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1. ABREVIACIONES

A Base nitrogenada adenina

ABC Area bajo la curva de la concentracion plasmatica contra tiempo
ADN Acido desoxirribonucleico

AMF Acido micofendlico

AMP Adenosin mono fosfato

ATP Adenosin-trifosfato

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

bp Par(es) de base(s)

C Base nitrogenada citosina

CYP Citocromo P450

°C Grado Celsius o centigrado

Co Concentracion en valle del farmaco
Cmin Concentracidon minima del farmaco
Cmax Concentracidn maxima de farmaco
CTP Citosin-trifosfato

dNTPs Desoxinucleétidos trifosfatados

D Dosis

d Dia

DAG Diacilglicerol

EDTA-K2 Etilén-diamino-tetracético-dipotasico
ERCT Enfermedad Renal Crénica Terminal
EVE Everolimus

DVR Donador vivo relacionado

DF Donador fallecido o donador cadavérico
FKBP Proteina de union a tacrolimus

g Gramo

GM-CSF Factor estimulador de colonias granulocito macréfago
G Base nitrogenada guanina

GTP Guanosin trifosfato

h Hora

HIMFG Hospital Infantil de México, Federico Gomez
HLA Antigeno linfocitario humano del complejo mayor de histocompatibilidad
HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion
IRC Insuficiencia renal crénica

IFNy Interferon gama

IL-2 Interleucina 2

IC Inhibidor de calcineurina

IMPDH Inosin-monofosfato deshidrogenasa

IP3 Inositol trifosfato

7 Ji cuadrada

kg Kilogramo

KDa Kilodaltones

L Litro

m? Metros cuadrados

min Minutos

mg Miligramos

mL Mililitros

ub Microlitros



mM
uM
MMF
MRP-2
MPA
NAPRTCS
NFAT
NF«B
ng

n
NADPH
PA-1
PCR
pM
pmh
pmol
PKC
Pred
Prdl

SC

seg

Sir
SNP

Tac
TFG
TFGc
TCR
TNF«a
Tmax
tue
TTP
TR
vd
UGT
u.m.a.
uv
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Milimolar

Micromolar

Micofenolato de mofetilo

Proteina de resistencia a multiples farmacos 2
Acido micofendlico

North American Pediatric Renal Trials and Collaborative Studies
Factor nuclear activador de linfocitos T
Factor Nuclear kB

Nanogramos

Tamafo de muestra

Nicotin adenin dinucleétido reducido
Activador de proteina 1

Reaccion en cadena de la polimerasa
Picomolar

Por millén de habitantes

Picomoles

Proteincinasa C

Prednisona

Prednisolona

Superficie corporal

Segundos

Sirolimus

Polimorfismo en una sola base

Base nitrogenada timina

Tacrolimus

Tasa de filtracion glomerular

Tasa de filtrado glomerular calculada
Receptor de células T

Factor de necrosis tumoral alfa
Tiempo maximo

Tiempo de vida media, tiempo medio de eliminacién
Timidin trifosfato

Trasplante renal

Volumen de distribucion

Glucoronil transferasa

Unidad de masa atomica

Ultravioleta
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2. RESUMEN

INTRODUCCION: El trasplante renal, es el tratamiento de eleccién en la enfermedad renal
crénica terminal tanto en nifios como en adultos. Tacrolimus, es el farmaco inmunosupresor de
mantenimiento mas utilizado a nivel mundial para evitar el rechazo del injerto. Tacrolimus tiene
un estrecho indice terapéutico y variabilidad intra e interindividual que hace necesario el
monitoreo farmacolégico constante para su dosificacion. EI metabolismo de tacrolimus esta
relacionado con las enzimas del citocromo P450 llamadas CYP3A5. Hay evidencia de que la
variabilidad en los genes que codifican para estas enzimas del citocromo P450 llamadas
CYP3AS, impacta en el metabolismo del farmaco. Los genotipos de CYP3A5 mas comunmente
descritos son AA 1*1 (*1*1), AG 1*3 (*1*3) ambos denominados expresadores de proteinay GG
3*3 (*3*3) denominado no expresador de la proteina. Las variantes alélicas expresadoras
metabolizan mas rapidamente tacrolimus, mientras que las no expresadoras lo metabolizan de
forma lenta. Los niveles valle objetivo, traducen indirectamente efectividad y toxicidad por el
farmaco, la prediccién del rango de dosificacion entre ambas condiciones se hace complicada
pero necesaria. Actualmente se proporciona una dosis inicial estandar de tacrolimus después del
trasplante renal, que se ajusta segun los niveles en sangre en la mayoria de los centros de
trasplante pediatrico a nivel mundial.

Los objetivos del presente estudio fueron determinar si la administracion de la dosis inicial de
tacrolimus segun el genotipo CYP3Ab5, permitia alcanzar niveles valle objetivo del farmaco, mas
efectivamente (en la primera semana después del trasplante) y subsecuentemente disminuir el
numero de episodios de rechazo y de toxicidad asociadas a en el primer afio de seguimiento.

MATERIAL Y METODOS: Se realizé un ensayo clinico no aleatorizado, cegando a los sujetos
de estudio, de una cohorte de pacientes pediatricos, en protocolo de trasplante renal. Los
polimorfismos para el genotipo de CYP3A5 se determinaron por secuenciacion directa antes del
trasplante. Se incluyeron todos los pacientes que recibieron tacrolimus en la primera semana
después del trasplante. Se excluyeron aquellos que no contaban con muestra suficiente o su
resultado fue no concluyente para la genotipificacion. La dosis inicial de tacrolimus se administré
en dos grupos. A) Grupo de asignaciéon de dosis de acuerdo con el genotipo de CYP3A5: AA
*1*1, al menos 0.20 mg/kg/dia, AG *1*3: al menos 0.15 mg/kg/dia, GG *3*3, al menos 0.10
mg/kg/dia; B) Grupo de dosis convencional: dosis maxima de 0.10 mg/kg/dia, sin importar
genotipo; con ajuste de dosis para alcanzar niveles valle del farmaco de acuerdo con el objetivo
por tiempo de trasplante.

RESULTADOS: Un total de 81 pacientes se reclutaron y se siguieron por doce meses, de los
cuales 41 recibieron la maniobra de dosis convencional, la media de edad fue de 13.3 afios, 52%
fueron del género femenino. El diagnéstico mas frecuente de ERC fue CAKUT 28%, seguido por
enfermedades glomerulares 23%, y causas desconocidas 43%. Recibieron trasplante de
donador cadavérico 56% y 75% tuvieron riesgo intermedio para CMV. Los pacientes con genotipo
AA 1*1 fueron un 7%, AG 1*3, 38% (expresadores de la proteina) y GG 3*3 54% (no
expresadores de la proteina). Interesantemente el porcentaje de no expresadores fue mayor en
el grupo de dosis convencional 29.6% que en el grupo de asignacion de dosis 16.1%, p=0.04.
La media de dosis inicial de Tac y niveles valle alcanzados en las seis semanas de seguimiento
inicial en el grupo de dosis convencional fue de 0.125 + 0.118 mg/kg/diay 9.7 £ 9.2 ng/L, mientras
gue en el grupo de asignacion fue de 0.201 + 0.187 mg/kg/dia y 8.9 + 8.4 ng/L p= p=<0.0001y
p=0.029 respectivamente, alcanzando niveles mas altos con menor dosis el grupo de dosis
convencional.

No existieron diferencias en el tiempo en estar dentro de los niveles valle objetivo de tacrolimus
(8-10 ng/L) en las primeras seis semanas después del trasplante entre ambos grupos, 75% de
los sujetos en el grupo de dosis convencional se tardaron 2 semanas mientras que el grupo de
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asignacion 3 semanas, log-rank=0.16. El modelo de regresiéon de Cox mostré que existe un
incremento de 42% en la probabilidad mayor de mantener niveles valle dentro del objetivo (8-10
ng/L) durante las primeras seis semanas después del trasplante dependié Unicamente de los
niveles de albimina séricos promedios de 3.5 g/dL (HR 0.58 IC 95% 0.35-0.98 SE 0.264), sin
embargo tener el genotipo expresador mostré un aumento en la probabilidad de alcanzar el
minimo de niveles objetivo (=8 ng/L) en un 33% (HR 0.67, IC 95% 0.45-0.98, SE 0.196).

