A |

Facultat de Medicina
Departament de Cirurgia

TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR DE
LA MIASTENIA GRAVIS CON

TACROLIMUS (FK506)

Tesis realizada por:
Jamal Azem Abderrazek.

Direccion de la tesis:
Prof. Manuel Armengol Carrasco.
Dr. José Maria Ponseti Bosch.

Barcelona 2006.



Universitat Autonoma de Barcelona
Facultat de Medicina

Departament de Cirurgia

TESIS DOCTORAL

TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR DE
LA MIASTENIA
GRAVIS CON TACROLIMUS (FK506)

Tesis realizada por Jamal Azem Abderrazek para optar al
grado de Doctor de Medicina y Cirugia por la Universitat
Autonoma de Barcelona.

Direccion de la tesis:
Prof. Manuel Armengol Carrasco.
Dr. José Maria Ponseti Bosch.

Barcelona, 2006.



UNIVERSITAT AUTONOMA DE
BARCELONA

FACULTAT DE MEDICINA

DEPARTAMENT DE CIRURGIA

Vi
P { Facultat de Medicina




HOSPITAL UNIVERSITARI

VALL D'"HEBRON

Vall d'Hebron

SERVEI DE CIRURGIA GENERAL

| DE L’APARELL DIGESTIU

BARCELONA, 2006.



A mis hijos, Yasmin, Nur y Nabil por su carifio.



AGRADECIMIENTOS




Al Prof. Manuel Armengol Carrasco, Catedratico de Patologia y
Clinica Quirurgica de la Universidad Autonoma de Barcelona y
jefe de Servicio de Cirugia General y del Aparato Digestivo del
Hospital Vall d"Hebron de Barcelona. Mi mas sincero y profundo
agradecimiento por la orientacién, direcciéon y extraordinaria e
incansable colaboracion en la elaboracién de este trabajo, sin las
cuales no hubiera podido llevar acabo y por su magnifica
cualidad humana.

Al Dr. José Maria Ponseti Bosch, Jefe de la Unidad de Miastenia
Gravis del Servicio de Cirugia General y del Aparato Digestivo
del Hospital Vall d"Hebron de Barcelona, codirector de esta tesis,
pionero en Espafa en el tratamiento de los pacientes miastenicos,
y que durante su larga experiencia profesional ha acumulado una
de las mayores series de pacientes con miasténia gravis. Me
honra haber trabajado a su lado y aprender de su gran
experiencia, por sus comentarios, siempre los justos y necesarios
a la hora de discutir esta tesis doctoral y por su estrecha amistad.

Al Dr. José Manuel Fort miembro indispensable de la Unidad de
Cirugia Endocrina y Cirugia de la Obesidad del Servicio de
Cirugia General y del Aparato Digestivo del Hospital Vall
d"Hebron de Barcelona, gran cirujano y mejor amigo, por sus
consejos y carifio en mi formacién como cirujano y siempre a mi
lado en los momentos que mas lo he necesitado.

Al Dr. Manuel Lopez Cano, co-ordinador de Patologia de la
Pared Abdominal del Servicio de Cirugia General y del Aparato
Digestivo del Hospital Vall d"Hebron de Barcelona, por su apoyo
constante, sus consejos y su amistad.

Al Dr. Eloy Espin, Jefe Clinico de la Unidad de Coloproctologia
del Servicio de Cirugia General y del Aparato Digestivo del
Hospital Vall d"Hebron de Barcelona, por su colaboracion y su
amistad.

Agradecer a los Cirujanos Miembros de la Unidad de Colo-
proctologia del Servicio de Cirugia General y del Aparato
Digestivo del Hospital Vall d"Hebron de Barcelona, por su
amistad y apoyo.



Al Dr. Ramon Vilallonga, residente del Servicio de Cirugia
General y del Aparato Digestivo del Hospital Vall d"Hebron de
Barcelona, por su gran disponibilidad, ayuda y por demostrar ser
un buen amigo.

A las Enfermeras de Consultas Externas del Servicio de Cirugia
General y del Aparato Digestivo del Hospital Vall d"Hebron de
Barcelona, por su colaboracion.

A todos, muchas gracias.



INDICE




INDICE

Abreviaturas.

I. Introduccion
Il. Fundamentos
2.1- Fisiopatologia de la Miastenia Gravis
2.1.1- La unién neuromuscular
2.1.2- Inmunopatogenia de la Miastenia Gravis.

2.1.2.1- Introduccién

2.1.2.2- Patogénia

2.1.2.2.1- Mecanismos patogénicos humorales
2.1.2.2.2- Caracteristicas de los anticuerpos
anti-receptor de acetilcolina
2.1.2.2.3- Anticuerpos Anti-AChR y
severidad de la enfermedad
2.1.2.2.4- Miastenia Gravis y “anticuerpos negativos”
2.1.2.2.5- Mecanismos patogénicos celulares
2.1.2.2.6- Miastenia Gravis experimental autoinmune
2.1.2.2.7- Miastenia Gravis experimental autoinmune
versus Miastenia Gravis humana.
2.1.2.2.8- Desarrollo de la autoinmunidad

de la Miastenia Gravis.

2.2- Etiologia de la Miastenia Gravis

2.3- Tratamiento de la Miastenia gravis
2.3.1- Tratamiento con anticolinesterasicos
2.3.2- Tratamiento quirdargico
2.3.3- Tratamiento inmunosupresor

2.3.3.1- Historia de la inmunosupresion

2.3.3.2- Inmunosupresores convencionales

2.3.3.2.1- Corticosteroides.

11
17
17
18
18

20

21

22
25

27

28

31
33
35
39
40
40
42
42



2.3.3.2.2- Azatioprina.
2.3.3.2.3-Ciclofosfamida.
2.3.3.2.4- Ciclosporina.

2.3.3.3- Nuevos inmunosupresores

2.3.4- Tratamiento inmunoldgico de corta duracién

2.3.3.3.1-Micofenolato mofetilo
2.3.3.3.2-Rituximab
2.3.3.3.3-Etanercept
2.3.3.3.4-Leflunomide
2.3.3.3.5-Tacrolimus

2.3.4.1- Plasmaferesis

2.3.4.1- Inmunoglobulinas inespecificas

2.4- Tacrolimus (FK-506)

2.4.1- Evolucion historica de su descubrimiento y desarrollo

2.4.2-
2.4.3-
2.4.4-

2.4.5-

2.4.6-
2.4.7-
2.4.8-

Estructura quimica y propiedades

Mecanismos de accion y actividad inmunosupresora

Farmacocinética y Farmacodinamica
2.4.4.1- Absorcion

2.4.4.2- Distribucién

2.4.4.3- Eliminacion

2.4.4.4- Metabolismo

Interacciones farmacoldgicas

2.4.5.1- Interacciones farmacocinéticas

2.4.5.2- Interacciones farmacodindmicas

Monitorizacion de niveles
Dosis y administracion
Toxicidad

2.4.8.1- Nefrotoxicidad
2.4.8.2- Efecto diabetogénico
2.4.8.3- Neurotoxicidad

2.4.8.4- Hipertension arterial

2.4.8.5- Infecciones

2.4.8.6- Enfermedades linfoproliferativas

44
45
45
47
47
50
50
50
51
51
51
52

58

62
62
64
64
65
66
66
67
68
71
72
74
75
75
76
77
78
78
79



2.5- Tacrolimus y Miastenia Gravis
2.5.1- Estudios experimentales
2.5.2- Experiencia clinica

I11. Objetivos de la Tesis
IV. Publicaciones
4.1- Primera publicacion
4.2- Segunda publicacion
V. Discusion
V1. Conclusiones
VII. Bibliografia

80
81
81
84
88
89
94
98
109
112



Abreviaturas:

- Ach: acetilcolina.

- AchR: receptor de acetilcolina

- AC: anticuerpo

- AC AchR: anticuerpo anti-receptor de acetilcolina.

-  EAMG: miastenia gravis animal experimental.

- MG: miastenia gravis.

- MUSK: receptor especifico muscular de tirosin-quinasa.
- RYR: receptor-ryanodine.

- MGFA: Federacion Americana de Miastenia Gravis.
- QMGS: escala cuantitativa de severidad de miastenia gravis.
- IL: interleuquina.

- PR: remision farmacologica

- TNFa: factor de necrosis tumoral

- Tacrolimus: FK506

- MEPC: corriente miniatura de la placa terminal

- MEPP: potencial miniatura de la placa terminal

- EPC: corriente de la placa terminal

- EPP: potencial de la placa terminal

- MIR: regiéon inmunogénica principal

- APC: célula presentadora del antigeno

- TCR: receptor para el antigeno de la célula

- MHC: complejo mayor de histocompatibilidad

- MAC: complejo de ataque de membrana



I. INTRODUCCION




La miastenia  gravis es una enfermedad autoinmune, de causa
desconocida, adquirida, cronica, que afecta a la union neuromuscular, y se
caracteriza por una debilidad de la musculatura esquelética y fatiga facil,
que empeora con el ejercicio y se recupera con el reposo.

Su incidencia es de 14,4 por cada 100,000 habitantes'. En el 85% de los
pacientes estd mediada por autoanticuerpos contra el receptor nicotinico
de acetilcolina (AchR) a nivel de la membrana postsindptica (MG
seropositiva)®>. En el 10-15% de los pacientes con miastenia gravis
generalizada no se detectan anticuerpos anti-AchR, es el grupo de
pacientes llamados miastenia gravis seronegativa, con sintomas idénticos a
los de la miastenia gravis seropositiva’. Los autoanticuerpos anti-receptor
de acetilcolina son negativos en el 50% de la miastenia gravis puramente
ocular %,

La MG esta definida por el hallazgo de una serie de caracteristicas
clinicas, electrofisioldgicas y farmacolodgicas, y no solo por la presencia
de los autoanticuerpos anti-AchR*. Clinicamente se caracteriza como una
debilidad muscular progresiva con una transitoria mejoria al administrar
inhibidores de la acetilcolinesterasa. Electrofisiologicamente se observa tras
la estimulacion repetitiva la aparicion de un aumento del decremento de
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los potenciales de accion musculares o la aparicion de fendmeno de

jitter “ o de bloqueo (variabilidad o desaparicion del intervalo inter
potencial) en la electromiografia de fibra tUnica.
La miastenia gravis se relaciona con otras anomalias del sistema

inmune, particularmente a nivel del timo. En el 15% de los pacientes se



asocia a timoma, y el 60% presentan hiperplasia timica. Ademdas existe
un marcado aumento de otros autoanticuerpos y enfermedades
autoinmunes asociadas, asi como aumento de la incidencia de
enfermedades autoinmunes en familiares de pacientes con miastenia gravis
5

Caracteristica constante en la evolucion de las enfermedades
autoinmunes es su caracter oscilante, con periodos de mejoria y de
deterioro, presentando remisiones y recaidas en su curso evolutivo® ’.
Las remisiones espontaneas, como en todas las enfermedades autoinmunes,
pueden presentarse durante el curso de la enfermedad, en especial durante
los primeros afios®.

La historia natural de la miastenia gravis es similar a las de otras
enfermedades autoinmunes, caracterizada por un periodo de exacerbacion
seguido de un periodo de calma relativa, aunque es dificil de obtener
informacion de la historia natural de esta enfermedad® '* ' 2,

En ocasiones los periodos de agravacion se presentan de forma brusca y
con afectacion de la musculatura respiratoria, son las llamadas crisis
miastenicas, que obligan a una rapida intubacidn con respiracion asistida e
ingreso en una unidad de cuidados intensivo. Los estimulos
desencadenantes de las temidas crisis durante la evolucion de la miastenia
pueden ser multiples y en ocasiones banales como la infeccion,
menstruacion, estrés, cirugia, o la utilizacion de medicamentos

contraindicados en esta enfermedad.

Tratamiento

Pese a los més de doscientos afios de conocimiento de la enfermedad su
tratamiento sigue siendo un tema a controversia. Es exclusivamente
médico s6lo en los casos de afectacion ocular simple o en pacientes
mayores de 55 afios. Aunque no existen ensayos clinicos controlados
evaluando su beneficio, el tratamiento quirurgico (la timectomia) es la

recomendacion actual en los casos de miastenia gravis generalizada y



aquellos que se acompafian de la presencia de timoma'’. Se acepta de
forma generalizada que aumenta las posibilidades de remision, estabiliza la
enfermedad, disminuye la incidencia de crisis miastenicas y posiblemente
reduce la dosis de medicacion inmunosupresora necesaria para mantener al

. . 14
paciente asintomatico .

Tratamiento médico

La primera terapia derivada del conocimiento de la patogenia de la
enfermedad fue el tratamiento sintomatico no inmune, con inhibidores de la
acetilcolinesterasa. Primero la neostigmina, introducida en 1934 "y
posteriormente la piridostigmina.

Partiendo del origen autoinmune de la enfermedad se han propuesta
multiples fAirmacos inmunosupresores para el tratamiento de la MG. El
objetivo de estos es conseguir una remision de la enfermedad y mantenerla.
Pueden tardar desde semanas hasta meses en conseguir la accion.

En la actualidad esta totalmente aceptada la indicacion de los corticoides
en los pacientes afectos de miastenia gravis y especificamente la prednisona.
Diferentes estudios han sugerido que la introduccion temprana puede

17, 18 :
’ 7, pero son necesarios

prevenir la generalizacion de la enfermedad '®
estudios prospectivos mas amplios para confirmarlo. En cualquier caso su
uso no esta exento de posibles efectos secundarios que siempre deben ser
considerados.

La azatioprina en escasos estudios se ha sugerido su utilizaciéon como
monoterapia para inducir la remision de la miastenia gravis. La mayoria de
ellos describen su utilizacion en combinacion con los corticosteroides en
aquellos pacientes que se pueden beneficiar de una disminucion de la dosis
de los mismos, en aquellos en los que la dosis de corticoides es insuficiente,
y cuando no hay respuesta a la timectomia'®>*°.

La ciclofosfamida es de uso muy limitado en la miastenia gravis y se
indica en las ocasiones en que han fracasado tanto la timectomia como los

otros inmunosupresores. No existen estudios controlados de este farmaco

ey . . .21
para valorar la remision en la miastenia gravis = .



La ciclosporina demostr6 su eficacia tanto en el modelo experimental de
miastenia animal antes de su utilizacion clinicazz, como en estudios
randomizados®. Pero su utilizacién puede producir varios efectos adversos
entre los cuales esta la nefrotoxicidad, la neurotoxicidad, y la
hepatotoxicidad -,

En pacientes que no responden a la inmunoterapia convencional o que
no toleran los efectos secundarios, pese a no estar aprobada esta indicacion
en la miastenia gravis, se han empezado a utilizar nuevos inmunosupresores
introducidos recientemente. Entre ellos destacan: el micofenolato mofetilo,
el tacrolimus, el rituximab, el etanercept y el leflunomide.

El micofenolato mofetilo utilizado por algunos autores para tratar la
miastenia gravis refractaria y prednisona dependiente, aunque aconsejan
estudios mds amplios y a mas largo tiempo para valorar la efectividad de
este farmaco en esta enfermedad®. Otro estudio piloto controlado concluye
que es una terapia efectiva en la miastenia gravis®. El rituximab®’ , el
etanercept (factor de necrosis tumoral TNFa)*® y el leflunomide® son
farmacos en fase experimental y en escasos casos se ha comunicado su
utilidad en la miastenia gravis refractaria.

La inmunosupresion con la plasmaferesis® ' **

33, 34

y las inmunoglobulinas
endovenosas act@ian con respuesta rapida pero su efecto es de corta
duracion.

El tratamiento ideal de la miastenia gravis es aquel que elimina la
respuesta autoinmune especifica contra los receptores de acetilcolina sin

14 Estudios

suprimir el sistema inmune y sin producir efectos secundarios
experimentales que tratan de conseguirlo se orientan hacia la
inmunotolerancia, el tratamiento dirigido a las células T y la inmunoterapia
especifica contra el antigeno. El tratamiento médico de estos pacientes
sigue siendo muy controvertido. La introduccion de los farmacos
inmunosupresores ha abierto unas vias muy esperanzadoras en el control de
esta enfermedad. El gran dinamismo de este campo de la farmacologia, con

discreta prevalencia de la miastenia gravis dificulta el establecimiento de

pautas terapéuticas acordadas en base a estudios amplios controlables.



En la actualidad el tratamiento de la miastenia gravis con tacrolimus es
denominado por muchos autores inmunomodulador en sustitucion del
termino inmunosupresor, dada la reducida dosis del medicamento que se
administra en el miastenico en comparacion con las dosis mas altas
empleadas en el transplante de 6rganos'®. Sin embargo no hay consenso
sobre una denominacién u otra ya que ambos términos se emplean
indistintamente en la literatura. Este farmaco act@ia suprimiendo la
produccion de interleuquina-2 relacionada con la activacion de los linfocitos
T, inhibiendo la diferenciacion y proliferacién de las células T citotoxicas™.
Konishi*® y Yoshikawa®’ han demostrado el beneficio del tratamiento con
tacrolimus en pacientes afectos de miastenia gravis. Nagane®® publica la
eficacia de dosis bajas de este medicamento en el primer trabajo
randomizado a doble ciego con pacientes no tratados con otras
medicaciones.

En la Unidad de Miastenia Gravis del Hospital Vall d"Hebron con una
amplia experiencia con mas de 30 afios en el manejo de la enfermedad,
hemos desarrollado en los ultimos afios una linea de trabajo clinico en el
tratamiento de los casos resistentes de la enfermedad con tacrolimus. Tras
unos buenos resultados preliminares se decidid desarrollar una serie de
estudios prospectivos para valorar la utilidad real de este farmaco.

La recopilacion de dos articulos publicados en revistas de impacto de la

especialidad constituye el ntcleo de esta tesis doctoral.



II. FUNDAMENTOS




2.1. Fisiopatologia de la MG

Para entender la fisiopatologia de la miastenia gravis es fundamental
recordar las estructuras basicas y mecanismos funcionales involucrados en
la transmision neuromuscular.

La unién o placa neuromuscular se compone de dos partes principales, el
compartimento presinaptico formado por la terminal nerviosa motora y el
compartimento postsinaptico formado por los pliegues y la placa motora.
Estos dos compartimentos estan separados entre si por la hendidura
sindptica (40-50 nm). Algunas caracteristicas de esta terminal son la gran
cantidad de vesiculas sinipticas y mitocondrias existentes asi como la
ausencia de ribosomas y de reticulo endoplasmatico rugoso.

Las vesiculas sinapticas almacenan acetilcolina (Ach) después de su
sintesis a partir de la colina y el acetil-CoA gracias a la accion de la
acetilcolinesterasa. Cada vesicula contiene aproximadamente un quantum de
acetilcolina (Ach)® que corresponde aproximadamente a 10* moléculas.

En la membrana presinaptica se localizan las llamadas zonas activas, que
son zonas con gran cantidad de vesiculas que se sitian en dareas
electrodensas y que constituyen los lugares donde es liberado el
neurotransmisor. Estas zonas activas consisten en distribuciones paralelas de
varias particulas que representan los canales de calcio dependientes de

voltaje, muy importantes en el proceso de neurotransmision.



En la membrana postsinaptica se localizan los pliegues, una estructura
convoluta que sirve como receptaculo para la terminal nerviosa motora. En
dichos pliegues se sitian unas particulas intramembranosas que se han
identificado como receptores de acetilcolina (Ach-R) y cuya densidad es de
aproximadamente 10,000 por um40.

El receptor de acetilcolina (Ach-R) es una proteina alostérica formada
por cinco subunidades (0.,py8)*'. Esta configuracién cambia en la forma
adulta, reemplazandose la subunidad y por la subunidade, que le confiere
propiedades cinéticas mas rapidas en relacion al canal idnico situado en la
parte central del receptor. En la parte inferior de los pliegues se situa la
anticolinesterasa, en union con la lamina basal.

La cantidad de acetilcolina almacenada en una vesicula sindptica es de
aproximadamente 5,000 a 20,000 moléculas®. Esta cantidad de acetilcolina
representa un cuanto de Ach. En cada ocasion en que se libera un cuanto de
acetilcolina en la hendidura sindptica, aproximadamente 1,000 a 2,000
receptores de acetilcolina se abren espontaneamente (dos moléculas de Ach
se unen a cada Ach-R*) y esto da como resultado una pequefia corriente
llamada corriente miniatura de placa terminal (miniature end-plate current-
MEPC) que a su vez produce una despolarizacion en la placa terminal
llamada potencial miniatura de placa terminal (miniature end plate potential
MEPP).

La llegada de un potencial de accion a la placa terminal produce una
despolarizacion momentédnea en la placa terminal, lo cual abre los canales de
calcio dependientes de voltaje (VGCC). Esta apertura de los canales
produce una liberacion y concentracion de calcio en la terminal nerviosa,
que, mediante un mecanismo no entendido hasta la fecha, precipita la
liberacion de un gran numero de vesiculas o cuantos de Ach en la hendidura
sinaptica (aproximadamente 400 cuantos). Asi, la corriente generada en la
membrana postsindptica por la liberacion de estos cuantos de Ach
representa la corriente de la placa terminal (end plate current EPC). Esta
corriente mayor produce una despolarizacion transitoria en la placa terminal

llamada potencial de placa terminal (end plate potential EPP) que es lo



suficientemente potente como para producir la activacion de los canales de
calcio colindantes e iniciar la propagacion de un potencial de accidén en una
fibra muscular*. El nimero de cuantos que produce un potencial de placa
terminal constituye el contenido cuantico (quantal content).

El contenido cuéantico de cada potencial de placa terminal es muy
variable y depende de multiples factores que incluyen la especie, el
contenido de calcio extracelular y la madurez de la hendidura sindptica. En
uniones neuromusculares inmaduras o en presencia de concentraciones
bajas de calcio, el contenido cuantico es bajo y las amplitudes del potencial
de placa terminal fluctiian siguiendo la prediccion de Poisson, en contraste,
en las uniones maduras o en altas concentraciones de calcio este numero es
alto y las amplitudes de los potenciales de placa terminal siguen
predicciones binomiales®. Asi si la concentracion de calcio del liquido
extracelular se reduce o si aumenta la concentracion de magnesio aumenta
esta transmision de potencial fallara*®. También existe evidencia de que los
canales de calcio son regulados por nucledtidos ciclicos y que algunos
agentes como son el fluor, la teofilina, la prostaglandina E y el verapamil
pueden inhibir la transmision neuromuscular®’.

No todas las vesiculas sindpticas de una terminal nerviosa, que pueden
llegar a ser miles, estan listas para ser liberadas en cada estimulo. Solamente
aquellas que estan situadas en las zonas activas pueden serlo. Estas
vesiculas que estan preparadas son los cuantos disponibles para la liberacion
inmediata (n). El nimero real de cuantos liberados por un potencial de
accion o contenido cuédntico (m) depende de n y de p o probabilidad de
liberacion, y asi, m puede definirse matematicamente como m =n x p. Se
sabe ademas que n depende del tamafio de terminal nerviosa y del nimero
de vesiculas situadas en las zonas activas y p depende de la concentracion
de calcio resultante de la llegada de un potencial de accién en la terminal
nerviosa. Hay que tener en cuenta que tanto N como p no son valores
estaticos y varian acorde con las circunstancias como puede ser la repeticion
de un estimulo, en el que ambos valores declinan progresivamente, y es este

de hecho, el mecanismo fisiologico que se traduce en los hallazgos
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electromiograficos en pacientes miastenicos durante pruebas de
estimulacion nerviosa repetitiva. También se han descrito mecanismos
facilitadores que resultan en un incremento transitorio de los potenciales de
accion de placa terminal después de la estimulacion tetanica, como son la
facilitacién, aumentacion y la potenciacion, que son probablemente debidas

a un incremento del calcio residual en la placa terminal*®.

2.1.1- La unién neuromuscular

El mayor avance en el estudio de los mecanismos responsables de la
alteracion en la transmision neuromuscular en la miastenia gravis fue dado

por la utilizacion de la

I-a-Bungarotoxina, que es la forma radioactiva de
una toxina de serpiente que se une irreversiblemente a la AchR. En los
primeros estudios se pudo comprobar que los pacientes afectos de miastenia
gravis mostraban una unién de la toxina marcada de solo un 11 a 30 % en
comparacion con los adultos no afectos de miastenia gravis®. El desarrollo
de esta toxina marcada permitid también demostrar la presencia de
anticuerpos anti-AchR en mas del 90 % de los pacientes con miastenia
gravis™’. Estos experimentos demostraron claramente que en la miastenia
gravis hay una clara reducciéon del nimero de AchR y que esta reduccion es
producto de un ataque autoinmune.

Posteriormente se evidenciaron los diferentes mecanismos por los que los
anticuerpos reducen el numero de AchR en los pliegues de unién: 1)
incremento en el recambio de los AchR, 2) bloqueo de los canales i6nicos y
3) lisis mediada por complemento de los pliegues de union.

En cuanto a los receptores de Ach, es importante recordar que existen dos
tipos de estos, el primero es estable y de vida media larga (10 dias) y
llamado del subtipo de union y el segundo es labil y con una vida media
menor de 24 horas y conocido como el subtipo exterior ya que se localiza en
la mayoria de cultivos musculares y en musculo denervado. Existen ciertas

teorias que mencionan la posibilidad de que el subtipo exterior sea en
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realidad un precursor del subtipo de unién bajo los efectos de estabilizacién
del nervio mediado este mecanismo por el AMPc”'.

Estudios experimentales evidencian que la IgG de pacientes con miastenia
gravis acelera la degradacion de receptores de Ach en cultivos musculares y
en las placas neuromotoras. Este efecto resulta de la union de la
inmunoglobulina miastenica con los receptores, ya que los fragmentos Fab
de pacientes miasténicos no aceleran por si mismos el grado de degradacion
de los receptores™®. Asi, estudios morfologicos han demostrado que el
primer evento posterior a la exposicion de tejido muscular a IgG de
pacientes con miastenia gravis es la agregacion de receptores de Ach en
cumulos™. Este suceso es seguido de la internalizacién de los receptores por
endocitosis y completado por la digestion de €stos receptores por el sistema
enzimatico lisosomico.

A nivel molecular parece que el sitio de unidén mas probable entre la IgG
y el receptor de Ach es la parte extracelular del receptor llamada region
inmunogénica principal (main inmunogenic region - MIR)>*.

