Fe ]

O 00 N O 1 A W N B

W W W W W W KN NNNNNNNNNRRRRRR R R B g
O B W N R O O OWNOO UL WN R O W OWwWSNOGO UMM WN R O

Instituto de
Salud Piblica

Ministerio de Salud

Gobierno de Chile

RECOMENDACIONES PARA LA MEDICION DE NIVELES PLASMATICOS DE FARMACOS
INMUNOSUPRESORES EN EL MONITOREO DE DROGAS TERAPEUTICAS EN EL
LABORATORIO CLINICO.

AUTOR

BQ. Maria Paola Pellegrini Pinto. Jefa Seccién Quimica Clinica. Subdepartamento

Enfermedades No Transmisibles. Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de
Referencia. Instituto de Salud Publica de Chile.

REVISORES INTERNOS

Dra. Verénica Ramirez Mufioz. Jefe Subdepartamento Coordinacién Externa. Departamento
Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia. Instituto de Salud Publica de Chile.

BQ. Hugo Moscoso Espinoza. Jefe Subdepartamento Enfermedades No Transmisibles.
Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia. Instituto de Salud Publica
de Chile.

REVISORES EXTERNOS

QF. Carolina Salas Palma. Jefe Laboratorio Clinico Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna.

QF. Daniel Navea Montoya. Director técnico Laboratorio Farmacocinética Hospital Dr. Luis
Calvo Mackenna

Pagina 1 de 32



Fe ]

36
37

38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

73
74

Instituto de
Salud Piblica

Ministerio de Salud

Gobierno de Chile

INDICE DE CONTENIDOS

1.- RESUMEN
2.- ALCANCE

3.- INTRODUCCION

4.- DESARROLLO

5.- RECOMENDACIONES GENERALES

5.1.- Fase Pre examen
5.2.- Fase examen

6.- METODOLOGIAS ANALITICAS
6.1.- DE REFERENCIA
6.2.- DE INMUNOENSAYO
7.- PRINCIPALES INMUNOSUPRESORES

7.1.- Ciclosporina A

7.2.- Tacrolimus
7.3.- Sirolimus
7.4.- Everolimus
7.5.- Micofenolato

8.- ANEXO FIGURAN°1y 2

9.- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Pagina 2 de 32

Pagina:
Pagina:
Pagina:
Pagina:
Pagina:

Pagina:
Pagina:

Pagina:
Pagina:
Pagina:
Pagina:
Pagina:
Pagina:
Pagina:
Pagina:
Pagina:
Pagina:

Pagina:

10

10

11

14

14

17

20

23

25

28

30



Fe ]

75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109

Instituto de
Salud Piblica

Ministerio de Salud

Gobierno de Chile

1.- RESUMEN

Los farmacos inmunosupresores se caracterizan por poseer un estrecho rango terapéutico,
ademas de presentar una gran variabilidad farmacocinética y farmacodinamica tanto intra
como inter individual, por lo que la monitorizacidén de sus concentraciones plasmaticas es
la base para la dosificacidon. Por este motivo se requiere que el laboratorio clinico realice
estos examenes con un alto grado de precisién y exactitud.

El presente documento se elabord para entregar recomendaciones, tanto al equipo clinico
tratante, como a los profesionales de laboratorio clinico que realizan o deseen realizar estos
examenes, teniendo en consideracion diferentes aspectos técnicos que puedan afectar las
mediciones.

2.- ALCANCE

En el presente documento se dan recomendaciones basicas a tener en cuenta por los
laboratorios clinicos para la realizacién o implementacién de los examenes de
determinacién de niveles plasmaticos de farmacos inmunosupresores mas frecuentemente
utilizados en nuestro pais, los cuales son usados principalmente posterior al trasplante de
organos con el objetivo de inhibir la actividad del sistema inmunitario para prevenir el
rechazo de trasplantes de d&rganos o células madre, y para tratar enfermedades
autoinmunes como el lupus o la enfermedad inflamatoria intestinal. En este documento se
incluyen los farmacos ciclosporina A, tacrolimus, sirolimus, everolimus y acido micofendlico,
considerando los diferentes métodos analiticos disponibles en el mercado.

3.- INTRODUCCION

Segun la definiciéon proporcionada por el International Association of Therapeutic Drug
Monitoring and Clinical Toxicology (IATDMCT), la monitorizacion terapéutica de drogas
(Therapeutic drug monitoring, TDM) es una especialidad clinica multidisciplinaria cuyo
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objetivo es mejorar la atencion al paciente mediante el ajuste individual de la dosis de un
farmaco. La experiencia clinica y los ensayos clinicos han demostrado que dicho ajuste
mejora el resultado clinico en una poblacion general o especifica.

La farmacocinética clinica contribuye a establecer pautas posoldgicas individualizadas,
consensuadas, tomando en consideracion el criterio clinico, la situacion del paciente y el
analisis farmacocinético del valor de concentracidon plasmatica determinado en una
muestra de sangre. Al utilizar el resultado de una concentracién diagndstica y evaluarlo en
conjunto con un equipo multidisciplinario, este se convierte en una prueba diagndstica que
representa una gran ventaja en la terapia inmunosupresora que recibe el paciente.

Se entiende como farmacocinética el estudio de la absorcidn, distribuciéon, metabolismo y
excrecion de los medicamentos por el organismo, en palabras simples es la forma en que el
organismo biotransforma el farmaco.

El primer objetivo de la farmacocinética clinica es la individualizacidn de dosis, buscando un
mayor beneficio del tratamiento farmacoterapéutico instaurado, con lo que se consigue
minimizar la posible toxicidad y asimismo incrementar la probabilidad de conseguir efectos
terapéuticos deseados, debido a que para medicamentos que presentan comportamiento
gue no son lineales ni predecibles, ademas de existir una gran variabilidad interindividual,
es lo que en gran medida justifica la medicion de los niveles plasmaticos de tales farmacos
para ajustar dosis.

Es bien sabido que cuando a un paciente no se le puede medir la respuesta farmacoldgica,
con parametros simples y seguros, la determinaciéon de la concentracion del farmaco en
sangre es el método mas util para establecer la dosis éptima y como consecuencia, el plan
de seguimiento clinico terapéutico que el paciente deberd seguir para asegurar la
efectividad y seguridad de su tratamiento, dejandose de lado practicas como: relaciones
empiricas dosis-respuesta, experiencia e intuicion médica, interpretacién de la respuesta
clinica observada; ademds se debe tomar en cuenta que la intensidad del efecto
farmacoldgico se correlaciona mas estrechamente con su concentracién plasmatica que con
su dosis y por lo tanto permite optimizar su farmacoterapia.
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De esta forma el objetivo de la TDM es eliminar fracasos terapéuticos por una dosis
insuficiente y evitar toxicidades por una dosis excesiva, es decir, lograr una maxima eficacia
con minimos efectos adversos.

