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ANTECEDENTES

En la prevención del rechazo de transplante renal se utiliza una combinación

de medicamentos inmunosupresores, la terapia en general incluye

esteroides, inhibidores de calcineurina (ciclosporina o tacrolimus) y un

inhibidor del ciclo celular (azatioprina o micofenolato de mofetilo).

El micofenolato de mofetilo (MMF) es uno de los medicamentos más

empleados en la terapia inmunosupresora, el MMF  es profármaco del ácido

micofenólico (AMF), molécula que presenta la actividad inmunosupresora.

Tras su aprobación en 1995 por la FDA, se ha convertido en el agente

antiproliferativo de mayor uso en trasplantes, más del 80 % de los pacientes

recibe MMF como parte del esquema inmunosupresor 1.

Existen diversas presentaciones genéricas del MMF, así como una

formulación con capa entérica del ácido micofenólico. Se ha demostrado la

intercambiabilidad en pacientes pediátricos sometidos a trasplante renal al

utilizar las formulaciones de MMF y de AMF con capa entérica innovadoras,

observándose sólo diferencia en el nivel de seguridad al usar AMF con capa

entérica en comparación con MMF 2-4.

La terapia farmacológica para trasplante de órganos comenzó con la

introducción de la azatioprina (AZT), un fármaco derivado de la

6-mercaptopurina  (6-MC) aprobado por la Food and Drug Administration

(FDA) en 1968. La asociación de esteroides y AZA fue el tratamiento

inmunosupresor estándar en el trasplante renal por casi 20 años hasta la

introducción de la ciclosporina (CyA) en 1980.5

El ácido micofenólico (MPA) es el principio activo del Micofenolato de mofetilo

(MMF) y del Micofenolato de sodio de liberación entérica (MPS-EC). Como se

comentó el MMF fue registrado en la FDA en 1995, tras la realización de tres

estudios multicéntricos internacionales que demostraron su mayor eficacia en

la prevención del rechazo agudo comparada al de AZA o placebo.3

Tras la aprobación del MMF, el uso clínico de AZA viene disminuyendo

progresivamente en los últimos años. Las causas para este creciente uso de

MPA son varias, incluyendo la superioridad en la prevención del rechazo

agudo, la supervivencia del paciente y supervivencia del injerto con óbito
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censurado en pacientes afroamericanos y caucasianos, reducción en la

incidencia de rechazo agudo tardío,  reducción de la nefropatía crónica.

MARCO TEÓRICO

El ácido micofenólico (AMF) inhibe la inosin-monofosfato deshidrogenasa

(IMPDH), enzima limitante en la síntesis de novo de nucleótidos de guanina

en linfocitos T y B. El efecto inhibitorio selectivo sobre el sistema inmune se

explica por la dependencia de los linfocitos de obtener guanina por la vía de

novo y no por vía alternativa de biosíntesis del nucleótido, la falta de guanina

provoca inhibición de la proliferación linfocitaria, lo cual lleva a la

inmunosupresión no sólo celular, sino también humoral al disminuir la

producción de anticuerpos y algunas citocinas 5, 6.

El acido micofenólico ya sea tras la administración de micofenolato de

mofetilo o micofenolato sódico con capa entérica muestra una

farmacocinética muy variable, dichas variaciones se deben a diferentes

factores que van desde diferencias intra e inter individuo hasta algunas

debidas a las formulaciones 7-10.

Después de su administración oral, el micofenolato de mofetilo es hidrolizado

completamente a ácido micofenólico (principio activo) por esterasas

presentes principalmente en el intestino delgado, sangre e hígado8.

Su biodisponibilidad es mayor al 90% y el tiempo en el que alcanza la

concentración máxima va de 1-2 h post administración pudiendo presentar un

segundo pico máximo entre 6-12 h después de la administración debido a

que sufre circulación enterohepática 3.

Se une extensamente a la albúmina humana (97%) y para su depuración el

AMF es metabolizado a través de glucuronidación por diferentes isoformas de

la UGT. El principal metabolito es el 7 hidroxi-glucurónido del ácido

micofenólico (GAMF) generado por la isoenzima UGT1A9 dando lugar a un

metabolito inactivo, también se llegan a formar en menor proporción otros dos

glucurónidos fenólicos que de igual forma son inactivos y un acilglucurónido
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del ácido micofenólico el cual se ha observado que presenta actividad

inmunosupresora in vitro.

El gen que codifica para la enzima UGT1A9, localizado en el cromosoma

2q37 tiene cinco exones y 2416 pares de bases, se han descrito los

siguientes polimorfismos:11-14

1) rs17868320 (-2152 C>T) en el promotor del gen. El polimorfismo se

asocia con niveles de AMF menores.

2) rs6714486 (-275 T>A) también en el promotor del gen. Se ha asociado a

mayor glucoronización de AMF. El polimorfismo se asocia con niveles de

AMF menores.

3) rs2741096 (-331 T>C), en el promotor del gen. En niños se ha visto que

los portadores del  alelo TT tienen mayor riesgo de efectos secundarios al

MMF como leucopenia y diarrea.

4) rs72551330 (98 T>C), que produce un cambio en la proteína dando una

metionina en vez de una treonina. El alelo 98 TT se conoce como *1/*1 y el

98 CC como *3/*3. Los pacientes con el alelo *3 tienen niveles de AMF

mayores

5) rs2741049 (1399 T>C) en intrón. No se han reportado cambios en la

biodisponibilidad asociados a este polimorfismo.

