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1 RESUMEN

Analisis de la asociacion de los polimorfismos CYP3A5*3 y CYP3A4*1B con la
presencia de rechazo, alteraciones clinicas y bioquimicas en pacientes con
trasplante renal tratados con tacrolimus

Antecedentes: La enfermedad renal crénica es un problema de salud publica ya
que la incidencia de ERC estadio 5 en nifios a nivel mundial es de aproximadamente
de 1 a 3 nifios por un millon de la poblacidn con evidencia importante de su
incremento. No existe evidencia de la ERC en México ya que soélo se han registrado
pacientes en estadio 5 con algun tratamiento sustitutivo renal por lo que la verdadera
prevalencia se encuentra subestimada. La causa principal en pediatria son las
malformaciones del tracto urinario y en segundo lugar las glomerulopatias. El
trasplante renal es la terapia sustitutiva de eleccidén ya que implica una mejor calidad
de vida para los pacientes. Sin embargo, a pesar de los avances en el tratamiento
inmunosupresor, existen factores inmunoldgicos y no inmunolégicos que afectan la
sobrevida del injerto renal. Los inhibidores de la calcineurina son considerados la
piedra angular del tratamiento, siendo el tacrolimus el mas utilizado por sus
propiedades farmacoldgicas y su mayor potencia inmunosupresora, permitiendo
mejor sobrevida del injerto. El tacrolimus tiene un estrecho margen terapéutico y
una variabilidad interindividual farmacocinética considerable. La exposicion a
niveles bajos del farmaco puede condicionar episodios de rechazo mediados
inmunoldégicamente y la exposicion a niveles altos puede aumentar el riesgo de
infecciones, neoplasias, diabetes postrasplante y nefrotoxicidad. Los efectos de su
toxicidad tienen impacto a corto y largo plazo para la supervivencia del injerto renal.
Por lo tanto, su uso en trasplante renal requiere la monitorizacion de los niveles
sanguineos para realizar ajustes en la dosis y lograr niveles terapéuticos.
Planteamiento del problema: Con base en investigaciones previas, existe evidencia
de que la presencia de polimorfismos modifica el resultado final del tratamiento con
tacrolimus. Sin embargo, en México no contamos con estudios realizados en
poblacién pediatrica al respecto. Por lo tanto, nos hacemos la siguiente pregunta:
¢Cual es la asociacion de los polimorfismos CYP3A5*3 y CYP3A4*1B con la
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presencia de rechazo, alteraciones clinicas y bioquimicas en pacientes con
trasplante renal tratados con tacrolimus? Justificacion: La enfermedad renal cronica
es un problema de salud publica con alta prevalencia e incidencia a nivel mundial.
El éxito del trasplante renal como terapia sustitutiva de eleccién se debe en gran
parte a los avances realizados en el campo del tratamiento inmunosupresor. El
conocimiento de la farmacogenética del tratamiento inmunosupresor con tacrolimus
puede mejorar el mismo teniendo mayor supervivencia del injerto renal. Se cuenta
con un area especializada que atiende a estos pacientes: Consulta externa de
Nefrologia y Trasplante renal. Un estudio previo en poblacién pediatrica con
trasplante renal (R-2014-1302-42) facilitd la oportunidad de crear una genoteca y
base de datos de pacientes trasplantados desde el 2009. Los estudios en poblacion
mexicana en esta area son limitados y de diferente disefio como ya se describioé por
Reyes en el 2008, Garcia 2012, Jacobo 2015, Arreola 2016, ademas de contar con
tamafio de muestra pequefio. El conocer la variabilidad farmacogenética ha hecho
que para muchos paises el manejo de la inmunosupresion basada en los genotipos
CYP3A forme parte de las guias de manejo del paciente trasplantado. Hipotesis:
Los pacientes portadores del polimorfismo CYP3A5*3 y el alelo silvestre CYP3A4*1
presentan menos episodios de rechazo del injerto renal y un mayor numero de
alteraciones clinicas y bioquimicas por ser metabolizadores lentos. Objetivos:
Objetivo general; analizar la asociacion de los polimorfismos CYP3A5*3 y
CYP3A4*1B con la presencia de rechazo, alteraciones clinicas y bioquimicas en
pacientes con trasplante renal tratados con tacrolimus. Objetivos especificos; 1)
estudiar la variabilidad genética y su asociacion con presencia de rechazo en
pacientes con trasplante renal, 2) estudiar la variabilidad genética y su asociacion
con alteraciones clinicas (neurotoxicidad, hipertensién, infecciones, malignidad) y
bioquimicas  (nefrotoxicidad, hiperuricemia, hiperlipidemia, hipercalemia,
hipomagnesemia, hiperglucemia, transaminasemia) en pacientes con trasplante
renal, 3) estudiar la variabilidad genética y su asociacion con niveles de tacrolimus,
4) describir las caracteristicas sociodemograficas, 5) determinar la frecuencia de la
presencia de polimorfismos del tacrolimus CYP3A5*3 y CYP3A4*1B, 6) registrar
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terapia de sustitucion renal previa al trasplante renal, 7) describir terapia
inmunosupresora de induccion y mantenimiento al trasplante renal.

Material y métodos: Disefo de estudio; cohorte ambispectiva. Universo de estudio
y lugar; Trasplantados renales tratados con tacrolimus menores de 18 afos de edad
en la UMAE Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional de Occidente,
Guadalajara, Jalisco. Criterios de seleccion: Inclusidn; toda la poblacién pediatrica
con tratamiento sustitutivo renal trasplante en tratamiento con tacrolimus en la
UMAE Hospital de Pediatria de CMNO menores de 18 afos. Exclusion; no deseo
de participar, no uso de tacrolimus por mas de 6 meses, informacidén incompleta en
expediente. Eliminacién; defuncion, cambio de inmunosupresor y no llegar a tener
uso de tacrolimus por 6 meses o0 mas, que decidan salir del estudio, informacion
incompleta en expediente, pérdida de derechohabiencia, muestras inadecuadas
para la amplificacion de ADN, pacientes con funcién hepatica anormal en el
momento de la medicidn de nivel de tacrolimus. Muestra por conveniencia por
tratarse de una cohorte. Variables; presencia de rechazo y alteraciones clinicas y
bioquimicas (dependiente) y presencia de polimorfismos (independiente).
Descripcidn de procedimientos; el protocolo de investigacion se encuentra en
evaluacion y proceso de autorizacion por el comité local de ética e investigacion en
salud (CLEIES 1310) de la Unidad Médica de Alta Especialidad, Hospital De Gineco
Obstetricia Centro Médico Nacional De Occidente. Se solicitd consentimiento
informado, se aplicd una encuesta para valorar apego a tratamiento, con la cual se
descart6 a aquellos con mal apego al tratamiento que pudieran presentar rechazo
del injerto renal sin ser metabolizadores rapidos. Se procedié a la revision de
expedientes clinicos del archivo obteniendo la informacion necesaria y toma de
muestras séricas de los pacientes aun no integrados en la genoteca previamente
creada con autorizacion en el estudio previo con numero de registro R-2014-1302-
42, la frecuencia alélica ha sido determinada por el método de conteo directo a partir
de la frecuencia de genotipos, este procedimiento de muestras se ha realizado por
la Dra. Caridad Aurea Leal Cortés en el Centro de Investigacion Biomédica de
Occidente, Instituto Mexicano del Seguro Social. Dicha informacion se registré en
una hoja de recoleccion de datos, que se vacio en una base de datos en el programa
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Excel. Analisis estadistico; como parte de la estadistica descriptiva se realizé
frecuencias y porcentajes para las variables cualitativas. Con base en la distribucion
de la poblacion, las cuantitativas se expresan como mediana, rangos de media y
desviacion estandar. Las variables cualitativas y la frecuencia de genotipos y alelos
de CYP3A4 Y CYP3AS5 se comparan con la prueba de Xi2, esta ultima para
determinar que existe equilibrio Hardy-Weinberg. Se realizé prueba de normalidad
Kolmogorov-Smirnov para determinar la distribucion de la muestra y la prueba de
Levene para determinar homocedasticidad de varianzas en las variables continuas.
Se compararon las variables cuantitativas mediante prueba de T student
(comparacion de medias) o U de Mann-Whitney (comparacion de medianas). Se
determind la razéon de momios e intervalo de confianza al 95% para rechazo,
alteraciones clinicas y bioquimicas. Se realiz6 regresion logistica para determinar
covariacion de las variables significativas en el analisis bivariado. Para la captura y
analisis de datos se utilizdé el programa Excel de Office XP para Windows y el
paquete estadistico SPSS v.22.0, respectivamente, y se consider6 como valor
significativo una p < 0.05. Recursos e infraestructura: Materiales; hojas de papel
blancas de reciclaje, lapices, borradores y boligrafos, equipo de cdémputo,
impresora, tinta para la impresora, unidad de almacenamiento USB. Humanos;
Tesista; Diana Marisela Bonilla Ruvalcaba, Actividad asignada: Revision
bibliografica y elaboracion de protocolo. Investigador Principal; Dra. Santa Ramirez,
Actividad asignada: Direccion de tesis, revision bibliografica y revisién de protocolo.
Asesor metodologico: Dra. Elvira Torres. Financieros: Proyecto de investigacion no
comercial. Se obtuvo material genético a través de la genoteca ya autorizada por el
comité local de investigacion con el numero de autorizacién R-2014-1302-42. Se
obtendra material genético a través de la genoteca ya autorizada, previamente
comentada. Experiencia del grupo: Los participantes del proyecto de investigacion
cuentan con amplia experiencia en la asesoria de proyectos. Tiempo a
desarrollarse: Total de realizacion del protocolo; marzo del 2018 a octubre del
2019, con captacion de datos de mayo del 2019 a agosto del 2019 y entrega de
tesis final en octubre del 2019.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Enfermedad renal cronica

La enfermedad renal cronica en la actualidad es considerada como problema de
salud publica en nuestro pais, tanto en nifios como en adultos. La incidencia de ERC
(enfermedad renal cronica) estadio 5 en nifios a nivel mundial es de
aproximadamente de 1 a 3 nifios por un millén de la poblaciéon. En América Latina
se reporta un amplio rango, de 2.8 a 15.8 casos nuevos por millon en menores de
15 afios, mientras que en ltalia se reportan 12.1 casos por millon y en Japoén, 16.6%

de su poblacion de menores de 15 afios. ! 2

A nivel mundial, tiende a incrementarse. La enfermedad renal cronica es un
padecimiento con un gran impacto en la poblacion infantii mexicana, con
consecuencias limitantes y graves a corto plazo. La pobreza y la falta de justicia
social del entorno influyen en la atencién oportuna y rehabilitacion a largo plazo. 3

Durante los ultimos afios numerosos informes en forma consistente han sefialado
este aumento en la ERC 3 “ asi como reportes del USRDS (Annual Data Report:
Atlas of End- Stage Renal Disease in the United States) °, y la ERA-EDTA (European
Renal Association-European Dialysis and Transplant Association) © o los datos de
la SLANH (Sociedad Latinoamericana de Nefrologia e Hipertension) 7 evidencian la

cuantia progresivamente en ascenso de la ERC.

En México se desconoce la verdadera prevalencia de la enfermedad renal
cronica, aunque se estima que uno de cada 9 adultos padece enfermedad renal

(existen aproximadamente 60 000 pacientes en dialisis). & °

No hay registro completo de pacientes pediatricos con ERC en México, por lo que
se desconoce con certeza cual es la proporcién de nifios con la enfermedad en sus

diferentes fases. La mayoria de los estudios en México y en muchos paises se han
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realizado en adultos, sobretodo tomando la informacién epidemioldgica a partir de
los datos disponibles de pacientes en estado terminal, es decir cuando la terapia de
reemplazo (dialisis o trasplante) es necesaria para mantener la vida. Por lo anterior
las cifras existentes de ERC solo son de la enfermedad en estado terminal, de tal

manera que existe una subestimacion en todas las poblaciones. 1

En nuestro pais, se sabe que los estados con mayor marginacion son
precisamente los que tienen mayor incidencia y mortalidad por enfermedad renal

cronica .

En Jalisco en el estudio realizado por Garcia et al, se ha documentado que los
pacientes mas pobres son los que acuden en etapas mas avanzadas de la

enfermedad, cuando ya no es posible detener la progresion de la enfermedad renal.
12

En 2008 se estimd una incidencia mundial de pacientes de 4 a 18 afos en terapia
de reemplazo renal de 9/1000000 '4. Con base en estos datos, se ha propuesto que
si la proporcidn de nifios con enfermedad renal crénica en paises desarrollados es
de aproximadamente 20 a 25%, en nuestro pais podriamos tener de 3 000 a 6000
nifios con este problema 2. En el IMSS, en 2011 el Hospital de Pediatria del CMNO
informo a prestaciones médicas de la Delegacion Jalisco, que de acuerdo al registro
de pacientes atendidos en urgencias por presentar estadio terminal y que pasaron
a cualquiera de los programas de sustitucion y consulta de Nefrologia, se estimo
una prevalencia de 20 casos nuevos por millon de habitantes. Nuevamente esta
estimacion no considerd los casos en las etapas tempranas de la enfermedad ya
que por su naturaleza de tercer nivel solo atiende los pacientes con la enfermedad

cronica terminal.

En nifos menores de 10 afos, las malformaciones del tracto urinario y
enfermedades glomerulares de tipo hereditario son comunes. Sin embargo, el
sindrome nefrotico fuera de la edad habitual (sobre todo en adolescentes) ha ido en
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aumento ® 5, y no hay informacion suficiente sobre el motivo de este
comportamiento. Ademas, el incremento de la enfermedad renal en todos los grupos
de edad en Latinoamérica, también se ha asociado a la desigualdad social,
especialmente malas condiciones de vivienda, contaminantes en agua y la falta de

acceso a los servicios de salud - 13,

La enfermedad renal crénica se define segun las guias internacionales, como el
dafio renal (estructural o funcional) que permanece por tres meses o mas, con o sin
disminucién de la velocidad de filtracion glomerular y alguno de los siguientes
hallazgos: 1) alteracion en la composicion de la sangre o de la orina, 2) alteracion
en los estudios de imagen o 3) alteracion en la biopsia renal o aquellos pacientes
que tengan una velocidad de filtracion glomerular < 60 ml/min/1.73m2 SC, con o sin
los otros signos de dano previamente descritos. A su vez, se describen cinco
estadios de la enfermedad. El estadio 5 o etapa terminal (ERCT) se define cuando
la velocidad de filtracion glomerular <15 ml/min, o bien que el paciente requiera
terapia de reemplazo renal (dialisis, hemodidlisis o trasplante renal). 16

En la poblacién pediatrica, en la mayoria de los casos, no puede realizarse el
diagndstico preciso de la causa que ocasiono la uremia. En el trabajo de Medeiros
et al, se reporté que las principales causas conocidas son las malformaciones
congénitas (displasia, hipoplasia, malformaciones urinarias) seguidas de las

glomerulopatias. 7 18

Torche, et al, realizé un estudio en Paraguay, en un periodo comprendido entre
1990 y 2002, resultando con incidencia anual de al menos 2.3 pacientes /afio en
1990 a 1998 y aumentando a 8 casos en el periodo reportado en el afio 1999 al

2000 en pacientes con diagnostico de enfermedad renal cronica. 1°

El Registro Estatal de Dialisis y Trasplantes de Jalisco ha indicado un continuo

aumento de pacientes con ERC. En términos de incidencia, la cifra se incremento
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de 92 pacientes por millén de habitantes en 1999 a 400 pacientes por millén de

habitantes en el afio 2008. 2°

2.2 Tratamiento sustitutivo renal

Dichos tratamientos son de alta especialidad, muy costosos y fuera del alcance
economico de un gran numero de familias. En el mundo existen alrededor de dos
millones de personas que requieren terapia de reemplazo renal y esto implica un

costo muy alto para los servicios de salud. '

La dialisis peritoneal se ha constituido en el tratamiento de sustitucion mas
utilizado para el manejo de la insuficiencia renal cronica terminal en pediatria. Su
facil acceso a través de un catéter peritoneal, la ventaja de ser una terapia
ambulatoria, la estabilidad hemodinamica y el buen control de la hipertension y de
la anemia, ademas de que permite tener una dieta menos rigurosa y el hecho de
realizarla en la modalidad dialisis peritoneal automatizada les genera mayor
integracion a la escolaridad evitando ausencia constante y aumentar el rendimiento
escolar, asi como ayudar en la dinamica familiar a que los padres puedan acudir a
sus trabajos e integrarse a su vida social. En comparacion con la hemodialisis,
hacen de esta forma terapéutica la terapia de eleccion en la edad pediatrica. El
reporte anual 2011 del Estudio Colaborativo Norteamericano Pediatrico en
Trasplante Renal (NAPRTCS) inform6 de 7,039 pacientes pediatricos en dialisis,
mostrando disminucion en pacientes que se encontraban en dialisis peritoneal (de
un 65,3% en 1992 a 55,7% en una media de los afios comprendidos del 2008, 2009
y 2010 y un aumento correspondiente en hemodialisis de 34,7% en 1992 para el
44,3% al 2011.22

En el caso de los adultos la hemodialisis sigue siendo el método mas comun de

terapia sustitutiva en todo el mundo con al menos el 80% de los pacientes con ERC

terminal en esta modalidad de terapia. 2
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2.2.1 Trasplante renal como terapia de sustitucién renal

El trasplante renal es considerado como la terapia sustitutiva de eleccion ya que
ha demostrado una menor mortalidad y mejor calidad de vida que hemodialisis o
dialisis peritoneal. Segun datos del USRDS (United States Renal Data System) del
2014 solo el 54% de los pacientes en hemodialisis y el 65% de los pacientes en
dialisis peritoneal estan vivos después de tres afos del inicio del tratamiento
dialitico, comparado con un 84 y 93% de los pacientes con trasplante renal de

donador cadavérico y vivo respectivamente. 24

El trasplante renal pediatrico ha de abordar circunstancias unicas, fisicas,
fisiologicas, psicologicas, sociales, inmunoldgicas, etc. y ademas peculiaridades
técnicas caracteristicas de la edad pediatrica que han sido documentadas en las

ultimas décadas. 25

Podemos asegurar que el trasplante renal es la forma optima de terapia
sustitutiva para el nifio con enfermedad renal cronica terminal, no sélo para el
periodo de desarrollo durante la edad pediatrica sino también para su futura vida
adulta y estabilidad familiar. '® 22 Mejora el desarrollo neuroldgico, psicologico, la

calidad y el tiempo de vida en forma muy superior a los procedimientos dialiticos. 2%
27

La supervivencia del paciente pediatrico con Enfermedad Renal Terminal con
trasplante renal funcional, se ha incrementado de forma continua en las ultimas dos
décadas. Para el paciente con injerto de donador vivo la sobrevida a 5 afios en
NAPRTCS es de un 83% en comparacién al 70% que se observa en pacientes con
donante de cadaver. La mortalidad a largo plazo se produce preferentemente por
complicaciones infecciosas o cardiovasculares (40 a 50%) y tanto la hipertension
arterial como periodos prolongados de didlisis son factores de riesgo. 22 2%