Los farmacos inmunosupresores se utilizan para el tratamiento de diversas enfermedades,
tales como del tipo inmunitarias (artritis reumatoidea, lupus eritematoso sistémico),
alergias, mieloma multiple, nefritis crénica, entre otras, destacandose como base del
tratamiento farmacoldgico para la mantencidn (aumento de la sobrevida) y prevencién del
rechazo en pacientes receptores de érganos trasplantados. En esta Ultima aplicacién, la
terapia inmunosupresora Optima es bdsica y esencial para la mantencién del érgano
trasplantado.

Los farmacos inmunosupresores se caracterizan por poseer un estrecho margen
terapéutico y una gran variabilidad intra e inter individual, lo cual incrementa las
posibilidades de falla terapéutica cuando se usa una dosis estdndar para todos los
pacientes, por lo tanto, es importante poder usar todas las herramientas disponibles para
minimizar la toxicidad y evitar la pérdida o deterioro del érgano trasplantado. Es aqui donde
juega un rol muy importante el laboratorio clinico puesto que las mediciones de niveles
plasmdticos que entregue al equipo clinico, permitirdn optimizar las terapias
inmunosupresoras.

Para obtener resultados analiticos exactos y precisos, los laboratorios clinicos han
incorporado metodologias que pueden cumplir con dichos requisitos. Gran parte de las
mediciones de niveles de inmunosupresores se pueden realizar mediante Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC) transformandose en el método Gold Standard para la
mayoria de estas determinaciones. Por otra parte, mediante la introduccién de
inmunoensayos se ha podido masificar la cuantificacién al introducir equipamiento de
menor costo y de uso rutinario en el laboratorio, lo que permite que los profesionales de
laboratorio de rutina puedan realizar los andlisis, esto considerando que el método de HPLC
requiere de profesionales altamente calificados. En este contexto los inmunoensayos son
métodos capaces de tener un buen comportamiento en cuanto a resolucién y especificidad,
ademads de una buena correlacién con el Gold Standard. Cabe seiialar, que en la actualidad
se desarrollan técnicas acopladas a detectores de masa (HPLC/MS/MS) los cuales han
entregado utilidad en los casos en que no es posible realizar la diferenciacién de los
farmacos mediante HPLC convencional o existe gran cantidad de interferentes en las
Pagina 5 de 32
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muestras. Las recomendaciones para el laboratorio clinico abordan, desde las
consideraciones técnicas para la medicidn cuantitativa de la concentracidén y seguimiento
de sus niveles plasmaticos, el control de calidad interno y externo a tener presente al
momento de seleccionar determinados tipos de técnicas analiticas disponibles.
Adicionalmente se incluyen consideraciones utiles para la toma de muestra, manipulacion
de las muestras, transporte, estabilidad y sensibilidad analitica de los diferentes métodos.

4.- DESARROLLO

El éxito logrado en el transcurso de las ultimas décadas, mejorando la supervivencia de los
injertos en los receptores de trasplantes de drganos ha dependido en gran medida del
desarrollo y uso clinico de farmacos inmunosupresores de probada eficacia. El mejor
ejemplo tuvo lugar en la década de los ochenta, con la disponibilidad de la ciclosporina A
(CsA), que permitié una reduccidn significativa en la incidencia de eventos de rechazo agudo
y una mejoria sustancial en la sobrevida de injertos a corto plazo. En los noventas, se
introdujeron nuevos inmunosupresores, los cuales han contribuido a reducir todavia mas la
frecuencia de este tipo de rechazos y mejorar los perfiles de efectos adversos.

En los ultimos 25 afos se ha comprendido de mejor forma los beneficios de combinar
farmacos inmunosupresores y laimportancia de contar con una mayor compatibilidad entre
receptor y donante, asi como también la importancia de preservacién de érganos y quimio
profilaxis de infecciones oportunistas. Todos estos adelantos contribuyen a una progresiva
mejoria en la evolucidn clinica. Asi, receptores no sensibilizados de un primer trasplante de
rindn de donante cadaver o vivo tienen ahora una expectativa de sobrevida al afio de al
menos un 95% (paciente) y un 90% (injerto).

El TDM, ayuda a calcular la dosis de farmaco a administrar, evitando de este modo la
aparicidon de reacciones adversas que pudiesen estar relacionados con la gran variabilidad
farmacocinética y farmacodinamica inter individual e intra individual, al igual que la
dependencia de los niveles terapéuticos del periodo post trasplante. Por otra parte,
considera una serie de pardmetros, desde la extraccion de la muestra del paciente,
medicion de los niveles plasmaticos de inmunosupresores e interpretacién de resultados.
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Los métodos analiticos y sus resultados son de gran relevancia, especialmente al momento
del ajuste terapéutico, en donde el equipo clinico tratante debe considerar el estado clinico
del paciente y el nivel de concentracién del inmunosupresor.

El TDM es una practica habitual en pacientes que reciben terapia post trasplante, este
monitoreo considera desde la toma de muestra hasta la cuantificacién del inmunosupresor,
interpretacion de resultados y posterior uso de esta informacién para el ajuste de dosis
adecuado. Para lo anterior es de vital importancia que los métodos analiticos utilizados para
estos fines sean confiables, con un alto grado de exactitud y precision, para que el equipo
clinico realice el ajuste del esquema terapéutico sobre la base del estado clinico vy el nivel
de concentracidon del o de los inmunosupresores en estudio. Es importante ademas
participar de un programa de control de calidad externo.

Se han elaborado numerosos documentos de consenso sobre TDM de inmunosupresores,
asimismo una de las asociaciones internacionales dedicada a este tema es la la International
Association of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology (IATDM-CT). En el 2000
se formd un grupo de trabajo sobre inmunosupresores entre la Federacién Internacional de
Quimica Clinica, IFCC (International Federation of Clinical Chemistry) con la IATDM-CT, el
cual se ha dedicado a entregar informacidon de utilidad para los laboratorios clinicos y
farmacéuticos para el monitoreo de farmacos inmunosupresores y la interpretacion de
estos resultados.

Respecto de las mediciones requeridas para los inmunosupresores por el laboratorio clinico,
se han desarrollado diferentes métodos analiticos para cuantificarlos utilizando
Inmunoensayos (lA) acoplados a diversas tecnologias de deteccion tales como
Radioinmunoensayo (Radioimmunoassay, RIA), Enzyme Multiplied Immunoassay (EMIT),
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), Chemioluminescent Enzyme Immunoassay
(CLIA), Electro-Chemioluminescent Immunoassay (ECLIA), Automated Antibody Conjugated
Magnetic Immunoassay (ACMIA), Cyclosporine Extended Range Assay (CSAE). En la
actualidad se encuentran incorporado junto al HPLC métodos cromatograficos acoplados a
espectrometria de masas (HPLC-MS/MS), los cuales aparecen como métodos gold estdndar.
Una de las principales desventajas que poseen los inmunoensayos es la reactividad cruzada
de la droga en estudio con algunos de sus metabolitos, lo cual puede producir una sobre
estimacion, esta consideracion se debe tener presente al compararlos con los métodos
HPLC y los de espectrometria de masas.
Pagina 7 de 32
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Es importante mencionar que la mayoria de los métodos analiticos disponibles miden la
droga total presente en el plasma (droga libre mds droga unida a proteinas), lo cual no
corresponde a la proporcidon o cantidad de droga que efectivamente tiene el efecto
inmunosupresor que es la droga libre, sin embargo, los valores de referencia o intervalo
terapéutico con el que se trabaja y dosifica estd estimado en base a esta medicidon o
resultado.

