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Comparacion de dos sistemas TDx® para la determinacion de
ciclosporina y metabolitos en sangre
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Resumen

5e ha realizado un andlisis comparativo de dos siste
mIlS TDx~ (Abbott) para kl determinaci6n de las concen
(raciones de ciclospor;na y melabolitos en slmgre pOT
inmunOQndlisis de fluorescencia polariZJlda. Los siste
mas analft;cos comporados incorporaban los equipos de
reactivos CsA I metabolites (W_Bjf!J y CsA / metabolites
(P / $)- modificado. en nuestro servicio de!armacocini.
tiea clinica. para podu evaluar las conuntraciones del
larmaca en sangre. 5e determinaron por ambos mitodos
los concentraciones de ciclosporina y metabolitos de 1()(}

espec;menes procedentes de 30 pacienles con trasp/antl!
renal, sometidos a terapia inmunospresora con cicJospo~

rina.
Los pares de datos se cJasi/icaron en 3 grupos: grupo

I: <400~ / L; grupo ll: 406-800 p.g / L y grupo 111:>800
p.g I L. Para concentraciones del ftirmaco inferiores a 800
IlK / L la exactitud de ambos metodos mostro diferencias
estadisticamente signijicatiwu (P<0,05).
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Summary

A comparative analysis of two TDxf) systems (Abbott)
for the determination ofcicJosporina and its metabolites
in blood by fluorescence polarization immunoasSllY was
made. The kits used were CsA / metabolites (W-Bj<" and
CsA / metabolites (P / S)~ modified. at our clinicalphar~
macokinetic service, for the drug concentration evalua
tion in blood. One hundred blood conuntration data eva·
luated by both methods and obtained from 30 renal
transpklnt patients reuiving therapy with the drug were
used.

The pairs ofdata were classified in three groups: group
1:<400 /l-gIL; group II: 406-800 ~/L and group
Ill> 800 p.g I L. It wa;found that only in the highest range
(group Ill) did the techniques analY4ed not differ signi~

ficantly in accuracy (p <0.05).

Introduccion

En muchos centros asistenciales se realiza, de forma
habitual, la determinaci6n seriada de las concentracio~

nes minimas de ciclosporina en el estado de equilibrio es
tacionario, fundamentalmente, par su contribuci6n al
diagn6stico diferencial, entre los sintomas de rechazo del
aloinjerto y la nefrotoxicidad, en pacientes can trasplan
Ie renal (I).
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El inmunoanalisis de fluorescencia polarizada comer
cializado por Abbott incorpor6, inicialmente, en la prac
tica c1inica el sistema TDx~ para la determinacion de ci
elosporina y metabolitos en plasma (2), resuhando mas
sencillo y rapido que el radioinmunoanalisis (3). En nues
tro servicio de farmacocinetica elinica este sistema
TDxl!l se modific6 para la determinaci6n de cielospori
na en sangre (4). debido a que las recomendaciones
sobre el material analitico a emplear recaian, prere
rentemente., sobre la sangre por su facilidad de mane
jo y disminuci6n de la imprecision. entre otros motivos
(5). Posteriormente, se introdujo. en el mercado, un equi
po de reactivos TDxl2l para la determinaci6n de cielos
porina y metabolitos que utiliza sangre como especi
men (6).

El objetivo del preseme trabajo ha consistido en el ami
lisis comparativo de los sistemas TDxe modificado y
TDxl2l para la determinacion de cielosporina y metaboli
tos en sangre, con eJ fin de establecer las posibles dire
rendas que pudieran haber entre ellos, como paso previo
a la adopci6n de este ultimo sistema por nuestro Servi
do. Debemos resei\ar que, durante el tiempo transcurri
do desde la terminacion deltrabajo a la redacci6n del mis
mo se ha presentado un nuevo equipo de reactivos
TDxl!l que incorpora un anticuerpo monoclonal con una
e1evada especificidad para delosporina (Ia reactividad cru
zada es menor del 8 '10 para el metabolito MI) (7).

