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MARCO TEORICO

1. Panorama general de la enfermedad renal cronica en el mundo.

1.1. Definicion.

La enfermedad renal crénica (ERC) se identifica por la anormalidad funcional, o
estructural, renal por un periodo de mas de 3 meses, definida comunmente como una
tasa estimada de filtrado glomerular (TFGe) menor de 60 mil/min/1.73 m?, o

albuminuria persistente(1) (tabla 1).

Marcador de dafio renal (1 0 mas): Ejemplos:

- Albuminuria. - Sindrome nefrético, diabetes.

- Anormalidades del sedimento urinario. - Cilindros eritrocitarios,

- Anormalidades en los electrolitos vy glomerulonefritis.
estado acido-base. - Acidosis tubular renal.

- Anormalidades estructurales en la
histologia.

- Anormalidades  estructurales  en Nefropatia ~ membranosa, lupus
imagen. eritematoso sistémico.

- Antecedente de trasplante renal. - Enfermedad poliquistica renal.

- Donador vivo o fallecido.

Reduccion de la tasa de filtrado < 60 ml/min/1.73 mZ2.

glomerular.
Tabla 1. Criterios de ERC (anormalidades persistentes por 3 meses 0 mas)(2).

1.2. Epidemiologia.

La ERC se desarroll6 en el 9% de los sujetos incluidos en el estudio de Framingham
a 18 afios de seguimiento(3). Por su parte, en el estudio ARIC (Atherosclerosis Risk
in Communities study) se detectaron entre 4.4 y 8.8 casos por cada 1000 sujetos de
estudio durante un seguimiento de 14 afios(4). En términos generales, del 10 al 15%
de la poblacion general tendra algun grado de ERC(5), y se incrementa conforme
aumenta la edad de la poblacion, la prevalencia de diabetes mellitus, hipertension
arterial, y obesidad.

En Estados Unidos de América, hubo un incremento en la prevalencia de la ERC del
12% al 14% entre los periodos de 1988-1994, y 1999-2004, respectivamente; la



prevalencia de ERC estadio 3-5 se incrementé del 6.2% al 6.5% durante los periodos
1999-2004, y 2007-2014, respectivamente(6); mientras en Inglaterra la prevalencia
se redujo del 5.7% al 5.2% durante los periodos 2003 y 2009-2010(7).

Las principales causas de ERC son: diabetes mellitus (44.9%: tipo 1, 3.9%; tipo 2,
41%), hipertension arterial sistémica (27.2%), glomerulonefritis (8.2%), nefritis
intersticial crénica/obstruccion de via urinaria (3.6%), y enfermedad quistica
hereditaria o adquirida (3.1%)(8).

La ERC representa una de las primeras diez causas de muerte(9). La tasa de

mortalidad es de 110 casos por cada 1000 pacientes-afio.

2. Trasplante renal.

2.1. Panorama mundial del trasplante renal.

El mejor tratamiento para la misma es el trasplante renal, pudiendo incrementar la
sobrevida y calidad de vida del paciente.

De la década de los 70s a la décadas de los 80s, la sobrevida global del injerto de
los pacientes de trasplante renal mejoré al menos 8% al afio, 5 y 10 afios post-
trasplante; para finales de los afios 90s el porcentaje de injertos funcionales a 10
afos post-trasplante se increment6 al 85%(10). De forma interesante, a pesar de la
reduccién de las tasas de rechazo agudo, el porcentaje de sobrevida del injerto no
ha cambiado a 10 afios.

El porcentaje de sobrevida del paciente a 5 afios en pacientes con injertos de
donacién cadavérica es de 86% (Estados Unidos), 90% (Australia y Nueva Zelanda),
y 87% (Europa); mientras que la sobrevida del paciente con injerto de donador vivo
es de 93% (Estados Unidos), 95% (Australia y Nueva Zelanda), y 94% (Europa)(11).
En Japon, en un estudio de seguimiento de pacientes con trasplante renal del periodo
comprendido de 1988 al 2012, la sobrevida del paciente a 20 afios de seguimiento
es del 95% con donacion cadaveérica o donador vivo; mientras la sobrevida del injerto
al, b5, 10, y 15 afios en trasplante renal de donacion cadavérica es del 89%, 80%,
77%, y 34%, respectivamente. Dichas tasas de sobrevida mejoraron drasticamente
desde el 2002 (92% para trasplantes de donadores vivos, y 81% para trasplantes de

donaciones cadavéricas a 10 afios de seguimiento)(12).



A pesar de que el trasplante mejora drasticamente la calidad de vida del paciente con
enfermedad renal cronica terminal, los pacientes tienen una esperanza de vida menor
a la poblacion general, atribuido principalmente al incremento del riesgo
cardiovascular, infecciones, y neoplasias.

2.2. Respuesta inmunoldégica al injerto.

La respuesta inmunoldgica dirigida contra el injerto involucra esencialmente a los
linfocitos. Estas células se encuentran previamente estimuladas por antigenos virales
gue presentan reactividad cruzada con los antigenos HLA. Tanto en el injerto, como
en los tejidos circundantes, las células dendriticas del donador y el receptor se
movilizan hacia los organos linfoides secundarios para la co-estimulacion a los
linfocitos T(13).

La respuesta inmune alogénica se ha atribuido al reconocimiento de antigenos del
donador, presentados de las moléculas HLA a las células T o células presentadoras
de antigeno. El dafio inicial al injerto (como la isquemia) puede iniciar una respuesta
inmune inicial, contribuyendo a la disfuncién aguda y crénica del injerto.

De forma indirecta, los Linfocitos T reconocen aloantigenos procesados Yy
presentados como péptidos por las células presentadoras de antigeno del
receptor(14). La premisa basica para el reconocimiento indirecto del aloantigenos,
como mecanismo involucrado en el rechazo del injerto, es la liberacion de moléculas
de HLA del injerto donado. Estas moléculas son captadas por las células
presentadoras de antigeno del receptor y presentadas a los Linfocitos T CD4*. Las
células dendriticas tienen capacidad de procesar moléculas intactas de HLA
provenientes de restos celulares del donador, y con ello estimular a Linfocitos T CD8*
por presentacion cruzada(15, 16).

La tolerancia inmunoldgica se manifiesta clinicamente como el mantenimiento de la
funcién del injerto de forma estable, sin evidencia de inmunosupresion. La
inmunotolerancia puede ser de 2 tipos: la tolerancia verdadera o espontanea, que es
la ausencia de cualquier respuesta inmune perjudicial, en ausencia de
inmunocompromiso; y la tolerancia operacional o inducida, que es la ausencia de

respuesta inmune perjudicial frente a los antigenos del injerto, sin que afecta la



capacidad del receptor para actuar contra diversos antigenos que provengan del
exterior(15, 17).

La tolerancia inmunolégica también es producto del contexto del individuo: la mayoria
de las personas inmunocompetentes son capaces de emprender una respuesta
aloinmune bajo condiciones precipitantes; se puede desarrollar autoinmunidad de
forma independiente a su genotipo(17).

La mayoria de los casos de tolerancia han ocurrido en pacientes sin apego al
tratamiento que descontintan los farmacos; bajo estas condiciones la mayoria de los
pacientes experimentan rechazo del injerto, aunque un bajo porcentaje puede
desarrollar tolerancia verdadera.

Los mecanismos que participan en la génesis de la tolerancia incluyen: delecién
central de células T alorreactivas, delecion o anergia periférica de células T
alorreactivas, ignorancia periférica por las células T alorreactivas, supresion activa de
células T alorreactivas(18).

El primer mecanismo es la deplecion de Linfocitos T alorreactivos durante la
maduracion en el Timo, solo el 1-2% de los timocitos alcanzaran la madurez antes
de ser liberados del Timo; el segundo mecanismo es la eliminacién de Linfocitos T
maduros alorreactivos en la periférica, lo cual activa Linfocitos T reguladores o bien
se induce inactivacion de tales células por moléculas inhibitorias. Si los Linfocitos T
son incapaces de proliferar o producir interleucinas como IL-2 e IL-4, en respuesta a
antigenos, se denominan anérgicos a dichos antigenos(19). Las células T
reguladoras pueden provocar anergia o delecién clonal de Linfocitos T al secretar
citocinas inhibitorias o bien induciendo apoptosis en la periferia(20-22).

El endotelio vascular del injerto es el sitio en el que las células inmunocompetentes
del receptor inicialmente entran en contacto con aquellas del donador. Esto provoca
activacion del endotelio, con la expresion de moléculas de superficie, y secrecion de
citocinas, que regulan la respuesta inflamatoria(23).

El endotelio vascular del injerto, tiene un rol central en la regulacién de la
extravasacion de Linfocitos T efectores al parénquima del rifidén trasplantado. Por otra

parte, las células endoteliales participan directamente en la activacion de los



Linfocitos T alorreactivos al presentar antigenos y fomentando las sefiales de
coestimulacion(23, 24).
No solo las moléculas de HLA pueden inducir la respuesta contra el injerto, otros
anticuerpos dirigidos a los antigenos MICA, MICB, endotelio, o receptor 1 de la
angiotensina Il, han demostrado tener un rol importante en el desarrollo de rechazo
del injerto renal(25-29).
El sistema del complemento, la estimulacion de los receptores tipo-Toll (TLR), células
NK, y Linfocitos B también se encuentran involucrados en episodios de rechazo del
injerto(15).
2.3. Tratamiento inmunosupresor.
El tratamiento se basa en la premisa de reducir la respuesta inmune dirigida contra
injerto, evitando el rechazo y la pérdida del 6rgano.
En general, tiene dos fases:

1. Tratamiento de induccion.

2. Tratamiento de mantenimiento.
Cada fase se encuentra cubierta por una gama de medicamentos que cubren las vias
de sefalizacion basicas para la activacion y propagacion del estimulo
inmunolégico(13).
Los farmacos utilizados en la fase de induccion incluyen:
- Globulina anti-timocito.
- Basiliximab.
- Alemtuzumab.
Los farmacos utilizados en la fase de mantenimiento incluyen:
- Inhibidores de la calcineurina (tacrolimus y ciclosporina A).
- Inhibidores del mTOR (sirolimus y everolimus)
- Antimetabolitos (Micofenolato de mofetilo y azatioprina).
- Proteinas de fusion (belatacept).