Los dos polimorfismos en el promotor del gen se han relacionado con una

exposición significativamente menor al AMF y a un mayor riesgo de rechazo

agudo (razón de momios de 13.3).

Mecanismo de acción
Las células pueden sintetizar bases de purina y de pirimidina a través de dos

vías enzimáticas: la de novo y la de salvamento. En la vía de novo la síntesis

de bases de purina se inicia a partir de la glutamina y requiere 10 etapas

enzimáticas para la síntesis de inosina monofosfato (IMP), mientras que la

síntesis de bases de pirimidina necesita de seis etapas para la síntesis de

uridina monofosfato (UMP). El IMP es convertido a adenosina monofosfato

(AMP) por la acción de la enzima adenina desaminasa (ADA) y a guanosina

monofosfato (GMP) por la acción de la enzima inosina monofosfato
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deshidrogenasa (IMPDH). La vía de salvamento recupera los nucleótidos

circulantes, oriundos de la degradación proteica de la dieta o muerte celular

y, a través de las enzimas cinasas, los trasforma en nucleótidos (NTP) o

desoxinucleótidos (dNPT) trifosfatados. Las células con mayor capacidad de

duplicación, como linfocitos, depende preferentemente de la vía de novo,

mientras que las demás pueden suplir sus necesidades de nucleótidos a

través de la vía de salvamento. AZT y MPA son fármacos antiproliferativos

inhibiendo la síntesis de nucleótidos de bases de purinas.

Absorción: tras la administración oral, MMF y MPS son rápidamente

convertidos en MPA en el estomago, intestino delgado, sangre, hígado y

tejidos. Cerca del 90% de la dosis oral de MMF o MPS-EC es regularmente

absorbida.

Distribución: en la sangre total, el 99.99% del MPA absorbido está en la

fracción plasmática, y apenas el 0.01% está distribuido en los elementos

celulares. En pacientes con función renal y hepática normal, 97-99% de la

fracción plasmática del MPA está vinculada a la albúmina de forma

concentración dependiente.

Metabolismo: el MPA es metabolizado en el tracto gastrointestinal, hígado y

riñón a través de la acción de las enzimas uridina difosfato

glucoronosiltransferasas (UGT). Existen varias isoformas de esa enzima, y

las principales son la UGTA9 y la UGT2B7, que se expresan en

concentraciones elevadas en el hígado y riñón. Su metabolito principal, el

MPAG, es inactivo, presenta alta capacidad de relación con la albúmina y se

encuentra en el plasma en concentraciones 20-100 veces mayores que el

MPA. Por lo menos se forman otros dos metabolitos menores, el 7-O-

glucosídeo y la acil-glucoronídeo (AcMAPG).

Eliminación: tras la administración oral, cerca del 87% de la dosis es

recuperada como MPAG y menos de 1% como MPA. La secreción biliar de

MPAG producido por el hígado ocurre a través de la proteína transportadora

multidrug resistence protein 2 (MRP-2).

Recirculación enterohepática: el MPAG excretado en la bilis puede ser

nuevamente convertido en MPA y reabsorbido en el colon a través de la

acción de las enzimas glucoronidasas de las bacterias del tracto

gastrointestinal. Se estima que la recirculación enterohepática contribuye con
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aproximadamente el 40% (10-60%) de la exposición al MPA durante el

intervalo de la dosis.

Después de la administración de MMF o MPS a trasplantados renales

estables, la farmacocinética del MPA es lineal, y semejante en el intervalo de

dosis utilizado clínicamente. Cuando se administran en dosis equimolares

(MMF 1,000 mg vs MPS-EC 720 mg), las dos fórmulas de MPA producen

concentraciones de MPA similares durante el intervalo de dosis (área bajo la

curva [AUC] de la concentración plasmática de MPA durante el intervalo de

dosis). Debido a la liberación entérica producida por el MPS, el tiempo para

alcanzar la máxima concentración de MPA en el plasma es mayor comparado

con el que se observa tras la administración de MMF. Después de la

absorción del MPA, se pude observar un segundo pico de concentración

plasmática como consecuencia de la recirculación enterohepática; de esta

manera, la depuración plasmática, así como la vida media de eliminación son

semejantes, independientemente de la formulación utilizada

Interacciones medicamentosas
Otra causa de las variaciones en los niveles del AMF y/o alguno de sus

metabolitos son las interacciones que existen con algunos fármacos como

son8,26:

Interacciones mayores:

 Antiácidos con hidróxido de magnesio y aluminio (interacción

establecida): La absorción de micofenolato de mofetilo disminuye tras

su administración con antiácidos.

 Vacunas de virus vivos (teórica): como son vacunas para paperas,

sarampión, rotavirus, polio sabin, varicela y fiebre amarilla.

 Inhibidores de bomba de protones como omeprazol, lansoprazol,

esmoprazol (teórica). Pueden disminuir la biodiponibilidad27.

Interacciones moderadas:

 Ciclosporina (establecida): La farmacocinética de la ciclosporina A no

experimentó variaciones por el micofenolato de mofetilo. Sin embargo
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esta incrementa los niveles de AMF, debido a inhibición en la proteína

MRP-2 15 .