No hubo diferencias en el riesgo de presentar episodios de rechazo (OR 0.86, IC 95% 0.26-2.84,
SE 0.606) o nefrotoxicidad (OR 5.85, IC 95% 0.60-56.8, SE 1.161), en el seguimiento a 12 meses
entre ambos grupos tampoco, tomando en cuenta la capacidad para alcanzar niveles durante la
primera semana, porcentaje de PRA I, Il y presencia de anticuerpos DSA antes del trasplante.
Las regresiones lineales de las dosis de tacrolimus y niveles no mostraron diferencias
significativas entre el grupo de dosis convencional, r’=0.0003, p=0.78, y el grupo de asignacion,
r?=0.0008, p=0.67. Sin embargo, las deltas de niveles en ambos grupos mostraron una relacién
lineal, dosis convencional, r>=0.14, p=<0.0001 y asignacién de dosis, r?=0.08, p=<0.000.1

En el analisis de subgrupos, hubo diferencias estadisticamente significativas entre los genotipos
dentro de los respectivos grupos de intervencion y control para los niveles de tacrolimus
alcanzados (C: p=<0.0001; A: p=0.005), el promedio de dosis acumulada (C: p=<0.0001; A:
p=<0.0001) y el promedio de niveles de tacrolimus acumulados (C: p=<0.0001; A: p=<0.0001),
sin embargo Unicamente el delta de dosis para el grupo de asignacion entre genotipos presenté
diferencias significativas (p=0.017) sin que esto afectara el delta de niveles de ambos grupos (C:
p=0.93, A: p=0.46). De las regresiones lineales por subgrupos de genotipo el inico que presento
consistentemente una relacién lineal entre nivel vs dosis y delta de nivel vs delta de dosis de
tacrolimus fue el genotipo AG 1*3 (r>=0.031, p=0.02 y r>=0.168, p=<0.0001 respectivamente).

CONCLUSIONES: No mostraron diferencias estadisticamente significativas en el tiempo en
alcanzar niveles valle de tacrolimus dentro del rango objetivo, en las primeras seis semanas de
seguimiento (log-rank=0.16), ni en los eventos de rechazo (OR 0.86, IC 95% 0.26-2.84, SE 0.606)
y nefrotoxicidad (OR 5.85, IC 95% 0.60-56.8, SE 1.161) comprobados por biopsia a los doce
meses de seguimiento, entre el grupo de dosis convencional y el grupo de asignacién de dosis.
Sin embargo, el grupo de dosis convencional mostré una frecuencia mas alta de nefrotoxicidad
por inhibidores de la calcineurina (6 Vs 1%). Los analisis por subgrupo demostraron que a pesar
de las diferencias significativas en el delta de dosis en el grupo de asignacién de dosis (p=0.017)
no impacté en la delta de niveles para el mismo grupo (p=0.46), comportdndose muy similar que
el grupo de dosis convencional (p=0.93). Al categorizar por genotipo, existié una regresion lineal
estadisticamente significativa en las deltas de dosis y delta de niveles principalmente para el
genotipo A*G 1*3* (r’=0.168, p=<0.0001). Con lo anterior concluimos que la asignacién de dosis
inicial de tacrolimus guiada por el genotipo de CYP3A5 no muestra ventaja en el tiempo en
alcanzar niveles valle en las primeras seis semanas después del trasplante renal, ni asociacion
en la disminucién de complicaciones como rechazo y nefrotoxicidad en el seguimiento a doce
meses. La presencia del genotipo tiene un impacto alto en la metabolizacién de la tacrolimus y
la capacidad de alcanzar niveles valle objetivo a pesar de la maniobra de intervencion y es
probable que la falta de diferencias entre los grupos sea debida a que el grupo control tuvo mas
expresadores de la proteina y al menor poder estadistico alcanzado con el limitado nimero de
sujetos. ElI comportamiento de las deltas de dosis y niveles de tacrolimus en los analisis
adicionales de subgrupos sugiere que la decision del clinico y factor de cambio de dosis deberia
ser estudiadas en futuras investigaciones para determinar si la identificacién del genotipo puede
informar a una terapéutica y monitoreo farmacolégico individualizado.
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3. INTRODUCCION

La enfermedad renal cronica (ERC) es la perdida de la funcién renal de forma progresiva e
irreversible con implicaciones a la salud.! La incidencia y prevalencia en pediatria, no son tan
altas como en poblacién adulta donde se reporta una incidencia cerca de 1700 casos por millén
de habitantes (pmh), mientras que registros pediatricos internacionales reportan un rango que va
de 12 a 14 casos pmh en Estados Unidos de América (EUA), Nueva Zelanda y Austria, mientras
gue la prevalencia en ltalia es de 258 casos pmh, este incremento puede verse influenciado por
la inclusion de pacientes entre 20 a 24 afios, Hungria reporta 82 casos pmh, desafortunadamente
no se cuenta con reportes oficiales de paises latinoamericanos y el caribe.??

La ERC en pediatria, muestra diferencias relevantes en comparacién con la ERC en adultos, que
requieren de atencién enfocada a las necesidades pediatricas asociadas al desarrollo biol6gico,
fisico, psicolégico y social. El crecimiento y desarrollo inherentes a la etapa pediatrica,
adolescencia y de adultez joven, hacen que la disfuncién renal tenga un impacto significativo en
el prondstico a corto y largo plazo en estos pacientes. Los estragos en la salud de las alteraciones
del equilibrio acido base, hidro-electroliticas, del metabolismo mineral 0seo, anemia,
acumulacion de toxinas urémicas, alteracion en el eje de las hormonas del crecimiento,
desregulacion en la produccibn de hormas sexuales, y complicaciones asociadas como
desnutricién calérico-proteica, hipertension, dislipidemias, y enfermedad cardiovascular,
persisten en la edad adulta. Sin mencionar las implicaciones psicosociales y econdmicas
asociadas a la etapa de transicion del enfermo crénico pediatrico al adulto.*® La ERC representa
un riesgo incrementado en la morbilidad y mortalidad. La mortalidad en pacientes con ERC entre
16 y 49 afios fue 36 veces mas alta comparado con pacientes sanos y la enfermedad
cardiovascular asociada (ECV) fue la causa de muerte mas frecuente con un 46% en poblacion
adulta.? En poblacion pediatrica, incluyendo adolescentes y adultos jévenes hasta la edad de 30
afios, se ha reportado que un 40% de las muertes en pacientes que reciben cualquier modalidad
de didlisis, estuvieron relacionadas a ECV.® Es clave el proveer la terapia de reemplazo de la
funcidén renal mas efectiva para disminuir el riesgo de todas estas complicaciones.

El tratamiento para la ERC en su estadio final es la sustitucion de la funcién renal. Las opciones
terapéuticas en pacientes pediatricos incluyen didlisis en todas sus modalidades y el trasplante
renal (TR). La dialisis ha demostrado ser un tratamiento de sustitucion efectivo de forma
transitoria, ya que aumenta el riesgo cardiovascular y disminuye la esperanza de vida®, ademas
de que también requiere mayor gasto econémico del paciente y sistema de salud. El TR restituye
la funcién renal de forma 6ptima y hay evidencia contundente de que la razén costo-efectividad
de la dialisis comparada con el trasplante renal desde la perspectiva de los pacientes fue 5 veces
mayor, y desde la perspectiva de los proveedores de salud 8.4 veces mayor.’ De tal suerte que
el TR es el tratamiento de eleccion para la sustitucion de la funcion renal, tanto en nifios como
en adultos.

