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FRECUENCIA DE POLIMORFISMOS DE LA GLICOPROTEINA
P EN EXONES 12 Y 21 (GEN ABCB1) Y CITOCROMO P
(ISOFORMAS CYP3A5) EN DONADORES RENALES Y SU
RELACION CON TOXICIDAD POR TACROLIMUS
EN EL RECEPTOR

|. ANTECEDENTES

La inmunosupresion es la base de la medicina de trasplante de
organos hoy dia, y dentro de este contexto, los inhibidores de la calcineurina
son medicamentos angulares. El tacrolimus dado su mejor perfil
farmacoldgico, se ha tornado en afos recientes como el medicamento de
eleccion en el mantenimiento de dicha inmunosupresion en el trasplante
renal,! superando su frecuencia de uso a la ciclosporina, medicamento
inicialmente descrito en esta categoria.'® El uso de estos medicamentos
sumado al desarrollo de terapias de induccion eficaces y mejores técnicas
quirargicas ha contribuido en la notoria disminucion de episodios de rechazo
agudo®, tanto en el paciente adulto como pediatrico.' No obstante este
progreso no ha sido reflejado en la sobrevida del injerto renal a largo plazo,

como puede apreciarse en lafigural (Ay B).

De manera general, la disfuncion del injerto renal ha dado por llamarse
de forma vaga e imprecisa como un rechazo crénico del injerto (o
simplemente una nefropatia crénica),* pero sus verdaderas causas y razones
estan aun lejos de entenderse y conocerse’ y su prevalencia e inexorable
progresion hacia la disfuncion cronica y finalmente pérdida del rifion
trasplantado no parecen ceder a pesar de la significativa disminucion de la
frecuencia y morbilidad de los episodios de rechazo agudo otrora

considerado como el factor preponderante en el deterioro crénico del tejido



renal injertado,® sin embargo en reportes de seguimiento de grandes series la

atribucién de causas es amplia.’

Fig. 1 Ay B . Porcentaje de sobrevida del aloinjerto renal en pacientes trasplantados en
sucesivos periodos de tiempo, tanto de donador vivo como cadavérico (Reporte del 2006,
North American Pediatric Renal Trials Cooperative Study [NAPRTCS] )



Hoy dia la nefropatia crénica del trasplante se relaciona mas a un
proceso de indole multifactorial,’ en el cual hay caracteristicas tanto del
donador como del receptor implicadas en el inicio y la progresion de la

enfermedad.*

Aungue como ya se comentd previamente el conocimiento de la
fisiopatologia de la disfuncion cronica del tejido renal trasplantado es
pobremente entendido, la investigacidon ha orientado a establecer en su
desarrollo dos fases,* una temprana en donde los factores de caracter
inmunoldgico y lesiones asociadas a isquemia y reperfusion parecen ser

147

preponderantes, y una mas tardia donde la relacion con nefrotoxicidad

por inhibidores de la calcineurina muestra una mayor solidez.*

El tacrolimus es un macrélido aislado del hongo Streptomyces
tsukubaens cuyas propiedades inmunosupresoras fueron reconocidas en
1984 y apoyadas posteriormente por varios estudios.® De manera general, su
mecanismo de accion implica la unidn a una proteina intracelular llamada
FKBP-12 (FK binding protein, por su nombre en inglés) con lo cual se
bloquea la translocacion desde el citoplasma hacia el nucleo celular del
Factor Nuclear de Linfocitos T activados (FNTA) inhibiendo la expresion de
genes involucrados en la activacion de células T, incluyendo aquellos para la
interleucina 2.2 A pesar de su similar mecanismo de accién, el tacrolimus
tanto in vivo como in vitro ha demostrado ser entre 10 y 100 veces mas

activo que la ciclosporina en la inhibicién de la respuesta inmune.®*°

Desafortunadamente, a pesar de su amplio uso y poder
inmunosupresor, el tacrolimus enfrenta la dificultad de un estrecho margen
terapéutico indicando la necesidad de una monitorizacién continua tanto para

optimizar su eficacia como para limitar su toxicidad.'* Lo anterior se suma a



una importante variabilidad interindividual de los niveles valle del
medicamento, a pesar de la administracién a dosis recomendadas'?. Hay
claras diferencias étnicas, con los pacientes de origen o0 ascendencia
africana requiriendo dosis mas altas para lograr las concentraciones
sanguineas adecuadas, a diferencia de lo observado en otros grupos
étnicos.'® Aparte de los factores raciales descritos, factores genéticos estan
claramente involucrados en estas diferencias.** Por lo referido, la definicién
de la dosis mas apropiada del tacrolimus y el planeamiento de la mejor
estrategia terapéutica se hace sumamente dificil, para este medicamento de

caracteristicas dosis-critica.®

En resumen, factores relacionados con la farmacocinética, la
farmacodinamia y especialmente la farmacogenética, son determinantes
principales en el multiple perfil de respuestas y toxicidad de los inhibidores de

la calcineurina, a dosis dadas.



