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G
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Acido ribonucleico mensajero
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Base nitrogenada citosina

Citocromo P450
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Concentracion en valle del farmaco
Concentracion minima del farmaco
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Citosin trifosfato
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Dia

Diacilglicerol

Etilén diamino tetracético dipotasico
Enfermedad Renal Crénica Terminal
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Donador fallecido o donador cadavérico
Proteina de union a tacrolimus

Gramo

Factor estimulador de colonias granulocito macréfago
Base nitrogenada guanina

Guanosin trifosfato

Hora

Antigeno linfocitario humano del complejo mayor
de histocompatibilidad

Cromatografia liquida de alta resolucion
Insuficiencia renal crénica

Interferon gama

Interleucina 2

Inhibidor de calcineurina
Inosinmonofosfato deshidrogenasa
Inositol trifosfato

Kilogramo

Kilodaltones
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Metros cuadrados
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mL
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MRP-2
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NADPH
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PKC
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Tac
TCR
TNFa
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TR
Vd
UGT
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TFG
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Microlitros
Milimolar
Micromolar
Proteina de resistencia a multiples farmacos 2
Factor nuclear activador de linfocitos T
Factor Nuclear KB
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Tamafno de muestra
Nicotin adenin dinucledétido reducido
Activador de proteina 1
Reaccién en cadena de la polimerasa
Picomolar
Picomoles
Proteinasa C
Superficie corporal
Segundos
Polimorfismo en una sola base
Base nitrogenada timina
Tacrolimus
Receptor de células T
Factor de necrosis tumoral alfa
Tiempo maximo
Tiempo de vida media, tiempo medio de eliminacion
Timidin trifosfato
Trasplante renal
Volumen de distribucion
Glucoronosil transferasa
Ultravioleta
Tasa de Filtracion Glomerular



1. INTRODUCCION

La enfermedad renal, se define como el dafo renal por un tiempo igual o mayor a 3
meses, con presencia de anormalidades estructurales y funcionales del rifidn con o
sin disminucion de la velocidad de filtracion glomerular (TFG) (1) y una o mas de las
siguientes caracteristicas: Alteracion de la composicion de la orina o sangre.
Alteraciones en examenes de imagen. Alteraciones en la biopsia renal, o en los
pacientes que presentan TFG menor de 60 mL/min/1.73 m? igual o mayor a 3 meses
con o sin otros signos descritos previamente (1). Las guias K/DOQI clasifican a la
enfermedad renal cronica en 5 estadios que son (2).

Estadio 1: TFG mayor a 90 mL/min/1.73 m?

Estadio 2: TFG entre 89 y 60 ml/min/1.73 m?

Estadio 3: TFG entre 59 a 30 mL/min/1.73 m?

Estadio 4: TFG entre 29 y 15 mL/min/1.73 m?

Estadio 5: VGF menor a 15 mL/min/1.73 m? se considera Enfermedad cronica
terminal (ERCT) (3-6). Las implicaciones de la ERCT son diferentes en los nifios
comparados con los adultos. Ademas de la anemia, hipertension arterial,
desequilibrio electrolitico, enfermedad 6seo-metabdlica, proteinuria y oliguria, afecta
el desarrollo neuro-psicologico y de los diferentes 6rganos, por lo que el reemplazo
de la funcion renal es de suma importancia (5, 7, 8).

El trasplante renal (TR), se prefiere sobre las terapias de reemplazo dialitica (dialisis
peritoneal y hemodialisis) ya que reestablece la funcion renal, promueve el
crecimiento adecuado, corrige la osteodistrofia, evita la anemia, disminuye el estrés
producido por el tratamiento con dialisis, promueve mejor desarrollo psicosocial,
aumenta la calidad de vida y a largo plazo tiene menor costo que la dialisis (9-11).
Por otro lado, la sobrevida del injerto depende de multiples factores entre los que
destacan la calidad del tejido renal, compatibilidad, condiciones pre-existentes, la
edad del receptor y del donador, diferencias raciales, transfusiones de sangre previas
y tiempo de isquemia fria, entre otros (8, 12)

El rechazo es la principal complicacion inmunolégica posterior al trasplante y de
acuerdo a su aparicion en el momento post-trasplante se clasifica en:

Hiperagudo: se presenta en las primeras horas post-trasplante, es causada por la
presencia de anticuerpos preformados dirigidos contra antigenos endoteliales del
donante.

Agudo: caracterizado por hacer su aparicion dentro de los primeros meses pos-
trasplante, es un proceso de lesidn vascular y parenquimatosa en el que intervienen
los linfocitos T y anticuerpos.

La nefropatia crénica o dafio crénico: se distingue por fibrosis y alteraciones
vasculares con pérdida de la funcién del injerto, los cambios se observan en arterias,
tubulos, intersticio y glomérulos los cuales pueden aparecer después de episodios
repetidos de rechazo agudo (13).




2. MARCO TEORICO

El mecanismo inmunoldgico relacionado con el rechazo del injerto se inicia por el
reconocimiento del injerto a través del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA)
del receptor el cual activa a los linfocitos T mediante la interaccion del antigeno (HLA
del donador) y el TCR del linfocito del receptor, ésta interaccion promueve la
fosforilacién de la tirosina presente en la fosfolipasa C gamma, del receptor, y la
hidrdlisis del fosfatidil difosfato (PIP2) con la subsecuente aparicion del inositol
trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG), éstas moléculas promueven el incremento de
calcio y la activacion de la proteincinasa C (PKC) y dan lugar a la estimulacion del
factor nuclear kB (NFkB), el factor activador de la proteina | (PA-1) y el factor nuclear
activador de células T (NFAT), estos factores pasan al nucleo celular y se acoplan a
regiones promotoras en el DNA y promueven la produccion de IL-2, IL-4 y factores
citotdxicos .(12, 14).