Un estudio reciente, basado en datos del Registro ERA-EDTA demuestra que hay

un incremento de adultos jovenes que recibieron terapia renal sustitutiva en la edad
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pediatrica pasando de 71 pmp > 18 afios en 1985 a 116 pmp en 2004. En este grupo
de nifos la expectativa de vida para los que alcanzan la edad adulta con un
trasplante renal funcionante es de 63 anos, frente a 38 para los que permanecieron

en didlisis. 28

En nuestro pais, de acuerdo al reporte anual del Centro Nacional de Trasplantes,
se reporto en el afio 2008 que se lograron efectuar un total de 2,274 trasplantes de
los cuales 576 fueron de donador fallecido y 1698 de donador vivo; estas cifras
desde entonces han ido en discreto incremento llegando a 2,610 trasplantes en el
afno 2014, de los cuales 748 fueron de donador cadavérico y 1862 de donador vivo.
En el estado actual de receptores, donacion y trasplantes en México en el primer
trimestre del 2017 se han reportado 520 trasplantes de donador vivo y 234 han sido
de donador cadavérico. Ocupa asi el segundo lugar por entidad federativa el estado
de Jalisco realizando un total de 157 trasplantes en ese afo siendo de estos 39 en
pacientes pediatricos, habiéndose realizado en la UMAE Hospital de Especialidades
y en la UMAE Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional de Occidente. 2°

2.2.1.1 Receptor infantil de trasplante renal

Algunos aspectos clinicos del trasplante renal son similares tanto en nifios como
en adultos asi como los medicamentos empleados para la inmunosupresion tienden
a ser muy similares, la creatinina sérica es el mayor biomarcador para ambos, y en
los casos de rechazo agudo sera determinado primariamente por el resultado de las
biopsias con el uso de la clasificacion de Banff; asi pues, también existen diferencias
entre estos dos grupos etarios como lo son: los factores inmunoldgicos, la
enfermedad renal primaria desencadenante de la falla renal, a menudo con la
asociacidon de anomalias uroldgicas y las inmunizaciones que se requieren
previamente a la cirugia de trasplante. Las politicas asignadas para la procuracion
de rifiones de donadores cadavéricos, las técnicas quirurgicas en niflos pequefos,
y los aspectos metabdlicos de medicamentos tienen distintos aspectos en nifios. 2¢
La variacion en la respuesta inmunoldgica y en la cinética de los inmunosupresores

obligan a una dosificacion mas ajustada y controlada. °
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Dentro de los bastos efectos negativos que la enfermedad renal crénica terminal
se encuentra la afeccién de la capacidad cognitiva y el desarrollo educacional; sin
embargo, el trasplante renal funcional favorece al desarrollo intelectual cognitivo, la
vida académica y la calidad de vida en la vida adulta del nifio con enfermedad renal

cronica terminal, eso entre muchos mas beneficios que conlleva el trasplante renal.
25

A pesar de los avances en el tratamiento del trasplante renal, que han permitido
disminuir la tasa de rechazo agudo temprano a menos del 15% y han logrado una
supervivencia del injerto renal al afo del 90%, los resultados a largo plazo han
permanecido constantes y sin cambios con una tasa estimada de pérdida de injerto
del 4% por afio. 2° Existen factores inmunoldgicos y no inmunoldgicos que provocan
la pérdida de injertos renales, alguno de ellos tiene mayor impacto en el primer afio
del trasplante y otros causan lesion de forma mas tardia. El dafio tardio al injerto se
ha asociado a nefrotoxicidad por inhibidor de calcineurina, glomerulonefritis
recurrente, rechazo cronico celular y mediado por anticuerpos, hipertension y

rechazo agudo tardio. 3°

Pese a los esfuerzos se ha logrado identificar que en un 25-50% de los pacientes
con trasplante renal presentan disfuncion inicial del injerto con oliguria o anuria
secundaria a necrosis tubular aguda, siendo importante descartar rechazo agudo o
nefrotoxicidad por anticalcineurinicos. 2% 27 En Estados Unidos y Europa se ha
logrado determinar que la tasa de rechazo agudo probado por biopsia es del 15%
durante el primer ano postrasplante, independiente del tipo de donante. Pero el 16%
hasta el 64 % de los pacientes con trasplante en otra complicacién frecuente es la
nefrotoxicidad. La sociedad latinoamericana de trasplante pediatrico identificé que
el 11.3% (154 injertos) de pérdidas de injerto de los 1,458 trasplantes ocurrieron
secundarias a muertes con injerto funcionante, nefropatia cronica del injerto,
recurrencia de Glomeroluesclerosis focal y segmentaria (GEFS), trombosis
vascular, rechazo agudo y nefrotoxicidad. '3
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2.2.1.2 Tratamiento inmunosupresor en el trasplante renal

Gran parte del éxito del trasplante renal como terapia sustitutiva de eleccion se
debe a los avances en el tratamiento inmunosupresor, el cual comprende diferentes
combinaciones de farmacos dependiendo de si el paciente se encuentra en fase de
inducciéon o de mantenimiento. 3° En la terapia de induccién se usan principalmente
agentes biologicos de aplicacion intrahospitalaria que comprenden anticuerpos
monoclonales y policlonales, mientras que en la de mantenimiento se usan
combinaciones de dos a tres farmacos de pequeha molécula que se pueden
clasificar segun las vias de sefalizacion de la respuesta inmune sobre las que
ejercen su accion inmunosupresora en glucocorticoides, inhibidores de la
calcineurina, inhibidores de la sintesis de purina e inhibidores de mTOR

(mammalian Target of Rapamycin). 3031

La poblacion pediatrica se distingue por numerosas diferencias fisiologicas
relacionadas con la composicidn corporal (agua/grasa), proteinas plasmaticas y
actividad metabdlica; la farmacocinética de muchos medicamentos es diferente en
esta poblacion. En el trasplante renal pediatrico al igual que en el adulto tienen
particular importancia los inhibidores de calcineurina (ciclosporina y tacrolimus), ya
que en general los nifios requieren mayor dosis en mg/kg que los adultos para
alcanzar niveles terapéuticos similares, e incluso en niflos menores de siete afios

puede ser necesario acortar el intervalo de dosificacion. 32
El tratamiento inmunosupresor es necesario mientras dure la funcion del injerto y
su objetivo es prevenir o controlar la respuesta inmune del receptor contra el 6rgano

trasplantado.

Es importante distinguir dos situaciones:

1. Inmunosupresion primaria: previene el rechazo agudo y cronico, en las

primeras semanas se denomina terapia de induccion siendo mas intensa
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y potente, en forma cronica denominada de mantenimiento.

2. Tratamiento del rechazo agudo: trata de frenar la lesion inmunologica del
injerto, es potente y de corta duracién. Se utilizan corticoesteroides

intravenosos u orales y los anticuerpos monoclonales o policlonales. 25
27

Los inmunosupresores se pueden clasificar en

a) Corticoesteroides

b) Inhibidores de la calcineurina: ciclosporina (CsA) y tacrolimus.

c) Inhibidores de la sintesis de nucleotidos: Acido micofendlico (MMF),
micofenolato sédico con cubierta entérica (EC-MFA) y azatioprina.

d) Inhibidores del m-TOR o de la sefial de proliferacion: sirolimus o everdlimus.

e) Anticuerpos antilinfocitarios policlonales (ATG) o monoclonales anti CD3

(OKT3), o anti receptor de IL-2 (basiliximab, daclizumab). 33 34

2.2.1.2.1 Glucocorticoides

Su efecto inmunosupresor es complejo sobre citocinas, sustancias vasoactivas,
moléculas de adhesidn, apoptosis y activacion de células inflamatorias. Se usan en
terapia de induccion, mantenimiento y en los episodios de rechazo agudo de injerto.
Los farmacos mas utilizados de este grupo son prednisona y metilprednisolona. En
las fases de induccidn se usan por via intravenosa a dosis altas con posterior
reduccion en la fase de mantenimiento e incluso suspension en algunos pacientes

con riesgo inmunoldgico bajo. *'

La experiencia con eliminacion total de esteroides en 129 trasplantes renales en
pacientes pediatricos con bajo riesgo inmunoldgico (protocolo de Stanford), ha
mostrado beneficios en la recuperacién de talla, mejoria del riesgo cardiovascular y
de los aspectos cosméticos. En esta serie la conversion de protocolo sin esteroides
a esteroides es de un 13%, siendo la causa fundamental de la conversion rechazo

agudo recurrente o recidiva de glomerulonefritis. 2°
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2.2.1.2.2 Inhibidores de sintesis de purinas

Impiden la sintesis de DNA y tienen efecto antiproliferativo. En este grupo se
incluye azatioprina y micofenolato, ambos se utilizan en la terapia de mantenimiento.
Actualmente se prefiere micofenolato ya que ha demostrado una mejor eficacia y

perfil de seguridad que azatioprina. 3!

2.2.1.2.3 Inhibidores de calcineurina

Actuan sobre moléculas citoplasmaticas llamadas inmunofilinas que inhiben a la
enzima calcineurina previniendo la sintesis de interleucina 2. Son considerados
actualmente la piedra angular del tratamiento inmunosupresor e incluyen a
tacrolimus y ciclosporina. Se utilizan tanto en terapia de induccion como
mantenimiento. 3! En el trasplante renal tiene particular importancia los inhibidores
de la calcineurina; el tacrolimus ha mostrado ser el de mayor beneficio desde hace
varios afos. Las revisiones sistematicas lo mencionan como el mejor tratamiento
por sus ventajas clinicas, como aumento en la supervivencia y disminucion en
rechazo agudo, asi como por su mejoria en costo-efectividad al compararse con la

ciclosporina. 27: 34,35

2.2.1.2.4 Inhibidores de mTOR

Son inhibidores de proliferacién celular con potente actividad inmunosupresora
que se usan en terapia de induccién y mantenimiento. En este grupo se incluyen

sirélimus y everolimus. 3

2.3 Tacrolimus

2.3.1 Tacrolimus en trasplante renal

Tacrolimus es un farmaco inmunosupresor del grupo de los inhibidores de la

calcineurina utilizado en terapia de induccion y mantenimiento del trasplante renal.
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Fue aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) en 1997 para el
tratamiento del trasplante renal y desde entonces su uso se ha incrementado

superando a ciclosporina como terapia inmunosupresora de mantenimiento. 36

La ALANEPE (Archivos latinoamericanos de Nefrologia Pediatrica) en su primer
registro realizado durante el periodo de 2004-2008, en donde se incluyeron 1,458
pacientes, con un seguimiento promedio de 23,4 £ 17 meses, reporta que el 54,3%
de los trasplantes realizados fueron de donador de muerte cerebral (DMC), siendo
el tipo de donante mas frecuente en Venezuela y Chile (70%), México (30%), Brasil
y Argentina (50%). La terapia de induccion fue 71% anti-IL2 (anticuerpo contra
interleucina  2), 13% timoglobulina y no recibié induccion un 14%. La
inmunosupresion de mantenimiento mas utilizada fue tacrolimus 64 %, ciclosporina
32%, MMF 54%, no recibieron mTOR 96%, esteroides 90% vy retiro precoz o no
esteroides un 10%. La pérdida de injerto ocurrié 20 en 155/1.458 (11%), muerte con
injerto funcionante (3,4%), trombosis vascular (2,8%), rechazo agudo (2,8%),
recurrencia de enfermedad (1%). Cuarenta y ocho pacientes fallecieron (3,3%); las
infecciones fueron las principales causas (2,1%). La sobrevida global del paciente
a1, 3y 5 anos fue 97%, 96% y 96% respectivamente. La sobrevida del injerto a 1,3
y 5 afnos en (donador vivo) fue 96%, 93% y 89%; en DMC de 92%, 86% y 76%
respectivamente. La sobrevida del paciente e injerto fueron mayores en Donador
Vivo (p <0,001). ¥

En la revision mas actual de la ALANEPE del 2012 a partir del 30 dia
postrasplante se observa la casi desaparicién de ciclosporina, el descenso del uso
de esteroides en la ultima década del 90% al 50% y la combinacion micofenolato y
tacrolimus como inmunosupresion de eleccidn, asociada o no a esteroides. La
preferencia de tacrolimus sobre ciclosporina esta basada en la mejor supervivencia
del injerto, menores tasas de rechazo agudo con tacrolimus y ademas para evitar
los efectos cosméticos indeseables de la ciclosporina, que junto a la de los

esteroides contribuyen al no cumplimiento terapéutico. 25
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Segun datos del reporte anual del OPTN/SRTR (Organ Procurement trasplant
Network/Scientific Registry of Trasplant Recipients) del afio 2004, en el periodo de
los afios 2002 a 2003 se reportd un incremento en uso de tacrolimus de 64 a 67%,
mientras que ciclosporina disminuy6 de 30 a 26%. 38

En otro estudio realizado en Taiwan en trasplantados renales en los afios 2002 a
2009 se reportd un incremento significativo en el uso de terapia inmunosupresora
que incluia a tacrolimus de 35.1 a 58.2%, mientras que el uso de ciclosporina
disminuyo del 62.2 al 24.8%. 3°

Finalmente, segun datos del reporte anual del OPTN/SRTR (Organ Procurement
trasplant Network/Scientific Registry of Trasplant Recipients) del afio 2013, para el
afo 2010 tacrolimus era parte de la terapia inmunosupresora en aproximadamente

90% de los pacientes con trasplante renal a un afio postransplante. 4°

La preferencia hacia el uso de tacrolimus sobre ciclosporina en el tratamiento del
trasplante renal en las ultimas décadas se debe a que este farmaco ha demostrado
ser 10-100 veces mas potente en modelos de inmunosupresion in vitro e in vivo,
ademas de que se han reducido los episodios de rechazo, asi como la severidad de

los mismos. 4

En su estudio Pirsch et al, demostraron en el seguimiento a un afio, que el 30.7%
de los pacientes tratados con tacrolimus habian presentado rechazo agudo
comparado con 46.4% de los tratados con ciclosporina. La incidencia de rechazo
moderado a severo en el grupo tratado con tacrolimus fue 10.8% comparado con
26.5% en el grupo de ciclosporina. 4

Tacrolimus tiene un estrecho margen terapéutico y una variabilidad interindividual
farmacocinética considerable. La exposicion a niveles bajos del farmaco puede
condicionar episodios de rechazo mediados inmunolégicamente y la exposicion a

niveles altos puede aumentar el riesgo de infecciones, neoplasias, diabetes
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postrasplante y nefrotoxicidad. Los efectos de su toxicidad tienen impacto a corto y
largo plazo para la supervivencia del injerto renal. Por lo tanto, su uso en trasplante
renal requiere de la monitorizacion de los niveles sanguineos para realizar ajustes

a su dosis y lograr niveles terapéuticos. 4

2.3.2 Mecanismo de accién

Tacrolimus es un macrélido que fue aislado en 1984 de la bacteria Streptomyces
tsukubaensis, microorganismo encontrado en el suelo del monte Tsukuba en Tokio
por investigadores de la Universidad Chiba de Japén.?* Tiene un peso molecular de
822.05 Da. El medicamento es biolégicamente activo al unirse a la inmunofilina FK
Binding protein 12 (FKBP-12) localizada en el citoplasma de la célula formandose
un complejo FKBP12-Tacrolimus, el cual inhibe la actividad fosfatasa de la
calcineurina, molécula que es fundamental en la sintesis de varias interleucinas,
incluida la interleucina 2. 4" De esta forma, el tacrolimus inhibe la activacion y
proliferacion de células T y la sintesis de linfocitos T citotdxicos, frena el crecimiento
y diferenciacion de células B al interferir la expresion de receptores IL-4 y la sintesis
de IL-5. 44
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de IL-2

Figura 1: Mecanismo de accion de tacrolimus 4

El paso de la sefal que activa la trascripcion de interleucina 2 desde el citoplasma
al nucleo involucra la actividad de una proteina denominada factor nuclear de célula
T activada (NF-AT), la cual es un factor de trascripcion especifico del linfocito T que
esta formada por dos subunidades, una de ellas localizada en citoplasma y otra de
localizacion nuclear. El incremento del calcio intracelular provoca el movimiento de
la subunidad citoplasmatica hacia el nucleo donde se combina con la subunidad
nuclear para permitir la formacién del factor de trascripcion de interleucina 2. El
complejo de Tacrolimus-FKBP-12 inhibe la defosforilizacion en el NF-AT requerida
para la traslocacién de la subunidad citoplasmica de este factor de trascripcién hacia
el nucleo, por lo tanto, se inhiben sus actividades bloqueandose la formacién de
interleucina 2. La inhibicion de la produccién de interleucina 2 tiene como
consecuencia la inhibicién de la actividad del linfocito T, siendo este el efecto

inmunosupresor principal de tacrolimus. !
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Figura 2: Estructura de tacrolimus 4

2.3.3 Absorcion

Tacrolimus es un farmaco lipofilico con variabilidad en su absorcion y
metabolismo de primer paso. 4! La absorcion ocurre en el intestino delgado y tiene
una participacion activa de la glicoproteina-p (P-gp) quien en repetidas ocasiones
introduce y bombea fuera de las células intestinales del enterocito a los 1C,
incrementando de esta manera la posibilidad de ser metabolizada por las enzimas
CYP3A. La P-gp transporta los metabolitos del tacrolimus formados en la mucosa
hada el lumen intestinal, ahi se absorbe en el intestino delgado independiente de

las sales biliares 4447

Tiene una biodisponibilidad oral baja en promedio de un 25% (rango 4-93%). 3¢
Las concentraciones pico de tacrolimus en sangre C2 se alcanzan
aproximadamente dos horas después de la administracion via oral. ¢ La tasa y
grado de absorcion disminuyen en presencia de alimento reportandose hasta una
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disminucion del 25 -40% en el area bajo la curva cuando el medicamento es ingerido
después de un alimento. 3¢ Se ha demostrado que posterior a la ingesta de alimento
rico en grasa y carbohidratos la tasa de absorcion de tacrolimus disminuye cuando
el medicamento ha sido administrado de 0.25 a 1.5 horas después del alimento. 48

2.3.4 Distribucion

El farmaco esta unido altamente a los eritrocitos en una forma concentracién -
dependiente, por lo que la medicion de sus niveles en sangre entera es el medio
para evaluar sus concentraciones terapéuticas. 8 Tiene una union a proteinas del
99%, con la mayor parte del medicamento unido a la albumina y a la glicoproteina
alfa 1 acida. *% El volumen de distribucion de tacrolimus es de 0.85 a 1.4 L/Kg en
pacientes con trasplante renal que reciben el farmaco via intravenosa y de 1.9 L/Kg
en voluntarios sanos que lo reciben via oral. Estudios en animales indican que el
medicamento se distribuye extensamente en la mayoria de los tejidos incluidos
pulmones, bazo, corazdn, riidn, pancreas, musculo e higado. Tacrolimus cruza

barrera placentaria y es detectable en la leche materna. 48

En los pacientes pediatricos se ha identificado aspectos farmacocinéticos
particulares potencialmente relacionados a la edad. Uno de estos es el
requerimiento mayor (mg/kg) para alcanzar concentraciones terapéuticas similares,
lo cual puede deberse a variaciones en la maduracion biolégica principalmente del

higado que es el 6rgano en el que mas se producen los citocromos. 4°

También existen cambios en los parametros fisiologicos que pueden impactar en
la biodisposicién de drogas como son el pH gastrico, tiempo de transito intestinal,
grasa corporal, composiciéon de agua, composicién de grasa y concentracion de
proteinas plasmaticas. #° 50 Por lo anterior, los nifios menores de siete afios tienen
mayor volumen de distribucion corporal y en consecuencia tienen tasas de
aclaramiento mayores, por lo que puede ser necesario acortar el intervalo de

dosificacion, por lo cual mantener estable la concentracion de los IC en el paciente
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pediatrico es uno de los principales problemas que tienen que enfrentar los médicos
tratantes de pacientes con trasplante. %' 52 Esta situacion, en mdltiples ocasiones
se suma a las causas de pérdida del injerto, y aunado a que su utilizacion presenta
un rango terapéutico muy estrecho, la consecuencia se traduce en rechazo si no se

alcanza la dosis terapéutica o nefrotoxicidad si se sobrepasa la dosis. "7

2.3.5 Metabolismo y eliminacién

A nivel intestinal el tacrolimus es sustrato de la P glicoproteina o MDR-1, la cual
es codificada por el gen ABCB1 (ATP Binding cassette subfamily B member 1). Esta
proteina es un trasportador dependiente de ATP localizada en la membrana del
enterocito y regula el paso de sustancias desde el interior de la célula hacia el
espacio extracelular. La accion de la P glicoproteina sobre tacrolimus puede reducir
su biodisponibilidad oral. 48