 Hormonales como valerato de estradiol, estradiol, mestranol,

desogestrel (probable)

 Aciclovir: Se observaron concentraciones plasmáticas de GAMF y

aciclovir más altas tras la administración de ellos de forma

concomitante. Dado que las concentraciones plasmáticas de GAMF y

aciclovir aumentan cuando está deteriorada la función renal, existe la

posibilidad de que los dos fármacos compitan en las secreciones

tubulares y, como consecuencia, se eleve aún más la concentración

de ambos.

 Colestiramina: Tras la administración de micofenolato de mofetilo a

sujetos sanos tratados previamente con colestiramina, el área bajo la

curva (ABC) del AMF disminuye en un 40%.

Otras interacciones descritas:

 Tacrolimus. La depuración de MPA esta disminuida cuando se emplea

tacrolimus, por esto se recomienda monitoreo en estos pacientes16, 17.

 Sirolimus incrementa niveles de micofenolato.

 Analgésicos no esteroideos. Se ha descrito que algunos analgésico no

esteroideos como el ácido fluofenámico, el niflunámico (ketorolaco) y

el mefenámico inhiben la glucoronidación del MPA18.19

 Metronidazol

Efectos secundarios
El perfil toxicológico asociado al empleo de fármacos inmunosupresores es a

menudo difícil de establecer, debido a la presencia de una enfermedad

subyacente y al uso simultáneo de otros medicamentos. Las principales

reacciones adversas asociadas a la administración de micofenolato de

mofetilo consisten en diarrea, leucopenia, sepsis y vómito 20-22.

Se indican a continuación las reacciones adversas notificadas en pacientes

tratados con micofenolato de mofetilo 26 .
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Comunes

 Cardiovasculares: hipertensión (trasplante renal 28.2-34%).

 Metabólicos y nutricionales: hiperpotasemia, hiperglucemia (trasplante

cardiaco 46.7%), hipofosfatemia, hipopotasemia, hipercolesterolemia

(trasplante cardiaco 41%), hipocalcemia (trasplante de hígado 30%),

edema periférico, edema.

 Digestivos: diarrea (trasplante renal 31-36%), vómitos (trasplante

cardiaco 34%, trasplante hepático 33%), estreñimiento (trasplante

renal 18-23%), náuseas (trasplante renal 20-24%; trasplante cardiaco

54%, trasplante de higado 54%), náuseas y vómitos, dispepsia,

Candidiasis bucal, dolor abdominal (trasplante renal 25-28%),

 Respiratorios: infección (trasplante renal 22-24%), disnea (trasplante

cardiaco 37%, trasplante hepático 31%), faringitis, aumento de la tos

(trasplante cardiaco 31%).

 Piel y anexos: herpes simple, acné.

 Neurológico. Cefalea, mareos (trasplante renal 16 a 21%, trasplante

cardiaco 54%), insomnio (trasplante cardiaco 40.8%).

 Musculo esquelético. Dolor lumbar (trasplante cardiaco 34.6%,

trasplante hepático 46.6%)

 Renal: Elevación de nitrógeno ureico en suero (trasplante cardiaco

34%), infección de vías urinarias (trasplante renal 37%)

 Otros: Fiebre (trasplante renal 21-23%)

Eventos adversos serios

 Gastrointestinales: Úlcera gastrica (infrecuente), hemorragia

gastrointestinal (1.7% a 5.4%)

 Hematológicos: anemia (trasplante renal 26%), leucopenia (23-46%),

trombocitopenia (23-38%)

 Inmunológico: Neoplasia epitelial maligna de piel (1.6 a 4.2%), linfoma

maligno (0.4 a 1%), infecciones oportunisatas, sepsis.

 Renal: enfermedad por virus BK

 Respiratorio:Derrame pleural (trasplante hepatico 34%)
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Farmacocinética en pacientes pediátricos:
Tanto en pacientes pediátricos como adultos se presenta variabilidad intra e

interindividual de los parámetros farmacocinéticos. El área bajo la curva de la

concentración plasmática contra tiempo (ABC), está asociada con la eficacia

en la prevención de rechazo al injerto, por lo que se han propuesto

concentraciones objetivo del ABC0-12 como un indicador de ella 23, 24

El nivel terapéutico deseado en adultos se relaciona con una ABC de entre

30-60 µg*h/mL y en niños los valores se pueden considerar similares o bien

entre 36-64 µg*h/mL.3, 25

En un estudio realizado por nuestro grupo encontramos que la formulación

con capa entérica es bioquivalente y más segura que el micofenolato de

mofetilo (profármaco). También fue evidente que 75% de nuestros pacientes

están sobre-expuestos al AMF3. No hacemos actualmente en HIM monitoreo

terapéutico de rutina, ya que se ha sugerido que la mejor manera de vigilar a

los pacientes es con área bajo la curva de la concentración plasmática contra

tiempo (ABC) y no con C0h (niveles en valle) ya que no hay buena

correlación entre los niveles en valle y el ABC.

El método ideal para la determinación de ácido micofenólico y sus

metabolitos es cromatografía líquida de alta presión (HPLC) 7,8,28,29.

La farmacocinética del MPA tras la administración de dosis fijas diarias de

MMF o MPS-EC presenta gran variabilidad. Varios factores intervienen en

esa variabilidad. La disfunción renal causa reducción de la excreción del

MPAG, y la enfermedad hepática y la hipoalbuminemia aumentan la fracción

libre del MPA. La alimentación reduce la magnitud y retarda el alcance del

pico de MPA, aumentando la formación de MPAG. El metabolismo del MPA

parece ser menor en mujeres, probablemente debido al estrógeno con

compite con MPA  en los sitios de ligación con UGT. Hay un aumento

progresivo de las concentraciones de MPA con el tiempo tras el trasplante.