Antes de seleccionar la metodologia de andlisis a implementar, es importante considerar
los métodos disponibles en el laboratorio y que tiempos de respuesta son posibles de
establecer, lo cual depende de la necesidad del equipo clinico, disponibilidad
presupuestaria, volimenes de muestra, entre otras consideraciones.

5.- RECOMENDACIONES GENERALES

Algunas recomendaciones y directrices generales para la medicién cuantitativa de la
concentraciéon de los inmunosupresores y monitorizacién de sus niveles plasmaticos:

5.1 Fase Pre examen

e Es necesario disponer de una orden de solicitud de examen y/o informacion basica
del paciente, datos relacionados con el tratamiento farmacolégico como: dosis,
fecha y hora de ultima administracion, fecha y hora de toma de muestra, ademds de
consignar otros datos como cual es el objetivo de la monitorizacidn, es decir, control
de tratamiento, sospecha de intoxicacién, entre otros.

e Dependiendo del fdrmaco inmunosupresor a monitorizar, es importante definir el
momento 6ptimo de extraccion de la muestra, con el fin de adecuar el numero de
extracciones de sangre a las estrictamente necesarias. El momento de extraccién
debe ser el nivel que tenga una mejor correlacién con el area bajo la curva (ABC) del
medicamento o el que se defina por consenso en la guia clinica para el tratamiento
farmacoterapéutico.

e La monitorizacién se debe realizar en el estado estacionario definido para el
respectivo farmaco.

e Considerar el lugar de extraccidn, si son obtenidas durante una infusién intra venosa

continua, la muestra debe tomarse del miembro opuesto. Si la muestra de la misma
Pagina 8 de 32
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via IV por la que se administré previamente el medicamento, ésta debe ser
cuidadosamente lavada con suero fisioldgico.

Tipo de contenedor: En general para todos los inmunosupresores abordados en el
presente documento se deben utilizar tubos para toma de muestras de sangre con
anticoagulante EDTA.

Estabilidad: Aunque las muestras pueden conservarse hasta por 5 dias a 15-25°C, de
acuerdo a las recomendaciones internacionales del CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) si éstas no se procesan dentro de 8 horas, se recomienda
conservarlas de forma refrigerada a 2-8°C, en los tubos originales, tapados bajo
estas condiciones las muestras de sangre son estables hasta por 7 dias. Si se requiere
conservarlas por mayor tiempo, se recomienda conservarlas congeladas a -20°C
hasta por un maximo de 6 meses (para Tacrolimus). Una vez descongelada mezclar
cuidadosamente hasta obtener una mezcla completamente homogénea, sin agitar
para evitar la formacion de espuma. No volver a congelar. Las muestras congeladas
y refrigeradas deben alcanzar la temperatura ambiente antes de su pretratamiento.
Para el caso de inmunoensayos, las muestras pretratradas con el reactivo
hemolizante deben analizarse dentro de 30 minutos para evitar la evaporacion. En
caso contrario, se pueden conservar en tubos cerrados hasta por 4 horas a
temperatura ambiente (20-25°C). Se recomienda una vez abierto estos tubos
procesarlas dentro de 30 minutos, evitando retrasos entre las muestras para que
todas se analicen dentro de los tiempos recomendados.

5.2 Fase Examen

El método analitico debe estar validado o verificado, segun corresponda, y el
laboratorio debe disponer de un programa de control de calidad interno y participar
en un programa de control de calidad externo.

La determinacién analitica se realiza preferentemente en sangre completa.

Para el control de calidad analitico, incorporar en las mediciones controles de
tercera opinién, independientes de los controles de primera opinién que pudiesen
ser parte de los kits analiticos del fabricante.
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e Ellaboratorio clinico debe disponer de un programa de control de calidad interno y

participar en programas de control de calidad externos para controlar sus métodos

analiticos en uso y evaluar su desempefio analitico.

e Loslaboratorios pueden seguir las orientaciones disponibles en la “Guia técnica para

control de calidad de mediciones cuantitativas en el laboratorio clinico” (ISP, 2015).

e En la siguiente tabla se describen algunos de los programas de evaluacién externa

de la calidad disponibles que abordan los inmunosupresores de uso frecuente:

Organismo organizador del | Nombre del Programa Inmunosupresores
PEEC evaluados
i Ciclosporina
Immunosuppressive Drugs :
. Tacrolimus
CAP College American CS —3
Sirolimus
Pathology - y
Everolimus EV Everolimus
Mycophenolic Acid MPA Acido micofendlico
Ciclosporina
RIQAS Immunosupprressant T.alcrf)limus
Programe Sirolimus
Everolimus
Tacrolimus
EQAS Thergpe'utic Drug Si'rolimus'
Monitoring Program Ciclosporina
Everolimus
Ciclosporina
Tacrolimus
UKNEQAS Immunosuppressants Sirolimus
Everolimus

Mycophenolate

6.- METODOLOGIAS ANALITICAS DISPONIBLES

Las metodologias

disponibles

para la

cuantificacién 'y monitorizacién

de los

inmunosupresores se pueden dividir en dos grandes categorias: aquellas consideradas

como de referencia, implementadas normalmente en centros de referencia y universidades

y aquellos métodos de menor complejidad que permiten su uso habitualmente en la rutina
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de los laboratorios, estas ultimas aportadas por diversos fabricantes de reactivos de
diagnéstico.

6.1.- Metodologias de Referencia o Gold Standard

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

Los métodos analiticos de HPLC para la cuantificaciéon de los inmunosupresores han sido
considerados por varios afios como las técnicas analiticas gold standard para este tipo de
mediciones, los cuales estan libres de interferencias y reacciones cruzadas con los
metabolitos de los inmunosupresores y presentan una elevada sensibilidad.

Estas técnicas son esencialmente manuales y particularmente dependientes del operador
en el proceso de extracciéon del farmaco total.

Ventajas:
e Alto grado de precision y exactitud.

Desventajas:
e Se requiere una mayor inversion inicial en comparacién con otras metodologias.
e Es necesario contar con personal con competencias especificas y entrenado.
e Fase de Pre-examen esencialmente manual.