- Esteroides (prednisona).



2.4. Inhibidores de calcineurina.

Aunque la ciclosporina A (CsA) y Tacrolimus (TAC) difieren en su estructura
molecular y caracteristicas de union intracelular, sus propiedades inmunosupresoras
resultan de la inhibicion de la interaccion calcio-calmodulina-calcineurina. CsA se une
a ciclofilina mientras que TAC se une a FKBP12 (anteriormente FK506), evitando asi
la desfosforilacion y translocacién del factor nuclear de células T activadas (NFAT),
un paso relevante en la sintesis de interleucina 2, una citoquina conocida por
promover la proliferacion de células T . Debido a que la calcineurina esta involucrada
en el proceso de fusion de vesiculas a la membrana de los mastocitos, los inhibidores
de calcineurina reducen la degranulacion de estas células e inhiben la expresion de
las quimiocinas en su superficie.

El metabolismo ocurre a través de CYP3A4 y CYP3AS5 en el higado, y en el nivel
intestinal por CYP3A4 y P-glicoproteina (P-gp). Tienen biodisponibilidad oral variable
(10 a 60%), por lo que existe una extensa lista de interacciones farmacologicas. Los
farmacos que aumentan la biodisponibilidad de los CNI incluyen antagonistas del
calcio no dihidropiridinicos, antifungicos azoles y macrdlidos; por otro lado, los
medicamentos que pueden reducir su biodisponibilidad incluyen rifampicina,
isoniazida, fenitoina, carbamazepina y trimetoprim / sulfametoxazol.

Los polimorfismos del citocromo P450 producen variaciones individuales que
requieren un ajuste de la dosis debido a su asociacién con los cambios en los niveles
séricos del farmaco y un mayor riesgo de nefrotoxicidad.

2.4.1. Estructura quimica y antecedentes.

Tanto TAC como CsA difieren en su estructura quimica: la CsA es un endecapéptido
ciclico con un solo aminoacido en su estructura, mientras que TAC es una lactona
macrociclica. Sin embargo, ambas actian de forma similar.

La CsA se derivo originalmente del hongo filamentoso Tolypocladium inflatum. En
1971, se observé que la CsA poseia una importante potencia inmunosupresora sin
propiedades citotéxicas significativas(30). En 1976, sus propiedades biol6gicas como
supresor de la actividad de los linfocitos T llevé a su uso en el trasplante renal y de
médula 6sea(31, 32). La FDA lo aprob6 en 1983 para el tratamiento y/o prevencion

del rechazo del injerto.
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El TAC es un antibiotico macrolido producido por la fermentacion del hongo del suelo
Streptomyces tsukubaensis(33), descubierto en 1984, el farmaco codificado
inicialmente como FK506, recibi6 su nombre del acronimo Tsukuba macrolide
immunosuppressive(34). En 1987 se reportaron los primeros experimentos en
animales(35, 36). La FDA lo aprobd en 1994 para la prevencion del rechazo del injerto
hepéatico y para el tratamiento de la dermatitis atopica.

2.4.2. Farmacocinética.

Tanto CsA como TAC son altamente lipofilicos, poseen pobre solubilidad, aunque la
formulacién actual en microemulsion de CsA (Neoral) presenta mejor solubilidad que
la presentacion de base aceite (Sandimmune). TAC tiene dos presentaciones: de
administracion dos veces al dia (Prograf), y de administracion una vez al dia
(Advagraf)(37).

La biodisponibilidad es baja y altamente variable tanto para CsA (promedio 25%,
rango 5-60%)(38), como para TAC (promedio 25%, rango 4-89%)(39, 40), debido a
la pobre solubilidad y al extenso metabolismo de primer paso, proceso regulado
principalmente por las isoenzimas CYP3A4 y CYP3A5 del citocromo P450, asi como
por la bomba de eflujo glucoproteina 1 (P-gp) y el ABCBL1 (codificada por el gen de
resistencia a multidrogas-1 o MDR1)(41-43). El CYP3A y P-gp se expresan tanto en
la mucosa intestinal como en el higado y, por tanto, afectan la biodisponibilidad y
aclaramiento sistémico(37, 44). La expresion y actividad de CYP3A5 es relevante en
aquellos pacientes con al menos un alelo CYP3A5*1, comparado con pacientes
homocigotos CYP3A5*3. Aquellos pacientes con el alelo CYP3A5*1 tienen un
aclaramiento 30% mayor de TAC, lo que resulta en un incremento del requerimiento
de la dosis en 50%(45).

El alelo CYP3A5*1 esta presente en el 45-73% de los Afroamericanos, del 5-15% de
los Caucasicos, 15-35% de los Asiaticos, y el 25% de los Mexicanos(37). La
presencia de dicho alelo no afecta de forma relevante las concentraciones de
CsA(46).

Al ingresar a los enterocitos, ambos farmacos son metabolizados por las isoenzimas
CYP3A4 y CYP3A5. Se ha demostrado que la enzima predominante en el
metabolismo de TAC es CYP3A5, mientras CYP3A4 metaboliza principalmente a
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CsA(47-49), aunque se han detectado incremento en las concentraciones del area
bajo la curva de dos metabolitos de la CsA (AM19 y AM1c9) en pacientes con al
menos un alelo CYP3A5*1 (expresores de CYP3A5), probablemente asociado a
metabolismo intrarenal por dicha isoenzima(50).

Al ingresar a la circulacion sistémica, ambos farmacos se fijan extensamente a los
eritrocitos

Practicamente la totalidad de la dosis administrada de CsA o TAC es convertida en
metabolitos que son excretados por las heces, menos del 1% del farmaco termina sin
cambios en las heces u orina. El metabolismo y excrecion renal es de menos del 5%
del compuesto(51).

2.4.3 Mecanismo de accion.

Aungue el TAC afecta multiples mecanismos de la fisiologia celular, parece que su
principal funcién es la de alterar la expresidn de ciertos genes en las células diana.
En particular, la expresion del gen de la interleucina 2 (IL-2) en lo linfocitos CD4+.
La calcineurina fue identificada por vez primera por Wang y Desai(52), como un
molécula que inhibe a la nucledtido fosfodiesterasa ciclica dependiente de
calmodulina, que actia como fosfatasa. Klee et al, le acufié el termino “calcineurina”
en base a sus propiedades fijadoras de calcio y a la localizacion en tejido
neuronal(53). La calcineurina purificada es un heterodimero que consiste en una
subunidad catalitica, calcineurina A, y una subunidad reguladora, calcineurina B(54).
La calcineurina se encuentra ampliamente distribuida en los tejidos de los mamiferos.
Su funciones son mudltiples, e incluyen: apoptosis, regulacion de genes,
neuritogénesis, regulacion de canales iénicos, estimulacién de ATPasa Na/K en
tubulos renales, sefalizacion de glucocorticoides/mineralocorticoides, activacion de
linfocitos T, entre otras(54).

Los inhibidores de calcineurina ejercen sus efectos celulares mediante la fijacién a
ciertas proteinas llamadas inmunofilinas(55, 56). La ciclofilina se fija con CsA, y las
proteinas de fijacion FK (FKBP) se fijan a TAC. La ciclofilina A es la ciclofilina mas
abundante en los linfocitos T, y la inmunofilina predominante de fijacion a TAC es la
FKBP12. Lafijacion de CsA o TAC a su respectiva inmunofilina incrementa la afinidad

de la inmunofilina a la calcineurina. El complejo CsA/TAC-inmunofilina-calcineurina
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resulta en la inhibicion de la actividad fosfatasa de la calcineurina. Por su parte, la
calcineurina se encarga de desfosforilar al factor nuclear de células T activadas
(NFAT) el cual se transloca al nucleo y, en asociacién con otros factores de
transcripcion como el AP-1, inician una cascada de eventos involucrados en la
activacion del linfocito T(57). Dentro de los miembros de la familia NFAT se
encuentran: NFAT1, NFAT2, y NFAT4, los cuales participan en la activacion
transcripcional de la IL-2, IL-4, y CD40L(58).

CsAy TAC interfieren con la accion de calcineurina sobre otros sustratos ademas de
NFAT, tales como IkB, N/K ATPasa, y la oxido nitrico sintasa. Dichos mecanismos
pueden explicar algunos efectos adversos asociados a su uso(34).

En los linfocitos, actores principales en la mediacion de la aloinmunizaciéon en el
injerto renal, la calcineurina y el NFAT patrticipan en la apoptosis linfocitaria, en parte
mediado por la induccion de la via FAS-FAS ligando(59). Se ha demostrado la
formacién de un complejo Bcl-2 y calcineurina, la cual es incapaz de promover la
translocacion nuclear del NFAT, inhibiendo de esa forma su actividad pro-
apoptética(60). Por otra parte, la proteina BAD, miembro pro-apoptotico de la familia
de Bcl-2, es sustrato de la calcineurina. La desfosforilacion de BAD por la calcineurina
incrementa la heterodimerizacién de BAD fomentando la apoptosis(61).