El conocimiento de los mecanismos inmunolégicos del rechazo ha permitido la
generacion de terapias dirigidas a prevenir o revertir la actividad inmunoldgica contra
el injerto por parte del receptor. Existen diversas estrategias terapéuticas
encaminadas a la prevencion del rechazo y tratar en lo posible de individualizar la
terapia, las que han sido agrupadas en las siguientes tres etapas:

1. Etapa de induccidn en la cual se establece la pauta profilactica para prevenir y
retrasar el rechazo agudo, en la que son administradas elevadas dosis de
inmunosupresor, entre los farmacos empleados se encuentran anticuerpos
antilinfocitos poli o monoclonales, anticuerpos contra el receptor de IL-2 (CD25),
esteroides, y mayores dosis de inmunosupresores de mantenimiento.

2. Etapa de mantenimiento en la que se administran dosis mas bajas de
inmunosupresores con respecto a la etapa de induccién. En ésta fase se trata de
encontrar la dosis minima del inmunosupresor, necesaria para evitar el rechazo
(eficacia) y minimizar los eventos adversos (toxicidad). Los farmacos empleados en
esta etapa son:

a) Los esteroides

b) Los antiproliferativos: azatioprina y micofenolato de mofetilo

c) Los inhibidores mTor como sirolimus, everolimus y

d) Los inhibidores de calcineurina como la ciclosporina y el tacrolimus.

3. Etapa de tratamiento del rechazo se caracteriza por la utilizacion de
inmunosupresion intensa durante un periodo corto de tiempo con el objetivo de inhibir
la activacion del sistema inmune una vez que hubo reconocimiento del injerto.
Ninguno de los farmacos anteriormente mencionados por si solo es efectivo para
inhibir completamente la activacion de los linfocitos T. Desde 1996 hasta la fecha el
clinico ha empleado esquemas de tratamiento que involucran mas de un
inmunosupresor en el tratamiento de los pacientes con trasplante, los cuales han
sido empleados en nifios y adultos con buenos resultados en la prevencion de
rechazo (14-16).

Los inhibidores de calcineurina, ciclosporina y tacrolimus, han mostrado ser basicos
en el tratamiento tanto de induccion como en el de mantenimiento del trasplante
debido a que se ha comprobado gran eficacia como inhibidores de la respuesta
inmune, y mejoran la sobrevida del injerto tanto de donante vivo como de donante
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fallecido a 80% a 5 afios (17), pero la individualizacion de la dosis es complicada por
el estrecho indice terapéutico y la variabilidad inter e intraindividual que presentan.
Ademas, existen factores propios del individuo como el desarrollo organico del
paciente, la presencia y naturaleza de la enfermedad existente, el género, el estado
nutricional, la adherencia al tratamiento y la herencia genética que complican aun
mas la dosificacién (5, 17-20), lo que hace necesario el monitoreo farmacolégico
constante, para mantener los niveles sanguineos adecuados.

TACROLIMUS

Quimica

Tacrolimus (Tac) pertenece al grupo de los macrélidos con actividad antimicrobiana
restringida,. Este farmaco es producido por el hongo Streptomyces tsukubaensis, fue
descubierto en 1984 en Japdn (8) y aprobado por la FDA en 1994.

Dosis.

La dosis inicial es de 0.1 a 0.15 mg/Kg/dia, administrados en dos dosis al dia; con
esta dosificacion se alcanzan concentraciones estables entre el tercer y cuarto dia. El
tipo de trasplante, el uso de otros inmunosupresores y el tiempo post-trasplante son
factores que determinan los niveles en valle de tacrolimus que se pretenden alcanzar
(21). En pacientes con trasplante renal después de una dosis promedio de tacrolimus
de 0.16 mg/Kg/d, el ABC fue de 104 ng*h/L mientras que en trasplante hepatico el
ABC fue de 252 ng*h/L seguido de una dosis promedio de 0.3 mg/Kg/d. Existe
correlacion entre el ABC y la Cmin posterior a la primera dosis oral de tacrolimus con
un valor r = 0.9 y en estado estacionario de r = 0.83, lo que sugiere que la Cmin de
Tac es un buen indicador de la exposicion sistémica (8, 23, 27). La dosis terapéutica
descrita en el Manual de Prescripcion pediatrica. Carol K Teketomo es de 0.2 a 0.3
mg/kg/dia dividido en dos dosis, para paciente de trasplante renal.

Farmacocinética.

Distribucién.

La distribucion de Tac en sangre depende del hematocrito, la concentracion de
proteinas en el plasma y la concentracién del farmaco (23). En sangre tacrolimus se
une entre el 72y 77% a la albumina, a la glicoproteina a1- acida y a eritrocitos.

El volumen de distribucion (Vd) de Tac administrado por via intravenosa en adultos
es de 1 a 1.5 L/Kg, mientras que en nifios es de 2.6 a 2.7 L/Kg, lo que indica que en
los nifios, el Vd es de hasta 1.8 veces mas alto que en adultos (8). En pacientes
pediatricos, después de una administracion oral, se alcanza un Vd de 9 L/Kg (8, 25,
26). La biodisponibilidad depende de la expresion de las isoenzimas CYP3A4,
CYP3AS vy la glicoproteina P (P-gp), la funcion y actividad de estas proteinas varia
marcadamente entre individuos y esto ha sido relacionado con la presencia de los
polimorfismos presentes en los genes que codifican a CYP3A4, CYP3AS yala P-gp
(28).




Efectos Adversos y Toxicidad.

El tacrolimus presenta un estrecho indice terapéutico, asi como una gran variabilidad
interindividual, errores en la dosificacibn de Tac pueden llevar al paciente
trasplantado a rechazo o a la presentacion de toxicidad, para evitar esto, actualmente
se hace un monitoreo constante de los niveles sanguineos.

Los eventos adversos de Tac incluyen: nefrotoxicidad, alteraciones en el
metabolismo de la glucosa, hipertension, molestias gastrointestinales, hipercalemia,
infecciones por agentes oportunistas, enfermedad linfoproliferativa, hirsutismo,
hipertrofia gingival, disfuncidn neuroldgica e hiperlipidemia (8, 23, 30).

3. ANTECEDENTES.

Subfamilia CYP3A.