[I. MARCO TEORICO
Glicoproteina P

Desde el contexto histérico, la glicoproteina P (gp-P), fue el primer
miembro de la superfamilia de transportadores ligados al ATP (ATP-binding
cassette o ABC, por sus siglas en inglés) en ser identificada en una célula
eucariota. Este tipo de proteina puede ser clasificada en tres tipos
principales basados en su funcion: transportadoras, reguladoras o tipo

canal.’®

El fendmeno de resistencia a multiples drogas, fue descrito ya a
principios de los afios 70’s en lineas celulares tumorales'® y desde entonces
la investigacion ha conocido de mejor forma su mecanismo subyacente, asi

como ha incrementado el nimero de sustancias involucradas.’

La gp-P, producto del gen humano ABCB1, es un transportador
multidroga primario, que se localiza en la membrana plasmatica celular,
utiliza energia proveniente de la hidrdlisis de ATP, con el objetivo de eliminar
del medio intracelular productos xenobiéticos potencialmente téxicos.’® Su
espectro de sustancias o sustratos es amplio, de caracteristicas estructurales
en general no relacionadas, aunque con el comun denominador de tener una
tendencia hidrofébica.'® Su presencia se ha descrito en células epiteliales
del intestino, en las membranas de los canaliculos biliares, en la superficie
luminal de las células del tdbulo proximal renal, en la barrera
hematoencefalica y en el propio compartimiento hematolégico.***’?° Se trata
de una proteina de aproximadamente unos 170 kilodaltons (kD), con 1280
aminoacidos estructurales con un mecanismo de accién similar a un poro
transmembrana interactuando con su sustrato en el citoplasma vy

expulsandolo al medio extracelular.’® En la figura 2, puede observarse la



representacion esquematica de la gp-P en la membrana celular y su forma

de accion de una manera simple.**

Fig. 2. Representacion esquematica de la glicoproteina-P en la membrana celular, donde
se observa que el centro molecular actia como un poro a través del cual la sustancia
xenobiédtica es expulsada, y la energia para dicho proceso es dada por moléculas de ATP
[Filaria Journal 2003 2(Suppl 1):S8]

Se puede comprender entonces la gran importancia que este
transportador transmembrana ejerce en todo el contexto farmacoldgico de los
inhibidores de la calcineurina, y en especial del tacrolimus afectando de esta
forma su absorcion a nivel intestinal, la distribucién en los diferentes
compartimientos del cuerpo y su metabolismo y excrecién®® demostrandose
por ejemplo que su sobre-expresion intestinal genera una menor

biodisponibilidad de su sustrato estableciéndose una relacién inversa;'* en



los ultimos afios, se han identificado polimorfismos Unicos de nucleétidos

(SNPs: single nucleotide polymorphisms).?

Desde el descubrimiento de los SNPs en el gen ABCB1, uno de los
mas estudiados ha sido el llamado polimorfismo silencioso en la posicion
3435 en el ex6n 26 (3435C>T), ™ 2 aunque muchos de los reportes han
mostrado francas contradicciones entre ellos respecto del significado del

mismo en la disposicién de tanto ciclosporina como de tacrolimus.*

Otros polimorfismos que en afos recientes han dirigido la
investigacion en este tema estan la posicion 1236C>T y la posicion
2677G>T/A** siendo este Ultimo de gran interés por cuanto la mutacién
representa un cambio de aminoacido en la transcripcién proteica,** con las
posibles consecuencias tanto estructurales como funcionales de la gp-P. La
figura 3, muestra una representacion esquematica del gen ABCB1 y la

posicion relativa de los polimorfismos descritos, en los respectivos exones.*

Fig 3. Representacion esquematica del gen de la resistencia a multidrogas 1 (MDR1 o
ABCB1) y la estructura secundaria de su transcripcion proteica (glicoproteina P). Los
recuadros superiores, representan los exones. La localizacion de los diferentes
polimorfismos (SNP) estudiados son indicados por flechas en relacién a la estructura
exoénica del gen y la topologia de la proteina (J Am Soc Nephrol 2003;14(7):1889-96)