Tacrolimus es metabolizado predominantemente en el higado y en menor grado
en la mucosa intestinal mediante las isoenzimas CYP3A4 y CYP345, las cuales
tienen grados variables de actividad entre los pacientes con trasplante renal.
CYP3AS tiene una actividad catalitica hacia tacrolimus 1.6 veces mayor que
CYP3A4. El farmaco es convertido por hidroxilacion y dimetilacion a 15 metabolitos,
siendo el principal de ellos el 13-0-dimetiltacrolimus. 3¢ La vida media de eliminacion
reportada es variable, con valores promedio de 19 horas en pacientes con trasplante
renal. La eliminacién fecal del medicamento es del 92.6 £ 3.07% y la eliminacion
urinaria es del 2.3 £ 1.1%. La principal via de excrecion de tacrolimus en las heces

es biliar. 48

Los principales farmacos que interactuan con los inhibidores de calcineurina son
inductores o inhibidores de CYP3A4. Los farmacos inhibidores de dichas enzimas
aumentan los niveles sanguineos de tacrolimus y pertenecen a diferentes grupos
de medicamentos como corticoides, antihipertensivos (diltiazem, verapamilo,

nifedipino y nicardipino), antimicéticos (fluconazol, ketononazol, itraconzadol y
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clotrimazol) antibidticos (claritromicina y eritromicina) y procinéticos (cisaprida y
metoclopramida). Los farmacos inductores disminuyen los niveles sanguineos de
tacrolimus y pertenecen al grupo de medicamentos anticonvulsivantes
(carbamazepina, fenobarbital, fenitoina) y antifimicos (rifampicina, rifabutina e
isoniazida). Otras interacciones medicamentosas relevantes son el uso de
antiacidos que pueden disminuir la biodisponibilidad de tacrolimus y el uso

concomitante de otros medicamentos nefrotoxicos como los AINES. 36. 48

Las diferencias en las dosis administradas en pacientes pediatricos y adultos para
alcanzar concentraciones minimas comparables en sangre, se explica por las
diferencias en depuracion vy distribucidn, ya que la depuracion del tacrolimus en

nifios es mas rapida y tienen un mayor volumen de distribucion. 53

Existe una gran variabilidad en la farmacocinética de cada individuo, que se ha
observado interviene en alcanzar concentraciones Optimas del medicamento,
necesarios para obtener los buenos resultados en su efecto después de un
trasplante, esto se ha identificado ademas de la poblacion pediatrica, con
diferencias étnicas, en receptores afroamericanos se ha determinado que requieren
mas dosis que los caucdasicos para obtener rangos terapéuticos similares. %* % Lo
anterior sefiala que es necesario analizar la interaccién de proteinas y farmacos en
individuos de diferentes poblaciones. Existen otros factores identificados que
pueden influir en la farmacocinética de inhibidores de la calcineurina que incluyen
el tipo de trasplante (rifidn, higado, corazon, etc.), funcién hepatica y renal, el uso
de medicamentos concomitantes tales como corticosteroides, tiempo después del
trasplante, edad del paciente, raza, administracion de alimentos entre los mas

importantes. >°

2.3.6 Farmacogenémica de tacrolimus

La farmacogendmica es la ciencia que estudia la variabilidad en la respuesta de

un farmaco en relacién a los factores genéticos involucrados en la farmacocinética
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y el mecanismo de accién de la droga en el organismo. Esta variabilidad depende
de los polimorfismos genéticos, los cuales son variantes alélicas de genes presentes
en al menos 1% de la poblacion. Estas variantes codifican diferentes isoformas
moleculares de la misma proteina y en la mayor parte de los casos consisten en
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs), los cuales determinan la generacion

de isoformas que difieren en su mayoria por un solo aminoécido. 4’

El sistema del citocromo P450 (CYP) es responsable de la mayor parte de la
biotransformacion y metabolismo oxidativo de muchas moléculas y consiste en mas
de 50 isoenzimas. CYP3A es la familia de citocromos que mas participa en el
metabolismo de medicamentos, incluyendo los inhibidores de Calcineurina
tacrolimus y ciclosporina. CYP3A consiste en cuatro isoenzimas principales,
codificadas cada una por un gen con el mismo nombre: CYP3A4, CYP3AS5,
CYP3A7, CYP3A43. La isoforma CYP3A4 es la mas abundante y se expresa en
higado y epitelio del intestino delgado, la inmunohistoquimica ha identificado una
minima tincién de esta enzima en el en rindn mientras que el CYP3A5 se expresa
de forma mas variable en higado, intestino delgado y rifidn, aparentemente depende
de la variacion de ancestros raciales. %65 CYP3A4 y CYP3A5 se han determinado
hasta la actualidad como los de mayor participacion en el metabolismo de
medicamentos inmunosupresores. El CYP3A7 se expresa principalmente durante
la vida fetal y finalmente el CYP3A3 se expresa en préstata y testiculos, pero su

contribucion al metabolismo de farmacos todavia es desconocida. 33: 5558

Los cuatro genes del CYP3A llamados como las enzimas: CYP3A4, CYP3AS5,

CYP3AT7 y CYP3A43 se encuentran localizados en la banda q21 del cromosoma 7.
58

Los polimorfismos en genes que codifican para enzimas que participan en el
metabolismo de los farmacos pueden causar diferencias fenotipicas significativas
en su expresividad y actividad catalitica. Las implicaciones clinicas de estos
polimorfismos incluyen aspectos de la biodisponibilidad, eliminacién,
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farmacodinamica e indice terapéutico del medicamento. De los multiples
polimorfismos genéticos identificados, so6lo un pequefio numero de estos
condicionan consecuencias clinicas significativas, en el caso de tacrolimus, un
polimorfismo en el gen CYP3AS5 ha sido considerado el mayor responsable de la
variabilidad en su farmacocinética. Otros con menor impacto sobre esta variabilidad
son los localizados en los genes del CYP3A4 y ABCB1.

Al realizar la genotipificacién de estos polimorfismos en pacientes con trasplante
renal, se pretende lograr la optimizacion de las dosis de inicio y mantenimiento del
tacrolimus, alcanzar concentraciones en sangre adecuadas de forma mas rapida y
limitar los efectos adversos asociados a la dosis. Los beneficios de la
genotipificacion de polimorfismos del gen CYP3A4 como una practica de rutina en
el tratamiento de pacientes con trasplante renal no estan aun bien establecidos en
estudios prospectivos. 4!

2.3.6.1 Gen CYP3AS5 y su polimorfismo

En CYP3AS5 se conocen algunas variantes en las regiones codificadoras,
especialmente en los exones 7 y 11, tales como CYP3A5*2, CYP3A5M, CYP3A5*8,
CYP3A5*9 y CYP3A5*10. En este gen también se han detectado SNPs en los
intrones, algunos de los cuales afectan el empalme del RNAm afectando la funcién
de CYP3A5. Un ejemplo de estas variantes es el alelo CYP3A5*3, el cual es un
cambio de A (adenina) por G (guanina) en la posiciéon 6986 del gen que afecta el
empalme del RNAm provocando la retencidn de parte del intron 3. Este defecto a
su vez lleva al corrimiento del marco de lectura originando un codén de terminacion
y con ello la terminacion prematura de la proteina. Asi el gen con una A en la
posicion 6986 (llamado alelo CYP3A5*1) codifica una proteina CYP3A5 normal o
silvestre (por haber sido el primer CYP3A5 encontrado), mientras que el gen con
una G en la misma posicién (alelo CYP3A5*3) da lugar a una proteina corta no
funcional. %° Diversas poblaciones han reportado este polimorfismo en frecuencias
variables, por ejemplo el alelo CYP3A5*3 esta presente en el 85-95% de
Caucasicos, en el 32-48% de Africanos-Americanos y en Mexicanos de un estudio
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realizado en Estados Unidos por Macphee y colaboradores, reportaron este alelo
en frecuencia del 30%. 6% 61 E| alelo CYP3A5*1 es mas frecuente en poblaciones

africanas.

Solo los individuos con el alelo silvestre, parecen producir enzimas
metabolizadoras a un nivel significativo, arriba de un 50% del contenido hepatico

del CYP3A que influye en el metabolismo de los substratos. 4’

Casi todos los estudios reportan una concentracion alta de tacrolimus tanto en
CO y C2 asi como requerimientos bajos del medicamento en el homocigoto
CYP3AS5*3; en individuos que poseen el alelo silvestre CYP4A5*1 se ha observado

una consistente capacidad metabdlica. 0 62

Un polimorfismo de un solo nucleétido localizado en este gen que involucra una
transicion de A (adenina) a G (guanina) en la posicion 6986 del intron 3 (rs776746)
y denominado alelo CYP3A5*3 es el responsable de aproximadamente el 50% de
la variabilidad farmacocinética total. ¢ Se ha asociado con alteraciones en la
farmacocinética y farmacodinamia del tacrolimus. A pesar de que no todos los
estudios estan de acuerdo en la cantidad de CYP3A5 expresado en higado, todos
parecen estar de acuerdo que por lo menos 10-20% del contenido total de CYP3A
expresa algun tipo de CYP3AS y es predecible su participacion en la depuracion de

medicamentos.

La variabilidad en cada grupo étnico necesita de mas estudios que incluyan
mayor numero de muestras para obtener resultados determinantes para cada

poblacion analizada.

Es importante sefialar que la mayoria de los estudios no reportan si excluyeron o
no a los pacientes con ingesta de medicamentos que interaccionan con las
proteinas CYP, asi como la exclusion o método de ajuste de diversas covariables

como pueden ser edad, trastornos en absorcidn intestinal u otras enfermedades
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concomitantes, o el propio injerto (genotipo del donador), que podrian tener

participacion 44 6263 g intervenir en las concentraciones de tacrolimus.

El alelo CYP3A5*1 es considerado el alelo silvestre y corresponde a la presencia
de una A en la posicion 6986 del gen CYP345. Los individuos con al menos una
copia del alelo CYP3A5*1 expresan proteina CYP3A5 funcional a niveles
significativos mayores al 50% del contenido hepatico total del CYP3A4. 5" Mientras
que los portadores homocigotos del alelo CYP3A5*3 carecen de la proteina
funcional (no expresores). La presencia del alelo CYP3A5*3 permite clasificar a
cada paciente en el fenotipo metabolizador lento si es homocigoto CYP3A5*3/*3 y
metabolizador intermedio o extensivo si es heterocigoto CYP3A5*1/*3 u homocigoto
CYP3A5*1/*1 respectivamente. %

La frecuencia de los alelos CYP3A5*1 y CYP3A5*3 es variable de acuerdo al
grupo étnico. Se estima que aproximadamente un 80% de los caucasicos son
metabolizadores lentos (homocigotos para alelo CYP3A5*3) mientras que el 30%
de los asiaticos y un 70% de los individuos de ascendencia africana son

metabolizadores intermedios o rapidos. °7

2.3.6.2 Gen CYP3A4 y su polimorfismo.

En CYP3A4 se han identificado cinco cambios o polimorfismos de un solo
nucleotido (SNPs) en la region promotora y aproximadamente 20 SNPs dentro de
la region codificadora. El genotipo silvestre CYP3A4*1 contiene una A (Alanina) en
la posicidon -290 (A-290) y se le llamé CYP3A4*1 por haber sido el primer genotipo
identificado. Su presencia en caucasicos se encuentra por arriba del 80%. El
polimorfismo mas estudiado es el cambio de A por G: -290A>G, llamado
CYP3A4*1B que es una transicion en la region reguladora 5'.

La frecuencia de este cambio es 4% en caucasicos y 67% en negros. No se han
encontrado variantes en chinos ni japoneses a pesar de su busqueda. En mexicanos

existe el reporte de Reyes-Hernandez y colaboradores, en donde describe que el
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polimorfismo se encuentra presente en un 6 a 8.8% en una poblacién abierta
mestiza del Distrito Federal %8 % y 8.0% en Tepehuanos. 6% 66

El efecto de dichos polimorfismos ha sido controvertido. Se ha postulado que la
presencia de CYP3A4*1B aumenta la actividad enzimatica, y algunos experimentos
in vitro han mostrado que el cambio puede provocar un aumento en la transcripcion
que tedricamente resultaria en una mayor produccion de proteina y por ende una
mayor actividad enzimatica in vivo. %° Hesselink et al, en 2003 por ejemplo,
identificaron que la expresién de CYP3A4*1B en sus pacientes requirié mayor dosis
de tacrolimus, pero no de CsA. Otro estudio por el mismo autor utilizando un modelo
de farmacocinética doble compartamental también demuestra un mayor
metabolismo en pacientes con CYP3A4*1B. 8367 Sin embargo otros estudios incluso
de los mismos autores contradicen estos hallazgos al no identificar efecto
significativo de esta variante sobre los requerimientos de la dosis. ¢ 6 A nivel
mundial los resultados hasta el momento son escasos y poco concluyentes °, no
se ha determinado en la poblacion Mexicana el efecto de este polimorfismo en la

concentracion de tacrolimus.

Este polimorfismo de un solo nucleétido en la regién promotora del gen (-392
A>G) y denominado CYP3A4*1B se ha relacionado con un requerimiento mayor de
la dosis del farmaco ya que los portadores de este alelo presentan mayor cantidad
de proteina CYP3A4 funcional. Otro polimorfismo recientemente descrito es el
CYP23A4*22. % Sin embargo, ninguno de estos polimorfismos ha mostrado de
forma consistente una relacién con la variabilidad en la dosis de tacrolimus en
comparacion con el polimorfismo del gen CYP3AS5 antes mencionado. Se han
identificado también polimorfismos de un solo nucleétido en el gen ABCB1 que
codifica a la P-glicoproteina. Los polimorfismos mas estudiados son 3435 C>T y
2677 G>T/A. Sin embargo, los resultados han sido contradictorios mostrando

impacto escaso o limitado de estos SNP sobre los niveles en sangre de tacrolimus.
69, 48
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2.3.7 Dosificacion y monitorizacion del tratamiento con tacrolimus

Tacrolimus tiene una gran variabilidad farmacocinética que depende, en parte, de
la presencia de polimorfismos en genes que codifican para las enzimas que
participan en su metabolismo, asi como de otros factores como el tipo de trasplante,
funcion renal y hepatica basales, uso concomitante de corticoesteroides, edad y
etnia del paciente, el tiempo después del trasplante, nivel de albumina, hematocrito
y la administracion de alimento. Por lo tanto, la dosificacion de este medicamento
también es variable; segun datos obtenidos del estudio Symphony, la dosis
recomendada inicial es de 0.1-0.3 mg/kg/dia. Dosis bajas de 0.1 mg/kg/dia
mostraron mejores desenlaces clinicos en cuanto a supervivencia del injerto, tasa

de rechazo y funcién renal comparado con dosis bajas de sirolimus o ciclosporina.
71

La monitorizacién terapéutica del tacrolimus inicia después del trasplante renal
para facilitar la dosificacion y asegurar adecuados niveles sanguineos del
medicamento. El parametro mas ampliamente utilizado es la medicién de la
concentracion del farmaco en sangre total (C0), el cual se realiza 12 horas después
de su administracion y tiene una buena correlacion con el area bajo la curva de
concentracion. 4! Los niveles sanguineos recomendados son diferentes de acuerdo
al tiempo posterior al trasplante; en el primer mes son de 10-15 ng/ml, hasta el tercer
mes entre 10 a 12 ng/ml. Del cuarto al sexto mes entre 8 y 10 ng/ml, del séptimo al
doceavo mes entre 6 y 10 ng/ml. A partir del afio se sugiere mantener niveles entre
6y 8 ng/ml. 7

Lograr y mantener niveles sanguineos adecuados de acuerdo al tiempo del
trasplante es importante por la relacidén existente entre toxicidad, rechazo de injerto
y los niveles CO de tacrolimus. 73 La estrategia terapéutica ante la toxicidad consiste
en disminuir la dosis o incluso suspender el tratamiento con tacrolimus, lo cual se
asocia a un riesgo incrementado de rechazo agudo y de lesion inumonoldgica
subclinica. Los eventos de rechazo a largo plazo incrementan el riesgo de disfuncién

cronica y pérdida de injerto. Por lo tanto, la monitorizacion terapéutica y la
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individualizacién de la dosis de tacrolimus son fundamentales para el pronéstico del

injerto a corto y largo plazo. ™

Aunque existe una fuerte asociacion entre los niveles sanguineos de tacrolimus
y la nefrotoxicidad, los efectos toxicos a nivel renal se pueden observar aun en
presencia de niveles adecuados (4-6 ng/ml), esta discrepancia puede ser explicada
por los efectos de diferentes factores clinicos y genéticos en el metabolismo del
farmaco. Algunos factores bioquimicos y clinicos como hematocrito, albumina,
edad, género, indice de masa corporal y absorcion intestinal han sido propuestos
como los mas significativos. Los polimorfismos en los genes CYP3A4 y CYP3AS5
son las variables genéticas mejor estudiadas que se han relacionado con la

variabilidad en la respuesta farmacodinamica. "°

2.3.8 Nefrotoxicidad por tacrolimus, alteraciones clinicas y bioquimicas

Tacrolimus es considerado actualmente la piedra angular del tratamiento
inmunosupresor ya que ha mejorado de forma considerable la supervivencia del

injerto renal en el primer afio pos-trasplante al disminuir la tasa de rechazo agudo.
75

2.3.8.1 Nefrotoxicidad

Su estrecho margen terapéutico somete al paciente a diferentes efectos adversos
relacionados con la mayor o menor exposicion a niveles del medicamento en sangre
y suponen una amenaza para la sobrevida del injerto a largo plazo. Uno de los
efectos adversos mas frecuentes es la nefrotoxicidad, la cual puede ser aguda o
cronica y ha sido reportada con incidencias del 17 al 50% para la aguda y de 14.7
a 24 % para la cronica. "° Hasta hace algunos afios la ciclosporina era el inhibidor
de calcineurina mas utilizado, por lo que la informacién con la que se cuenta sobre
la nefrotoxicidad pertenece a este farmaco y se considera que tacrolimus se

comporta de forma similar.
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La nefrotoxicidad por tacrolimus puede presentarse de forma aguda manifestada
como oligoanuria o elevacion de creatinina. Los principales mecanismos asociados
son la vasoconstriccion de la arteriola aferente y el dafio tubular directo, los cuales
son secundarios a un aumento de factores vasoconstrictores como endotelina,
tromboxano, activacion de sistema renina angiotensina y disminucion de
vasodilatadores como prostaglandina E2, prostaciclina y 6xido nitrico. Este tipo de
nefrotoxicidad se considera funcional, reversible y es comun que se presente en el
periodo postquirurgico temprano en el cual se utilizan dosis mas altas del

medicamento.