El metabolismo de Tac depende de la expresion hepatica e intestinal de las enzimas
metabolizadoras de fase | de la familia CYP3A quien es la responsable de la
biotransformacion del 50% de los medicamentos que se utilizan en el area clinica,
esta familia presenta cuatro isoenzimas CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 y CYP3A43,
estas proteinas son el producto de los genes que llevan su mismo nombre, los cuales
se encuentran localizados en el cromosoma 7 (33).

El CP3A4 es el de mayor proporcién en los microsomas hepaticos, este citocromo al
igual que el CYP3A5 metaboliza al tacrolimus. La variante genotipica CYP3A4*1B se
ha estudiado ampliamente, tiene una mayor actividad enzimatica, su posible efecto
ha sido discutido, pero no ha sido comprobado en todos los grupos estudiados,
probablemente por su baja frecuencia. (34, 35)

El CYP3AS es codificado por el gen del mismo nombre, que esta localizado en el
cromosoma 7p21, produce un transcrito de 1720 pb producto de 13 exones, los
cuales codifican para una proteina de 502 aminoacidos. Se conocen algunas
variantes en las regiones intronicas, las cuales afectan el empalme del ARN
mensajero alterando la funcién de la proteina, entre ellas se encuentran las variantes
alélicas CYP3A5*3y CYP3A5™6.

El CYP3A5*3 es uno de los polimorfismos mas estudiados en relacion al
metabolismo de los inhibidores de calcineurina. Este polimorfismo se debe al cambio
de una adenina (A) por una guanina (G) en la posicion 6986 del gen (A6986G o
también identificado como rs776746), dicha variacion produce un codon de paro
prematuro en el exon 3, lo que promueve la produccion de una proteina no funcional.
Los individuos con genotipo para CYP3A5*1*1 expresan la proteina funcional o
normal (29, 36, 37). La variante polimorfica CYP3A5*3*3 expresa una proteina corta
no funcional.

Mac Phee en el 2008 reporté que el 84% de caucasicos, el 49% de asiaticos y el
15% de negros presentaban el genotipo CYP3A5*3*3(38), este mismo autor en un
estudio realizado en el 2004 relacioné la concentracion del tacrolimus en las primeras
dos semanas pos-trasplante con el genotipo del gen CYP3AS5 y encontro que los
individuos con la variante alélica CYP3A5*3*3 tuvieron bajos niveles del tacrolimus
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comparados con aquellos con genotipo CYP3A5*1*1 6 CYP3A5*1*3 (39). Por otro
lado, Xie en el mismo afio estimé que entre el 10 al 20% de caucasicos, del 40 al
50% de asiaticos, del 60 al 70 % de hispanos y mas del 80% de afro-americanos
fueron expresores altos para la proteina CYP3AS (40).

Los individuos homocigotos para CYP3A5*3 con trasplante de o6rgano solido,
alcanzaron concentraciones hasta dos veces mas de Tac que los individuos con
genotipo CYP3A5*1 (29, 41-44). Por otro lado, existen evidencias de portadores del
genotipo CYP3A5*3*3 que requieren menores dosis de Tac sugiriendo que el
genotipo puede promover informacion para individualizar la dosis de Tac (29, 45,
46). Se ha reportado altas dosis ajustadas de Tac (Coh/dosis, Coh/dosis o ABC/dosis)
en individuos que expresaban por lo menos un alelo CYP3A5*1 con respecto a los
individuos que presentaban el alelo CYP3A5*3.

En un estudio realizado por nuestro grupo en pacientes con trasplante renal que
incluyé pacientes mexicanos tanto pediatricos como adultos, se determiné la
frecuencia de los genotipos presentes en el gen CYP3AS5, encontramos que el 52.2%
(152 pacientes ) mostraron el genotipo no expresor CYP3A5*3*3 y el 6.2% (18
pacientes) y el 41.6% (121 pacientes) mostraron los genotipos CYP3A5*1*1 y
CYP3A5*1*3 respectivamente, que se consideraron del tipo expresador. En éste
mismo estudio reportamos que los pacientes con genotipo CYP3A5*3*3 tuvieron
menores requerimientos en la dosis de tacrolimus al ser comparados con los
genotipos CYP3A5*1*1y CYP3A5*1*3, para alcanzar niveles en valle similares.

Por otro lado, se estudio la relacion entre las variantes polimérficas del gen CYP3AS
y la farmacocinéntica de tacrolimus en 51 pacientes pediatricos, en este estudio se
observé que los niflos con genotipo CYP3A5*3*3 requirieron menor dosis de
tacrolimus (0.06 mg/Kg/d) con respecto a los genotipos CYP3A5*1*1 y CYP3A5*1*3
(0.15 y 0.13 mg/Kg/d). El grupo con genotipo CYP3A5*3*3 alcanz6é mayor Cmax/D
(253.3 ng*mL/mg*Kg*d), ABCo.12 n (1918.6 h*ng*mL/mg*Kg*d) y menor CL (0.133
L/h), mientras que, los grupos con genotipo CYP3A5*1*1 y CYP3A5*1*3 mostraron
una mayor dosis (0.15 y 0.13 mg/Kg/d) una menor Cmax/D (80.7 y 149.7
ng*mL/mg*Kg/d), menor ABCO-12h (537,3 y 848,7 h*ng*mL/mg*Kg*d) y un mayor
aclaramiento (0.527 y 0.374 L/h) respectivamente (47). Los grupos con genotipo
CYP3A5*1*1y CYP3A5*1*3 presentaron el 57.1% de rechazos agudos, mientras que
el grupo CYP3A5*3*3 mostro el 27.6% de rechazos (48).
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4. PANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se proporciona una dosis estandar de tacrolimus a todos los pacientes
con trasplante renal que se ajusta segun los niveles en sangre, una vez que se ha
alcanzado el estado estacionario, esto es, niveles terapéuticos de acuerdo a tiempo
de evolucion del trasplante entre 7 ng/ml a 15 ng/ml, se considera han alcanzado
niveles terapéuticos. Algunos pacientes pueden tardar en alcanzar los niveles
objetivo mas de una semana y otros pueden llegar a tener niveles toxicos con la
misma dosis.