El TR en pediatria representa retos diferentes al TR en adultos. Estos retos son quirdrgicos,
nutricionales, de respuesta inmunitaria, vacunacion, frecuencia de infecciones, asi como de
diferentes agentes infecciosos, control de crecimiento y desarrollo, farmacoldgicos, de manejo
terapéutico por parte de los padres, psicolégicos, sociales, académicos, de transicion al
automanejo (incluyendo adherencia terapéutica) y acoplamiento a servicios de salud de
adultos.?° Otro punto importante es la respuesta a farmacos. Se han documentado las diferencias
ontoldgicas en expresion de enzimas hepaticas e intestinales, cambios en el agua corporal total
gue afecta volumen de distribucion, variaciones en la absorcion intestinal entre otras, que
agregan retos al manejo del trasplante en esta poblacion.®'° Existe evidencia de que debido a
todos estas caracteristicas especificas que constituyen un reto multifactorial, la sobrevida media
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del injerto en pacientes pediatricos varia de 15 al8 afos dependiendo de la fuente literaria ,
mientras que en el adulto es de 25 a 30 afios, donde algunos adultos mayores fallecen con el
injerto renal funcionante.?®!-13 [a importancia del adecuado manejo y control de las terapias
inmunosupresoras de mantenimiento después del trasplante radica en que su efectividad se
relaciona estrechamente con los eventos de rechazo del injerto, siendo esta la principal
complicacién en el trasplante de 6rgano s6lido.'#*°

En el caso de los pacientes pediatricos, debido al inicio de la ERC en etapas tempranas de la
vida, y considerando la sobrevida media del injerto renal en esta poblacién, necesitaran un
segundo trasplante renal al inicio o antes de su vida adulta. La preservacion del primer injerto en
condiciones Optimas por el mayor tiempo posible no Unicamente beneficia al paciente por las
funciones renales restituidas, y la disminucién del riesgo de complicaciones asociadas, sino por
la respuesta inmunitaria que conlleva la recepcion de un aloinjerto. EI complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH), el cual, entre sus funciones en la respuesta inmune, interviene en la
fisiologia del trasplante. Después de la exposicion a primer injerto, queda mas sensibilizado a
presentar una respuesta en contra de los antigenos de posibles donares, disminuyendo las
probabilidades de compatibilidad y un subsecuente trasplante exitoso.®%-1° Por lo que optimizar
el monitoreo y manejo de las terapias inmunosupresoras desde sus diferentes aspectos es clave
para una mejor sobrevida del injerto.?

La inmunosupresion de mantenimiento después del trasplante es necesaria mientras el aloinjerto
esté funcionante, es decir a largo plazo, en algunos casos, prevalece después de la falla del
injerto, para evitar respuesta inmune acelerada. Esta inmunosupresién de mantenimiento en el
receptor de trasplante renal esta constituida por tres diferentes clases de farmacos
inmunosupresores: 1) los inhibidores de las calcineurinas (CNI), ciclosporina A (CsA) y tacrolimus
(Tac); 2) anti proliferativos, azatioprina (AZA), micofenolato de mofetilo (MMF) y acido
micofendlico (MPA); y 3) esteroides, prednisona (Pred) o prednisolona (Prdl).?*-2

Tacrolimus, es uno de los farmacos inmunosupresores de mantenimiento, mas utilizado a nivel
mundial, y se usa en combinacion con inmunosupresores de otra clase. Esto prevalece en los
otros tipos de érgano solido como higado, corazén, pulmon, pancreas, intestino y multiorganicos.
Tacrolimus tiene un efecto inmunosupresor mas efectivo que CsA, con diferentes efectos
secundarios (sin efectos estéticos como hirsutismo e hiperplasia gingival a comparacion de CsA),
de hecho, en 6rganos como el higado, llega a ser con el tiempo la Unica terapéutica empleada a
largo plazo.?*?" Tacrolimus tiene un estrecho indice terapéutico, asi como variabilidad intra e
interindividual, haciendo complicado el balance entre efectividad para evitar el rechazo al injerto
y toxicidad. La nefrotoxicidad es el efecto adverso mas comun reportado, lo que hace necesario
el monitoreo farmacoldgico constante para su dosificacion y evitar complicaciones serias. Dicho
monitoreo farmacologico se realiza mediante la medicion de niveles valle del farmaco en sangre.
La determinacion de los niveles valle objetivo de tacrolimus varian alrededor del mundo
dependiendo del centro, 6rgano trasplantado y mas reciente evidencia disponible.20.28-30

La individualizacion de la terapéutica se hace complicada pero necesaria. Se ha demostrado que
el metabolismo de tacrolimus esta relacionado con las enzimas del citocromo P450 llamadas
CYP3AS, y en la tltima década que la variabilidad en los genes que codifican para estas enzimas
impacta en el metabolismo del farmaco. Los genotipos de CYP3A5 mas comunmente descritos
gue intervienen en dicho metabolismo son AA 1*1 (*1*1), AG 1*3 (*1*3) ambos denominados
expresadores de proteina y GG 3*3 (*3*3) denominado no expresador de la proteina.3:32

Debido a que la practica a nivel mundial es la dosificacion estandar de pacientes después del
trasplante con ajuste de acuerdo con vigilancia farmacolégica, el presente estudio buscé proveer
evidencia del beneficio de dosificar tacrolimus de acuerdo con el genotipo de CYP3A5 en una
cohorte de pacientes pediatricos receptores de trasplante renal en la ciudad de México.
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4. MARCO TEORICO

4.1. Enfermedad renal crénica en pediatria

De acuerdo con las guias KDIGO por sus siglas en inglés (Kidney Disease Improving Global
Outcomes), mismas que son las mas utilizadas a nivel mundial en materia de nefrologia. La
enfermedad renal cronica (ERC) se define como las anormalidades estructurales o funcionales
del rifion presentes por un tiempo mayor a 3 meses, con implicaciones a la salud. Dichas
anormalidades son irreversibles y tendran un curso progresivo y crénico hacia la disfuncion renal.
La ERC es clasificada segun su causa, la categoria de la tasa de filtrado glomerular (TFG) y la
categoria de albuminuria.! Los estadios de la ERC estan clasificados de acuerdo con la causa
desencadenante (basado en la presencia o0 ausencia de enfermedad sistémica), la categoria de
la TFG y la categoria de albuminuria. (Tabla 1)

Tabla 1. Categorias de la TFG y albuminuria para la clasificacion de los estadios de ERC segun las
guias KDIGO 2012.%

Categorias de TFG en la ERC

Categoriade la TFG TFG Términos
(mL/min/1.73 m?)

G1 >90 Normal o alto

G2 60-89 Levemente disminuida

G3a 45-59 Leve a moderadamente disminuida

G3b 30-44 Moderado a severamente disminuido

G4 15-29 Severamente disminuido

G5 <15 Falla renal

Categoria REA ACR (equivalente aproximado) Términos

(mg/24 horas) (mg/mmol) (mg/qg)

Al <30 <3 <30 Normal a
levemente
aumentado

A2 30-300 3-30 30-300 Moderadamente
aumentado

A3 >300 >30 >300 Severamente
aumentado

Tomado y traducido al espafiol de Wheeler et al., Kidney International, 2013
TFG: Tasa de filtrado glomerular; ERC: Enfermedad renal cronica; KDIGO: Kidney Disease Improving Global Outcomes;
REA: Rango de excrecién de albumina;

La ERC de inicio en la edad pediatrica es una enfermedad devastadora y con implicaciones
serias a la salud, que tendran un impacto importante a largo plazo y durante el desarrollo del
paciente en la vida adulta (figura 1). Las diferentes causas de la ERC de inicio en la edad
pediatrica en comparacion con las del adulto por si solas, imprimen retos especificos. Las
anomalias congénitas del rifidn y tracto urinario o por descripcion en inglés, congenital anomalies
of kidney and urinary tract (CAKUT) con una frecuencia entre 30-49%, las glomerulopatias
primarias como sindrome nefrotico resistente a esteroides 10% de casos, glomerulonefritis
cronicas y vasculitis como lupus y enfermedad de Alport 8% de casos, Yy ciliopatias 5% de casos
representan multiples intervenciones quirdrgicas, exposicion a inmunosupresores y sus
toxicidades asociadas, ingresos hospitalarios y complicaciones relacionadas a estos.® Entre las
alteraciones asociadas estan en retraso en el crecimiento longitudinal, donde se reporta que al
menos un 35% de niflos con acceso a hormona del crecimiento, tuvieron estatura menor a -1.88
desviaciones estandar para la talla blanco familiar. Las alteraciones del metabolismo mineral
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6seo como anormalidades en el calcio, fosforo, parathormona y metabolismo de la vitamina D,
afectan directamente a la formacién del hueso, y crecimiento longitudinal, en casos graves
presentan deformaciones éseas (osteodistrofia renal) y fracturas. A esto se suma el impacto a
nivel cardiovascular de factores asociados a la alteracion del eje como el factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF-23).453%-3 En el caso de la anemia secundaria a la disminucion de la
produccién de eritropoyetina, esta no solo afecta a todos los tejidos aumentando el estrés
oxidativo por la falta de entrega de O,, ademas desencadena diferentes procesos inflamatorios
crénicos, que impactan a nivel cerebral en el desarrollo cognitivo y desempefio académico.*>36
La hipertensién arterial en la ERC puede estar presente desde estadios tempranos de la
enfermedad a diferencia de otras condiciones crénicas, por el papel de la fisiologia renal en el
control hidroelectrolitico y respuesta renovascular, principalmente del sistema renina
angiotensina aldosterona. Alrededor de 54% de pacientes pediatricos presentan hipertension en
etapas tempranas de la enfermedad y 48% de ellos son refractarios a tratamiento, esto aumenta
el riesgo cardiovascular en 35%. 53" Las complicaciones cardiovasculares son la primera causa
de defuncién en pacientes pediatricos con ERC, mostrando un riesgo hasta 1000 veces en mayor
gue sus controles sanos cuando fueron pareados por edad. Como se describe en la tabla uno,
la etapa final de la ERC es clasificada como grado cinco y corresponde a la necesidad de
sustitucion de la funcién renal mediante terapias de reemplazo.+8133839

