. Estos datos coinciden con los observados
por otros investigadores en estudios previos, con valores entre el 0,5% y
42% con media del 1,3%, lo que supone una vanabilidad
interindividual de hasta 8 veces !2%!#:136_E] patron lipoproteico de los

voluntarios del estudio es muy vanado, lo que coincide con los estudios
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realizados en la poblacion general en los que dicho patrén vara
ampliamente dependiendo de los factores que lo modifican (edad, sexo,
dieta, hiperlipemias, ticmpo de ayuno, etc..), siendo mayor la variacién cn
los pacientes trasplantados 274275, Teniendo en cuenta que la FL de la CsA
no se altera con los cambios de su concentracién plasmatica total siendo
su unica fuente de vaniabilidad de la cantidad y calidad de las diversas
proteinas plasmatcas, sobre todo de las lipoproteinas a las que se unc cl
80 % de la CsA hbre. Esta diversidad de patrones lipoproteicos podria
explicar la gran vanabilidad interindividual de la F1. de la CsA 138,143-116

En nuestro estudio hemos comprobado que existe una correlacion
inversa entre la concentracion de las fracciones lipoproteicas y la ILL de la
CsA. Esta correlacion ¢s mas marcada para la DL y VLDL que para la
HDL-Colesterol, aunque ninguna de ellas cs significativa, por lo que
deducimos que la mayor influencia de una u otra fraccién dependera sobre
todo de su cantidad y no de su calidad. También hemos encontrado el
mismo tipo de correlacion entre las apoprotcinas Al v B, y la FL de la
CsA, aunque tampoco ésta es significativa.

Algunos invesugadores han intentado predecir la FL de la CsA
mediante la determinaciéon de la CT v de las concentraciones de

eritrocitos, triglicéridos y colesterol, pero en ninguno de los tres casos la

correlacién obtenida fue estadisticamente significativa. En consecuencia
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estos parametros bioquimicos no resultaron utiles para conseguir la
prediccion antes senalada 138,143,

En nuestro estudio hemos intentado predecir la FL de la CsA
basandonos en las concentraciones plasmaticas del farmaco y las
concentraciones plasmaticas de algunas fracciones lipoproteicas ( HDL,
LDL, VLDL - colesterol) y de las apoproteina Al y B. Los resultados
obtenidos demuestran que estos parametros bioquimicos no presentan
una correlacion estadisticamente significativa con la FL y, por tanto, no
cs posible utihzarlos para predecirla.

Al contrario que nosotros, un estudio anterior comparando los mismos
parametros bioquimicos con la FL de la CsA, demostrd una correlacion
inversa estadisticamente significativa entre la FL y la concentraciéon de
HDL-Colesterol, y entre la FL y concentraciéon plasmatica de
Apoproteina Al %, La diferencia de resultados entre ambos trabajos se
debe a los diferentes criterios seguidos en los mismos. En el anterior se
midicron los valores de los parametros bioquimicos y los de la FL. de la
CsA durante un periodo de tiempo, después se calcularon los valores
medios individuales de cada parametro bioquimico y se correlaciono con
el valor medio individual de la FL. Utlizando este criterio se puede
conocer cual es la tendencia en el uempo de los parametros utilizados vy si

existe correlacidn entre dichas tendencias.
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En nuestro estudio lo que hemos correlacién son los valores de estos
parametros bioquimicos con la FL de la CsA obtenida de una misma
muestra. Este criterio nos permite conocer cual es la influencia de cada

uno de estos parametros sobre la FL.
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VI. CONCLUSIONES.
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l1.- La camara de dialisis de acero inoxidable patentada por nosotros
es totalmente estanca.

2.- Esta camara de didlisis permite separar la CsA libre de la unida a
proteinas de forma reproducible.

3.- La dialisis de equilibrio efectuada con nuestro cimara permite
determinar con fiabilidad la FL de la CsA.

4.- A pesar de la simplificacion metodolégica que hemos efectuado
para la obtencién de la FL. de GCsA, sigue siendo compleja para
recomendar su uso rutinario.

5.- Existe una correlacién inversa entre las fracciones lipoproteicas
HDL, LDL y VLDL, vy la FL de la CsA.

6.- Existe una correlacién inversa entre las apoproteinas Al y B, yla
FL de CsA.

7.- El upo de lipoproteina tienc poca influencia en la vanabilidad
interindividual de la FL de la CsA.

8.- Las concentraciones plasmaticas de las lipoproteinas ( HDL, VDL,
LVDL - Colesterol ) no resultan utiles para predecir la FL de la CsA.

9.- Las concentraciones plasmaticas de las apoproteinas Al v B,

tampoco resultan utiles para predecir la FL de la CsA.
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