La dosis de tacrolimus requerida para alcanzar niveles terapéuticos depende del tipo
de polimorfismo en las enzimas CYP3AS de los pacientes. No se sabe si el tiempo
para alcanzar niveles terapéuticos de éste farmaco también esté relacionado con el
polimorfismo, y si el conocer éste dato nos permita evitar rechazo y toxicidad por éste
medicamento.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION:
¢ Existe influencia del genotipo CYP3AS en el tiempo que tarda en alcanzar niveles
terapéuticos de tacrolimus, en nifios con trasplante renal?

6. JUSTIFICACION

Es importante lograr niveles terapéuticos de tacrolimus para evitar episodios de
rechazo y toxicidad en los pacientes de trasplante renal, principalmente en el periodo
de mayor inmunosupresion.

Se ha evidenciado que el metabolismo del farmaco depende del genotipo de la
enzima CYP3AS5, por lo que es importante evaluar si ésta a su vez influye en el
tiempo que tarda el paciente en alcanzar niveles. El encontrar una relacion en
genotipo y tiempo para alcanzar niveles de tacrolimus nos permite identificar a los
pacientes pretrasplante para buscar estrategias de intervencidn que permitan evitar
niveles bajos o muy elevados del farmaco y con esto evitar episodios de rechazo y
toxicidad.

Este estudio puede dar lugar a otros estudios como ensayos clinicos que permitan
proponer la dosificacion de acuerdo a genotipo.

7. OBJETIVO:
Estudiar si el genotipo de tacrolimus influye en el tiempo que tarda el paciente en
alcanzar niveles terapéuticos del farmaco.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.
* Estudiar si la dosis esta relacionada con el genotipo y con el tiempo en alcazar
niveles terapéuticos del farmaco.
* Estudiar si los niveles de tacrolimus estan relacionados con la mejoria de la
tasa de filtracién glomerular en el paciente trasplantado.
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8. HIPOTESIS

El genotipo CYP3AS influye en el tiempo que tarda el paciente trasplantado renal, en
alcanzar niveles terapéuticos de tacrolimus.

9. METODOLOGIA

Se realiz6 un estudio de de tipo observacional de una Cohorte, prospectivo,
longitudinal y analitico,. De pacientes pediatricos en programa de estudio para
trasplante renal, en quienes en el post-trasplante recibieron un régimen
inmunosupresor con tacrolimus.

Tamano de la muestra: Se calculd inicialmente un estudio en 55 pacientes que
recibirian trasplante renal. El estudio de NAPRTCS (North American Pediatric Renal
Transplant Cooperative Study) reporta que la incidencia de rechazo agudo el primera
afno es de 13% en los injertos de 2007 a 2010, y en nuestra Institucion es de 30%.

Al hacer el calculo del tamafio de muestra empleando una potencia de 80 y un valor
alfa de 0.05, obtenemos un tamaio de muestra de 49 individuos.

Se considerd un analisis con 55 sujetos seguidos a un mes (considerando un 10% de
pérdidas ya que algunos pacientes no tienen apego terapéutico).

Sin embargo la muestra lograda fue de 28 pacientes, por el tiempo de estudio, lo que
invita a continuarlo para completar la muestra calculada inicialmente.

Criterios de Inclusién

Pacientes pediatricos, con edad entre 3 a 17 anos

Ambos géneros

Que recibieron inmunosupresion que incluyd formulacion con tacrolimus una vez
realizado el trasplante.

. Contar con la firma del padre o tutor del consentimiento informado y asentimiento del

paciente (en mayores de 6 afos)

Criterios de Exclusion

. Pacientes a los cuales no se pudo terminar de tomar la suficiente muestra durante el

estudio

. Pacientes en los que no se contd con los datos completos durante el seguimiento.

Criterios de Eliminacion

. Deseo voluntario de abandonar el estudio

Pacientes en quienes se documenté falta de adherencia.
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Los pacientes que se incluyeron en el estudio fueron:
Pacientes en lista de espera de trasplante, a quienes se les realizé6 genotipo pre-
trasplante de CYP3AS clasificandose de acuerdo a genotipo de la siguiente manera:

1. Genotipo CYP3AS5 1*1* (metabolizador rapido) EXPRESAN
2. Genotipo 1*3 (Heterocigoto) EXPRESAN
3. Genotipo 3*3*. Metabolizador lento. Dosis NO EXPRESAN

De acuerdo a estudio previo realizado en una muestra de 81 pacientes.

Recibieron la dosis de tacrolimus estandar al momento del trasplante.
El tacrolimus se da a una dosis de 0.10 mg/kg dia dividido en dos dosis ajustando la
dosis para alcanzar niveles terapéuticos (7 a 15 ng/mL)

Se determinaron niveles sanguineos de tacrolimus semanalmente y se reportaron los
niveles, dosis, creatinina y tasa de filtracion glomerular a la semana y al mes post-
trasplante.

Se registro el tiempo necesario para alcanzar niveles terapéuticos de los farmacos
estudiados.

De los expedientes clinicos se tomaron los datos demaograficos, genéro, peso, talla,
edad, fuente del injerto, esto es si se traté de donador vivo o cadavérico.

Para el calculo de la Tasa de Filtracion Glomerular se realizé mediante férmula de
Schwartz con los siguientes criterios:

L: talla en cm, Scr: creatinina sérica k: valor constante de 0.55 para nifios y nifias
adolescentes, y de 0.7 para varones adolescentes.

Metodologia para la Genotipificacion.

Recoleccion de muestras sanguineas

En tubos Vacutainer con EDTA como anticoagulante, se tomaron 5 mL de sangre
periférica a cada paciente, la muestra se mantuvo a 4° C hasta el momento de la
purificacion de ADN, el cual se extrajo mediante el kit QlAampé ADN minikit. La
concentracion y pureza del ADN obtenido se analizd por espectrofotometria y
electroforesis en gel de agarosa, para verificar la integridad del ADN.