Figura 1. Complicaciones clinicas de la enfermedad renal cronica. La imagen muestra las
complicaciones asociadas durante la etapa pediatrica (izquierda), y sus consecuencias y relacion con
las complicaciones desarrolladas en la etapa adulta (derecha).*
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Tomado de Becherucci et al, CKJ, 2016
GH: hormona de crecimiento, IGF: factor de crecimiento como insulina, LVH: hipertrofia ventricular izquierda, CKD: enfermedad
renal crénica, CV: cardiovascular, FSGS: gloméruloesclerosis focal y segmentaria

Ademas del retraso en el crecimiento, la enfermedad mineral 6sea, la anemia, la hipertensién
arterial y la ECV el desequilibrio hidro-electrolitico, proteinuria y oliguria, afecta el desarrollo
neuropsicoldgico y de los diferentes 6rganos, por lo que el reemplazo de la funcién renal es de
suma importancia.l®4%4! El trasplante renal (TR), se prefiere sobre las terapias de reemplazo
renal (didlisis peritoneal y hemodialisis) ya que restablece la funcién renal, promueve el
crecimiento adecuado, corrige la osteodistrofia, evita la anemia, disminuye el estrés producido
por el tratamiento con didlisis, promueve mejor desarrollo psicosocial, aumenta la calidad de vida
y a largo plazo tiene menor costo que la didlisis.*>** Por otro lado, la supervivencia del injerto
depende de multiples factores entre los que destacan la calidad del tejido renal, compatibilidad,
condiciones pre-existentes, la edad del receptor y del donador, diferencias raciales, trasfusiones
de sangre previas y tiempo de isquemia fria, entre otros.*144
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4.2. Rechazo del injerto renal y tratamiento inmunosupresor

El rechazo del injerto es la principal complicacion inmunitaria después del trasplante. Se define
como una serie de acontecimientos en los que el injerto se reconoce como ajeno. Este proceso
supone la participacion de las respuestas inmunitarias local y sistémica implicando a los linfocitos
T CDA4+, linfocitos T CD8+, células B, células NK, macrofagos y citocinas: el establecimiento de
una lesién inflamatoria local; la induccion de la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) y finalmente el deterioro de la funcién renal y la necrosis del tejido
trasplantado.*®* De acuerdo con su aparicién cronolégica después del trasplante renal se
clasifican en:

e Rechazo hiperagudo
Tiene lugar desde minutos a horas después de pinzar los vasos del 6rgano trasplantado. Este
acontecimiento es producido por anticuerpos citotoxicos preformados anti-antigenos
leucocitarios humanos (HLA siglas en inglés) clase | (isotipo 1gG) o anti-ABO (isotipo IgM) en el
receptor. Estos anticuerpos se unen a las superficies endoteliales de las arteriolas del injerto,
activan el complemento y producen una lesién grave, que incluye trombosis y obliteracién de la
vasculatura del injerto.*®

e Rechazo agudo acelerado
Sucede a los pocos dias del trasplante (entre 24 horas y 4 dias). Ocurre cuando el receptor ha
sido sensibilizado mediante interacciones previas con el antigeno del injerto, generalmente
mediante trasplantes previos o trasfusiones y se piensa que representa una respuesta
inmunitaria de memoria a la sensibilizacion previa. Este tipo de rechazo puede representar una
combinacién de lesion celular y mediada por anticuerpos.*®

e Rechazo agudo
Tiene lugar de dias a semanas después de la cirugia, es una alteracion inflamatoria sistémica
gue en su manifestacion completa puede asociarse con mdultiples sintomas constitucionales
incluyendo fiebre, escalofrios, mialgias y artralgias. Muchos de estos sintomas son
manifestaciones de la liberacién de citocinas (p ej. TNF, IL-1); la expresién de la IL-2 e IFN-
gamma se ha demostrado que aumenta antes del desarrollo del infiltrado intersticial tipico. El
90% de los rechazos agudos estan principalmente mediados por una respuesta inmune celular.
Aproximadamente el 10% de los episodios de rechazo estdn mediados por una respuesta
humoral.*

e Rechazo cronico (nefropatia cronica del injerto)
Conduce a la pérdida tardia del injerto, se caracteriza por esclerosis glomerular, atrofia tubular,
rotura de la membrana basal glomerular y fibrosis intersticial. Aparece lentamente en meses a
afios y produce pérdida progresiva de la funcién renal. El proceso de cicatrizacion después de
episodios repetidos de rechazo agudo, la lesiébn crénica del injerto por respuesta de
hipersensibilidad retardada, la isquemia crénica, la formacién de anticuerpos, la toxicidad de los
inhibidores de calcineurina y los farmacos que favorecen la produccion de TGF-beta se
propusieron como estimulos de la fibrosis generalizada.*®

El mecanismo inmunitario relacionado con el rechazo del injerto se inicia por el reconocimiento
del injerto a través del HLA y CMH del receptor el cual activa a los linfocitos T mediante la
interaccion del antigeno (HLA del donador) y el TCR del linfocito del receptor. El TCR por su
nombre en inglés “T cell receptor”, es un receptor celular asociado a una via de sefializacion
intracelular caracterizado por pertenecer a la familia de los receptores con actividad enzimatica
intrinseca y por poseer como ligandos a péptidos pequefios asociados con moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) en la membrana plasmatica de macréfagos y otras
células presentadoras de antigenos. Esta interaccién promueve la fosforilacion de la tirosina
presente en la fosfolipasa C gamma, del receptor, y la hidrdlisis del fosfatidil difosfato (PIP2) con
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la subsecuente aparicion del inositol trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG), estas moléculas
promueven el incremento de calcio y la activaciéon de la protein cinasa C (PKC) y dan lugar a la
estimulacion del factor nuclear kB (NF«B), el inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1)
y el factor nuclear activador de células T (NFAT), estos factores pasan al nucleo celular y se
acoplan a regiones promotoras en el DNA y promueven la produccion de IL-2, IL-4 y factores
citotéxicos. 4446

Con el objetivo de ordenar esta serie de acontecimientos alrededor del rechazo al injerto renal, y
de esta forma mejorar el diagndstico, se creo la clasificaciéon de Banff. La clasificacién Banff de
la patologia del injerto renal, se origind en la primera reunion realizada en Canada en 1991, como
parte de las actividades de la Sociedad Internacional de la Comision de Rechazo Renal Agudo,
manteniendo su éxito en los esfuerzos de numerosos expertos para redefinirla y expandirla con
reuniones cada 2 afios. En la ultima reunion realizada en 2019 en la ciudad de Pittsburgh,
Pensilvania, en los EUA, se realizaron las siguientes actualizaciones en la clasificacién del
rechazo agudo y crénico, celular y mediado por anticuerpos (Tabla 2).’

Tabla 2. Actualizaciones de la clasificacién Banff 2019 para rechazo del injerto renal mediado por
anticuerpos, cambios limite (borderline changes en inglés), rechazo mediado por células y nefropatia
por poliomavirus.*’

Categoria 1

Biopsia normal o sin cambios especificos

Categoria 2

Cambios mediados por anticuerpos

Rechazo mediado por anticuerpos (ABMR siglas en inglés) activo; los tres criterios deben cumplirse para el diagnéstico.