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién acoplado a detector de Masas (HPLC/MS/MS)

La espectrometria de masas acoplada a HPLC con detectores del tipo cuadrupolo,
LC/MS/MS permite hoy en dia la cuantificacion simultanea de los inmunosupresores
ciclosporina A, tacrolimus, sirolimus y everolimus en una sola muestra de sangre, la cual
debe ser previamente sometida a un proceso de precipitacién de sus proteinas.

Estas detecciones son altamente selectivas, especificas, sensibles y en general requieren
menores tiempos de andlisis. La deteccidn y cuantificacidn de los inmunosupresores estan
dentro de los siguientes intervalos de concentracion: 2,5 a 30 ng/mL para tacrolimus,
sirolimus y everolimus y de 50 a 1500 ng/mL para CsA. En la actualidad se presenta como
método de referencia para la cuantificacion de esos cuatro inmunosupresores y existen ya
algunos fabricantes internacionales que los comercializan como kits para este tipo de
instrumentos.
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370 Ventajas:

371 e Alto grado de precision y exactitud.

372 e Pueden procesarse simultdneamente cuatro inmunosupresores y un elevado
373 numero de muestras si se dispone de un autosampler.

374

375 Desventajas:

376 e Se requiere una mayor inversion inicial en comparacion con otras metodologias.
377 e Es necesario contar con personal con competencias especificas y entrenado.
378 ® Fase de Pre-examen esencialmente manual.

379

380

381  6.2.- Metodologias de Inmunoensayo

382

383  ECLIA (Electro-Chemiluminescent Immunoassay)

384

385 Es una prueba inmunolégica de electroquimioluminiscencia, para la cuantificacion del
386 farmaco en sangre humana total.

387

388  Utiliza un reactivo de pretratamiento, el cual sirve para la lisis de los glébulos rojos y
389  precipitacidon de la mayoria de las proteinas sanguineas. Posteriormente, para extraer el
390 farmaco, la muestra se centrifuga y se extrae el sobrenadante, que es la porcidon que debe

391  ser analizada y que contiene la CsA total.
392
393  La duracién de la técnica individual (principio de competicidn) tiene una duracién final de

394 18 minutos:

395

396 ® En una primera incubacion la muestra pretratada se incuba con un anticuerpo
397 monoclonal anti-farmaco marcada con biotina y un derivado de farmaco marcada
398 con quelato de rutenio (complejo tris (2,2’-bipiridina) rutenio Il). Segun la
399 concentracion de CsA en la muestra y la formacion del respectivo inmunocomplejo,
400 los puntos de fijacién del anticuerpo marcado son ocupados en parte por el analito
401 contenido en la muestra y en parte por el hapteno marcado con rutenio.

402

403 e En una segunda incubacion, después de incorporar las microparticulas recubiertas
404 de estreptavidina, el complejo formado se fija a la fase sélida por interaccién entre
405 la biotina y la estreptavidina.
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La mezcla de reactivos se traslada a la celda de lectura donde, por magnetismo, las
microparticulas se fijan a la superficie del electrodo. Los elementos no fijados se eliminan
posteriormente por efecto de una solucion especifica. Finalmente, se aplica una corriente
eléctrica que produce una reaccién quimioluminiscente cuya emisién de luz se mide
espectrofotométricamente.

Los resultados se obtienen mediante una curva de calibracion generada por el sistema a
partir de una calibracién a 2 puntos y una curva master incluida en el cédigo de barras del
reactivo.

CLIA (Chemiluminescent Enzyme Immunoassay)

Esta metodologia utiliza un inmunoanalisis quimiolumiscente amplificado de
microparticulas de dos pasos.

Tiene caracteristicas similares del método anterior respecto de requerir de un
pretratamiento previo, de tipo manual, que tiene como objetivo desproteinizar las
muestras de sangre por medio de centrifugacion. El sobrenadante obtenido es el que
contiene la droga total presente en la muestra y es el utilizado para realizar la medicién.
Para realizar la medicion en el equipo es necesario utilizar un tubo de pretratamiento, el
cual es colocado en el autoanalizador.

En el primer paso, se combinan la muestra, el diluyente de ensayo y las microparticulas
paramagnéticas recubiertas de anticuerpo anti-farmaco. El farmaco presente en la muestra
se une a las microparticulas. Después del lavado se afade el conjugado de farmaco marcado
con acridinio para constituir un complejo inmune. Las soluciones preactivadora y activadora
se afaden a la mezcla de reaccion después de otro ciclo de lavado y la reaccidon
qguimioluminiscente resultante se mide espectrofotométricamente. Existe una relacion
indirectamente proporcional entre la cantidad de farmaco presente en la muestra y las
unidades relativas de luz medidas, detectadas por el sistema dptico del analizador quimico.
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ACMIA (Automated Antibody Conjugated Magnetic Inmunoassay)

El método ACMIA es un inmunoensayo competitivo que utiliza tecnologia de
guimioluminiscencia directa. El farmaco presente en la muestra del paciente compite con
el fdrmaco marcado con éster de acridinio del reactivo por una cantidad limitada de
anticuerpo anti-fdrmaco monoclonal de ratdn marcado con biotina. El anticuerpo anti-
farmaco marcado con biotina se une a estreptavidina, que esta unida de forma covalente a
particulas paramagnéticas de la fase sdlida. Para este ensayo, la muestra se trata
previamente de forma manual para lisar las células y solubilizar el farmaco en estudio.

CSAE (Cyclosporine Extended Range Assay).

Al igual que los métodos anteriores, requiere de un pretratamiento de la muestra. Utiliza
un método de inmunoensayo heterogéneo automatizado con sistema acoplado a la enzima
B-galactosidasa, sustratos y reactivos necesarios para generar lecturas bicromaticas que son
proporcionales a la cantidad de farmaco presente en la muestra de reaccion.

Analisis CEDIA PLUS

Utiliza la tecnologia recombinante del ADN para producir un sistema de
enzimoinmunoanalisis homogéneo. El andlisis se basa en la enzima bacteriana B-
galactosidasa, que se ha preparado genéticamente dividiéndola en dos fragmentos
inactivos. Estos fragmentos se vuelven a asociar espontdneamente para formar enzimas
totalmente activas que, durante el andlisis, descomponen un sustrato y generan un cambio
de color que puede medirse espectrofotométricamente.

En el andlisis, el farmaco de la muestra compite con el farmaco conjugado con un fragmento
inactivo de B-galactosidasa por los lugares de unidn de los anticuerpos monoclonales
especificos para el fdrmaco. Si la muestra contiene el farmaco, ésta se fija al anticuerpo y
deja libre los fragmentos enzimaticos inactivos, que forman enzimas activas. Si la muestra
no contiene el farmaco, el anticuerpo se fija al fdrmaco conjugado en el fragmento inactivo
e inhibe la recombinacién de los fragmentos de B-galactosidasa inactivos, impidiendo la
formacién de una enzima activa. La cantidad de enzima activa formada y el cambio de
absorbancia son directamente proporcionales a la cantidad de farmaco que contenga la
muestra.
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EMIT (Enzyme Multiplied Immunoassay)

EMIT es un enzimoinmunoensayo homogéneo competitivo, variante que no requiere
etapas de separacion final, lo que permite un proceso de facil automatizacion en los
instrumentos analiticos.