A pesar de un gran numero de trabajos que demuestran el efecto
bloqueante de los anticuerpos miasténicos sobre una variedad de preparados
bioldgicos, su rol en el mecanismo de patogénesis de la miastenia gravis
permanece controvertido, y la mayor razén de que se persevere esta
controversia es la gran dificultad, sino imposibilidad, de demostrar que los
anticuerpos miastenicos pueden bloquear in vivo la funcién de los
receptores independientemente de la degradacion de los receptores o de la
destruccion de los receptores mediada por el complemento. A pesar de esto,
Gomez y Richman® demostraron en un modelo animal que el efecto
bloqueador de los anticuerpos miastenicos puede provocar una forma de
miastenia gravis en animal que es clinicamente y electrofisiologicamente
indistinguible de la miastenia gravis humana.

Este interesante modelo fue conseguido al inyectar en gallinas diferentes
anticuerpos monoclonales de ratas dirigidos contra la region de union del
receptor Ach torpedo con la a-bungarotoxina. En este modelo se

descartaron mediante técnicas de inmunohistoquimica la presencia de
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reacciones mediadas por complemento, destruccion de la unién
neuromuscular o proceso inflamatorio, asi se puede decir que el efecto de
los anticuerpos inyectados debe ser por bloqueo del sitio agonista de unioén
del receptor de Ach o por una alteracion directa sobre los canales idnicos.
Estudios recientes apuntan a la primera de estas hipotesis®®.

La destruccion mediada por el complemento de la placa terminal es otro
importante efecto patogénico de los anticuerpos en la miastenia. De hecho,
la disminucién del complemento constituydé uno de los primeros
descubrimientos que inducieron a la creacion de la hipotesis autoinmune de
la miastenia gravis’’. En los pacientes con miastenia gravis se encuentran
depositos de C3 y C9 en las uniones neuromusculares, e incluso aparece C9
en el espacio sinaptico de uniones neuromusculares dafiadas en
concentraciones directamente proporcionales al grado de lesion de éstas. Sin
embargo, en un estudio reciente también se ha encontrado depositos de C3 y
C9 en las uniones neuromusculares indemnes de musculos periféricos en
pacientes con miastenia gravis puramente ocular, por lo que parece que los
depositos de complemento no implican necesariamente una destruccion de
las membranas de placa terminal®®.

Es ampliamente conocida la quimiotaxis ejercida por el complemento.
Como regla general, en los procesos patologicos mediados por reacciones
antigeno-anticuerpo, deposicion de complemento o de destruccion tisular, se
encuentra asociada una infiltracion celular inflamatoria. La miastenia gravis
no es una excepcion a esta regla. Asi ha sido demostrado por los trabajos de
Pascuzzi’’ y de Maselli®, en los que ambos evidenciaron infiltracion por
células inflamatorias, principalmente mononucleares, en las placas
terminales de pacientes con miastenia gravis. Tanto en los modelos animales
como en la miastenia gravis humana, las células inflamatorias son una
consecuencia final de la destruccion de las membranas mediadas por
complemento.

Asi como la infiltracion por células inflamatorias no se observa en todos
los musculos afectos ni en todos los pacientes con miastenia gravis, si se

observa una alteracion en la distribucion de los tipos de fibras musculares en
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forma de predominio de las fibras tipo I y una elongacion y fragmentacion
de las placas terminales a la tincion de colinesterasa similares a los cambios
observados en la denervacion cronica. Ambos cambios sugieren que en la
mayoria de los musculos miastenicos existen procesos de denervacion
compensados con episodios de reinervacion.

A nivel de ultra estructura se encuentra una simplificacion de los
pliegues y ensanchamiento de las hendiduras, asi como un acortamiento del
grosor de la membrana postsinaptica. Estos cambios geométricos provocan
que las moléculas de receptores de Ach no se concentren en los pliegues
sindpticos con la correspondiente pérdida de capacidad de generacion de los
MEPP (potenciales miniatura de placa terminal)®'.

Dentro del estudio de la fisiopatologia de la miastenia gravis no se
pueden olvidar los numerosos estudios electrofisioldgicos en el desarrollo
de varias teorias. Partiendo de la premisa evidente de la disminucién de la
amplitud de los MEPP tipicos de la miastenia gravis, los estudios iniciales
de electrofisiologia in vitro interpretaron los resultados como una alteracion
de la liberacién de acetilcolina de la placa terminal® o como el insuficiente
almacenamiento de moléculas de acetilcolina en cuantos individuales en la
membrana presinaptica®. En 1970 Albuquerque®® ya sugirié una alteracion
de la membrana postsinaptica, que fue corroborada por Cull-Candy64 al
indicar que la disminucién de la amplitud de los MEPP y los MEPC son
debidas a la disminucion en el nimero de canales i6nicos de receptores de
Ach aunque el flujo individual de los canales existentes permanece
inalterado.

Respecto al contenido cuéntico, que es el otro factor determinante de la
amplitud del potencial de placa terminal (EPP): (amplitud de EPP: amplitud
de MEPP x contenido cudntico) ha existido una gran controversia sobre si
esta aumentado®, normal o disminuido® en los pacientes con miastenia
gravis. Estos hallazgos pueden, en efecto, presentarse sin ser excluyentes
entre ellos, ya que depende del tipo de lesion del musculo biopsiado, por
ejemplo en el musculo con infiltracion inflamatoria encontraremos un

aumento del contenido cudntico, y si la biopsia fuera de musculo con signos
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de reinervacion el contenido estara disminuido. También puede disminuirse
el contenido cudntico en las placas terminales afectadas por anticuerpos
presentes en la miastenia gravis.

En la actualidad se han descubierto otros anticuerpos presentes en el
paciente miastenico; los anticuerpos contra el receptor especifico muscular
de la tirosin-quinasa (anti-MuSK) en la mitad de los pacientes
considerados miastenia gravis generalizada seronegativa pero no en la
miastenia exclusivamente ocular®” °*, los anticuerpos anti-proteina titin®
0 los anticuerpos “anti-ryanodine”(proteina filamentosa gigante esencial
para la estructura, funciéon y desarrollo muscular)’" 7*, y los anticuerpos
“anti-rapsyn” (proteinas asociadas a receptores de acetilcolina)”?
responsables también como los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina de
la fisiopatogenia de la miastenia autoinmune.

Los receptores de la tirosin-quinasa especifica muscular (MuSK) tienen
un papel critico en la organizaciéon y mantenimiento de los receptores de la
acetilcolina en la placa neuromuscular. Estos receptores se activan gracias a
la molécula “agrin” (proteoglicano) que es liberada por la motoneurona e
induce la organizacion conglomerada de los receptores de la acetilcolina en
la placa neuromuscular. La presencia de anticuerpos anti-MuSK anularia la
accion organizadora de estos y produciria una dispersion de los receptores
de acetilcolina lejos de la placa neuromuscular y dificilmente alcanzables
por la acetilcolina segregada por la terminacion nerviosa. De los receptores
“ryanodine” y los “titin”se desconoce su funcion, pero la presencia de
anticuerpos contra ellos en los pacientes afectos de miastenia asociada a
timoma nos hace pensar en su relacion con la fisiopatologia de este grupo de
pacientes.

Resumiendo podemos condensar el proceso patogénico de la miastenia
gravis en tres fases principales. Durante la fase inicial los auto-anticuerpos
se unen a los epitopes localizados en las subunidades de los receptores de
acetilcolina y el namero de estos receptores disminuye debido al
entrecruzamiento y a una alteracion del recambio de receptores. Los factores

del complemento se unen a la unién neuromuscular sin que ocurra la
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destruccion de la placa terminal. A este nivel, se observan cambios
electrofisiologicos como son la disminucion de la amplitud de los EPP y los
MEPP, aunque no existe una alteracion significativa de la transmision
neuromuscular y no hay sintomas por el gran factor de seguridad que existe
en la placa terminal.

En la segunda fase se produce el dafio a la placa terminal mediado por el
complemento y la infiltracion celular. La amplitud de los EPP y MEPP se
reducen de forma significativa asi como el contenido cuéntico. En esta etapa
la transmision neuromuscular falla y los sintomas de debilidad y fatiga
aparecen.

En la fase final desaparece la infiltracion celular y la estructura de la
placa terminal sufre los cambios de simplificacion. Los MEPP se reducen a
una minima expresion, apenas perceptible con técnicas de micro eléctrodos.
Es entonces cuando surgen los cambios de denervacion y reinervacion y el
contenido cudntico es variable (disminuido y/o aumentado segun la

afeccion). Esta fase corresponde a la cronicidad de la miastenia gravis.

Todos estos aspectos se resumen en la tabla 1 tal y como proponen

Drachman y McIntosh 7.

1.- Pérdida de receptores de acetilcolina (Ach-R) por mecanismo mediado por
anticuerpos

a) Endocitosis acelerada por receptores de acetil colina.

b) Bloqueo de los receptores de acetilcolina(Ach-R)

¢) Dafo de membrana postsinaptica
2.- La respuesta de anticuerpos contra los receptores de acetil colina(Ach-R) es
dependiente de células T
3.- Los recetores de acetilcolina(Ach-R) constituyen un antigeno altamente
inmunogénico
4.- Las repuestas inmunes contra los receptores de acetilcolina (Ach-R) son

extraordinariamente heterogéneas.

Tabla 1. Mecanismos patogénicos de la miastenia gravis.
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2.1.2- Inmunopatogenia de la Miastenia Gravis

2.1.2.1- Introduccién

Los avances producidos en el conocimiento de los procesos
inmunopatologicos de la miastenia gravis son atribuibles basicamente a dos
fendmenos presentes en la naturaleza. El primero es el 6érgano eléctrico de
algunos peces como la anguila eléctrica o la raya torpedo, los cuales son
extremadamente ricos en receptores de la acetilcolina (AchR). El segundo
son las neurotoxinas derivadas del veneno de las cobras, como la toxina naja
y la a-bungarotoxina, los cuales se unen a los AchR con alta afinidad
permitiendo la identificacion y purificacion del antigeno. Esta posibilidad de
purificar el AchR ha sido crucial en el establecimiento de la naturaleza
autoinmune de la miastenia gravis y en el desarrollo de un modelo animal de
la enfermedad, la denominada Miastenia Gravis Experimental Autoinmune,
cuyas siglas en ingles son “EAMG .

Todos estos analisis permiten decir que la miastenia gravis es una
enfermedad autoinmune dirigida contra los receptores de acetilcolina de la
unioén neuromuscular. Si bien las células T dirigen la respuesta inmune en la
miastenia gravis, el ataque contra los receptores es llevado a cabo
unicamente por anticuerpos anti-AchR, secretados por las células B, sin la
asistencia de células T efectoras. Sin embargo en la sangre periférica y en el
timo de pacientes con miastenia gravis son facilmente detectadas células T
activadas. Los anticuerpos anti receptores de acetilcolina inducen el
trastorno en la unidén neuromuscular por una serie de mecanismos
inmunopatologicos.

La miastenia gravis representa un excelente modelo de enfermedad
autoinmune humana. Es ampliamente aceptado que las anormalidades de la
unién neuromuscular que se producen en esta enfermedad son debidas a
procesos mediados por anticuerpos’>. La miastenia gravis satisface cinco
criterios que definen la patogénesis de los trastornos mediados por

anticuerpos’®.
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1. Presencia del anticuerpo; al menos 80 a 90% de los pacientes afectos
de miastenia gravis tienen anticuerpos séricos contra el receptor de
la acetilcolina, que son detectados por ensayos estandar’’ =" 7+ %,

2. Los anticuerpos interactian con el antigeno diana, el receptor de la
acetilcolina. La presencia de IgG en la union neuromuscular
adyacente al receptor de acetilcolina ha sido demostrada en la
miastenia gravis®'.

3. La transferencia pasiva de anticuerpos reproduce la enfermedad,
inyecciones repetidas de IgG de pacientes enfermos, en el raton,
reproducen la clinica més caracteristica en dichos animales®.

4. La inmunizacion con el antigeno produce un modelo de enfermedad,
la inmunizacion de animales es capaz de reproducir aspectos
fisiologicos, clinicos y diagnosticos de la miastenia gravis. El
modelo experimental ha sido particularmente util para probar nuevas
estrategias terapéuticas® .

5. La disminucién de los niveles de anticuerpo mejora la enfermedad,

en la gran mayoria de pacientes la inmunosupresion o la

- - 85, 86
plasmaferesis mejoran la enfermedad™ * ™.

2.1.2.2- Patogénia

2.1.2.2.1- Mecanismos patogénicos humorales
Hay un acuerdo general en aceptar que la debilidad y la fatiga de la
transmision neuromuscular en la miastenia gravis son debidas a una perdida
de receptores de acetilcolina (AchR) con alteracion en la membrana
postsinaptica y en la placa motora terminal. Parece bastante claro que los
anticuerpos contra el receptor de la acetilcolina (anti-AchR) son importantes

en la patogénesis de este bloqueo neuromuscular®’ *.
Por tanto, es poco probable que los anti anti-receptores de acetilcolina
hallados en pacientes con miastenia gravis sean un epifendémeno o una

respuesta secundaria a la liberacion de receptores de acetilcolina de las

placas terminales dafiadas por otros mecanismos.
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Se han postulado varios mecanismos por los cuales el anti-AchR puede
llevar a un empeoramiento de la transmisiéon neuromuscular en pacientes
con miastenia gravis® :

a- Dafio de la membrana postsinaptica (placa motora terminal),
mediado por complemento.

b- Aumento de la tasa de degradacion del recetor de acetilcolina.
(AchR).

c- Bloqueo del receptor de acetilcolina (AchR).

d- Dafio de la membrana postsinaptica (placa motora terminal),
mediado por complemento

Estudios ultramicroscopicos muestran marcados cambios destructivos en
la placa motora terminal, particularmente en el lomo de los pliegues de
dicha placa (aplanamiento), donde el receptor de acetilcolina esta presente
normalmente a gran concentraciéon. Hay simplificaciéon de la membrana
postsinaptica, con ensanchamiento de las hendiduras, las cuales contienen
desechos de membrana®® *'.

A través de métodos inmunocitoquimicos se ha demostrado la presencia
del complejo de ataque de membrana del complemento en las uniones
neuromusculares de pacientes miasténicos’. En el modelo de enfermedad
en el raton el efecto patogénico del anticuerpo parece depender en parte de

la presencia de complemento.

a- Aumento de la tasa de degradacion de los receptores de acetilcolina.

Normalmente hay una baja tasa de “turnover” del AchR en la placa
motora terminal. Estudios in vivo e in vitro han mostrado que el anticuerpo
anti-AchR puede incrementar la tasa de degradacion del receptor de
acetilcolina® ¥ 1,

La capacidad del anticuerpo para acelerar la degradacion de los AchR
depende de su capacidad de entrecruzar (cross-link) dichos receptores™, (la
degradacion acelerada ocurre cuando los receptores de acetilcolina son

entrecruzados por anticuerpos divalentes intactos; fragmentos monovalentes

—Fab- unidos al receptor de acetil colina no aceleran la degradacion, si se
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dirige un anticuerpo contra el Fab (anti-Fab) se permite el entrecruzamiento
de los receptores de acetilcolina produciéndose entonces una aceleracion de
la degradacion). El entrecruzamiento en la membrana muscular permite la
rapida internalizacion de los receptores mediante endocitosis para entonces

ser degradados”.

b- Bloqueo del receptor de acetilcolina

Es logico pensar que una de las formas mediante las cuales actia el
anticuerpo sobre la placa terminal en los pacientes miastenicos sea
bloqueando los sitios de union de la acetilcolina (Ach) con su receptor. Esto
se ha observado que es asi en el 50 al 88% de los pacientes’® °’. Dado el
pequefio tamafio de los sitios de unién de la Ach con su receptor, es
probable que el bloqueo se produzca por “estorbo” de la unién normal, mas
que por una autentica ocupacion del sitio de union por parte del

. 98
anticuerpo .

2.1.2.2.2- Caracteristicas de los anticuerpos anti-receptor de
acetilcolina

La compleja estructura y gran tamafio de la molécula del receptor de
acetilcolina sugieren que es probable que existan diferentes anticuerpos que
se uniran a diferentes epitopes (determinantes antigénicos)’*. Ahora hay
abundantes evidencias de que los pacientes con miastenia gravis presentan
una variable gama de autoanticuerpos”’.

Los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina generalmente reconocen los
epitopes por su conformacion tridimendional””. La mayoria de los
anticuerpos anti-receptores de acetilcolina se unen a la subunidad alfa del
receptor, posiblemente porque cada molécula de receptor tiene dos

100

subunidades alfa Una proporcion relativamente grande de estos

anticuerpos se une a una region restringida de la subunidad alfa, la

denominada “region principal inmunogénica” (MIR)'"!

. Sin embargo, aun
los anticuerpos dirigidos contra esta area tan restringida son heterogéneos en

cuanto a la especificidad del epitope concreto al cual se unen. Por otra parte,
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muchos anticuerpos se unen en otro lugar de la subunidad alfa asi como a
las otras subunidades del receptor de acetilcolina'®.

Se puede concluir que hay una extensa heterogeneidad de anticuerpos en
la enfermedad y por tanto de células B que los producen, esto es de capital
importancia a la hora de disefiar estrategias de inmunoterapia en la

miastenia gravis'".

2.1.2.2.3- Anticuerpos anti-receptor de la acetilcolina y

severidad de la enfermedad
La concentracion en suero de los anticuerpos anti-receptores de
acetilcolina no se correlaciona con la severidad de la enfermedad’”. Este
hallazgo sugiere que los anticuerpos pueden variar en su capacidad de
producir clinica miasténica’*. Se ha observado que la severidad de la clinica
si se relaciona con la capacidad del anticuerpo de bloquear el receptor o
acelerar su degradacion. Se ha visto que los anticuerpos de algunos
pacientes tienen mas capacidad de bloqueo que de degradacion mientras que
otros tienen mas capacidad de degradacion que de bloqueo, estos
particulares efectos funcionales podrian estar en relacion con el epitope
especifico del receptor de acetilcolina al cual se unen. Ademas de estas
actividades funcionales, otras propiedades como la capacidad de fijar el
complemento contribuyen a su patogenicidad. Por otra parte, diferencias en
las uniones neuromusculares de diferentes pacientes, o mas aun, en
diferentes musculos de un mismo paciente, pueden influenciar en el grado

de debilidad muscular’.

2.1.2.2.4- Miastenia gravis ““Anticuerpo-negativa”.
Aproximadamente el 10-20% de los pacientes con miastenia gravis
generalizada y un 50% de la miastenia ocular no tienen anticuerpos anti-
receptores de acetilcolina detectables mediante radioinmunoensayo’> . Si
bien este grupo suele incluir a pacientes con debilidad leve localizada, hay

también un subgrupo de pacientes con anticuerpos negativos que presentan

debilidad generalizada, cuya enfermedad se corresponde con la miastenia
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gravis convencional (anticuerpos positivos) en lo que respecta a la clinica,

104,105 ostos pacientes tienen anticuerpos

diagnostico y terapéutica'®
circulantes que no se detectan mediante radioinmunoensayo. Es evidencia
de esto el hecho de que también la transferencia pasiva de suero de estos
enfermos al raton provoca una disminucion de los receptores de la union
neuromuscular asi como una disminucion de los potenciales de membrana

de la placa motora terminal'®.

La aparicion de miastenia neonatal
transitoria en los hijos de madres miastenicas seronegativas es también otro
dato mas en apoyo de la existencia de un factor humoral en estos pacientes.
El beneficio obtenido con la plasmaferesis en los pacientes seronegativos
también avala la existencia de un anticuerpo no detectable con los analisis
convencionales. La inmunoglobulina de estos pacientes “sero-negativos” se
une a los receptores de acetilcolina de células musculares cultivadas
acelerando la degradacion de estos receptores'”’. Se ha visto también que
IgM de pacientes “sero-negativos” interfiere con el canal id6nico del receptor
de acetilcolina en cultivos celulares humanos'®. A partir de todas estas
afirmaciones se puede concluir que la denominada miastenia gravis “sero-
negativa” es un trastorno autoinmune mediado por anticuerpos.

La imposibilidad de detectar anti-receptores de acetilcolina mediante
radioinmunoensayo cuando si son ampliamente demostrados en cultivos de
células musculares, sugiere que los anticuerpos pueden estar dirigidos
contra epitopes no presentes en el extracto soluble del receptor de

acetilcolina o pueden tener tan baja afinidad que no sean detectados en los

; 4
ensayos estandar "*.

2.1.2.2.5- Mecanismos patogénicos celulares
Si bien los anticuerpos anti-receptores de acetilcolina son el mecanismo
inmunologico efector fundamental en la produccioén de la miastenia gravis,
hay una extensa evidencia de que las células T juegan un papel clave en la
respuesta autoinmune de esta enfermedad tanto en humanos como en

animales ' 1%,
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La respuesta inmune normal (contra un antigeno extrafio) tiene un brazo
aferente y un brazo eferente. En el curso de una exposicion a un antigeno
por primera vez, los mecanismos aferentes dan lugar a la expansion de
clonas celulares de linfocitos T especificos para el antigeno. El primer paso
consiste en la formacion de un complejo trimolecular constituido por: a) el
receptor para el antigeno de la célula T (TCR), b) el propio antigeno
(péptido antigénico) y c) el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC)!10- 111,

El TCR proporciona la especificidad antigénica de la respuesta y el MCH
requiere que el antigeno sea procesado intracelularmente por una célula
presentadora de antigeno (APC). La mayoria de las APC son miembros de la
serie monocito-macrofago, el cual fagocita material antigénico de forma no
especifica. Células B antigeno-especificas pueden funcionar como APC. En
ambos tipos de células el material extrafio es fagocitado y las proteinas son
hidrolizadas en fragmentos péptidicos de 10 a 14 aminoacidos de
longitud''"?>. Las moléculas de MHC, las cuales son glicoproteinas de la
membrana celular, son sintetizadas en el reticulo endoplasmatico. Estas
moléculas se unen a los fragmentos péptidicos del antigeno y el complejo
formado por MHC mas los fragmentos antigénicos es expresado en la
superficie celular. Moléculas individuales de MHC son capaces de unir
péptidos de degradacion de diferentes antigenos, en consecuencia, la
especificidad impartida hacia el complejo trimolecular por las APC es solo
de grado moderado.

Para células T que expresan el marcador de superficie CD4, el complejo
trimolecular estd formado por moléculas MHC de la clase II ''". La
interaccion entre el linfocito T CD4+ y el péptido antigénico que reconoce,
requiere contacto fisico directo entre la célula T y la APC.

El reconocimiento por el TCR del péptido antigénico (unido al MHC-II)
es altamente especifico con escasa reactividad cruzada para otros péptidos
antigénicos. El1 CD4 debe recibir ademas una segunda seial coestimuladora

que proviene de la APC (Interleuquina —IL-) para iniciar la activacion y
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proliferacién de células T'". Si la sefial coestimuladora estd ausente, la
célula T es inactivada''*.

Para células T que expresan el marcador de superficie CDS, la
interaccion trimolecular requiere MHC de la clase 1. Un papel
inmunorregulador-supresor ha sido postulado para estas células T.

Una vez que las células T han sido activadas, proliferaran y comenzaran
a secretar linfoquinas que llevaran a cabo el papel eferente, por ejemplo:
ayuda para las células B antigeno-especificas, ayuda para las células T
efectoras y posiblemente funcioén de supresion.

Las células T de pacientes con miastenia responden a la estimulacion con
AchR'"* '® v favorecen el aumento de anticuerpos anti-AchR in Vitro '.

En contraste con su papel en la produccion de anticuerpos anti-AchR, las
células T probablemente no actian como células efectoras en la miastenia
gravis. No han sido identificadas células T en la unién neuromuscular de
estos pacientes''”.

Muchos trabajos se han realizado para intentar determinar los patrones de
respuesta antigénica de las células T, en general el patron de respuesta es el
mencionado mas arriba. Analisis de células T de pacientes (y animales) con
miastenia gravis han revelado una sorprendente heterogeneidad en sus
patrones de respuesta’’. Cada célula del paciente responde a multiples
epitopes pero también hay sustanciales diferencias en los epitopes a los
cuales la célula responde''®: 119+ 120- 121,

Si bien la mayoria de los sitios de reconocimiento de la célula T estan
situados en la subunidad alfa del receptor nicotinico de la acetilcolina, las
células T también reconocen epitopes en otras subunidades del receptor.
Ciertamente las células T de pacientes con miastenia han mostrado
responder a mas de 30 péptidos diferentes derivados del receptor de la
acetilcolina'?'. Esfuerzos para analizar el repertorio de receptores de la

r r ’ - 122, 12
célula T que reconocen al AchR estan todavia en estudio'** '*.
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2.1.2.2.6- Miastenia gravis experimental autoinmune

La investigacion y el conocimiento de los mecanismos patogénicos en la
MG han sido potenciados por el desarrollo de la denominada miastenia
gravis experimental autoinmune (EAMG)®.

La “EAMG” puede ser inducida en diferentes especies de animales de
experimentacion con AchR purificados de 6rgano eléctrico (Torpedo de
California) junto con varios adyuvantes inmunolégicos'**. El modelo de
enfermedad puede también ser producido por transferencia pasiva de
anticuerpos policlonales isogénicos o también por inyeccion de anticuerpos
monoclonales anti-AchR (mAbs). La transferencia pasiva de grandes
cantidades de IgG humana de sujetos afectos de miastenia gravis en el raton,
produce evidencia fisioldgica de disfuncién de la unidén neuromuscular sin
debilidad o anormalidad histolégica'®’.