Los hallazgos histolégicos de la nefrotoxicidad aguda por inhibidores de
calcineurina comprenden la arteriolopatia aguda manifestada solo por disfuncion
renal sin alteraciones histologicas, la tubulopatia toxica asociada a la presencia de
vacuolizaciéon isométrica del citoplasma de las células tubulares, hallazgo
inespecifico y que no se ha relacionado con progresion a nefrotoxicidad cronica, la
presencia de cuerpos de inclusion cercanos a las vacuolas que corresponden a
mitocondrias gigantes, las cuales tampoco son un hallazgo especifico y la

microangiopatia trombética. 7®

La nefrotoxicidad cronica por inhibidor de calcineurina ha sido considerada el
talén de Aquiles de los regimenes inmunosupresores actuales. 8 Nankivell et al en
su estudio prospectivo de 120 pacientes con trasplante renal y pancreatico en
quienes se realizaron biopsias de injerto 10 afios después del trasplante encontro
que el 100% de los pacientes habian desarrollado signos de toxicidad crénica por

ciclosporina o tacrolimus. 2*
Por lo tanto, se concluyé que la nefrotoxicidad crénica por inhibidor de calcineuria

era una de las causas principales de dafo histoldgico y deterioro progresivo de la

funcién renal a largo plazo. 77
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La etiologia de la nefrotoxicidad cronica por inhibidor de calcineurina comprende
cambios hemodinamicos y efectos toxicos directos en las células tubulares. El daio
cronico afecta de forma irreversible a todos los compartimentos del rifidn: vasos,
tubulo-intersticio y glomérulos. El dafo vascular se manifiesta en la biopsia renal
como depositos hialinos nodulares en la media de las arteriolas aferentes y se
denomina hialinosis arteriolar. Estos depdsitos hialinos llegan a ser lo
suficientemente grandes para causar un estrechamiento de la luz arteriolar
causando hipoxia e isquemia. Los cambios tubulointersticiales se caracterizan por
fibrosis intersticial en banda y atrofia tubular, los cuales son secundarios a la
hipoxia-reoxigenacion que condicionan formacién de radicales libres de oxigeno
que causan muerte celular y apoptosis. A nivel glomerular el principal hallazgo es la
glomeruloesclerosis global asociada a la arteriolopatia severa, puede presentarse
también glomérulos atubulares y glomeruloesclerosis focal y segmentaria

secundaria a hiperfiltracion. 7®

Los principales factores de riesgo para presentar nefrotoxicidad por tacrolimus
son la sobre-exposicion a niveles elevados del farmaco en sangre a nivel sistémico,
polimorfismos de los genes CYP3A4, CYP3A5 y ABCB1, uso de farmacos que
interactuan con enzimas y transportadores comunes al metabolismo de tacrolimus
(corticoides, antibidticos, antiarritmicos, antifimicos y antiepilépticos), uso de
AINES, edad mayor del donador, deplecion de sal y uso de diuréticos. ¢! Sin
embargo, no se han identificado de forma prospectiva predictores clinicos para
identificar a los pacientes con mayor riesgo de presentar nefrotoxicidad por

inhibidores de calcineurina. 7

2.3.8.2 Hipertensién

Causada por la vasoconstriccion renal y la retencion de sodio, generalmente se
desarrolla dentro de las primeras semanas de tratamiento. La estimulacion del
cotransportador de cloruro de sodio renal es un mecanismo potencial por el cual los
inhibidores de la calcineurina pueden mediar este efecto 7. La elevacion de la
presion arterial generalmente responde a la reduccion de la dosis, pero se pueden
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requerir medicamentos antihipertensivos. Los bloqueadores de los canales de calcio
generalmente se consideran los medicamentos de eleccion. El inicio de diltiazem
debe provocar una reduccion inmediata de la dosis de tacrolimus 'y un control
cuidadoso de las concentraciones en sangre. Diltiazem también revierte la
vasoconstriccion aguda inducida por la ciclosporina; Sin embargo, no hay pruebas
convincentes de que esto prevenga la nefrotoxicidad cronica de la ciclosporina.

2.3.8.3 Neurotoxicidad

Asociada con la ciclosporina y el tacrolimus puede manifestarse de la siguiente

manera ’°:

o EIl temblor leve es comun con el uso de ciclosporina y tacrolimus, y se
presenta en el 35 a 55 por ciento de los pacientes. Puede mejorar a pesar de
la terapia continua.

o En raras ocasiones, los pacientes desarrollan cefalea severa, anomalias
visuales y convulsiones. Este sindrome se asocia con hipertension aguda y
se asemeja a la encefalopatia hipertensiva. La leucoencefalopatia posterior
generalmente se observa en las imagenes del cerebro. &

o Se han notificado mutismo acinético, encefalopatia, convulsiones, anomalias
neuroldgicas focales e incluso coma con tacrolimus intravenoso. &'

o Se ha informado un sindrome de dolor por inhibidor de la calcineurina tanto
con ciclosporina como con tacrolimus. 8 Este sindrome se caracteriza por
dolor simétrico en las extremidades inferiores, que generalmente afecta los
huesos de los pies, los tobillos y las rodillas. La resonancia magnética puede
mostrar un edema medular. Los sintomas generalmente mejoran con el cese

del farmaco y / o el uso de bloqueadores de los canales de calcio.
Los efectos secundarios neurolégicos suelen ser reversibles después de un

cambio de la administracion intravenosa a una preparacion oral, la reduccion de la

dosis del farmaco o la interrupcion del mismo. 7°
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2.3.8.3 Anomalias metabdlicas

EL tacrolimus se han asociado con las siguientes anomalias metabdlicas:
o Intolerancia a la glucosa y diabetes mellitus
o Hiperlipidemia
o Hiperuricemia
o Hipercalemia

o Hipomagnesemia 83

2.3.8.4 Infecciones

Las infecciones bacterianas, virales con mayor frecuencia, citomegalovirus
(CMV) y las infecciones por hongos a menudo se desarrollan en los receptores de
trasplantes que reciben terapia inmunosupresora combinada. En un gran ensayo de
receptores de trasplante de higado que comparo la eficacia y la seguridad de los
regimenes inmunosupresores basados en ciclosporina y tacrolimus, la infeccion, la
sepsis y la enfermedad por CMV ocurrieron en aproximadamente el 40, 20y 15 a

25 por ciento de los pacientes, respectivamente. 8

2.3.8.5 Riesgo de malignidad

Esta asociado con un mayor riesgo de cancer de piel de células escamosas y
trastornos linfoproliferativos benignos o malignos. Puede producirse una regresion

espontanea del linfoma si el medicamento se suspende de manera temprana.

El nivel general de inmunosupresion parece ser el principal factor que aumenta
el riesgo de malignidad postrasplante. Sin embargo, la evidencia de modelos
animales sugiere que puede promover la progresion del cancer, principalmente a
través de la produccion de factor de crecimiento transformante (TGF) -beta. In vitro,
el tratamiento con ciclosporina de una linea celular de adenocarcinoma
normalmente no invasiva indujo un fenotipo invasivo; ademas, la ciclosporina
promovio el crecimiento tumoral en animales inmunodeficientes. 8 Tanto los
cambios in vitro como los in vivo se evitaron mediante la administracion de

anticuerpos anti-TGF-beta.
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2.4 Antecedentes

Yi-Ping et al, reportd en su metaanalisis en donde fueron involucrados a 268
pacientes pediatricos con trasplante renal, representando en un 95% en frecuencia
los portadores del polimorfismo CYP3A5*1, ademas con significancia estadistica en
pacientes con dosis diaria media de Tacrolimus entre los portadores y los que no
expresaban dicho polimorfismo por diferencia de medias estandarizadas 0.44, IC
del 95% a 0.68 (p< 0,001). &

Sireen Shilbayeh et al, en su estudio realizado del 2007 al 2009 donde se
obtuvieron un total de 38 pacientes pediatricos con trasplante renal, identificando
respectivamente por frecuencia los genotipos CYP3A5*1/*1 (5.3%), CYP3A5*1/*3
(10.5%)y CYP3A5*3/*3 (84.2%), teniendo como resultado estos genotipos similares
a los descritos en pacientes caucasicos y japoneses. Sin embargo, estas
frecuencias genotipicas eran diferentes a las poblaciones afroamericanas que han

sido reportado. &

En un estudio realizado en hospitales de la capital de nuestro pais, se encontré
que el 52.2% de los pacientes son metabolizadores lentos, 41.6% son

metabolizadores intermedios y 6.2% metabolizadores extensivo. &

Se han realizado estudios retrospectivos que han evaluado la dosificacién de
tacrolimus con base a la presencia del polimorfismo del gen CYP3AS5, Haufroid et al
sugieren utilizar una dosis inicial de 0.15 mg/kg/dia en portadores del alelo
CYP3A5*1 y dosis mas baja en los homocigotos para el alelo CYP3A5*3 de 0.075
mg/g/dia. 8°

Hesselink et al evalud la capacidad de optimizar la dosis inicial de tacrolimus con
base en el genotipo CYP3AS5 se encontro que en los pacientes en quienes se adapté
la dosificacion de acuerdo al genotipo se lograron niveles meta después de tres dias
en mayor proporcion que en el grupo control (43.2% vs 29.1%, P =0.03), ademas
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de que se requirieron menor numero de ajustes a la dosis y menor tiempo para
alcanzar niveles CO meta. 73 Los pacientes portadores de al menos una copia del
alelo CYP3A5*1 requieren una dosis de tacrolimus 50% mayor que los pacientes
con el genotipo CYP3A5*3/*3 para alcanzar los mismos niveles sanguineos.

En nuestro pais la variabilidad en la farmacocinética de inmunosupresores se
documento por primera vez por Palma-Aguirre y cois en 1997, quienes observaron
en 23 individuos mexicanos sanos que la biodisponibilidad de CsA oral era mayor
que la reportada en estadounidenses y europeos en condiciones similares,
sugiriendo la posible existencia de factores étnicos en la farmacocinética de CsA. '

Después se describe en un estudio la frecuencia de la variante mas estudiada del
gen CYP3A4 (CYP3A4*1B) en poblacion mestiza sana del D.F. y en un grupo étnico
sano del Norte (65), y en otra investigacion reportan la frecuencia de la variante mas
estudiada del gen CYP3A5 (CYP3A5*3) en pacientes adultos y nifios con trasplante
renal del D.F. abordando su impacto en el requerimiento de dosis de tacrolimus. &
El primer trabajo da a conocer que nuestra poblacion es portadora de esas variantes
en una frecuencia que difiere de lo reportado en otros paises (CYP3A4 en el 8 a
8.8% en mexicanos, diferente del 20-60% en poblaciones asiaticas o africanas). El
segundo nos informa que la variante CYP3A5*3 es mucho mas frecuente (mas del

60%) e influye en el requerimiento de dosis del inmunosupresor.

Recientemente se observo que los pacientes mexicanos con trasplante renal que
utilizan el tacrolimus, como parte de la terapia de mantenimiento del injerto exhiben
una gran variabilidad en sus niveles del medicamento en sangre y que a esa
variabilidad contribuyen, tanto la variante CYP3A5*3 como la formulacion (patente
o0 genérico). %2 Otro estudio realizado por Arredla-Guerra y cois, observaron que las
dificultades para lograr el nivel de tacrolimus deseado influyen profundamente en la

presentacion de rechazo en paciente adulto con injerto renal. 3
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En el estudio de Metalidis et al, realizado a cabo en 103 pacientes con trasplante
renal a los que se les realizé biopsia renal y determinacién por inmunohistoquimica
de la expresion de CYP3A5 se demostrd que la expresion intrarrenal de CYP3A5
esta asociada a la aparicion de novo de hialinosis arteriolar nodular como signo de

nefrotoxicidad cronica. %4

Los estudios que han evaluado la relacion entre el genotipo CYP3AS y la
nefrotoxicidad aguda y crénica han aportado resultados contradictorios.

Glowacki et al en su estudio de 209 pacientes con seguimiento a dos afos,
encontraron nefrotoxicidad crénica documentada por biopsia en un 50% de los
homocigotos para el alelo CYP3A5*3 comparado con los metabolizadores

intermedios o extensivos. %

En el estudio de Quteineh et al, que incluyé a 136 pacientes no se encontrd
asociacion entre el polimorfismo del CYP3A5 y la nefrotoxicidad. %

En un meta-analisis de estudios observacionales que incluyé 363 pacientes
trasplantados renales con seguimiento a 10-12 meses no se encontrd asociacion
entre el polimorfismo del gen CYP3A5 y la nefrotoxicidad aguda, mientras que para
nefrotoxicidad crénica se incluyeron 867 pacientes con seguimiento a 50 meses y
se encontro un riesgo incrementado en aquellos portadores de al menos una copia
del alelo CYP3A5*1 (OR=2.42, IC 95%1.51-3.9; 12=0%). En este mismo grupo de
pacientes se encontro un riesgo incrementado de rechazo agudo (OR 1.32, IC 95%
1.02-1.71, 12=3%). %7

Se concluye que el riesgo incrementado de nefrotoxicidad en los portadores del
alelo silvestre es secundario al acumulé de metabolitos de tacrolimus debido al
mayor metabolismo del farmaco en los pacientes con la enzima CYP3AS5 funcional
en comparacion con los portadores del genotipo CYP3A5*3/*3 (no expresores). %
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3 JUSTIFICACION

La magnitud de la enfermedad renal cronica es un problema de salud publica con
alta prevalencia e incidencia a nivel mundial, en México y en Jalisco. El trasplante
renal constituye la mejor opcidn de terapia sustitutiva para pacientes con ERCT
debido a que mejora la calidad de vida, disminuye la mortalidad y los costos para el
sistema de salud. Los avances en diversos campos de la medicina del trasplante
renal han logrado disminuir de forma significativa las complicaciones tempranas
logrando una supervivencia de los injertos renales al afio del 90%. Sin embargo, los
resultados a largo plazo no se han modificado manteniéndose una tasa de pérdida
de injerto de 4% por afo. La pérdida tardia de injerto renal tiene diversas causas,
destacando los episodios de rechazo agudo tardio, rechazo crénico mediado por
anticuerpos y la nefrotoxicidad por inhibidores de calcineuria.

El trascendencia se demuestra en el éxito del trasplante renal como terapia
sustitutiva de eleccion se debe en gran parte a los avances realizados en el campo
del tratamiento inmunosupresor. De los medicamentos disponibles en nuestro
medio, el grupo de los inhibidores de la calcineurina ha sido considerado la piedra
angular del tratamiento. Dentro de este grupo se encuentra tacrolimus, el cual es
utilizado ampliamente en terapia de induccion y mantenimiento siendo variable su
dosis y eficacia terapéutica entre cada individuo. Se ha demostrado que un
porcentaje considerable de esta variabilidad farmacocinética se debe a la presencia
de un polimorfismo del gen CYP3AS, el cual codifica para la isoenzima citocromo
P450-3A5 que es la responsable del metabolismo del farmaco a nivel hepatico,

intestinal y renal.

La inmunosupresioén es la piedra angular en el trasplante de érganos y tejidos. La
CsA y el tacrolimus son los inhibidores de calcineurina mas utilizados como
inmunosupresores en trasplante. Su utilizacion presenta un rango terapéutico muy
estrecho, debido a gran variabilidad en la farmacocinética entre individuos. Las
causas de esa variabilidad aun no estan bien entendidas, pero hay evidencias de
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que existen factores demograficos y bioldgicos que intervienen. Por ejemplo, la
biodisponibilidad tanto de CsA como de tacrolimus es mas elevada en nifios y
personas de raza negra lo que implica un mayor nivel del medicamento circulante
con dosis menores. A partir de esta variabilidad entre individuos y entre poblaciones,
se han investigado los diversos factores genéticos que influyen en la
biodisponibilidad de los inmunosupresores utilizados en trasplante. Ambos, CsA y
tacrolimus se metabolizan por los citocromos CPY3A4 y CPY3AS y las variaciones
en la secuencia de los genes que los codifican, han sido motivo de intenso estudio
por su posible efecto sobre la actividad metabolizadora de la proteina.

La variante mas estudiada es CYP3A5*3 se ha asociado a una disminucion en la
actividad metabolizadora, debido a que el cambio de A>6 en la posicién 6986 del
gen, afecta el empalme del RNAm con el consecuente corrimiento del marco de
lectura, originando un coddn de terminacion y con ello la terminacion prematura de
la proteina. Las personas portadoras de la variante CYP3A5*3 son consideradas
pobres metabolizadoras, por lo que al usar tacrolimus podrian tener niveles
elevados en sangre y estar mas expuestos a los efectos adversos del medicamento,
entre ellos la nefrotoxicidad. La variante CYP3A4*1B también ha sido muy estudiada
pero el efecto sobre la actividad del citocromo es controvertida. En general la
informacion que han arrojado los estudios de la participacion de los citocromos
CYP3A4 y CYP3AS5 en trasplante, apoya que cada poblacion podria ser distinta en
términos de su capacidad para metabolizar la CsA y el tacrolimus. ®® Como
consecuencia, la biodisponibilidad y nivel del medicamento en sangre, que
normalmente se utiliza como rutina para monitorear la inmunosupresion en el
paciente, también podria ser diferente en cada poblacion. No todos los estudios han
encontrado una relacion directa entre la presencia de las variantes CYP3A4 o
CYP3AS y esa variabilidad en el requerimiento de dosis o nivel del inmunosupresor
en sangre, lo que deja dudas sobre el impacto que tiene el factor farmacogenético
en la respuesta al trasplante bajo un esquema de inmunsupresion particular. Esto

podria sefalar, por un lado, que la variabilidad inicialmente observada podria estar
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dada, no por una, sino diversas variantes en la secuencia de los genes codificantes

de los citocromos.

Por otro lado la vulnerabilidad de los estudios depende de multiples factores como
el disefio, cantidad de pacientes analizados y el tipo de medicamento utilizado ya
sea de patente o genérico, difieren en los diferentes trabajos, provocando que la
informacion no sea consistente con lo publicado. A pesar de esto, pero basados en
informacion  propia, diferentes paises reconocen la variabilidad en la
farmacocinética por el factor genético e incluso lo consideran ya de forma rutinaria
para el manejo de la inmunosupresion. De tal manera que para muchos paises el
manejo de la inmunosupresion basada en los genotipos CYP3AS5 forma parte de las
guias de manejo del paciente trasplantado por lo que esta situacién es vulnerable

de resolverse. %

Los estudios en poblacion mexicana en esta area son limitados y de diferente
disefio como ya se describid, 6% 8 92.93]0 que no ha permitido entender por completo
qué pasa a este respecto con la poblacidn mexicana, y si las recomendaciones
internacionales para el manejo de la inmunosupresion, seran igualmente efectivas
en nuestro pais como lo son en Estados Unidos o Europa. Las guias clinicas de
manejo institucionales °° en nuestro pais estan basadas en resultados de estudios
en poblaciones diferentes a la nuestra lo que, si bien son base para guiar, no
necesariamente han mostrado la efectividad esperada; desafortunadamente los

resultados clinicos basados en estas guias también son escasos en México 1%

Otro inconveniente de los trabajos mencionados es el tamafio de muestra
analizada, lo que apoya la realizacion de una investigacion con el mayor tamafo de
muestra posible, para validar los resultados encontrados, de ser asi, la simple
genotipificacion de los citocromos podria ser una guia para el médico tratante que
considere incluso, qué dosis prescribir si el medicamento es de patente o genérico.
No hay informacion sobre la participacion de la variante CYP3A4*1B y los niveles
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de tacrolimus en sangre en poblacibn mexicana pediatrica, tampoco existen

estudios en nuestro pais que analicen los haplotipos CYP3A4/CYP3AS5.

El estudio es factible ya que se cuenta con un area especializada que atiende a
estos pacientes: Consulta externa de Nefrologia y Trasplante renal.

En el Centro Médico Nacional de Occidente, Guadalajara Jalisco se cuenta con el
equipo de laboratorio necesario, asi como el material y reactivos especificos para
llevar a cabo el analisis de genatipificacion.