La CyA inhibe la secreción biliar de MAPG por el trasportador MRP-2 y

reduce la recirculación enterohepática de MPA. Las concentraciones

plasmáticas de MPA asociado a TAC son 20% mayores que las observadas

en pacientes que reciben CyA. La prednisona induce expresión de la enzima

UDP-glucoroniltransferasa, aumentando la conversión de MPA a MPAG y

reduciendo la concentración plasmática de MPA. Por este motivo, la
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reducción de su dosis a largo plazo o su retirada puede aumentar la

concentración de MPA. Polimorfismos en los genes de la UGT como

UGT1A9, UGT1A8, UGT2B7, de la MRP-2 pueden ser los posibles

responsables de diferencias de glucoronidación de MPA y excreción biliar

MPAG, respectivamente.

Seguridad y tolerancia
El uso de MPA está asociado a una incidencia mayor de reacciones

gastrointestinales y hematológicas adversas y de infecciones virales. La

toxicidad gastrointestinal del MPA parece estar asociada a la dosis

administrada, siendo responsable de la reducción de la dosis del MMF o

eventual interrupción definitiva en hasta 21,3% de los pacientes. Las

reacciones adversas hematológicas, incluyendo leucopenia y anemia, han

sido asociadas a elevadas concentraciones plasmáticas de MPA.

Comparando con los pacientes que recibieron AZT, SRL o everolimus,

aquellos que recibieron  MPA presentaron una mayor incidencia de

infecciones virales, principalmente la enfermedad por citomegalovirus (CMV)

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El AMF se metaboliza por glucuronidación por la isoenzima UGT1A9, de la

cual existen polimorfismos que pueden interferir en su metabolismo, tal como

los dos localizados en el promotor del gen: -2152 C>T  y -275 T>A

relacionados con una exposición menor al AMF y a un mayor riesgo de

rechazo, el 98 T>C que produce un cambio en la proteína dando una

metionina en vez de una treonina y que en los pacientes con el alelo *3 tienen

niveles de AMF mayores. Actualmente no se conoce la frecuencia de estos

polimorfismos en población mexicana. En un estudio de investigación

realizado recientemente en este hospital se encontró que el 75% de

nuestros pacientes tienen ABC0-12h de ácido micofenólico por arriba de los

valores recomendados a pesar de recibir una dosis ponderal apropiada3 por

lo tanto: ¿Alguno de estos polimorfismos están presentes  en nuestra

población  con  un  alta frecuencia que intervienen en la biodisponibilidad del

AMF?
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PREGUNTAS DE INVESTIGACIÓN

¿Cuál es la frecuencia de los polimorfismos de UGT1A9 en niños mexicanos

con trasplante renal?

¿Existe relación entre los polimorfismos de UGT1A9 y la farmacocinética de

AMF pre y post-trasplante renal?

JUSTIFICACIÓN

En nuestro Hospital no se realiza monitoreo rutinario de los niveles de ácido

micofenólico, principalmente debido a que se recomienda monitoreo en base

a área bajo la curva de concentración plasmática contra tiempo (ABC) en vez

de niveles en valle y esto requiere de seis a ocho puntos de muestreo en un

periodo de 12 horas ya que no hay buena correlación entre los niveles en

valle y el ABC, aunado a que tanto en pacientes pediátricos como adultos se

presenta variabilidad intra e interindividual de los parámetros

farmacocinéticos.

Los polimorfismos en el promotor del gen se han relacionado con una

exposición significativamente menor al AMF y a un mayor riesgo de rechazo

agudo. Por esto algunos autores recomiendan la genotipificación oportuna,

para brindar al paciente una dosis individualizada según el genotipo11.

OBJETIVOS

General:

 Estudiar los polimorfismos de UGT1A9, así como la farmacocinética

del AMF en pacientes pediátricos antes del trasplante renal para

ayudar en la prescripción médica del fármaco con máxima eficacia y

una mínima toxicidad postrasplante.

Específicos:

 Conocer la frecuencia de los polimorfismos en el promotor de UGT1A9

y en el alelo *3/*3 y su relación con la farmacocinética.

 Determinar las características farmacocinéticas del AMF en pacientes

pre-trasplantados y compararla con pacientes pos-trasplantados.
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METODOLOGÍA Y DISEÑO DEL ESTUDIO

DISEÑO DEL ESTUDIO

Estudio prospectivo.

POBLACIÓN BLANCO

Pacientes pediátricos en el Hospital Infantil de México Federico Gómez

(HIMFG)  de ambos géneros con diagnóstico de enfermedad renal crónico

terminal que se encuentren en lista de espera o programa de estudio para

trasplante renal, en quienes se considere recibirán en el post-trasplante

régimen inmunosupresor con micofenolato de mofetilo/micofenolato sódico ó

alguna formulación de ácido micofenólico.

CRITERIOS DE SELECCIÓN DE LOS PACIENTES

Criterios de inclusión:

 Pacientes de 2 a 17 años de edad en programa de estudio para

trasplante renal

 Que vayan a recibir inmunosupresión que incluya formulaciones de

micofenolato de mofetilo/micofenolato sódico ó de ácido micofenólico

una vez realizado el trasplante.