En la “EAMG” la respuesta del anticuerpo anti-AchR se detecta en la
primera semana, aumentando progresivamente con el tiempo, observandose
asi el desarrollo de dos fases en la enfermedad. La debilidad ocurre
transitoriamente en la primera semana —fase aguda- seguida por un segundo
episodio progresivo, que frecuentemente conduce a la muerte del animal -
fase cronica-" '’

Fase aguda: se produce necrosis de la membrana postsinaptica de la
placa motora terminal, con extensa invasion por macréfagos de la fibra
muscular'?®. Anticuerpos, componentes del complemento y el complejo de
ataque de membrana (MAC) son localizados en la membrana
postsinaptica'?” %2,

Fase cronica: en esta fase se producen hallazgos clinicos y patoldgicos
semejantes a la miastenia gravis humana, incluyendo depdsito de
inmunoglobulinas y complemento en la membrana postsinaptica y
disminucion del nimero de AchR®" %2,

La mayoria de anticuerpos en la “EAMG” estan dirigidos contra la
porcidon extracelular de la subunidad alfa del receptor de la Ach, la cual

contiene el sitio especifico de uniéon de la Ach. Muchos de ellos, sin

embargo, se dirigen contra una porcion de la subunidad alfa alejada del sitio
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de unién de la acetilcolina, la denominada region principal inmunogena
(MIR)'*". Anticuerpos monoclonales dirigidos contra esta regién inducen
una forma de “EAMG”" %,

Usando estos anticuerpos monoclonales se han conseguido diferenciar al
menos tres mecanismos por los cuales los anticuerpos inducen la reduccion
de la transmision neuromuscular, ya mencionados mas arriba en la
patogénia de la enfermedad miastenica "%

Como se ha mencionado previamente, en la fase cronica de [a“EAMG”
se produce deposito de inmunoglobulinas y complemento en la membrana
postsinaptica y disminucién del nimero de AchR ®" *?, Esta reduccion
parece ser el resultado de dos procesos'®. El primero afecta a la llamada
modulacion antigénica, en la cual el entrecruzamiento (cross-linking) de las
moléculas de AchR adyacentes por anticuerpos bivalentes, resulta en un
aumento del “turnover” de los AchR. El segundo mecanismo consiste en la
destruccion por fijacion del complemento e infiltracion de células
inflamatorias con posterior remodelacion de la totalidad del contenido de
AchR en la placa motora terminal.

En adicién a estos procesos que reducen la cantidad de AchR en la placa
motora terminal, una proporcidon de anticuerpos bloquearé la funcion de los
restantes AchR, bien compitiendo con la Ach por su sitio de union en el
AchR o bien bloqueando los mecanismos intramoleculares que
desencadenan la apertura del canal i6nico del receptor de la Ach’® °" 1%,
Como ya se ha mencionado en los mecanismos celulares de la patogénia de
la enfermedad, el papel efector de las células T parece estar ausente en la
MG, pero también parece faltar en la “EAMG”. Las células T no han sido
identificadas en la unién neuromuscular de ninguno de los dos procesos ''”.
Por otra parte, si se han identificado células T anti-AchR'*** *. Parece ser
que son linfocitos T CD4+ y tienen una funcion facilitadora para la
respuesta de las células B. En la mayoria de los casos la respuesta de las
células T esta dirigida contra la subunidad alfa del AchR"" ™.

Shigemoto'' en el afio 2006 ha introducido un modelo de miastenia

gravis experimental por inmunizaciéon con antigeno del receptor especifico
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muscular de la tirosin-quinasa (MUSK), reproduciendo en el raton miastenia
gravis idéntica a la humana y demostrando que en los pacientes
seronegativos para los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina que los
anticuerpos anti-receptor especifico muscular de la tirosin-quinasa (anti-

MUSK) son responsables del desarrollo de la enfermedad.

2.1.2.2.7- Miastenia gravis experimental autoinmune versus
miastenia gravis humana.

Es evidente, tal como se ha mencionado mas arriba que los avances en el
conocimiento de la respuesta inmune que se produce en la MG son debidos
al estudio y desarrollo de la EAMG. Sin embargo, si bien la respuesta
inmune de la MG es casi idéntica a la de la EAMG, hay algunas
diferencias''":

- Por encima del 90% de pacientes miastenicos tienen anticuerpos en

i ; 72,73, 74
suero que pueden ser detectados por andlisis estandar™

. Enun 10 a un
20% de pacientes no se detectan anticuerpos, son las pacientes denominados
seronegativos, probablemente porque son anticuerpos no detectables por
analisis estandar’> ",

- Los anticuerpos dirigidos contra el AchR humano no tienen reactividad
cruzada con los AchR extraidos del 6rgano eléctrico, ni con los AchR de
musculo de otras especies de mamifero''”.

- La fase aguda del modelo experimental no ha sido identificada en la
MG humana. Sin embargo, en un estudio reciente, parece que se demuestra
que si pudiese haber estos cambios inflamatorios agudos en el musculo
humano®.

A pesar de estas sutiles diferencias parece ser que los cuatro mecanismos
patogénicos identificados en la “EAMG” (modulacién antigénica, fijacion
del complemento, infiltracion por células inflamatorias y bloqueo de la
funcion del AchR) juegan papeles similares en la miastenia gravis
humana'"”.

Por otra parte, los estudios del sindrome de MG-like hallado en algunos

humanos tratados con penicilamina deben aumentar nuestro conocimiento
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de coémo agentes exogenos pueden desencadenar una respuesta

autoinmune 2.

1.2.2.8- Desarrollo de la autoinmunidad en la miastenia

gravis.
Si bien el determinante serologico de la MG es la presencia de
anticuerpos anti-AchR, se han encontrado especificidades para otros

. 133
anticuerpos en esta enfermedad ~:

Anti-AchR......cccoooiiiiiie 70-90%
Antimusculo estriado..........c.ccccuee.. 20-50%
Antinuclear..........ccooceeeienieniiieneens 20-40%
Antimitocondrial...........ccccceevenennen. 4-6%
Antimisculo liSO.......cccvvvereeriennne 5-10%
Antitiroideos.......oooveeveeriiienienienne 15-40%
Anticélulas parietales gastricas...... 10-20%
Factor reumatoide...........cccceeueeneee. 10-40%
Test de Coombs........cccceevereeennenne. 10%
Anticuerpos heterofilos................. 10%
Serologia falsamente positiva....... 0.5-1%
Antiplaquetas.........cocceeeverieniennnene 5-50%
LES. e 1-2%
Antilinfocito........ccoeveevieiiiennnnne 40-90%
Epitelio escamoso.........c..ccuenee.e. 8%

Investigando la etiologia de la MG se han considerado factores que
pueden determinar la aparicion no solo de anticuerpos anti-AchR sino
también dar lugar a la expresion de un estado autoinmune mas generalizado.
En la MG los investigadores se han dirigido basicamente a las siguientes
areas: inmunorregulacion, perturbaciones en la red idiotipica y mimetismo
molecular.

a) Mecanismos de inmunorregulacion:
Muchos investigadores se han concentrado en el fenotipo y propiedades

funcionales de las células T ya que ellas tienen un papel prominente entre
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los elementos celulares que constituyen la red inmunorreguladora. En el
analisis fenotipico no se ha encontrado ningin hallazgo claro. Asi los
porcentajes de los linfocitos T CDS8+ (supresores-citotoxicos) se han

133. 136 o aumentados'”’. Asimismo el

encontrado disminuidos'**, normales
ntmero de linfocitos T CD4+ se han encontrado disminuidos'*®, normales
7 o aumentados'®® en la sangre de pacientes con MG.

El AchR nicotinico también ha sido estudiado como un posible marcador
sobre las células T inmunorreguladoras. Tanto las células timicas como las
células mononucleares de la sangre parecen expresar AchR'® ')
perturbacion de estos receptores en las células mononucleares de sangre
periférica aumenta la actividad supresora'*.

Pacientes con miastenia gravis aparecida en la infancia tienen reducido el
nimero y la actividad funcional de la subpoblacion de células T
supresores'*'.

Este defecto fue asociado con un anticuerpo sérico, el cual se unia al
AchR y a las células mononucleares de sangre periférica normales causando
una reduccion de la actividad de la célula supresora. Estas observaciones
perfilan la posibilidad de que el anticuerpo anti-AchR pueda reaccionar no
solo con el AchR en la unidon neuromuscular sino también con el receptor en
la superficie de la célula T supresora y de ese modo contribuir a la
produccion de autoanticuerpo.

La actividad funcional inmunorreguladora de las células T ha sido
también estudiada en la MG humana. La supresion no especifica mediada
por las células T de la sintesis estimulada de inmunoglobulinas o
proliferacion inducida por mitogeno, se ha visto empeorada en muchos

estudios'** 143,

La actividad reducida de las células T supresoras se ha
asociado con el HLA-B8'**, este haplotipo de HLA tiene aumentada su
frecuencia en esta y otras enfermedades autoinmunes.

Desgraciadamente se conoce poco acerca de la regulacion de la
produccion de anticuerpos anti-AchR. En un estudio se observo que los

timocitos de pacientes miastenicos aumentaban la respuesta de las células
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mononucleares de sangre periférica aun cuando estas ultimas eran
insensibles a mitdgenos in Vitro'*.

Esta observacion sugiere que el timo de los miastenicos juega un papel
fundamental en la patogénia de la MG. Este es hoy en dia uno de los mas
intrigantes aspectos de la MG desde un punto de vista inmunologico y se

discutird en un capitulo aparte.

b) Interacciones idiotipo/antiidiotipo y mimetismo molecular.
Dada la importancia de las interacciones de la red idiotipo/antiidiotipo en
la regulacion de la respuesta inmune, evidencia de una red anti-AchR/anti-
antiAchR ha sido buscada. Hay evidencia de parte de especificidades
idiotipicas en anti-AchR humanos'*®. Por otra parte anti-anti AchR han sido
observados en pacientes con MG, asi como en miembros enfermos de la

familia'*’> 148

. La identificacion de estas moléculas como antiidiotipos fue
basada en la demostracion de que: 1) no inhibian interacciones irrelevantes
de antigeno-anticuerpo, 2) reaccionaban con la fraccion (Fab’)2 del anti-
AchR y 3) su reactividad no fue inhibida por un gran ntmero de
inmunoglobulinas policlonales normales. Tal antiidiotipo puede ser
protector, regulando la produccién de anticuerpos anti-AchR o compitiendo
con la accidn del anti-AchR a nivel del receptor. Alternativamente, si tales
antiidiotipos fueran una variedad interna, como parece ser el caso de
algunos sujetos, podrian ser perjudiciales para el huésped. También los
antiidiotipos podrian tener un posible papel en la modulacion de la “EAMG™
89

El fenémeno del mimetismo molecular implica que epitopes fueran
expresados en antigenos extrafios o que los anticuerpos contra tales
antigenos extrafios lograran tener una reactividad cruzada con epitopes
propios del individuo. Por ejemplo, la subunidad alfa del AchR del 6rgano
eléctrico de la raya torpedo tiene una parte de sus epitopes similares a los
constituyentes de la membrana de muchas bacterias Gram. (-)'*. Sin
embargo, estudios en pacientes miastenicos no han mostrado un aumento en

la frecuencia o en los titulos de tales anticuerpos antibacterianos.
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Una posibilidad es que perturbaciones de las respuestas
idiotipo/antiidiotipo generadas por antigenos extrafios puedan iniciar la
produccion de autoanticuerpos. En este sentido ha sido observado que
ciertos antiidiotipos generados en el raton en respuesta a anticuerpos

%0 Ya que el dextrano esta

antidextrano pueden funcionar como anti-AchR
presente en la pared celular de numerosas bacterias, es posible que la
respuesta inmune a ciertas bacterias pueda iniciarse como una reaccion en
cadena llevando a la produccién de anticuerpos anti-AchR.

Otro tipo de mimetismo molecular viene determinado por el hallazgo de
que la respuesta inmune a una Ach-like obtenga no solo anticuerpos contra
la Ach-like sino también anticuerpos autoantiidiotipo los cuales mimetizan

151

la accion anti-AchR ™. Algunos de estos anticuerpos antiidiotipo fueron

capaces de inducir MG-like en modelos de experimentacion animales.

2.2. Etiologia de la Miastenia Gravis

Al igual que en otras enfermedades autoinmunes humanas, la etiologia
de la miastenia gravis (MG) y por tanto el origen de la respuesta
autoinmune, continua siendo desconocido.

El timo se ha implicado como posible lugar donde se origine esa
respuesta autoinmune, ya que aproximadamente el 80% de los pacientes con

132 (hiperplasia, timoma). Por otra

MG presentan anormalidades timicas
parte, la timectomia produce mejoria de la enfermedad en muchos
pacientes'>. Las células B y las células T del timo son las mas reactivas
frente al receptor de la acetilcolina (AchR) que las células T 6 B de la
sangre periférica154. Ademas de linfocitos el timo miastenico y el normal

155, 156
© 70, que

contienen células mioides (similares a los miotubos estriados)
llevan en su superficie receptores de acetilcolina. Las células mioides son
probablemente el origen del AchR y mRNA de la subunidad a de los
receptores que han sido hallados en los extractos timicos'>’. Dada su

localizacién estratégica dentro del timo, rodeado por células presentadoras
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de antigeno y linfocitos T helper, los receptores unidos a las células mioides
pueden ser particularmente vulnerables a un ataque inmune. Alteraciones en
las células mioides o en los linfocitos, o bien rotura de la regulacion
inmunolégica, pueden interferir en la tolerancia, y dar lugar a una respuesta
Inmune.

La posibilidad de una infeccion virica pueda desencadenar este proceso,
ha sido sugerida. Sin embargo hasta ahora todos los estudios realizados han
fracasado en demostrar la evidencia de una infeccién viral®.

La hipoétesis de que la MG pueda ser desencadenada por un mimetismo
molecular (respuesta inmune a un agente infeccioso que presenta similitud
al AchR) también adquiri6 alguna relevancia. Anticuerpos obtenidos de 6 a
40 pacientes MG se ligaban a una secuencia pédtidica del virus herpes
simple que es homologa a la secuencia de subunidad o del AchR'”.
Reactividad cruzada entre bacterias y el AchR también ha sido
comunicada'®’.

Factores genéticos y anormalidades de la regulacion inmune pueden
aumentar las probabilidades de desarrollar MG. Existe una moderada
asociacion entre MG y HLA-B8 y DRw3. Fuerte asociaciéon con HLA-

DQw?2 es todavia controvertida'®'

. Una amplia variedad de enfermedades
autoinmunes asociadas han sido comunicadas apareciendo en pacientes con
MG, invocandose como posible causa de un defecto en Ia
inmunorregulacion y sugiriendo que la predisposicion pueda ser

o162
hereditaria " ~.

ENFERMEDADES ASOCIADAS A LA MIASTENIA GRAVIS.

-Trastornos del timo: Timoma, hiperplasia folicular linfoide.

-Trastornos autoinmunes: Tiroiditis, Enfermedad de Graves, artritis

reumatoide, lupus eritematoso, purpura trombocitopénica idiopatica,
enfermedad inflamatoria intestinal cronica, alopecia autoinmune, trastornos
de la piel. No es infrecuente dada su predisposicion genética hereditaria, la

presencia de historia familiar de trastornos autoinmunes.
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-Trastornos o circunstancias que pueden exacerbar la MG:

hipertiroidismo, infeccién oculta, tratamiento médico con farmacos
contraindicados en la miastenia (aminoglucosidos quinina, antiarritmicos,
etc...).

-Trastornos que pueden interferir con el tratamiento: tuberculosis,

diabetes, tulcera péptica, antecedentes de hemorragia gastrointestinal,

enfermedad renal, hipertension, asma, osteoporosis.

2.3. Tratamiento de la Miastenia Gravis

El tratamiento ideal frente a la miastenia gravis seria aquel que
careciendo de toxicidad consiga la inhibicion especifica de la respuesta
autoinmune contra el receptor de la acetilcolina sin interferir con otros
aspectos del sistema inmune y cuyos resultados tuvieran efecto prolongado

y persistente'*.
En la miastenia gravis existen varias pautas terapéuticas actuales (tabla

2) y varias en fase de investigacion que hoy por hoy algunas son utdpicas

pero que podrian tratarse de soluciones curativas en un futuro (tabla 3).

33



1.- Accion sobre la unidon neuromuscular (tratamiento sintomatico)
a)-Anticolinesterasicos
2.- Accidn inmunolodgica (tratamiento patogénico)
a)-Tratamiento inmunoldgico de larga duracion:
-Convencionales (Corticoides, Azatioprina, Ciclofosfamida, Ciclosporina).
-Nuevos (Micofenolato Mofetilo, Tacrolimus).
b)-Tratamiento inmunoldgico de corta duracion:
-Plasmaferesis

-Inmunoglobulinas

Tabla 2: Opciones Terapéuticas en la Miastenia Gravis'®.

1).- "Pristine inmune system"

a) Ciclofosfamida con irradiacion total y rescate de médula 6sea.
2).- Deplecion de células B especificas Ach-R ("Hot antigen suicide).
3).- Deplecion de células T helper (anticuerpos anti CD4, toxina IL-2)

4).- Antigenos diana especificos contra células T.

a) Vacunas de células T
b) Inmunizaciones con péptidos TCR
c) APC utilizados como diana de células T especificas de Ach-R

5).- Supresion especifica
6).- Células presentadoras de antigenos
7).- Mecanismos antiidiotipo

8).- Induccion de tolerancia

a) Antigenos desagregado
b) Anti CD4 con antigenos
c) Fragmentos tolerogénicos

Tabla 3: Inmunoterapia en desarrollo para la miastenia gravis'** .
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2.3.1- Tratamiento con anticolinesterasicos

Los anticolinesterasicos forman parte del tratamiento sintomatico y
contintian siendo el tratamiento de primera linea para muchos pacientes
miastenico. Mejoran la fuerza motora pero no alteran la historia natural de la
enfermedad, la cual a menudo progresa si no es tratada con otros
tratamientos. Este tratamiento ha contribuido a reducir la morbimortalidad
de los pacientes miastenicos dirigido a manejar las consecuencias del ataque
de los anticuerpos sin interferir en este ataque'®.

Los inhibidores de la colinesterasa, especialmente la neostigmina
(Prostigmina®) introducida en 1934 por la Dra. Mary Walker que
representa la primera terapia para entender la patogenia de la enfermedad"’,

posteriormente fueron introducidas la piridostigmina (Mestinon®)'°,

"7y edrofonio (Tensilén ®, Anticude ®)'®®. En

ambenomiun(Mytelase)
general se utiliza més la piridostigmina por la mayor duracioén de su efecto
terapéutico y su menor incidencia de efectos secundarios y reservando el
edrofonio como agente diagnostico. El ambenomiun creado para mejorar el
efecto terapéutico en la miastenia ocular, efecto no siempre logrado.

El mecanismo de accion de los anticolinesterasicos es la inhibicion de
forma reversible de la enzima acetilcolinesterasa. De esta manera se retrasa
la hidrolisis de la acetilcolina y se aumenta la difusion horizontal de los
cuantos de acetilcolina en la membrana postsinaptica. Ademas actuan
también sobre las terminaciones presinapticas y como agonistas del receptor
de acetilcolina'® Otros  agentes anticolinesterasicos, como los
organofosforados actian como inhibidores irreversibles, sin que tengan

1 .
0 Este tratamiento es eficaz en las fases

ninguna aplicacion clinica
iniciales y casos leves de la enfermedad presumiblemente debido a la
presencia de un nimero adecuado de receptores de acetilcolina (AchR). Los
efectos secundarios de esta medicacion son leves y estan relacionados con
una elevada concentracion de acetilcolina a nivel de la sinapsis nicotinica y

muscarinica®.
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No existe una dosis estdndar para estos medicamentos, ya que varian de
paciente en paciente e incluso en el mismo paciente en temporadas. Por esto
mismo hay que explicar al paciente que las dosis deben variarse para
encontrar en cada fase y cada paciente la dosis minima con la que se consiga
la mayor respuesta. El bromuro de piridostigmina (Mestinon®) esta
disponible en tabletas de 10 y 60 mg y ampollas de 2 mg. También se
encuentra en solucion (60 mg/5 ml) y comprimidos de 180 mg de accion
retardada (Mestindn Retard®). Sus efectos empiezan a los 30 minutos y la
maxima concentracion plasmatica, que coincide con su mayor efecto, se
consigue a las 2 horas. El aclaramiento se hace en su mayor parte en el
rifiéon. La timectomia no influye en la farmacocinética, pero se cuestiona si
los corticoides disminuyen su absorcion'’'.

La dosis se debe ajustar a cada paciente, pero generalmente se inicia con
dosis de 30-60 mg cada 6 horas, sin ser necesaria su administracion durante
el suefio, salvo en casos excepcionales, en los que la Gltima dosis puede con
la medicacion “retard” para evitar la excesiva debilidad matutina, pese a que
esta forma de presentacion “retard” es de absorcidon y efectos muy variables
y hay centros especializados en los que no se recomienda su utilizacion. Las
dosis no se deben modificar en mas de 15 mg. por toma sin consultarlo al
facultativo responsable. Una vez establecida una dosis personal esta debe
ser revalorada periddicamente con el fin de conseguir situar en la menor
dosis posible. De todas maneras, la mayoria de los pacientes aunque
mejoran en sus sintomas, lo hacen de manera incompleta, encontrando en la
mayoria de pacientes grupos musculares convenientemente tratados, junto
con grupos musculares infratratados y otros grupos sobre dosificado. El
bromuro de piridostigmina (Mestindbn®) esta disponible en tabletas de 10 y
60 mg y ampollas de 1 mg. También se encuentra en solucion (60 mg/5 ml)
y comprimidos de 180 mg de accion retardada (Mestinon Retard®). Sus
efectos empiezan a los 30 minutos y la mdxima concentracion plasmatica,
que coincide con su mayor efecto, se consigue a las 2 horas. El aclaramiento

se hace en su mayor parte en el riiion. La timectomia no influye en la
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farmacocinética, pero se cuestiona si los corticoides disminuyen su
absorcion' .

Los efectos secundarios por sobredosis que nos indicarian de forma
importante que debemos disminuir la dosis son: Sintomas digestivos
(hipermotilidad intestinal, nauseas, vomitos, dolor abdominal, diarrea),
sudoracion, lagrimeo, vision borrosa, broncorrea y bradicardia'’?. Todos
estos son sintomas que pueden ser previos a la aparicion de la complicacion
mas importante que es la crisis por sobredosis. En caso de que un paciente
presente de forma brusca sintomas de crisis, el medico debera diferenciar
entre los dos tipos: la crisis miastenica y la crisis por sobredosis con
muscarinicos y nicotinicos, es decir por falta o por exceso de medicacion.
Para este diagnostico diferencial es imperativo el evaluar minuciosamente
los sintomas'” y realizar una prueba de edrofonio por via endovenosa, que
en caso de tratarse de una crisis miastenica mejorara espectacularmente los
sintomas, y por el contrario en caso de tratarse de una crisis por sobredosis
no mejorard o incluso podria empeorarlos. Se han descrito casos de
bromismo por sobredosis de medicacion anticolinesterasica, presentando

sintomas de reaccion psicotica aguda'’™®.
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Diagnostico diferencial de la crisis miastenica y colinérgica.

Crisis miastenica Crisis muscarinica Crisis nicotinica

Diplopia Sudoracion Fatiga muscular

Ptosis Lagrimeo Fasciculaciones

Disartria Salivacion Trismus

Disfagia Anorexia Calambres

Ansiedad Nauseas y vomitos Contracciones

Tos débil Pirosis Disartria

Disnea Colico abdominal Disfagia

Apnea

Debilidad general

Facies miastenica Diarrea Facies miopatica
Poliuria Irritabilidad

Miosis, vision borrosa  Vértigo
Broncorrea Ansiedad
Disefia Coma

Edema pulmonar

Tabla 4.- Sintomas de crisis miastenica y colinérgica (muscarinica y
nicotinica)

En caso de presentarse los sintomas de sobredosis muscarinicos puede
administrarse sulfato de atropina (0,4-0,6mg), aunque si los efectos
indeseables son predominantemente intestinales es preferible el uso de

derivados morfinicos como el difenoxilato (Lomotil®), loperamida o el
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glicopirrato). Como regla general, si la dosis necesaria para mantener una
vida normal respecto a la miastenia gravis produce efectos secundarios,
debe de afiadirse e incluso considerarse otra forma de tratamiento. La
prostigmina tiene una mayor incidencia de efectos muscarinicos por lo que
su empleo se reduce a la administracion parenteral en pacientes con
imposibilidad de tragar o en anestesia para revertir los agentes no
despolarizantes. El edrofonio se utiliza como prueba diagnostica (prueba de
Tensilon® o Anticude®).

Existen dos drogas mas para el tratamiento sintomatico de la miastenia

175

gravis la efedrina'” y la 3,4-diaminopiridine'”® pero basados en datos

limitados estos farmacos no son inocuos ni mas eficaces que la

piridostigmina.

2.3.2- Tratamiento quirtrgico

El resultado de la timectomia suele observarse entre el primer y el quinto
afio después de la cirugia'’”"'>>. Al parecer este tratamiento aumenta las
posibilidades de remision de la enfermedad y con ello reduce las necesidad
de drogas inmunosupresivas a largo plazo. La relacién coste-beneficio de
este tratamiento se reduce con el tiempo. Después de mas de ochenta afios
practicando la extirpacion quirurgica del timo todavia existen controversias
tales como: la indicacion de la timectomia, la técnica quirGirgica mas
apropiada, la amplitud de la extirpacion y los efectos de la timectomia en los
pacientes de edad avanzada'’. En un estudio de DeFilippi'”, los pacientes
presentan mejor resultado, en cuanto a la mejoria o remision, cuando la
timectomia es realizada durante los primeros 2 afos de aparicion de los
sintomas de miastenia gravis mientras que muchos otros autores no
encuentran diferencias en los pacientes intervenidos con mas tiempo de
evolucion de la enfermedad. Masaoka'®® defiende la extirpacién del timo y
la grasa peritimica mientras que Jaretzki'®' defiende una extirpacion radical
del timo y grasa peritimica mediastinica y cervical, con extirpacion de

ambas pleuras y pericardio para evitar el abandono de focos de timo
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ectopico en el territorio de descenso embriologico del timo. La edad, la
amplitud, la via e incluso la propia indicacidén quirtrgica continiian siendo
motivo de controversia, al no existir trabajos prospectivos, randomizados a
doble ciego que demuestren la validez de la técnica. Existe también
controversia respecto a la eficacia de la timectomia si la enfermedad aparece
después de los 50 afios. Un meta-analisis de numerosos estudios demostro
un 25% menos de remision en el grupo de pacientes cuando la enfermedad
aparece después de los 50 afios de edad comparada con el grupo de mas

.y, 1
jovenes' "™,

2.3.3- Tratamiento inmunosupresor

2.3.3.1- Historia de la inmunosupresioén

La inhibicién selectiva del sistema inmunitario, sin dafiar las funciones
vitales del organismo y sin favorecer las vulnerabilidades del organismo a
las infecciones y al cancer, es desde hace tiempo el objetivo de médicos e
inmunoélogos involucrados en el tratamiento de enfermedades autoinmunes
y el transplante de 6rganos.