Materiales y metodos

Instrumentacion

Las determinaciones se realizaron en el analizador TDx
(Abbott, Inving, Texas, USA).

Reactivos

Se utilizaron los equipos de reactivos CsA/metaboli
tes (P IS)1!l y CsA I metabolites (W·B)<1> (Abbott Diagnos
tics, North Chicago, Ilinois, USA) para el sistema
TDxo!l modificado y para eI sistema TDxo!l, respectiva
mente.

Especirnenes

Cien especimenes de sangre venosa periferica amicoa
gulada con EDTA, procedeme de 30 paciemes con tras
plante renal de cadaver, sometidos a terapia inmunosu
presora con ciclosporina. La recogida de los mismos se
realiz6 por la manana, correspondiendo con el final del
intervalo posol6gico utilizado de 12 horas.

Preparaci6n de especirnenes

Alicuotas de cada especimen fueron analizadas por [os
dos sistemas TDxl!l, siguiendo los esquemas A y B de la
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Figura I. Las muestras cuyas concentracionesb sobrepa
saban los 1000 ~g/L fueron diluidas con disolucion tam·
p6n del equipo de reactivos TDxl2l antes de ser valorada
por el sistema TDxl2l modificado. La Iinealidad del siste
ma TDxl!l modificado en el intervalo analitico de 0-2000
p.gl L fue previameme estudiada habiendose obtenido un
coeficiente de correlaci6n lineal r=O.999. Para la ca1ibra
ci6n y procedimiemos de control se utilizaron calibrado
res y controles de Abbott Diagnostics siguiendo las reeo
mendaciones de los fabricames.

Amilisis estadistico

Los cien pares de datos de concemraci6n de ciclospo
rina en sangre se c1asificaron para un anaIisis descriptivo
en tres gropos: grupo I: <400 p.g/L; grupo II: 400-800
itS I L Ygrupo III: >800 Itgl L. La clasificaci6n se reali
z6 de acuerdo al resultado correspondiente al ana[isis eree
tuado por el sistema TDxl!l modificado. El grade de aso
ciaci6n entre [as concemraciones de ciclosporina
determinadas IXlr ambos sistemas se estim6 con el coefi
ciente de correlacion de Pearson. La relacion entre las
concentraciones se estableci6 mediante un analisis de re
gresi6n de y sobre x y de x sobre y determinando. poste
riormente., la media aritmetica de los parametros de re
gresi6n resultames.

La imprecisi6n de los dos sistemas se estim6 calculan
do la variabilidad en las determinaciones de las concen
traciones de ciclosporina obtenidas en el amilisis peri6·
dico, en condiciones de rutina, durante 6 meses, de 3
controles (Abbott Diagnostics) que cont~nian ciclospo
rina en sangre humana.

Resultados y discusion

En la rigura 2 se mucstra el diagrama de dispersion de
las concentraciones de ciclosporina en las mueslras eli
nicas de los pacientes obtenidas con los dos sistemas
TDx\!> utilizados. Generalmente, el metodo de regresi6n
de y sobre x es apropiado en la mayoria de los casos.
Cuando se analizan series de datos (n > 20) con errores
semejantes en x e y, los metodos de regresi6n onogona
les son probablemente superiores, admitiendose como va·
lida la utilizaci6n de metodos de regresi6n onogonal que
asumen semejante variancia del error en x y en y, que los
mas complicados y rigurosos metodos ortogonales. No
obstante, hemos utilizado en este trabajo el metodo y so
bre x y x sobre y que promedia los parametros obtenidos
de las dos regresiones porque utiliza calculos s~ncillos y

• En este articulo se usan unidades Sl de conccnlraci6n de masa en
lugar de l;onl;entraci6n de SUSlanda, ya que 101 determinaci6n de
cidosporina m:1s melabolitos !Ie valora una mezda indelerminada
de difcrentes moleculas, por 10 que no puede usarse una masa
molecular relativa Unica.