Primers

Se utilizaron los cebadores ya disefiados en nuestro laboratorio para los genes
CYP3AS. Los cuales fueron disefiados a partir de la base de datos de genes y
genomas de ENSEMBL, del European Bioinformatics Institute Wellcome Trust sanger
Institute y el software PRIMERS34a del Whitehead Institute for Biomedical Research. La
amplificacion de cada uno de los fragmentos se hizo por PCR y los productos
obtenidos se analizaron por espectrofotometria y electroforesis en gel de agarosa,
para verificar la correcta correspondencia de la amplificacibn mediante marcadores
de peso molecular.
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Purificacion de los productos de PCR
Los productos resultantes de la amplificacion por PCR, fueron tratados con ExoSAP-
ITa (USB&) para eliminar el exceso de dATP, dCTP, dGTP y dTTP residual.

Reaccion de Secuenciacion

Los productos de PCR purificados de cada exon de los genes CYP3AS5 y UTG1A9,
fueron secuenciados en un analizador genético de capilar ABI Prisméa 310 (Apllied
Biosystems a), se uso el kit Big Dyea Terminator v3.1 para llevar a cabo la reaccion
de secuenciacidn. Se analizaron las secuencias mediante un analisis de
alineamiento con el software DNAmana (Lynnon BioSofta).

Consideraciones Eticas.

El proyecto se apega a las recomendaciones internacionales para Investigacion en
seres humanos (Declaracion de Helsinki), y el Reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacion para la Salud.
http://www.salud.gob.mx/unidades/cdi/nom/compi/rlgsmis.html.

Por los procedimientos a los que se sometieron los pacientes, se considerod de riesgo
minimo; a los pacientes se les tomaron 3 mL de sangre para hacer la determinacion
de las variantes polimorficas de los genes CYP3AS.

Recursos Materiales.

El proyecto se realizd en las instalaciones del Laboratorio de Investigacion en
Nefrologia y Metabolismo Mineral Oseo, el cual cuenta con la infraestructura para la
total realizacion del proyecto.

Consideraciones de Bioseguridad.

Para la manipulacion tanto del material biolégico como de los reactivos que se
emplearon durante el desarrollo del proyecto fué necesario utilizar de manera
permanente elementos de proteccion 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 biologicas se contuvieron
dentro de un recipiente rojo, especificamente para liquidos. Las puntas para
micropipetas, tubos, gasas, algodon entre otros instrumentos que estuvieron en
contacto con material biologico, se depositaron en un contenedor especialmente para
desechos solidos. En el caso de los desechos punzocortantes se colocaron en un
sblo recipiente rojo destinado para ese fin. Cada contenedor se encontrd
debidamente etiquetado. En cuanto al otro tipo de desechos no biologicos
empleados para el trabajo de laboratorio; se depositaron en un recipiente destinado a
este tipo de productos.

Financiamiento del Estudio.
Para la realizacion del estudio, se conté con apoyo de Fondos Federales.
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10. PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizo estadistica descriptiva, expresando los datos como promedio y desviacion
estandar para variables con distribucién normal y medianas para variables con libre
distribucion.

El tiempo requerido para alcanzar niveles objetivo de tacrolimus se compard en

ambos grupos expresadores y no expresadores con U de Mann Whitney
Se considerd una p menor a 0.05 como estadisticamente significativa.

11. DESCRIPCION DE VARIABLES.

Variable predictora: Genotipo CYP3A5

Variable de desenlace: Niveles de Tacrolimus en sangre a la semana y mes post-
trasplante renal.

NIVEL DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL TIPO DE ESCALA DE
METODOLOGICO CONCEPTUAL DATO MEDICION
INDEPENDIENTE Genotipo Se realizara estudio genético para Cualitativa | Polimorfismo

CYP3A5 determinar polimorfismos de Citocromo Ordinal s:
P450 CYP3A5. Se Clasificaran de acuerdo 1*1*, 1*3%,
a metabolismo de tacrolimus en: 1*1 3*3*
rapidos, 1*3 heterocigotos, 3*3 lentos.
Acorde a genotipo se asignara la dosis de
tacrolimus.
DEPENDIENTE Niveles de Seran medidos en el laboratorio del Hospital | Cuantitativ De 0a 20
Tacrolimus dentro de la rutina del servicio, en unidades a Continua ng/L en
de ng/L, se espera éstos se encuentren en sangre.
un rango de 8 a 10 ng/L en los primeros 3
meses post- trasplante, de 7 a 9 ng/L del
mes 3 a6, de 5a 7 ng/L después de los 6
meses hasta el afio, de 3 a 5 ng/L hasta el
afo.
CONFUSORA Marca de Se realizara registro por los pacientes en Cualitativa Prograf
Medicamento libretas, anotando la marca del medicamento nominal Pisa
que se administro, la fecha de inicio y policotémic Limustin
sintomas asociados a los mismos. a Octeotrin

12. RESULTADOS

Se obtuvo una muestra de 28 pacientes homogénea en la cual reportamos 14
pacientes que expresan y 14 pacientes que no expresan, teniendo la misma cantidad
de masculinos que expresan y no expresan con media de 1.0 y DE de 0.49, en
ambos grupos.
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En la Tabla. 1 se muestran los datos demograficos:

GENERO (n 28)
Femenino 10 (35.7%)
Masculino 18 (64.3%)

FUENTE DEL INJERTO (n 28)

Donador Vivo

10 (35.7%)

Donador Cadavérico

18 (64.3%)

DX DE ENFERMEDAD RENAL (n 28)

Indeterminado 11 (39.3%)
Uropatia 9 (32.1%)
Sindrome Nefrotico 2 (7.1%)
Parpura de Henoch Shonlein 1(3.6%)
Lupus Eritematoso Sistémico 4 (14.3%)
Nefritis Tubulointersticial 1(3.6%)

DX: Diagnéstico; n: numero de pacientes

Existio una frecuencia mayor del género masculino que del femenino. En cuanto a la
fuente del injerto fue mas frecuente la donacion de cadavérico de de vivo. Y
respecto a la causa de uremia la mas frecuente fue indeterminada seguida de
uropatia, y posteriormente de Lupus Eritematoso Sistémico.