A partir de 1960 cuando Nastuk y Simpson sospecharon en que la
miastenia gravis era una enfermedad autoinmune, poco después iniciaron el
tratamiento inmunosupresor, y el pronostico del paciente miastenico mejoro
de manera espectacular. Actualmente existen varios farmacos de primera
linea terapéutica en el tratamiento de la enfermedad, entre estas estdn las
drogas inmunosupresoras convencionales como la prednisona, la
azatioprina, la ciclosporina, la ciclofosfamida y los nuevos
inmunosupresores como el micofenolato mofetilo y el tacrolimus. El
objetivo de todos estos farmacos es conseguir una remision de la
enfermedad y mantenerla. Estos tratamientos son de muy larga duraciéon y
no exentos de efectos secundarios por lo que deben ser controlados
estrictamente, y ademds tienen un periodo de latencia entre la

administracion del medicamento y su efecto terapéutico.
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Farmaco Dosis usual T aparicién de T de maximo Monitorizacion
efecto efecto
Prednisona 15-20 mg/dia (se 6 semanas 3-6 meses Peso Pr. arterial
1950 incrementa Glucosa,
gradualmente la electrolitos
dosis) Densidad 6sea
Calcio urinario
Azatioprina 2-3 mg/Kg/dia 3-12 meses 1-2 afios Leucocitos
(Imurel®) (100-250 mg/dia) Formula leucocitos
1960 Vol Corp Medio
Plaquetas
Funcién hepatica
Ciclosporina 5mg/Kg/diaen2  2-12 semanas 3-6 meses Presion arterial
(Sandimmun®) dosis (125-200 mg Creatinina
1980 2 veces al dia) Urea
Ciclosporinemia
1000mg/dia(1? 10 semanas 27 semanas Presion arterial
Micofenolato semana) hemograma
mofetilo 2000mg/dia electrolitos
(cellCept®) 1990  (2semana) f.hepatica y renal
colesterol y
trigliceridos
Tacrolimus 0.1mg/kg/dia 5 dias 15 dias Peso , pr.arterial
(FK506) hemograma
(Prograf®) 1990 electrolitos
f.hepatica,

h.tiroideas, colest.y
triglicéridos

plaquetas

Tabla 5. Evolucion histérica de la aparicion de los medicamentos

inmunosupresores utilizados en el tratamiento de la miastenia gravis.
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2.3.3.2- Inmunosupresores convencionales

2.3.3.2.1- Corticosteroides.

Son los farmacos mads utilizados en el tratamiento de la miastenia
gravis y especificamente la prednisona. La eficacia de este medicamento en
esta enfermedad no se ha demostrado en estudios adecuados de doble ciego
y control-placebo'®. Los corticoides son muy efectivos en cuanto al aumento
de la fuerza muscular, pero su abanico de efectos secundarios es también
muy amplio, razén por la cual disminuye, tanto para el médico como para el
paciente, su aceptacion terapéutica. Su mayor efecto es antiinflamatorio
mediante la reduccion de la expresion de las citoquinas inflamatorias'® y
también puede inducir apoptosis en las células inmunes'®> . Su
mecanismo de accion es desconocido en algunos aspectos aunque parece ser
que éstos ejercen varios efectos: induccion de linfopenia, reduccién de la
diferenciacion y proliferacion de los linfocitos, sobre todo los linfocitos T,
reduccion de la produccion de linfocinas como la IL-1, IL-2, TNF y FIM
(factor inhibidor de la migracion), alteracion de la funcion de los
macréfagos y del procesamiento y muestra de antigenos'®*. Ademas se han
descrito la reduccion de los niveles de anticuerpo anti Ach-R asi como la
disminucion de la reactividad de los linfocitos circulantes ante el receptor de

185, 186 . :
» ", Incluso se ha descrito que la prednisona puede tener

acetilcolina
accion directa neuromuscular, como es el aumento de la sintesis de
receptores de acetilcolina en el musculo, aunque no se ha podido determinar

187, 188
> 7", En general produce

cual es el efecto clinico real de estos hallazgos
una gran respuesta cuando se da la dosis apropiada inmunosupresora,
citindose en algunos estudios tasas de remision farmacoldgica (PR) entre un
75% y 80% de los casos '™ ha descrito un deterioro inicial de la fuerza
muscular (crisis miastenica corticoidea) al iniciar el tratamiento con dosis
altas de prednisona. Esta crisis de disminucion de la fuerza muscular ocurre
entre los 7 y 14 dias del inicio del tratamiento, desapareciendo en menos de
una semana. Algunos autores proponen para evitarla el aumento gradual de

la dosis de esteroides durante 1 y 2 meses para reducir el riesgo de

presentar deterioro de la enfermedad'®”. La mejoria clinica de los pacientes
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tratados con corticoides se inicia a las 6 semanas, con un maximo efecto
terapéutico a partir de los 3 meses. No existen contraindicacion absoluta
para su administraciéon, y son relativas la diabetes, la hipertension
incontrolable, la enfermedad ulcero-péptica, la osteoporosis, las cataratas, la
depresion o las infecciones, y todas ellas pueden paliarse con medidas
médicas''. Debe evitarse la lactancia materna en las pacientes con
corticoides ya que se ha demostrado el paso de estos medicamentos a través
de la leche materna.

A pesar de que el tratamiento con los corticosteroides es efectivo y la
remision farmacologica ocurre entre 75% y 80% de los pacientes, aparecen
efectos secundarios mayores y conviene valorar el coste y beneficio para
algunos pacientes'®?, estos efectos son varios y entre ellos cabe destacar la
obesidad, hipertension arterial, diabetes, psicosis esteroidea (ansiedad,
depresion, insomnio), glaucoma, osteoporosis (aplastamiento vertebral),
cataratas, ulcus gastroduodenal, perforaciones, miopatia esteroidea,
infecciones oportunistas (micosis, viricas, tuberculosis), distribucion
anormal de la grasa, alcalosis hipocalémica, retencion de sodio y agua,
insuficiencia suprarrenal, alteraciones menstruales, necrosis 6sea de la
cabeza del fémur, litiasis renal, retraso en la cicatrizacion, acné, hirsutismo.
Sin embargo y pese a su alta yatrogenia la prednisona es un tratamiento
altamente beneficioso y muy utilizado por los especialistas en esta
enfermedad '*. Recientemente se ha sugerido que la terapia prolongada con
prednisona produce una hiperfuncion de la glicoproteina-P con el resultado
de resistencia a diferentes drogas'”.

La estrategia del tratamiento se basa en conseguir la remision para
posteriormente empezar la reduccion de la terapia inmunosupresora
mientras se mantiene dicha remision. Existen distintas pautas de tratamiento
para la prednisona: Iniciar con dosis alta diaria de 1mg/kg/dia repartido en 3
tomas, y si aparece deterioro de la enfermedad durante las 2 semanas de
tratamiento, se recomienda pasar a la otra modalidad que consiste en un

inicio de una dosis diaria de 15 a 20 mg de prednisona e incrementar la

dosis en 5 mg cada tres dias hasta conseguir la respuesta clinica éptima o
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hasta un maximo de 60-90 mg en el margen de 4 a 6 semanas. La mejoria se
inicia a las 6 semanas, con el maximo beneficio apartir de 3 a meses. A los
tres meses debe modificarse gradualmente la dosis para asi mantener al
paciente con una dosis a dias alternos con el minimo de dosis para la
maxima mejoria. La tercera modalidad de tratamiento es iniciar la pauta de
dias alternos con 120mg/dias alternos”. La unica droga utilizada en la
miastenia que se potencia con la administracion de corticoides es la
ciclosporina. Cuando los corticoides se administran junto con los

anticolinesterasicos provocan la aparicion de molestias gastricas.

2.3.3.2.2- Azatioprina.

Es un farmaco cuya utilizacion se inicié en 1975 por Matell'™* que
es un inhibidor de la sintesis de purinas y su accién pasa por su
metabolizacion a 6-mercaptopurina y actia predominantemente en las
células T'*, en el procesamiento y presentacion del antigeno, asi como en la
proliferacion y diferenciacién de las células inmunocompetentes'*®. Escasos
estudios han sugerido su utilizacion como monoterapia para inducir la
remision de la miastenia gravis. La mayoria de ellos describen su utilizacion
en combinacion con los corticosteroides en aquellos pacientes que se
pueden beneficiar de una disminucion de la dosis de los mismos, para
aquellos en los que estan contraindicados éstos, en aquellos en los que la

dosis de corticoides es insuficiente, y cuando no hay respuesta a la

. : 199
timectomia'®” %%

. Es un medicamento que tiene dos inconvenientes. En
el 10% de los pacientes produce fiebre, anorexia, nauseas, vomitos y dolor
abdominal, y en segundo lugar su accion es lenta, tardando entre 3 y 12
meses en aparecer las primeras sefales de mejoria y alcanzando su pico de

;7 ~ , )
accion entre 1 y 2 afios después de su inicio™.

Los principales efectos
secundarios toxicos son hematologicos (leucopenia,trombocitopenia) que
son reversibles a la disminucidn o supresion de la droga, hepaticos (aumento
de transaminasas), infecciosas, gastrointestinales (nauseas, vomitos Yy

> 202

. 201 . ;. .
anorexia) . En pacientes con errores congénitos del metabolismo,

como la deficiencia de la tiopurine metiltransferasa puede producir
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supresion de la medula 6sea a dosis mas bajas®”* 2**. La dosis de azatioprina
debe reducirse en un 75% cuando se utiliza con alopurinol (Zyloric®) ya
que este interfiere con la degradacion enzimatica de la azatioprina.

Su absorcion oral es buena, y la dosis inicial es de 50 mg/dia durante una
semana con posteriores aumentos a razéon de 50 mg a la semana hasta
conseguir la dosis ideal que es de 2 a 3 mg/Kg/dia '*. Hay que recordar que
es importante la estricta monitorizacion de los pacientes. La azatioprina
dada su escasa potencia y retraso en el inicio de su efecto terapéutico, es
cada vez menos utilizada para el tratamiento de la miastenia y nuevas

drogas han ocupado su lugar.

2.3.3.2.3-Ciclofosfamida.

Es una mostaza nitrogenada que act@ia sobre el DNA inhibiendo la
proliferacion celular. Su efecto es mayor sobre los linfocitos B que los T,
siendo un agente excelente para enfermedades mediadas por anticuerpos”.
Este farmaco es de uso muy limitado en la miastenia gravis y se indica en
las ocasiones en que han fracasado tanto la timectomia como los otros
inmunosupresores**®. No existen estudios controlados de este farmaco para
valorar la remision en miastenia gravis’”’. La dosis es de 1,5 a 5
mg/kg./dia. El riesgo de efectos adversos de este farmaco es superior a los
corticoides. Sus efectos secundarios incluyen la supresion de la medula dsea
con el riesgo de infecciones oportunistas, toxicidad a nivel de vejiga,
alopecia, riesgo de producir neoplasias en funciéon de la dosis, nausea,

vomitos, anorexia, y decoloracién de la piel y las ufias'®.

2.3.3.2.4- Ciclosporina.

La ciclosporina A (Sandimmun®) es un polipéptido ciclico, aislado
apartir del hongo Hypocladium Inflatum Gams. Es una sustancia neutra,
muy lipofilica, e insoluble en agua. Fue ampliamente utilizado en el
tratamiento del rechazo de o6rganos y su actividad inmunosupresora

comunicada por Borel *® en 1976.
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La ciclosporina inhibe la respuesta inmune dependiente de los linfocitos
T. Es un inmunosupresor potente que demostr6 su eficacia en la miastenia
gravis en un inicio en un modelo experimental animal®* y posteriormente en
estudios clinicos controlados™. Su modo de accion es la inhibicion de forma
potente de la activacion de los linfocitos T y la produccion de mediadores
celulares, en especial las interleuquinas (IL-2 y la IL-4)** por induccion de
los linfocitos T helper (CD4). El efecto principal es causado por la
interferencia con los T helper, que son necesarios para la activacion de los
linfocitos B y la consecuente produccion de anticuerpos anti-receptor de
acetilcolina®'’. En la superficie del linfocito la ciclosporina se une a un
receptor distinto al del reconocimiento antigénico y penetra en la célula
probablemente mediante disolucion en la capa lipidica de la membrana.
Posteriormente es transportada al citoplasma, donde se une a un receptor de
alta afinidad, una inmunofilina denominada ciclofilina, especialmente la

211 .
. La accion final de

ciclofilina A que es la mas abundante en las células T
este complejo inmunofilina-ciclosporina es la de alterar la transcripcion del
ARN mensajero codificado para linfocinas.

Esta accion ampliamente selectiva en comparacion con los otros
inmunosupresores como son los corticoides, la azatioprina y la
ciclofosfamida, y su no interferencia con la produccion mieloide disminuye
el grave riesgo de infecciones oportunistas. Su eficacia es similar a la
azatioprina pero de accion mas rapida, ya que la ciclosporina empieza a

212
. Para

actuar en uno o dos meses y su efecto es maximo a los 3 a 6 meses
minimizar los efectos secundarios se administra en dos dosis diarias para un
total de 5 mg/kg./dia. Esta dosis debe estar regularmente controlada, en
principio cada mes mediante los efectos clinicos, ciclosporinemias y
creatinina en suero. Una vez que se han alcanzado las dosis satisfactorias,
este medicamento debe ser disminuido hasta obtener la minima dosis con la
maxima eficacia clinica. El alto precio de éste fArmaco también limita su
uso clinico. Ciclosporina se puede administrar por via oral o por via

endovenosa y se  absorbe en el intestino delgado oscilando su

biodisponibilidad entre el 20% y el 50%(media de 34%). Su absorcion

46



disminuye en pacientes con diarrea, enfermedad intestinal, insuficiencia
hepatica, o drenaje biliar externo.

La biodisponibilidad aumenta con el paso del tiempo lo que explica la
variabilidad en la concentracidon sanguinea alcanzada tras la administracion
de una dosis fija y que la dosis oral deba disminuirse con el paso del tiempo
para mantener una concentracion determinada en sangre. La concentracion
plasmatica maxima se alcanza a las 3-4 horas de la administracion oral. Su
vida media oscila entre 12 y 17 horas. El 50-70% de la ciclosporina en el
comportamiento vascular va unida a células sanguineas, fundamentalmente
hematies, y en menor proporcioén a polimorfo nucleares y linfocitos. El 30-
50% restante de ciclosporina no unida a células es la fraccion plasmatica, de
la cual un 85-90% va unida a proteinas plasmaticas, fundamentalmente
lipoproteinas. Por su naturaleza lipofilica, la ciclosporina tiene gran afinidad
tisular, distribuyéndose ampliamente por todo el organismo, pero alcanzado
mayores concentraciones en tejido graso, musculo, péancreas, glandulas
suprarrenales, corazon, pulmoén e higado.

El 99% de la ciclosporina plasmatica se metaboliza en el higado
biotransformandose a través del sistema enizmatico microsomal del
citrocromo, mediante N-demetilacion y mono o dihidroxilacion. Ello
explica que la biodisponibilidad varia con la funcion hepatica y con la
administraciéon simultanea de farmacos que inhiben (p.e. eritromicina,
androgenos, metilprednisolona, antagonistas de calcio) o estimulan (p.e
rifampicina, fenobarbital, fenitoina, carbamacepina, acido valplorico) el
sistema del citrocomo P450?". La ciclosporina y sus metabolitos se
excretan fundamentalmente por  bilis?'*, existiendo  circulacion
enterohepatica. Se han identificado 15 metabolitos de ciclosporina, alguno
de los cuales mantiene actividad inmunosupresora®"”. Menos del 10% de la
ciclosporina administrada por via oral se elimina por el rifién, y solo el 0,1%
de la dosis se elimina por rifion en forma metabolicamente activa. Por ello,
la insuficiencia renal no afecta de manera importante los niveles de la
ciclosporina. La metabolizacion en los pacientes de edad pediatrica esta

aproximadamente aumentada en un 40% comparada con los adultos, debido
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a una mayor induccion del sistema enizmatico citrocomo P450, por lo que
es preciso administrar dosis superiores que en los adultos para alcanzar
concentraciones sanguineas similares. Por el contrario, los pacientes de edad
avanzada la metabolizan mas lentamente?'®.

Sus efectos adversos mas importantes son la nefrotoxicidad, la
neurotoxicidad, y la hepatotoxicidad24. Otras complicaciones frecuentes son
la producciéon de hipertension arterial, acidosis metabdlica, hiperclorémica,
hipercolesterolemia, hiperuricemia, hiperglicemia, hipertricosis, asi como la
obesidad, y la hiperplasia gingival, que restan valor a este inmunosupresor
en el tratamiento de una enfermedad con alta incidencia de presentacion en
mujeres jovenes>'. La mayoria de estos efectos son leves y reversibles o
prevenibles disminuyendo la dosis (fendmenos dosis-dependiente).
Ciclosporina induce la sintesis de TGF-p en Vitro y en vivo, que diferentes
estudios han sugerido la relaciéon de la TGF- con la progresion de las
enfermedades renales®'’, ademas parece que TGF-B producida por la
administracion de estos farmaco esta directamente relacionada con la
progresion del cancer®'®. Otros efectos son impredecibles y no prevenibles,
debido a la diferente susceptibilidad personal.

Esta contraindicado en los casos de hipersensibilidad al fdrmaco o al
aceite de maiz en el que va disuelto y si el paciente padece una hipertension
arterial mal controlada o nefropatia. No se debe usar en embarazadas por el
riesgo de teratogenecidad. Debido a sus efectos nefrotoxicos, la ciclosporina
no puede usarse en ningun caso con antiinflamatorios no esteroideos o con
anfotericina B. Asi mismo esta contraindicado también con la lovastatina
por el peligro de causar mioglobinuria y con la azatioprina por la posibilidad
de aumentar considerablemente el riesgo de aparecer linfomas. Tiene
contraindicacion  relativa con los aminoglucésidos, ketoconazol,
cefalosporina, melfalan, trimetropin y sulfametoxazol.

En la miastenia su indicacion es la misma que la de los otros
inmunosupresores, es decir, la edad avanzada que contraindique Ila
intervencion quirdrgica o bien el fracaso terapéutico ante la cirugia o el

resto de la medicacion convencional.
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2.3.3.3- Nuevos inmunosupresores

Nuevas terapias alternativas con inmunosupresores de reciente
introduccion, pueden ser de utilidad en pacientes que no responden a la
terapia inmunosupresora convencional o que no toleran los efectos
secundarios.

Estos farmacos son: el micofenolato mofetilo, el rituximab, el etanercept,

el leflunomide y el tacrolimus.

2.3.3.3.1-Micofenolato mofetilo

Este farmaco de reciente aparicion y potente accidbn inmunosupresora,
actia bloqueando la sintesis de las purinas en los linfocitos T y B activados
y selectivamente inhibe su proliferacion dejando intactas el resto de la linea
celular®'®. Se ha comprobado su eficacia en prevenir el rechazo en pacientes
con trasplante renal cuando es utilizado en combinacién con los
corticosteroides y la ciclosporina®®’.

El micofenolato mofetilo es el resultado del desarrollo de un farmaco
anterior, el acido micofendlico. Su mecanismo de accioén consiste en inhibir
la sintesis de purinas de los linfocitos T y B mediante el bloqueo del enzima

222, 223 224 Eeta inhibicién doble

inosin- monofosfato-deshidrogenasa®' -
de la proliferacion celular, es decir, tanto de los linfocitos B (inmunidad
humoral) como, de los linfocitos T (inmunidad celular), podria jugar un
papel importante en el control del rechazo cronico. Este firmaco presenta un
perfil seguro, no produce mayor toxicidad organica ni efectos mutagénicos
225, 226

Hauser®?” ha comunicado la buena respuesta al formaco en un paciente

. . . . . .25 .

con miastenia gravis severa y refractaria. Ciafaloni™ en un estudio
prospectivo de 12 pacientes timectomizados con MG refractaria y con
dependencia de la prednisona observa que esta droga es efectiva en estos
casos, pero aconseja mas investigacion para valorar la eficacia y la

seguridad de este firmaco como monoterapia inmunosupresora en la

miastenia gravis.
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En un estudio retrospectivo mas amplio®*®, la mejoria clinica aparece a
las 10 semanas del inicio del tratamiento con este farmaco (rango de 4-40
semanas), y con maxima mejoria a las 27 semanas (rango de 8-104
semanas).

La dosis Standard es de 2000-3000mg/dia dividida en dos tomas. Los
pacientes inician con 500mg dos veces al dia, y después de una semana
aumentar la dosis a 1000mg dos veces al dia. Los principales efectos
secundarios son gastrointestinales como diarrea, dolor epigastrico, nauseas,
vomitos y ileo. Se han descrito también trastornos metabdlicos como
hiperpotasemia, hiperglucemia, hipofosfatemia, hipercolesterolemia y

edemas>%®.

En el estudio multicentrico que analiza de forma retrospectiva
85 pacientes miastenicos tratados con micofenolato mofetilo, presenta un
73% de mejorias, 27% de efectos secundarios y por esta razén un 6% de

abandono terapéutico ***.

2.3.3.3.2-Rituximab
El rituximab, es una fosfoproteina no glicosilada, con escasos casos que
comunican el beneficio en la miastenia gravis refractaria. Zaja*’ ha
comunicado una mejoria de un paciente afecto de esta enfermedad con este

farmaco.

2.3.3.3.3-Etanercept
El etanercept, factor de necrosis tumoral (TNF)a , es una citoquina
implicada de diferentes enfermedades autoinmunes, incluida la miastenia
gravis™®, recientemente Rowin®® en un ensayo clinico sobre 11 pacientes
con dosis de 25 mg. dos veces a la semana, solo seis han presentado mejoria

a los seis meses de tratamiento y en tres fue suspendido por empeoramiento.

2.3.3.3.4- Leflunomide
Es un derivado isoxazolico, que se convierte en un metabolito activo
después de su absorcidon enteral, tiene accion antiinflamatorio y inhibe la

sintesis de la piromidina. Vidic-Dunkovic®® ha demostrado que este farmaco
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suprime el desarrollo de miastenia gravis experimental en ratas inmunizadas

con proteinas receptores de acetilcolina (AchR).

2.3.3.3.5- Tacrolimus
Es un inmunosupresor de reciente introduccion que Konishi®® y
Yoshikawa®’ han demostrado el beneficio de los pacientes afectos de
miastenia gravis refractaria a los inmunosupresores convencionales con este
farmaco. Actia suprimiendo la produccién de Interleuquina-2 relacionada
con la activaciéon de los linfocitos T, inhibiendo la diferenciacion y

proliferacion de las células T citotoxicas.

2.3.4- Tratamiento inmunoldgico de corta duracién

2.3.4.1- Plasmaferesis

Recibe este nombre la separacion del plasma sérico por filtracion o
centrifugacion y su sustitucion por albimina. Con este método se separan
del plasma tanto los agentes responsables directamente de la miastenia
gravis como son los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina, como otras
sustancias implicadas en la historia natural de esta enfermedad, como son el
complemento y los complejos inmunes.

Su uso en la miastenia gravis se inicid en 1976 y desde entonces se han

publicado numerosos trabajos sobre su utilizacion®"* 2% %!

que ha terminado
restringida a dos indicaciones maximas : estabilizar a los pacientes en crisis
miastenicas y como mecanismo de preparacion de los pacientes para la
timectomia evitando la utilizacion de agentes inmunosupresores que
conllevan un no despreciable riesgo de infecciones oportunistas y un retraso
en la cicatrizacion, en especial de la esternotomia, resultando en una
pseudoartrosis esternal. Indicaciones menos frecuentes son la miastenia
gravis neonatal con titulos altos de anticuerpos™?, y la miastenia adquirida
seronegativa™-.

El mecanismo de accién de la plasmaferesis en la miastenia gravis se

basa en la disminuciéon de los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina

circulantes mediante la filtracion plasmatica. Y aunque los titulos de
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anticuerpos no se relacionan proporcionalmente con la gravedad de la

d** ¢ incluso su medicion tiene mas relacion con el diagnostico

enfermeda
que con el pronostico, si hay una mejoria tanto clinica como
electrofisiologica en los pacientes tratados con esta modalidad. A pesar de
esto, también se observa el llamado efecto rebote y la tolerancia, es decir, el
paciente muestra un descenso en la magnitud de su mejoria tras varias
sesiones de plasmaferesis y ademas puede presentar los sintomas mas
graves una vez que el efecto de la plasmaferesis caduca, que es en la
mayoria de los pacientes de unas pocas semanas e incluso dias. También es
importante remarcar que en pacientes seronegativos también puede ser ttil,
por lo que quizas la técnica de deteccion de estos anticuerpos no es util en
todos los casos o bien es debido a la presencia de diferentes tipos de
anticuerpos.

La pauta clasica consiste en cinco sesiones de intercambio de 3 a 4 litros
en cada sesion durante dos semanas. En algunos centros se asocia una nueva
sesion al mes y en otros se le asocia alguna otra terapia inmunosupresora
coadyuvante.

Las complicaciones que puede presentar la plasmaferesis son
relacionadas con la via de acceso, la infeccion del catéter, hipotension,
tromboembolismo pulmonar, crisis miastenica por filtracion de inhibidores
de la colinesterasa circulantes y endocarditis. La mortalidad asociada con
esta técnica es del 0,2% y casi siempre es relacionada con la enfermedad de

base. Ademas es un procedimiento costoso.

2.3.4.1- Inmunoglobulinas inespecificas

Desde hace décadas las inmunoglobulinas inespecificas endovenosas se
han utilizado en diferentes enfermedades autoinmunes como Ia
polineuropatia inflamatoria demielinizante y las miopatias inflamatorias. Su
papel en la miastenia gravis es actualmente estudiado en varios centros en
comparacion con otros medicamentos, especialmente en el tratamiento de
las crisis miasténicas y en la preparacion preoperatoria de los miastenicos

tanto para la timectomia como para otras intervenciones.
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Las inmunoglobulinas inespecificas se componen de cuatro cadenas
polipeptidicas unidas por puentes bisulfuro (dos ligeras y dos pesadas).
Cada cadena posee una region constante (Fc) y una region variable (Fab).

a) Cadenas pesadas: alfa (IgA), gamma (IgG), delta (IgD), epsilon
(IgE), mu (IgM). Las inmunoglobulinas de membrana tienen una
porcién mas de aminoacidos en el extremo carboxiterminal de las
cadenas pesadas que las inmunoglobulinas secretadas (para poder
anclarse en la membrana).

b) Cadenas ligeras: kappa o lambda. Todas las inmunoglobulinas
tienen una u otra.

c) Escision con papaina: se originan dos fragmentos Fab (se unen al
antigeno) y una Fc (da la mayor parte de las propiedades a la
inmunoglobulina).

d) Dominios: regiones globulares con funciones especificas.