CYP3AS5

El citocromo P-450 (CYP-450) es un grupo de enzimas con
localizacion principalmente hepatica que estan implicadas en el
metabolismo de la mayoria de farmacos comercializados, asi como de
otros xenobidticos y sustancias endbégenas. Entre las enzimas que
conforman esta familia, CYP3A, CYP2D6, CYP1A2, CYP2C9 vy
CYP2C19%°?8 son las méas importantes en cuanto a su participacién en el
metabolismo de farmacos, mientras que otras como CYP2C8, CYP2E1,
CYP2A6 o CYP2J2 son de interés por alguna caracteristica que las hace
relevantes frente a situaciones concretas.?®, bien porque presenten
polimorfismos genéticos que puedan afectar al desarrollo normal de la
terapia farmacoldgica o por otros aspectos que sean considerados de

interés en cada caso patrticular.

Las isoenzimas de la subfamilia P-450 3A (CYP3A) son las enzimas
que predominan en la fase | del metabolismo de farmacos en el hombre,
ademas estas isoenzimas también metabolizan otros compuestos como

hormonas esteroideas, toxinas y carcin0genos.

Esta subfamilia se compone de al menos 3 genes diferentes: CYP3A4,
CYP3A5 y CYP3A7,* CYP3A43 también se ha identificado recientemente
aunque su importancia metabdlica es, por ahora, mas que discutible. De
estas enzimas, CYP3A4 es la principal, representando el 30% del total del
citocromo P-450 en el higado®®, CYP3A5 presenta una actividad catalitica

muy similar mientras que CYP3A7 es la forma enzimatica presente en el feto.

Debido a la gran similitud catalitica entre CYP3A4 y CYP3A5 asi como

a la casi exclusiva localizaciéon fetal de CYP3A7, estas enzimas se suelen



denominar conjuntamente como CYP3A. Si bien gana terreno la idea de un
papel mas preponderante del pensado hasta ahora para CYP3A5 en la
actividad total de CYP3A.*!

La actividad de CYP3A presenta una alta variabilidad interindividual
entre la poblacion, dicha variabilidad pudiera tener una base genética, sin
embargo la importancia clinica de las variantes encontradas (CYP3A4*1B y
CYP3A5*3 principalmente), aunque en un principio se conectara alguna de
ellas a ciertos estadios en el cancer de préstata,® esta todavia por demostrar
de forma consistente. De hecho, un estudio no encuentra una correlacién

significativa entre los diferentes genotipos y el fenotipo total de CYP3A.*

Otra causa de la antes mencionada variabilidad interindividual es que
la actividad de esta enzima es altamente modulable, ya sea por otros
farmacos (inductores o inhibidores), enfermedades, la dieta o factores

ambientales.

Debido a la gran cantidad de farmacos metabolizados por esta
enzima, la importancia clinica de este citocromo es obvia. Por ejemplo, en la
terapia farmacoldgica post-transplante, muchos de los inmunosupresores
utilizados, por ejemplo tacrolimus o ciclosporina, son sustratos de CYP3Ay a
menudo de la gp-P en el tracto gastrointestinal, de manera que el uso de
otros farmacos en dicha terapia, por ejemplo esteroides, que alteren la
actividad de CYP3A y/lo Pgp, pueden afectar a los niveles del
immunosupresor demandando un ajuste de su dosis para alcanzar el efecto

terape(tico o evitar efectos adversos.**



Igualmente, la participacion de CYP3A en el metabolismo de la mayor
parte de las estatinas hace que la inhibicion de la enzima sea clave en el
aumento de los niveles plasmaticos de estos hipocolesterolemiantes,
provocando asi un riesgo de miopatia que potencialmente puede llegar a ser

fatal.®®

CYP3A también es importante en el metabolismo de muchas
sustancias psicoactivas, como cocaina, metadona, ansioliticos, hipnoticos,
antipsicoticos, antiepilépticos o los inhibidores de la recaptacion de
serotonina (IRSs). Varios de estos IRSs, ampliamente usados, son

inhibidores de la actividad enzimatica tanto in vitro como in vivo®®®

y, de
hecho, muchas de las interacciones observadas tras administrar estos
antidepresivos son atribuibles a interacciones con las isoenzimas de la
subfamilia CYP3A.**** La presencia probada de esta enzima y su actividad
en cerebro* sugiere que pueda existir un metabolismo y regulacién local
importante, al menos cualitativamente, de estas sustancias en el sitio de