1-Evidencia histolégica de dafio tisular agudo, incluyendo uno o mas de los siguientes:

-Inflamacién microvascular (g>0 y/o ptc >0), en ausencia de glomerulonefritis recurrente o de Novo, aunque, en la presencia de rechazo mediado por células T
(TCMR siglas en inglés), infiltrado limite, o infeccion, ptc > 1 solo no es suficiente y g debe ser > 1

-Arteritis de la intima o transmural (v >0)°

-Microangiopatia trombética aguda, en la ausencia de otra causa

-Dafio tubular agudo, en la ausencia de alguna otra causa aparente

2-Evidencia de interaccion de anticuerpos actual/reciente con endotelio vascular, incluyendo 1 o mas de los siguientes:

-Tincién lineal de C4d en capilares peritubulares o medulares de la vasa recta (C4d2 o C4d3 por IF en cortes congelados, o C4d >0 por IHQ en secciones de
parafina)

-Inflamacién microvascular al menos moderada ([g + ptc] >2) en ausencia de glomerulonefritis recurrente o de Novo, aunque en la presencia de TCMR agudo,
infiltrado limitrofe o infeccién, ptc >2 solo no es suficiente y g debe ser >1

-Aumento de la expresion de genes transcriptores y clasificadores en el tejido de la biopsia fuertemente asociado con ABMR, si es validado a fondo
3-Evidencia serolégica de anticuerpos circulantes especificos del donador (DSA [siglas en inglés] a HLA o a otros antigenos).

-La tincién de C4d o expresion validada de los transcriptores o clasificadores genéticos como se indic6 anteriormente en el criterio 2, pueden sustituir la prueba
de DSA,; sin embargo, las pruebas exhaustivas para DSA incluyendo pruebas para anticuerpos no-HLA si la prueba de anticuerpos para HLA es negativa, esta
fuertemente recomendada, en presencia de los criterios 1y 2.

ABMR crénico activo; deben cumplirse los tres criterios

1-Evidencia morfoldgica de dafio cronico tisular, incluyendo uno o mas de los siguientes:

Glomerulopatia del trasplante (cg >0) si no hay evidencia de MAT crénica o glomerulonefritis de ---Novo crénica o recurrente; incluye Unicamente cambios
evidentes en la microscopia electrénica (ME) (cgla).

-Multicapas severas en la membrana basal de los capilares peritubulares. (ptcml1; requiere ME)

Fibrosis de la intima arterial, excluyendo otras casusas; los leucocitos dentro de la intima favorecen el ABMR crénico si no hay antecedentes de TCMR, pero
no son necesarios.

2-Indéntico al criterio 2 para el AMBR activo, mencionado anteriormente.

3-Indéntico al criterio 3 para el AMBR, mencionado anteriormente, incluyendo la fuerte recomendacion de pruebas para DSA cuando se cumplan
cualquierade los criterios 1y 2.

Las biopsias que cumplan el criterio 1 pero no el criterio 2 con evidencia actual o previa de DSA (después del trasplante) deben ser graduados como se muestra
en el ABMR crénico, sin embargo, unos DSA remotos (antiguos), no deben ser considerados diagnéstico de ABMR crénico activo o activo.

AMBR crénico (inactivo)

1-cg > 0 y/o ptcml severo (ptcml1)

2-Ausencia del criterio 2 de actual o reciente interaccién de anticuerpos con el endotelio.

3-Diagndstico previamente documentado de ABMR activo o cronico activo y/o evidencia previa de DSA.
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Tincién de C4d sin evidencia de rechazo; todas las siguientes caracteristicas deben estar presentes para el diagndstico.

1.Tincion lineal de C4d en los capilares peritubulares (C4d2 o C4d3 por IF en segmentos congelados, o C4d > 0 por IHQ en segmentos de parafina)
2.Que no se cumplael criterio 1 de ABMR activo o crénico activo.

3.Sin evidencia molecular de ABMR como en el criterio 2 de ABMR activo o crénico activo.

4.Sin TCMR agudo o crénico activo, o cambios limite.

Categoria 3: Limite (sospechoso) de TCMR agudo

Focos de tubulitis (t1, t2, o t3) con leve inflamacién intersticial (i1), o tubulitis (t1) leve con moderada a severa inflamacién intersticial (i2 0 i3)
Ausencia de arteritis de la intima o transmural (v = 0)

Categoria 4: TCMR

TCMR agudo

Grado IA: Inflamacién intersticial que involucra >25% del parénquima cortical no esclerético (i2 0 i3), con tubulitis moderada (t2) que involucra 1 o mas tbulos,
sin incluir los tbulos que estan severamente atréficos.

Grado IB: Inflamacion intersticial que involucra >25% del parénquima cortical no esclerético (i2 o i3) con tubulitis severa (t3) involucrando 1 o mas tdbulos, sin
incluir tibulos que estén severamente atrdéficos.

Grado IIA: Leve a moderada arteritis de la intima (v1), con o sin inflamacién intersticial y/o tubulitis.

Grado III: Arteritis transmural y/o necrosis fibrinoide arterial que involucra la capa media del musculo liso acompafiado de arteritis con células mononucleares
en la intima (v3), con o sin inflamacion intersticial o tubulitis.

TCMR croénico activo

Grado IA: Inflamacién intersticial que involucra >25% del parénquima cortical esclerético (fibrosis intersticial y atrofia tubular [i-IFTA2 0 i-IFTA3, por sus siglas
eninglés]) Y >25% del total del parénquima cortical (ti2 o ti3) con tubulitis moderada (t2 o t-IFTA2) que involucra 1 o mas tdbulos, sin incluir tdbulos severamente
atrdéficos; otras casusas conocidas de i-IFTA deben ser descartadas.

Grado IB: Inflamacién intersticial que involucra >25% del parénquima cortical esclerético (i-IFTA2 0 i-IFTA3) Y > 25% del total del parénquima cortical (ti2 o ti3)
con tubulitis severa (t3 o t-IFTA3) que involucra 1 o més tGbulos, sin incluir tibulos severamente atréficos; otras causas conocidas de i-IFTA se deben descartar.

Grade II: Arteriopatia crénica del injerto (fibrosis de la intima arterial con células mononucleares inflamatorias en fibrosis y formacién de neo intima). Esto puede
ser también la manifestacion de un ABMR crénico o crénico activo o mixto ANMR/TCMR

Categoria 5: Nefropatia por poliomavirus (PVN siglas en ingles
PVN clase 1
pvl1yciO-1

PVN clase 2
pvllyci2-30
pvi2yci0-3o0
pvl 3yci0-1

PVN clase 3
pvl 3yci2-3

Tomado y traducido al espafiol de Loupy et al, Am J Transplant, 2020

ABMR: rechazo mediado por anticuerpos (siglas en inglés), TCMR: rechazo mediado por células T, IF: inmunofluorescencia, IHQ:
inmunohistoguimica, DSA: anticuerpos donador especifico (siglas en inglés), HLA: antigenos leucocitarios humanos (siglas en
inglés), MAT: Microangiopatia trombotica, ME: microscopia electronica, IFTA: fibrosis intersticial y atrofia tubular (siglas en inglés),
PVN: nefropatia por poliomavirus (siglas en inglés).

i inflamacion, t: tubulitis, v: endarteritis, g: glomerulitis, ptc: capilaritis peritubular, ci: fibrosis intersticial de la corteza, ct: atrofia
tubular de la corteza, cv: fibrosis arterial de la intima, cg: glomerulopatia cronica, ptcml: multicapas de la membrana basal de los
capilares peritubulares, ti: inflamacion total de la corteza, i-IFTA, inflamacion en la corteza cicatrizada, t-IFTA: tubulitis de los
tibulos dentro de la corteza cicatrizada, pvl: carga viral intrarrenal de poliomavirus.

El conocimiento de los mecanismos inmunoldgicos del rechazo ha permitido la generacion de
terapias dirigidas a prevenir o revertir la actividad inmunitaria contra el injerto por parte del
receptor. Existen diversas estrategias terapéuticas encaminadas a la prevencién del rechazo y
tratar en lo posible de individualizar la terapia, las que han sido agrupadas en las siguientes tres
etapas:
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e Etapa de induccion
En la cual se establece la pauta profilactica para prevenir y retrasar el rechazo agudo, en la que
se administran elevadas dosis de inmunosupresor. Entre los farmacos empleados se encuentran
anticuerpos anti-linfocitos poli o monoclonales, anticuerpos contra el receptor de IL-2 (CD25),
esteroides, y mayores dosis de inmunosupresores de mantenimiento.*°

e Etapa de mantenimiento

En la que se administran dosis mas bajas de inmunosupresores con respecto a la etapa de
induccién. En esta fase se trata de encontrar la dosis minima del inmunosupresor, necesaria para
evitar el rechazo (eficiencia) y minimizar los eventos adversos (toxicidad). Los farmacos
empleados en esta etapa son: a) Inhibidores de calcineurina (CNI) como la ciclosporina (CsA) y
el tacrolimus (Tac).* b) Anti-proliferativos como azatioprina (AZA), micofenolato de mofetilo
(MMF) y &cido micofendlico (MPA siglas en inglés), c) Esteroides como prednisona (Pred) y
prednisolona (Prdl), d) Inhibidores de la via blanco de los mamiferos de la rapamicina (mMTOR
siglas en inglés) como sirolimus (Sir) y everolimus (EVE).