Todos los pacientes fueron manejados con Tacrolimus, Micofenolato y Prednisona.
Recibiendo pretrasplante induccion con Baxiliximab y Metilprednisolona, asi como
Cefalotina.

A la semana post-trasplante el 71.4% (10 pacientes) de los que no expresan (*3*3
metabolizadores lentos) habian alcanzado niveles terapéuticos del farmaco. Lo
pacientes que expresan (*1*1, *1*3 metabolizador rapido y heterocigoto
respectivamente) unicamente el 21.4% (3 pacientes), habian alcanzado niveles
terapéuticos a la semana.

Al mes post-trasplante el 85.7% (12 pacientes) de los que no expresan (*3*3
metabolizadores lentos) habian alcanzado niveles terapéuticos del farmaco. Lo
pacientes que expresan (*1*1, *1*3 metabolizador rapido y heterocigoto
respectivamente) unicamente el 42.8% (6 pacientes), habian alcanzado niveles
terapéuticos al mes.

Todos reajustandose dosis de acuerdo a niveles.

Tabla 2. Relacion de Genotipo con Niveles de tacrolimus a una semana y un mes del
trasplante renal.

NIVELES Semana 1

NIVELES Mes 1

Expresan 3.0 6.45
(CYP3AS5 *1*1, *1*3) (9.34) (2.69)
(media) (DE)

No Expresan 10.05 9.15
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(CYP3A5 *3*3) (5.40) (3.68)
(media) (DE)
p 0.009 0.027

U de Mann-Whitney; DE: Desviacion Estandar.
Para una p<0.05 estadisticamente significativo.

En cuanto a la dosis ponderal de tacrolimus administrada a la semana post
trasplante, la mas frecuente administrada para el grupo de no expresadores fue de
0.7 a 0.14 mg/k/dia. Mientras que en el grupo de expresadores 0.10 a 0.18 mg/k/dia.
La dosis ponderal de tacrolimus requerida al mes post trasplante, para mantener
niveles la mas frecuente administrada para el grupo de no expresadores fue de 0.03
a 0.19 mg/k/dia. Mientras que en el grupo de expresadores 0.08 a 0.25 mg/k/dia.

Tabla 3. Relacion de Genotipo con Dosis de tacrolimus a una semana y un mes del

trasplante renal.

DOSIS Semana 1 DOSIS Mes 1
Expresan 0.13 0.18
(CYP3AS5 *1*1, *1*3) (0.028) (0.055)
(media) (DE)
No Expresan 0.095 0.085
(CYP3AS5 *3*3) (0.216) (0.051)
(media) (DE)
P 0.064 0.001

U de Mann-Whitney; DE: Desviacion Estandar.
Para una p<0.05 estadisticamente significativo.

Tabla 4. Relacion de Genotipo con Tasa de Filtracion Glomerular a una semana y un

mes del trasplante renal.

TFG Semana 1 (ml/min/1.73)

TFG Mes 1(ml/min/1.73)

Expresan 94 95
(CYP3AS5 *1*1, *1*3) (25.7) (24)
(media) (DE)

No Expresan 90 90
(CYP3AS5 *3*3) (29) (23)

(media) (DE)

18




p 0.512 0.872

U de Mann-Whitney; DE: Desviacidén Estandar. TFG: Tasa de Filtracion Glomerular
Para una p<0.05 estadisticamente significativo.

No se encontr¢ diferencia significativa en cuanto a la Tasa de filtracion Glomerular a

la semana y al mes con respecto al genotipo.

Tabla 5. Relacion de Genotipo con Creatinina Sérica a una semana y un mes del
trasplante renal.

Cr Semana 1 (mg/dL)

Cr Mes 1(mg/dL)

Expresan 0.8 0.9
(CYP3AS5 *1*1, *1*3) (0.67) (0.53)
(media) (DE)

No Expresan 0.8 1.0
(CYP3AS5 *3*3) (0.32) (0.42)
(media) (DE)

P 0.378 0.104

U de Mann-Whitney; DE: Desviacidon Estandar. Cr: Creatinina Sérica
Para una p<0.05 estadisticamente significativo.

No se encontraron diferencias significativas respecto a la creatinina sérica entre
ambos grupos a la semana y al mes.

Analisis de Resultados.

Los pacientes que cuenta con genotipo que NO Expresa esto es acetiladores lentos
con polimorfismo *3*3, alcanzan niveles de forma mas rapida que los pacientes que
expresan ya que un buen porcentaje a la semana y mes del trasplante que
presentaron niveles 6ptimos de tacrolimus en un 71.4% y 85.7%

Los pacientes que cuenta con genotipo que Expresa esto es acetiladores rapidos con
polimorfismo *1*1 y heterocigotos con polimorfismo *1*3 con polimorfismo *3*3,
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alcanzan niveles de forma menos rapida que los pacientes que expresan ya que el
porcentaje a la semana y mes del trasplante que presentaron niveles 6ptimo de
tacrolimus en un 21.4% y 42.8% de la muestra evaluada.

El analisis una p significativa de 0.009 y 0.027, lo que nos habla de confiabilidad de
los resultados.

En cuanto a la dosis de tacrolimus de acuerdo a genotipo los no expresadores
requirieron dosis mas bajas del farmaco a la semana del trasplante 0.7 a 0.14
mg/k/dia. Mientras que los expresadores expresadores requirieron dosis mas altas
en comparacion de 0.10 a 0.18 mg/k/dia.

De igual forma al mes de trasplante el grupo de no expresadores requirio dosis
menores de tacrolimus con un rango entre 0.03 a 0.19 mg/k/dia. Mientras que en el
grupo de expresadores requirieron dosis mas alta de 0.08 a 0.25 mg/k/dia.