El mecanismo regulador mas importante de la calcineurina es el cambio de la
concentracion intracelular de calcio. En condiciones de calcio intracelular reducido,
la calcineurina es incapaz de fijarse a calmodulina. Al darse la interaccion entre la
calcineurina y el calcio se genera un cambio conformacional que promueve la funcion
fosfatasa(54).

La actividad de los inhibidores de calcineurina esta estrechamente relacionada con
la inhibicién de la desfosforilacion y translocacién nuclear del NFAT(34). La inhibicion
del complejo de calcineurina con sus receptores ciclofilina y FKBP, respectivamente,
impide de la actividad fosfatasa de la calcineurina evitando la translocacion del NFAT
al nacleo, reduciendo la produccion de IL-2, la citocina estimuladora de proliferacion
de linfocitos T mas importante(51, 62).

2.4.4. Farmacogenética.
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Debido a su extenso metabolismo por la familia de los citocromos P450 3A, tanto en
la mucosa intestinal como en el higado, es de esperar que la alteracion de la
expresidn enzimatica origine cambios importantes en las concentraciones del
farmaco en la sangre del paciente. Asi mismo, la intensa variabilidad en la absorcion
de los inhibidores de calcineurina hace que en ocasiones sea complicado alcanzar
concentraciones terapéuticas para evitar eventos adversos asociados a la
infradosificacion o sobredosificacion. Por ello, existen mdultiples interacciones
farmacoldgicas que provocan cambios en el metabolismo de los inhibidores de
calcineurina. Los farmacos que aumentan la biodisponibilidad de los CNI incluyen
antagonistas del calcio no dihidropiridinicos, antifangicos azoles y macrolidos; por
otro lado, los medicamentos que pueden reducir su biodisponibilidad incluyen
rifampicina, isoniazida, fenitoina, carbamazepina y trimetoprim / sulfametoxazol(63,
64).

Como se menciond con anterioridad, la CsA se metaboliza principalmente con el
CYP3A4 y en mucho menor medida por CYP3AS5, mientras que TAC se metaboliza
principalmente con el CYP3A5(37).

Se han detectado 22 variantes alélicas para CYP3A4 y 11 variantes para CYP3A5.
Sin embargo, solo unas pocas son relevantes desde el punto de vista
farmacogenético, debido a que la mayoria de los alelos son muy raros o porque su
implicacion clinica no ha sido determinada. Las Unicas excepciones han sido
CYP3A4*1B y CYP3A4*22(65). Para CYP3A5, el alelo CYP3A5*3 estd ampliamente
caracterizado como potencial causa de cambios en el metabolismo de la CsA.

Los individuos homocigotos para el alelo CYP3A4*1*1 tienen menor aclaramiento de
CsA a una dosis oral cuando se compara con individuos heterocigotos(66).

La variacion en la expresién de bomba de eflujo (ABCB1 o P-gp) ha sido asociada a
un incremento del riesgo de nefrotoxicidad y pérdida del injerto(67). El genotipo
3435TT en el donador se encuentra sobre-expresada en pacientes con nefrotoxicidad
inducida por CsA(68). La acumulacion de CsA en el injerto renal es mucho mas
elevada en los injertos portadores del alelo 3435T comparado con aquellos con el

alelo 3435CC, y por tanto presentan mas signos de nefrotoxicidad(69).
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El principal determinante de la variabilidad interindividual en la dosis de TAC es la
actividad del CYP3A5. El cambio de un nucle6tido, conocido como CYP3A5*3, es el
mas importante. EIl ARNm resultante tendra una secuencia anémala, por lo que es
inestable y sera eliminado, por lo que no llega a sintetizarse la proteina(70). Los
portadores homocigotos del alelo CYP3A5*3 (no expresores) carecen de la proteina,
frente a los portadores de al menos una copia del aleo normal CYP3A5*1
(expresores)(45). Se podrian clasificar a los pacientes como metabolizadores lentos:
homocigotos  CYP3A5*3*3;  metabolizadores  intermedios: heterocigotos
CYP3A5*1*3; metabolizadores rapidos: homocigotos CYP3A5*1*1(71, 72). Los
metabolizadores lentos requerirdn dosis mucho mas bajas que aquellos con
metabolismo acelerado por las variantes del CYP3AS5. Particularmente importante por
el incremento del riesgo de rechazo en el Ultimo grupo de pacientes(73).

En México el 6.2% son portadores homocigotos de CYP3A5*1*1 (expresores
homocigotos), el 41.6% sin heterocigotos CYP3A5*1*3 (expresores heterocigotos),
el 52.2% son CYP3A5*3*3 (no expresores), lo que puede indicar que en esta
poblacién se requieren menores dosis de TAC para lograr concentraciones
terapéuticas(74).

Debido a que la enzima CYP3A5 y ABCB1 estan involucradas también en el
metabolismo de los mineralocorticoides, los genes que regulen su expresion pueden
estar involucrados en el mecanismo de hipertension inducida por inhibidores de
calcineurina(75). Otros genes que pueden estar implicados en la génesis de la
hipertension inducidos por dichos farmacos incluyen WNK4 y SPAK.

Respecto a la P-gp, particularmente en trasplante renal, se ha descrito una relacion

entre el genotipo C3435T del donador y riesgo de nefrotoxicidad(76).

3. Toxicidad por inhibidores de calcineurina.

La nefrotoxicidad por inhibidores de calcineurina (iCN) se hizo aparente desde sus
comienzos en el trasplante renal, a principios de los afios 80s. En un estudio
multicéntrico Canadiense, se detectdé que la creatinina sérica a 1 y 3 afios fue
significativamente mayor en los pacientes tratados con CsA comparado con aquellos

con régimen a base de Azatioprina(77, 78).
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Calne y cols reportaron eventos de anuria en pacientes con uso de CsA a muy altas
dosis (15 — 25 mg/kg) como monoterapia(79).

A la fecha la combinacién de TAC + Micofenolato de mofetilo + prednisona es el
régimen inmunosupresor mas potente para la supresion del rechazo clinico y
subclinico(80).

Sin embargo, el uso de ICN se ha asociado con cambios hemodinamicos vy
estructurales en el injerto que se pueden manifestar con deterioro de la funcién renal.
3.1. Toxicidad aguda por inhibidores de calcineurina.

Los inhibidores de calcineurina son la piedra angular actual de la mayoria de los
regimenes de inmunosupresion en el trasplante renal, sin embargo la elevada
variabilidad farmacocinética y farmacodinamica complica su uso. Como resultado, el
monitoreo terapéutico del farmaco es indispensable para el ajuste de la dosis del
farmaco, manteniendo sus concentraciones en sangre dentro del rango terapéutico.
La escasa exposicion de los iCN eleva el riesgo de rechazo, mientras que la sobre-
exposicion incrementa el riesgo de eventos adversos: nefrotoxicidad, neurotoxicidad,
infecciones, neoplasias, hipertension arterial, diabetes, trastornos
gastrointestinales(37).

Debido a que la inhibicion de la via de calcineurina-NFAT no es especifica de las
células inmunitarias, es evidente que los iCN provocan efectos tdxicos ademas de
sus propiedades inmunosupresoras. La nefrotoxicidad se asocia a alteraciones
hemodindmicas intrarrenales, esencialmente la reduccion de la tasa de filtrado
glomerular (GFR)(81, 82). La vasoconstriccion se debe a un incremento del tono
simpético(83), retencibn de agua y sal(84), activacibn del sistema renina-
angiotensina-aldosterona(85, 86), reduccién de moléculas vasodilatadoras (ej.:
prostaglandinas y oxido nitrico)(87-89) [27-29], e incremento en la produccion de
endotelina-1(90-92).

3.2. Toxicidad crénica por inhibidores de calcineurina.
Entre otras causas, la pérdida de la sobrevida a largo plazo del injerto se ha atribuido
en gran medida a la nefrotoxicidad crénica por iCN. Nankivell et al, evaluaron a 120

pacientes que recibieron trasplante pancreas-rifion en poblacion con diabetes tipo 1;
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se obtuvieron mas de 950 biopsias durante un periodo de 10 afios y se categorizaron
segun los hallazgos y el tiempo establecido: Las lesiones vasculares caracterizada
por hialinosis arteriolar con estrechez de la luz, la glomeruloesclerosis y el dafo
tubulo-intersticial se asociaron al uso cronico de iCN, y se atribuyo la nefrotoxicidad
a dicho farmaco, presentandose las anormalidades histolégicas en mas del 95% de
los pacientes a 10 afios de seguimiento, aun si los hallazgos histolégicos tempranos
no presentaban anormalidades relevantes(93). Estos resultados tuvieron un impacto
profundo en la concepcion de los iCN como agentes causales de nefrotoxicidad a
largo plazo. Tan solo en el mismo estudio, la presunta nefrotoxicidad asociada a iCN
se presento en el 50% de los pacientes a so6lo 2 afios de seguimiento histoldgico.

A pesar de los resultados reportados, no existen ensayos clinicos aleatorizados que
demuestren fehacientemente la asociacion de causalidad entre los hallazgos
histoldgicos a largo plazo y el uso de iCN. La mayoria son estudios observacionales
gue conllevan los potenciales sesgos(94).

El-Zoghbya et al, de la Clinica Mayo, evaluaron a 1,317 pacientes con trasplante
renal. Se dio seguimiento en un periodo promedio de 4 + 2.7 afos; el 25% de los
injertos se perdieron, 11% de ellos por disfuncién del injerto. De los casos clasificados
con fibrosis y atrofia tubular (30%), s6lo el 0.7% se atribuy6 directamente a la
toxicidad por iCN, siendo las causas inmunoldgicas las principales contribuyentes de
la pérdida del injerto a largo plazo(95).

