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Resumen:

Se determinaron las concentraciones de ciclos-
porina y metabolitos en 430 muestras de sangre
de 39 pacientes con trasplante hepético, median-
te los inmunoandlisis de polarizacion de fluores-
cencia (FPIA-Policlonal y FPIA-Monoclonal) y de
multiplicacion enzimatica (EMIT). Se obtuvo una
elevada correlacién (r=0,970) entre los resulta-
dos de inmunoanalisis especificos FPIA-Mono-
clonal y EMIT, aunque la diferencia entre las me-
dias y el error de la estima supera los valores cli-
nicamente aceptables segun los criterios del
Colegio Norteamericano de Patdlogos. No se en-
contré un aumento de la relacién metabolitos/ci-
closporina (indice de metabolitos) en los casos
en que se suponfa una eliminacion alterada de
ciclosporina. Se sugiere gue esto se deberia a
que en |a colestasis aumenta la concentracion de
metabolitos de segunda generacién y el inmuno-
andlisis no especifico utilizado reacciona con
metabolitos de primera generacién. El FPIA-Poli-
clonal no parece un meétodo adecuado para la
identificacion de pacientes con una aiterada eli-
minacion biliar de ciclosporina.

PRACTICAL CONSIDERATIONS IN RELATION
TO THE DETERMINATION OF CICLOSPORINE

AND ITS METABOLITES IN THE BLOOD OF
LIVER TRANSPLANT PATIENTS

Key words:
Ciclosporine. Metabolite accumulation. Choles-
tasis. Non-isotopic immunoassays.

Summary:

Concentrations of ciclosporine and its metabolites
were determined in 430 blood samples from
39 liver transplantation patients by fluorescent
polarization immunoanalysis (FP1A-polyclonal and
FPiIA-monoclonal) and enzymatic multiplication
(EMIT). The correlation between the results of
specific FPIA-monoclonal and EMIT immunoa-
nalysis was close (r=0.970), but the difference
between means and the standar error of the
estimate exceed the values considered clinically
acceptable by the North American College of
Pathologists. No increase was found in the
metabolite/ciclosporine ratio {metabolite index) in
patients wha were assumed to have disturbances
in ciclosporine elimination. It is suggested that this
is because the concentration of second-generation
metabolites increases in cholestasis, whereas the
non-specific immunoanalysis used reacts with
first-generation metabolites. FPIA-polyclonal does
not seem to be a suitable method for identifying
patients with disturbances in the bile elimination of
ciclosporine.
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La ciclosporina es ampliamente metabolizada a nivel
hepidtico, asi como en rifién ¢ intestino delgado, por el
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sistema enzimatico microsomal del citocromo P450,
con formacién de més de 30 metabolitos como resulta-
do de distintos procesos de oxidacion, hidroxilacion,
demetilacién, carboxilacién y ciclacion (1). La contri-
bucién de estos metabolitos a la accidn inmunosupreso-
ra y téxica de la ciclosporina es un tema debatido (2-7),
y distintos comités de expertos han consensuado la reco-
mendacién de utilizar métodos analiticos especificos pa-
ra la monitorizacién de la ciclosporina (4, 8-11). En
cualquier caso, los resultados de diferentes autores su-
gieren el interés clinico de la determinacién adicional de
los metabolitos de la ciclosporina, sobre todo en pacien-
tes con una funcion hepética deteriorada (3, 6, 12-14).