Un estudio previo en poblacion pediatrica con trasplante renal (2014-1302-42)
facilité la oportunidad de crear una genoteca y base de datos de pacientes
trasplantados desde el 2009, logrando un banco de muestras y datos de cerca de
350 pacientes. Esta fue la fuente de muestras y datos para llevar a cabo esta
propuesta.

Viabilidad y aplicabilidad: La variabilidad farmacocinética de tacrolimus
condiciona que el paciente pueda estar expuesto a niveles bajos o altos del farmaco,
lo cual favorece episodios de rechazo o efectos adversos antes mencionados que
pueden tener consecuencias indeseables a largo plazo para la funcion del injerto.
La determinacion del polimorfismo del gen CYP3A5 y CYP3A4 en cada paciente
aporta informacion sobre la capacidad para metabolizar el tacrolimus con el objetivo
de personalizar la dosificacion y prevenir de esta forma la nefrotoxicidad o los
episodios de rechazo agudo. Ademas, conocer si la frecuencia de los polimorfismos
de los genes CYP3A5 y CYP3A4 en una poblacién tiene impacto sobre el
tratamiento con tacrolimus vy, por lo tanto, en la funcion del injerto renal a corto y

largo plazo.

Conocer las variantes de los genes CYPA34 y CYPA35 permite identificar
pacientes que tengan mayor riesgo de no alcanzar concentracion optima de este
inmunosupresor y en consecuencia mayor riesgo de rechazo, o aquellos que tengan

mayor riesgo de efectos adversos por metabolizar mas lentamente el medicamento.
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Esto ayuda a realizar el manejo personalizado de la inmunosupresion y tomar
medidas adecuadas para disminuir la frecuencia de complicaciones que
desencadenan la pérdida de injerto. El conocimiento de la intervencién de las
variantes genéticas de CYP3A en nuestro pais, puede ser el paso inicial para buscar
individualizar la dosis de tacrolimus, y asi lograr dosis 6ptimas del medicamento en
menor tiempo. Los nifios muestran mayor variabilidad en las concentraciones del
inmunosupresor por lo que son una poblacion en donde se proporcionaria un mayor

beneficio.

La estrategia para genotipificar los citocromos mencionados como parte del

protocolo de trasplante, podria transferirse al laboratorio clinico.

ElI IMSS es la institucion que mas trasplantes realiza en el pais, tanto en pacientes
adultos como nifios, los resultados podrian apoyar que el numero de injertos
funcionantes a largo plazo, también sean parte de la estadistica del éxito de los
programas de Trasplante en la institucion.

4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad renal crénica es un problema de salud publica en todo el mundo
con una creciente incidencia y prevalencia, que genera un alto costo en los diversos
paises. El trasplante renal es el tratamiento ideal en la poblacion pediatrica debido
a la calidad y tiempo de vida, asi como a la reduccion de los costos que esta genera.

El tratamiento inmunosupresor empleado en el trasplante renal consiste en
combinaciones de farmacos de diferente mecanismo de accion, dentro de estos se
encuentra tacrolimus que pertenece al grupo de los inhibidores de la calcineurina.

Se ha identificado una gran variabilidad en la farmacocinética de cada individuo,

cuya causa no se ha determinado con certeza. La poblacion pediatrica es mas
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vulnerable debido a la variacion de la maduracion biolégica, cambios en parametros
fisiolégicos conforme el desarrollo que pueden llevar a que las tasas de
aclaramiento sean mayores a menor edad. La raza es otro factor que puede
intervenir; como se ha descrito en multiples estudios la raza negra presenta mayor
biodisponibilidad, lo que implica una mayor concentracion del medicamento

circulante con dosis menores a diferencia de caucasicos.

El responsable de la biotransformacion y metabolismo oxidativo es el sistema del
citocromo P450 (CYP). El CYP3A es la familia de citocromos que mas participa en
el metabolismo de medicamentos, incluyendo el tacrolimus y la ciclosporina,
especificamente el CYP3A4 Y CYP3AS5 son las de mayor intervencion en su
metabolismo y depuracion.

Este farmaco es utilizado en terapia de induccion y mantenimiento del trasplante
renal, tiene un estrecho margen terapéutico y una variabilidad farmacocinética
considerable. Hasta un 50% de esta variabilidad es atribuida a un polimorfismo de
un solo nucledtido localizado en el intrén 3 del gen CYP3AS5 (denominado alelo
CYP345*3), gen que codifica para una isoenzima de la familia citocromo P450, que
es la responsable del metabolismo del farmaco. También se ha involucrado el
polimorfismo del gen CYP3A4.

La presencia de estos alelos condiciona la produccion de proteina no funcional,
por lo que se puede clasificar a los pacientes de acuerdo a tres genotipos;
metabolizador lento (homocigotos CYP3A5*3/*3), metabolizador intermedio
(heterocigotos CYP3A5*1/*3) o metabolizador extensivo (homocigotos
CYP3A5*1/*1). Se ha demostrado que los metabolizadores intermedios y extensivos
requieren hasta una dosis hasta un 50% mayor que los lentos. También se ha
sugerido en algunos estudios que existe asociacion entre la presencia del

polimorfismo CYP3AS5 y mayor riesgo de nefrotoxicidad.
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Evaluar el impacto que tiene el polimorfismo del CYP3AS en esta variabilidad a
la respuesta al tratamiento con tacrolimus debe considerar las diferencias étnicas,
ya que se ha reportado una prevalencia diferente del polimorfismo de acuerdo al
grupo étnico. Hasta el momento son escasos los estudios realizados en poblacion

mexicana y del occidente del pais sobre la frecuencia de este polimorfismo.

Por su parte, el CYP3A5*3 ha demostrando consistencia en su asociacion con
las concentraciones de tacrolimus en multiples estudios. EI menor requerimiento de
dosis de medicamento para alcanzar concentracién optima del mismo, se ha
observado en muchos grupos incluyendo poblacién mexicana, 8 pero estos
estudios no consideraron las concentraciones del inmunosupresor en sangre que
es el indicador en el que se basa el médico tratante para determinar si la

inmunosupresion del paciente es adecuada durante la vigilancia del injerto.

El efecto del polimorfismo en CYP3A4 ha sido controvertido, en algunos estudios
se mostro que la expresion del alelo CYP3A4*1B en pacientes trasplantados
presentd un mayor metabolismo requiriendo mayor dosis de tacrolimus, pero otros
autores han observado resultados contradictorios. No existen estudios en poblacion

Mexicana que analice la participacion de este gen en trasplante.

Por otra parte, aun no se ha demostrado que el resultado del trasplante mejore al
considerar la dosis inicial del inmunosupresor de acuerdo al genotipo. Una posible
causa es que en la mayoria de tales estudios no se considero el ajuste de variables
intervinientes en las concentraciones de tacrolimus siendo parte de sus deficiencias
metodoldgicas. Por otro lado, la mayoria de estudios incluyendo el realizado en
poblacion mexicana & solo han evaluado los efectos de variantes individuales. Ante
la participacion conjunta de los citocromos en el metabolismo de los medicamentos,
es esperado que no uno sino multiples polimorfismos puedan interactuar para
producir un efecto combinado, por lo que es necesario el analisis que involucre las
variantes de ambos genes tanto CYP3A4 como CYP3AS5, ademas del analisis
ajustado por variables intervinientes. Dadas las caracteristicas especiales de
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mestizaje de la poblacion mexicana y las caracteristicas clinicas del paciente
pediatrico es necesario conocer si las variantes de CYP3A4 y CYP3AS5 explican la
variabilidad identificada en la concentracion de tacrolimus en este grupo
poblacional, lo cual ha llevado a la siguiente pregunta de investigacion.

¢ Cual es la asociacion de los polimorfismos CYP3A5*3 y CYP3A4*1B con la
presencia de rechazo, alteraciones clinicas y bioquimicas en pacientes con

trasplante renal tratados con tacrolimus?

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

o Analizar la asociacion de los polimorfismos CYP3A5*3 y CYP3A4*1B con la
presencia de rechazo, alteraciones clinicas (neurotoxicidad, hipertension,
infecciones, malignidad) y bioquimicas (nefrotoxicidad, hiperuricemia,
hiperlipidemia, hipercalemia, hipomagnesemia, hiperglucemia) en pacientes

con trasplante renal tratados con tacrolimus

5.2 Objetivos especificos

o Estudiar la variabilidad genética y su asociacion con presencia de rechazo
en pacientes con trasplante renal.

o Estudiar la variabilidad genética y su asociacién con alteraciones clinicas
(neurotoxicidad, hipertension, infecciones, malignidad) y bioquimicas
(nefrotoxicidad, hiperuricemia, hiperlipidemia, hipercalemia,
hipomagnesemia, hiperglucemia) en pacientes con trasplante renal.

o Estudiar la variabilidad genética y su asociacién con niveles de tacrolimus.

o Describir las frecuencias alélicas y genotipicas para los polimorfismos de
tacrolimus (CYP3A5*3 y CYP3A4*1B) en los pacientes pediatricos con
trasplante renal.
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o ldentificar las caracteristicas sociodemograficas, clinicas y bioquimicas, de
los pacientes pediatricos con trasplante renal de la UMAE Hospital de
Pediatria CMNO, IMSS.

o Enumerar los diferentes esquemas de inmunosupresién de induccion y

mantenimiento utilizados en los pacientes pediatricos con trasplante renal.

6 HIPOTESIS

Los pacientes portadores del polimorfismo CYP3A5*3 y el alelo silvestre
CYP3A4*1 presentan menos episodios de rechazo de injerto renal y un mayor

numero de alteraciones clinicas y bioquimicas por ser metabolizadores lentos.

7 MATERIAL Y METODOS

7.1 Tipo de diseno del estudio

Cohorte ambispectiva

7.2 Universo de estudio

La seleccién de muestras, captacion de datos, y analisis de variables asociadas
se realiz6 en el area de nefrologia pediatrica en la UMAE Hospital de Pediatria,
Centro Médico Nacional de Occidente, del Instituto Mexicano del Seguro Social. Av.
Belisario Dominguez No. 735 Col. Independencia. CP 44340, Guadalajara, Jalisco.

7.3 Tamano de Muestra

No existe tamafo de muestra por ser estudio de tipo cohorte, por lo que se trata

de muestra por conveniencia.
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7.3.1 Muestreo

Se analizaron las muestras de la genoteca almacenada correspondiente a los
pacientes que dieron autorizacion en el proyecto con registro 2014-1302-42, para
que su muestra de ADN sobrante se utilizara en otros estudios de trasplante. Se
tomaron muestras a los pacientes con trasplante renal que acuden a consulta y que
no se encuentran integrados en la genoteca, se les invitd a participar, se solicitd
firmar el consentimiento informado y se tomd una muestra (parte del sobrante de

sus examenes de rutina) para la obtencion del ADN.

7.4 Forma de seleccién o asignacion de los sujetos de

estudio a los grupos de estudio

Se incluyeron todas las muestras de la genoteca del proyecto con registro 2014-
1302-42, ademas se invitaron a participar en el estudio aquellos pacientes de los
que no se cuente con ADN en la genoteca, que estén con tratamiento sustitutivo
renal de tipo trasplante renal en tratamiento con tacrolimus que acuden a consulta
en la UMAE Hospital de Pediatria de CMNO.

7.5 Criterios de seleccion

7.5.1 Criterios de Inclusion

o Trasplantados renales de la UMAE Hospital de Pediatria de CMNO tratados con
tacrolimus por lo menos 6 meses posterior al trasplante renal.
o Muestras de la genoteca del proyecto con registro 2014-1302-42 con datos

clinicos y bioquimicos incluyendo niveles de tacrolimus.
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7.5.2 Criterios de Exclusion

o Que no deseen participar

o No uso de tacrolimus

o Informacion incompleta en expediente

o Muestra en condiciones subdptimas para la determinacion de los polimorfismos

o Mal apego a tratamiento (definido por anexo 4)

7.5.3 Eliminacion

o Defuncion

o Cambio de inmunosupresor antes de 6 meses posterior al trasplante renal

o Que decidan salir del estudio

o Informacion incompleta en expediente

o Pérdida de derechohabiencia

o Muestras inadecuadas para la amplificacion de ADN

o Pacientes con funcion hepatica anormal en el momento de la medicién de
tacrolimus, determinado por el registro de sus pruebas hepaticas en expediente

con fecha igual a la cuantificacion del tacrolimus.

7.6 Temporalidad

o Captacion de datos: mayo a agosto 2019
o Tiempo de realizacién de proyecto: marzo 2018 a octubre 2019

7.7 Variables

o Dependiente: Presencia de rechazo, alteraciones clinicas y bioquimicas
o Independiente: Presencia de polimorfismos
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7.7.1 Definicion de las variables

7.7.1.1 Variantes polimoérficas de CYP3A4 Y CYP3A5

De acuerdo con los reportes de la literatura se considera alelo silvestre a
CYP3A4*1 y CYP3A5*1 y alelo polimérfico CYPP3A4*1B y CYP3A5*3. El alelo
CYPP3A4*1B aparentemente provoca un aumento en el metabolismo por lo que
se encontrarian concentracion baja del inmunosupresor en sangre y
requerimiento mayor de dosis para alcanzar la concentracion terapéutica a los 6

meses en poblacion pediatrica (del cuarto al sexto mes entre 8-10 ng/ml). *°

El alelo polimérfico CYP3A5*3 da lugar a una proteina corta no funcional, por
lo que el inmunosupresor podria acumularse con menor dosis comparado con el
genotipo silvestre. La concentracién del inmunosupresor en sangre, contrario a
CYP3A4*1B, se encontrara elevado respecto a la concentracion esperada a los

6 meses postrasplante.

Tabla 1 Definicién de variables genéticas

Gen Definicion

CYP3A5*1 Metabolizador rapido
Silvestre

CYP3A5*3 Metabolizador lento
Polimérfico

CYP3A4*1 Metabolizador lento
Silvestre

CYP3A4*1B Metabolizador rapido
Polimérfico

7.7.1.2 Concentracion de tacrolimus

Se consideraron para este estudio los registros a los niveles posteriores a 6
meses postrasplante que es el periodo en que los pacientes ya ingieren la dosis
ajustada de mantenimiento. Como dato informativo, todas las muestras se procesan
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en forma rutinaria en el mismo laboratorio del hospital con el equipo de
inmunoensayo AxSYM System, a las 12 horas de ingerido el medicamento (llamado

CO). La concentracion se reporta en ng/ml.

o Dependiente: Presencia de rechazo, alteraciones clinicas y bioquimicas

o Independiente: Presencia del polimorfismo

o Intervinientes: Los datos de las variables intervinientes son edad (receptor y
donador), sexo (donador y receptor), indice de masa corporal, rechazo del
injerto, uso de medicamentos relacionados al metabolismo del tacrolimus,
dosis de tacrolimus, uso de antimicéticos, antibioticos, filtracién glomerular,

diagndstico de la biopsia renal los que la tengan, compatibilidad HLA.
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7.7.2 Operacionalizacién de las variables

Tabla 2 Operacionalizacién de las variables

Ti Escal Unidad de Definicion Prueba
; D id ipo scala
Variable, descripcion P medicion operacional estadistica
CYP3A4*1
Caulitativa Nominal Dicotémica
Alelo del gen CYP3A4*1B
Si No Frecuencia,
CYP3A5 CYP3A5*1
porcentaje
CYP3A4 CYP3A5*3 .
Nominal
0= Sin
Vacuolizacién isométrica, Nefrotoxicidad
Nefrotoxicidad
arteriolopatia aguda o o . . . aguda Frecuencia,
aguda por . . . Cualitativa Nominal dicotémica .
. microangiopatia trombotica 1=Con porcentaje
tacrolimus
evidenciada por biopsia de injerto Nefrotoxicidad
renal aguda
0= Sin
o Atrofia tubular y fibrosis en banda, Nefrotoxicidad
Nefrotoxicidad
hialinosis arteriolar de la media y cronica Frecuencia,
crénica por o . Cualitativa Nominal dicotémica .
. glomeruloesclerosis evidenciada 1=Con porcentaje
tacrolimus
por biopsia de injerto renal Nefrotoxicidad
cronica
Nivel de Tacrolimus en sangre
Promedio de las
Niveles en sangre total tomado 12 horas posterior a o . . . .
Cuantitativa Continua ng/ml ultimos tres niveles Media + DE
total de Tacrolimus la dosis nocturna y medido por
de tacrolimus
inmunoensayo
Producto de desecho de la
creatina, formado en su mayoria
en el musculo a través de la
Creatinina eliminacién no enzimatica de
. Cuantitativa Continua mg/dL Promedio Media + DE
(anexo 6) agua del fosfato de creatina. Se
excreta en la orina a través del
glomérulo renal. Se eleva si
existe nefrotoxicidad
Volumen de fluido filtrado por
unidad de tiempo desde los
Tasa de Filtrado i o . ml/min/1.73 . .
capilares glomerulares renales Cuantitativa Continua Promedio Media + DE
Glomerular m2
hacia el interior de la capsula de
Bowman
Disfuncion de Elevacion de la cr 20% de la Si Frecuencia,
N . Cualitativa Nominal dicotémica .
injerto renal basal posterior al trasplante renal No porcentaje
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Biopsia injerto renal:

Rechazo injerto 0=Si Frecuencia,
Celular Cualitativa Nominal Dicotémica
renal 1=No porcentaje
Humoral
El peso corporal actual medido en o . ) .
Peso . Cuantitativa Continua kg No aplica Media + DE
una bascula.
Distancia del piso al plano mas
Talla alto de la cabeza medido en el Cuantitativa Continua m No aplica No aplica
sujeto de pie con un estadimetro
Razoén que se establece al dividir
el peso corporal expresado en
IMC kilogramos entre la estatura Cuantitativa Continua kg/m2 Promedio Media + DE
expresada en metros elevada al
cuadrado
Consumo de Consumo de medicamentos 0= Si Frecuencia,
Cualitativa Nominal dicotémica
AINES antiinflamatorios no esteroideos 1=No porcentaje
Consumo de medicamentos
antihipertensivos con . .
Consumo de 0= Si Frecuencia,
metabolismo por CYP3A como Cualitativa Nominal dicotéomica
antihipertensivos . - ) . 1=No porcentaje
verapamilo, diltiazem, nicardipino
y nifedipino
Consumo de medicamentos
Consumo de antimicoticos con metabolismo
o . . . 0= Si Frecuencia,
farmacos por CYP3A como fluconazol, Cualitativa Nominal dicotémica .
1=No porcentaje
antimicoticos itraconazol, ketoconazol y
clotrimazol
Consumo de medicamentos
antibidticos con metabolismo por
CYP3A como claritromicina,
Consumo de 0= Si Frecuencia,
o eritromicina, , Cualitativa Nominal dicotémica .
antibiéticos ) o o 1=No porcentaje
quinupristina/daldopristina,
rifampicina, nafcilina, rafabutina e
isoniazida
Consumo de medicamentos
anticonvulsivantes con
Consumo de 0= Si Frecuencia,
metabolismo por CYP3A como Cualitativa Nominal dicotomica
anticonvulsivantes . . 1=No porcentaje
carbamazepina, fenobarbital y
fenitoina
Consumo de medicamentos
Consumo de procinéticos con metabolismo por 0=Si Frecuencia,
o . Cualitativa Nominal dicotémica .
procinéticos CYP3A como metoclopramida y 1=No porcentaje
cisaprida
Consumo de Consumo de prednisona o 0=Si Frecuencia,
Cualitativa Nominal dicotémica
corticoides deflazacort 1=No porcentaje
Consumo de Consumo de medicamentos 0= Si Frecuencia,
. o Cualitativa Nominal dicotémica .
antiacidos antiacidos como Omeprazol 1=No porcentaje
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Hipertension Presién arterial de la percentil 95 0=Si Frecuencia,
Cualitativa Nominal dicotémica
para la edad, talla y sexo 1=No porcentaje
Presencia de temblor fino al
extender extremidades distales
Neurotoxicidad/ . . o . . . 0= Si Frecuencia,
Crisis convulsivas Cualitativa Nominal dicotémica
Temblor 1=No porcentaje
Dolor en extremidades inferiores
Leucoencefalopatia
Albumina Principal proteina de la sangre
o Cuantitativa Continua g/dL Promedio Media + DE
(anexo 6) sintetizada en el higado
Hiperlipidemia Colesterol total mas de 200 0=Si Frecuencia,
Cualitativa Nominal dicotémica
(anexo 6) LDL mayor de 130 1=No porcentaje
Hiperglucemia Glucosa en ayuno mayor a 100 a 0=Si Frecuencia,
Cualitativa Nominal dicotémica
(anexo 6) 105 1=No porcentaje
Acidosis pH sérico menor de 7.35 y HCO3
0= Si Frecuencia,
metabodlica menor a 20 (clasificar de acuerdo Cualitativa Nominal dicotémica .
1=No porcentaje
(anexo 6) a la edad)
Electrolito que se eleva en
presencia de toxicidad por
Hipercalemia 0=Si Frecuencia,
tacrolimus Cualitativa Nominal dicotémica .
(anexo 6) . 1=No porcentaje
K sérico mayor a 5.3 mEg/L
(clasificar de acuerdo a la edad)
Electrolito que disminuye en
Hipomagnesemia presencia de toxicidad por 0=Si Frecuencia,
Cualitativa Nominal dicotémica
(anexo 6) tacrolimus 1=No porcentaje
Menor a 1.5 mg/dl
Aparece hiperuricemia en
presencia de toxicidad por
Hiperuricemia . o . . . 0= Si Frecuencia,
tacrolimus Cualitativa Nominal dicotémica
(anexo 6) . i 1=No porcentaje
Acido urico mayor a 7.7 mg/dl
(clasificar de acuerdo a la edad)
Elevacion de Elevacion de enzimas hepaticas
. . . o o . . . 0= Si Frecuencia,
enzimas hepaticas en presencia de toxicidad por Cualitativa Nominal dicotéomica
1=No porcentaje
(anexo 6) tacrolimus
Duracion de la existencia de un
individuo medida en unidades de
Edad del donador . o Continua Afios Promedio Mediat DE
tiempo en el momento en que se | Cuantitativa
realizé el trasplante
Categoria a la cual se asigna un Cualitativa .
Género del 0=Hombre Frecuencia,
individuo segun el sexo al que Nominal dicotéomica
donador 1=Mujer porcentaje
pertenece
Duracion de la existencia de un
Edad del paciente individuo medida en unidades de Cuantitativa Continua Afos Promedio Media + DE
tiempo
Categoria a la cual se asigna un .
Género del 0=Hombre Frecuencia,
individuo segun el sexo al que Cualitativa Nominal dicotomica
paciente 1=Mujer porcentaje

pertenece
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Dosis de Cantidad de tacrolimus que el o . . .
. . . Cuantitativa Continua mg/kg/24 hrs Promedio Media + DE
Tacrolimus paciente recibe en 24 horas
Bacterianas

0= Si Frecuencia,

Infecciones Virales Cualitativa Nominal dicotémica .
1=No porcentaje

Hongos
Cualquier neoplasia

. o o . . . 0= Si Frecuencia,

Neoplasias principalmente células de Cualitativa Nominal dicotomica .
1=No porcentaje

escamosas Y linfoproliferativas

7.8 Desarrollo de procedimientos

El protocolo de investigacion fue evaluado y autorizado se encuentra por el comité
local de ética e investigacion en salud (CLEIES 1310) de la Unidad Médica de Alta
Especialidad, Hospital De Gineco Obstetricia Centro Meédico Nacional De

Occidente.

El estudio se llevd a cabo en pacientes pediatricos que han recibido un injerto
renal en la UMAE hospital de especialidades pediatricas dentro del periodo enero
2009 al 31 de julio del 2019, los cuales son pacientes vigentes que reciben atencion
médica de vigilancia del injerto en forma ordinaria. Otros ya han sido dados de alta
de la UMAE por mayoria de edad, pero han participado en otros estudios de
investigacion en trasplante y cuentan con autorizacion de que la muestra de ADN
sobrante fuera almacenada y utilizada en otros estudios de trasplante, como se
puede observar en la carta de consentimiento informado utilizada en el proyecto con
numero de registro R-2014-1302-42 que estuvo bajo la direccion de la Dra. Elvira
Torres Infante, Especialista en Nefrologia Pediatrica de la UMAE (ver anexo 2).

Los pacientes que no ingresaron a ese protocolo pero que aun son vigentes en
la UMAE, se captaron cuando acudian a su cita ordinaria de vigilancia del injerto.
Cuando se identifico a un paciente trasplantado que no haya participado en el
estudio de la Dra. Elvira Torres Infante, se le explicé tanto a los padres como al
paciente los objetivos de la investigacion, los posibles beneficios de conocer si es 0
no, portador de alguna variante de los citocromos que pudiera influir en el
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metabolismo de su inmunosupresor (es decir que sea lento o rapido metabolizador),
que su participacion sera donar una muestra sobrante de sangre y el riesgo minimo
que conlleva la puncidn venosa que se realizara para la toma de muestra ya que es
dentro de sus examenes de rutina, como por ejemplo la posible formacion de un
moreton en el sitio de la puncidn. Los pacientes que aceptaron participar se les pidi6
la firma del consentimiento informado por parte de los padres.

Durante el proceso de captacion del paciente, se aplicé una encuesta inicial para
valorar apego a tratamiento (ver anexo 4), esto tiene como fin identificar aquellos
pacientes que han sufrido disfuncion del injerto por mal apego y eso permitira
descartar a aquellos que puedan presentar presencia de rechazo del injerto renal
por mal apego al tratamiento, evitando asi confundir de que se trate de un paciente
que sea metabolizador rapido. La encuesta que se aplicé es un instrumento ya
validado en otros estudios, tanto de trasplante como en otras enfermedades

cronicas. 102

Enseguida se procedié a la toma de muestra y posterior obtencion de ADN que
se almacenara en la genoteca ya elaborada por la Dra. Elvira Torres Infante.

Los datos sociodemograficos, clinicos y bioquimicos de los pacientes se
obtuvieron mediante revision de expedientes clinicos digital y fisico del archivo.

Dicha informacion sera registré en una hoja de recoleccién de datos, que se vacio
en una base de datos en el programa Excel.

7.8.1 Paso 1: Seleccion de muestras

Las muestras que se utilizaron de la genoteca del proyecto R-2014-1302-42, se
seleccionaron previamente para asegurar tanto la integridad de la muestra de ADN
como que el paciente haya estado de acuerdo en participar en estudios posteriores

de acuerdo con su consentimiento informado firmado. Las nuevas muestras se
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agregaron a la genoteca con previa autorizacion a través del consentimiento

informado.

7.8.2 Paso 2: Obtencion de los datos

Se revisaron los expedientes electronicos y fisicos de los mismos, los cuales son
de acceso restringido y son informacién oficial por lo que se consideran fidedignos
y reflejan el estado actual del individuo; se vaciaron los datos a una hoja de captura
(ver anexo 1), en donde se registraron: marcadores bioquimicos, antecedentes del
trasplante y reporte de biopsia renal con nefrotoxicidad aguda o crénica por

tacrolimus, y/o rechazo.

7.8.3 Paso 3: Genotipificacion

La verificacion de la integridad del ADN se llevo a cabo mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1% tefiido con SYBR Green |. La genotipificacidén de la variante
*3 del gen CYP3AS y *1B del gen CY3A4 se llevo a cabo mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, en equipo LightCycler 96, utilizando
las sondas Tagman disefiadas especificamente y disponibles de forma comercial,
utilizando los iniciadores descritos (Tabla 3).

Tabla 3 Genes a estudiar y su iniciador

GEN Primer Primer Sonda Alelo Sonda alelo
forward reverse silvestre polimérfico

5TGGAAT | 5AGTGGA

CYP3A4 (-290 ViC- FAM-
A>G) CAGGACA | GCCATTG | )\ 56GCAAGAGA | AAGGGCAGGAGAGAG
)| GCCATAG | GCATAAAA Seas o
AGA3 TCT3
5CGAATG | 5TGAAGG AN e
CYP3A5 (6986 | CTCTACTG | GTAATGTG
A>G) 1s776746 | TCATTTCT | GTCCAAA | |1 TGTCTTTCAAT | TTTGTCTTTCAGTATCT

AACCAZ CAG3’

63




La mezcla de reaccion que se utilizé sera de 25 pl en total, consistira de 100 ng
ADN, Tagman Universal PCR master mix, primers y sonda especifica para cada
gen. La mezcla se incubara a 52°C durante 2 min en AmpErase UNG para eliminar
fuentes de contaminacion del ADN y enseguida a 95°C durante 10 min seguido de
40 ciclos de amplificacion a 92°C durante 15 seg y 60°C durante 1 min. El analisis
de corridas se realizé con el programa del equipo LightCycler 96 para determinar

los genotipos.

La frecuencia alélica ha sido determinada por el método de conteo directo a partir
de la frecuencia de genotipos, este procedimiento de muestras se ha realizado por
la Dra. Caridad Aurea Leal Cortés en el Centro de Investigacion Biomédica de
Occidente, Instituto Mexicano del Seguro Social.

7.9 Procesamiento de datos y analisis estadistico

Como parte de la estadistica descriptiva se realizaron frecuencias y porcentajes
para las variables cualitativas. En base a la distribucion de la muestra las variables
cuantitativas, se expresaron como mediana, rangos de media y desviacion
estandar. Las variables cualitativas, la frecuencia de genotipos y alelos de CYP3A4
y CYP3AS5 se compararon con la prueba de Xi2, esta ultima para determinar que
existe equilibrio Hardy-Weinberg. Se realiz6 prueba de normalidad Kolmogorov-
Smirnov para determinar la distribucion de la muestra y la prueba de Levene para
determinar homocedasticidad de varianzas en las variables continuas. Dependiendo
de la prueba anterior, se compararon las variables cuantitativas mediante prueba de
T student (comparacion de medias) o U de Mann-Whitney (comparacion de
medianas). Se determinoé la razon de momios e intervalo de confianza al 95% para
nefrotoxicidad y rechazo. Se realizo regresidn logistica para determinar covariacion
de las variables significativas en el analisis bivariado. Se realizé el analisis
agrupando a los pacientes de acuerdo a las combinaciones genéticas encontradas
que puede ser las siguientes: CYP3A5*1-CYP3A4*1, CYP3A5*1-CYP3A4*1B,
CYP3A5*3-CYP3A4*1, CYP3A5*3-CYP3A4*1B (Tabla 4).
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Tabla 4 Grupos encontrados

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
A5*1 A5*1 A5*3 A5*3
Ad*1 A4*1B Ad*1 A4*1B

Para la captura y analisis de datos se utilizé el programa Excel de Office XP para
Windows y el paquete estadistico SPSS v.22.0, respectivamente, y se considero

como valor significativo una P < 0.05.

8 ASPECTOS ETICOS

La investigacion se apeg0 al reglamento de la Ley General de Salud en Materia
de Investigacion para la salud, en su titulo primero, capitulo unico, en sus articulos
1, 2 y 3. Ya que este ordenamiento tiene por objeto proveer, en la esfera
administrativa, al cumplimiento de la Ley General de Salud en lo referente a la
investigacion para la salud en los sectores publico, social y privado, siendo este de
aplicacién en todo el territorio nacional y sus disposiciones son de orden publico e

interés social.

La ley general de salud en su articulo 17 clasifica el tipo de riesgo, siendo este
estudio clasificado como investigacion con riesgo minimo ya que considera estudios
prospectivos que emplean el riesgo de datos a través de procedimientos comunes
en examenes fisicos o psicologicos de diagndsticos o tratamiento rutinarios, en este
estudio se que requiere toma de muestras por venopuncidn asociado a la toma de
sangre del sobrante de sus estudios de rutina, por lo que requiere consentimiento

informado.

La realizacion de esta investigacion contribuye al conocimiento de la frecuencia
de polimorfismos asociados a la farmacogenética del medicamento tacrolimus en
pacientes con trasplante renal y su asociacidn con presencia de rechazo,

nefrotoxicidad y alteraciones clinicas y bioquimicas.
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Se apega a su titulo segundo de los aspectos éticos de la investigacion en seres
humanos, capitulo | en sus articulos 13, 14, 15, 16, 20, 22 y 24, ya que en esta
investigacion prevalece el criterio de respeto a su dignidad y proteccion de sus
derechos y bienestar, ya que el grupo de trabajo corresponde a todos los pacientes
trasplantados tratados con tacrolimus menores de 18 afos, se consideran de
autonomia disminuida y vulnerables por ser menores de edad, por lo que sus padres
comprendieron en forma verbal y escrita en qué consiste el estudio, asi como
firmaron el documento de consentimiento bajo informacion donde también se
explica el estudio, riesgos, beneficios, y la posibilidad de abandonar el estudio si
ellos asi lo consideran. Existen estudios previos realizados con resultados
prometedores, prevaleciendo asi los beneficios sobre los riesgos predecibles que
son minimos y los cuales consisten en molestias relacionadas a la toma de muestra
sanguinea (hematoma, sangrado minimo, dolor) y son sobrantes tomados de sus
estudios bioquimicos de rutina. Previo al inicio de la recoleccion de datos por parte
del residente de nefrologia que es un profesional de la salud experto en el tema a
investigar, se explico en forma clara, precisa, y con el lenguaje adecuado sobre la
finalidad y el objetivo, asi como los posibles riesgos y benéficos del estudio,
posteriormente se firmo el consentimiento informado en este caso por su

representante legal.

Se protege la privacidad del participante ya que sera identificado con un numero
de folio, y en caso de aceptar la utilizacion de sus datos para estudios posteriores y
publicacién de manuscritos cientificos no se identificara con su nombre o algun otro
dato que puede identificarlo. El representante legal del participante puede retirarse
del estudio cuando lo desee, sin necesidad de dar a conocer el motivo, se le

informara de los resultados.

El estudio de investigacion se apega a las disposiciones del Capitulo Il en sus
articulos 34, 35, 36, 37 y 38. Ya que para participar en la investigacion se debera
contar por escrito con el consentimiento informado de quienes ejerzan la patria

potestad o la representacion legal del menor, ademas debera obtenerse su
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aceptacion en caso de los nifios mayores de 6 afos, ya que en esta edad ya son
capaces de comprender, explicandoseles en qué consiste el estudio.

Toda la informacion del estudio clinico se documentd, archivd y respaldo,
guardandose en forma digital en una computadora a la cual solo tendra acceso el
investigador principal, documentos en fisico que son resguardados en un archivero
bajo llave, de tal forma que permitira los accesos solo del investigador principal
protegiendo la identidad de los participantes.

Se apega cabalmente a los 13 principios basicos de las directivas de la buena
practica clinica de la conferencia internacional de armonizacién, basados en la

Declaracion de Helsinki.

Durante a la realizacion del estudio se cumplié con los siguientes principios

bioéticos:

o Beneficencia: Ya que al participar se realizara ajustes en su manejo
inmunosupresor de acuerdo a resultados, asi también se beneficia al resto de la
poblacién pediatrica con la posibilidad de un mejor tratamiento en trasplantes
renales actuales y los que se realizaran en el futuro.

o Justicia: No se excluyeron a pacientes por diferencia en clase social, cultural o
lugar de residencia. Los pacientes estudiados son beneficiados directamente

con los procedimientos de investigacion.

Se firmd consentimiento informado solicitado por el tesista Dra. Diana Marisela

Bonilla Ruvalcaba.

Este estudio es continuacién de un estudio anterior registrado con el numero
2014-1302-42, en el cual se solicitdé consentimiento informado debido a que requeria
de la participacion del paciente donando la muestra de sangre sobrante de la ultima
prueba cruzada antes de realizar el trasplante, para analizar participacion de genes
de citocinas en la respuesta al trasplante renal. La carta de consentimiento utilizada,
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incluy6é un apartado de solicitud de anuencia para que, el sobrante de la muestra de

ese estudio se almacenara a -80°C y se utilizara en posteriores investigaciones en

trasplante, siempre y cuando el nuevo estudio se registrara en el comité

correspondiente. Se realiza consentimiento informado para las muestras nuevas por

tomar de pacientes que aun no se encuentran en la genoteca. (Anexo 2).

Brevemente se describe el procedimiento utilizado para solicitar la participacion

del paciente en el estudio con registro 2014-1302-42 y el proceso que se hizo para

este estudio.

1)

2)

3)

4)

Se acudié al hospital de Pediatria el dia que se citdé al paciente a consulta de
vigilancia de trasplante y que usen tratamiento inmunosupresor con tacrolimus,
la investigadora responsable explicd la naturaleza del estudio, los objetivos e
invito a los pacientes y a su respectivo donador a participar de manera voluntaria
en el proyecto. Después de contestar las preguntas e inquietudes de los padres
o tutores del paciente, se obtuvo el consentimiento informado firmado. Se solicitd
asentimiento informado. Especificamente para la obtencion del genoma, se
utilizé la muestra sobrante de sus examenes de rutina.

Al paciente menor se le explicé para qué se realizo la investigacion, y cdmo los
resultados son de beneficio en el futuro a todos los pacientes que se trasplantan.
La participacion del paciente consistio solamente en autorizar que el sobrante
de la muestra se enviara para la obtencion del ADN y su inclusion en el proyecto.
Asi mismo se les explico que la muestra se identificaria con un numero y una
letra y que los investigadores no sabran el nombre del paciente en ningun
momento, solo el médico tratante sabria de quién se trata y nos proporcionaria
los datos clinicos para saber como evoluciona su trasplante.

Proceso realizado en el estudio con registro 2014-1302-42: Para el proyecto
2014-1302-42 también se solicitd la utilizacion del sobrante de las muestras de
sangre tomadas de rutina para analisis de citocinas en suero, como se menciona
en la carta de consentimiento informado utilizado para dicho estudio.

El proyecto 2014-1302-42 se considero sin riesgo agregado, ya que la muestra
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o)

6)

7)

de sangre es el sobrante de sus estudios de rutina. La molestia de la puncién
venosa conocida por el paciente y su donador no implicé mas que la posible
formacion de hematoma en un minimo de personas. La toma de la muestra se
realizé por personal del laboratorio clinico entrenado para ello y no se realizo
ningun manejo adicional al paciente fuera de lo estipulado en el protocolo de
trasplante.

Los pacientes que aceptaron participar pudieron aclarar dudas y realizar
preguntas de su participacion y de la naturaleza de la investigacién con los
colaboradores del proyecto. Para ello, en la carta de consentimiento se
proporcionaron los datos y nombres del investigador responsable vy
colaboradores clinicos para comunicarse en el momento deseado. Los pacientes
recibieron una copia de esa carta.

Los datos del paciente y su respectivo donador fueron manejados con codigo
numeérico para asegurar la confidencialidad de los datos. Esto ademas garantizé
la imposibilidad para los investigadores que vuelvan a utilizar las muestras
pudieran identificar personalmente al paciente.

Se respeto la decision del paciente de dejar de participar en cualquier momento
del estudio, sin que esto afectara su atencion médica.
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9 RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

Humanos

Investigador Principal y Responsable
Dra. Santa Ramirez
Actividad Asignada: Direccion de tesis

Revision bibliografica y revision de protocolo

Investigador Asociado y Asesor Metodolégico
Dra. Elvira Torres Infante
Actividad Asignada: resguardo de la genoteca, apoyo en el analisis e interpretacion

de resultados, asesoria metodologica a la estudiante.