ESPECIMEN ESPECIMEN

(a) 50 III especimcn +150 III de
reactivo de precipitaci6n

b) agitaci6n (10 s)

c) incubaci6n (20 min, 25°C)

d) centrifugaci6n (9500 g. 5 min)

®
(a) SO III esp&:imen+50 III de
reactivo solubilizante + 300 III de
reactivo de precipitaci6n

b) agilacion (10 s)

c) centrifugaci6n (9500 g. S min)

SOBRENADANTE SOBRENAOANTE

ANALlZAOOR TOx ANALIZADOR TOx

)'iJ;una I. Oiagrama de nujo que esquernati:w. eltratamiento de las alieuOlaS del espedmen antes de Ill. determinaciOn de eiclosporina par d
"sterna TOll: modifieado (A) y par eI sistema TOll: (8).

•

•

•

estandar, estaban siendo utilizadas previamente de
forma rutinaria en la pni.ctica clinica. De forma global,
el valor de la pendiente de la recta de regresion fue
0,97 (Tabla I), indicando una tendencia del sistema
TD~ modificado a sobreestimar en un 3 OJo de las con
centraciones obtenidas por el sistema TDx* en el inter
valo analitico estudiado. Teniendo en cuenta Que eI tipo
de anticuerpo utilizado es el mismo en ambos equipos
de reactivos, la tendencia podria, posiblemente, ser
debida a la inevitable evaporaci6n de la muestra que se
produce en el sistema TDx~ modificado durante la incu
bacion, a temperatura ambiente, de 20 minutos incremen
tandose, consiguientemente, la concentraci6n de ciclos
porina .

Analizando el intervalo analitico mas detalladamen
te, desde el grupo I al grupo III, las ecuaciones de las
reclas cambian de forma sustancial, encontrandose que
solamente en el intervalo de concentracianes mas altas
(grupo III) el sistema TDxo!) no manifestaba errores de
tipo constante 0 proporcional con respeeto al sistema
TDx* modificado. EI valor de la ordenada en el origen
y de la pendieme no diferian de forma significativa
(P<0,05) de°y I, respectivamente. Por tanto. la adop
cion del sistema TOx como sistema de reaetivos para
cl analisis rutinario de cielosporina en la praclica eli
nica supone, respecto de las concentraciones oblenidas
por el sistema TDxl!l modificado, una subestimaci6n de
las concentraciones del farmaco del 10 al20% (pendien
tes de 0,90 a 0,80) en el margen de concentraciones
<800 ~g/L.
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Cidosporina (llg/L) (Sistema Tdx. ((modificado»)

.'ilCllrll 2. Diagrarua de dispersion de las concClllraciones de
ciclosporina en sangre: oblcnidos par eI sislema TDx4' modificado y
par el sistema TO .

rcsulta cquivalente a los mctodos ortogonales en la esti
maci6n de los parametros de regresi6n (8). Consideramos
las concentraciones de ciclosporina obtenidas por el sis
tema TD~ modificado como variable independiente de
bido a que, a pesar de no ser obtenida por un metoda
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Tabla I
Estadisticos del analisis de regresi6n de los valores de concentracion de ciclosporina

obtenidos por el sistema TDX® modificado y sistema TDx®

Grupo n , a±s. (p.gIL) b±Sb Ecuaci6n lineal

1,<400l'g/L 2. 0,77 62,80:1:37,05 0,80::1::0,09 y~ 62,8+0,80x
11,400-800 118fL 50 0,85 76,58:1:69,50 0,85 ::1::0,07 Y= 76,58 +O,85x
III, ~800 I'g/L 21 0,89 103,26:1: 102,0 0,90±0,11 Y= 103,26+ O,90x
I. II, III 100 0,97 21,55 ± 16,49 0,97 ±O,03 y~ 21,55 +O,97x

n = numero de pares de vaJores; r= coeficienle de correlaci6n lineal de Pearson
a ±s, = ordenada en el origen:l:: desviad6n est~ndar; b::l:s. = pendienlc de la recta::l: desviaci6n estandar
y = Sistema TDx<!>; X= Sistema TDxll> modificado.