 Firma de consentimiento informado firmado por el padre ó tutor y

asentimiento del paciente (en mayores de 6 años). (ANEXO 1)

Criterios de exclusión:

 Pacientes a los cuales no pueda terminarse de tomar las suficientes

muestras durante el estudio.

Criterios de eliminación

 Deseo voluntario de abandonar el estudio

 Pacientes en quienes se documente falta de adherencia
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RECOLECCION DE DATOS

Estudio farmacocinético

Los pacientes fueron captados en la consulta externa del Hospital Infantil de

México Federico Gómez. Se les invitó a participar en el estudio y en caso de

aceptar se citaron de manera programada al sitio de toma de muestras.

El primer estudio farmacocinético se realizó a una sola dosis de

mofetilmicofenolato 30 días a una semana antes de la fecha programada del

trasplante renal. Si el paciente no tenía programa para donador vivo

relacionado y se encontraba en lista de espera riñón de donante fallecido el

estudio se realizó en cuanto firmó el consentimiento informado.

En la primera visita (pre-trasplante) se realizó un examen médico completo

registrando  edad, sexo, causa de enfermedad renal crónica (ERC),

modalidad de diálisis, tratamiento concomitante y presión arterial (ANEXO 2).

Se tomó una muestra basal de sangre para los siguientes exámenes de

laboratorio: Biometría hemática, transaminasas, proteínas totales y

fracciones, creatinina, sodio, potasio, cloro, CO2t, colesterol, triglicéridos,

RNA en células de sangre periférica y muestra para DNA.

Toma de muestras para farmacocinética: Se colocó un yelco en una vena del

brazo o mano. Se tomaron los exámenes de laboratorio ya mencionados

previamente y una muestra para tiempo 0 de 3.5mL en microtainer con

anticoagulante.

Se administró una dosis de mofetilmicofenolato 600mg/m2SC dosis única.

Las siguientes muestras de 1 mL cada una se tomaron a los siguientes

tiempos: 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, y 12 horas. Las muestras de la farmacocinética se

almacenaron hasta su análisis a -20C, debiéndose analizar en un periodo

menor a 2 meses de obtenidas.

La genotipificación de los polimorfismos en los promotores de UGT1A9 y el

alelo *3 se hicieron por secuenciación directa.

Una vez realizado el trasplante se anotó fecha, fuente de injerto, creatinina

basal, calculo de tasa de filtración glomerular.
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El esquema inmunosupresor que se emplea actualmente en todos los niños

con trasplante renal incluye micofenolato, sin embargo este medicamento se

puede retirar cuando presentan alguna complicación infecciosa grave o bien

por enfermedad linfoproliferativa. En casos extremos también puede indicarse

otro tipo de inmunosupresor antiproliferativo por razones de costo. El

esquema de inmunosupresión que se emplea en nuestro Hospital  considera

dos bolos de metilprednisolona (Día del trasplante y día 1 post-trasplante)

posteriormente reciben prednisona oral 2mg/Kg/día y se disminuye

progresivamente la dosis, de modo que al mes reciben una dosis de

prednisona de 0.5mg/kg/día y a los tres meses 0.1mg/kg día.

Mofetilmicofenolato, inicia el día del trasplante renal a dosis de 600 a

900mg/m2SC/día. Tacrolimus inicia una vez que la creatinina sérica está por

debajo de 2mg/mL a dosis de 0.10-0.15mg/Kg/día para tener niveles en valle

entre 5 y 10. Mofetilmicofenolato a las dosis ya señaladas. Actualmente no

hacemos monitoreo terapéutico.

El paciente continuó el seguimiento habitual en la consulta externa de

nefrología con visitas semanales. Alrededor de los 3-4 meses postrasplante o

al  momento en que se encontró con dosis iguales de MMF  matutina y

nocturna se realizó un segundo estudio farmacocinético.

Segundo perfil farmacocinético:

El paciente llegó antes de la hora de administración de la dosis matutina, en

ayunas y habiendo tomado la dosis de la noche de manera exacta. Se les

pesó, medió y solicitó datos sobre la formulación de micofenolato y otros

medicamentos que estuvieran tomando, así como una evaluación de los

posibles eventos adversos relacionados con el medicamento, se tomaron los

mismos exámenes que en perfil farmacocinético basal exceptuando la

muestra para DNA.

Las concentraciones de ácido micofenólico se determinaron mediante HPLC.



18

Análisis Farmacocinético:

Se calculó el ABC de la concentración plasmática contra tiempo usando el

método de los trapezoides, Cmin, Cmax y tmax, se tomaron directamente de los

puntos experimentales y la vida media se calculó estudiando la fase de caída

usando el programa WinNonLin versión 6.0. Se hizo una corrección de los

valores de ABC, Cmax y Cmin según la dosis recibida en mg/m2SC/día.

Estudio de polimorfismos de UGT1A9
Con la muestra de sangre periférica obtenida para análisis del DNA tomada al

momento del primer análisis farmacocinético se realizó el análisis de los

polimorfismos de estudio  por PCR utilizando las sondas ya publicadas en la

literatura12.
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rs2741046 Nombre asignado que se  le da en las  bases de datos

Ésta es la posición -331 T  >  C Nomenclatura para mostrar el polimorfismo
que tiene en el gen Se lee T es sustituida por C.