Estudiante Residente de la Especialidad en Nefrologia Pediatrica

Diana Marisela Bonilla Ruvalcaba

Actividad Asignada: Revision bibliografica, obtencion de datos sociodemograficos,
clinicos y bioquimicos de los pacientes a través de la revisidn de expedientes,
elaboracion de protocolo, obtencidn y analisis de resultados, elaboracion de

manuscrito de tesis.

Materiales

Hojas de papel blancas de reciclaje.

Lapices, borradores y boligrafos.

Equipo de cdmputo, impresora, tinta para la impresora, unidad de almacenamiento
USB.

Financieros

Proyecto de investigacion no comercial, a través la genoteca creada en el

proyecto con numero de registro autorizado por el comité local de investigacion
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2014-1302-42 donde se autorizd el uso de material genético para estudios
posteriores.

Infraestructura
Se cuenta en la Unidad Médica de Alta Especialidad, Hospital de Pediatria del
Centro Médico Nacional de Occidente con el personal hospitalario a evaluar de

quienes se obtendran los datos para la revisidon y analisis de resultados.

Factibilidad

El estudio es factible ya que la Unidad Médica de Alta Especialidad, Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional de Occidente ya que se cuenta con un area
especializada que atiende a estos pacientes: Consulta externa de Nefrologia y
Trasplante renal. Ademas, se cuenta con una poblacion activa de personal clinico y

no clinico suficiente para la muestra del presente estudio.
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10 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Tabla 5 Cronograma de actividades

Ano | Enero Marzo Mayo | Julio Septiembre | Noviembre

Febrero | Abril Junio | Agosto [ Octubre Diciembre

Revision bibliografica | 2018

Elaboracion de 2018

Protocolo 2019

Envio del protocolo al | 2019
CLIEIS 1310 para su

evaluacion

Captacion de 2019

pacientes y toma de 520

muestras de sangre

Genotipificacion del | 2019

alelo (polimorfismo) [2020

Base de datos 2019

2020

Analisis estadistico, | 2019
entrega para

titulacion de residente

Redaccion de 2019
resultados y
conclusiones, entrega
para titulacion de

residente

Presentacion del 2019

trabajo preliminar
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para titulacion de

residente
Correccién de errores | 2019
Redaccion del 2019
proyecto final para
titulacion de residente
Entrega de la tesis | 2019

para titulacion de
residente
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11 RESULTADOS

Se obtuvieron 94 muestras en total, se excluyeron 15 pacientes; 2 por trombosis
del injerto renal, 2 por mal apego y 11 por inmunosupresion diferente a tacrolimus a
los 6 meses de trasplante renal. Representando las caracteristicas

sociodemograficas en las siguientes tablas:

Tabla 6 Reporte por genero de pacientes con genotipificacion
Genero N %
Masculino 44 56.4
Femenino 34 43.6

Se describe que 44 pacientes representando un 56.4% se trata de pacientes
pediatricos del sexo masculino y el resto con un porcentaje de 43.6% son mujeres

del total de muestras incluidas para genotipificacion (Tabla 6).

La edad media reportada fue de 7 - 22 afos con un promedio de 12.75 afos de
edad, y desviacion estandar de 1.8 afios. En mas del 50% de los casos, la etiologia
de la enfermedad renal cronica terminal no se logréo determinar (Tabla 7). La

principal etiologia renal es la no determinada, teniendo en segundo lugar uropatias.

Tabla 7. Etiologia de Enfermedad Renal Crénica en los pacientes con
Trasplante Renal.
Etologia Numero %
No determinada 51 54.2
Uropatia 16 17
Glomerulopatia 7 7.4
Enfermedad Poliquistica Renal 2 2.1
Enfermedad hereditaria: Alport 1 1
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Nefroblastoma

LRA

La dialisis peritoneal constituyo la terapia de reemplazo renal mas frecuente en

los pacientes previo al trasplante (50.6 %) como se ve representado en la (Tabla

8).

Tabla 8. Terapia de Reemplazo Renal previo a Trasplante.

Numero %
Predialisis 3 3.8
Hemodialisis 19 24
Dialisis 40 50.6
Ambas 17 1.2

En el 73.4 % de los casos el tipo de donador de injerto renal predominante fue el

Donador vivo relacionado (Tabla 9).

Tabla 9. Tipo de Donador de injerto renal.

Numero %
Vivo relacionado 58 73.4
Muerte cerebral 19 24
Vivo no relacionado 2 25

La compatibilidad por grupo sanguineo al recibir trasplante en su mayoria fue

grupo sanguineo O Rh+ /O Rh + en un 48.8% y el resto es representado en la

tabla 10.
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Tabla 10. Compatibilidad por grupo sanguineo en pacientes que
recibieron trasplante renal.

Hemotipo Numero %
O+/0+ 44 55.6
O-/0+ 1 1.2
A+/O+ 4 5
A+/A+ 23 29.1
A+/AB+ 1 1.2
A-/A- 1 1.26
B+/B+ 5 6.3

La dosis media de tacrolimus a los 6 meses de trasplante fue de 0.12 +/- 0.04,

en la tabla 11 se demuestra el promedio de los estudios bioquimicos asociado al

metabolismo del tacrolimus.

Tabla 11. Estudios bioquimicos relacionados al metabolismo de

tacrolimus.
Valor Media DE
CrH 0.8 0.5
Cr6 0.8 0.3
FG 74.8 21.2
pH 7.37 0.04
Bicarbonato 231 3.3
Acido urico 5.7 1.45
K 4.9 0.45
Colesterol 140.5 33.3
Triglicéridos 141.2 64.1
TGO 25.7 10.2
TGP 35.7 15.2
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Glucosa 86.75 7.8
Nivel de tacrolimus 847 4.4

CrH: creatinina habitual. Cr6: creatinina a los 6 meses. FG: filtrado glomerular

Se demuestra en la Tabla 12 que el tipo de metabolizador lento es el mas
comun representando el 67%, en segundo lugar el metabolizador intermedio/lento
con 20.2%.

Tabla 12. Genotipos del alelo CYP3A5 y CYP3A4, frecuencia en 94
pacientes mexicanos que han recibido trasplante renal.
Tipo de metabolizador Numero %
Intermedio / Intermedio 7 7.4
Intermedio / Rapido 1 1
Intermedio / Lento 19 20.2
Rapido / Rapido 0 0
Lento / Lento 63 67
Rapido / Lento 4 4.2
Total 94 100

En la tabla 12 se muestra la prevalencia de los tipos de metabolizador en

pacientes con trasplante renal en tratamiento con tacrolimus.

Tabla 12. Genotipos del alelo CYP3A5 y CYP3A4, frecuencia en 94
pacientes mexicanos que han recibido trasplante renal.
Tipo de metabolizador Numero %
Intermedio / Intermedio 7 7.4
Intermedio / Rapido 1 1
Intermedio / Lento 19 20.2
Rapido / Rapido 0 0

77



Lento / Lento 63 67
Rapido / Lento 4 4.2
Total 94 100

11.1 Descripciéon comparativa

y bioquimicas.

Tabla 13. Comparacion de tipo de metabolizador con alteraciones clinicias

Variable L/L L/R I I/L IIR Valor de P
Acidosis

metabolica 17 1 0 3 0 0.36
Hipomagnesemia | 22 0 0 2 0 0.03
Hiperkalemia 7 0 1 1 0 0.84
Hiperuricemia 12 0 1 0 1 0.04
Dislipidemia 24 2 2 6 0 0.68
Transaminasemia | 15 1 2 2 1 0.28
Hiperglucemia 1 0 0 0 0 0.97
Toxicidad clinica 38 2 3 9 1 0.29
Biopsia: toxicidad | 12 0 0 2 0 0.55

Valor de p =< 0.05

y bioquimicas.

Tabla 14. Comparacion de tipo de metabolizador con alteraciones clinicias

Variable L/L | Otros | ValordeP | OR IIR | Valor de P
Acidosis metabolica 17 4 0.04 276 | 0.85 10.63
Hipomagnesemia 29 2 0.0005 8.95 | 2.16 61.29
Hiperkalemia 7 2 0.23 1.93 | 0.39 | 1445
Hiperuricemia 12 2 0.044 3.69 | 0.84 26.14
Dislipidemia 24 | 10 0.22 145 | 055 | 3.87
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Transaminasemia 15 6 0.27 141 | 048 45
Hiperglucemia 1 0 0.35 0.53 | 0.01 21.38
Toxicidad clinica 38 15 0.033 253 1 6.78
Tacrolimus sérico
20 1 0.0002 15.83 | 2.63 352.32
elevado
Biopsia: toxicidad 17 10 0.07 029 | 0.03 1.47
Valor de p =< 0.05

12 DISCUSION

Las implicaciones directas clinicas y bioquimicas demostradas por los IC en el
manejo del paciente con trasplante renal se relacionan de forma directa con la
funcion renal por la concentracion del medicamento determinada por su
farmacogenética donde se han implicado polimorfismos en genes como CYP3A5*2,
CYP3A5*3, CYP3A5*4, CYP3A5*6, CYP3A5*8, CYP3A5*9 y CYP3A5*10. Ejemplos
de estas variantes son los alelos CYP3A5*3 y CYP3A4*1B.

En la frecuencia de los alelos CYP3A5 exhibe variabilidad étnica segun reporte
de casos ya registrados. Se ha informado que el genotipo CYP3AS5 *1/*3 es mas
frecuente en afroamericanos en comparacién con los Asiaticos y Caucasicos donde

predominan los genotipos CYP3AS5 *3/*3 catalogados como metabolizadores lentos.

Se sabe que el 90% de la poblacidn mexicana se compone de mestizos que
exhiben una mezcla de ancestros amerindios, europeos Yy africanos.
Adicionalmente, se hicieron comparaciones entre los resultados observados en

Mexicanos con aquellos reportados para otros grupos étnicos.

La prevalencia del CYP3A*1 en nuestro centro hospitalario fue del 67.7% similar
a estudios previamente realizados, en el estudio realizado por Yi-Ping reporté en un
metaanalisis en donde fueron involucrados a 268 pacientes pediatricos con
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trasplante renal, representando en un 95% en frecuencia los portadores del
polimorfismo CYP3A5*1.

En este estudio se encontro la frecuencia de los alelos siguiente: CYP3A5*1/*1
(8.1%), CYP3A5*1/*3 (35.7%) y CYP3A5*3/*3 (56.12%) teniendo una frecuencia
similar a lo reportado por Sireen Shilbayeh en el 2007 en un estudio de 38 pacientes
donde encontro la frecuencia de los genotipos CYP3A5*1/*1 (5.3%), CYP3A5*1/*3
(10.5%)y CYP3A5*3/*3 (84.2%), teniendo como resultado estos genotipos similares
a los descritos en pacientes caucasicos y japoneses. Sin embargo, estas

frecuencias genotipicas eran diferentes a las poblaciones afroamericanas.

En México en el 2012 se realizd un estudio donde se encontré que el 52.2% de
los pacientes son metabolizadores lentos, muy similar al nuestro en el que
encontramos 52.7%, el 41.6% fueron metabolizadores intermedios, en el nuestro
fue de 36.1%, en ese estudio el 6.2% fueron metabolizadores rapidos en
comparacion con este estudio donde se encontré un nivel mas alto que fue del
26.1%.

Se han realizado estudios retrospectivos que han evaluado la dosificacién de
tacrolimus con base a la presencia del polimorfismo del gen CYP3AS5, Haufroid et al
sugieren utilizar una dosis inicial de 0.15 mg/kg/dia en portadores del alelo
CYP3AS5*1 y dosis mas baja en los homocigotos para el alelo CYP3A5*3 de 0.075
mg/kg/dia. En este estudio encontramos la asociacion de el tipo metabolizador lento
en relacion al nivel sérico elevado de tacrolimus encontrando un intervalo de
confianza adecuado con p de 0.0002 con un OR de 15.83 (IC 2.63 — 352.32).

Hesselink et al evalud la capacidad de optimizar la dosis inicial de tacrolimus con
base en el genotipo CYP3AS5 se encontro que en los pacientes en quienes se adapté
la dosificacion de acuerdo al genotipo se lograron niveles meta después de tres dias
en mayor proporcion que en el grupo control (43.2% vs 29.1%, P =0.03), ademas

de que se requirieron menor numero de ajustes a la dosis y menor tiempo para
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alcanzar niveles CO meta. 73 Los pacientes portadores de al menos una copia del
alelo CYP3A5*1 requieren una dosis de tacrolimus 50% mayor que los pacientes
con el genotipo CYP3A5*3/*3 para alcanzar los mismos niveles sanguineos. En este
estudio observamos que la presencia de los alelos CYP3A5*3 Y CYP3A4*1 en
forma homocigota se asocia a elevados niveles séricos de tacrolimus siendo
estadisticamente confiable (p de 0.0002, OR de 15.83, IC 2.63 — 352.32) lo cual nos
puede ayudar a decidir al ajuste de dosificacién del medicamento y manteniéndonos
en alerta sobre el riesgo de nefrotoxicidad y permiti€éndonos tener mejor control de

las alteraciones clinicas y bioquimicas generadas por este medicamento.

En el estudio realizado por Reyes en el 2008 da a conocer que nuestra poblacion
es portadora de estas variantes en una frecuencia que difiere de lo reportado en
otros paises (CYP3A4 en el 8 a 8.8% en mexicanos, diferente del 20-60% en
poblaciones asiaticas o africanas). En este estudio se encontré un porcentaje de
12.9%. Ademas nos informa que la variante CYP3A5*3 es mucho mas frecuente
(mas del 60%) en nuestro estudio fue de 92.8%.

Los estudios que han evaluado la relacion entre el genotipo CYP3AS y la
nefrotoxicidad aguda y cronica han aportado resultados contradictorios. En este
estudio se encontré una p de 0.07 la cual no es estadisticamente significativa entre
la asociacion de la presencia de metabolizadores lentos y toxicidad por tacrolimus
por biopsia, sin embargo se requiere mayor cantidad de muestra ya que no todos
los pacientes cuentan con biopsia renal. Glowacki et al en su estudio de 209
pacientes con seguimiento a dos afos, encontraron nefrotoxicidad crénica
documentada por biopsia en un 50% de los homocigotos para el alelo CYP3A5*3

comparado con los metabolizadores intermedios o extensivos.

En el estudio de Quteineh, que incluy6 a 136 pacientes no se encontrd asociacion
entre el polimorfismo del CYP3AS y la nefrotoxicidad. Al igual que nuestro estudio
sin embargo el tamano de muestra es mas pequefo que el estudio realizado por

Glowacki. En un meta-analisis de estudios observacionales que incluyé 363
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pacientes trasplantados renales con seguimiento a 10-12 meses no se encontrd
asociacion entre el polimorfismo del gen CYP3A5 y la nefrotoxicidad aguda,
mientras que para nefrotoxicidad cronica se incluyeron 867 pacientes con
seguimiento a 50 meses y se encontré un riesgo incrementado en aquellos
portadores de al menos una copia del alelo CYP3A5*1 (OR=2.42, IC 95%1.51-3.9;
12=0%). En este mismo grupo de pacientes se encontrd un riesgo incrementado de
rechazo agudo (OR 1.32, IC 95% 1.02-1.71, 12=3%). %7

Se concluye que el riesgo incrementado de nefrotoxicidad en los portadores del
alelo silvestre es secundario al acumulé de metabolitos de tacrolimus debido al
menor metabolismo del farmaco en los pacientes con la enzima CYP3AS5 funcional

en comparacion con los portadores del genotipo CYP3A5*3/*3 (no expresores).

13 CONCLUSIONES

e En este estudio se encontré que el metabolizador lento es el mas comun
tanto para los alelos CYP3A4 y CYP3AS como se observa en la tabla 12.
Siendo una prevalencia similar a estudios previamente realizados en
nuestro pais.

e Laprevalencia es similar a estudios realizados en caucasicos y japoneses.

e Se encontro asociacion estadisticamente significativa entre la presencia
del genotipo para metabolizador lento homocigoto con elevacién del nivel
sérico de tacrolimus, toxicidad bioquimica a expensas de
hipomagnesemia, acidosis metabdlica e hiperuricemia y con
manifestaciones clinicas de toxicidad. No se encontré significancia
estadistica con la presencia de transaminasemia, dislipidemias y elevacion
de glucosa ya que dichas alteraciones pueden estar dadas por otros
farmacos como esteroides que se usan en todos los pacientes como parte
del tratamiento inmunosupresor.

e El conocer el genotipo de los pacientes ayudaria a la dosificacion inicial y

de mantenimiento del tacrolimus ya que se encontr6 evidencia
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estadisticamente significativa entre el nivel sérico y el tipo de
metabolizador de cada paciente, evitando las complicaciones por este
farmaco que afectan a la morbilidad del paciente y vida del injerto renal.

En este estudio se encontr6é una p de 0.07 la cual no es estadisticamente
significativa entre la asociacion de la presencia de metabolizadores lentos
y toxicidad por tacrolimus por biopsia, sin embargo se requiere mayor
cantidad de muestra ya que no todos los pacientes cuentan con biopsia
renal. En los estudios realizados por Glowacki y Rojas con mayor cantidad
de muestra se encontro asociacion estadisticamente significativa entre la

presencia de nefrotoxicidad y el tipo de genotipo de CYP3AS.
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15 ANEXOS

15.1 Anexo 1 Hoja de recoleccién de datos

%
Analisis de la asociacion de los polimorfismos CYP3A5*3 y CYP3A4*1B con la
presencia de rechazo, alteraciones clinicas y bioquimicas en pacientes con
trasplante renal tratados con tacrolimus

Folio:
Fecha: Edad: Sexo: M F

Fecha de nacimiento:

Datos sociodemograficos:
Donante: Edad: Genero:

Peso: Talla: IMC: Percentil

Condicioén clinica y datos bioquimicos:
Diagnéstico de enfermedad renal crénica:

Causa de enfermedad renal cronica:

Fecha de trasplante: Isquemia fria: caliente:

Tipo de tratamiento sustitutivo tiempo:

Tratamiento actual:

Induccion Dosis de tacrolimus:
HLA/compatibilidad:
Apego: Marca:

Laboratorio

Hb Hto FG
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Cr basal Albumina Glucosa

Cr habitual

Cr actual

TGO TGP GGT

pH/HCO3 Mg Acido urico
k

Triglicéridos Colesterol Nivel 6

meses
Medicamentos
AINES Corticoides Antihipertens
ivos

Antimicéticos Anticonvuls Procinéticos
ivantes

Antiacidos Antibioticos Antifimicos

Clinico

Temblor Hiperplasia Tension
gingival arterial

Infecciones

Malignidad

Disfuncién

injerto

Genotipo

Biopsia




15.2 Anexo 2 Consentimiento informado

o INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
@ UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD

I MSS COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROTOCOLOS DE INVESTIGACION:

Nombre del estudio: Analisis de la asociacion de los polimorfismos CYP3A5*3 y
CYP3A4*1B con la presencia de rechazo, alteraciones clinicas y bioquimicas en pacientes
con trasplante renal tratados con tacrolimus

No. de registro:
Guadalajara, Jalisco a de del 2018/2019

JUSTIFICACION Y OBJETIVO DEL ESTUDIO: Se me ha explicado que la finalidad del
estudio es buscar la probabilidad de riesgo al rechazo del trasplante renal, asi como
alteraciones clinicas y en sangre, lo cual puede ocasionar que disminuya la funcion del
trasplante renal de mi hijo. Se tomara la cantidad de sangre sobrante de los estudios de
rutina realizados en el laboratorio. Se me ha explicado de manera clara, con palabras
entendibles, hasta satisfacer mi deseo de informacién, el motivo para la realizacién de este
estudio y que la participacion de mi hijo implica lo siguiente:

PROCEDIMIENTO: Se me inform6 que para hacer el estudio se tomara sangre por parte
de laboratorio dentro de sus examenes de rutina y como parte del seguimiento de su
enfermedad, dejando un sobrante para este estudio y después se haran estudios de genes
(material dentro de la célula) por médico especialista para conocer la presencia de
alteraciones en dichos genes que se pueden asociar a la presencia de rechazo, alteraciones
en el trasplante renal, clinicas y en sangre con el uso de tacrolimus. De tal manera que no
sera necesaria una puncion venosa extra. La muestra de sangre sera guardada en un
espacio fisico denominado genoteca durante 10 afos, la cual fue iniciada con la
autorizacion del proyecto con numero de registro 2014-1302-42. Se me aclaré que la
informacion que se obtenga de mi hijo sera guardada confidencialmente, en un expediente
fisico (en papel) bajo llave y en una base de datos electronica (en un programa de
computadora) a los cuales s6lo tendran acceso el investigador responsable y los médicos
que son colaboradores de esta investigacion.