El ensayo se fundamenta en la inhibicién o activacion del marcador enzimatico, al
producirse la unién antigeno-anticuerpo, no siendo necesario ningun paso de lavado
posterior, dado que la reaccién se realiza en el mismo tubo o celda de lectura.

7.- PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LOS FARMACOS INMUNOSUPRESORES Y
RECOMENDACIONES PARA SU MONITOREO.

7.1.- Ciclosporina A (CsA)

La ciclosporina A se extrae de diferentes especies de hongos como el Trichoderma
polysporum, Bauveria nivea, entre otros. Es un péptido ciclico neutro, compuesto de 11
aminoacidos y una masa relativa de 1203 g/mol, es altamente liposoluble, se metaboliza a
nivel hepdtico y se han identificado 11 metabolitos, (ver Figura N°1).

Este farmaco fue introducido en 1980 como terapia inmunosupresora en reemplazo de la
azatioprina.

Mecanismo de accion

La CsA se utiliza principalmente como farmaco inmunosupresor para prevenir el rechazo de
organos en pacientes trasplantados (tanto de drganos sélidos como de precursores
hematopoyéticos), atraviesa la membrana celular libremente y produce inmunosupresién
al bloquear la activacion de los linfocitos T, al unirse al receptor de la inmunofilina,
ciclofilina, inhibiendo la actividad fosfatasa de la calcineurina, que participa en la
transcripciéon del acido ribonucleico para la sintesis de interleuquinas (IL-2, IL-3, IL-4 y IL-
12), mediadores de la inflamacién y factores estimulantes de macréfagos y granulocitos. La
inhibicidn de la calcineurina también produce otros efectos intracelulares que contribuyen
Pagina 15 de 32



E )

511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545

Instituto de
Salud Piblica

Ministerio de Salud

Gobierno de Chile

al efecto inmunosupresivo. La CsA también puede provocar efectos adversos tales como
nefrotoxicidad aguda, reducciéon del flujo sanguineo renal, vasoconstriccion arterial
aferente, disminucién de la velocidad glomerular e incremento de la resistencia vascular
renal, (ver Figura N°2).

Caracteristicas farmacocinéticas

Absorcidn: La absorcidn es variable y depende del individuo y de la forma farmacéutica,
siendo mejor absorbida en forma de emulsidn. La biodisponibilidad oral es del 20 al 50%.
La relacién entre la dosis administrada y la exposicién (AUC) de ciclosporina A es lineal
dentro del intervalo de dosis terapéutica.

Unidn a proteinas: Aproximadamente el 90% se encuentra unido a proteinas
(principalmente lipoproteinas).

Vida media: La distribucion del farmaco sigue un modelo bicompartimental (con
distribucién a nivel sanguineo y érgano periférico) y variable, aproximadamente 7 horas en
nifios (rango entre 7 a 19 horas) y 19 horas en adultos (rango de 10 a 27 horas).

Metabolizacion: en el tracto gastrointestinal, los rifiones y el higado.

Eliminacion: Principalmente biliar, solo el 6% se excreta por la orina. Solo un 0,1% de la dosis
se excreta por la orina sin cambio.

Momento de monitorizacion

Se utiliza ampliamente la medicion del nivel pre dosis (CO) o basal, cuya muestra se debe
tomar media hora antes de la ingestion de la siguiente dosis del medicamento. El estudio
pionero de Levy y col. demostré que la mejor correlacién con el Area Bajo la Curva (AUC) se
lograba con la C2 (determinacién a las 2 horas de la toma del farmaco). Algunos estudios
han demostrado que el nivel C2 se correlaciona mejor con una mayor inhibicién de los
linfocitos T productores de IL-2 y una mayor inhibicidn de la Calcineurina, lo que explica su
efecto inmunosupresor. Otro de los estudios a favor del uso de C2 es relacionado a una
ventaja analitica de C2 puesto que hay una menor relacién metabolitos / CsA que en CO y
no habria tantas diferencias entre los distintos métodos analiticos.
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Es muy importante destacar que los estudios mencionados anteriormente han sido
realizados en pacientes sometidos a trasplantes de dérganos sélidos, principalmente en
rifidn e higado por lo que no se pueden aplicar directamente a la infusidén de precursores
hematopoyéticos, en que sdlo se ha estudiado la aplicacion de metodologia basada en el
monitoreo en CO.

Volumen de muestra: Se debe respetar siempre el volumen del llenado indicado en el tubo
lavanda (EDTA), como minimo se pueden aceptar microtubos de 0,5 mL.

Métodos analiticos disponibles para CsA
ACMIA

EMIT

CLIA

ECLIA

HPLC

Intervalos de medicion analitica
Los intervalos de medicion para CsA para los diferentes sistemas analiticos indicados van
desde 30 — 2000 ng/mlL.

Intervalo de referencia

No existe un nivel terapéutico definido para CsA en sangre total. Para determinar el nivel
optimo de CsA en sangre deben considerarse variados factores, tales como como Ia
complejidad del estado clinico del paciente, las diferentes sensibilidades individuales frente
a los efectos inmunosupresores y nefrotoxicos de la CsA, la coadministracién de otros
inmunosupresores, el tipo de trasplante, el tiempo transcurrido desde el trasplante.

Los valores individuales de CsA no pueden utilizarse como indicador Unico para justificar la
modificacion del tratamiento. Cada paciente debe ser evaluado meticulosamente desde el
punto de vista clinico antes de que se haga cualquier ajuste al tratamiento y cada usuario
de ensayos para cuantificar niveles de CsA debe establecer sus propios limites en base a la
experiencia clinica.

Estos niveles varian de acuerdo a la prueba de diagndstico in vitro comercial utilizada, sin
embargo, para Trasplante de precursores hematopoyéticos, se considera lo siguiente:
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Nivel Tiempo post trasplante Niveles Terapéuticos
CsA CO Dia0adia21 250-300 ng/mL
CsA CO Dia 21 en adelante 150 — 300 ng/mL

Para trasplante hepatico, lo siguiente:

Nivel Tiempo post trasplante Niveles Terapéuticos
CsA C2 0 a 3 meses 1000 - 1100 ng/mL
CsA C2 3 a 6 meses 800 - 1000 ng/mL
CsA C2 6 meses en adelante 600 — 800 ng/mL

Nivel de toxicidad: > 350 ng/mL.