(Lo que quiere decir que el alelo  es T, pero en el
alelo mutante la T es sustituida por C)

Polimorfismos de estudio:
rs17868320 rs6714486 rs2741046 rs72551330 rs2741049
- 2152 C >T - 275 T > A - 331 T> C 98    T >  C 1339 T > C

(C/C ancestral) (T/T ancestral) (T/T ancestral) ( T/T ancestral) ( T/T ancestral)

Ejemplo con el polimorfismo rs2741046. Estos son los tres posibles resultados al obtener las
secuencias:

a) T / T

El par de alelos  es ancestral
Homocigoto ancestral

b) C / T

Heterocigoto

c) C / C

El par de alelos es mutante
Homocigoto mutante

C A A A T T T A C T C T T A C T T T A T C T T T C T G A A
C A A A T T T A C T T T T A C T T T A T C T T T C T G A A
C A A A T T T A C T C T T A C T T T A T C T T T C T G A A
C A A A T T T A C T C T T A C T T T A T C T T T C T G A A

C A A A T T T A C T T T T A C T T T A T C T T T C T G A A
C A A A T T T A C T T T T A C T T T A T C T T T C T G A A
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ANALISIS ESTADÍSTICO

Los resultados obtenidos se analizaron usando prueba t- Student para las

variables con distribución normal y U de Mann-Whitey para aquellas variables

con distribución libre, dicho análisis se hizo con el programa estadístico

Graph Pad versión 6.0 para MacOs X.

Se utilizó la 2 para comparar las frecuencias encontradas en nuestra

población con las reportadas en la literatura. También se empleó 2 para

evaluar las desviaciones de las frecuencias alélicas del equilibrio de Hardy-

Weinberg. Se consideró significativa una p<0.05.

El análisis farmacocinético se realizó con el programa WinNonLin versión 6.0.

CONSIDERACIONES ÉTICAS

El proyecto se apega a las recomendaciones internacionales para

Investigación en seres humanos y al Reglamento de Investigación en Seres

Humanos de la Ley General de Salud.

Por los procedimientos a los que fueron sometidos los pacientes, se

consideró de riesgo mayor que el mínimo, los pacientes recibieron una dosis

de mofetilmicofenolato antes de ser trasplantados y fueron sometidos a dos

estudios farmacocinéticos que pueden producir dolor y flebitis en el sitio toma

de las muestras de sangre. La cantidad de la muestra sanguínea no fué

mayor al límite establecido por el Reglamento de Investigación en Seres

Humanos de la Ley General de Salud.

Se consideró un volumen total de sangre en el primer estudio farmacocinético

de 15mL y en el segundo estudio farmacocinético de 10mL.

RECURSOS MATERIALES

El proyecto se realizó en las instalaciones del Laboratorio de Investigación en

Nefrología y Mineralización Ósea, así mismo en el Laboratorio Central del

Hospital Infantil de México Federico Gómez, el cual cuenta con la

infraestructura para la total realización del proyecto. Recibe apoyo de Fondos
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Federales y se cuenta con aprobación de los Comités de Ética, Investigación

y Bioseguridad con número HIM/2011/2013.

CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD

Para la manipulación tanto del material biológico como de los reactivos a

emplear durante el desarrollo del proyecto fue necesario utilizar de manera

permanente elementos de protección personal: bata, guantes y en algunos

casos protectores como cubre bocas o lentes, mantenidos en buenas

condiciones de higiene. Los desechos generados a partir de las muestras

biológicas fueron contenidos dentro de un recipiente rojo, específicamente

para líquidos. Las puntas para micropipetas, tubos, gasas, algodón entre

otros instrumentos que estuvieron en contacto con material biológico, se

depositaron en un contenedor especialmente para desechos sólidos. En el

caso de los desechos punzocortantes se colocaron en un solo recipiente rojo

destinado para ese fin. Cada contenedor se encontraba debidamente

etiquetado. En cuanto a otro tipo de desechos no biológicos empleados para

el trabajo de laboratorio se depositaron en un recipiente destinado a este tipo

de productos.
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RESULTADOS

Se  incluyeron un total de  23 pacientes en protocolo de trasplante renal,

observándose una edad media  de 15.09  4.17 años, 12 (52.1%) fueron del

género masculino, 5 (21.7%) de ellos aún en espera de trasplante renal.

(Cuadro 1).

Cuadro 1. Características demográficas

Característica n (%)
Genero

Masculino 12 (52.1 %)
Femenino 11 (47.8 %)

Edad (años  DS) 15.09  4.17
Fuente de Injerto

Donador Vivo Relacionado 10 (51.2 %)
Donador Fallecido 8 (48.8 %)
Pendiente de trasplantar 5 (21.7 %)

Causa de Uremia
Desconocida 14 (60.8 %)
Estructural 8(34.7 %)
Glomerular 1(4.3 %)

Dosis de MMF (mg/m2  DS)

Cinética 1 595.96  113.76
Cinética 2 776.6 3 104.94

Intervalo entre trasplante y
cinética 2 (días  DS)

132.71  41.62

En cuanto al estudio farmacocinético pre-trasplante se realizó a 23 pacientes;

se tomaron 8 puntos a lo largo de  12 horas de determinación,

estableciéndose posteriormente los parámetros farmacocinéticos más

significativos, tomando en cuenta el área bajo la curva de la concentración

plasmática vs. tiempo (ABC), tiempo de concentración máxima,

concentración máxima, vida media y concentración valle que se muestran en

la Tabla 1.
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De acuerdo a la fecha de trasplante y por el ajuste en relación a la

inmunosupresión con el MMF se realizó la  segunda farmacocinética  en 15

de 18 pacientes trasplantados  con  media de 132.71  41.62 días posteriores

al trasplante, en donde nuevamente se tomaron 8 puntos a lo largo de  12

horas después de la administración matutina del AMF. (Tabla 2).