e Etapa de tratamiento del rechazo
Se caracteriza por la utilizacion de inmunosupresion intensa durante un periodo corto de tiempo
con el objetivo de inhibir la activacion del sistema inmunitario una vez que hubo reconocimiento
del injerto.*

Ninguno de los farmacos anteriormente mencionados por si solos es efectivo para inhibir
completamente la activacion de los linfocitos T. Desde 1996 hasta la fecha se han empleado
esquemas de tratamiento que involucran mas de un inmunosupresor en el tratamiento de los
pacientes con trasplante, nifios y adultos con buenos resultados en la prevencion de
rechazo.**%¢48 | os inmunosupresores requieren de monitoreo del farmaco por su estrecho indice
terapéutico y significativa variabilidad inter e intra-individual, en las concentraciones sanguineas.
Esta variabilidad puede estar dada por factores como interacciones farmaco-nutrientes,
interacciones farmaco-enfermedad, insuficiencia renal, inflamacién e infeccién, género, edad,
polimorfismo y masa hepética.?°

Los inhibidores de calcineurina, ciclosporina y tacrolimus, han mostrado su utilidad en el
tratamiento de induccién y mantenimiento del trasplante, debido a que se ha comprobado gran
eficacia como inhibidores de la respuesta inmunitaria, y mejoran la sobrevida del injerto, de
donador vivo y cadavérico, 80% a 5 afios,* pero la individualizacién de la dosis es complicada
por el estrecho indice terapéutico mencionado que presentan. En particular los pacientes
pediatricos presentan cambios fisioldgicos propios del desarrollo que afectan la disposicion de
farmacos. Estos cambios estan relacionados con la capacidad metabdlica, presentando actividad
de enzimas que intervienen en el metabolismo de los farmacos que se desarrolla o incrementa a
lo largo de la vida. El desarrollo del sistema tegumentario que madifica la superficie corporal. Las
modificaciones del agua corporal total, el agua extracelular y la grasa corporal que alteran los
compartimentos de distribucién. La adquisicion progresiva de la capacidad renal de excretar
metabolitos de desecho de farmacos. Finalmente, los cambios en la funcién gastrointestinal que
afectan a la absorcion (figura 2).1°

Ademas, de estos factores propios del desarrollo organico del individuo como el desarrollo
organico del paciente, la presencia y naturaleza de la causa de la ERC, el género, el estado
nutricional, la adherencia al tratamiento y la herencia genética complican ain mas la
dosificacion®4°%° o que hace necesario el monitoreo farmacolégico constante, para mantener
los niveles sanguineos adecuados.
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Figura 2. Cambios en el desarrollo fisioldgico y factores que participan en la disposicion de farmacos en
nifios y adolescentes.*®
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4.3. Tacrolimus

Tacrolimus, también conocido como FK506 es un farmaco inmunosupresor con un potente efecto
selectivo anti-linfocitos T mediante la inhibicién de las calcineurinas. Pertenece al grupo de los
macrolidos con actividad antimicrobiana restringida. Este farmaco es producido por el hongo
Streptomyces tsukubaensis, fue descubierto en 1984 en Japon* y aprobado por la FDA en 1994,
su mecanismo de accion es similar al de la ciclosporina A, el otro farmacos inhibidor de las
calcineurinas que antecedi6 a tacrolimus. Tacrolimus ha demostrado in vitro, ser de 32 a 100
veces mas potente que CsA. Tacrolimus también ha demostrado un importante efecto
hepatotréfico lo que puede explicar el éxito de su uso en el trasplante hepatico.>!

4.3.1. Quimica

Tacrolimus o FK506, es una nueva lactona macrolida de 23 miembros. Es un compuesto neutral,
hidrofébico que se cristaliza como prismas carentes de color. Su formula molecular es
C14Hs9NO12, su masa molecular relativa es 803 u.m.a. Su punto de fusién es de 127-129 C y se
mantiene estable por muchos meses a temperatura ambiente como polvo en su forma cristalina,
pero es menos estable cuando esta en solucion.>?
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4.3.2. Mecanismos moleculares de accion.

Tacrolimus ejerce su accion en mdultiples procesos fisiologicos de la célula, sin embargo, su
principal mecanismo es mediante la alteracion de la expresion genética en las células objetivo,
particularmente en la interleucina-2 (IL-2), linfocitos T-ayudadores CD4+ inhibiendo sus
funciones. Tacrolimus actla en los eventos de transduccion de sefial para la activacién de las
células T.%

Tacrolimus se une a la proteina celular especifica de la clase inmunofilina denominada FK506-
proteinas de anclaje (FK506Ps por sus siglas en inglés), de estas proteinas al menos cuatro han
sido descritas: FKBPs 12, 13, 25 y 59. Estas proteinas de anclaje tienen peptidil-prolilcis-trans-
isomerasa, 0 actividad rotamasa, que aceleran el proceso de plegamiento. La inhibicion de la
actividad de esta rotamasa no es la responsable del efecto inmunosupresor del farmaco. Mas
bien, los complejos intracelulares formados de entre Tac y FKBP interactian con sustratos
adicionales. Esto deriva en la modulacion de la funcién de sus objetivos moleculares que resulta
en la actividad inmunosupresora.®?

El objetivo principal de Tac/FKBP12 es el complejo de las calcineurinas (CNI), también conocido
como fosfatasa 2B. La actividad enzimética de las CNI esté regulada por el calcio (Ca+) y la
calmodulina, lo que sugiere que tiene un papel en los procesos de sefializacion que dependen
de Ca+. De hecho, las calcineurinas son fundamentales en los procesos que limitan la actividad
enzimatica en la transduccion de sefial de las células T.52

La CNI es una fosfatasa serina-treonina heterodimérica compuesta por dos subunidades: la
subunidad catalitica 59-kDa, CNI A, que contiene su el dominio de anclaje de la calmodulina y
una region auto-inhibitoria, y la subunidad 19-kDa intrinseca reguladora del anclaje del calcio,
CNI B. Los complejos farmaco-inmunofilina interactian con la subunidad B y la regién en el
dominio catalitico de la subunidad A de la calcineurina, bloqueando la actividad enziméatica de la
fosfatasa.>?

Un sustrato de la calcineurina es la transcripcion del factor nuclear de las células T activadas,
gue es un componente citoplasmatico (NF-ATc). Este factor de transcripcién, una vez acoplado
a su contraparte nuclear (NF-ATn), se asocia con el promotor/potenciador de IL-2 asi como otros
factores de transcripcion Oct-1, NF-xB, y AP-1.

La region del acido desoxirribonucleico (ADN) que regula el gen transcriptor de IL-2 se extiende
aproximadamente ~300 pares de bases hacia arriba de la via de transcripcién al sitio de inicio.
Los factores de transcripcion se unen a los elementos de respuesta de esta region. EIl NF-AT
esta presente Unicamente en los linfocitos activados, sin embargo, los demas factores pueden
estar presentes en una gran variedad de células.®?