accion, aunque este hecho todavia debe confirmarse.*
Finalmente conocemos de la existencia de citocromo P en rifién, sin

que hasta el momento tengamos una idea clara de su funcion y repercusion

en la homeostasia renal.
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El trasplante renal, es el tratamiento de eleccion en el proceso de
rehabilitacion del paciente con insuficiencia renal en condicion terminal. En el
nifio es la mejor opcién por cuanto con ella se logra disminuir y aun revertir
los efectos negativos que la condicion urémica conlleva tanto desde el punto

de vista fisico, cognoscitivo y del desarrollo sicoldgico y social.

En la actualidad, los obstaculos encontrados por los pioneros del
trasplante renal especialmente los relacionados con el rechazo agudo han
practicamente desaparecido, dados los grandes avances tanto en areas
como la inmunologia y la farmacologia con medicamentos que ofrecen un
mejor comportamiento inmunosupresor, sumado lo anterior a técnicas
quirdrgicas y de cuidado posoperatorio que garantizan en un alto porcentaje

de los pacientes el éxito inicial del mismo.

No obstante lo anterior, el rifion trasplantado se sigue enfrentando al
proceso de disfuncidén crénica del mismo que limita de manera importante su
sobrevida en el mediano y largo plazo. La nefropatia crénica del trasplante (o
el rechazo crénico, como suele llamarse para referirse al mismo proceso) se

constituye en la principal causa de falla y pérdida del injerto® ***

excluyendo
aguellas muertes con rifidbn trasplantado funcional asociadas a
complicaciones cardiovasculares o malignidad*® y se estima que cuenta por
aproximadamente el 25 al 30 % de aquellos pacientes en lista de espera por
un trasplante renal, cuando ya han tenido uno previo.*® Los hallazgos
histologicos compatibles con nefropatia cronica del trasplante son comunes
después del primer afio postrasplante,*® y pueden encontrarse hasta en el
81% de los especimenes evaluados en este momento.”* En el proceso de

disfuncién varios factores han sido involucrados, dando a los efectos

11



secundarios por los anti-calcineurinicos un valor destacado en su

fisiopatologia.

La amplia variacion inter-racial e inter-individual en la biodisponibilidad
y farmacocinética del tacrolimus es un factor limitante en la adopcién de
niveles séricos de referencia que puedan ser universalmente aplicados a
todos los pacientes trasplantados y conlleva a que con este estrecho margen
terapéutico la sobre-inmunosupresion con el consiguiente desarrollo de
infecciones, malignidad y nefrotoxicidad sea dificil de separar del riesgo de
rechazo y pérdida temprana del injerto.

12



IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

Con el presente trabajo se plantea como pregunta de investigacion:

¢,Cudl es la frecuencia de expresion de los polimorfismos en los
exones 12 y 21 del gen ABCBL1 y de los CYP3A5*1 y CYP3A5*3 del gen
CYP3A5 en los donadores renales de pacientes pediatricos trasplantados en
el Hospital Infantil de México Federico Gomez, y que relacion pudieran tener

con nefrotoxicidad por tacrolimus a los 6 meses postrasplante?

13



V. JUSTIFICACION

Desconocemos a la fecha qué papel juega la expresion de
glicoproteina P del rifidn trasplantado en la toxicidad por tacrolimus y cual es
la frecuencia de los polimorfismos del gen ABCB1 o MDR1 que la codifica en
los donadores renales, y la expresiéon de los dos polimorfismos mas
frecuentes del citocromo P450 (CYP3A5*1 y CYP3A5*3), que sabemos
también se manifiestan en tejido renal. Del mismo modo no hay estudios que
describan si la presencia de estos polimorfismos influye en mayor o menor
grado dicha toxicidad. Existen algunas investigaciones con trasplante
hepatico que intentan establecer la relacion, pero con resultados

relativamente contradictorios.>?>°

En nuestro medio, y menos en la poblacién pediatrica mexicana no
hay estudios en tal sentido, por lo cual es importante conocer la presencia de
estas mutaciones, tanto en los donadores como en los receptores renales y
establecer la relacion que tienen con los resultados a mediano y largo plazo
sean estos favorables o desfavorables. Conocer desde un punto de vista
practico y de forma anticipada la interaccién farmacogenética en el binomio
DONADOR - RECEPTOR en el trasplante renal posibilitaria plantear de una
mejor manera el monitoreo clinico y farmacologico que estos pacientes
demandan. En la figura 4 intentamos esquematizar, lo anteriormente referido.
Se intenta en la misma destacar, que la interaccion del genotipo y el fenotipo
expresado de ese 6rgano trasplantado junto a los determinantes genéticos
del receptor, traen como consecuencia respuestas en varios aspectos que
finalmente contribuirdn que la respuesta o evolucion clinica sea positiva o