Recientemente, Lohéac et al, evaluaron una cohorte de 4,783 pacientes de 4 centros
en Francia, con un seguimiento promedio de 4.5 afios. De las 9,959 biopsias de
injerto, ya sea por protocolo o por disfuncion, se identificaron 732 pérdidas de injertos,
identificandose la causa en el 95% de los casos. Las principales causas de pérdida
fueron el rechazo mediado por anticuerpos (31.6%), trombosis (25.5%), y
enfermedades médicas intercurrentes (14.6%); solo el 1.09% de los casos se
asociaron directamente a toxicidad por iCN(96).

Gosset et al, encontraron una proporcion de casos de pérdida del injerto asociado a
la presencia histologica de fibrosis intersticial en 32% de 2,260 biopsias;
categorizandose la fibrosis grado 2 o mayor como severa. Los anticuerpos anti-HLA

donador-especificos fueron los responsables de la mayor proporcion de casos de
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fibrosis severa (11%; OR: 1.53, IC 95% 1.16 — 2.01), mientras que fue atribuible a los
iCN en el 8% de los casos, de tal forma corroborando la informacion que la
generacion de anticuerpos son la principal causa de pérdida del injerto renal, aunque
en este estudio hubo mayor proporcion de casos de fibrosis atribuibles a los iICN(97).
Independientemente de la controversia generada, se han establecido algunos datos
histopatoldgicos sugerentes de toxicidad por inhibidores de calcineurina: Hialinosis
nodular, especialmente de la adventicia, que se extiende a la tinica media de las
arteriolas y arterias; fibrosis intersticial en banda; microangiopatia trombotica; y |
vacuolizacion isométrica tubular(98).

Los farmacos involucrados con el riesgo de nefrotoxicidad inducida por iCN, incluyen:
aminoglucosidos,  melfalan, anfotericina B,  ketoconazol, trimetoprim,
fluoroquinolonas, aciclovir, cidofovir, foscarnet, cimetidina, ranitidina, colchicina,
analgésicos no esteroideos, medio de contraste, fibratos.

Los mecanismos involucrados en el desarrollo de la toxicidad crénica por iCN no se
relacionan necesariamente con el efecto hemodindmico bien conocido, sino con la
regulacion a la alza de factores de crecimiento, especialmente del factor de
crecimiento transformador-beta (TFG-R)(99). El TFG-B induce la transicion del
epitelio de células mesenquimatosas a células similares a fibroblastos, lo que induce
el desarrollo de fibrosis del intersticio renal(100, 101). Los cambios fenotipicos se
asocian a la produccién celular del factor de crecimiento de tejido conectivo, la
molécula HSP47, y laminina(102).

La activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona también promueve la
fibrosis intersticial y la nefrotoxicidad crénica por iCN. El bloqueo del eje con
Olmesartan, antagonista del receptor tipo 1 de la angiotensina Il, previene el
desarrollo del dafio renal y los cambios estructurales en un modelo
experimental(103).

Eventualmente, el dafio cronico de los iCN induce glomeruloesclerosis global como
resultado de la hialinosis arteriolar severa, y la isquemia glomerular secundaria. Asi
mismo, el dafio tubular severo puede conducir a la presencia de glomérulos
“atubulares”(104) (Figura 1).
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Figura 1. Eventos asociados a la génesis de la nefropatia crénica por el uso continuo de inhibidores
de calcineurina.

4. Biomarcadores moleculares de toxicidad.

Se han analizado algunos biomarcadores relacionados con toxicidad aguda por iCN,
3 de ellos son: ciclofilina B, ARNt sintetasa, basigina (CD127)(105).

- Ciclofilina B: Es una molécula de 24 kDa, que normalmente desfosforila a NFAT
permitiendo su translocacién nuclear y transcripcion de citocinas.

- ARNt sintetasa: Enzima relevante en la sintesis protéica.

- Basigina (CD127): Proteina transmembrana e inductor de metaloproteinasa de
matriz extracelular, capaz de fijar a ciclofilina A y ciclofilina B localizadas en el espacio
extracelular.

Sin embargo, éstas moléculas han sido descritas en patologias oncoldgicas, y no son
especificas

Los mecanismo moleculares han sido complejos en la lesion renal aguda y su
intrincada relacion con otros fendmenos celulares hacen dificil su interpretacion. Si
bien se conoce que la lesién del epitelio tubular por los cambios hemodinamicos
previamente descritos y asociados a los inhibidores de calcineurina provocan

cambios celulares asociados a hipoxia es esperable que los fendmenos adaptativos
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0 secundarios que resultan del dafio persistente pueda incluir destacados procesos
conocidos, entre éstos se incluyen la autofagia y apoptosis, mecanismos de los que

se mencionara en breve resumen.

5. Apoptosis.

5.1. Definicién.

El termino apoptosis fue acufiado por Kerr, Wyllie, y Currie en 1972 para describir
una forma morfolégicamente distinta de muerte celular(106). Los estudios clasicos se
han realizado en C. elegans, en un modelo establecido por Sydney Brenner(107). Sin
apoptosis, se estima, que se acumularian 2 toneladas de médula 6sea y nodulos
linfaticos, y 16 km de intestino, a la edad de 80 afios(108).

5.2. Apoptosis vs necrosis.

El proceso alternativo de muerte celular es la necrosis, la cual se considera un
proceso toxico donde la célula es una victima pasiva y sigue un modo de muerte
independiente de energia. La oncosis es el término utilizado para describir el proceso
gue lleva a la necrosis con cariolisis y edema celular, mientras que la apoptosis lleva
a muerte celular con encogimiento celular, picnosis y cariorrexis(109).

Sin embargo, actualmente se reconoce que la apoptosis puede progresar a necrosis
secundaria sin los cuerpos apoptéticos no son debidamente fagocitados(110). De
hecho, se reconoce que la necrosis secundaria puede ser una forma de muerte
celular programada que es desencadenada por los mismos estimulos

apoptoticos(111).

5.3. Fases moleculares.
La apoptosis es una forma de muerte celular programada. En contraste al edema
celular y de sus organelos que definen a la necrosis, la principal caracteristica
morfologica de la apoptosis es el encogimiento de la célula y su nucleo(108).
Se caracteriza esencialmente por los siguientes pasos(112):

1- Induccién.

2- Activacion de proteinas pro-apoptéticas.

3- Cascada de cisteina-proteasas (caspasas).

20



4- Degradacion/reorganizacion de organelos intracelulares.

5- Fragmentacién celular y generacion de cuerpos apoptoticos.

6- Fagocitosis.
Cuando la apoptosis inicia, hay una transicion de la permeabilidad de la membrana,
caracterizada por la pérdida del potencial transmembrana de la membrana interna de
la mitocondria. El siguiente estadio se caracteriza por la condensacion de la
cromatina y fragmentacion nuclear. Cuando la célula se reduce a fragmentos
envueltos de membrana son fagocitados por los macrofagos, células
parenquimatosas, o células neoplasicas, degradado dentro de fagolisosomas(113).
Esencialmente no se genera reaccion inflamatoria debido a: las células apoptéticas
no liberan sus componentes celulares al intersticio circundante; son rapidamente
fagocitadas por las células adyacentes previniendo la necrosis secundaria; las células
fagociticas no producen citocinas inflamatorias(109).
5.3.1. Caspasas.
Las caspasas son proteasas que incitan y propagan eventos de sefializacion que
culminan en la muerte celular. Su nombre se deriva del nombre: proteasas aspartato-
especificas dependientes de cisteina (en ingles: Cysteine-dependent aspartate-
specific proteases). Las caspasas se pueden dividir en apoptéticas (apoptosis) e
inflamatorias (piroptosis)(114). En los vertebrados las caspasas apoptoéticas se
subdividen en iniciadoras (caspasas: -8, -9, y -10), y efectoras (caspasas: -3, -6, y -
7)(115).
Con la excepciéon de la caspasa-1, abundante en monocitos y macréfagos, y la
caspasa-14, exclusiva de los queratinocitos, las caspasas se encuentran
ampliamente expresadas(116). Las caspasas se encuentran de forma exclusiva en
el citosol y el nucleo(114). Se encuentran en forma de zimogenos (enzimas
propensas a activacion) que consiste en un dominio N-terminal seguido de un dominio
catalitico(117). Dependiendo de la estructura del pro-dominio, que puede ser tipo
CARD (dominio de reclutamiento de caspasa) o DED (dominio efector de muerte),
diferentes complejos adaptadores pueden interactuar con varios miembros de la
familia de caspasas(118).

Las caspasas iniciadoras son responsables de la activacion exponencial de las
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caspasas efectoras durante la apoptosis. EI complejo de sefializacion involucra
organelos intracelulares (especialmente las mitocondrias), y/o receptores
extracelulares que facilitan el encadenamiento de adaptadores multiméricos
(apoptosoma, inflamosoma, piddosoma) que promueven la activacion de las
caspasas(119). Al contrario, las caspasas son inactivadas mediante modificadores
post-traduccionales, principalmente por fosforilacién y ubiquitinacion, o mediante
interacciones con proteinas moduladoras(120). La regulacion estrecha es crucial

para evitar la activacion inadvertida de la muerte celular.

6. Autofagia.

6.1. Definicién.

Del griego “auto” o propio y “fagos” o comer, es la autodigestion de moléculas que se
encuentran en el citosol. Se describe como el proceso responsable del recambio de
componentes intracelulares a través de su degradacion lisosomal, constituyendo un
mecanismo crucial en el control de calidad de la célula, proveyendo, ademas, de una
fuente alternativa de energia como un mecanismo adaptativo al estrés metabdlico
como el ayuno(121).