Las regiones variables tienen idiotipo (cada uno de los determinantes
antigénicos) e idiotipo (todos los determinantes antigénicos de la region
variable), asi como regiones hipervariables que son segmentos
polipeptidicas de la region variable que muestran mayor grado de
variabilidad, participan directamente en los sitios de union al antigeno y se
localizan en las cadenas ligeras (tres) y en las cadenas pesadas (cuatro).

La IgG es la principal inmunoglobulina del suero (70-80%). Se
distribuye de forma uniforme por el espacio extracelular y difunde muy bien
por las membranas (atraviesa la barrera placentaria) y constituye la principal
Ig de las secreciones internas (liquido amniotico, cefalorraquideo, humor
acuoso, liquido peritoneal).

Las propiedades de su Fc son fijar el complemento por la via clasica (no
la IgG4), atravesar la barrera placentaria, unirse a la proteina A
estafilocdcica, a los monocito-macrofago, a los neutrofilos, eosinoéfilos,
plaquetas, linfocitos grandes granulares, linfocitos B y algtn linfocito T. La
IgG presenta diferentes subtipos: IgG1 (la mas frecuente), IgG2 (la que peor

pasa la barrera placentaria), [gG3 (la mas pesada, la de menor vida media y
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no se une a la proteina A estafilococica), IgG4 (Gnica que no estimula el
complemento por la via clasica y si por la via alternativa, no se une a
monocito-macrofago pero si a mastocitos y basofilos).

Desde hace varias décadas se han utilizado las inmunoglobulinas para el
tratamiento de diferentes enfermedades autoinmunes como la polineuropatia
inflamatoria  desmielinizante, miopatias inflamatorias, neutropenia

. 235 . 236
autoinmune””, autoanticuerpos contra el factor VIII

, enfermedad de
Kawasaki®’ y purpura trombocitopénica idiopatica®®. Basados en estos
hechos se utilizo la fraccion S7 de la inmunoglobulina IgG en casos de
miastenia gravis por grupos como el de Genkins®’ en 1976 o el de
Gajdos®*” en 1984 los cuales trataron pacientes con miastenia gravis tipo I1T
de Osserman observando una buena respuesta al tratamiento y
recomendandolo como tratamiento de corta duracion en pacientes de alto
riesgo.

En la Universidad de Munich, el grupo dirigido por Fateh*"!

comparo el
uso de la fraccion s7 de la IgG con la 5S en cuatro pacientes con miastenia
gravis. Se estudiaron su respuesta clinica, concentraciones de anticuerpo
anti-Ach-R, complemento, IgA, IgG e IgM, y concluyeron que la fraccion
S7 de la IgG, y no la fraccion 5S, es util en los casos de miastenia gravis
rebelde a otros tratamientos y que el anticuerpo anti-Ach-R depende de la
fraccion Fc (fraccion constante) de la inmunoglobulina.

El primer autor en describir los posibles mecanismos de accion de la
inmunoglobulina en la miastenia gravis fue Devathassan®** al comentar un
estudio de Ippoliti*** sobre siete pacientes en el que demostraba un aumento
de los linfocitos T supresores después del tratamiento con
inmunoglobulinas. Devathassan propuso que la inmunoglobulina produce
un bloqueo competitivo con los anticuerpos circulantes y alternativamente,
que la masiva infusiéon de inmunoglobulinas exdgenas podria provocar un
efecto de retroalimentacion negativo sobre las células plasmaticas
responsables de la produccién de anticuerpos. Arsura®** proponia también

que la inmunoglobulina puede proteger los receptores de acetilcolina de los

anticuerpos al competir con los anticuerpos y desplazarlos de sus sitios de
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uniéon. La inmunoglobulina dentro del tratamiento de la miastenia gravis

6 *** en casos de crisis miastenicas y

246

empezO a usarse en Espafia en 198
como preparacion preoperatoria para la timectomia Recomendaban
entonces este tratamiento a los pacientes con miastenia gravis tipo III para
su preparacion operatoria y a los pacientes con sintomatologia miasténica no
controlable con los corticoides y los inmunosupresores.

La primera gran revision de la experiencia mundial del tratamiento de la
miastenia gravis con la inmunoglobulina fue realizada por Edan®*’ en 1994.
En esta revision de seis publicaciones para un total de 76 pacientes se
observd una respuesta positiva del 70 al 100 % de los pacientes, con un
promedio total de las series de 79 %, aunque algunos de ellos recibian otra
medicacion concomitante. Los efectos secundarios que se observaron fueron
minimos y solo ocurrieron en menos del 10% de los enfermos.

Edan remarcaba como ventajas en el uso de inmunoglobulinas el alto
porcentaje de éxitos en el tratamiento, la rapidez de aparicion de la mejoria,
la poca toxicidad tanto a corto como a largo plazo y la posibilidad de
reduccion de la dosis de corticoides en los pacientes sometidos a este
tratamiento. Como caracteristicas negativas subrayaba el alto coste del
tratamiento, el caricter temporal de sus efectos y la posibilidad de
transmision de enfermedades al tratarse de productos derivados de la sangre.

Los efectos adversos descritos de la inmunoglobulina se pueden dividir
en tres grupos:

- Reacciones no anafildcticas: Son las mas frecuentes, y se presentan

hasta en un 4% de los pacientes®®®. Al iniciar la infusién aparecen
generalmente la cefalea, dolor de espalda, nduseas, vomitos y malestar
general. Al finalizar la infusion pueden aparecer la fiebre, cefalea,
taquicardia, hiper o hipotension. Otros efectos secundarios que se han

249,250
<%, cuadros

descrito en casos aislados son los cuadros tromboembolicos
’ 251 . 252 . L 253 ’

meningeos ~, neutropenias ~>°, necrosis retiniana “°, nefropatias tubulares

2% y alopecias **°.

- Reacciones anafilacticas: Son poco frecuentes y se relacionan con la

presencia de agregados de inmunoglobulinas que activan el complemento.
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Estas complicaciones son raras con los preparados actuales y de presentarse
lo hacen en pacientes con déficit de IgA>.

- Transmision de agentes infecciosos: Con los preparados actuales con

el proceso de fraccionamiento de Cohn que reduce la viabilidad de los
virus (HAV, HBV, HCV y VIH) es rara la transmision de enfermedades

infecciosas con estos medicamentos.

No existen contraindicaciones absolutas para la administracion de
inmunoglobulinas, aunque se refiere que en pacientes con déficit de IgA
existe un mayor riesgo de reacciones anafilacticas al presentar anticuerpos
anti IgA en el 30 % de estos pacientes. Actualmente existen preparados
comerciales con poca o nula presencia de esta IgA.

Las inmunoglobulinas actian como inmunorreguladoras, aunque los
mecanismos de accion son todavia desconocidos. Existen varias teorias
sobre su forma de actuar y muchas de ellas se basan en los anticuerpos anti-
idiotipos (frente al marcador antigénico de la region variable de las Ig).
Estos anticuerpos anti-idiotipos son presentes en los preparados comerciales
de inmunoglobulinas y como se sabe actiian de tres maneras: neutralizando
los anticuerpos, aumentando la producciéon de linfocinas y disminuyendo la
produccion de anticuerpos®’. Los pacientes miastenicos tratados con
inmunoglobulinas presentan mejoria entre 70 y 90 % de los casos, sin
embargo solo se demuestra una disminucion del titulo de anticuerpos en un
50 % de los pacientes y su eficacia no se relaciona con el nivel de éstos™".
De hecho los niveles de anticuerpos descienden tardiamente con respecto a
la mejoria sintomatica. Para explicar la respuesta precoz se ha comprobado
que existen otros efectos con las inmunoglobulinas endovenosas, como una
disminucion de la afinidad de los anticuerpos anti Ach-R también mediada

por anticuerpos anti-idiotipos>’

. Los efectos a largo plazo también se han

relacionado con la aparicién de subpoblaciones de linfocitos especificos

tanto agresores naturales (natural killer) como cooperadores (helper).
Blaczyk® observo diferencias entre los resultados clinicos segin las

diferentes marcas comerciales, lo que hizo suponer que podia existir otra
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causa de la mejoria de los pacientes con miastenia. Ante estas observaciones
analiz6 el contenido de CD4, CD8, HLA-I y HLA-II solubles en las
distintas preparaciones y concluyd que cuanto mayor era el contenido de
estos factores moduladores, mayor era el efecto terapéutico. Lam también

261 .
1 Sobre estos estudios se han

llega a las mismas conclusiones en su estudio
realizado estudios para valorar la eficacia con anticuerpos monoclonales
CDA4.

Al tercer o cuarto dia después de iniciar el tratamiento se observa una
mejoria de los sintomas, que es maxima a partir de la semana y que dura
varios meses (entre cinco y nueve). Las ventajas que se han observado con
su uso son varias : la aparicion de la mejoria es mas rdpida que con los
corticoides, por lo que permite su reduccion asi como la de los
inmunosupresores, su duracion es similar a la de otras formas de
tratamiento, su facilidad de administraciéon (tras dilucion del material
liofilizado en suero fisioloégico y por una via periférica) puede combinarse
con otros tratamientos y ademas carece de efectos secundarios importantes a

las dosis que se utiliza (400 mg./Kg./dia durante cinco dias) tanto para el

tratamiento de las crisis como para la preparacion preoperatorio.

- Inmunoterapia en desarrollo para tratamiento de la miastenia gravis:
(Globulinas anti-linfocitos y anti-timocitos).

Actualmente se estan estudiando un gran numero de tratamientos
dirigidos contra los linfocitos tanto B como T, en busca de alterar la
miastenia gravis desde sus bases inmunopatogénicas. El grupo de
Pirofsky®®* ya describe mejoria de un grupo de diez pacientes con miastenia
gravis severa (IIb, Il y IV) después de la administracion de globulina anti-
linfocitica (ALG) tanto endovenosa como intramuscular, con un efecto de
duracién entre 36 y 71 meses. Leovey también muestra esta mejoria con la
administraciéon de ATG y de globulina anti-linfocitica (ALG) en un grupo
de diez pacientes®®. En ambos trabajos se postuld que el mecanismo de
accion de estas globulinas podria ser la inhibicion de los linfocitos T helper

o la estimulacién de los T supresores, con lo cual resultaria una supresion de
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la sintesis de anticuerpos por los linfocitos B o una disfuncion directa de
éstos.

También se ha tratado de utilizar la administracion de antigeno de
receptor de acetilcolina oral en modelos experimentales animales para

inducir la tolerancia inmune %

consiguiendo buenos resultados y
concluyendo que su utilizacion en la miastenia gravis experimental es
efectiva y que podria ser eficaz en la miastenia gravis. Otra linea de
tratamiento es la administracion de anticuerpo monoclonal anti CD4

(cMT412)*%.

Otras técnicas como el antigeno unido a toxinas o a I'*

, utilizadas tanto
in Vitro como en modelos experimentales, han formado compuestos letales
con moléculas inmunotoxicas que pueden precipitar también en los
pulmones, higado o rifiones, con el riesgo gravisimo de efectos tdxicos

secundarios importantes.

2.4- Tacrolimus (FK-506)

2.4.1- Evolucién Histérica de su descubrimiento y desarrollo

El interés de la industria farmacéutica por los efectos de los metabolitos
microbianos sobre el sistema inmunologico no se desperté de una forma
activa hasta la década de los 80, el inicio fue el descubrimiento de la
ciclosporina,  antibidtico  antifungico con  potente  capacidad
inmunosupresora que  revoluciono muy positivamente los resultados
clinicos en trasplantes de 6rganos.

Actualmente se conocen mas de cien sustancias inmunomoduladores de
origen microbiano entre ellas destaca el tacrolimus, que fue el resultado de

un largo proceso de buisqueda sobre muchas sustancias de origen natural.
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El tacrolimus esta producido por el Streptomyces Tsukubaensis, un
hongo aislado del suelo de la region Tsukuba (Japon) y ha demostrado ser
un inmunosupresor muy potentez“.

En abril de 1983 la compafiia farmacéutica Fujisawa (Astellas Pharma)
amplio su area de investigacion de forma sustancial instalando en la
poblacién de Tsukuba, conocida como la ciudad de la ciencia del Japén
unos laboratorios de investigacion nuevos y excelentemente equipados, la
actividad llevada a cabo en este centro permitié a Fujisawa explorar por
primera vez el campo de los inmunosupresores y descubrir en marzo de
1984 un potente inmunosupresor (producido por un caldo de cultivo, una
cepa de un actinomiceto concretamente el nimero 9993 y se designd segun
el codigo FK-5062°% 27+ 268y m4s recientemente, en 1992, con el nombre de
tacrolimus. Las primeras publicaciones en la literatura sobre tacrolimus es
en 1987°0% 2% 29 como un potente inmunosupresor que actua in Vitro
inhibiendo la produccion de la interleukina-2(IL-2) y la respuesta del cultivo
linfocitario mixto (CLM ) con concentraciones de 32 a 100 veces inferiores
a las de la ciclosporina®®

Los amplios ensayos clinicos empezaron en 1989 en el transplante
hepatico destinados en principio para tratar pacientes con rechazo hepatico
crénico o con severos efectos adversos de la ciclosporina. Evaluaciones mas
amplias del tacrolimus en diferentes transplantes de 6rganos fueron llevados
a cabo en estudios o ensayos controlados prospectivos y multicentricos en
Europa y en Norte América 2105 271, 292, 213

Posteriormente estudios comparando tacrolimus con la ciclosporina en
pacientes tanto pediatricos como adultos transplantados (higado, rifidn,
corazdn), describen que en el grupo de tacrolimus hay menos episodios de
rechazo tanto agudo como croénico, consiguiendo reducir de manera

. . s 273, 274.
importante la dosis de corticoides®”> *’

Este tltimo dato es particularmente
importante en transplantes pediatricos”’.
La mayoria de los efectos adversos del tacrolimus esta relacionada con

272, 273

su concentracion que incluye neurotoxicidad, deterioro del

metabolismo de glucosa, hipertension, alteraciones gastrointestinales,
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hipercaliemia, infecciones y enfermedades linfoproliferativas

272,275 atribuido a una

(particularmente observado en pacientes pediatricos
elevada inmunosupresion).

Debido a la incidencia de estos efectos adversos es justificado el uso
monitorizado de dicha droga. El tratamiento con tacrolimus produce menos
hirsutismo, hiperplasia gingival, disfunciéon neurologica y hiperlepidemia
que la ciclosporina®’® 2™,

Ambos, ciclosporina y tacrolimus comparten un importante modo de
accion, inhibir la interleuquina-2(IL-2) bloqueando la activacion de los

linfocitos-T27% 277,
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En la tabla siguiente, se detalla la evolucion historica de la produccion del

Tacrolimus (FK 506). 2787

1983 - Busqueda de un inmuosupresor especifico a partir de un caldo de
cultivo del hongo streptomyces.

1984 - Descubrimiento del inmunosupresor FR 900506 (FK 506) en
Tsukuba, (Japon).

1985 - Primeras experiencias con FK 506 " in Vitro" y en trasplante

experimental (piel, corazén y rifion).

1986 - Primera comunicacion cientifica en “11™ International Congress
ofthe Transplantation Society “en Helsinki”.

1987 - Primer simposium sobre el efecto inmunosupresor del FK (506) en
Gotemburgo (Suecia).Congreso de la Sociedad Europea de Trasplantes.
1989 - Primeros ensayos clinicos en la universidad Pittsburg bajo la
direccion del Prof. Thomas Starzl en el mes de marzo®™.

1989 - Congreso de la Sociedad Europea del Transplante de Organos, en
Barcelona en el mes de Octubre, presentacion primeros resultados de
tratamientos con FK (506). Prof. Starzl**',

1991 - Primer Simposio Internacional sobre FK 506 de Pittsburg,
presentacion de los resultados de los primeros estudios®** ***.

1992 - FK-506 recibe un nuevo nombre "TACROLIMUS". Aprobacion
para uso clinico en Japon (1993), USA y Reino Unido (1994) y Alemania

(1995).

Tabla 6: Evolucion historica de la produccion del Tacrolimus (FK 506).
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2.4.2- Estructura quimica y propiedades

El tacrolimus es un macrolido constituido por un anillo lactonico de 23
atomos de carbono. Su peso molecular es de 822,05 daltons y su forma
molecular es C44H69NO12H20. Su punto de fusion es de 127-129°C.

Es soluble en metanol, etanol, acetona, acetato de etilo, cloroformo y

s . 266, 284, 285
dietil éter y es insoluble en agua y hexano™> “™

. Debido a ello, para su
absorcion oral se ha desarrollado una formula de dispersion sélida en
hidroxipropil-metil-celulosa, que es un polimero hidrosoluble. Es estable a
temperatura ambiente por largos periodos de tiempo como polvo cristalino
blanco siendo menos estable en soluciéon. La concentracion de FK506 en

sangre o plasma mantenida a temperatura ambiente tiende a disminuir de un

10- 30% después de una semana”™.

2.4.3- Mecanismo de accidn y actividad inmunosupresora

Las propiedades inmunosupresoras de tacrolimus son notablemente
similares a la de la ciclosporina, a pesar de que las estructuras moleculares
de ambos farmacos son notablemente diferentes (FK506 es un macrolido y
la ciclosporina es un polipéptido ciclico).

Los resultados obtenidos por los estudios realizados por Kino®*® 27 y
Thomson®*’ indicaban que tacrolimus, al administrarse al inicio del cultivo
de células, podria suprimir la reactividad linfocitaria mixta y la generacion
de células T citotoxicas a concentraciones cien veces inferiores a las
requeridas en el caso de la ciclosporina. La inhibiciéon de la respuesta
proliflerativa de las células T es muy potente (de treinta a cien veces
superior a la de la ciclosporina)”®® %%,

Ambos inmunosupresores actiian al inicio del proceso de activacion de
las células T y producen un bloqueo de la sintesis de diversas citoquinas,
entre ellas la interleuquina-2 (IL-2), linfocina que desempefia un papel

importante en la respuesta inmune, ya que interviene en el crecimiento y

proliferacion de los linfocitos. Debido a que estos farmacos actuan en la
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primera etapa del proceso de transcripcion de los genes para las linfocinas,
su efecto antiproliferativo es solo patente cuando son administrados durante
las primeras horas en las que se produce la activacién de las células T**.

Se ha demostrado un efecto inhibitorio dosis-dependiente de FK506
sobre la sintesis de diversas linfocinas (IL-2, IL3, IL4 e interferon gamma),
y la expresion de los receptores para la IL-2 en las células T activadas.

Este farmaco inhibe la expresion de los receptores para la IL-2 en los
linfocitos colaboradores (CD4+) y, mas marcadamente en los linfocitos T
citotoxicos (CD8+). El tacrolimus no inhibe la proliferacion secundaria de
las células T activadas en respuesta a la IL-2.

Tanto el tacrolimus como la ciclosporina solamente pueden actuar
cuando estan unidos a unos receptores intracelulares citoplasmaticos, o en
proteinas ligantes conocidas como imunofilinas, a las que se unen con gran
afinidad®”. El complejo farmaco-inmunofilina es la parte activa que
interacciona con las moléculas intracelulares implicadas en la sefal de
transduccion.

El objetivo de este complejo farmaco-inmunofilina es pues, la proteina
calcineurina, que recibe este nombre por su abundancia en el tejido
nervioso®', proteina con actividad fosfatasa calcio y calmodulina
dependiente, y que es mediadora de la accion inmunosupresora de ambos
farmacos.

Asi pues, en el caso de la ciclosporina, ésta se une a una proteina
(inmunofilina) citoplasmatica denominada ciclofilina mientras que
tacrolimus se une a una inmunofilina citosolica llamada " FK-506 binding-
protein-12 (FKBP12)*"’ 1a cual al igual que la ciclofilina y probablemente
otras inmunofilinas pueden tener un destacado papel en la sefial de
transduccion de todas las células eucariotas.

Los resultados obtenidos en los estudios mas recientes sugieren que

n

ciclosporina y tacrolimus actian como " una molecular glue", llevando
juntas a dos proteinas que normalmente no interactian entre ellas: las
inmunofilinas (ciclofilina, FKBP) y la calcineurina, proteina con actividad

fosfatasa que cataliza la reaccion de defosforilacion de la serina y la
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treonina. La calmodulina proteina calcio dependiente, incrementa la
afinidad de union entre la calcineurina y el farmaco unido a la inmunofilina.

La actividad fosfatasa de la calcineurina queda inhibida cuando se une el
complejo farmaco-inmunofilina. Esta inhibicion de la actividad fosfatasa de
la calcineurina impide la defosforilacion del componente citoplasmatico del
factor de transcripcion de las células T (NF-Atc), defosforilacion que parece
ser imprescindible para que tenga lugar su translocacién hacia el nucleo?.
La translocacion nuclear de la subunidad citoplasmatica, y su subsiguiente
combinacion con el componente nuclear, es provocada por un incremento

del calcio intracelular®®.

Una vez unidas las dos subunidades (la
citoplasmadtica y la nuclear) se inicia la primera fase de activacion de las
células T.

En resumen, el tacrolimus muestra una accién inmunosupresora similar
pero mas potente que la de la ciclosporina inhibiendo las respuestas inmunes
humoral y celular, en concreto y de forma selectiva actlia sobre las células T
a través de su interaccion con una inmunofilina citoplasmatica especifica
(FKBP-12), tacrolimus inhibe la actividad fosfatasa de la calcineurina
(calcio dependiente). Como consecuencia de este bloqueo, no se lleva a
cabo la translocacion del factor de transcripcion citoplasmatico (NF-Atc) al
nucleo de la célula T, y por lo tanto, se produce un bloqueo de transcripcion
del DNA y de la inhibicion de la actividad de la RNA polimerasa que
interviene en la sintesis de IL-2 (linfocina que desempefia un papel esencial

en la proliferacion de las células T citotdxicas), de otras linfocinas (IL-3, IL-

4, IL-5) y del interferon gamma.

2.4.4- Farmacocinética y Farmacodindmica

2.4.4.1- Absorcion

El tacrolimus es un compuesto hidrofobico que presenta una baja
solubilidad en soluciones acuosas, por lo que se absorberia con dificultad
desde el tracto gastrointestinal. FK 506 est4 disponible tanto en preparacion

parenteral como enteral y por tanto puede ser utilizado por via oral como

64



endovenosa. La absorcion de tacrolimus de una administracion oral es muy
variable siendo los principales sitios de absorcion el yeyuno y el duodeno.
La bilis no es esencial en el proceso de absorcion. En la mayoria de las
situaciones clinicas puede iniciarse el tratamiento por via oral (dosis de 0.1 a
0.2 mg/kg/dia). La absorcion del tacrolimus presenta una elevada
variabilidad interindividual. Después de su administracion por via oral en
algunos pacientes se absorbe rdpidamente, alcanzando la concentracion
maxima en plasma en 30 minutos, mientras que en otros pacientes se
requiere mas tiempo para su absorcion, dando lugar a un perfil de absorcion
mas plano. La biodisponibilidad media de tacrolimus por via oral es
aproximadamente de un 20% (entre un 6 y 43%) en pacientes adultos
transplantados renales o hepaticos. En pacientes transplantados pediatricos
la biodisponibilidad por via oral es de un 25% (entre el 3 y el 77%). Esta
elevada variabilidad entre pacientes justifica la necesidad de ajuste
individualizado de dosis segtn las concentraciones pre-dosis de tacrolimus
en sangre”’”.

La presencia de alimentos puede disminuir su absorcion, por lo que es
aconsejable administrar el farmaco de media hora a una hora antes o dos
horas después de la ingesta de alimentos. En cualquier caso, seria muy
conveniente que el paciente adquiera su habito y tome el farmaco antes o
después de las comidas pero debe de hacerlo siempre de la misma forma,

para evitar grandes variaciones para su absorcion.

2.4.4.2- Distribucioén

El tacrolimus es altamente liposoluble y se distribuye extensamente en

los tejidos™*

. En el plasma el tacrolimus se une principalmente a proteinas
plasméticas (98%), principalmente a la albiimina y a la alfa-glicoproteina®”"
% 1a fraccion libre de medicamento (la farmacologicamente activa) puede
variar considerablemente sin que se afecte la concentracién total de
tacrolimus en sangre. La fraccion libre del farmaco viene determinada por la

concentracion total del farmaco en sangre, por el valor del hematocrito, por
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la concentracion de proteinas plasmatica y por supuesto, por las
interacciones medicamentosas. Durante el proceso de distribucion el
tacrolimus presenta una elevada unién a los eritrocitos, dando lugar a una
ratio de distribucion de concentraciones en sangre total/plasma de 20:1,

. 2
aproximadamente®”

2.4.4.3- Eliminacion

En individuos sanos el aclaramiento de tacrolimus es de unos 2,2lit./ hora
lo que indica su baja extraccion hepdtica. Su vida media de eliminacion

oscila entre 5.5 a 16.6 horas, (media 8.7 horas)™*

Este bajo aclaramiento y
la amplia distribucion del fArmaco en los tejidos explican que los cambios
de la dosis tardan unos dias en alcanzar de nuevo el estado de equilibrio
estacionario.

El tacrolimus se elimina preferentemente por via biliar. Alteraciones
graves de la funcién hepatica da lugar a una marcada disminucion del
aclaramiento del farmaco y pueden favorecer la aparicion de efectos
adversos. Por ello, en estas situaciones es recomendable una estrecha

monitorizacion de las concentraciones de tacrolimus, para poder realizar el

ajuste de dosis mas Optimas.

2.4.4.4- Metabolismo

En humanos el metabolismo hepético del tacrolimus es muy activo

(menos del 1% del principio activo se excreta inalterada por bilis y orina) y

es catalizado por enzimas del citocromo p450 (subtipos la y [1a>® 299)

2

utilizando como principales vias metabolicas las reacciones de

300.301 "] tacrolimus también es metabolizado

desmetilacion e hidroxilacion
a nivel del intestino delgado por accion del isoenzima p450 3A4 (el
principal responsable de su metabolismo a nivel hepatico), que juega un

papel decisivo en la biodisponibilidad del medicamento.
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Como resultado de este activo metabolismo se han identificado 8
metabolitos, de los cuales Unicamente el M-II (31-o-desmetil tacrolimus)
presenta una actividad inmunosupresora in Vitro similar a la del fdrmaco
principio activo. En el caso del tacrolimus, y a diferencia de lo que ocurre
con ciclosporina A los metabolitos presentan una escasa concentracion en la
circulacion sistémica.