Aunque la cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) se sefiala frecuentemente en la literatura como
el método de referencia para la determinacién de ciclos-
porina en sangre, en realidad adn no se ha establecido
para esta variable un método definitivo o un método de
referencia de acuerdo con los criterios de la Federacion
Internacional de Quimica Clinica (11). Distintos pro-
gramas internacionales de control de calidad han puesto
en evidencia para este tipo de técnicas analiticas la ma-
yor variabilidad (15), probablemente debida a la utiliza-
cién de distintos procedimientos metodolégicos y a su
- mayor complejidad. Este hecho, unido a razones de
coste de instrumentacién y simplicidad operativa, hace
que los distintos tipos de inmunoandlisis, a pesar de sus
limitaciones, sean cada vez mds utilizados rutinaria-
mente para la monitorizacion de la ciclosporina (9). La
significativa reaccién cruzada de los anticuerpos poli-
clonales no especificos con distintos metabolitos de la
ciclosporina permite hacer una evaluacion de estos, al
realizar esta determinacion en paralelo con la de ciclos-
porina mediante un inmunoandlisis especifico utilizan-
do anticuerpos monoclonales. Evidentemente los resul-
tados obtenidos mediante distintos inmunoandlisis no
especificos no serfan necesariamente concordantes, ya
que los anticuerpos utilizados presentan diferentes pa-
trones de reactividad cruzada con los metabolitos de la
ciclosporina (6).

En la presente comunicaci6n se hace un estudio de la
aplicabilidad del método Abbott de polarizacién de fluo-
rescencia no especifico (FPIA-Policlonal), para la eva-
luacidn de la acumulacién de metabolitos de ciclosporina
en pacientes con trasplante hepético, utilizado en paralelo
con otros inmunoanalisis no isotdpicos especificos como
el método Abbott de polarizacion de fluorescencia
(FPIA-Monoclonal) y €l método Behring-Syva mediante
conjugados enzima-anticuerpo (EMIT). Asimismo, se
hacen algunas consideraciones pricticas en relacion a la
utilizacién de estos dos inmunoandlisis especificos.

METODO

Se determinaron las concentraciones de ciclosporina
y metabolitos en 430 muestras de sangre recogidas en
tubos Vacutainer® conteniendo EDTA-K,, inmediata-

mente antes de la administracion de la dosis matinal, de
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39 pacientes a los que se habia realizado un trasplante
hepitico en nuestro hospital.

La técnica FPIA-Policlonal se desarrollé siguiendo .
las instrucciones del fabricante y la técnica FPIA-Mo-
noclonal ligeramente modificada (16) en un analizador
Abbott TDx. La técnica EMIT se desarroll6 siguiendo
las instrucciones del fabricante (Behring-Syva) en un
analizador centrifugo Cobas Fara II (Roche Diagnosti-
ca) con un programa facilitado por el fabricante de los
reactivos. La concentracion de metabolitos se estimé
mediante la expresion: [Metabolitos] = [FPIA-Policlo-
nal] — [EMIT]. Se denominé «indice de metabolitos» al
cociente [Metabolitos}/[EMIT). La concentracion de ci-
closporina equivalente a la obtenida por HPLC se cal-
culé mediante el procedimiento de Roberts et al (17):
[HPLC-equivalente] = [FPIA-Monoclonal] — 0,2 x
([FPIA-Policlonal] — [FPIA-Monoclonal]).

Las concentraciones séricas de albimina y bilirrubi-
na, asi como la actividad catalitica a 37 °C de la aspar-
tato aminotransferasa (AST, EC 2.6.1.1), alanino ami-
notransferasa (ALT, EC 2.6.1.2), lactato deshidrogenasa
(LDH, EC 1.1.1.27), glutamato deshidrogenasa
(GLDH, EC 1.4.1.3), gammaglutamiltransferasa (GGT,
EC 2.3.2.2) y colinesterasa (CHE, EC 3.1.1.8) se deter-
minaron con métodos estandarizados utilizando reacti-
vos de Boehringer Mannheim GmbH en un analizador
Hitachi 717.

Como los datos no presentaron una distribucién
gaussiana, realizada la comprobacién del ajuste me-
diante los coeficientes de sesgo y curtosis, se utilizaron
pruebas estadisticas no paramétricas (prueba de Wilco-
xon y coeficiente de correlacion de Spearman). Los es-
tudios de regresion lineal se realizaron mediante el mé-
todo de Passing-Bablok. La significacién clinica de la
diferencia entre las medias y del error de la estima se
establecid de acuerdo con las normas del Colegio Nor-
teamericano de Patélogos (18, 19), en funcion del rango
terapéutico de concentraciones de ciclosporina en nues-
tro laboratorio.