Es uno de los mecanismos celulares mas evolucionados y conservados, ocurre a
niveles basales en virtualmente cualquier célula. Descrito inicialmente por Detter y de
Duve en 1967, basado en las observaciones de la degradacién mitocondrial y otras
estructuras intracelulares dentro de los lisosomas del higado de rata perfundido con
glucagon(122). Sin embargo, su funcion esta implicada en la transicion del desarrollo
celular o reparacion de dafio citoplasmico como ocurre durante el estrés oxidativo,
infecciones, o acumulacion de agregados proteicos(123). El mecanismo esta
regulado por los genes relacionados con autofagia (Atg). Actualmente hay mas de 30
Atg identificados en la levadura, muchos de los cuales se conservan en las plantas,
gusanos, insectos y mamiferos, enfatizando la importancia del proceso de autofagia
en respuesta al estrés metabdlico como el ayuno en multiples organismos(121, 124).
6.2. Fases moleculares.

El proceso incluye las siguientes fases(125-128):

- Iniciacion (formacion del fagoforo).
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- Elongacion y formacién del autofagosoma.

- Maduracion del autofagosoma.

- Fusién autofagosoma-endosoma tardio (amfisoma).

- Fusién amfisoma-lisosoma (autolisosoma).

- Degradacion proteica.
Las moléculas degradadas del lisosoma, como los aminoacidos, pueden ser
exportadas para su reutilizacion. Mdultiples factores son indispensables para la
regulacion del proceso (Tabla 2).

Ayuno. Abundancia de nutrientes

(aminoacidos).

Deprivacion de factores de PI3K clase I/Akt/TOR.
crecimiento.

Deplecion energética (AMPK). Citocinas.

Estrés oxidativo. Stat3.

P53. BCL2.

Estimulacion de CD46, CD40. Activadores mTOR
(Citomegalovirus, virus de
Epstein-Barr).

Toxinas bacterianas. Inhibidores de Beclina-1

(Virus del herpes simple).
Tabla 2. Factores de induccion y supresién de la autofagia.

7. Apoptosis en el desarrollo de latoxicidad por inhibidores de calcineurina.
Los mecanismos de dafio inducidos por los iCN involucran vias de apoptosis. Se han
evaluado las siguientes vias: Fas/Fas ligando; mitocondrial; del reticulo
endoplasmico; de la angiotensina II; de la hipertonicidad. Todas tienen en comudn la
activacion de las pro-caspasas: -8, -9, -12, -3, y -6(129).

El fendmeno apoptodtico se ha evidenciado claramente en las células epiteliales
tubulares y del intersticio de injertos renales en pacientes tratados con ciclosporina
A(130, 131). Se ha descrito que la via apoptética inicialmente involucrada es la

mitocondrial(132). La generacion de especies reactivas de oxigeno, la reduccion de
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la expresion de Bcl-2 e IAP, el incremento de la expresion de Bax, y la translocacion
de Bax a la mitocondria contribuyen a la induccién de la apoptosis(132, 133).

La proteina Bax provoca la liberacion de citocromo c de la mitocondria, el cual activa
las caspasas que, en un proceso de retroalimentacion positiva, lesionan a la
mitocondria y producen la pérdida del potencial transmembrana de dicho organelo.
Recientemente se ha descrito que la apoptosis inducida por tacrolimus se caracteriza
por la fragmentacion nuclear y activacion de caspasa-3, asi como al incremento del
estrés del reticulo endoplasmico que favorece la liberacion de calcio citosolico con
activacion subsecuente de las caspasas -3y -12(134).

Otros efectos sobre las vias involucradas en el proceso apoptético se han descrito
con los iCN (figura 2): regulacion a la alza la via del Fas/Fas ligando, regulacion a la
baja de Bcl-2/Bcl-XL, incremento de la expresion de las caspasas -1 y -3, aumento
del estrés oxidativo; liberacion de proteinas de estrés del reticulo endoplasmico;
alteracion el fenbmeno de concentracién urinaria reduciendo la expresion de genes

inducibles por hipertonicidad; y estimulan la produccién de angiotensina Il (129).

Disfuncién mitocondrial,
Via mitocondrial estrés oxidativo, liberacion de

citocromo ¢, Bax, Bak, Bel2

Genes de respuesta del
Via del reticulo endoplasmico reticulo endopldsmico (GR78,

PDI, CHOP)

iCN

Caspasa-8, Caspasa-9, Caspasa-12

f : % . Estrés oxidativo, Fas, FasL, © 3
Via de la angiotensina I Bax. Bak Bel-2 o=
'’ d .& :
8 e
’ s s P - 7. w
mag Via del dxido nitrico (incierto) Expresién p53 g- o
a =
<Yy
. Disfuncién mitocondrial,
—> Via de la hipertonicidad estrds cutdativo =

Figura 2. Efectos moleculares sobre las vias de activacion del proceso de apoptosis. *iCN: Inhibidor
de calcineurina. [basado en Xiao Z, et al(129)].

8. Autofagia en el desarrollo de la toxicidad por inhibidores de calcineurina.
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La autofagia inducida por iCN es dependiente del estrés del reticulo endoplasmico
(RE), el cual se ha involucrado en la via especifica de sefalizacion llamada
‘respuesta a proteinas no plegadas”, un mecanismo protector que reduce la carga de
proteinas e incrementa el plegamiento de las mismas, contribuyendo a la proteccion
celular(135). Sin embargo, cuando el RE se encuentra bajo sefiales de estrés celular,
se promueve la apoptosis. Se ha demostrado, que la CsA induce estrés del RE en
las células tubulares renales, lo cual también activa el proceso d autofagia como
proteccion contra la muerte celular(136, 137). Sin embargo, una excesiva respuesta
a la autofagia promueve la muerte celular por apoptosis, por lo que a autofagia, en
esto contexto, atenda o promueve la nefrotoxicidad por iCN(138). Se ha demostrado
qgue, en un modelo murino experimental, las células renales expresan LC3lIl; y debido
a que ésta proteina es facilmente detectada, puede servir como biomarcador en la
sospecha de nefrotoxicidad inducida por CsA(137). Sin embargo, también se ha
descrito que la CsA puede reducir la autofagia y apoptosis; cuando un modelo murino
sufrié una lesion por isquemia-reperfusion, el tejido experiment6 un incremento de la
permeabilidad mitocondrial mediada por ciclofilina D, y puesto que dicha proteina es
inhibida por CsA se puede observar un efecto contrario(139). También se ha
demostrado que la proteina TMBIMG6, un inhibidor de la proteina BAX involucrada en
la apoptosis, protege a las células renales del efecto tdxico de la CsA al incrementar
el proceso de autofagia incrementando la actividad lisosomal(140).

En la figura 3 se resumen los mecanismos y efectos asociados a la nefrotoxicidad

por inhibidores de calcineurina.
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Exposicién sistémica a los iCN y nefrotoxicidad.
Absorcion intestinal y metabolismo hepatico depende de la funcion y expresion de Pgp y CYP3A4/S.
CsA: Controversial el rol de los polimorfismos CYP3A/S.
TAC: Demostrado el rol de ABCB1 y polimorfismo génicos en la nefrotoxicidad; rol de CYP3A4/S incierto.

Monitoreo terapéutico del farmaco.
Las concentraciones terapéuticas dentro de rango, NO previenen la nefrotoxicidad.

Depende de |z funcion y expresion de MDR-1 y polimorfismosde ABCB1; interacciones farmacologicas; metabolismo

Concentracién intra-renal.
local.

Efectos tubulares directos.
Necrosis. Apoptosis.

Efectos arteriolares
directos.
Muerte de células endoteliales
y celulas musculares lisas.

Efectos mediados por
isquemia.
Vasoconstriccion

Irreversible.

Reversible. A Reversible. Irreversible. Reversible. y
Irreversible. Fibrosis

Necrosis 2 ; Microangiopatia Hialinosis Lesion renal
Atrofia tubular.

o 3 intersticial /
tubular aguda. trombaotica. arteriolar. aguda.

atrofiatubular.

Nuevas herramientas para caracterizar nuevos factores de susceptibilidad y las vias biolégicas iniciales.
Estudios de genoma completo (GWAS).
de transcriptomica.

Figura 3. Mecanismos identificados en la nefrotoxicidad por inhibidores de calcineurina y sus efectos
descritos. *iCN: Inhibidores de calcineurina. ABCB1: Miembro 1 de la sub-familia del casete fijador de

ATP. MDR-1: gen de la proteina de resistencia a multi-droga tipo 1 [basado en Pallet N, et al (81)].
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Planteamiento del problema.

Conocer los mecanismos moleculares asociados a la lesidn celular en la toxicidad
por inhibidores de calcineurina, como los fendmenos de apoptosis y autofagia son
indispensable para desarrollar estrategias de diagndstico y tratamiento oportunos,

con el fin de mejorar la sobrevida del injerto y calidad de vida del paciente.

Justificacion.

La enfermedad renal cronica es una enfermedad crénico-degenerativa con impacto
en la calidad de vida del paciente, y el trasplante renal es la mejor opcidn terapéutica.
Las complicaciones asociadas a el uso de inmunosupresores puede deteriorar la
funcién renal, lo que implica una reduccién en la sobrevida del injerto e incremento

del riesgo de complicaciones cardiovasculares.

Pregunta de investigacion
¢,Cual es la expresion de los genes asociados a apoptosis y autofagia en pacientes
trasplantados renales y datos histopatolégicos de toxicidad por inhibidores de

calcineurina?

Hipotesis.
En los pacientes trasplantados renales y con rechazo activo, se observa un cambio
relativo de 2 veces los niveles de expresion de los genes asociados a apoptosis y

autofagia, respecto al grupo control.