Hasta el momento no disponemos de suficientes datos para establecer la
posible accion inmunosupresora y /o toxica de los metabolitos aislados e
identificados por incubacion de microsomas hepaticos humanos *'" 3%,

La alteracion de la funcidén hepatica estd asociada con concentraciones
elevadas de tacrolimus en sangre. Ello se debe a la prolongacion de la vida
media de eliminacion del farmaco como consecuencia de la reducciéon del

. . \
aclaramiento plasmatico’”> *

. De hecho las concentraciones plasmaticas
de tacrolimus se correlacionan directamente con los niveles séricos de
bilirrubina, sugiriendo que la disfuncion hepdtica altera el metabolismo del
tacrolimus>*.

Las concentraciones plasmaticas de tacrolimus no presentan una buena
correlacién con las dosis orales administradas™* *°°. De manera similar a la
ciclosporina, el perfil farmacocinético del tacrolimus muestra una
considerable variacion interindividual. En diversos estudios clinicos
realizados se puede observar una amplia variedad en los regimenes de
dosificacion de este farmaco, seleccionados para cada paciente con la ayuda
de la monitorizacion de los niveles en sangre total. De esta manera, se
asegura una terapia racionalizada individual que permite obtener el maximo
efecto terapéutico con un minimo de efectos secundarios y en el minimo

tiempo posible.

2.4.5- Interacciones farmacologicas

Es bien conocido que el metabolismo del tacrolimus, a nivel
gastrointestinal y hepatico, es susceptible a la accion de otros farmacos

inhibidores o inductores de los sistemas enzimaticos CYP3A y CYP1A
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subtipos del sistema citocromo P450 (CYP450)*”. Los farmacos que actiian
como inhibidores aumentan la biodisponibilidad y la vida media de
eliminacion del tacrolimus, lo que conlleva un incremento de las
concentraciones del inmunosupresor en sangre, favoreciendo asi la aparicion
de efectos adversos. Por el contrario, los medicamentos que inducen el
metabolismo de tacrolimus disminuyen su biodisponibilidad asi como su
vida media, dando lugar a una disminucion significativa de las
concentraciones en sangre y por tanto reduciendo los efectos

inmunosupresor del tacrolimus.

2.4.5.1- Interacciones farmacocinéticas

Drogas que incrementan los niveles de FK506

En la préactica clinica, cuando los pacientes estan tratados con
medicamentos que interfieren en la farmacocinética del tacrolimus, las
concentraciones totales de este ultimo deben monitorizarse estrechamente
con el fin de realizar una terapia individualizada y obtener un resultado
inmunosupresor 6ptimo con un minimo de efectos adversos.

Se han observado concentraciones elevadas de tacrolimus en pacientes
transplantados que han recibido de forma concomitante inhibidores de la

enzima CYP4503A4 como por ejemplo la eritromicina®’, fluconazol’® -

399 clotrimazol®'® y danazol *'*.

En el caso del clotrimazol, los investigadores han especulado sobre la
posibilidad de que estos farmacos compita con el FK506 por los lugares de
union a receptores del sistema enzimatico CYP450 en el intestino delgado,
dando lugar como consecuencia a una disminuciéon del metabolismo en la
mucosa intestinal e incrementando la biodisponibilidad del tacrolimus. Se
han publicado asimismo, resultados contradictorios en cuanto a la
interaccion del tacrolimus y la metil prednisolona®'?. Debido a que el
tacrolimus es también metabolizado por el sistema enzimatico CYP1A, y es

posible que pueda presentar algunas interacciones particulares con

compuestos que no interaccionan con la ciclosporina.

68



Drogas que disminuyen los niveles de FK506

Una diferencia fundamental entre el perfil farmacocinético de la
ciclosporina y del tacrolimus es que la absorcion de este Gltimo no depende
de la presencia de bilis’"’. De este modo, a diferencia de la ciclosporina,

agentes que pueden alterar la secrecion de bilis y/o la unidén a sales biliares,

314 15
1

o3 . 1316 ,
como el probuco , colestiramina””, y octreotido’°, no deberian

interaccionar con el tacrolimus y disminuir su absorciéon. Un estudio " in
Vitro " ha sugerido que los antidcidos que contienen geles de o6xido de
magnesio e hidréxido de aluminio dificultan la absorcién del tacrolimus®'’;
sin embargo, este hecho no ha sido confirmado en la clinica.

Se supone aunque no esta todavia confirmado, con la excepcion de la
rifampicina®'® | que otros inductores enzimaticos como la fenitoina,

fenobarbital y carbamazepina inducirian el metabolismo de tacrolimus

produciendo en consecuencia una disminucién de sus niveles .

Estudios "in Vitro ™ e in  Vivo " de la farmacocinética del
tacrolimus

Estudios de laboratorio han confirmado que la farmacocinética del
tacrolimus es susceptible a la inhibicién e induccion enzimatica®”’. La
elevacion de la concentracion de tacrolimus han sido demostradas en
ratas con inhibidores enzimaticos tales como la eritromicina ,
ketoconazol , diltiazem, fluconazol y cimetidina®%’ .

Principales farmacos inductores o inhibidores del citocromo P450
que pueden alterar el perfil farmacocinético y las concentraciones del

tacrolimus en sangre de los pacientes tratados .

Inductores de Citocromo P4503A4.

Los inductores de citocromo P4503A4 aumentan el metabolismo de FK-
506, por lo que hay una serie de drogas que disminuyen las concentraciones
de FK-506 en sangre como: La rifampicina, el fenobarbital, la fenotoina, la

carbamazepina y los glucocorticoides.
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Inhibidores de Citocromo P4503A4.

Los inhibidores de citocromo P4503A4 disminuyen el metabolismo de
FK-506 y aumentan las concentraciones de FK-506 en sangre como: la
eritromicina, el ketoconazol, el flucoazol, el itraconazol, el clotrimazol, la
cimetidina, el danazol, el diltiazem, el verapamilo, la nicardipina y la

nifedipina.

Alteraciones inducidas por FK-506 en el metabolismo de otras drogas.

El tacrolimus puede también inhibir la oxidacion de otros fArmacos que
son sustrato del sistema enzimatico CYP4503A4, como por ejemplo la
troleandromicina, eritromicina, midazolam, nifedipina, etinilestradiol,
diltiazem, cortisol y progesterona >>' .La accion inhibitoria del tacrolimus
puede estar relacionada con su fuerte afinidad por las zonas activas del
sistema CYPA4503A4, ya que parece ser el mas potente de todos lo
macrélidos probados hasta el momento >*'.

También se ha comprobado que el tacrolimus inhibe el metabolismo de
la ciclosporina y produce un incremento de la concentracion de esta droga
en el hombre™”, si bien no parece tener consecuencias en alteraciones del
aclaramiento de la ciclosporina®”®. Estudios en perros sugieren que el
tacrolimus puede inhibir el metabolismo intestinal de la ciclosporina,
teniendo como resultado una absorcion elevada y la correspondiente

322

elevacion de la concentracion de esta droga™ . El uso combinado de estos

, . . . 323
dos farmacos produce un efecto inmunosupresor sinérgico”” y un aumento

de la nefrotoxicidad™**.

Por su estructura quimica de macroélido, el tacrolimus podria producir
alteraciones farmacocinéticas en drogas susceptibles de interaccionar con la

eritomicina como son la teofilina, terfenadina y ciclosporina325’ 3261

a
cimetidina, inhibidor del metabolismo de estos compuestos a través del
sistema enzimatico CYPAS10A, podria también alterar el metabolismo del

. 327, 328
tacrolimus™ " ~°°.
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2.4.5.2- Interacciones farmacodinamicas

Después de que diversos estudios clinicos han demostrado que la
incidencia de nefrotoxicidad es aproximadamente equivalente tanto por el

329 , 330
» 777, es de esperar un

uso de tacrolimus como con el uso de ciclosporina
efecto similar con la administracion concomitante de tacrolimus y otros
agentes nefrotoxicos (como por ejemplo, aminoglicosidos, anfotericina B,
cisplatino). Se ha descrito una nefrotoxicidad sobreafiadida con el
tratamiento combinado de tacrolimus e ibuprofeno331 , tacrolimus y
ciclosporina®®*. Por tanto, serd importante que aquellos pacientes que
reciben tratamientos combinados con sustancias nefrotdxicas o neurotoxicas
estén controlados muy estrechamente (tabla 7).

En resumen y basdndonos en los datos actualmente disponibles, sabemos
que la farmacocinética de tacrolimus es susceptible a la inhibicion e
induccion del sistema enzimatico CYP450. Debido a su metabolismo a
través de los isoenzimas CYP3A®” *** farmacos conocidos que

interaccionan con la ciclosporina y la eritromicina deberian ser considerados

con capacidad potencial de interactuar con FK506.

Aumento de la nefrotoxicidad: - Aminoglucosidos

- Anfotericina B

- Cisplatino

- Ciclosporina

- Ibuprofeno
Hiperpotasemia: Diuréticos ahorradores de K+
Aumento de la neurotoxicidad: - Aciclovir, Ganciclovir

- Imipenem, Quinolonas.

Tabla 7. Interacciones farmacodindmicas de Tacrolimus(FK506)
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2.4.6- Monitorizacion de niveles de Tacrolimus (FK506).

La experiencia clinica con FK506, ha demostrado la enorme variabilidad
farmacocinética, tanto intra como interindividual, que este firmaco presenta
después de su administracion. Los factores predominantes de los que
depende esta variabilidad son: la absorcion, la funcién hepatica y los
tratamientos concomitantes con farmacos que pueden interferir en el
metabolismo. En consecuencia, no existe una buena correlacion entre las
dosis administradas y el efecto esperado. La monitorizacion de los niveles
sanguineos del farmaco es fundamental para poder aplicar un tratamiento
individualizado y asi conseguir la mayor eficacia terapéutica evitando al
mismo tiempo la aparicion de efectos adversos en el paciente.

El tacrolimus se distribuye en sangre de forma desigual. Una parte
importante de FK506 se encuentra en los hematies. En plasma va unido en
su mayor parte a proteinas quedando una pequefia fraccion libre que es la
farmacologicamente activa. Esta union de tacrolimus a los hematies se ve
alterada en funcion de la temperatura. Cuando la muestra de sangre es
centrifugada a 37°C la concentracion de FK506 en plasma es mayor que
cuando tal centrifugacion de FK506 en plasma es mayor que cuando tal
centrifugacion se lleva a cabo a 24°C*®. Este hecho debe tenerse en cuenta a
la hora del procesamiento de las muestras y representa un problema de
dificil manejo. Otro factor que altera la concentracion de FK506 en plasma
es el hematocrito. Cuando el hematocrito es alto, las concentraciones en
plasma son menores™>*.

Las muestras deben ser recogidas con anticoagulante, preferentemente
EDTA, que minimiza los problemas derivados de la formacion de coagulos.

La sangre total se ha convertido en el medio aconsejable para la
monitorizacion del tacrolimus con el fin de minimizar la variabilidad debida
a los factores anteriormente mencionados. Por otra parte, las mayores
concentraciones adquiridas reducen los problemas de sensibilidad de la

técnica. Esta nueva forma de procesamiento se ha apoyado en la experiencia
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previa con la monitorizacion de la ciclosporina en sangre total®*®. El FK506
fue inicialmente medido en plasma, pero trabajos recientes han mostrado
que existe poca correlaciéon entre las concentraciones plasmaticas y la

clinica®®

. Otros trabajos concluyen que la monitorizacion de la actividad de
la calcineurin fosfatasa®™® para el tratamiento es superior de la
monitorizacidon de los niveles en sangre.

Se acepta que el mejor momento para la extraccion de la muestra es justo
antes de la administracion de la dosis matinal del firmaco una vez el
farmaco se ha absorbido y distribuido en su totalidad. En aquellos pacientes
que reciben tacrolimus por via endovenosa en infusion continua, las
muestras deberian ser tomadas durante infusion, con la precaucion de no
realizar la extraccion en la misma via por las que el fdrmaco es
administrado.

La determinacion de FK506 puede realizarse por métodos especificos y
inespecificos. Se han descrito métodos especificos mediante cromatografia
liquida de alta resolucidon con detector de espectrometria de masas (HPLC-
MS), que permita separar principio activo y sus diferentes metabolitos™’.
Por otra parte, esta metodologia requiere una extensa preparacion previa de
la muestra y un personal altamente especializado, resultando dificil de
realizar en la rutina analitica en la mayoria de los laboratorios.

De los métodos inespecificos disponemos de dos técnicas de
radioinmunoensayos, el método MEIA™® (Microparticle Enzyme
Immunoassay) y el ELISA** (EnzymeLinked Immunosorbent Assay),
ambos utilizan el mismo anticuerpo monoclonal no especifico de raton anti-
FK506 desarrollado por la compaiiia farmacéutica Fujisawa y que detecta
indistintamente y conjuntamente FK506 y sus metabolitos. Por su facil
manejo y la rapidez del tiempo de anélisis, el método MEIA es el mas
comunmente utilizado. Hasta el momento, se desconoce la actividad
terapéutica y/o toxica de los metabolitos de FK506. A medida que se avance
en el comportamiento de estos metabolitos, la aplicabilidad de un u otro

método estara mds justificada. Aunque el intervalo terapéutico no esta
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plenamente definido, se acepta en sangre total una concentracion de 5 a 20

ng/mL** .

Matriz bioldgica:
- Sangre total (anticoagulante de eleccion EDTA).
Tiempo de muestreo:
- Predosis matinal (doce horas después de la dosis nocturna)
Método analitico:
- HPLC-MS: M¢étodo de referencia especifico. No se produce reaccion
cruzada con los metabolitos.
-ELISA/MEIA: Inmunoensayos que utilizan anticuerpo monoclonal no
especifico. Los mas utilizados en la practica clinica.
Frecuencia de monitorizacion en nuestros estudios.
- 3,7,15 dias
- 1,2,3,6.,9,12 meses

trimestralmente

- visita final.
Margen terapéutico del tacrolimus en nuestros estudios.

- 7-8 ng/mL en sangre (EMIT 2000, Dade Behring, Milton Keyes,
UK)

Tabla 8. Monitorizacion del Tacrolimus en pacientes con MG

2.4.7- Dosis y administracion

Las pautas de tratamiento con tacrolimus son distintas, dependiendo si
es administrada después de la realizacion del transplante de 6rganos ya sea
hepatico o renal o para tratar un paciente miastenico.

En nuestros estudios la dosis inicial indicada en la miastenia gravis es de
0.Img/kg./dia repartida en dos tomas por via oral 1/2 hora antes de

desayuno y cena y ajustando la dosis para conseguir una concentracion
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plasmatica de tacrolimus entre 7-8ng/mL, posteriormente esta dosis se va
reduciendo de manera progresiva en funcion de la mejoria clinica hasta

poder retirar la medicacion en algunos pacientes.

2.4.8- Toxicidad

El objetivo a conseguir al tratar la miastenia es una franja terapéutica
entre 7-8ng/mL de concentracion plasmatica, con una inmunosupresion
eficaz. La interpretacion del perfil de tolerabilidad del FK506 resulta dificil
debido a la gran variedad de dosificacion que se ha utilizado en la
investigacion clinica en el manejo de los pacientes transplantados, de hecho,
los propios efectos adversos han sido la clave para entender y aprender
mejor el manejo y el ajuste de la dosificacion de este farmaco. En general, la
toxicidad se reduce cuando disminuimos la dosis, aunque se han descrito
algunas reacciones, como el desarrollo de disartria, que segun algunos
autores’*' podrian ser de caracter idiosincrasico o deberse a una causa
multifactorial y por lo tanto, no responder a tales medidas.

El perfil de tolerabilidad se presenta similar tanto para pacientes adultos
como pediatricos®** ***. Sin embargo, uno de los beneficios importantes de
FK506 con respecto a la ciclosporina es la ausencia de hirsutismo i
hiperplasia gingival, clasicamente descritos con la administracion de este
ultimo. Esto es especialmente importante en el tratamiento de pacientes

il 344
pediatricos™™" .

2.4.8.1- Nefrotoxicidad

Al igual que ciclosporina, FK506 presenta una notable toxicidad. De
hecho, la presentacion clinica y la morfologia de los cambios nefrotdxicos
inducidos por FK506 son idénticas a la de la ciclosporina®*, ademas los
estudios clinicos muestran que la incidencia de la nefrotoxicidad de estas

. . 24
dos drogas es aproximadamente equivalente®*”.
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La nefrotoxicidad va intimamente relacionada con la mayor o menor
concentracion de tacrolimus en sangre, disminuyendo ésta cuando se reduce

. , , . . . 345
la dosis del farmaco. Asi en un importante estudio randomizado

, entre
pacientes tratados con tacrolimus tras el transplante (n=182) y ciclosporina
se observé que la nefrotoxicidad que requirid6 la retirada del farmaco ocurrid
con la misma frecuencia en los dos grupos (2%).

Estudios clinicos y experimentales han demostrado que el FK506
disminuye la tasa de filtracion glomerular y el flujo renal incrementa la
resistencia vascular renal**. La nefrotoxicidad se ha correlacionado con un
incremento en la produccion de tromboxano A2 en el parénquima renal
junto con vasoconstriccion, hechos que probablemente contribuyen al
descenso del flujo sanguineo glomerular y la  hiperplasia
yuxtaglomerular™*’.

En dos estudios multicentricos randomizados realizados en EEUU y
Europa para comparar la eficacia y seguridad del FK506 vs ciclosporina
parecen coincidir en el hecho de que los pacientes que recibieron tacrolimus
presentan una mayor incidencia de nefrotoxicidad si bien no hubo
diferencias importantes en cuanto la tasa media de filtracion glomerular y la
concentracion media de creatinina sérica’’’. En estos estudios se asocia la
nefrotoxicidad de forma evidente con las dosis altas de tacrolimus,

disminuyendo tal efecto mediante una reduccion de la dosis.

2.4.8.2- Efecto diabetogénico

El tacrolimus puede alterar el metabolismo de la glucosa ya que
disminuye la liberaciéon de insulina como respuesta a la hiperglicemia y

348,349 En estudios clinicos realizados

prolonga el aclarmiento de la glucosa
en pacientes que recibian tacrolimus, se observé una elevada incidencia de
diabetes que preciso de la administracion de insulina en un 12% de los
pacientes con transplante hepatico y en un 10% de los pacientes con

transplantes de corazon y rifion**'.
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Un estudio randomizado reducido llevado a cabo por Fung en1991°* n

0
encontré diferencias en la incidencia de pacientes afectos de diabetes
insulino-dependiente segiin hubiesen sido tratados con tacrolimus o
ciclosporina, de manera que a los tres meses postrasplante el 17% de los
pacientes con tacrolimus y el 17,5% de los pacientes con ciclosporina
requerian insulina.

En otro estudio randomizado llevado a cabo entre pacientes pediatricos,
la incidencia de hiperglicemia también fue similar con el tratamiento de
cualquiera de las dos drogas™' . Sin embargo, aparece que la incidencia de
diabetes de nuevo entre receptores tratados con tacrolimus es inferior para
los pacientes pediatricos comparados con la poblacion adulta.

Los datos mas recientes extraidos de los grandes estudios multicentricos
de transplante de organos, coinciden en atribuir al tacrolimus una mayor
incidencia de diabetes mellitus, si bien esta incidencia disminuy6 de forma
significativa cuando las dosis del formaco fueron reducidas®®*"°.

El mayor y potencial efecto diabetogénico de tacrolimus podria verse
compensado por la supresion del tratamiento corticoideo, a medio o largo
plazo, hecho que se ha constatado de forma mas frecuente para los pacientes

. . . . 269
tratados con tacrolimus que para los pacientes tratados con ciclosporina™”

270

2.4.8.3- Neurotoxicidad

El mecanismo especifico a través del cual el tacrolimus ejerce su accion
neurotoxica no es conocido, pero existe la evidencia de que la
administracion intravenosa, asi como las concentraciones elevadas del
inmunosupresor favorecen el desarrollo de neurotoxicidad .

Estos han sido clasificados seglin su gravedad neurotoxicidad mayor o
grave: mutismo akinético, afasia expresiva, ataques de tipo epiléptico,
confusiodn, psicosis encefalopatia, coma persistente, y neurotoxicidad menor

S . . 341,352
o leve: temblor, cefalea, trastornos del sueno, disestesias, fotofobia ™ ~°~.
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En un estudio de trasplante renal europeo, el nimero de pacientes que
presentd temblor fue significativamente mayor en el grupo tacrolimus que
en el de ciclosporina. Se present6 insomnio, cefaleas y parestesias en el
24%, el 20,5%, y en 5,6%, respectivamente de los pacientes tratados con
tacrolimus®. Resultados similares fueron obtenidos en el estudio renal
multicentrico de los EEUU donde el temblor fue significativamente mayor
en los pacientes que habian recibido tacrolimus en comparacion de aquellos
pacientes que habian recibido ciclosporina.

En los casos donde se consider6 como necesario una reduccion de la
dosis los sintomas neurolégicos fueron, por lo general, reversibles®>*. Los
cambios neuropatologicos observados con tacrolimus parecen ser
cualitativamente similares a aquellos asociados a la inmunosupresion con

ciclosporina®>- 3¢,

2.4.8.4- Hipertension arterial

La hipertension arterial valorada como la necesidad de tratamiento
antihipertensivo, fue significativamente menor para los pacientes con
tacrolimus comparado con la ciclosporina en dos estudios con pacientes
trasplantados adultos y pediatricos, respectivamente™’ -

La hipertension arterial fue constatada por Todo™®. En el 22% de los
pacientes tratados con tacrolimus después de los seis primeros meses de

tratamiento y casi todos ellos respondieron bien al tratamiento con un solo

farmaco.

2.4.8.5- Infecciones

Las primeras experiencias con tacrolimus mostraron una baja incidencia
de infecciones en un estudio comparativo de 20 pacientes con trasplante
hepéatico tratados con tacrolimus con respecto a otro grupo similar con
ciclosporina (20% vs 55%, p<0.05) después de un seguimiento maximo de

62 dias™. Posteriormente y con mas experiencia con este farmaco, se
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publicaron estudios no comparativos y durante periodo de tiempo entre 5y

12 meses>®°

con 110 trasplantes hepaticos , un 50% desarrollaron alguna
infeccion, la mayoria son bacterianas, y dentro de las virales, la
citomegalovirus(CMV) fue la mdas frecuente. Las infecciones fungicas
fueron menos frecuente (candidiasis y aspergilosis).

La menor incidencia de infeccion en pacientes trasplantados tratados con

FK506 también se ha constatado en estudios sobre poblacion infantil*®'.

2.4.8.6- Enfermedades linfoproliferativas

Las enfermedades linfoproliferativas son una complicacion reconocida
derivada de la inmunosupresion. En estudios realizados a pacientes
trasplantados con tratamiento con tacrolimus se constaté una incidencia de
entre el 0.7 y el 1.6%°%.

Existe una estrecha relacion entre el desarrollo de las neoplasias linfoides
y la infeccion por el virus de Epstein-Barr. En un estudio realizado por
Reyes®® encontraron que los 15 pacientes que habian desarrollado linfomas
tenian clara evidencia de infeccién por este virus segun los marcadores

seroldgicos.

79



2.5- Tacrolimus y Miastenia Gravis

Los trabajos publicados en revistas indexadas sobre MG y Tacrolimus se

resumen en la tabla 9.

Autor Afio Revista N° Dosis | Seguimiento | CSR % PR % Yatrogenia
Casos (meses) * *x %
Yoshikawa364 1997 | J Autoimmun Experim
Evoli 365 2002 | Muscle Nerv 1
Ponseti 2 | 2002 | Med Clin (Barc) 20 | 2-8 mg/d 3
Yoshikawa 37 12002 | J Clin Neurosci 2
Utsugisawa 2003 | Muscle Nerv 9
367
Konishi °¢ | 2003 | Muscle Nerv 19 | 3-5mg/d 4 47
Wakata 368 2003 | ClinNeurolNeurosurg 13 54
Iwamoto S0 | 2004 | Yakugaku Zasshi 2 3mg/d
Takamori /* | 2004 | Neurology 33
Shimoj ima-'0 | 2004 | Clin Rheumatol 1
Kawaguchi371 2004 | Curr Med Res Opin 17 3 mg/d 19,2
Konishi 372 2005 | J Neurol Neur Psychi 12 2-4 mg/d 24 67 33
Tsukaguchi 2005 | J Neurol Sci 2 3 mg/d
373
Ponseti 2005 | Clin Neurol Neurosur 13 2-8 mg/d 12 84
Ponseti 2005 | Neurology 79 2-8 mg/d 36 5,1 87,3 35,4
Shimojima374 2006 |J Clin Neurosci 7
Kakisaka 375 12006 | Brain Dev 1
Tada 376 2006 | J Neurol Sci 9 24 78 33,3
Ponseti 377 2006 | Curr Med Res Opin 48 2-8 mg/d 24.4 33,4 62,6

*CSR: Remision Completa. ** PR: Remision Farmacologica

Tabla 9. Relacion de los articulos aparecidos en la literatura referenciados
en Medline desde 1997 hasta 2006 del tratamiento con tacrolimus de la
miastenia gravis.
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2.5.1- Estudios experimentales
El primer trabajo experimental sobre tacrolimus y miastenia gravis

364
demostrando

aparece en la literatura en 1997 publicado por Yoshikawa
que tacrolimus previene la induccién de la miastenia gravis experimental
autoinmune en ratones al actuar sobre las células T de forma

Inmunosupresiva.

2.5.2- Experiencia clinica

Tras este trabajo a nivel experimental, las primeras experiencias a nivel
clinico fueron publicadas el afio 2002. Evoli*® en Italia tratando un paciente
que no respondia al tratamiento convencional y Ponseti*®® comunicando los
resultados preliminares del estudio de 20 pacientes resistentes a la
prednisona con dosis de tacrolimus de 0.1mg/Kg./dia en combinaciéon con
prednisona durante 3 meses observando mejoria clinica, con descenso del
nivel de los anticuerpos anti-AchR, y reduccion progresiva de la dosis de
prednisona.