RESULTADOS

En la figura 1 se presenta ¢l estudio de correlacion y
regresion entre los valores obtenidos para la concentra-
cion de ciclosporina mediante los métodos especificos
EMIT y FPIA-Monoclonal. Los resultados de ambas
técnicas no son transferibles ya que la diferencia entre
Jas medias es mayor que el error clinicamente acepta-
ble. Asimismo el error de la estima es superior al clini-
camente aceptable, por lo que los valores no pueden ser
interconvertidos mediante la correspondiente ecuacién
de regresion.

En las figuras 2 y 3 se muestran las correlaciones y
regresiones encontradas entre los resultados proporcio-
nados para la concentracién de ciclosporina por los mé-
todos EMIT y FPIA-Monoclonal con los valores calcu-
lados HPLC-equivalente. En ambos casos la diferencia
entre las medias es mayor que el error clinicamente
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Figura 1.—Correlacién y regresion entre las concentraciones

de ciclosporina obtenidas mediante las técnicas FPIA-
Monoclonal y EMIT.

aceptable y el error de la estima es asimismo superior al
clinicamente aceptable.

Se obtuvo una correlacién positiva altamente signifi-
cativa entre las concentraciones de ciclosporina y de
metabolitos (r=0,485; p<0,001). Sin embargo, el indice
de metabolitos present una correlacién negativa alta-
mente significativa con la concentracién de ciclospori-
na (figura 4). Por otra parte, el indice de metabolitos
estaba correlacionado positivamente con la concentra-
cion de metabolitos (r=0,608; p<0,001). Asimismo, el
indice de metabolitos presenté una correlacién altamen-
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Figura 2.—Correlaci6n y regresién entre las concentraciones
de ciclosporina HPLC-equivalente y mediante la técnica
EMIT.
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de ciclosporina HPLC-equivalente y mediante la técnica
FPIA-Monoclonal.

te significativa con el cociente de concentraciones de ci-
closporina FPIA-Monoclonal/EMIT (r=0,458; p<0,001).

En la tabla 1 se indican los coeficientes de correlacién
obtenidos entre el indice de metabolitos y la concentra-
cion de ciclosporina y de metabolitos, con los distintos
tests bioquimicos de funcionalismo hepitico utilizados.
Teniendo en cuenta los resultados de otros autores (5, 6,
12, 20), llama la atencidn la correlacion negativa encon-
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Tabla 1. Coeficientes de correlacion obtenidos entre el indice de metabolitos y la concentracion de ciclosporina y de
metabolitos, con las distintas pruebas bioguimicas de funcionalismo hepitico utilizados (n=208).
Bilirrubina  Albiimina AST ALT GGT LDH GLDH CHE
Indice de metabolitos -0,202%* 0,057 0,006 -0,159* -0,123 0,112 0,124 0,134
Ciclosporina (pg/l) 0,113 ~0,009 -0,139* 0,021 0,090 —12]15%* —,161* -0,033
Metabolitos (ng/h) -0.089 -0.129 -0.142* -0.190** 0,056 -0,088 -0.251%* 0,036

**p < (0,01; *p < 0,05.

trada entre el indice de metabolitos y la concentracién
sérica de bilirrubina (r = —0,202; p<0,01).

En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos
para las concentraciones de ciclosporina y de metaboli-
tos, el indice de metabolitos y el cociente de concentra-
ciones FPIA-Monoclonal/EMIT, haciendo una dicoto-
mia de los datos en funcién de la concentracién de bili-
rrubina (mayor o menor de 3,5 mg/dl), que es el valor
de corte establecido por Christians et al (6) para identi-
ficar pacientes con alterada eliminacion de ciclosporina.
No se encontré una diferencia estadisticamente signifi-
cativa entre los resultados de ambas subpoblaciones.