7.2.- Tacrolimus

El tacrolimus es un macrdlido con un anillo de lactona, con 23 miembros de carbodn,
proveniente de la bacteria Streptomyces tsukubaensis. Fue aislado por primera vez en Japén
en el afo 1984, (ver Figura N°1).

Mecanismo de accion

Al igual que la CsA, tacrolimus ejerce su acciéon inmunosupresora formando un complejo al
unirse con lainmunofilina y de esta forma reduce la actividad de la peptidil-prolil isomerasa.
Es este complejo el que interactda e inhibe a la calcineurina disminuyendo la transcripcion
de linfocinas, IL-2, IL-3, IL-4, el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos y
de interferon gamma, en los linfocitos T, reduciendo la respuesta proliferativa de éstas
células frente a antigenos y mitégenos.

El mecanismo de accidn del tacrolimus es similar al de CsA, pero su incidencia en el rechazo
agudo es menor. Respecto a la supervivencia de trasplantes y al efecto inmunosupresor a
corto plazo, tanto CsA como tacrolimus producen efectos similares, sin embargo, a largo
plazo tacrolimus produce efectos mas favorables en la supervivencia del trasplante y
rechazo.
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Sus propiedades son similares a las de CsA, pero su accién es mucho mas potente. Tiene un
amplio rango de interacciones. Algunos antifungicos del tipo azol incrementan los niveles
plasmaticos por competencia con las enzimas que los degradan. La inmunosupresion con
tacrolimus se asocia con significativa baja de rechazo agudo si se compara con CsA,
adicionalmente la respuesta clinica durante el primer afio de tratamiento es mejor con
tacrolimus que con CsA en el trasplante hepdtico, (ver Figura N°2).

Caracteristicas farmacocinéticas

Absorcion: la biodisponibilidad oral promedio es de aproximadamente un 20 % y es menor
luego de ingestidon de comidas ricas en grasas.

Unidn a Proteinas: 75 — 99%, principalmente albumina y al-glicoproteina acida.

Vida media: 11,3 horas (Rango de 3,5 a 40,6 horas).
Metabolizacion: hepatica, primariamente por la enzima CYP3A4.

Eliminacion: menos del 1 % de la dosis administrada se excreta inalterada en la orina.
Cuando se administra por via intravenosa, le eliminacién fecal representa el 92,6 + 30,7%,
y la urinaria 2,3 + 1,1%.

Métodos analiticos para Tacrolimus

Los métodos analiticos de inmunoensayo para tacrolimus son del mismo tipo que los
descritos para CsA y requieren pretratamiento similar de las muestras, de acuerdo a lo
especificado por el fabricante:

ACMIA
EMIT
CLIA
ECLIA
HPLC

La Unica diferencia radica en el tipo de analito en estudio, siendo para este caso el
tacrolimus presente en la muestra de sangre.

Pagina 19 de 32



E )

645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668

669
670
671
672
673
674
675
676
677

Instituto de
Salud Piblica

Ministerio de Salud

Gobierno de Chile

El pretratamiento para el analisis de tacrolimus requiere de una extraccidon previa del
farmaco y posterior analisis con anticuerpos especificos.

CLIA y ECLIA entregan una precision adecuada para concentraciones de Tacrolimus de 3
ng/mL. Es necesario utilizar métodos que tengan un alto grado de sensibilidad, precision y
exactitud.

Intervalos de medicion analitica

Los intervalos de medicidn para tacrolimus en los diferentes sistemas analiticos van desde
1a30ng/mL.

Un consenso europeo del afio 2007 recomendd a los laboratorios productores de reactivos
de diagndsticos buscar métodos analiticos para cuantificar niveles de 1 ng/mL o inferiores
para asi disminuir los limites de los niveles terapéuticos de 3 a 7 ng/mlL.

Intervalo de referencia

Al igual que con la ciclosporina A, existe una correlacion entre los niveles de concentracion
sanguinea de tacrolimus y el grado de inmunosupresién y toxicidad.

Los niveles éptimos pueden variar dependiendo de la metodologia analitica utilizada, sin
embargo, como norma general se han establecido valores de consenso.

Nivel Niveles Terapéuticos
Tacrolimus CO 5-20ng/mL

En la fase de mantencién del trasplante renal es recomendable una concentracién de 5
ng/mL al usar tacrolimus junto a otros inmunosupresores como acido micofendlico o
esteroides. Recientemente la inclusidon de nuevos inmunosupresores como everolimus, han
llevado a reducir las concentraciones target (concentracion terapéutica esperada) a 3
ng/mL, es por esto que la concentracion target puede variar dependiendo de cudles son los
otros fadrmacos inmunosupresores que se usan de manera concomitante, por lo tanto, los
niveles terapéuticos para tacrolimus varian en funcion de factores clinicos y de los métodos
analiticos empleados para su cuantificacion. Lo anterior hace complejo el establecimiento
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de intervalos, sin embargo, como norma general se han establecido los siguientes niveles
terapéuticos:

Nivel Tiempo post trasplante Niveles Terapéuticos
Tacrolimus CO 0 a 3 meses 10 - 15 ng/mL
Mayor a 3 meses 5-10 ng/mL

Nivel de toxicidad: > 20 ng/mL.

Por otro lado, también han surgido protocolos de medicién de Area Bajo la Curva (AUC) los
que han demostrado ser un mejor predictor de toxicidad para la prevencion de efectos no
deseados. Puede realizarse bajo protocolo de AUC (0 a 12 hrs) y ademas los protocolos de
muestreo limitado (LSS) donde se puede realizar el AUC sélo con 4 muestras (AUC 0-4 hrs).

7.3.- Sirolimus

El sirolimus, también denominado rapamicina, es un antibiético lipofilico macrociclico,
lactona, consistente en un anillo de 31 miembros, descubierto en 1965 en una muestra de
suelo en Isla de Pascua. Es producido por la bacteria Streptomyces hygroscopicus, (ver
Figura N°1).

Mecanismo de accidon

El sirolimus inhibe la activacién del linfocito T y su proliferacion via mTOR (mammalian
target of rapamycin). Se une a las inmunofilinas FKBP12 formando un complejo
sirolimus/FKBP12. El complejo de sirolimus y la inmunofilina celular FKBP12 modulan la
respuesta inmune al combinarse con la proteina mTOR, e inhibiendo su activaciony las fases
del ciclo celular G1 a S, (ver Figura N°2).

Caracteristicas farmacocinéticas

Absorcion: se absorbe poco en el tracto gastrointestinal. Su biodisponibilidad via oral se

estima que es de un 15%.
Pagina 21 de 32




Fe ]

710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744

Instituto de
Salud Piblica

Ministerio de Salud

Gobierno de Chile

Unidn a proteinas: aproximadamente en un 92%, con una mayor afinidad por albuimina
(97%). También se une al- glicoproteina 4cida y lipoproteinas.