13. DISCUSION.

En un estudio realizado a 241 pacientes con Tacrolimus durante el primer afo post
trasplante renal se realizd genotipificacion para: CYP3A5*3, CYP3A4*22,
CYP3A4*1B, Y ABCB1; obteniéndose como resultado que los pacientes que
expresaban CYP3A5 ameritaban significativamente dosis mayores de tacrolimus. Se
concluye que el impacto del alelo CYP3A4*22 en la farmacocinética de tacrolimus
como segundo factor genético significativo sumado al alelo CYP3A5*1 influye en las
concentraciones sanguineas para el ajuste de dosis de pacientes con trasplante
renal. (67) Lo que coincide con nuestro estudio ya que los pacientes que expresan
esto es con polimorfismo CYP3A5 *1*1 y *1*3 ameritaron dosis mayores para
alcanzar niveles del farmaco a un mes post trasplante y de hecho no alcanzaron
niveles a la primera semana post trasplante mas que un pequefio porcentaje.

Estudio realizado por Lina et al, en 2008, a 136 pacientes en Paris donde se
correlacion6 el polimorfismo CYP3AS5 con la dosis diaria requerida de tacrolimus. Se
realiz6 seguimiento a la semana 6 meses y 12 meses posterior al trasplante.
Obteniéndose como resultados que los polimorfimos CYP3A5*1/*1 requerian una
dosis mayor de tacrolimus, comparada con en genotipo CYP3A5*3/*3 que requirid
dosis menores. Los resultados prevalecieron constantes a lo largo del seguimiento a
6y 12 meses. (41) Este estudio correlacione fuertemente con nuestra investigacion
y que identifican los mismo polimorfismos, los cuales se comportar de igual manera
que en los encontrados en nuestra poblacion requiriendo dosis mayores del farmaco
para alcanzar niveles por lo que el genotipo ésta estrechamente relacionado con los
niveles del farmaco y la dosificacion.

Laure Elens et al, realizaron un estudio a 99 pacientes, 49 con tratamiento de
tacrolimus y 50 con ciclosporina, ambos calcineurinicos, para determinar la
influencia de las variantes alélicas de los polimorfismos CYP3A5 Y CYP3A4 en las
concentraciones de ambos farmacos. Observando que las variantes intronicas 6 C>T
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para CYP3A4 y el alelo CYP3A5*3, ameritaron de 1.6 a 2.0 veces mas de la dosis
convencional de ambos farmacos, especialmente tacrolimus Concluyendo que
dichos polimorfismos estan asociados a alteraciones en el metabolismo de
ciclosporina y tacrolimus. Por lo que sugieren la realizacion de genotipificacion de
los pacientes pretrasplante para ajustar dosis de acuerdo a genotipo y disminuir
riesgo de nefrotoxicidad. (58)

Es importante contar con una inmunosupresiéon adecuada al inicio del trasplante ya
que esto ayuda al “fendmeno de acomodamiento” del injerto. Una exposicion de
antigenos por pobre inmunosupresion podria tener como consecuencia la generacién
de clonas que en un futuro desencadenaran rechazo. EI tener un episodio de
rechazo, aunque la creatinina se logré bajar con el arsenal terapéutico actual, es un
factor de riesgo para el desarrollo de nefropatia crénica y de pérdida de funcion a
largo plazo. Se debe considerar que es la nefropatia cronica la principal causa de
pérdida del injerto renal y no asi el rechazo agudo.

14. CONCLUSIONES

* La proporcion de pacientes que expresan o0 no la enzima es similar a lo
reportado previamente en poblacion mexicana.

« Unicamente 42% de los pacientes que expresan CYP3AS5 tienen los niveles de
tacrolimus en el rango terapéutico, lo cual contrasta con el 82% de los que si
expresan ésta enzima.

* Se requiere prolongar el seguimiento para determinar si los pacientes que no

alcanzaron niveles terapéuticos al mes presentan mayor numero de rechazos
al injerto el primer ano del trasplante y menor supervivencia del injerto renal.
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17. LIMITACION DEL ESTUDIO.

Por tratarse de un estudio de Cohorte prospectivo, implica una mayor inversion de
recursos para la realizacién del mismo, la limitante inicial seria econémica.

A la planeacion de éste estudio por factibilidad se programé un seguimiento corto, sin
embargo para hacerlo mas significativo valdria la pena un seguimiento a mayor plazo lo
que implicaria probable pérdida de pacientes durante el seguimiento asi como
presencia de mal apego a la terapéutica, mismo que seria complejo de monitorizar y
podria generar sesgos a la investigacion.
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18. ANEXOS

HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ
DEPARTAMENTO DE NEFROLOGIA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: TIEMPO EN ALCANZAR NIVELES :I'ERAPEU'TICOS DE
TACROLIMUS POS-TRASPLANTE RENAL EN NINOS SEGUN GENOTIPO DE
CYP3AS5. SEGUIMIENTO A UN MES.

Introduccion

Deseamos invitarlo a participar en este estudio de investigacién que se llevara a cabo en el Hospital
Infantil de México Federico Gomez.

Su participacién es voluntaria. Usted puede decidir no participar o puede retirarse del estudio en cualquier
momento. En cualquier caso no perdera ninguna forma de atenciéon médica en el Hospital.

La investigaciéon puede proporcionar informacién que ayude, en el futuro inmediato a otros nifios con la
misma enfermedad que la de su hijo(a).

Antes de decidir participar, lea con cuidado el presente documento y tdmese el tiempo que requiera para
realizar cualquier pregunta o discutir este estudio con cualquier persona que participe en la investigacion,
con su familia o con cualquier otro profesional de la salud.

Finalidad del estudio

El tacrolimus es un medicamento que su hijo(a) recibira para prevenir el rechazo del rifién trasplantado.
El uso de éste medicamento requiere que se vigilen los niveles en sangre ya que niveles bajos pueden
favorecer el rechazo y niveles altos a la toxicidad.

Se sabe que los niveles de los medicamentos pueden variar en cada persona dependiendo de las
enzimas que se encargan de sacarlo de la sangre y la cantidad de la enzima esta determinada por las
variantes genéticas que cada individuo presenta.