negativa.
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Farmacodinamica

Biologia celular y molecular

Fig. 4. Diferentes interacciones DONADOR-RECEPTOR en medicina de trasplantes

Consideramos pues, visto asi desde este punto de vista, que el
intentar evaluar la influencia genémica y su expresion fenotipica del érgano
trasplantado, podria en parte contribuir en la busqueda de aquellos aspectos

gue subyacen la enfermedad crénica del rifion trasplantado.
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VI. OBJETIVOS

General

Identificar los polimorfismos en los exones 12 y 21 del gen ABCB1 que
codifica la glicoproteina P y del gen CYP5A (CYP3A5*1 y CYP3A5*3) del
sistema de citocromo P450 en un grupo de donadores renales, en el Hospital

Infantil de México Federico Gomez

Especificos

1. Revisar las caracteristicas demograficas de un grupo de pacientes
pediatricos trasplantados en el Hospital Infantil de México Federico
Goémez (HIMFG).

2. Conocer la frecuencia de nefrotoxicidad por tacrolimus en la
poblacidn pediatrica trasplantada del HIMFG.

3. Establecer la presencia de polimorfismos de glicoproteina P, en
donadores renales, localizados en los exones 12 y 21 de su
respectivo.

4. Establecer la frecuencia de polimorfismos de la isoforma CYP5A,
del sistema citocromo P450, en donadores renales.

5. Relacionar la presencia o ausencia de tales polimorfismos con la

nefrotoxicidad por tacrolimus en el primer afio post-trasplante renal.

16



VII. MATERIAL Y METODO

Disefio y tipo de estudio

Descriptivo y transversal

Poblacioén

Pacientes pediatricos del Hospital Infantii de México, de cualquier
género con trasplante renal de donador vivo relacionado, que participan de
un protocolo de dos esquemas de inmunosupresion y que recibieron su
trasplante a partir del segundo semestre de 2007, que cuentan ademas con

seis (6) o mas meses de trasplantados.

Criterios de inclusiéon

1. Pacientes del HIMFG receptores de trasplante renal, de donador
vivo relacionado, con un expediente activo.

2. Ambos sexos.

Participantes de un protocolo de investigacion que estudia dos
esquemas de inmunosupresion.

4. Con archivo clinico completo.

5. Que se cuente en el laboratorio de investigacion en nefrologia con
muestra de Acido Desoxiribonucleico (ADN) previamente extraido
de sus respectivos donadores.

6. Que se cuente con biopsia renal tomada aproximadamente a los
seis meses del trasplante.

7. Consentimiento firmado, para participacion en el estudio de doble

esquema de inmunosupresion.

17



Criterios de exclusion

1. Archivo o expediente clinico incompleto.
2. Sin biopsia renal a los 6 meses postrasplante.

3. Inadecuado material genético (ADN), para procesar.

Caracteristicas del lugar donde se desarroll6 el estudio

El Hospital Infantil de México Federico Gémez, es un Instituto Nacional
de Salud, ubicado en la calle Doctor Marquez No. 162, en la colonia
Doctores, Delegacion Cuauhtémoc. Es un hospital de tercer nivel, que
atiende a poblacion abierta referida de todas las instituciones de salud del
Distrito Federal, area metropolitana y resto de la republica mexicana, el cual
labora los 365 dias del afio, las 24 horas del dia.>®

El Hospital Infantil de México Federico Gomez cuenta con 300 camas
activas.”® El estudio se desarroll6 con pacientes del servicio de Nefrologia,
en el laboratorio de investigacion en Nefrologia y el laboratorio clinico de
nefrologia localizados en el tercer piso del edificio Arturo Mundet y el cuarto

piso del edificio Federico Gomez.

Metodologia

Registro de datos.