DISCUSION

De acuerdo con los resultados de otros autores (8, 21,
22), los valores obtenidos para la concentracién de ci-
closporina mediante la técnica FPIA-Monoclonal fue-
ron mayores que los de la técnica EMIT (figura 1),
existiendo una diferencia estadistica y clinicamente sig-
nificativa, por lo que no son transferibles. Esto se debe-
ria a que el anticuerpo utilizado en el FPIA-Monoclonal
presenta una mayor reactividad cruzada con distintos
metabolitos de ciclosporina (9), aunque también ha de
considerarse el posible efecto del material de calibra-
cion de ambas técnicas (23).

La consideracién del error de la estima proporciona
una informacién esencial en la interpretacién de los
andlisis de regresion lineal para comparacion de distin-
tos métodos analiticos de ciclosporina (24). Aunque la
ordenada en el origen (error constante) es inferior al 1i-
mite de deteccidn del FPIA-Monoclonal (25 pg/l) y la

Tabla 2.

pendiente (error proporcional) ha de considerarse dis-
creta, el error de la estima (S,,=45,6 pg/l) es mayor
que el clinicamente aceptable, por lo que los resultados
FPIA-Monoclonal y EMIT, no pueden ser interconverti-
dos mediante la correspondiente ecuacién de regresion.
Cuando se compararon los resultados de ciclosporina
de las técnicas EMIT y FPIA-Monoclonal con los valo-
res HPL.C-equivalente (figuras 2 y 3), aumentaron sig-
nificativamente los errores de la estima, lo cual dificulta
la extraccién de conclusiones. Sin embargo, es para
concentraciones menores de 350 pg/l cnando mds fre-
cuentemente los inmunoandlisis especificos conducirian
a una mayor sobreestimacién proporcional de la con-
centracién de ciclosporina. La variabilidad de la con-
centracién de metabolitos es la principal fuente de efro-
res positivos de los inmunoanélisis monoclonales (25),
y segiin nuestros resultados para concentraciones de ci-
closporina menores de 350-400 pg/l la proporcion rela-
tiva de metabolitos tenderia frecuentemente a aumentar
de forma significativa (figura 4). Es, por tanto, para este
intervalo de concentraciones en el que sobre todo el
FPIA-Monoclonal, que es menos especifico que el
EMIT, podria proporcionar una mayor sobreestimacion
de los resultados. De hecho, se encontré una correlacién
altamente significativa (p < 0,001) del cociente [FPIA-
Monoclonal}/{EMIT] con el indice de metabolitos.
Como ya se indicé anteriormente, en el grupo de pa-

- cientes estudiado se encontré una correlacién estadisti-

camente significativa de signo negativo entre el indice
de metabolitos y la concentracion de ciclosporina (figu-
ra 4). Un hecho andlogo ha sido observado en pacientes
con trasplante renal, y podria ser explicado en funcién
de la posible inhibicion de la ciclosporina sobre su pro-

Concentraciones de ciclosporina y de metabolitos, indice de metabolitos y cociente {[FPIA-Mono-

clonall/[EMIT], haciendo una dicotomia en funcién de la concentracion de bilirrubina,

Bilirrubina<3,5 mg/dl (n=161)

MediazEEM

Bilirrubina>3,5 mg/dl (n=47)

Indice de metabolitos 2.0540,10
Ciclosporina (pg/1) 333,02412,59
Metabolitos (pg/l) 617,43428,67
IFPIA-Monoclonall//EMIT) 1.2740.01

Mediana MediatEEM Mediana
1,66 1,8240,17 1,71
298,00 333,00£27,56 287,00
577.00 581,15+61,62 548,00
1.25 1.2540.02 122

EEM: error estindar de la media.
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pio metabolismo (26, 27) por inactivacion del sistema
monooxigendsico citocromo P450 dependiente (28).