En el  área bajo la curva de concentración plasmática contra tiempo

(ABC0-12h) postrasplante, observamos que diez (66.6%) de los pacientes

presentaron un valor < 30  µg*h/mL, tres pacientes (20%) un valor > 60

µg*h/mL y solamente dos (13.3%) un valor dentro del rango terapéutico

establecido. (Tabla 3)

.

Tabla 1. Cinética 1 de MPA (pretrasplante)
Valores en medina y rango (min,max)

Parámetro Mediana (min, max)
n=23

ABC (g*h/mL) 10.7 (0, 71)

Cmax (g) 7.58 (0, 34)

Tmax (h) 1 (0, 3)

C0h (g/mL) 0 (0, 0.9)

C12h (g/mL) 0 (0, 6.7)
MPA: Ácido micofenólico, ABC: área de concentración tiempo bajo la curva,

Cmax: concentración máxima alcanzada, Tmax: hora de concentración
máxima, C0: concentración inicial, C12: concentración a las 12 horas.
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Tabla 2. Cinética 2 de MPA (postrasplante)
Valores en medina y rango (min,max)

Parámetro Mediana (min, max)
n=15

ABC (g*h/mL) 17.04 (0, 96.4)

Cmax (g) 7.8 (0, 43.3)

Tmax (h) 1 (0, 12)

C0h (g/mL) 0 (0, 3.97)

C12h (g/mL) 0 (0, 8.8)
MPA: Ácido micofenólico, ABC: área de concentración tiempo bajo la curva,

Cmax: concentración máxima alcanzada, Tmax: hora de concentración
máxima, C0: concentración inicial, C12: concentración a las 12 horas.

Tabla 3. Área bajo la curva de concentración
plasmática  contra tiempo de  MPA (postrasplante)

Concentración
ABC0-12h

n=15

< 30 g*h/mL 10 (66.66 %)

30 - 60 g*h/mL 2 (13.33 %)

> 60 g*h/mL 3 (20 %)

MPA: Ácido micofenólico, ABC: área de concentración tiempo bajo la curva.
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En cuanto al  estudio de los polimorfismos se realizaron los genotipos

correspondientes encontrando que para el rs17868320 (-2152 C>T) fueron

homocigotos para el alelo ancestral CC  22 pacientes (95.65%);

heterocigotos CT, 1 paciente (4.34%) y no encontramos homocigotos

mutantes TT. (Cuadro 2).

Los genotipos observados para rs6714486 (-275 T>A) fueron homocigotos

para el alelo ancestral  TT  22 pacientes (95.65%); un paciente fue

heterocigoto TA (4.34%) y ninguno homocigoto mutante AA. (Cuadro 2)

En cuanto a rs2741046 (-331 T>C) tuvieron homocigotos ancestral  TT  17

pacientes (73.91%); heterocigotos CT, 5 pacientes (21.73%) y homocigotos

mutante CC, un paciente (4.34%). (Cuadro 2).

Los genotipos observados para rs72551330 (98 T>C) se encontró que todos

los pacientes tuvieron el alelo ancestral homocigotos TT,  23 pacientes

(100%) (Cuadro 2).

Y por último para rs2741049 (1339 C>T) fueron homocigotos TT (alelo

ancestral) nueve pacientes (39.13%); heterocigotos CT, 14 pacientes

(60.83%) y ninguno homocigoto mutante CC. (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Frecuencia de genotipos y alelos del gen UGT1A9

Genes n %
rs17868320
- 2152 C >T
Genotipos

CC
CT
TT

Alelos
C
T

22
1
0

45
1

95.65
4.34

0

97.82
2.17

rs6714486
- 275 T > A
Genotipos

TT
TA
AA

Alelos
T
A

22
1
0

45
1

95.65
4.34

0

97.82
2.17

rs2741046
- 331 T > C
Genotipos

TT
CT
CC

Alelos
C
T

17
5
1

7
39

73.91
21.73
4.34

15.21
84.78

rs72551330
98 T>C (M33T)

Genotipos
TT
CT
CC

Alelos
C
T

23
0
0

0
46

100
0
0

0
100

rs2741049
1339 C > T
Genotipos

TT
CT
CC

Alelos
C
T

9
14
0

14
32

39.13
60.83

0

30.43
69.56
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Se tiene segunda farmacocinética en 15 pacientes. Al analizar los

polimorfismos de UGT1A9 y la farmacocinética, no encontramos diferencias

estadísticamente significativas si se toman en cuenta los polimorfismos en

forma individual, sin embargo hay posiciones en las que solo contamos con

un heterocigoto y en varios no hubo homocigoto mutante por lo que se hizo

un análisis considerando el haplotipo en rs2741049 (1339 C>T)  y rs2741046

(-331 C>T), ya que en ellos tuvimos mayor número de heterocigotos,

considerando a los pacientes con el alelo ancestral en ambos (TT/TT) y

aquellos con algún alelo mutante (CT).