En respuesta a la activacion celular dependiente de Ca+, las calcineurinas desfosforilan el NF-
ATc, que, a consecuencia, se trasloca al nucleo celular. En el nacleo, se combina con el NF-ATn,
esta sintesis esta inducida por el estimulo que activa la proteina cinasa (PKA por sus siglas en
inglés). Este complejo se une al ADN para promover la transcripcion del gen de IL-2. Con la
inhibicion de la accion de la fosfatasa de la CNI, Tac evita la translocacion del NF-ATc al nucleo
celular (figura 3).>® La produccién de NF-ATn, no se ve alterada. El farmaco también inhibe la
activacion transcripcional generada por los multimetros, en los sitios de anclaje de las proteinas
de unién de Oct-1, ejecutando de esta forma su funcién inmunosupresora.®?
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Figura 3. Modelo de la accion de las calcineurina A (CnAca) y AS (CnA
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Tomado de: Expert reviews in molecular biology, Williams et. al., 2012

4.3.3. Dosis.

La dosis inicial es de 0.1 a 0.15 mg/Kg/dia, administrada dos veces al dia; con esta dosificacion
se alcanzan concentraciones estables entre el tercer y cuarto dia. El tipo de trasplante, el uso
de otros inmunosupresores y el tiempo post-trasplante son factores que determinan los niveles
en valle de tacrolimus que se pretenden alcanzar.>* En pacientes con trasplante renal después
de una dosis promedio de tacrolimus de 0.16 mg/kg/d, el ABC fue de 104 ng*h/L mientras que
en trasplante hepéatico el ABC fue de 252 ng*h/L seguido de una dosis promedio de 0.3 mg/kg/d.
Existe correlaciéon entre el ABC y la Cmin posterior a la primera dosis oral de tacrolimus con un
valor r = 0.9 y en estado estacionario de r = 0.83, lo que sugiere que la Cmin de Tac es un buen
indicador de la exposicion sistémica*°>%¢ La dosis terapéutica descrita es de 0.2 a 0.3 mg/kg/d
dividida en dos dosis, para paciente de trasplante renal.®’

4.3.4. Farmacocinética

43.4.1. Absorcion

Tacrolimus es farmaco disponible en formulaciones para administracion intravenosa y via oral.
La biodisponibilidad por via oral tiene un rango entre 5-67% (media de 27%), siendo similar al de
la CsA, algunas fuentes literarias mas recientes describen hasta un 90%, sin embargo, el rango
es muy amplio y variado entre individuos.*® Las concentraciones maximas en plasma aparecen
generalmente entre 0.5-4 horas después de la administracion oral. Mientras que, algunos
pacientes pueden presentar un perfil de absorcion oral plano. En general Tac es absorbido
pobremente, de forma erratica e incompleta. Pueden observarse segundos picos de
concentracion en la curva del tiempo que son el resultado del fenbmeno de precipitacion-
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redisolucién y de la recirculacidon enterohepatica de la droga. La absorcion de Tac esta menos
relacionada a la presencia de bilis en comparacién con CsA.%! El efecto en la absorcion del paso
del intestino delgado e higado y el bombeo activo desde el intestino delgado pueden explicar
parte de la pobre absorcidn y poca biodisponibilidad de tacrolimus. Los efectos sinérgicos de las
enzimas del grupo CYP3AY la P-glicoproteina (P-gp o0 ABCB1) participan importantemente en la
absorcion de tacrolimus en el intestino delgado. La accion de P-gp también inhibe la entrada de
Tac en otros 6rganos. Después de la absorcion los niveles de Tac disminuyen rapidamente
debido a la distribucién del farmaco fuera del compartimento sanguineo.>!°8

4.34.2. Distribucion

La distribucién de Tac en sangre depende del hematocrito, la concentracién de proteinas en el
plasma y la concentracion del farmaco.®® En sangre tacrolimus se une entre el 72y 77% a la
albimina, a la alfa-1-glicoproteina acida y a eritrocitos.>® El volumen de distribucién (Vd) de Tac
administrado por via intravenosa en adultos es de 1 a 1.5 L/kg, mientras que en nifios es de 2.6
a 2.7 L/kg, lo que indica que en los nifios, el Vd es de hasta 1.8 veces mas alto que en adultos.**
En pacientes pediatricos, después de una administracién oral, se alcanza un Vd de 9 L/kg °-62
La biodisponibilidad depende de la expresion de las isoenzimas CYP3A4, CYP3A5 vy la
glicoproteina P (P-gp), la funcion y actividad de estas proteinas varia marcadamente entre
individuos y esto se ha relacionado con la presencia de los polimorfismos en los genes que
codifican a CYP3A4, CYP3A5 y ala P- gp.53

4.3.4.3. Metabolismo

El primer paso del metabolismo de Tac es importante, y ocurre en el higado y los microsomas
del intestino delgado (descrito como pre-metabolismo), la biotransformacion esté a cargo de las
enzimas que pertenecen al citocromo P-450 del grupo 3 A (CYP3A), especificamente CYP3A4,
CYP3A5, CYP3A7 y CYP3A43. Se ha descrito también que estas enzimas se expresan en el
rifidon participando en el metabolismo local, la isoforma mas expresada a nivel renal es CYP3A5.
El higado es el sitio principal de su metabolismo, comparada con CYP3A5, la capacidad catalitica
de CYP3A4 es relativamente baja. CYP3A7 tiene poca influencia en el metabolismo de esta
droga, mientras la influencia de CYP3A43 no se ha determinado.5!8

4344, Excrecion

El aclaramiento total corporal es relativamente bajo, entre 0.06-1 L/(h*kg), mientras la
vida media puede variar de 4 a 41 horas (12 horas en promedio). Después del
metabolismo hepético més del 95% del farmaco es eliminado via biliar como metabolitos
conjugados. Entre el 2-5% es excretado por la orina en su forma original de FK506, se
han caracterizado al menos nueve metabolitos por espectrometria de masas. Tacrolimus
principalmente sufre mono y di-O-demetilacion, hidroxilacion y una combinacion de
mono-demetilacién e hidroxilacion.>1:58

4.3.45. Efectos Adversos y Toxicidad

Debido al estrecho indice terapéutico y variabilidad interindividual de Tac, los errores en la
dosificacién pueden llevar al paciente trasplantado a un mayor riesgo de rechazo o toxicidad
asociados al medicamento. Para evitar esto, actualmente se hace un monitoreo constante de los
niveles sanguineos del farmaco. Los eventos adversos de Tac incluyen: nefrotoxicidad,
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alteraciones en el metabolismo de la glucosa, hipertensiébn, molestias gastrointestinales,
infecciones por oportunistas, enfermedad linfoproliferativa, cancer de piel y otros tipos de
canceres, disfuncién neurolégica, e hiperlipidemia.*1°56064

4.3.4.6. Nefrotoxicidad por inhibidores de la Calcineurina

La nefrotoxicidad es un efecto secundario importante de los inhibidores de la calcineurina y es el
principal inconveniente de estos farmacos. Hay una disminucién funcional del flujo sanguineo y
el filtrado glomerular ya que producen vasoconstriccion de la microvasculatura renal dosis
dependiente reversible que afecta principalmente a la arteriola aferente.*® Los sindromes
descritos de nefrotoxicidad de los inhibidores de la calcineurina se describen a continuacion:5®
e Exageracion de la disfuncién precoz del injerto después del trasplante.
Disminucién aguda reversible del filtrado glomerular.
Enfermedad microvascular aguda.
Disminucion cronica progresiva del filtrado glomerular.
Hipertensién y alteraciones electroliticas como: retencibn de sodio y edema,
hiperkalemia, hipomagnesemia, acidosis hiperclorémica, hiperuricemia.*®
Se sospecha clinicamente, asi como ante la presencia de elevacion de creatinina, asociada a
niveles supra-terapéuticos del farmaco. El diagndstico se corrobora mediante biopsia renal que
distingue tres lesiones caracteristicas:
1. Tubulopatia aguda, con marcada vacuolizacién tubular, donde las lesiones son
reversibles con la disminucion de la dosis.
2. Arteriolopatia, donde los miocitos son reemplazados por depdsitos hialinos. La
reversibilidad de las lesiones aun esta en debate.
3. Microangiopatia trombética (MAT), acompafiada de falla renal aguda, anemia hemolitica
y trombocitopenia.®®

4.4.  Perfil farmacogenético de tacrolimus

4.4.1. Subfamilia CYP3A

El metabolismo de Tac depende de la expresidbn hepética e intestinal de las enzimas
metabolizadoras de la fase | de la subfamilia de CYP3A, responsable de la biotransformacion de
50% de los medicamentos que se utilizan en el &rea clinica. Esta subfamilia presenta cuatro
isoenzimas CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 y CYP3A43. Estas proteinas son el producto de los
genes que llevan su mismo nombre, los cuales se encuentran localizados en el cromosoma 7.6
El CP3A4 es el de mayor proporcion en los microsomas hepaticos, este citocromo al igual que el
CYP3A5 metaboliza al tacrolimus. La variante genotipica CYP3A4*1B se ha estudiado
ampliamente, tiene una mayor actividad enzimatica, su posible efecto ha sido discutido, pero no
ha sido comprobado en todos los grupos estudiados, probablemente por su baja frecuencia.®”¢8