Objetivos.
General.
« Determinar la modulacion de la expresion de genes de apoptosis y autofagia
en el tejido trasplantado con toxicidad por inhibidores de calcineurina.
Especificos.
+ Determinar la modulacion a la alza de los genes asociados a apoptosis en

pacientes con toxicidad por inhibidores de calcineurina.
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+ Determinar la modulacion a la baja de los genes asociados a autofagia en

pacientes con toxicidad por inhibidores de calcineurina.

Metodologia.
Tipo y disefio del estudio.
Se realizard un estudio exploratorio, observacional, comparativo, descriptivo y

transversal en pacientes trasplantados renales.

Poblacién y tamafio de muestra.

Pacientes trasplantados renales del Hospital General de México.

Criterios de inclusion.
Grupo con toxicidad por inhibidores por calcineurina.
- Datos clinicos completos.
- Sin contraindicacion para biopsia renal.
- Hallazgos histopatolégicos compatibles con toxicidad por inhibidores de
calcineurina.
Grupo control.
- Datos clinicos completos.
- Sin contraindicacion para biopsia renal.

- Biopsia de protocolo a 1 afio.

Criterios de exclusion.
Grupo con toxicidad por inhibidores de calcineurina.
- Contraindicacién para realizar la biopsia renal.
- Biopsia no diagnéstica.
- Datos histopatologicos compatibles con otra alteracion que explique la
disfuncién del injerto.
Grupo control.
- Contraindicacién para realizar la biopsia renal.

- Biopsia no diagnostica.

28



Deterioro de la funcién

Hallazgos histopatolégicos compatibles con toxicidad por inhibidores

calcineurina.

Criterios de eliminacion.

Material insuficiente de tejido que no pueda ser analizado

Variables.

Variable

Conceptual

Operacional

Categoria

Escala de
medicién

Unidad de
medicién

Trasplante Tratamiento de nefropatia Procedimiento o
. o Cualitativa - -
Renal terminal. quirurgico.
Sexo Indl\{ldyos segun Genero sexual. Cualitativa Dicotémica Feme”'ﬂo /
caracteristicas sexuales. Masculino
Edad M de_ anos en vida Tiempo en \."da e Cuantitativa Continua Afios
de un individuo. un ser vivo.
Toxicidad por Datos histopatolégicos Complicacion del
inhibidores de compatibles con efecto manejo Cualitativa Dicotémica Si/ No
calcineurina toxico farmacolégico inmunosupresor.
Producto del metabolismo e
. ) . Elemento de quimica _— ;
Creatinina proteico muscular, Gtil para . Cuantitativa Continua mg/dL
i sanguinea.
valorar funcion renal.
Creatinina Valor més bajo en los Elemento de quimica
dltimos 3 meses de © 4 Cuantitativa Continua mg/dL
basal P sanguinea.
evaluacion
Concentracion de
Creat_lnmz_:l pre- creatlnl_na obter_uda_antes Elemento dfz quimica Cuantitativa Continua mg/dL
biopsia de realizar la biopsia del sanguinea.
injerto renal
Unidad de informacién que Componente del
Genes codifica una o méas P Cuantitativa Continua Folds

proteinas.

Procedimiento.

ADN.

Los tejidos se obtuvieron por biopsia guiada por ultrasonido, no se observaron
complicaciones en ninguno de los sujetos incluidos en el estudio. El protocolo de
estudio estaba de acuerdo con los estandares éticos de las Declaraciones de Helsinki
y Estambul. El estudio fue aprobado por el nimero de ética local DI / 13/304/4/405.
Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los sujetos antes de

ingresar al estudio.
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Aislamiento del ARN total.

Se aislo el ARN total de las biopsias renales utilizando el Mini Kit de tejido fibroso
RNeasy (Qiagen, Inc., Valencia, CA) siguiendo el protocolo del fabricante. El proceso
se realiz6 usando un homogeneizador de tejidos (Polytron), con 1-3 pulsos de 10
segundos a velocidad maxima y roturas de 20 segundos. EI ARN extraido total se
determind midiendo la DO (densidad Optica) a 260 nm usando un espectrofotébmetro
Nano-Drop 1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA). Se evaluo la integridad del ARN
total mediante electroforesis en gel de agarosa utilizando la camara vertical Enduro
(Labnet, Nueva Jersey, EE. UU.) y el iluminador azul SLB-01, (Maestrogen, Nevada,
EE. UU.). Las muestras de ARN total se trataron adicionalmente con DNA-freeTM
DNasa (Qiagen Inc) para eliminar la posible contaminacion de ADN. EI ADNc (ADN
complementario) se prepar6 usando un kit de primera hebra de matriz de PCR RT2
(Qiagen Inc) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La retrotranscripcion del
ARNmM (ARN mensajero) (200 ng en total) se realizé utilizando el kit RT2 First Strand
(Quiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La reaccion de PCR se
realizd en un termociclador Maxygenell (Axygen), programando un ciclo de tres
temperaturas a 16 ° C durante 2 minutos; 42 ° C durante 1 min; 50 ° C durante 1
segundo; Seguido por un paso de 85 ° C durante 5 minutos y un paso final a 4 ° C.
Al final de la reaccién, la mezcla se diluyé con 112,5 ul de tampén TE.

RT-PCR en tiempo real basado en matriz.

La expresion de ARNm de biopsias de tejido renal se analizé utilizando la plataforma
RT2 Profiler PCR Array (Qiagen). Diseflamos una disposicion personalizada
considerando 96 genes implicados en procesos moleculares asociados con dafio
renal, que contienen los elementos mas representativos de apoptosis, TNF,
citoquinas y quimiocinas. El conjunto también incluia controles para la contaminacion
del ADN gendémico humano, transcripcion inversa, control positivo de PCR. La PCR
en tiempo real se realiz6 usando un programa de ciclado de dos pasos en un ViiaTM
7 (Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los valores
de Ct para cada detector de gen de matriz de expresién se obtuvieron con el

programa QuantStudio 7 (Applied Biosystems) siguiendo los siguientes parametros:
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linea de corte manual definida en una CT de 0,2 y una linea base automatica. El
cambio de veces entre los grupos se obtuvo mediante 2AACT utilizando los genes
constitutivos de GAPDH como normalizadores. Un cambio de 2.5 + veces se

consider¢ significativo.

Analisis estadistico.

Las transcripciones se obtuvieron en pliegues de los casos respecto de los controles;
los datos continuos se presentan como una mediana y rango intercuartilico (IQR) con
un intervalo de confianza del 95% para los analisis U Mann-Whitney. Se consideré la
significancia estadistica cuando el valor de p fue < 0.05. El analisis se realiz con el
software SPSS 22 (IBM, Armonk, NY).

Aspectos Eticos.

De acuerdo con los Articulos 16, 17 y 23 del CAPITULO |, TITULO SEGUNDO: De
los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos, del REGLAMENTO de la
Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud. El presente proyecto
no implica riesgos para la salud del paciente.

Los investigadores confirmamos que la revision de los antecedentes cientificos del
proyecto justifican su realizacion, que contamos con la capacidad para llevarlo a buen
término, nos comprometemos a mantener un estandar cientifico elevado que permita
obtener informacion util para la sociedad, a salvaguardar la confidencialidad de los
datos personales de los participantes en el estudio, pondremos el bienestar y la
seguridad de los pacientes sujetos de investigacién por encima de cualquier otro
objetivo, y nos conduciremos de acuerdo a los estandares éticos aceptados nacional
e internacionalmente segun lo establecido por la Ley General de Salud, Las Pautas
Eticas Internacionales Para la Investigacion y Experimentacion Biomédica en Seres

Humanos de la OMS, asi como la Declaracion de Helsinki.
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RESULTADOS

Se estudiaron 21 pacientes, 13 mujeres, y 8 hombres. Con una media de edad de:
32.4 £ 9.6 afnos, 10 pacientes con toxicidad por iCN, 11 sin datos histologicos
sugerentes de toxicidad por iCN. Se encontré una diferencia significativa soélo en las

concentraciones séricas obtenidas previo a la toma de biopsia (tabla 1).

Con toxicidad por = Sin toxicidad por

Caracteristica Total (n=21) ] ) Valor p
iCN (n=10) iCN (n=11)
Edad (afios + DE) 32.4+9.6 31.7+9.1 33.1+104 0.73
Cr basal (mg/dL %
1.16 + 0.33 1.33+0.38 1.01+0.21 0.32
DE)
Cr pre-biopsia
1.38 £+ 0.54 1.66 + 0.68 1.13+0.18 0.04
(mg/dL = DE)
Dosis TAC (+ DE) 54+19 6.1+2.2 48+15 0.15
Niveles séricos TAC
10.0+ 3.6 11.0+4.7 9.1+2.0 0.38

(+ DE)

Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes con y sin toxicidad por inhibidores de calcineurina.

De los 21 pacientes evaluados, 1 paciente desarrollo nefropatia terminal por lupus
eritematoso sistémico; 2 pacientes por diabetes tipo 2; 1 paciente por nefropatia por
IgA; 2 pacientes por glomeruloesclerosis focal y segmentaria; 1 paciente por
preeclampsia; 1 paciente por microangiopatia trombética; y 13 por glomerulonefritis

cronica no determinada (tabla 2).
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No.