Tabla II
Imprecision de los sistemas TD~ y TDx® modificado

SISTEMA TDx~ SISTEMA TDx<!> modificado

n x(pg/L) , CV (070) n x(pg/ L) , Cv (OJo)

TOll. bajo' 10 372,1 24,2 6,. 10 352,2 28,1 7,.
TOll. media' 10 1214,0 11,9 2,1 10 1236,6 50,2 4,1
TOll. alto' 10 1658,4 30,8 5,. 10 1748,8 94,1 5,4

a: ciclosporina en sangre humana (connoles de Abbott). Valores fijados por Abbott: bajo: 350 Jlg/L; medio: 1200 Jlg/L; alto: 1700 Jlg/L
n = numero de determinaciones; j( = valor medio de concentraci6n, s= desviaci6n estandar, CVGJo = coeficiente de variaci6n en porcentaje

La imprecisi6n de ambos sistemas analiticos resulta sa
tisfactoria desde el punlo de vista de la monitorizaci6n
c1inica del farmaco (Tabla II), aunque empeora para con
centraci6nes bajas de ciclosporina, coincidiendo con los
resultados publicados por otros autores (9,10).

Los datos disponibles en la actualidad sugieren que las
dificultades existentes para relacionar las observaciones
c1inicas (nefrotoxicidad 0 rechazo) con las concentracio
nes minimas en el estado de equilibrio estacionario no
se resue[ven facilmente por el mero hecho de medir se
lectivamente e1 medicamento (If). En consecuencia, nues
tra actitud consiste en adoptar el sistema TDx$ para la
determinaci6n de ciclosporina y metabolitos en sangre,
entre tanto no se definan cuidadosamente [as valores pre
dictivos de las concentraciones minimas determinadas par
inmunoanalisis de fluorescencia polarizada con antieuer·
po monoclonal especifico.

BibliogrllHIl

J. Grevel J, Welsh MS, Kahan BD. Cyclosporine monitoring in reo
nal transplantation: Area under the curve monitoring is superior
to trough·level monitoring. Thcr Drug Monit 1989; II: 246-248.

2. Wang P, Morrison MA, Wang N. A Flurescence polarization im·
munoassay (FPIA) for the quantitation of cydosporin. Clin Chcm
1986; 32: 1061-1062.

82 Quimica Clinica 1991; 10 (2)

3. Sanghvi A, Warren 0, Seltman H, Starzl T. Abboll'S fluorescen
ce polarization immunoassay for cyclosporine and metabolites com
pared with the Sandoz RIA. Clin Chern 1988; 34: 19()4-1906.

4. Vogt W, Welsh 1. Modified TDll.e assay for cyclosporine and me·
tabolites for use with blood samples. Clin Chern 1988; 34: 1459-1461.

5. Lensmeyer GL, Wiebe DA, Carlson lH. Distribution of cydospo·
rine A metabolites among plasma adn cells in whole blood: Effect
of temperature, hematocrit, and metabolite concentration. Clin
Chem 1989; 35: 56-63.

6. Abbott Laboratories Diagnostic Division. TOll. System operation
manual. North Chicago: Abbott Laboratories, 1989.

7. Wang P, Meucci V, Simpson E, Morrison M, Sunetta S, Zajac M.
and Boeckx R. A monoclonal antibody fluorescent polarization im·
munoassay for ciclosporine. Transplant. Proc 1990; 22: 1186-llg8.

8. Parish R.C. Comparison of linear regression methods when both
variables contain error: relation to clinical studies. Drug Intel! Clin
Pharm 1989; 23: 891-898.

9. Vanderbroude A.C. Evaluation of the TOll. method for cyclospo·
rine and a comparison to CYCLO·Trao::'8' RIA in renal transplant
patients. Clin Biochem 1988; 21: 307-309.

10. Hayashi Y, Shibata N, Minouchi T, Shibata H, Ono T, Shimaka·
wa H. Evaluation of fluorescence polarization immunoassay for
determination of cyclosporine in plasma. Ther Drug Monit 1989;
11: 205-209.

11. Kahan BD. Summary on therapeutic drug monitoring for renal
transplantation. Transplant Proc 1990; 22: 1348-1351.