De esta manera encontramos que los pacientes con algún alelo C tienen el

ABC significativamente mayor que aquellos con el alelo ancestral en el

haplotipo -331/1339 (Gráfica 1).

La curva de concentración plasmática vs. tiempo según el haplotipo se

muestra en la Gráfica 2.

No encontramos diferencias en Cmax según el haplotipo -331/1339 según

Grafica 3

Grafica 1. Área bajo la curva según haplotipo -331/1339 en 15 niños con
trasplante renal
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Grafica 2. Concentración de AMF vs. tiempo en 15 niños con trasplante
renal según haplotipo -331/1339

Grafica 3. Cmax según haplotipo -331/1339 en 15 niños con trasplante
renal
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DISCUSION

El ácido micofenólico (AMF) es uno de los medicamentos más empleados en

la terapia inmunosupresora. Es un antiproliferativo que inhibe la inosin-

monofosfato deshidrogenasa (IMPDH), enzima limitante en la síntesis de

novo de nucleótidos de guanina en linfocitos T y B.

Las principales reacciones adversas asociadas a la administración de AMF

son síntomas gastrointestinales (dolor, reflujo, diarrea y vómito), leucopenia y

sepsis, que se han relacionado con los niveles pico del AMF.  El monitoreo

terapéutico se realiza con área bajo la curva de concentración plasmática

contra tiempo (ABC), el valor terapéutico de ABC0-12h es de 30-60 µg/mL.

Existe una gran variabilidad de factores que pueden influir en la

farmacocinética del MMF, una de las variables a considerar es el

polimorfismo de la UGT1A9 aunque existen a la fecha pocos reportes que

describan la contribución genética en la farmacocinética  de AMF en

pacientes pediátricos con trasplante renal 30.

Este es el primer reporte de los polimorfismo de UGT1A9 en población

mexicana, desgraciadamente tenemos un pequeño número de pacientes y

para las posiciones rs17868320 - 2152 C >T,  rs6714486 - 275 T > A y el

rs72551330 98 T>C (M33T), no encontramos alelo mutante, por lo que no se

encuentran en equilibrio de Hardy Weinberg. Por esta razón decidimos

analizar los datos según el haplotipo en -331/1339, y encontramos que la

presencia del alelo mutado C en cualquiera de las dos posiciones ocasiona

una mayor biodisponibilidad del AMF.

Se debe resaltar que en los 15 pacientes que cuentan con farmacocinética

post-trasplante tan solo dos tienen el ABC en valores recomendados de 30-

60 µg/mL. La mayoría tiene ABC baja 10/15 (66%).

Dado que aún no se han completado todas las cinéticas post-trasplante y el

seguimiento a un año no es posible realizar el análisis del impacto de la

biodisponibilidad de AMF con los episodios de rechazo y/o toxicidad.



30

CONCLUSIONES

 Encontramos que para rs72551330 (98 T>C) todos los pacientes

tuvieron el alelo ancestral TT

 Para el  rs17868320 (-2152 C>T) fueron homocigotos para el alelo

ancestral  CC  22  pacientes (95.65%); heterocigotos CT, 1 paciente

(4.34%) y no encontramos homocigotos mutantes TT

 Para rs2741049 (1339 C>T) fueron homocigotos TT (alelo ancestral)

nueve  pacientes (39.13%); heterocigotos CT, 14 pacientes (60.83%) y

ninguno homocigoto mutante CC.

 Para  rs6714486 (-275 T>A) fueron homocigotos para el alelo ancestral

TT  22  pacientes (95.65%); un paciente fue heterocigoto TA (4.34%) y

ninguno homocigoto mutante AA.

 Para  rs2741046 (-331 T>C) tuvieron homocigotos ancestral  TT  17

pacientes (73.91%); heterocigotos CT, 5 pacientes (21.73%) y

homocigotos mutante CC,  un paciente (4.34%).

 El haplotipo de UGT1A9 -331/1339 se asocia a una mayor

biodisponibilidad de AMF en pacientes que tienen algún alelo mutado C.

 66% de los niños tienen ABC por debajo de los valores recomendados

post-trasplante.

 Es necesario incluir a más pacientes y prolongar el seguimiento
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CRONOGRAMA

PERIODOS

FASES
Junio 2012 Julio 12 a Mayo 2013 May.13 Jun.13

1. Recolección de la información. XXXXXXX

2. Planeación de experimentos y

acopio de los materiales

necesarios.

XXXXXX

3. Obtención de datos y realización

de procedimientos.
XXXXXXX XXXXXXX XXXXXXX XXXXXXX

4. Realización de tablas y gráficos. XXXXXX XXXXXX

5. Análisis e interpretación de

datos.
XXXXXX XXXXXX XXXXXX

6. Elaboración del escrito final del

trabajo de investigación.
XXXXXX

7. Entrega del trabajo final XXXXXX

LIMITACIONES DEL ESTUDIO
Tenemos un escaso número de pacientes y en algunos polimorfismos no

hemos encontrado el alelo mutado.

No todos los pacientes han completado la segunda farmacacocinética y el

año de seguimiento.

Algunos pacientes han cambiado de formulación de AMF durante el post-

trasplante.

Existen otras variables que pueden afectar la biodisponibilidad del AMF como

son la frecuencia y tipo de alimentos, interacciones medicamentosas,

presencia de diarrea o estreñimiento, la edad, etc.
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ANEXOS

Anexo 1. Carta de consentimiento
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Anexo 2. Hoja de recolección
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