Yoshikawa®’ publica que tacrolimus a dosis bajas 3mg/dia en
combinacion con prednisona es efectivo en casos de miastenia gravis
refractarias al tratamiento convencional, ademas ha observado el descenso
de los niveles de anticuerpos antireceptores de acetilcolina. Otro estudio
realizado por Wakata>*® valorando los efectos terapéuticos del tacrolimus a
dosis fijas de 3 mg/dia durante 16 semanas en 13 pacientes evidencia
mejoria en 7 pacientes, dicha mejoria en 6 pacientes aparece a las 2 semanas
de iniciar el tratamiento.

Konishi®® demuestran en un estudio multicentrico la eficacia de
tacrolimus en 19 pacientes durante 16 semanas que no respondian al
tratamiento con prednisona. Posteriormente el mismo grupo de Konishi®”?
presenta los resultados de otro estudio multicentrico de 12 pacientes con
dosis de tacrolimus de 2-4.5 mg/dia, durante 2 afios observando mejorias en
8 pacientes (67%), con descenso de los niveles de anticuerpos antireceptores

de acetilcolina en el 83% de los pacientes, y escasos efectos secundarios.
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Nagane®® publica el primer trabajo randomizado a doble ciego en
pacientes no tratados con anterioridad con otras drogas, demostrando la
eficacia del tacrolimus en la miastenia con minimos efectos secundarios
menores y efecto positivo desde la primera semana de tratamiento.

Durante estos afios y con multiples publicaciones en investigacién basica
y con la experiencia clinica adquirida en el tratamiento con tacrolimus de
mas de 300 pacientes miastenicos nos ha dado la respuesta o intentado darla
en una serie de observaciones:

1.- La rapidez en el inicio de la recuperacion de la fuerza muscular.

2.- La potente accion terapéutica que le permite actuar como
monoterapia

3.- La posibilidad de reducir la prednisona mas rapidamente que con
la asociacion de otros medicamentos inmunosupresores.

4.- La potente accion en la recuperacion de la fuerza muscular en los

pacientes con timoma

Todas estas observaciones clinicas se han tratado de explicar con los
siguientes fundamentos fisiopatologicos® *> 37"+ 3% ;

1.- El tacrolimus actaa sobre los receptores “ryanodine” estimulando
la contraccion muscular y la transmisiéon neuromuscular al interferir en la
homeostasis intracelular del calcio. El tacrolimus se une a FK506-binding
protein (FKBP), formando ¢l complejo FK506-FKBP que se une y bloquea
la accion del enzima calcineurina, dando como resultado el fracaso de la
defosforilacion, de la transcripcion IL-2 y del crecimiento de los linfocitos
T. En los linfocitos T la calcineurina es activada gracias al aumento del
calcio endocitoplasmatico, que ocurre después de la estimulaciéon de la
célula T por el antigeno. Se sabe que a nivel del musculo esquelético existe
una asociacion entre un miembro de la familia FKBP de un peso molecular
de 12Kda y el receptor “ryanodine”/canales de liberacion de calcio del
musculo esquelético. Consecuentemente el complejo tacrolimus-FKBP12
ademas de su accidon inmunosupresora y de la inhibicion de la proliferacion

celular puede actuar regulando la liberaciéon de los canales del calcio
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intracelulares. La liberacion de calcio provoca el fenomeno
excitacion/contraccion del musculo esquelético, con un aumento de la
fuerza muscular.

2.- El efecto biologico del tacrolimus sobre los receptores
glucocorticoideos produce un aumento de esteroides intracelulares por
bloqueo de su exportacion celular y aumentando la habilidad de los
receptores glucocorticoideos para unirse a la hormona. Efecto que explica la
rapida posibilidad de reducir la prednisona administrada a los pacientes por
un aumento de su utilizacion intracelular. En contraste la ciclosporina solo
actiia sobre los receptores glucocorticoideos inhibiendo los mecanismos de
exportacion de corticoides.

3.- El tacrolimus, ademas de reducir los anticuerpos anti-receptor de
acetilcolina también actiia sobre los anticuerpos “anti-ryanodine” y anti-
titin. Razén por la cual se obtienen mejores resultados en los pacientes con
timomas.

4.- El efecto inmunosupresor del tacrolimus también actiia sobre los
pacientes seronegativos y en los pacientes con anticuerpos anti tirosin-
quinasa especifica muscular positivos (anti —-MuSK).

5.- El tacrolimus aumenta la apoptosis de células T, accién que no la

produce la ciclosporina.
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[II. OBJETIVOS DE LA TESIS
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OBJETIVOS DE LA TESIS

La Unidad de Miastenia Gravis del Hospital Vall d’"Hebron inicié su
actividad en 1970. Los pacientes en los que persistieron sintomas
miastenicos después de la timectomia, han sido tratados histéricamente con
diferentes pautas terapéuticas inicialmente con prednisona y en los casos de
alta morbilidad y/o imposibilidad de reducir la dosis, se asoci6 otro
inmunosupresor que al principio fue la azatioprina y desde 1992 la
ciclosporina. En los enfermos bajo tratamiento con prednisona-ciclosporina
se evidencio mejoria en el 86% pero con alto porcentaje de efectos
secundarios y pocos casos con posibilidad de reduccion significativa de la
prednisona.

La busqueda de una alternativa mejor para estos pacientes e impulsados
por unos prometedores resultados experimentales publicados en el
tratamiento de la MG con el tacrolimus364, iniciamos en el afio 2000 un
estudio de la utilizacion clinica de esta droga en pacientes miastenicos. Los
Hallazgos preliminares de 20 casos fueron publicados por Ponseti*®® en
Febrero de 2002 con seguimiento de tres meses, observando mejoria clinica
y disminuciéon de los niveles de anticuerpos anti-receptor de acetilcolina.
Como consecuencia de estas observaciones iniciales y ante la falta de
estudios controlados que evaluaran la verdadera efectividad del tacrolimus
en la miastenia gravis nos planteamos realizar dos estudios prospectivos

cuyos resultados publicamos en la literatura y constituyen la base de esta
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tesis doctoral realizada por recopilacion de articulos. Sus objetivos fueron

los siguientes:

A).Primer trabajo prospectivo, unicéntrico, no comparativo, de un afio de

duracion, con la finalidad de:

1-

Probar la eficacia del tratamiento de la miastenia gravis con
tacrolimus en pacientes que no responden al tratamiento con
esteroides y ciclosporina, o con toxicidad relacionada por
ciclosporina y/o esteroides.

Evaluar la mejoria de la fuerza muscular a lo largo del tiempo de
estudio.

Evaluar el efecto inmunosupresor del tacrolimus en relacion con los
niveles de anticuerpos anti-receptor de acetilcolina.

Determinar el niimero de pacientes en lo que es posible lograr una
retirada de los esteroides (total o parcial).

Evaluar la seguridad del tacrolimus en lo que respecta a sus efectos
adversos.

Evaluar el efecto del tacrolimus en pacientes con timoma.

B).Segundo trabajo prospectivo, abierto y a largo plazo de un nimero

elevado de pacientes con el objetivo de:

1-

2-

3.

Realizar un andlisis a mayor escala, tras sustituir la ciclosporina
por tacrolimus en un grupo mas amplio de pacientes resistentes a la
prednisona.

Valorar los resultados a largo plazo en relacion con la fuerza
muscular.

Valorar la posibilidad de reducir o incluso suprimir el tratamiento

con prednisona.
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Determinar el porcentaje de pacientes que logran una mejoria
significativa de su enfermedad y el intervalo de tiempo necesario
para lograrlo.

Analizar los niveles de anticuerpos anti receptor de acetilcolina y su
relacion con la repercusion clinica.

Evaluar el efecto del tacrolimus en los pacientes con timoma, asi
como en los timomas invasivos.

Valoracién de la yatrogenia secundaria a la utilizacion de tacrolimus

durante un periodo prolongado de tratamiento.
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IV. PUBLICACIONES
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4.1- PRIMERA PUBLICACION

Benefits of FK506 ( tacrolimus) for residual , cyclosporin- and
prednisone —resistant myasthenia gravis : one- year follow-up of an
open-label study.

José M. Ponseti, Jamal Azem, José M. Fort, Agustin Codina, J. Bruno
Montoro, Manuel Armengol.

Clinical Neurology and Neurosurgery 107(2005)187-190.
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Abstract

Thirteen patients with myasthenia gravis, unresponsive to prednisone and cyclosporin after thymectomy, received KF506 (tacrolimus)
for 12 months, at starting doses of 0.1 mg/kg per day b.i.d. and then adjusted to achieve plasma concentrations between 7 and 8 ng/mL.
The doses of prednisone were progressively reduced and finally discontinued. Anti-acetylcholine antibodies and myasthenia gravis score
for disease severity decreased significantly and muscular strength increased by 37%. All patients achieved pharmacological remission, 11
were asymptomatic and two had minimal weakness of eyelid closure. Tacrolimus was well tolerated and appears a suitable approach after
unsuccessful treatment with conventional immunosuppressants in patients with disabling myasthenia.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Tacrolimus; Myasthenia gravis; Prednisone; Cyclosporin

1. Introduction treatment remained unanswered. Tacrolimus (FK506) is a
macrolide molecule of the same immunosuppressant class as
Myasthenia gravisis a chronic autoimmune disease causedyclosporin and has a potent immunosuppressive. The com-
usually by antibodies against the acetylcholine receptor pound, which suppresses interleukin-2 production associated
(AChR) of skeletal muscle. Its current treatment includes with T cell activation, inhibits differentiation and prolifera-
thymectomy as an early consideration, and several im- tion of cytotoxic T cells. Successful treatment of myasthenia
munosuppressive agents, such as corticosteroids, azathiogravis with tacrolimus has been recently reported in patients
prine and cyclosporin. Although immunosuppressive regi- with intractable myasthenifl—4]. Based on these encour-
mens are very effective, important issues related to the man-aging initial results we started treatment with tacrolimus in
agement of patients with generalized uncontrollable myas- patients with residual myasthenia gravis in whom it was not
thenic symptoms or serious side effects of long-term steroid possible to reduce the doses of prednisone and/or due to the
occurrence of important side effects of cyclosporin and/or
. side effects of prednisone. Results after 12 months of treat-
* Corresponding author. Tel.. +34 93 2746000x6587; ment are here presented. As far as we are aware, this is the
fax: +34 93 2746224. first report in which tacrolimus has been administered for

E-mail addressegponseti@hg.vhebron.es, 5012jpb@comb.es . .
(J.M. Ponseti). such a long period of time.

0303-8467/% — see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.clineuro.2004.07.013
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2. Patients and methods Patients were switched from cyclosporin to tacrolimus
(FK506, Progrd? Fujisawa, S.A., Madrid, Spain) starting
Six men and nine women with a mean of 45.6 years (S.D. at doses of 0.1 mg/kg per day b.i.d. and then adjusted to
14.6; range 28-72) gave written consent to participate in a achieve plasma drug concentrations between 7 and 8 ng/mL
prospective, open-label study. The study protocol was ap- (EMIT 2000, Dade Behring, Milton Keyes, UK) The dose of
proved by the local institutional review board and authorised prednisone was intended to be reduced according to response
by the Spanish health authorities (AEM protocol 02-0081, to tacrolimus. We assessed patients at baseline and at 3, 7,
code MG/601200-T). All patients had undergone transsternal 15 and 30 days, and 3, 6, 9 and 12 months after beginning
extended thymectomy atleastin the previous 3 years and werd=K596 administration. Determination of AChR antibodies
under treatment with prednisone (mean dose 33.1 mg/day,(AChR-Ab RIA kit, RSR Ltd., Cardiff, UK), a test to eval-
range 10-60) and cyclosporin (2-3 mg/kg per day, plasmauate muscular strength (TEMS), quantitative MG score for
levels 80-120 ng/mL). Histological findings included hyper- disease severity (QMG scorf5], clinical classification of
plasia of the thymus in seven patients, encapsulated thy-therapeutic response according to Osserfeaand MGFA
moma (Masaoka stage 1) in three and invasive thymoma in postintervention statys] were assessed at each visit. Phar-
five (Masaoka stage Il 4, stage IVa 1). According to the macological remission was defined as the absence of signs
Myasthenia Gravis Foundation of America (MGFA) clinical and symptoms of myasthenia under an immunosuppressive
classification[5], all patients had muscle weakness affect- regimen and without anticholinesterase medication. It is ac-
ing other than ocular muscles: class llla (moderate weaknesscepted that a patient with pharmacological remission may
predominantly affecting limb, axial muscles, or both), 2 pa- occasionally have minimal weakness of eyelid closure at any
tients; class lllb (moderate weakness predominantly affecting time of the day or the week. Adverse drug reactions were
oropharyngeal, respiratory muscles, or both), 10 patients; andalso investigated, and main hematological, biochemical and
class IVb (severe weakness predominantly affecting oropha-hormonal laboratory parameters were recorded. The disap-
ryngeal, respiratory muscles, or both) 3 patients. According pearance of steroid-related side effects when the doses of
to the clinical classification of Ossermgdi, the clinical type prednisone were reduced or withdrawn was recorded.
of myastheniawas |IB (moderately severe generalized myas- Data were analyzed with the Wilcoxon signed-rank test.
thenia, that is, severe skeletal and bulbar involvement but no Statistical significance was setRik 0.05.
crises; drug response less than satisfactory) in all patients.
MGFA postintervention statu®] showed improvement (1)
in six patients and unchanged (U) in nine. In none of the 3. Results
patients, the dose of prednisone or cyclosporin could be re-
duced. All patients suffered from adverse effects of long-term  Of the 15 patients who gave written consent to participate
corticosteroid and cyclosporin treatment, including obesity, in the study, 2 were excluded. In one patient, inclusion crite-
hypertrichosis, gingival enlargement, hypertension, hyperc- ria were not met at baseline assessment and another patient
holesterolemia, and renal insufficiency with increased blood quit through his own decision. Therefore, 13 patients com-

urea nitrogen and serum creatinine concentrations. pleted the study. As shown ifable 1 after 12 months of
Table 1
Changes in muscle strength according to quantitative myasthenia gravis (QMG) score and MGFA postintervention status over 1-year treatmaimusth tac
Patient Age (years) Sex Pathology thymus QMG score/MGFA postintervention®status
Baseline 1 month 3 months 6 months 9 months 12 months
1 31 F Hyperplasia 12/1 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR
2 28 F Hyperplasia 21/1 4/MM-1 4/MM-1 0/PR 0/PR 0/PR
3 43 F Thymoma invasive 28/U 20/1 16/1 0/PR 0/PR 0/PR
4 39 M Thymoma invasive 19/ 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR
5 68 F Thymoma invasive 20/1 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR
6 58 F Thymoma 19/U 3/MM-1 2/MM-1 0/PR 0/PR 0/PR
7 58 M Thymoma invasive 20/U 9 6/1 3/MM-1 4/MM-1 1/PR
8 51 F Thymoma 28/1 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR
9 66 M Thymoma invasive 18/U 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR
10 52 M Hyperplasia 18/U 0/PR 0/PR 0/PR 3/IMM-1 1PR
11 32 M Hyperplasia 20/1 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR
12 31 F Hyperplasia 25/U 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR
13 28 F Thymoma 28/U 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR 0/PR

2 QMG score ranges from 0 to 39; MGFA postintervention status: PR, pharmacological remission; MM-1, minimal manifestations, the patient continues to
receive some form of immunosuppression; |, improvement; U, unchanged.
b Asymptomatic with minimal weakness of eyelid closure.
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Fig. 1. Improvement of muscular strength and reduction of prednisone doses during treatment with tacrolimus.

treatment with tacrolimus, changes in Osserman therapeutic Blood pressure remained stable, weigh loss was 4.4%
response were remarkable: 11 patients were asymptomatiqfrom 78.56kg [S.D. 21.02] to 75.13kg [S.D. 17.0@,

and 2 patients had minimal weakness of eyelid closure. Clin- = 0.0139) and HDL-cholesterol decreased from 73.09 U/L
ical improvement was evident after one month of treatment. (S.D. 23.64) to 59.23 U/L (S.D. 13.799 & 0.0469). Other
According to the MGFA postintervention status, all patients biochemical parameters including serum magnesium, urea
achieved pharmacologic remission (no symptoms or signs ofand creatinine values remained unchanged. The mean (S.D.)
myasthenia except that the patient continues to take someserum glucose levels were 97.09 (15.85) mg/dL at baseline
form of therapy). TEMS changed from 70.85 (S.D. 7.47) to compared with 97.69 (15.57) mg/dL at the end of the study.
97.38 (S.D. 4.99), with a significant increase of 37.9% ( The clinical response of patients with thymic hyperplasia and
=0.0002) in the muscular strengthig. 1). QMG score de- patients with thymoma was similar. No metastasis, relapse
creased from a median of 21.23 (range 12—28) to 0.30 (rangeof thymoma or new neoplasms developed. Tacrolimus was
0-2) (P =0.001) [rable ). Most of these changes were evi- well tolerated and no adverse events related to the drug were
dent shortly after beginning tacrolimus treatment. The dosesrecorded.

of prednisone were progressively reduced and finally with-

drawn in all patientsKig. 1). AChR antibodies decreased

from 11.10 nmol/L (S.D. 13.38) to 4.50 nmol/L (S.D. 3.74) ] )

(P =0.0170) Fig. 2). The mean (S.D.) dose of tacrolimus at 4- Discussion

the beginning of treatment was 6.85 (1.82) mg/day and 4.00 o .
(1.53) mg per day at the end of the stuy= 0.004). Mean .The present study ha§ some limitations becau;e of its un-
(S.D.) plasma drug concentrations were 6.97 (4.85) ng/mL blinded and nonrandomized nature and the relatively small

on the third day of treatment and 6.65 (1.62) ng/mL at 12 number of patients included. Further studies are needed to in-
months. vestigate long-term clinical outcome as well as the side effects

of FK506 in larger numbers of patients, particularly in com-
parison with side effects related to the use of steroids and cy-
closporin. However, the benefits of tacrolimus in steroid- and

nq]ZO'VL cyclosporin-resistant myasthenia observed in this study are
10 \ outstanding. Low-dose tacrolimus (serum concentration be-
\ =¢é—mean low 10 ng/mL) reduced AChR antibodies significantly. Dis-
8 appearance of myasthenic symptoms was favourable associ-
6 \ ated with withdrawal of prednisone. Tacrolimus can be con-

A \0\‘_____‘ sidered an alternative treatment for patients with disabling

myasthenia gravis that is not responsive to conventional im-

2 munosuppressants, or when these other agents are contraindi-
cated. In our patients, treatment with cyclosporin was started
at the recommended dose of 5mg/kg per fag], but the

dose of cyclosporin had to be reduced to 2-3mg/kg per
Fig. 2. Progressive reduction of serum anti-AChR antibody concentrations day due to serious adverse effects. In fact, a recent study
during treatment with tacrolimus. has shown the usefulness to switch from cyclosporin to

Baseline 6 months 9 months 12 months
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tacrolimus in organ transplant recipients to reduce severeexecution and wrote the paper. J. Azem and J.M. Fort par-

gingival enlargement induced by the administration of cy- ticipated actively in the care of myasthenic patients, did the

closporin[9]. statistical analysis, and approved the final draft. A. Codina
The experience with the use of tacrolimus in patients with reviewed the design of the study, participated in study execu-

myasthenia gravis is limited. Yoshikawa et H] treated tion, reviewed patients’ data, and approved the final version.

two patients suffering from intractable myasthenia gravis and J.B. Montoro participated in study execution, reviewed the

both patients showed significant improvement of myasthenic report drafts, and approved the final version. M. Armengol

signs, accompanied by suppressed serum AchR antibodiesscientifically reviewed the paper, supervised coordination of

In the report of Evoli and coworkefg], tacrolimus was ef-  the study, and approved the final draft. All authors had access

fective as a single immunosuppressant in a patient who hadto all data in the study and held final responsibility for the

developed myasthenia gravis during interpheron alpha treat-decision to submit for publication.

ment. In this case, the coexistence of hepatitis C and type

2 diabetes contraindicated the use of steroids and azathio-

prine, and cyclosporine, although effective, had induced re-

nal failure. In 16 patients with steroid-resistant generalized References

myasthenia gravis, treatment with tacrolimus for 16 weeks
was accompanied by significant improvement of myasthenic
signs[3]. Wakata et al[4] studied the therapeutic effect of

tacrolimus given for 16 weeks and noted improvement in
7 of 13 myasthenic patients on the clinical muscle test. Two
other patients with relapsing ocular symptoms improved. The

present results are consistent with data of these aforemen-

tioned studies and add evidence to the benefits of including
tacrolimus in the therapeutic armamentarium of myasthenia
gravis.
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Long-term results
of tacrolimus in
cyclosporine- and
prednisone-
dependent
myasthenia gravis

Abstract—Seventy-nine patients with cyclosporine-
dependent myasthenia gravis (MG) after thymectomy received tacrolimus for a
mean of 2.5 = 0.8 years. Prednisone was withdrawn in all but two patients.
Anti-acetylcholine antibodies and MG score for disease severity decreased sig-
nificantly and muscular strength increased by 39%. Complete stable remission
was achieved in 5% of patients and pharmacologic remission in 87.3%. All
patients resumed full activities of daily living.

NEUROLOGY 2005;64:1641-1643

and prednisone-

J.M. Ponseti, MD, PhD; J. Azem, MD; J.M. Fort, MD, PhD; M. Lépez-Cano, MD, PhD; R. Vilallonga, MD;
M. Buera, MD; C. Cervera, MD, PhD; and M. Armengol, MD, PhD

Immunosuppressive regimens are effective in myas-
thenia gravis (MG), but some patients are refractory
to immunosuppressants or experience serious side ef-
fects of long-term prednisone or cyclosporine treat-
ment. Tacrolimus (FK506) is a macrolide that inhibits
T-lymphocyte activation and binds to an intracellular
protein, FKBP-12. A complex of tacrolimus—FKBP-12,
calcium, calmodulin, and calcineurin is then formed,
and the phosphatase activity of calcineurin inhibited.
This effect may prevent the dephosphorylation and
translocation of nuclear factor of activated T cells, a
nuclear component thought to initiate gene transcrip-
tion for the formation of lymphokines. The net result is
the inhibition of T-lymphocyte activation. Successful
treatment of MG with tacrolimus has been reported.'”
We here present the long-term results of tacrolimus
use in cyclosporine- and prednisone-dependent MG.

Methods. Between April 2000 and May 2004, 89 patients with
MG (mean age 48.7 years) gave written consent to participate in a
prospective, open-label study to assess the effectiveness of long-
term treatment with tacrolimus. The study was approved by the
institutional review board. The diagnosis of MG was established
by history, signs and symptoms, EMG (single-fiber and repetitive
nerve stimulation), edrophonium test, and serum anti-
acetylcholine receptor (AChR) antibodies (AChR-Ab RIA kit, RSR
Ltd., Cardiff, UK). In anti-AChR antibody—negative patients, the
diagnosis was made by clinical findings, EMG, and edrophonium
test. All patients had undergone thymectomy at least in the previ-
ous 3 years and were under treatment with high doses of pred-
nisone (mean dose 58.9 mg/day) and cyclosporine (mean dose
205.9 mg/day). The doses of prednisone or cyclosporine could not
be reduced, and all patients had adverse effects of long-term use of
these medications.

Patients were switched from cyclosporine to tacrolimus
(FK596, Prograf, Fujisawa, S.A., Madrid, Spain) starting at doses
of 0.1 mg/kg/day BID and then adjusted to achieve plasma drug
concentrations between 7 and 8 ng/mL (EMIT 2000, Dade
Behring, Milton Keyes, UK). Assessments were performed at
baseline and at 3, 7, and 15 days and 1, 2, and 3 months of
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treatment, and every 3 months thereafter. Serum anti-AChR anti-
bodies, a test to evaluate muscular strength ([TEMS], range 0 to
99),% a validated quantitative MG score for disease severity (quan-
titative MG [QMG] score, range 39 to 0),° and clinical state accord-
ing to Myasthenia Gravis Foundation of America (MGFA)
postintervention status® were assessed at each visit. Body weight,
blood pressure, laboratory tests including plasma concentrations
of tacrolimus, cyclosporine- and steroid-related side effects, and
adverse drug events were also recorded. The mean follow-up was
2.5 *£ 0.8 years (range 0.13 to 3.72).

Categorical data were analyzed with the x? test or Fisher’s
exact test and continuous data with the Mann—Whitney U test or
the Kruskal-Wallis test. The McNemar test, the Wilcoxon signed
rank test, and Friedman one-way analysis of variance were used
for comparisons of two or more groups. Data were analyzed with
the SPSS statistical package (version 11.5). Significance was set
at p < 0.05.

Results. Seven of the 86 patients were excluded due to
failure to attend control visits at month 2 (n = 4) and
voluntary decision to quit (n = 3). Of the 79 patients in-
cluded in the study, 76 (96.3%) were treated with tacroli-
mus for more than 1 year, 75 (94.9%) completed 2 years of
treatment, and 73 (92.4%) received tacrolimus for more
than 3 years. In five patients, tacrolimus was withdrawn
due to drug-related adverse effects: renal insufficiency in
three, ataxia and neuropathy in one, and dizziness, insta-
bility, and vertigo in one. In three other patients, tacroli-
mus was stopped due to unrelated causes: pregnancy in
one, lung cancer with generalized metastases in one, and
renal adenocarcinoma in one.

The table shows the clinical characteristics and results
of treatment with tacrolimus. Mean plasma drug concen-
trations were 8.2 = 3.5 ng/mL in the first week of treat-
ment and 6.6 * 2.0 ng/mL at the end of the study (p <
0.05). The doses of prednisone were reduced and finally
withdrawn in all but two patients (figure 1). Improvement
of muscular strength was significant (p < 0.0001) for
TEMS, with an increase of 39% at the end of the study (see
figure 1). Changes were already evident after approxi-
mately 10 days of treatment in 49 patients (62%). In 22
patients (27.8%), muscular strength increased more than
10 points in the first week. QMG score also decreased (p <
0.0001). According to the MGFA postintervention status,®
5.1% of patients achieved complete stable remission, 88.6%
pharmacologic remission, and 6.4% had minimal symp-
toms. Excluding the 11 anti-AChR antibody-negative pa-
tients, AChR antibodies also decreased (p < 0.0001), and
five patients became seronegative (figure 2).