Es bien conocido que la colestasis se asocia con una
acumulacién de metabolitos de la ciclosporina en san-
gre (5, 6, 13, 29). Al considerar la correlacién del indi-
ce de metabolitos con los test bioquimicos de colestasis
(gamma GT y bilirrubina), capacidad de sintesis hepati-
ca (albumina y CHE) y daio hepatocelular (AST, ALT,
LDH y GLDH), llama la atencién el modesto coeficien-
te de correlacién negativo, aunque estadisticamente sig-
nificativo, obtenido con la bilirrubina. Aunque algunos
autores cuestionan el valor de esta variable bioquimica
como marcador de la capacidad excretora del higado en
este tipo de pacientes (30), la evolucién en paralelo de
la acumulacién de metabolitos de la ciclosporina y la
concentracion de bilirrubina es un dato bien documen-
tado (6, 13, 20). En este sentido, Christians et al (6) uti-
lizan un punto de corte para la concentracion de bilirru-
bina de 3,5 mg/dl en la diferenciacion de pacientes con
alta o baja probabilidad de alterada eliminacién de la ci-
closporina y, por tanto, aumentada o no concentracién
de metabolitos en sangre. Sin embargo, como se des-
prende de los resultados senalados en la tabla 2, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas
para las concentraciones de ciclosporina y de metaboli-
tos, indice de metabolitos y cociente [FPIA-Monoclo-
nal]/[EMIT], al hacer una dicotomia de los datos en
funcién de la concentracién de bilirrubina.

Los metabolitos de primera generacion de la ciclos-
porina proceden directamente de ésta, mientras los me-
tabolitos de segunda generacién derivan de los de pri-
mera generacién. En pacientes con funcién hepatica de-
teriorada, particularmente colestasis, se produce un
incremento selectivo de las concentraciones en sangre y
orina de metabolitos de segunda generacién (AMIA,
AM19, AM1c9), sin que se afecten significativamente
las concentraciones de metabolitos de primera genera-
cién (AM1, AM9, AM4n) o de ciclosporina (5, 6). Pro-
bablemente, los metabolitos normalmente excretados
por via biliar se ven sometidos a una prolongada perma-
nencia a nivel circulatorio, lo que facilitaria su ulterior
metabolizacion a derivados de segunda generacion (5).
Este es un hecho de interés en el momento de explicar
nuestros resultados, ya que el FPIA-Policlonal presenta
Ja mayor reactividad con los metabolitos de primera
generacion, sobre todo AM1 y AM9 (17, 25, 31). Por lo
tanto, con el inmunoanilisis no especifico utilizado por
nosotros, el indice de metabolitos calculado corresponde-
ria a la proporcion relativa de derivados de la ciclospori-
na de primera generacion, que parece l6gico que tienda a
disminuir al aumentar el grado de colestasis y favorecer-
se su paso a metabolitos de segunda generacion.

A modo de conclusién puede sefialarse que las técni-
cas FPIA-Monoclonal y EMIT proporcionan unos re-
sultados para la concentracién de ciclosporina que no
son transferibles ni interconvertibles, lo cval no esta de
acuerdo con lo sefialado por Witzke et al (32) sobre su
posible equivalencia desde un punto de vista clinico, En
cualquier caso, no se encontrd nna variacién del cocien-
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te [FPIA-Monoclonal )/[EMIT] en funcién del grado de
disfuncién hepdtica, de modo andlogo a lo reportado
por estos autores (32). Aunque mediante HPLC se ob-
tiene una informacién més detallada del perfil de los
metabolitos de ciclosporina, para labores asistenciales
se ha sugerido la posible utilizacién de inmunoandlisis
no especificos (5, 6). No obstante, el FPIA-Policlonal
no parece un método adecuado para la evaluacion de
una alterada eliminacién de ciclosporina por efecto de
la disfuncién hepitica en pacientes trasplantados.
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