De acuerdo a base de datos establecida en el servicio de nefrologia y
en el laboratorio de investigacion en nefrologia, se seleccionaron los
pacientes candidatos para el presente estudio. Con base en ello se ubicaron
sus respectivos expedientes clinicos en el archivo del HIMFG. Mediante un

formato se consignaron los datos obtenidos de la revision del expediente de

18



cada paciente. Para cada paciente: edad, género, registro, fecha del
trasplante, niveles séricos de tacrolimus a los tres y seis meses
postrasplante, reporte oficial de biopsia renal de los 6 meses a la microscopia
de luz y revision por patologo, de las biopsias para determinar existencia de
nefrotoxicidad (dos revisiones) estableciendo una cualificacion de la
posibilidad o certeza de hallazgos de toxicidad, fecha de la biopsia, se
consigndé del mismo modo, edad y sexo del donador (todos los trasplantes
fueron de donador vivo relacionado); fueron consignados en dicho formato. El

vaciado de datos se realiz6 en hoja de célculo de Excel (Microsoft).

Obtencion de muestra para estudio genético.

Para los pacientes que cumplieron criterios de inclusion, previamente
se habia obtenido sangre periférica de sus respectivos donadores, en
cantidad aproximada de 6 mililitros, la cual se deposité en un tubo con EDTA
(BD vacutainer). Se empleé QlAamp DNA Blood minikit (QIAGEN, Crawley,
UK) para la purificacion del ADN, atendiendo a las indicaciones del
fabricante. La pureza y la concentracion del ADN que se obtuvo, se
evaluaron mediante espectrofotometria (Nanodrop ND 1000) a dos diferentes
longitudes de onda (260 y 280 nm), y se consider6 como muestra adecuada
aguella que reflejo valores entre 1.6 a 2 en la relacion de longitud de onda
260/280. Las muestras de ADN se conservaron a -70C hasta el momento de
la secuenciacion de los exones 12 y 21 de ABCB1 6 MDR1 y busqueda del
polimorfismo de CYP3A5 (CYP3A5 *1*1, CYP3A5 *3*3 y CYP3A5 *1*3) por

PCR en tiempo real.
Analisis de secuencias

Las secuencias de los exones 12 y 21 se obtuvieron con un

secuenciador ABI 310 (Applied Biosystems).
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La lectura de secuencias se hizo utilizando software libre de lectura
gréfica de archivos cromatograficos FinchTV (Finch Trace Viewer)-

http://www.geospiza.com/finchtv/help/, figura 5.
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Fig. 5. Vista estandar de el lector grafico de archivos cromatograficos (FinchTV)

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con secuencias
reportadas y establecidas en Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html),
mediante el programa computarizado DNAMAN (http://lynnon.com) para

correlacionar las variaciones encontradas.

La secuencia de los iniciadores y las sondas fluorogénicas de los
exones de cada uno de genes fueron disefladas con el programa Primer
Express. La integridad del ADN extraido se determind por electroforésis en
gel de agarosa, revelandose con sybergold en un transiluminador. Dicha
secuencia para los exones 12 y 26, son mostradas en las siguientes tablas 1

y 2, respectivamente.
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Tabla 1.

Exon 12 (Ensembl)

Secuencia

Sentido 5 AAG TGT GAG TTG GCC ATC TAT CCACC
Antisentido 3" ACCGTCTGC CCACTCTGC AC
Tabla 2.
Exon 21 Secuencia
Sentido 5 GTG TAT TGAATG TGACATCCTG
Antisentido 3" GCATGT GAT ATATTC GTAGGT TAG

Genotipificacion de CYP3A5
Para la genotipificacion del CYP3A5*3 (6981A>G) fueron empleados

las sondas: 6981A, 6981G, primer comun asi como TagMan probe propuesto

por Hiratsuka y col.>’ Las lecturas fueron realizadas en un equipo de PCR

en tiempo real (7500 Applied Biosystems).
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Variables

En la tabla siguiente se describen la operatividad de las variables.

Tabla 3.
Variable Tipo Escala de Unidades Definicion operativa
medicion de
medicion

Edad Cuantitativa | Continua Afos Edad cronoldgica desde el
nacimiento hasta el momento
de realizacion del trasplante.

Sexo Nominal Dicotoémica | -Femenino, | Caracteristicas fenotipicas que

-Masculino | clasifican a las personas en

hombres o mujeres.