POSIBLES RIESGOS Y MOLESTIAS: Se me explico que se trata de un estudio con riesgo
minimo que implica toma de muestra por puncién en la vena. Las molestias relacionadas a
la toma de muestra sanguinea pueden ser morete, sangrado minimo y dolor las cuales
duran menos de 2 semanas. Dicha muestra se tomara del sobrante de sus estudios de
sangre de rutina. Se me explicé que es mayor el beneficio que el riesgo.
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BENEFICIO: Se me explicé que se podra beneficiar a otros nifios ya que este estudio
ayudara a los médicos a saber sobre el tratamiento de otros nifios de acuerdo a los
resultados. También se me explicé que por medio de este estudio podremos saber si mi
hijo tiene mayor riesgo de rechazo del injerto renal, alteraciones en el trasplante renal o
alteraciones clinicas y en sangre asociado al uso de tratamiento con tacrolimus, permitiendo
a los médicos poder darse cuenta a tiempo y asi poder hacer ajustes en el tratamiento,
tener mejor funcion y duracion del injerto renal.

INFORMACION SOBRE RESULTADOS Y ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTO: Se me
explicd que al terminar el estudio podré saber el estado de mi hijo, se podra dar a conocer
el resultado genético y se podran hacer ajustes en su tratamiento.

PARTICIPACION Y RETIRO: Manifiesto que la participacion en este estudio es de mi
voluntad y de mi hijo, sin ninguna presion y que en cualquier momento que yo lo decida
podré retirar a mi hijo del estudio, pudiendo no decir el motivo. No recibiré dinero por
participar en el estudio.

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD: Se me dijo que la informacion que se tenga con el
estudio de mi hijo, se me dara a conocer y que al acabar el estudio se identificara con un
numero sin dar a conocer el nombre u otros datos como su nombre con los que puedan
reconocerlo.

Previo asentimiento de mi hijo acepto lo siguiente:

|:| No autorizo que se tome la muestra.
|:| Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

|:| Si autorizo que se tome la muestra para este estudios y estudios futuros.

Nombre y firma padre o Nombre y firma de quien obtiene el tutor o
representante legal consentimiento

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas al estudio podra dirigirse con los investigadores responsables:
Dra. Diana Marisela Bonilla Ruvalcaba, residente de nefrologia en esta unidad, celular 3318211827 y/o Dra.
Santa Ramirez Godinez, Jefe del servicio de Nefrologia Pediatrica de la UMAE Hospital de Pediatria CMNO,
Teléfono: 3331713613 y/o Dra. Elvira Torres Infante, Médico Especialista en Nefrologia Pediatrica, Dialisis y
Trasplante Pediatrico. Maestra en Ciencias Médicas. UMAE Hospital de Pediatria, CMNO, del Instituto
Mexicano del Seguro Social. Teléfono: 339683370. En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como
participante podra dirigirse al Comité Local de Etica en Investigacion 1302 del IMSS, Avenida Belisario
Dominguez No. 735, colonia independencia, Guadalajara, Jalisco CP 44340. Teléfono 3336683000 extension
32696 y32697.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision de Etica de
Investigacion de la CNIC del IMSS, Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la unidad de Congresos,
colonia Doctores, México, D.F, CP 06720. Teléfono 5556276900 extension 21230, Correo electronico:
comiion.etica@imss.gob.mx
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Anexo 2 Asentimiento informado

-

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
@ UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

Y POLITICAS DE SALUD

IM$ COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO EN MENORES DE EDAD
(NINOS Y PERSONAS CON DISCAPACIDAD)

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROTOCOLOS DE INVESTIGACION:

Nombre del estudio: Analisis de la asociacion de los polimorfismos CYP3A5*3 y
CYP3A4*1B con la presencia de rechazo, alteraciones clinicas y bioquimicas en
pacientes con trasplante renal tratados con tacrolimus.

No. de registro:
Guadalajara, Jalisco a de del 2019

JUSTIFICACION Y OBJETIVO DEL ESTUDIO: Se me ha explicado que el estudio
es para buscar si hay mayor riesgo de rechazo de mi trasplante renal, alteraciones
clinicas y en sangre lo cual puede ocasionar que disminuya la funcion de mi
trasplante renal. Se me tomara la cantidad sobrante de sangre, la cual se toma de
mis estudios de rutina. Se me ha explicado de manera clara, con palabras
entendibles el motivo para la realizacion de este estudio y que mi participacion
implica lo siguiente.

PROCEDIMIENTO: Se me informo6 que para hacer el estudio se me tomara sangre
de mis examenes de rutina dejando un sobrante para este estudio donde se
analizara la presencia de alteraciones genéticas (material que existe dentro de mis
células) que se pueden asociar a la presencia de rechazo, alteraciones en mi
trasplante renal, alteraciones clinicas y en sangre con el uso de tacrolimus.
POSIBLES RIESGOS Y MOLESTIAS: Se me explicé que se trata de un estudio
con riesgo minimo que implica toma de muestra por punciéon de mi vena. Las
molestias relacionadas a la toma de muestra sanguinea pueden ser morete,
sangrado minimo y dolor y se me explicé que no duran mas de 2 semanas. Dicha
muestra se tomara del sobrante de mis estudios de sangre de rutina y seguimiento.
BENEFICIO: Se me explicd que con estos resultados se pueden ayudar a otros
nifos, ademas se me explico que por medio de este estudio podré saber si tengo
mayor riesgo de rechazo, alteraciones en mi trasplante renal o alteraciones clinicas
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y en sangre asociado al uso de tratamiento con tacrolimus, permitiendo a los
meédicos poder darse cuenta a tiempo y asi poder hacer ajustes en mi tratamiento,
tener mejor funcién y duracion de mi trasplante renal.

INFORMACION SOBRE RESULTADOS Y ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTO:
Se me explicod que al terminar el estudio podre saber mi estado, se me podra dar a
conocer el resultado genético.

PARTICIPACION Y RETIRO: La participacion en este estudio es de mi voluntad,
sin ninguna presién y en cualquier momento que yo lo decida podré retirarme,
pudiendo no decir el motivo. No recibiré dinero por participar en el estudio.
PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD: Se me dijo que la informacidn que se tenga
con el estudio, se me dara a conocer y que al acabar el estudio se identificara con
un numero sin dar a conocer mi hombre u otros datos con los que puedan
reconocerme.

[] No autorizo participar
[] Si autorizo participar para este estudio.
[ ] Si autorizo participar para este estudios y estudios futuros.

Por favor escribe tu nombre en la siguiente linea si estas de acuerdo en participar
en este estudio:

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas al estudio podra dirigirse con los investigadores
responsables: Dra. Diana Marisela Bonilla Ruvalcaba, residente de nefrologia en esta unidad, celular
3318211827 y/o Dra. Santa Ramirez Godinez, Jefe del servicio de Nefrologia Pediatrica de la UMAE
Hospital de Pediatria CMNO, Teléfono: 3331713613 y/o Dra. Elvira Torres Infante , Médico
Especialista en Nefrologia Pediatrica, Dialisis y Trasplante Pediatrico. Maestra en Ciencias Médicas.
UMAE Hospital de Pediatria, CMNO, del Instituto Mexicano del Seguro Social. Teléfono: 339683370.
En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse al Comité
Local de Etica en Investigacion 1302 del IMSS, Avenida Belisario Dominguez No. 735, colonia
independencia, Guadalajara, Jalisco CP 44340. Teléfono 3336683000 extension 32696 y 32697.
En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision
de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS, Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la
unidad de Congresos, colonia Doctores, México, D.F, CP 06720. Teléfono 5556276900 extension
21230, Correo electrénico: comiion.etica@imss.gob.mx
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Anexo 2 Consentimiento informado

Carta de consentimiento informado utilizada en el proyecto con niumero de
registro 2014-1302-42

[ N INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
@ Y POLITICAS DE SALUD
IMSS COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
(MENORES DE EDAD)

Lugar y Fecha: Guadalajara, Jalisco, a de de 20__.

Por medio de la presente le pedimos su autorizacion para incluir a su hijo (a):

con numero de afiliacion:

en el proyecto de investigacion titulado:

Asociacién del polimorfismo IL-6 -174G>C con las concentraciones séricas de
IL-6 en pacientes pediatricos con Enfermedad Renal Crénica Terminal.

Registrado ante el Comité Local de Investigacion en Salud 1302 con el numero:
2014-1302-42. El objetivo de este estudio es analizar algunos genes que participan
en la respuesta inflamatoria de la Enfermedad Renal, con el propédsito de conocer
mas su influencia sobre la aparicion de complicaciones y su evolucién final. Le
pedimos a Ud. su autorizacion para analizar el material genético (ADN) de las

células de su hijo(a).

Su participacion en esta investigacion consistira en: a) Responder a las preguntas
que permitan conocer su historia clinica b) Permitir que se extraiga el ADN del
sobrante de un tubo de sangre que se le tomo a su hijo para sus estudios clinicos
de rutina, una vez que el laboratorio de analisis clinico haya concluido su estudio y
c) Si es necesario, acceder a repetir alguno de los procedimientos anteriores a fin
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de corroborar algun dato, estudio o completar la cantidad de muestra. Debido a que
se utilizara el sobrante de la muestra de sangre que se le toma a su hijo(a) para su
evaluacion clinica de rutina, su participacion no implica maniobras adicionales que

puedan perjudicar su integridad fisica.

No se le otorgara ninguna compensacion econdmica derivada de la participacion
de su hijo en este proyecto de investigacion. No recibira ningun beneficio directo por
su participacion; sin embargo, los resultados del estudio permitiran un avance en el
conocimiento de la enfermedad que se diagnostico a su hijo, al conocer algunos de

los tipos de genes que intervienen en su evolucion.

Usted tiene el derecho de negarse a aceptar que su hijo sea incluido en este
estudio y cualquiera que sea su decision; ésta no afectara la calidad de la atencion
meédica que se merece derechohabiente del Instituto.

Es necesario mencionar que la informacién que se obtenga de su hijo sera
guardada confidencialmente, en un expediente fisico (en papel) bajo llave y en una
base de datos electronica (en un programa de computadora) a los cuales solo
tendran acceso el investigador responsable y los médicos que son colaboradores
de esta investigacion. Como medida adicional de seguridad en la proteccion de la
informacion que obtengamos de su familiar, la muestra sera etiquetada con un
numero de identificacion y solo los investigadores colaboradores del proyecto
conoceran a quién pertenece dicho numero. También le hacemos de su
conocimiento que la informacion obtenida se unira a la de otras personas que
acepten participar y cuando se presente en congresos o articulos cientificos, se
realizaran de forma grupal y no se revelara en ningun momento la identidad de su
familiar. En caso de que, terminado este proyecto, sobrara algo de su muestra, le
pedimos su autorizacion para emplearla en otros estudios relacionados, siempre y

cuando lo autorice también un comité de ética en investigacion autorizado.

Usted tiene derecho a solicitar informacién para aclarar cualquier duda que se le
presente acerca de los procedimientos que se lleven a cabo, los riesgos, los
beneficios o cualquier otro asunto relacionado con esta investigacion. Puede
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obtener informacion llamando al teléfono 36683000, ext. 31720, con la Dra. Elvira
Torres Infante. En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como
participante en este proyecto de investigacion, puede dirigirse al: Comité Local de
Investigacion y Etica en Salud No 1302, del Hospital de Pediatria, en el area de
Investigacion en Salud ext. 31664.

En caso de que, terminado este proyecto, sobrara algo de su muestra, le pedimos
su autorizacion para emplearla en otros estudios relacionados, siempre y cuando lo
autorice también un comité.

Si autorizo que se tome la muestra sélo para este estudio

Si autorizo que se tome la muestra para este y futuros estudios.

NOMBRE Y FIRMA DE AMBOS PADRES O TUTOR O DEL REPRESENTANTE
LEGAL

NOMBRE, FIRMA Y MATRICULA DEL INVESTIGADOR PRINCIPAL

NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO NOMBRE Y FIRMA DEL TESTIGO
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15.3 Anexo 3 Carta de Confidencialidad

Guadalajara, Jalisco a del 2019

El C. Santa Ramirez Godinez Investigador responsable del proyecto titulado
“Analisis de la asociacién de los polimorfismos CYP3A5*3 y CYP3A4*1B con la
presencia de rechazo, alteraciones clinicas y bioquimicas en pacientes con
trasplante renal tratados con tacrolimus”, con domicilio ubicado en Av. Belisario
Dominguez No. 735, Colonia Independencia. C. P 44340. Guadalajara, Jalisco; a
16 de junio del 2019, me comprometo a resguardar, mantener la confidencialidad y
no hacer mal uso de los documentos, expedientes, reportes, estudios, actas,
resoluciones, oficios, correspondencia, acuerdos, directivas, directrices, circulares,
contratos, convenios, instructivos, notas, memorandos, archivos fisicos y/o
electronicos, estadisticas o bien, cualquier otro registro o informacién que
documente el ejercicio de las facultades para la evaluacion de los protocolos de
investigacion, a que tenga acceso en mi caracter investigador responsable, asi
como a no difundir, distribuir o comercializar con los datos personales contenidos
en los sistemas de informacidén, desarrollados en el ejercicio de mis funciones como

investigador responsable.

Estando en conocimiento de que en caso de no dar cumplimiento se estara
acorde a la sanciones civiles, penales o administrativas que procedan de
conformidad con lo dispuesto en la Ley Federal de Transparencia y Acceso a la
Informacion Publica Gubernamental, la Ley Federal de Proteccidon de Datos
Personales en Posesion de los Particulares y el Codigo Penal del Estado de Jalisco,
a la Ley Federal de Proteccion de Datos Personales en Posesion de los Particulares,

y demas disposiciones aplicables en la materia.

Acepto

Nombre y firma
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15.4 Anexo 4 Medicamentos que interfieren con el

metabolismo de inhibidores de calcineurina 1%

Grupo que inhiben CYP 450 - disminuyen metabolismo - aumentan concentracion:

O

Bloqueadores de canales de calcio: diltiazem, nicardipina, verapamilo,
nicardipino y nifedipino.

Antimicéticos: Fluconazol, Itraconazol, ketoconazol, clotrimazol.

Antibidticos: Claritromicina, Eritromicina, Quinupristina/Daldopristina,
rifampicina, rafabutina e isoniazida.

Glucocorticoides: Prednisona o deflazacort

Farmacos gastrointestinales: Metoclopramida y cisaprida

Otros: Alopurinol, Bromocriptina, Coichicina, Danazol, Amiodarona, antiacidos
(omeprazol) y AINES

Grupo que inducen CYP450 - aumentan metabolismo - disminuyen concentracion:

O

O

O

Antibioticos: Rifampicina, Nafcilina, rifabutina e isoniazida
Antlconvulsivantes: Carbamacepina, Fenobarbital, Fenitoina.
Otros: Ocreotido, Tidopidina, Orlistat.
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15.5 Anexo 5 Encuesta de apego a tratamiento 12

Numero de registro:

1) ¢Se le olvida alguna vez tomar sus medicinas?

2) A algunas personas se les pasa tomarse sus medicinas por otras razones y
no un simple olvido. Si recuerda las ultimas dos semanas ¢hubo algun dia
en el que se le olvidé tomar la medicina?

3) ¢Alguna vez ha reducido la dosis o directamente dejado de tomar la medicina
sin decirlo a su medico por que sentia peor al tomarla?

4) Cuando viaja o esta fuera del hogar ¢ se le olvida la medicina alguna vez?

5) ¢ Tomo su medicina ayer?

6) ¢Cuando siente que su enfermedad esta bajo control, deja a veces su
medicina?

7) Tomar medicamentos cada dia puede ser un problema para muchas
personas ¢Con qué frecuencia tiene dificultades para recordar todas sus
medicinas?

o Nunca o casi nunca

o Raravez

o Algunas veces

o Habitualmente

o Siempre
Alta adherencia: 0

Buena adherencia: 1 — 2

Baja adherencia: 3-8
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15.6 Anexo 6 Valores séricos de referencia 1%

Creatinina mg/dL

Recién nacido 0.3-1.0

Menor de 2 afos 0.2-0.4

Mayor de 2 afios 0.3-0.7

Adolescente 0.5-1.0

Hombre 0.9-1.3

Mujer 0.6-1.1

Albumina (U/L) Masculino Femenino
1-6 meses 2.8-4.6 2.9-4.2
6-12 meses 2.8-4.8 3.3-4.8
1-3 afios 3.4-4.2 3.4-4.2
4-6 anos 3.5-5.2 3.5-5.2
7-9 afnos 3.7-5.6 3.7-5.6

Glucosa mg/dL

Menores de 16 afos 60-100

Mayores de 16 afios 70-105

Potasio mEq/L

Recién nacido 3.7-5.9

Menos de 2 afos 4.1-5.3

Mas de 2 afos 3.4-4.7

Adulto 3.5-5.1

Magnesio mg/di 1.5a25

Acido urico mg/dI

0 a 30 dias 1.0-4.6

1a 12 meses 1.1-5.6

1 a5 anos 1.7-5.8

6 a 11 afos 2.2-6.6

12 a 19 anos nino / nina

3.0-7.712.7-5.7

Bicarbonato mEq/L

Recién nacido 17 a 24
2 meses a 2 anos 19a24
Mayor de 2 afios 22 a 26

Colesterol mg/di

Nifos

Menos de 200

LDL

Menos de 130
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Triglicéridos mg/di Nifo Nifa
0 a7 dias 21-182 28-166
8 dias a 1 mes 30-184 30-165
1 a3 meses 40-175 35-282
3 a 6 meses 45-291 50-355
6 meses a 1 ano 45-501 36—431
1 a3 anos 27-125 27-125
4 a 6 anos 32-116 32-116
7 a 9 afnos 28-129 28-129
10 a 19 anos 24-145 37-140
Alanino aminotransferasa (U/L) Masculino Femenino
1-3 anos 1-25 5-45
4-6 anos 4-35 10-25
7-9 afos 5-45 10-35
10-11 anos 10-25 10-30
11-13 afios 10-35 10-30
14-15 anos 10-35 5-30
Aspartato aminotransferasa (U/L) | Masculino Femenino
1-3 afios 20-60 20-60
4-6 anos 15-50 15-50
7-9 afnos 15-40 15-40
10-11 afios 10-60 10-40
11-13 anos 15-40 10-30
14-15 anos 15-40 10-30
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