Vida media: 57 — 62 hrs, con un aclaramiento individual muy variable.

Metabolizacién: El sirolimus es metabolizado mayoritariamente en el higado y la pared
intestinal por el citocromo P450, por la isoenzima CYP3A4.

Eliminacidn: El sirulimus experimenta mayoritariamente desmetilaciéon e hidroxilacién y sus
metabolitos se excretan en gran medida por la bilis y las heces. Solo un 2% se elimina via
renal.

Métodos analiticos para Sirolimus

ACMIA
EEMIT
CLIA
ECLIA
HPLC

Intervalos de medicion analitica

Los intervalos de medicidn para sirolimus para los diferentes sistemas analiticos indicados
van desde 0,5 a 30 ng/mL.

Intervalo de referencia

De la misma forma que tacrolimus, para determinar el nivel dptimo de sirolimus en sangre
deben considerarse numerosos factores, como la complejidad del estado clinico, las
diferentes sensibilidades individuales frente a los efectos inmunosupresores y nefrotdxicos
del sirolimus, la coadministracién de otros inmunosupresores, el tipo de trasplante, el
tiempo transcurrido desde el trasplante y diversos otros factores. Los valores individuales
de sirolimus no pueden utilizarse como Unico indicador para justificar la modificacién del
tratamiento. Cada paciente se debera evaluar meticulosamente desde el punto de vista
clinico antes de hacerse cualquier ajuste al tratamiento y cada usuario del ensayo debe
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establecer sus propios limites en base a la experiencia clinica. Estos niveles varian de
acuerdo a la prueba analitica comercial de diagndstico in-vitro usado.

Nivel terapéutico general: 5 -15 ng/mL.
Nivel de toxicidad: > 20 ng/mL.

Niveles y correlaciones sanguineas

El sirulimus es rdpidamente absorbido por la via gastrointestinal, alcanzando su maxima
concentracion sanguinea a las 2 horas de ingesta. Su maxima biodisponibilidad es de un
15%, atribuido principalmente al metabolismo hepatico e intestinal. Esta barrera de
absorcién varia considerablemente de paciente a paciente. La distribucién del sirolimus
alcanza a un 95%, dentro de los globulos rojos, un 3% en el plasma y un 2% en otros
componentes celulares sanguineos. Aproximadamente un 92% del sirulimus plasmatico
estd unido a proteinas, especialmente a albumina. El metabolismo del sirolimus es via
metabolismo oxidativo intestinal CYP3A4 y hepatico. Se han caracterizado 7 metabolitos
como 41-0-y 7-O-demetil, hidroxy, hidroxi-dimetilado y dimetilado sirolimus, los cuales son
farmacolégicamente inactivos y eliminados por la via biliar, con vida media de 62 horas en
adultos y 11 horas en nifos.

Las reacciones adversas mas frecuentes son hipertension, hiperlipidemia, anemia,
trombocitopenia, trastornos electroliticos (hipopotasemia e hipofosfatemia), edema
periférico, dolor abdominal, artralgias, trastornos cutaneos, pirexia, cefalea, nduseas,
diarrea o estrefiimiento y una incidencia mas alta de linfoceles.

Se hace necesario monitorizar las concentraciones minimas del sirolimus (CO),
especialmente debido por la amplia variabilidad intraindividual e interindividual del
comportamiento farmacocinético del farmaco. Se acepta de forma general que la
concentracion minima es un buen reflejo de la exposicion total, medida por el area bajo la
curva de concentracion respecto del tiempo (AUC). Se ha demostrado una buena
correlacién entre las concentraciones CO y AUC del sirolimus. Esto también sucede cuando
se utiliza el farmaco en combinacién con tacrolimus.

Se recomienda monitorizar la concentraciéon del sirolimus dado que la posologia no es un
buen factor predictivo de exposicidn al farmaco. Cuando el aclaramiento del sirolimus se
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aproxime al flujo sanguineo hepatico, debe reducirse la dosis en funcion de las
concentraciones medidas de sirolimus en pacientes con disfuncidn hepdtica. También se
requiere una estrecha monitorizacién farmacoldgica debido a que el sirolimus es
metabolizado por la isoenzima CYP3A4 del citocromo P450, que metaboliza otros farmacos,
por lo que es sensible a las interacciones farmacoldgicas. Existen numerosos datos sobre

interacciones farmacolégicas que podrian causar un aumento o una disminucion de las
concentraciones sanguineas de sirolimus, como las notificadas para la CsA y el tacrolimus.

La muestra de eleccidn para cuantificar sirulimus es sangre total, en la cual se investigan los
niveles concomitantes de CsA y corticosteroides que recibe el paciente.

7.4.- Everolimus

El everolimus es un derivado del sirolimus, sintetizado con la introduccién de un grupo 2-
hidroxietileno en el dtomo de carbono de la posicién 40 de sirolimus. El everolimus se
metaboliza en el tracto gastrointestinal e higado, generando al menos 20 metabolitos, (ver
Figura N°1).

Mecanismo de accion

El everolimus tiene un efecto inmunosupresor idéntico al sirolimus, inhibiendo la activacién
del linfocito T y su proliferacién via mTOR, mediante su unién a FKBP-12, formando un
complejo everolimus/FKBP12. Al unirse a mTOR bloquea su funcidon inhibiendo
posteriormente la activacion de la cinasa p70 S6, deteniendo el ciclo celular en las fases G1
a S. Estos efectos inhiben las vias de sefializacion del receptor para la IL-2 y dependientes
de CD28.

Las concentraciones sanguineas de everolimus en pacientes trasplantados se correlacionan
con la eficacia terapéutica y con la frecuencia de efectos adversos. Dado los estrechos
margenes terapéuticos del fdrmaco, las interacciones farmacocinéticas y la elevada
variabilidad entre pacientes, se recomienda monitorizar el fairmaco en sangre total a todos
los pacientes en tratamiento con trasplantes de drganos sdélidos, para una mejor eficacia,
(ver Figura N°2).
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815  Caracteristicas farmacocinéticas

816

817  Absorcion: se absorbe rapidamente tras su administracién oral, alcanzando su
818  concentracidon maxima en sangre al cabo de 1-2 hrs.

819

820  Unidn a proteinas: aproximadamente un 74%.
821

822  Vida media de eliminacion: 28+/- 7 hrs.

823

824  Metabolizacién: everolimus es un sustrato de CYP3A4 y de la glicoproteina-P, su
825 metabolizacion da lugar a monohidroxilaciones y O-dealquilaciones, ninguno de estos
826  metabolitos contribuye de manera significativa a la actividad inmunosupresora de
827  everolimus.

828

829  Eliminacion: 80% via heces y 5% via renal.
830

831 Meétodos analiticos para Everolimus
832

833 ACMIA

834 EMIT

835 CLIA

836 ECLIA

837

838 Intervalos de medicion analitica

839

840  Losintervalos de medicidn para everolimus para los diferentes sistemas analiticos indicados

841 vandesde 0,5 a 30 ng/mL.