Presion Cuantitativa | Continua mm/Hg Posterior a 5 min de

arterial encontrarse el paciente en
sedestacion con un brazalete
que cubra 2/3 la longitud del
brazo y utilizando
baumandometro aneroide
calibrado, se determinaron las
cifras de tension arterial en tres
ocasiones, y el promedio de las
dos Ultimas sera considerado
como la cifra de tension
arterial®®,

Nivel de Cuantitativa | Continua mg/dl Medicion en sangre, de acuerdo

creatinina a técnicas de laboratorio
establecidas

Nivel de Cuantitativa | Continua ng/dl Medicion en sangre, de acuerdo

tacrolimus a técnicas de laboratorio
establecidas

Hallazgos Nominal Dicotomica | -Normal De acuerdo a reporte oficial de

biopsia renal 6 -Nefropatia | la biopsia

meses cronica
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Toxicidad por Nominal -Negativa De acuerdo a revision por
tacrolimus -Sugestiva | patélogo
-Presente
Presencia de Nominal Dicotomica | -Si Segun se identifique  por
SNP exones 12 -No secuenciacion y amplificacion
y 21 de de ADN
Ensembl
CYP3A5 Nominal Dicotomica | Homocigoto | Segun se identifique por
Heterocigot | secuenciacion y amplificacion
de ADN

Analisis estadistico

Se realiz0 estadistica descriptiva (medidas de tendencia central y
dispersién, asi como medidas de frecuencia). Se utilizo el paquete estadistico

de software libre, de Epi-Info, del CDC (www.cdc.gov).

Consideraciones éticas

De acuerdo a la Ley General de Salud en Materia de Investigacion en
Salud, el riesgo que presentaron los pacientes en este estudio corresponde a
un riesgo minimo, considerando la extraccion de sangre menor a 10 ml, la
cual en todo caso ya existia, por cuanto ya se habia obtenido previo al
trasplante renal. Un consentimiento informado para la obtencion de muestras

ya habia sido firmado por los respectivos donadores.
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Consideraciones de bioseguridad
El material utilizado para la extraccion de sangre fue eliminado de

acuerdo a las normas de manejo de Residuos Potencialmente Bioldgico
Infecciosos (RPBI).
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VIIl. RESULTADOS

Se encontraron en la base de datos de pacientes trasplantados
pediatricos en el Hospital Infantii de México, que inicialmente pudieran
cumplir los criterios de inclusion y exclusibn mencionados, un total de 26
pacientes, no obstante después de depurar y valorar sus expedientes, y la
posibilidad de conseguir el respectivo ADN de todos sus donadores, se logra
realizar la evaluacibn de 23 pacientes. La muestra bruta de las

caracteristicas de los pacientes se muestra en la tabla 4

Tabla 4. Demografia de los pacientes

Variable Valor
Edad del receptor (afios) 14.7 £1.5
Género
Masculino 14 (61 %)
Femenino 9 (39%)

Inmunosupresion n (%)
MMF+Tac+PDN 11 (47.8%)
MMF + Tac 12 (52.2%)

Causa de uremia n (%)

Desconocida 20 (82.6%)
Estructurales/Uropatias 1 (4.3%)
Otras 2 (8.6%)
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Niveles de tacrolimus (ng/mL)
3 meses 11.14 £2.2
6 meses 59+1.1
Diagndstico histopatolégico Basal
Normal n (%) 17 (73.9%)
Anormal n (%) 6 (26.1%)

Diagnaéstico histopatolégico 6 meses

Normal 4 (17.5%)
Nefropatia cronica 18 (78.2%)
Nefrotoxicidad 1 (4.3%)

Tabla 5. Demografia de los Donadores

Variable Resultado

Edad (afos) 39.4+26
Género

Masculino 8 (34.8%)

Femenino 15 (65.2%)




Las edades de los pacientes oscilaron entre los 12 y 18 afios de edad,
con un promedio de 14.7 + afios. Sus donadores tuvieron un promedio de

edad de 39.4+2.6

Se aprecia en ella, un mayor porcentaje de pacientes del sexo
masculino, como receptores de trasplante renal, siguiendo en ese sentido la
tendencia observada a nivel mundial en nifios. Del mismo modo, los
donadores renales mostraron preponderancia por el sexo femenino, con un
porcentaje de 65.2%, mostrando de esta forma lo que en la practica diaria se
observa, cual es que son en general las mamas, madres quienes mas

aceptan donar su rifion.

Los niveles de tacrolimus estuvieron dentro de los valores o rangos de
referencia, aceptados para el tiempo de trasplante, con un promedio de 11.14
+ 2.2 ng/ml, para los 3 meses después del trasplante y de 5.9 + 1.1 ng/ml,
para los 6 meses, previos a la toma de biopsia de control, como se muestra

en la tabla 4.