All patients resumed full activities of daily living. The
clinical response of patients with thymic hyperplasia and
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Table Baseline characteristics and results at the final visit in 79 thymectomized patients with myasthenia gravis on long-term treatment

with tacrolimus

Characteristics

Baseline

Final visit*

Male/Female

Age, y, mean * SD (range)

Time from thymectomy, y, mean = SD (range)
Histologic findings, no. (%)

30/49
47.9 = 15.8 (14-80)
9.6 + 9.3 (3.0-34.7)

Hyperplasia of the thymus 34 (43.0%)

Encapsulated thymoma (Masaoka stage I) 16 (20.3%)

Invasive thymoma (Masaoka stages III and IV) 13 (16.4%)

Thymic involution 16 (20.3%)

MGFA clinical classification, no. (%)

Class IIb 1(1.3%)

Class Illa 11 (13.9%)

Class IIIb 35 (44.3%)

Class IVb 21 (26.6%)

Class V 11 (13.9%)

MGPFA postintervention status, no. (%)

Complete stable remissionf 0(0.0) 4 (5.1)

Pharmacologic remissioni 2(2.5) 70 (88.6)

Minimal manifestations (MM)§
MM-0 28 (35.4) 0(0.0)
MM-1 0(0.0) 4(5.1)
MM-3 0(0.0) 1(1.3)

Improved 0(0.0) 0(0.0)

Unchanged 40 (50.6) 0(0.0)

Worse 9(11.4) 0(0.0)

Prednisone, mg/d, mean = SD (range)

58.9 = 22.2 (10-90)

2.4 = 12.0 (0-15)

Cyclosporine, mg/d, mean + SD (range) 205.9 *+ 46.6 (150-300) 0
Tacrolimus, mg/d, mean + SD 55+ 1.7 3.6 +1.9
Muscular weakness, mean = SD

TEMS 72.1 = 8.7 989 0.9

QMG score 20.7 £ 4.9 0.5+ 3.2
AChR antibodies, nmol/L, mean + SD 40.4 = 479 56 *+49
Adverse events per patient, mean *= SD (range) 6.0 = 3.6 (0-14) 0.8 = 1.4 (0-6)
Weight loss (kg), mean = SD 76.9 + 15.7 70.3 = 14.1

* Mean follow-up of 2.5 = 0.8 years (range 0.13 to 3.72 years).

T No symptoms or signs of myasthenia gravis for at least 1 year and no therapy for myasthenia gravis during that time.
% The same criteria as for complete stable remission except that the patient continues to take some form of therapy for myasthenia gravis.
§ No symptoms of functional limitations from myasthenia gravis but some weakness on examination of some muscles.

MGFA = Myasthenia Gravis Foundation of America; TEMS = test to evaluate muscular strength; QMG = quantitative myasthenia

gravis; AChR = acetylcholine receptor.

patients with thymoma was similar. The percentage of pa-
tients with cyclosporine- and prednisone-related adverse ef-
fects decreased from 96.2% at baseline to 35.4% at the final
visit (p < 0.001). The percentage of patients with hypertri-
chosis decreased from 50.6% before treatment with tacroli-
mus to 2.3%, and the percentage of patients with acne from
54.1% to 1.2%. Other adverse effects, such as paresthesias,
gingival enlargement, malleolar edema, tremor, headache,
depressive symptoms, and diarrhea, also decreased (p <
0.05). There was a reduction in the number of patients with
hypercholesterolemia, increased blood urea nitrogen, ele-
vated serum creatinine concentration, and hyperglycemia
(» < 0.05). Symptoms of tacrolimus-induced hypomag-
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nesemia, such as paresthesias, tremor, and muscular cramps,

resolved after adjustment of the plasma levels of tacrolimus
or the administration of magnesium supplements.
Administration of tacrolimus was not associated with
an increase in infections (2.4% vs 1.2%). Three patients
developed a new malignancy: two patients with lung can-

Figure 1. Changes of the test to evaluate muscular
strength show improvement of muscular strength and re-
duction of mean daily doses of prednisone during treat-
ment with tacrolimus (*Wilcoxon test, p < 0.05 for doses
of prednisone and p < 0.0001 for muscular strength).
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Figure 2. Progressive reduction of mean serum anti-
acetylcholine receptor antibody concentrations during
treatment with tacrolimus (*Wilcoxon test, p < 0.0001).

cer at 4 and 6 months of treatment and one with renal
cancer at 4 months of treatment. One patient with lung
cancer had cerebral and bone metastases at the time of
diagnosis and died 1 month later. The patient with renal
cancer underwent a nephrectomy. In these two patients,
treatment with tacrolimus was discontinued. The remain-
ing patient with lung cancer underwent a lobectomy, and
tacrolimus was not withdrawn.

Discussion. Tacrolimus is 10 to 100 times more
potent than cyclosporine,'® but there have been a few
reports its use in MG. The current study is un-
blinded and nonrandomized, but we studied a large,
homogeneous group of high-risk patients with MG,
thymectomized at least in the previous 3 years,
treated in a single center, and closely followed by the
same research team. All patients had disabling MG
and were unresponsive to combined treatment with
prednisone and cyclosporine or were switched to ta-
crolimus to minimize side effects of the immunosup-
pressive regimen.

Tacrolimus was not administered at a fixed low
dose of 3 mg/day, as reported by others.>® Patients
received therapeutic doses of 6 to 10 mg/day to

achieve plasma drug concentrations of 7 to 8 ng/mL,
and after 1 year of treatment, the doses could be
reduced to achieve drug levels of approximately 6
ng/mL, which were shown to be effective because the
doses of prednisone could be reduced and finally
withdrawn in 98% of patients. Approximately 1 year
after starting treatment, all but two patients contin-
ued with tacrolimus monotherapy, and 92% of pa-
tients had received tacrolimus for more than 3 years.
A cause-effect in the three patients with solid tumors
seems unlikely because of the short interval between
the start of treatment and diagnosis of malignancy.
Tacrolimus was well tolerated, without adverse effects
related to long-term treatment with prednisone and
cyclosporine, and might replace these drugs as a sole
immunosuppressive agent for the treatment of MG.
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DISCUSION.

No existe en la actualidad un tratamiento ideal de la miastenia gravis con
una remision répida e indefinida de la enfermedad en todos los casos y sin
efectos secundarios. La busqueda de una alternativa que nos acerque a esta
situacioén nos condujo a iniciar estos estudios clinicos utilizando un farmaco
inmunosupresor de reciente introduccion, el tacrolimus 6 FK506.

En nuestro primer trabajo iniciamos el tratamiento con tacrolimus en un
grupo de 15 pacientes con un tiempo de evolucidon post-timectomia
transesternal ampliada superior a 3 afios. Seis hombres y nueve mujeres con
edades comprendidas entre 28 y 72, media de 45.6 afos. El estudio
histopatologico del timo de los 15 incluidos mostrd diferentes grados de
hiperplasia timica en 7 casos, timoma encapsulado en 3 (Masaoka grado 1),
y timoma invasivo en 5 (4 con grado de Masaoka III, 1 con grado Masaoka
IVa).

Las variaciones en la clasificacion clinica de Osserman en respuesta a la
terapia con tacrolimus, asi como la respuesta post-tratamiento segin la
Clasificacion Americana de MG (MGFA post-tratamiento o MGFA
postintervention status), observadas al afio de tratamiento nos indicaron que

todos los enfermos presentaban una remision farmacologica (ausencia de
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signos y sintomas miastenicos bajo un tratamiento inmunosupresor y sin
medicacion anticolinesterasica durante un afio) pero ninguno una remision
completa. Historicamente mediante el tratamiento con prednisona habiamos
observado un 75% de remision farmacoldgica y ninguna remision completa.

El aumento constatado por el test de la fuerza muscular al final del
estudio es del 37.5% (p=0.0002), valor estadisticamente significativo, donde
observamos menos limitacion de su fuerza muscular permitiendo mas
integracion a nivel social, laboral y familiar. Esta mejoria de la fuerza
muscular también ha sido observada por Wakata®®® en aproximadamente el
50% de sus pacientes y Konishi’® en el 67%.

También el estudio de la fuerza muscular con el QMGS (escala
cuantitativa de la MG, que valora la clinica miastenica con un rango de 0 a
39), paso de valores basales medios de 21.23 a valores de 0.30 al completar
el afno de seguimiento (p=0.0001). Este fenémeno concuerda con los
resultados de Shimojima®”® donde observa reduccion significativa de la
QMGS y de la escala de actividad de vida diaria. Tada’™® publica una
reduccion del QMGS en el 77.8% de sus casos después de 1 afio de
tratamiento. Konishi’® encuentra mejoria del 47% de los enfermos en la
escala cuantitativa de la MG o en la escala de de actividad diaria.

Las dosis de prednisona pudieron reducirse progresivamente hasta retirar
la medicacion en el 100% de nuestros pacientes. Resultados de reduccion de
la dosis de este medicamento sin retirarlo totalmente en los pacientes
tratados con tacrolimus fueron publicados por Kawaguchi’’' con reduccion
de hasta el 50%, Konishi’"* con una media del 37% en el 58% de los casos y
Nagane™ consigue reducciones estadisticamente significativas. Tada’’®
obtiene una reduccion del 50% de la dosis de corticoides en el 50% de sus
enfermos al afio de tratamiento con tacrolimus

La reduccion de los titulos de anticuerpos anti-receptor de acetilcolina en
nuestro trabajo fue del 59%. Hallazgos similares de reducciéon del nivel de
anticuerpos han sido comunicados por Evoli*® y Yoshikawa®’. Konishi®

obtiene buenos resultados con reduccion de los titulos de anticuerpos del
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' observa también una

35.5% en el 83% de los casos y Kawaguchi’’
reduccion de alrededor del 55%.

El control de la presion arterial evidenci6 una disminucion de un 5.0% y
6.9% de los valores tanto sistolicos como diastolicos respectivamente entre
el control basal y final. Estos resultados no fueron estadisticamente
significativos.

La evolucion del peso a lo largo del estudio, gravado en su inicio por la
yatrogenia secundaria a la prednisona y la ciclosporina sufri6é una reduccion
progresiva de un 4.4%, valor estadisticamente significativo (p=0.0139).

Los niveles de colesterol HDL disminuyeron de (73.09+23.64 U/L) a
(59.23+13.79 U/L), (p=0.0469). Los niveles plasméaticos de magnesio, urea
y creatinina no se alteraron. La media de niveles plasmaticos de glucosa es
de 97,09 mg/dL en el control basal y de 97,69 mg/dL al final. Konishi’’* no
observa aumento del nivel de creatinina ni hiperglicemia en sus enfermos

3% en uno de sus

después de 2 afios de tratamiento con tacrolimus. Wakata
enfermos aparece hiperglicemia relacionada con la alta concentracién de
tacrolimus en sangre (11ng/mL) que se normaliza al retirar el firmaco.

La respuesta tanto clinica como analitica de los pacientes con timo
hiperplasico y timoma fue similar. El tacrolimus fue bien tolerado y sin
efectos adversos durante el afio de tratamiento. Fendmeno observado por
diferentes autores (Konishi’’>, Nagane®). Tada’ ®obtiene efectos
secundarios no graves en el 33.3% de los enfermos.

Los autores japoneses utilizan tacrolimus con una dosis fija oral de 3
mg/dia sin tener en cuenta la edad y el peso del paciente y sin prestar

2 .
367372 por el contrario, en

atencion a los niveles de tacrolimus en sangre
nuestros trabajos hemos realizado controles de los niveles de tacrolimus en
sangre en todas las visitas ajustando la dosis del firmaco para mantener
dichos niveles entre 7-8 ng/mL para que sean efectivos en la miastenia. En
nuestra experiencia niveles de tacrolimus en sangre inferiores a 6 ng/mL han
resultado insuficientes para mantener una buena fuerza muscular. Valores

superiores a 8 ng/mL no han obtenido mas fuerza muscular pero si han

aumentado la yatrogenia. De las publicaciones de estos autores podemos
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concluir que con este farmaco hay una buena respuesta de los enfermos
miastenicos, con mejoria de su fuerza muscular, descenso del nivel de
anticuerpos anti-acetilcolina, reduccion progresiva de la dosis de prednisona
y consecuentemente reduccion de la yatrogenia, y sin observar efectos
adversos importantes secundarios al firmaco. No obstante todos aconsejan
estudios randomizados mas amplios para evaluar la eficacia y el papel de
esta droga en el tratamiento de la MG.

Nuestro trabajo tiene ciertas limitaciones por el reducido numero de
casos por tratarse de un grupo no aleatorizado, y valorado a medio plazo.
Sin embargo los resultados observados en el grupo de enfermos miastenicos
resistentes al tratamiento con prednisona y ciclosporina son altamente
satisfactorios, con un aumento de la fuerza muscular y una reduccion del
titulo de anticuerpos, junto con la posibilidad de supresion de la prednisona
en el 100% de los casos. La yatrogenia generada por la corticoterapia y la
ciclosporina ha disminuido o desaparecido de forma significativa en todos
los pacientes, por lo tanto tacrolimus se puede considerar una alternativa
terapéutica en pacientes que no responden o presentan importantes efectos
secundarios a los inmunosupresores convencionales (prednisona,
ciclosporina).

El segundo trabajo corresponde a un estudio prospectivo de un grupo
mas amplio, y durante un periodo de seguimiento mas largo. Se analizan de
forma prospectiva 86 pacientes afectos de miastenia gravis con timectomia
realizada al menos 3 afios antes, y que para mantener una buena fuerza
muscular precisaban de un tratamiento con altas dosis de prednisona y
ciclosporina, sin posibilidad de reducir las dosis terapéuticas y con
importantes efectos adversos secundarios a ambos tratamientos.

De los 86 pacientes 7 fueron excluidos del estudio, de los 79 pacientes
restantes, en 8 pacientes se suspendi6 el tratamiento, 5 de ellos por presentar
yatrogenia y los otros 3 por causas ajenas al farmaco.

Del total de pacientes finalmente incluidos, la dosis de prednisona se
pudo reducir de manera progresiva hasta suspenderla totalmente en el 98%

376

de los casos. Otros autores como Tada® en un estudio durante 2 afios
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consiguen reducir la dosis de prednisona hasta el 50%, en el 50% de sus
enfermos, sin poder retirarla del todo. Probablemente esta diferencia es
debida a que este autor pauta dosis fija de tacrolimus sin ajustar la dosis
segun el nivel plasmatico del FK506. En nuestra opinidén para conseguir un
efecto 6ptimo del tratamiento es importante la monitorizacion del tacrolimus
plasmatico y la mejoria clinica nos permite reducir o retirar la prednisona en
funcion de la tolerancia de los pacientes.

La mejoria de la fuerza muscular comenz6 a los 10 dias de tratamiento
en el 62% de los casos y continu6 mejorando de forma progresiva en todos
los pacientes hasta el final del estudio. Este fenomeno es comentado por
Wakata®® que observa mejoria de sus enfermos a las 2 semanas de
comenzar el tratamiento, probablemente debido a la accion directa del
tacrolimus sobre la union neuromuscular. Dicha mejoria se evidencié con el
Test de Valoracion de Fuerza Muscular (TFM) con un aumento del 39% al
final del estudio (p<0.0001), asi como, con la escala cuantitativa de MG
(QMGS) que disminuyé de forma estadisticamente significativa
(p<0.0001), superponible a lo evidenciado con el TFM, y con las
variaciones de la MGFA post-tratamiento (MGFA Postintervention Status),
con 5.1% de remisiones totales (CRS), y un 87.3% de pacientes
asintomdticos con remision farmacologica (PR), y 6.4% con
manifestaciones minimas (MM 0-3). Mientras, con el tratamiento inicial de
prednisona/ciclosporina la remision completa era del 0%, la remision
farmacologica del 2.5% y las manifestaciones minimas del 35.4%.

La media de descenso de los titulos de anticuerpos anti-receptor de
acetilcolina al finalizar nuestro estudio fue del 86%. Tsukaguchi®” presenta
sus resultados en 2 casos con MG IIb asociado a timoma invasivo con
reduccion del nivel de los anticuerpos anti-AchR. Konishi*® obtiene una
reduccion significativa tanto del nivel de anticuerpos como de Ila
interleuquina-2.

La respuesta al tacrolimus fue similar tanto en pacientes con timo

hiperplasico y timoma fenémeno también observado por Wakata®®®.
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La yatrogenia presente en el 96.2% en pacientes bajo tratamiento
prednisona-ciclosporina, descendi6 al 35.4% al finalizar las visitas. Este
descenso es consecuencia de que se pudo reducir o retirar la prednisona en
el 98% de los enfermos.

Analizando la yatrogenia de forma individualizada nos encontramos que
de 71 casos bajo tratamiento con prednisona-ciclosporina con obesidad, se
evidencié una reduccion estadisticamente significativa del peso medio de
76.9Kg. a 70.3Kg.(p<0.0001) a medida que se redujo la prednisona y
continuaron solo con tacrolimus.

El habito “cushingoide” disminuy6 de forma significativa pasando del
88.2% al 5.9% al finalizar el estudio despareciendo en el 100% de los casos
que se pudo suspender la prednisona.

La hipertricosis, el acné, y la hipertrofia gingival presentes en el 50.6%,
54.1% y 44.7% respectivamente desparecieron casi por completa a los 3
meses de suspender la ciclosporina persistiendo en el 2.3%, 1.2% y 0%
respectivamente.

El 15.3% de los enfermos presentaban hiperglicemia en la visita basal
secundaria a la prednisona-ciclosporina y al finalizar el tratamiento so6lo el
3.5% continuaron con hiperglicemia precisando tratamiento con
antidiabéticos orales.

La hipercolesterolemia descendio del 40.5% de los casos al 5.1% en la
visita final. Los niveles plasmaticos de urea, creatinina elevados en el 21.5%
de los pacientes descendieron hasta el 7.6 % de los casos al final del
estudio.

Las parestesias presentes en el 49.4% de los casos descendieron al 8.9%
(p<0.0001).Las diarreas descendieron del 10.1% al 2.5% pero no fue
estadisticamente significativo.

La hipertension arterial la presentan la presentaron el 15.2% de los
pacientes en la visita basal y al final el 3.8% siguieron siendo hipertensos.

Respecto a los efectos secundarios al tratamiento con tacrolimus el
11.8% de los enfermos presentaron hipomagnesemia, con sintomas como las

parestesias, temblores y calambres musculares que desaparecieron al ajustar
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los niveles plasmaticos de tacrolimus o después de la administracion de
pequefias cantidades de magnesio oral. La incidencia de infecciones
secundaria al tacrolimus es del 1.2% de los casos y se mantuvo constante a
lo largo del estudio. Nagane™ en un estudio piloto randomizado de 34
pacientes (18 con prednisona y tacrolimus, 16 con solo prednisona) durante
1 afio concluyd que ninguno de estos casos presentd efectos adversos debido

al tacrolimus. Wakata®®®

en su estudio solo observa hiperglicemia en el
12.5% de los enfermos (1 de 8 pacientes) secundaria al tacrolimus que
desaparece al suspender el tratamiento. Konishi*® no observa nefrotoxicidad
ni diabetes mellitus ni otros efectos adversos graves, salvo leucocitosis y

linfopenia. Tada®’®

obtiene efectos secundarios poco importantes en el
33.3% de los enfermos.

Tres pacientes presentaron neoplasias (2 con cancer pulmonar a los 4y 6
meses en enfermos con alta adiccion al tabaco, y otro caso de cancer renal a
los 4 meses de tratamiento). Dado el corto tiempo entre el comienzo del
tratamiento y la aparicion del tumor, asi como la presencia de otros factores
desencadenantes, parece improbable que sean secundarias al inmuno-
supresor.

El efecto obtenido con el tacrolimus a los pocos dias del inicio del
tratamiento que observamos coincide con las observaciones de Konishi’’%,
Kawaguchi’’' y Wakata®®. Este fenomeno podria estar relacionado con su
accion farmacologica sobre la contraccion muscular (receptor “ryanodine”),
y sobre la transmision neuromuscular (“acetylcolin release reflecting
intracelular calcium homeostasis”). La unién de tacrolimus a la FK506-
binding protein (FKBP) formando el complejo FK506-FKBP y bloqueando
la accion del enzima calcineurina con el resultado de fallo en la
defosforilacion, transcripcion de la IL-2 y la proliferacion de las células T.
Se ha observado que a nivel del musculo esquelético, existe asociacion entre
(FKBP12) y el receptor “ryanodine” (RyR1) y el canal de liberacion de
calcio, por lo tanto el complejo tacrolimus-FKBP12 ademas de su efecto

inmunosupresor bloqueando 1la proliferacion celular, parece actuar

regulando el calcio intracelular, esta regulacion favorece la excitacion-
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contraccion del musculo esquelético con aumento de la fuerza muscular’ ™

379.3%0 Estos hallazgos se han confirmado recientemente por la presencia de
anticuerpos anti-receptores “ryanodine” en casos de timoma asociado a
miastenia gravis °®.

El efecto bioldgico del tacrolimus sobre los receptores de
glucocorticoideos posibilita la reduccion de la medicacion esteroidea. Ello
es debido al aumento de la concentracion intracelular de esteroides, gracias
al bloqueo de su extraccion celular aumentando de la capacidad de dichos
receptores glucocorticoideos para unirse a hormonas mediante el
FKBP51/PP5(intercambio de inmunofilinas).En cambio la ciclosporina
solamente afecta los receptores glucocorticoideos al bloquear el mecanismo
de extraccion esteroidea **'.

Ademas, potenciado el efecto del tacrolimus en la miastenia gravis esta
el efecto de este inmunosupresor sobre la apoptosis de células T. Se ha
sugerido que la supervivencia de los linfocitos depende del balance entre los
mediadores proapoptoticos y anti-apoptdticos. Respecto a esto sabemos que
el tacrolimus aumenta la apoptosis de linfocitos T, efecto que no lo produce
la ciclosporina, probablemente debido a que la ciclosporina vy el tacrolimus
tienen diferente habilidad de inhibir la permeabilidad de la membrana
mitocondrial®®*. Recientemente se han publicado que la FKBP38, una
proteina de la familia de las FKBP puede interactuar con la anti-apoptotica
proteina Bcl-2 y la Bel-X1 convirtiéndolas en inestables y desprotegiéndolas
de la degradacion®®. Este efecto pro-apoptotico representa un mecanismo
adicional al inmunosupresor del tacrolimus®™*.

Los malos resultados observados en el grupo de pacientes afectos de
miastenia asociada a timoma con escasa respuesta y con frecuentes recaidas
con tratamiento convencional (anticolinesterasicos, prednisona y
azatioprina) mejoran e incluso son superponibles a los obtenidos en el grupo
sin tumor timico cuando el paciente se trata con tacrolimus. Esta
observacion también la encuentra Tsukaguchi® > y Tanahashi®®.

Takamori’' analiza los anticuerpos anti-receptor “ryanodine” de 33

pacientes con miastenia y timoma y su reduccion tras el tratamiento con
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tacrolimus, por lo que apunta hacia el efecto inmunosupresor del farmaco
tanto sobre los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina como los anti-
“ryanodine”. Los buenos resultados observados en nuestros pacientes con
miastenia y timoma nos hace sospechar tal como apunta Takamori’' que este
inmunosupresor actiia sobre los anticuerpos anti-receptor de acetilcolina y
sobre otros anticuerpos presentes en este grupo de pacientes (anti-ryanodine
y anti-titin).

El grupo de pacientes seronegativos y de entre ellos los que presentan
anti-MuSK también responden satisfactoriamente al tratamiento con
tacrolimus como han observado Ponseti *’’, Tada>’®y Takahashi’®*®.

El tacrolimus administrado a dosis de 6-10mg/dia para conseguir niveles
plasmaticos de 7-8ng/mL, es un inmunosupresor altamente efectivo, y que
nos ha permitido suspender la ciclosporina, y reducir la prednisona
progresivamente para posteriormente retirarla en el 98% de los pacientes.
En cambio otros autores lo administran a dosis fija y baja de 3 mg/dia y sin

valorar el nivel plasmatico **" 7

, ya que niveles superiores a 10 ng/mL
aumenta las posibilidades de presentar yatrogenia.

Hasta la fecha se han comunicado en la literatura, alrededor de 300
pacientes tratados con tacrolimus, de los cuales un elevado nimero
corresponden a enfermos de nuestra unidad de MG. La conclusion de todas
estas publicaciones que este farmaco es util para tratar los pacientes afectos
de MG refractaria a la terapia convencional o con yatrogenia asociada
mejorando sus sintomas, su fuerza muscular y reduciendo los efectos
adversos secundarios a la prednisona-ciclosporina.

A la luz los buenos resultados que hemos observado en cuanto a la
repercusion del tacrolimus en la fuerza muscular y la baja incidencia de
efectos secundarios durante el largo periodo del estudio nos hacen pensar
que este inmunosupresor puede tener un importante papel en el tratamiento
de la miastenia gravis. No obstante son necesarios estudios controlados,
posiblemente multicentricos, por la prevalencia de la enfermedad para

confirmar de forma mdas contundente nuestros resultados y validar al
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tacrolimus como monoterapia inmunomoduladora en el tratamiento de la

miastenia gravis.
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VI. CONCLUISONES
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CONCLUSIONES.

1) En pacientes con miastenia gravis refractaria a la prednisona y/o
ciclosporina el tratamiento con tacrolimus, nos ha permitido suspender la
ciclosporina y una reduccidon progresiva de la prednisona hasta poder
retirarla de forma total en el 98% de los casos, con la consiguiente

reducciodn del 63.2% de los efectos secundarios a estos dos farmacos.

2) Se ha observado un aumento de la fuerza muscular del 39% con el uso
del tacrolimus. Esto ha permitido mejorar la calidad de vida de estos

pacientes a nivel social, laboral y familiar.

3) Los niveles de  anticuerpos anti-receptor de acetilcolina han

experimentado una reduccion del 86.14% con la utilizacion del FK506.

5) Con el tacrolimus, a dosis de 0.1mg/kg./dia y durante mas de tres afos,
no hemos observado la apariciéon de recidivas en los casos de timomas

Invasivos.

6) El tratamiento con tacrolimus mejora los resultados, con remision
completa del 5.1% y remisién farmacologica del 87.3 % sin provocar
efectos secundarios importantes y con buena tolerancia en la mayoria de los

pacientes.
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7) No se ha evidenciado diferencias en la respuesta terapéutica al tacrolimus

en los pacientes con o sin timoma.

8) Ante la evidencia obtenida en estos dos trabajos prospectivos, que
incluyen un numero importante de pacientes y pese a las limitaciones de no
ser unos estudios aleatorizados, los resultados nos permiten apuntar al
tacrolimus como un inmunosupresor a tener muy en cuenta en el tratamiento
de la miastenia gravis tanto por su potente efecto terapéutico, como por los

minimos efectos secundarios.
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