© 0O N o g b~ W N P

NN R R R R R R R R R e
R O O 0 N o o » W N | O

Patologia

Cr** Cr Pre- . . Dosis Nivel
Edad Causa basal biopsia | Arteriopatia ¥ | Calcificacion VéCUO“Zémon TACH TAC
ERC* isométrica
(mg/dL) | (mg/dL) Tubular (mg/d) | (ng/mL)
tubular

22 LN 15 25 Si Si Si 6 16
il DM 1.6 2.6 Si Si Si 8 21

27 GNC 15 1.9 Si Si Si 9 12.8
29 GNC 1.1 1.2 Si Si Si 6 )
26 GNC 2.2 2.6 Si Si Si 8 12
29 MAT 11 1.1 Si Si Si 6 8
26 GNC 1.0 1.2 Si Si Si 2 6
45 GEFyS 0.9 0.9 Si Si Si 8 11
30 GNC 1.3 1.5 Si Si Si 4 9
32 GNC 1.1 1.1 Si Si Si 4 10
27 GNC 0.8 1.0 No No No 4 55
22 GNC 1.0 1.3 No No No 7 6.2
50 GEFyS 11 1.2 No No No 4 8
32 GNC 1.1 1.1 No No No 4 10
49 DM 0.6 0.8 No No No 3 9.5
37 GNC 1.2 1.3 No No No 8 9
25 PC 0.9 1.0 No No No 4 10
45 GNC 0.9 1.0 No No No 4 12
29 N IgA 1.3 1.3 No No No 5 12
23 GNC 1.3 1.4 No No No 4 9
26 GNC 1.0 1.1 No No No 6 9

Tabla 2: Caracteristicas generales de los pacientes incluidos en el estudio.

*ERC: Enfermedad renal crénica.NL: Nefritis [Gpica. DM: Diabetes Mellitus; GNC: Glomerulonefritis
cronica; PE: Preeclampsia. GEFyS: Glomeruloesclerosis focal y segmentaria. N IgA: Nefropatia por
IgA.

**Cr: Creatinina sérica.

¥: Arteriopatia nodular o circunferencial.

*: Tacrolimus.

Diez pacientes presentaron datos de toxicidad por inhibidores de calcineurina, siendo
la concentracion de creatinina pre-biopsia la Unica variable con diferencias
significativas entre ambos grupos (p= 0.04) (tabla 1). En el resto de los casos, los
datos histolégicos compatibles con toxicidad por iCN fue un hallazgo incidental en el

afio de seguimiento de la biopsia durante el andlisis histopatolégico (tabla 1). El
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hallazgo histopatolégico comdn en los casos fue la arteriopatia hialina nodular, las
microcalcificaciones tubulares, y la vacuolizacion isométrica (figura 1A, B). Nuestros
datos clinicos son similares a la literatura en la que la toxicidad podria presentarse
con o sin datos clinicos y bioquimicos y, en ocasiones, se observa durante las
biopsias de control, resaltando el hecho de que la mayoria de las veces es un

diagndstico de exclusion.
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Fﬂqura 1: Andlisis histopatoldgicos en la toxicidad p

§

(40X) tefiida con Acido Periédico-Schiff (PAS), que muestra vacuolizacion del epitelio tubular proximal
(flecha). B) Tincién de tricrémico de Masson (40X), que muestra vacuolizacidén isométrica del epitelio

tubular proximal, microcalcificaciones intratubulares e intersticiales (flecha).

Con el fin de explorar algunos datos moleculares en estos casos, se analizaron
estudios de expresibn de genes que podrian estar implicados en lesiones
relacionadas con aloinjertos renales y datos de toxicidad por inhibidores de
calcineurina, tales como genes de vias apoptéticas.

Se realiz6 RT-PCR en biopsias renales de 10 pacientes con datos sugerentes de
toxicidad por inhibidores de calcineurina y de 11 pacientes sin datos de toxicidad.
Cuando se analizaron los genes asociados con las vias de apoptosis, se detectd que
en todos los pacientes trasplantados y con datos de toxicidad por inhibidores de
calcineurina se encontraron patrones de expresion de diferentes moléculas
asociadas con la apoptosis en comparacion con los controles donde solo se observo

el perfil de expresién basal sin sobreexpresion de genes de apoptosis (figura 2).
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Figura 2: Gréfico de amplificacién de genes. RT2 PCR Custom Profiler realizado en biopsias renales
de 10 pacientes con toxicidad por inhibidores de calcineurina y 11 controles después del trasplante.

Las graficas mostraron el patrén de amplificacién en los genes apoptéticos.

Estos resultados mostraron que todos los pacientes con toxicidad por inhibidores de
calcineurina del presente estudio activaron los genes apoptéticos. Sin embargo,
nuestro objetivo fue tratar de identificar si los genes sobreexpresados estaban
relacionados con una via apoptotica especifica, modulando el dafio al aloinjerto.

Se realiz6 el andlisis transcripcional y estadistico solo en aquellos genes apoptéticos
con un patron de expresiéon homogéneo, y que se sobreexpresaron en los pacientes
con datos de toxicidad por iCN en comparacion con los controles. Los resultados
mostraron que la proteina X asociada a Bcl-2 (BAX), la proteina Nucleolar 3 (NOL3)
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y el inhibidor de la apoptosis ligado a X (XIAP) fueron consistentes en dichos

pacientes (tabla 3 y figura 3).

BAX NOL3 XIAP

1 1 1 1

2 1.89400498 0.743742941 1.185761097
3 10.31163482 0.072411643 5.704600191
4 8.034460607 0.118451264 14.64286324
5 6.946090328 0.077608877 10.49860529
6 3.401570928 0.04945861 2.872139411
7 0.009395601 0.015759499 0.03799954
8 0.007578884 0.01271227 0.005381133
9 1.381467069 0.011456939 0.004370838
10 1.86115882 0.024901311 2.253434909
11 1.025410213 0.003313027 1.476443121
12 15.42486028 15.65916101 7.845516971
13 147.7052506 11.50209451 315.9228877
14 167.9450778 23.4912005 108.2532441
15 46.7867152 13.36327719 139.2502642
16 1464.508825 4.090750346 667.2695124
17 1558.779526 3.512176856 1032.642939
18 441.4790514 1.719948651 422.3003926
19 3556.398248 4.831146138 0.342013642
20 3.19585327 0.733244116 0.279733662
21 0.735196178 0.017245521 2.253434909

Tabla 3: Valores de expresion relativa mediante 2AACT de los genes BAX, NOL3 y XIAP, en los

pacientes con datos de toxicidad por iCN y pacientes con injertos sin dafio significativo.
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Figura 3: Expresion relativa de moléculas de la via intrinseca de la apoptosis. Se comparé el patron
relativo de expresiéon génica medido por qRT-PCR de los genes BAX, NOL3 y XIAP en biopsias
renales con aloinjerto sin dafio (control) y rifién con toxicidad por inhibidores de la calcineurina (CNIT).
La expresion relativa se normalizé con la expresién del gen B2M. Los diagramas de caja representan
la dispersion de los valores de 2AACT; la prueba U de Mann-Whitney mostré una P <0.001 en todos

los grupos.

La prueba U de Mann-Whitney reveld en el grupo control un rango promedio de 1.5,
mientras que los pacientes tuvieron tres veces mas con respecto al control (4.5), este
valor fue similar y consistente para los tres genes evaluados (tabla 3). El andlisis
estadistico fue P < 0.001. Sin embargo, el perfil de expresion fue biolégicamente
consistente en todos los pacientes. Este resultado sugiere que en el grupo de
pacientes con toxicidad, el gen BAX se encuentra activado. El BAX es un regulador
clave en la via intrinseca de la apoptosis, sugiriendo un rol mitocondrial
predominante, quiza debido a la vasoconstriccion arteriolar y el estado hipdxico bien
descrito en la toxicidad por inhibidores de calcineurina.

Asi mismo se detect6 una activacion de moléculas antiapoptoéticas involucradas en la

via intrinseca como NOL3 y XIAP.
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DISCUSION

Los inhibidores de calcineurina (ICN) siguen siendo los agentes inmunosupresores
mas eficaces y ampliamente utilizados en el trasplante de o6rganos. El uso
prolongado de ICN puede provocar toxicidad renal, disfuncion renal y, con el tiempo,
disfuncion del injerto. Durante las Ultimas tres décadas se ha postulado que el uso
cronico de ICN pudiera contribuir a la pérdida tardia de la funcién renal del aloinjerto.
La nefrotoxicidad de ICN puede ocurrir en cualquier momento después del trasplante,
afectando la funcion de aloinjerto agudo o crénico. Los niveles altos de ICN en suero
pueden ayudar a hacer el diagnostico, aunque la nefrotoxicidad no es siempre
dependiente de la dosis, teniendo una relacién pobre con la toxicidad establecida(98,
141). Los mecanismos de nefrotoxicidad inducida por CsA son complejos y adn no
se conocen por completo, se considera que esta alteracion renal esta principalmente
fomentada por cambios hemodinamicos en la microvascultura glomerular; sin
embargo, se han implicado algunas vias moleculares, incluida la apoptosis. Los
inhibidores de calcineurina promueven la liberacion de vasoconstrictores que actian
especialmente en la arteriola aferente, provocando lesion isquémica(82, 83, 87). Se
ha demostrado previamente que los cambios moleculares preceden a los cambios
histolégicos, asi como a la funcién del injerto. En esta investigacion analizamos la
modulacion transcripcional de las principales moléculas inflamatorias y de apoptosis
involucradas en las vias de apoptosis intrinseca y extrinseca, tratando de realizar un
abordaje exploratorio de la fisiopatologia de la enfermedad e identificando objetivos
probables que podrian ser Utiles en el abordaje médico de la toxicidad por ICN. Los
pacientes incluidos fueron 10 con datos sugerentes de toxicidad por ICN, las
observaciones histolégicas no difirieron de la literatura, siendo el hallazgo mas
consistente la hialinosis arteriolar, la vacuolizacién isométrica y las calcificaciones
tubulares (tabla 1y figura 1). Una preocupacién para el diagndstico de nefrotoxicidad
ICN es la escasa especificidad de las lesiones histoldgicas. Ademas, no hay estudios
confiables que permitan un seguimiento preciso del estado inmunosupresor. Gallon
et al, realizaron un estudio de expresion génica en biopsias de pacientes
trasplantados tratados con tacrolimus frente a sirolimus(142). Encontraron dos vias