El propdsito del estudio es estudiar los genes que regulan dichas enzimas las cuales participan en la
absorcion y el metabolismo de tacrolimus. Ademas pueden ser las responsables de los efectos adversos
de estos medicamentos.

Procedimiento del estudio.

Si usted acepta que su hijo participe en este estudio solamente se le puncionara una vena del brazo, para
obtener el ADN de su hijo con el cual se hara el estudio genético de las enzimas encargadas de
metabolizar y eliminar el tacrolimus. Se tomara un volumen total de 3 mL de sangre. Los resultados se
proporcionaran al médico tratante.

Riesgo y molestias
Su nifio puede presentar dolor en el sitio de la puncién venosa; este dolor cede en los siguientes minutos
después de la puncion.

Beneficios
El conocer el genotipo de las enzimas que maneja el tacrolimus permitira ajustar mejor la dosis de los
medicamentos y asi disminuir el riesgo de rechazo del riidn trasplantado o el riesgo de toxicidad.

Procedimientos alternativas y costos
La obtencion de la muestra y todo el estudio no tendra costo para usted.

Accesibilidad de los investigadores y confidencialidad

Los médicos que atienden a su hijo estaran en todo momento dispuestos a responder a todas sus
preguntas e inquietudes respecto a los resultados del estudio que se realizara a su hijo.
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Se le asegura que toda la informacion que nos proporcione y la que resulte de las pruebas realizadas en
su muestra de sangre seran mantenidas con absoluta confidencialidad y solo seran usadas para los fines
de esta investigacion.

Durante el estudio usted recibira informacion de los resultados que se vayan obteniendo del mismo, con
el fin de actualizar ante usted la informacion cientifica al respecto para que usted pueda tomar las
decisiones siguientes con mayor fundamento.

Normas acerca de las lesiones relacionadas con la investigacion

Cualquier efecto colateral que se derive de la toma de la muestra de sangre sera atendido prontamente
con los recursos del Hospital.

Problemas o preguntas

Si surgiera alguna duda o inquietud sobre los procedimientos del estudio o la participacion de su hijo(a)
por favor péngase en contacto con la Dra Mara Medeiros Domingo o la Dra Maria Inés del Pilar Garcia
Roca en el Laboratorio de Investigacion en Nefrologia y Metabolismo Mineral Oseo, en el 3er piso del
edificio Arturo Mundet del Hospital Infantil de México Federico Gbmez, o comuniquese al teléfono 5228-
9917 extension 4410 6 con la Dra Ana Catalina Alvarez Elias en el 4° piso del edificio Federico Gémez en
la extension 2114.

Documento de consentimiento

Usted puede decidir no participar en el estudio. En cualquier caso, no perdera ninguna prestacion a la
que tenga derecho. Le sugerimos que conserve copia de este documento para consultarlo
posteriormente.

He leido o se nos han leido y explicado a nuestra satisfaccion la presente carta de consentimiento, se
me ha dado la oportunidad de expresar todas mis dudas e inquietudes relacionadas con el presente
estudio de investigacion, y estoy de acuerdo con los propdsitos y procedimientos del mismo. las y de
hacer preguntas. Por este medio otorgo mi consenimiento para que mi hijo(a) participe en el estudio.

Nombre y firma del nifio(a) Edad
Fecha No. de Registro

Nombre y firma de madre, padre o tutor o responsable

Testigo 1
Nombre

Direccion

Relacién con el paciente

Firma

Testigo 2

Nombre

Direccion

Relacién con el paciente

Firma

Nombre de los investigadores con quienes puede referirse el familiar en caso de duda: Dra Mara
Medeiros Domingo y/o Dra Maria Inés del Pilar Garcia Roca. Deparatmento de Nefrologia en el Hospital
Infantil de México Federico Gémez. Tel 5228-9917 ext 4410. Dra. Ana Catalina Alvarez Elias. 4° Piso
Edificio Federico Gomez. Ext. 2114.
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Firma de el o los investigadores responsables

HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ
DEPARTAMENTO DE NEFROLOGIA

CARTA DE ASENTIMIENTO

Titulo del estudio: TIEMPO EN ALCANZAR NIVELES TERAPEUTICOS DE
TACROLIMUS POS-TRASPLANTE RENAL EN NINOS SEGUN GENOTIPO DE
CYP3AS.

SEGUIMIENTO A UN MES.

INTRODUCCION
Te pedimos que participes en este estudio de investigacion que se llevara a cabo en el Hospital Infantil de
México. No tienes que participar en el estudio si no quieres.
Se quiere conocer como maneja tu cuerpo las medicinas para tu rifion trasplantado.
Si decides entrar al estudio se tomara una muestra de sangre antes de tu trasplante.
El doctor te revisara para ver que todo esté bien, medira que tan rapido late tu corazén y qué tan rapido
estas respirando, también medira tu presién arterial, revisara tu peso, la estatura y la temperatura.
Después tomara una la muestra de sangre. Trataremos de hacer las cosas de forma que no duela tanto,
pero a veces el piquete duele un poco y puede dejar un moreton.
Cuando el doctor te haga una pregunta es importante que contestes la verdad.
Puedes hacerle todas las preguntas que quieras. Tu participacion en el estudio puede ayudar a otros
nifos.
Tus papas tienen que dar el permiso para que estés en el estudio y no tendran que pagar nada por esto.
Si no quieres estar en el estudio, puedes irte y nadie se enojara contigo por esto.

Si quiero entrar al estudio.

No, no quiero entrar al estudio.

Nombre del nifio

Edad en afios Registro Fecha
Declaracion de los padres o Guardian:
Mi hijo parece entender el estudio en la medida de su capacidad y ha aceptado participar.

Nombre del padre o guardian

Firma Fecha

Relacién con el paciente

Direccién y telefono

Testigo 1
Nombre

Direccion
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Relacién con el paciente

Firma

Testigo 2

Nombre

Direccion

Relacién con el paciente

Firma
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