842

843 Intervalo de referencia

844

845  Para determinar el nivel dptimo de everolimus en sangre deben considerarse numerosos

846  factores, como la complejidad del estado clinico, las diferentes sensibilidades individuales

847  frente a los efectos inmunosupresores y nefrotdxicos del everolimus, la coadministracion

848  deotrosinmunosupresores, el tipo de trasplante, el tiempo transcurrido desde el trasplante

849 vy diversos otros factores. Los valores individuales de everolimus no pueden utilizarse como
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Unico indicador para justificar la modificacién del tratamiento. Cada paciente se debera
evaluar meticulosamente desde el punto de vista clinico antes de hacerse cualquier ajuste
al tratamiento y cada usuario del ensayo debe establecer sus propios limites en base a la
experiencia clinica. Estos niveles varian de acuerdo a la prueba analitica comercial de
diagnéstico in-vitro usado.

Nivel terapéutico general: 3 — 15 ng/mL.
Nivel de toxicidad: > 15 ng/mL.

Niveles y correlaciones sanguineas

El everolimus produce sus efectos de inmunodepresor y antiproliferativo a través del
complejo FKBP-12 y la posterior inhibicidn de la sefial mediada por mTOR, al igual que el
mecanismo del sirolimus. Su actividad in vivo es idéntica a la del sirolimus.

Al interior de la célula, everolimus se une a la inmunofilina FKBP-12 y este complejo se une
al mTOR activando la cinasa p70 S6, enzima clave para la transduccién y sintesis de ADN, y
la union del factor que da inicio al eucarionte elF-4E a la proteina fosforilada y acido estable
PHAS-I, via que interviene en la sintesis proteica. El everolimus al unirse al mTOR bloquea
su funciodn, inhibiendo que se active la cinasa p70 S6, provocando que se detenga el ciclo
celular en las fases G1 a S. Esta union mTOR inhiben las vias de sefiales dependientes del
receptor para la IL-2 y dependientes de CD28.

La concentraciéon maxima de everolimus postadministracién se alcanza 1 a 2 horas de su
administracion oral. El everolimus, al igual que | sirolimus es un sustrato de la glucoproteina
P y de la enzima CYP34A. Por lo anterior, su metabolismo a nivel gastrointestinal puede
afectar de forma importante la biodisponibilidad total. El profdrmaco se metaboliza
principalmente a nivel hepatico e intestino, mediante desmetilacidn, hidroxilacion vy
degradacion del anillo dando lugar a 6 metabolitos principales. La fraccion circulante de
everolimus esta unida principalmente a los eritrocitos, aproximadamente en un 75% vy el
resto unido a proteinas. La semivida de su eliminacidn en pacientes con trasplantes renales
es de 18 a 35 horas, lo que corresponde a la mitad de lo que ocurre con el sirolimus. Esta
semivida de eliminacidn es un poco superior en pacientes con trasplantes de higado.
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Las reacciones adversas de mayor importancia del everolimus son edema periférico,
hipertensién, estrefiimiento, nduseas, infeccién urinaria, anemia e hiperlipidemia. Otros
efectos colaterales incluyen el desarrollo de linfomas, incremento del riesgo de infecciones,
trombosis del injerto, nefrotoxicidad, mayores tiempos de cicatrizacion de heridas,
trombosis del injerto, infecciones oportunistas y diabetes de nueva aparicién post-
trasplante.

7.5.- Micofenolato (MPA)

Farmaco inmunosupresor derivado de Penicillium stoloniferum que se administra bajo la
forma de micofenolato sédico o micofenolato mofetilo, los cuales se transforman en el
farmaco activo dcido micofendlico (MPA) por las esterasas en la pared intestinal, la sangre,
el higado y los tejidos. Este farmaco se administra junto con ciclosporina Ay corticoides
para prevenir el rechazo en los trasplantes de rifidn. El micofenolato asociado a ciclosporina
A no muestra beneficios superiores a los de un tratamiento estandar y su nefrotoxicidad es
menor que la de la ciclosporina A, lo que permite reducir la dosis de ésta, (ver Figura N°1).

Mecanismo de Accién

El acido micofendlico inhibe la sintesis de las purinas en los linfocitos por inhibicién no
competitiva de la enzima inosina monofosfato deshidrogenasa, que participa en la sintesis
de novo de las purinas, siendo un factor limitante en la conversion de inosina monofosfato
a guanosina monofosfato, impidiendo la proliferacion de los linfocitos y la formacion de
moléculas de adhesion, en respuesta a un estimulo antigénico o mitégeno, (ver Figura N°2).
Caracteristicas Farmacocinéticas

Absorcidn: luego de la ingestion oral la biodisponibilidad varia de 70 a 95 %.

Unidn a proteinas: mayor a un 98 %.

Vida Media: varia de 8 a 16 horas, mientras que para los metabolitos de dcido micofendlico
esde 13a 17 horas.
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Metabolizacion: El acido micofendlico es metabolizado principalmente por la glucoronil
transferasa a metabolitos glucuronados, principalmente glucuronido fendlico de acido
grucurénico (MPAG) el cual no presenta actividad farmacoldgica.

Eliminacién: Una pequena cantidad del farmaco se excreta en la orina como MPA (menos
del 1%). En un estudio farmacocinético, al administrar micofenolato de mofetilo por via oral,
se observo una excrecion del 93 % en la orina y del 6 % en las heces. Aproximadamente el
87 % de la dosis total administrada se excreta en la orina como MPAG, un metabolito
inactivo.

Métodos analiticos para Micofenolato

Total MPA

HPLC

Analisis de acido micofendlico CEDIA

Andlisis de acido micofendlico CEDIA para otros sistemas

Intervalos de medicién analitica
Los intervalos de medicidn para micofenolato para los diferentes sistemas analiticos van de
0,3 a 10 pg/mL.

Intervalo de referencia

Los niveles terapéuticos éptimos estan sujetos a diferentes factores, tales como el tipo de
trasplante, medicamentos concomitantes administrados, estado clinico del paciente,
tiempo transcurrido de tratamiento, momento de la toma de muestra, diferencias
individuales de los pacientes, sensibilidad a los efectos inmunosupresores y toxicidad del
medicamento, entre otros.

Nivel terapéutico general: 1,3 — 3,5 pug/mL.
Nivel de toxicidad: > 12 pug/mL.
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954  ANEXO
955

956  Figura N°1: Estructura quimica de los farmacos principales inmunosupresores de uso en
957  trasplante:
958
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962 Modificado de: Enciclopedia de infecciones e inmunidad 2022, 4: 726-740.

963

964
965
966
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967  Figura N°2: Mecanismos de accidn de los fdrmacos inmunosupresores:
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