inmunoldgicas canodnicas principales. El analisis de los genes modulados asociados
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con las vias de apoptosis demostré un patron de expresion variable en todos los
pacientes trasplantados con toxicidad en comparacién con los casos de control que
solo expresan el perfil basal en cada gen. En un estudio, Maluf et al, se demostro
gue la via de apoptosis participa en la toxicidad por ICN, esta observacion previa
indica que la lesion inicial estd mediada por la apoptosis(143). Aqui los resultados
mostraron que todos los pacientes incluidos en el estudio activan genes apoptéticos,
apoyando los datos de Maluf. La proteina X asociada a Bcl-2 (BAX), la proteina
Nucleolar 3 (NOL3) y el inhibidor de la apoptosis ligado a X (XIAP) se
sobreexpresaron consistentemente en todos los pacientes. Los pliegues de cambio
no estaban en distribucion normal debido al proceso biolégico y la heterogeneidad
per se de la toxicidad en el aloinjerto. La prueba U de Mann-Whitney con el rango
intercuartil se obtuvo consistentemente (p < 0.001) (figura 3). Esta es la primera
evidencia molecular y clinica que sugiere que en pacientes con CNIT, BAX esta
activando la via de apoptosis intrinseca. Esta observacion explica el efecto molecular
del mecanismo vascular del dafio renal secundario a la vasoconstriccion arteriolar e
hipoxia. Bax es una proteina apoptotica codificada en el nulcleo presente en
eucariotas superiores que pueden perforar la membrana externa mitocondrial para
mediar la muerte celular por apoptosis). Uno de los mecanismos de apoptosis
mitocondrial es la hipoxia. Algunos estudios recientes sugirieron un papel importante
para la regulacion de la dinamica mitocondrial en la lesion celular durante la
apoptosis, en la que se demostrd la fragmentacién mitocondrial durante el proceso
apoptotico de las células tubulares, en modelos experimentales de lesién renal
aguda(144). La apoptosis de las células tubulares a través de la via mitocondrial

pudieran contribuir al efecto isquémico y desarrollo de la disfuncion aguda del injerto.
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CONSLUSIONES

Los injertos renales con datos de toxicidad por inhibidores de calcineurina tienen un
incremento en la expresion de los genes asociados a apoptosis, particularmente
involucrando la via intrinseca (mitocondrial), posiblemente por el estrés intracelular
y algun grado de hipoxia producido por el efecto de los farmacos inhibidores de la
calcineurina sobre las células tubulares del injerto.
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ANEXOS

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Para todos los paciente a los que se realiza biopsia renal percutanea por algunas de las
siguientes 2 indicaciones:

- Disfuncion aguda del injerto.
- Biopsia de protocolo.

Nombre del paciente

Edad

Etiologia de ERC

Terapia de reemplazo renal pre-trasplante

Tipo de trasplante

Fecha de trasplante

Terapia de induccion

Tiempo de isquemia fria

Tiempo de isquemia caliente

Creatinina pre-trasplante

Creatinina al egreso

Creatinina basal

Creatinina pre-biopsia

Indicacion de biopsia del injerto

NUmero de biopsia

Fecha de biopsia

Microcalcificaciones tubulares (si/no)

Arteriopatia hialina nodular (si/no)

Vacuolizacion isométrica del epitelio
tubular (si/no)

Niveles séricos de iCN pre-biopsia

Tratamiento inmunosupresor de
mantenimiento pre- biopsia

Tratamiento inmunosupresor actual




ANEXO 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL
PROTOCOLO DE INVESTIVACION CLINICA.

Titulo de protocolo: “EXPRESION DE GENES ASOCIADOS A APOPTOSIS Y AUTOFAGIA EN
INJERTOS RENALES CON TOXICIDAD POR INHIBIDORES DE CALCINEURINA”.

Riesgo de la investigacion: Investigacion con riesgo minimo.
Nombre del Investigador principal: Dr. Guillermo Meléndez Mier
Teléfono: 5513532474 Firma:

Correo: melendez651@gmail.com

Presidente del Comité de Etica en Investigacion: Dra. Ma. Del Carmen Dubon Peniche
Teléfono: 27892000. Ext. 1164
Iniciales del Paciente:

A usted se le esta invitado a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este
proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para
preguntar sobre cualquier duda que tenga. Una vez que haya comprendido en que consiste el
estudio y si usted desea participar, entonces se le pedird que firme esta forma de
consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y fechada.

El trasplante renal es la mejor alternativa para mejorar las condiciones de vida del paciente,
sin embargo, no esta exento de complicaciones. Una de las principales causas de deterioro de
la funcion del rifion trasplantado es el rechazo del organismo al injerto. Se puede diagnosticar
mediante examenes de sangre, especialmente con la elevacién de la creatinina, o bien al notar
una reduccién en la cantidad de orina que produce. No obstante, la mejor medida para
establecer la causa especifica que causa la lesion en el rifion trasplantado es la biopsia del
injerto, ya que nos permite detectar la causa de la disfuncién, e incluso, si hay datos que
sugieran que hay dafio aunque el paciente continte orinando normal y la creatinina no se haya
elevado.

Obijetivo: demostrar la utilidad de la medicion de genes en la muestra de biopsia y determinar
cuales son las moléculas que pueden estar interviniendo en el proceso de rechazo del injerto,
Si es que esta presente.

Beneficios: Una vez establecidos los potenciales genes expresados en el injerto se podra
investigar, en un futuro, si la deteccion de dichos genes pueden predecir el rechazo del rifién
trasplantado.
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Procedimiento: El tejido de la biopsia que se le realizo por disfuncién del rifion trasplantado o
por protocolo al afio del trasplante sera sometido a un proceso de congelacion a -70°C,
posteriormente sera extraido para obtener material genético llamado RNA el cual sera
analizado para determinar la expresion de los genes.

Riesgos: Debido a que la muestra ya se encuentra congelada, no existe ninguna molestia en el
paciente.

En caso de aceptar participar en el estudio, se obtendréa informacion de su expediente clinico,
incluyendo edad, si el donador del rifion fue familiar relacionado o no relacionado o fallecido,
el tipo de medicamentos utilizados para evitar el rechazo, los medicamentos que utiliza
actualmente, y datos de laboratorio.

La informacion obtenida en este estudio sera mantenida con estricta confidencialidad por el
grupo de investigadores.

Usted también tiene acceso a las Comisiones de Investigacion y Etica del Hospital General de
México, en caso de que tenga dudas sobre sus derechos como participante del estudio o desee
retirarse del mismo, puede comunicarse las 24hs los 365 dias con el Dr. Guillermo Meléndez
Mier al teléfono: 5513532474.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo
desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este documento.

Yo, he leido y comprendido Ila
informacidn anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido
informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o
difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio de investigacion.
Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Nombre y firma del paciente

Nombre y firma de ler testigo Lugar y Fecha Parentesco

Nombre y firma de 20 testigo Lugar y Fecha Parentesco
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He explicado al Sr(a). la naturaleza y los
propositos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica
su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de los posible y he preguntado si
tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para
realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Dr. Guillermo Meléndez Mier
Jefe de registro y seguimiento de proyectos.
Investigador en ciencias médicas B.
Sistema Nacional de Investigadores.
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ANEXO 2
AVISO DE PRIVACIDAD

“EXPRESION DE GENES ASOCIADOS A APOPTOSIS Y AUTOFAGIA EN INJERTOS
RENALES CON TOXICIDAD POR INHIBIDORES DE CALCINEURINA”.

El presente Aviso de Privacidad tiene como objeto informarles sobre el tratamiento que se le
dara a sus datos personales cuando los mismos son recabados, utilizados y almacenados.
Investigador responsable de recabar sus datos personales, de su uso y proteccion:

Nombre: Dr. Guillermo Meléndez Mier.

Domicilio: Dr. Balmis 148, Colonia Doctores, Delegacién Cuauhtémoc, CP 06720, Ciudad
de México.

Teléfono: 5513532474.

Correo electronico: melendez651@gmail.com

Su informacién personal sera utilizada con la finalidad de establecer contacto con usted para
solicitarle informacion sobre la evolucion de su padecimiento, para lo cual requerimos obtener
los siguientes datos personales: nombre de usted vy teléfono particular; datos considerados
como sensibles de acuerdo a la Ley Federal de Proteccion de Datos Personales en Posesion de
los Particulares.

Es importante que usted sepa que el equipo de investigacion que colabora en este estudio se
compromete a que todos los datos proporcionados por usted u obtenidos de su expediente,
seran tratados bajo medidas de seguridad y garantizando siempre su confidencialidad. En el
caso de este proyecto las medidas que se tomaran para ello seran: utilizar codigos, Iniciales,
namero de expediente y se almacenaran en archivo electronico a cargo del investigador
principal.

Los datos que usted nos proporcione no seran compartidos con otras instancias o instituciones
y Unicamente seran usados por el equipo de investigadores para este proyecto.

Usted tiene derecho de acceder, rectificar y cancelar sus datos personales, asi como de
oponerse al manejo de los mismos o anular el consentimiento que nos haya otorgado para tal
fin, presentando una carta escrita dirigida al investigador responsable: Dr. Guillermo Meléndez
Mier ¢ al Presidente del Comité de Etica en Investigacion del Hospital General de México Dra.
Ma. Del Carmen Dubon Peniche. Tel. 27892000. Ext. 1164.

DECLARACION DE CONFORMIDAD: Manifiesto estar de acuerdo con el tratamiento
que se dara a mis datos personales.

Nombre y firma del sujeto de investigacion o participante
Fecha:
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