El reporte histolégico de las biopsias realizadas, a la microscopia de
luz mostr6 una clara tendencia a reportarse cambios cronicos de la

nefropatia del trasplante.

La revision por patdlogo de las biopsias, en busca de nefrotoxicidad

por tacrolimus, solo mostré certeza de ella en sélo un paciente.
La secuencia gendémica detectada de los pacientes para los exones 12

y 21, del gen ABCB1 no mostraron cambios en las pares de bases, de

acuerdo a los datos que existen en la pagina web de Ensembl org®®
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(www.ensembl.org), el nivel de concordancia fue del 100%, lo cual esta de
acuerdo a lo que la misma pagina reporta para el polimorfismos de dicha
posicion (rs2229109 6 1199G>A), en el exdn 12 y en el exdn 21, de ensembl
se reportan dos polimorfismos exonicos, los cuales son el rs41305517 6
2398G>Ay el rs2235039 6 2401G>A

Tabla 6. SNPs reportados para el gen ABCB1 Exonl12y 21

Alelos
reportados en . .

SNP EXON y Funcion Residuo Codon AA
direccion
sentido

1 rs229109 12 G/A Sinénimo

2 rs41305517 21 CIT Sinénimo

3 Rs2235039 21 CIT Sinbnimo

Todos los donadores renales estudiados tuvieron el genotipo ancestral
para los SNPs estudiados.

Todos los donadores renales fueron heterocigotos para el gen
CYP3A5 1*/3*, incluyendo el caso en que se detectd nefrotoxicidad por

inhibidor de la calcineurina en la biopsia renal.
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IX. DISCUSION

El presente trabajo, aborda un aspecto que en la literatura no ha sido
evaluado en el pasado, por lo menos desde el punto vista del trasplante
renal, cual es el de valorar que efectos postrasplante derivan del genotipo y
posterior activacion fenotipica del injerto renal, en un receptor, cuyas
caracteristicas genomicas, son al menos un 50% diferentes a las de aquel.
En la literatura se ha buscado establecer esta relacion en el area del

525981 g la medicina del tracto digestivo,* con resultados

trasplante hepatico
que son contradictorios sobre la verdadera influencia de los polimorfismos
encontrados tanto en las bombas de expulsion transmembrana como la
glicoproteina P, como en los sistemas enzimaticos y metabdlicos como el

citocromo P450.

En nuestro caso, el interés deriva de la dificultad de mantener una
funcién renal aceptable y/o mejorar tasas de sobrevida renal del injerto mas
alla de los 5 afios en promedio, sin que factores como la nefropatia cronica,
estrechamente relacionada con la fibrosis intersticial, que finalmente es
fuertemente influenciada por nefrotoxicidad propia de la inmunosupresion,
como el tacrolimus o la ciclosporina, siga siendo una razén de peso en la
patofisiologia de la disfuncién crénica y finalmente en la pérdida del injerto,*
méxime cuando en la actualidad, los episodios de rechazo temprano son
cada vez menos frecuentes y mejor controlados, y que en el pasado fueron
considerados como el punto angular en el desarrollo de la enfermedad

cronica del trasplante.

En la muestra estudiada tuvimos Unicamente un caso con franca

nefrotoxicidad por inhibidor de calcineurina, sin embargo todos los donadores
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estudiados tuvieron el genotipo ancestral para los exones 12 y 21 de ABCB1
y todos fueron heterocigotos para CYP 325 1*/3*,
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X. CONCLUSIONES

. Todos los donadores renales estudiados tuvieron el genotipo ancestral
para el exon 12y 21 del ABCB1.

. Todos los donadores estudiados fueron heterocigotos para CYP3AS5,

por lo que todos expresan la enzima.

. Es necesario aumentar el tamafio de muestra, incluir a mas pacientes
con nefrotoxicidad y estudiar las posiciones 1236C>T y 2677G>T/A
para definir si el genotipo del donador influye en el riesgo de

nefrotoxicidad.

. Lo anterior, debe ser contrastado con estudios que muestren las
interacciones existentes entre el genotipo del donador y el receptor,

sumados a las expresiones fenotipicas respectivas.

. Los estudios a futuro, deberan incluir trasplantados renales cuyo
origen involucre donador cadavérico, por cuanto debera tenerse en
cuenta que en estos casos, quizas los periodos de isquemia del
organo, influyen en los procesos de activacion y desempefio funcional
de estas proteinas transmembrana importantes en la farmacogenética

de los medicamentos inmunosupresores.
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