El CYP3A5 es codificado por el gen del mismo nombre, localizado en el cromosoma 7p21,
produce un transcrito de 1720 pb producto de 13 exones, los cuales codifican para una proteina
de 502 aminoéacidos. Se conocen algunas variantes en las regiones intrénicas, las cuales afectan
el empalme del ARN mensajero alterando la funcion de la proteina, entre ellas se encuentran las
variantes alélicas CYP3A5*3 y CYP3A5*6 (figura 4)%. El CYP3A5*3 es uno de los polimorfismos
mas estudiados con relacion al metabolismo de los inhibidores de calcineurina. Este polimorfismo
se debe al cambio de una adenina (A) por una guanina (G) en la posicién 6986 del gen (A6986G
o también identificado como rs776746), dicha variacién produce un codén de paro prematuro en
el exén 3, lo que promueve la produccion de una proteina no funcional. Los individuos con
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genotipo para CYP3A5*1*1 expresan la proteina funcional o normal.%® La variante polimérfica
CYP3A5*3*3 expresa una proteina corta no funcional.”®" (Figura 5)

4.4.2. Frecuencia alélica de los polimorfismos de CYP3A5 en la poblacién y sus
implicaciones en el metabolismo de tacrolimus

En un estudio realizado en el 2008 por McPhee y colaboradores, 84% de caucasicos, 49% de
asiaticos y 15 % de negros presentaban el genotipo CYP3A5*3*3.72 Este mismo grupo en un
estudio realizado en el 2004 relacion6 la concentracion del tacrolimus en las primeras dos
semanas después del trasplante con el genotipo del gen CYP3A5 y encontré que los individuos
con la variante alélica CYP3A5*3*3, 0 no expresadores de la proteina, tuvieron niveles en valle
bajos de tacrolimus comparados con aquellos con genotipo CYP3A5*1*1 o CYP3A5*1*3, o
expresadores de la proteina.” En ese mismo afo, otro grupo de investigadores contrastaron sus
resultados con los de McPhee, estimando que de 10 a 20% de caucasicos, de 40 a 50% de
asiaticos, de 60 a 70 % de hispanos y mas de 80% de afro-americanos eran expresadores altos
para la proteina CYP3A5.7# Los individuos homocigotos para CYP3A5*3 con trasplante de 6rgano
sélido, alcanzaron concentraciones hasta dos veces mas altas de Tac que los individuos con
genotipo CYP3A5*1.567-7® Por otro lado, existen evidencias de portadores del genotipo
CYP3A5*3*3 que requieren menores dosis de Tac sugiriendo que el genotipo puede promover
informacion para individualizar la dosis de Tac.56:798°

Se ha reportado altas dosis ajustadas de Tac (Coh/dosis, C;h/dosis o ABC/dosis) en individuos
gue expresaban por lo menos un alelo CYP3A5*1 con respecto a los individuos que presentaban
el alelo CYP3A5*3. En un estudio realizado por el Laboratorio de Nefrologia Pediatrica y
Metabolismo Mineral Oseo, del Hospital Infantii de Mexico Federico Gémez (HIMFG), en
pacientes mexicanos con trasplante renal que incluyé pacientes pediatricos y adultos, se
determing la frecuencia de los genotipos presentes en el gen CYP3A5, 52.2% (152 pacientes)
mostraron el genotipo no expresador o que no expresa la proteina, CYP3A5*3*3, 6.2% (18
pacientes) y 41.6% (121 pacientes) mostraron los genotipos CYP3A5*1*1 y CYP3A5*1*3
respectivamente, considerados del tipo expresador, o que si expresa la proteina. En este mismo
estudio publicamos que los pacientes con genotipo CYP3A5*3*3 tuvieron menores
requerimientos en la dosis de tacrolimus al ser comparados con los genotipos CYP3A5*1*1 y
CYP3A5*1*3, para alcanzar niveles en valle similares®!

Por otro lado, se estudié la relacion entre las variantes polimorficas del gen CYP3A5 vy la
farmacocinética de tacrolimus en 51 pacientes pediatricos, en este estudio se observé que los
nifos con genotipo CYP3A5*3*3 requirieron menor dosis de tacrolimus (0.06 mg/kg/d) con
respecto a los genotipos CYP3A5*1*1 y CYP3A5*1*3 (0.15 y 0.13 mg/kg/d). EI grupo con
genotipo CYP3A5*3*3 alcanzé mayor Cmax/D (253.3 ng*mL/mg*kg*d), ABCo.12 n (1918.6
h*ng*mL/mg*kg*d) y menor CL (0.133 L/h), mientras que, los grupos con genotipo CYP3A5*1*1
y CYP3A5*1*3 mostraron una mayor dosis (0.15 y 0.13 mg/kg/d) una menor Cmax/D (80.7 y
149.7 ng*mL/mg*kg/d), menor ABCO0-12h (537,3 y 848,7 h*ng*mL/mg*kg*d) y un mayor
aclaramiento (0.527 y 0.374 L/h) respectivamente. Los grupos con genotipo CYP3A5*1*1 y
CYP3A5*1*3 presentaron 57.1% de rechazos agudos, mientras que el grupo CYP3A5*3*3 mostrd
27.6% de rechazos.®!

En un estudio realizado a 241 pacientes con tacrolimus durante el primer afio despues del
trasplante renal se realizé genotipificacion para: CYP3A5*3, CYP3A4*22, CYP3A4*1B, y ABCB1;
obteniéndose como resultado que los pacientes que expresaban CYP3A5 ameritaban
significativamente dosis mayores de tacrolimus. Se concluye que el impacto del alelo CYP3A4*22
en la farmacocinética de tacrolimus como segundo factor genético significativo sumado al alelo
CYP3A5*1 influye en las concentraciones sanguineas para el ajuste de dosis de pacientes con
trasplante renal.®?
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Figura 4. Alteraciones en el empalme de RNAm que controla la expresion de CYP3A5

CYP345*1 (A) CYP3A5*3(0)

— Zanid l
[i]z2]3lals]s]a]sloliolii]izlis] [a]2]3]sn[4]s]s]7]8]9]10]11]12]13]
(wi-CYP3IAS mRNA) (SVI-CYP3AS mRNA)

CYP3AS protem no protein

Tomado de Lambda JK et al, 2002, Advanced Drug Delivery
mRNA: RNA mensajero, A: adenina, G: guanina

Figura 5. Electroferograma de los tres polimorfismos intrénicos del gen CY3A5, tomados de tres
pacientes pediatricos receptores de trasplante renal.

a) Genotipo CYP3A5 *1*1(AA), b) genotipo CYP3A5 *1*3, ¢) genotipo CYP3A5 *3*3.

A-1 GotoBase No. D FindSequenceIWTTGTC'ITTCA I A C G T
cT cT 1T 7T T GTCT TTCOCAAT AT CT CT T CCC G T T T
b 60 70 80
*1%1 (AA)
€] { w | 12]
b.
Go to Base No. I:I FIndSequenceITTTTGTCTTTCA I | A C G T I
( T T C C
N\/\/\/\/\/\ *7*3 (AG)
C.
GotoBaseNo. [ |  Find Sequence | TTTTGTCTTTCA ] A C G T
TAAAGAG(T(TTTTGT(TTTCAGTAT(T(TTC(CTGTTT
70 80
N\(\A}WM (GG)
[2]

Modificado de: Garcia-Roca P, et al. “Correlacién del genotipo MDR1 (ABCB1) y CYP3AS5 con el perfil farmacocinético del
tacrolimus en nifios con trasplante renal”. Tesis de doctorado en ciencias, mayo 2013.
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En 2008 se estudiaron 136 pacientes y se correlaciond el polimorfismo CYP3A5 con la dosis
diaria requerida de tacrolimus. Se realizé seguimiento a la semana 6 mesesy 12 meses después
del trasplante. Los polimorfismos CYP3A5*1/*1 requerieron una dosis mayor de tacrolimus, que
el genotipo CYP3A5*3/*3 que requirié dosis menores. Los resultados prevalecieron constantes
a lo largo del seguimiento a 6 y 12 meses.”

Un estudio realizado a 99 pacientes, 49 con tratamiento de tacrolimus y 50 con ciclosporina, para
determinar la influencia de las variantes alélicas de los polimorfismos CYP3A5 y CY3A4 en las
concentraciones de ambos farmacos. Se observd que las variantes intrénicas 6 C>T para
CYP3A4y el alelo CYP3A5*3, ameritaron de 1.6 a 2.0 veces mas la dosis convencional de ambos
farmacos, especialmente de tacrolimus. Concluyeron que dichos polimorfismos estan asociados
a alteraciones en el metabolismo de ciclosporina y micofenolato, por lo que sugieren la
realizacion de genotipificacion de los pacientes pretrasplante para ajustar dosis de acuerdo a
genotipo y disminiur riesgo de nefrotoxicidad.®

Otros estudios han demostrado tanto en trasplante renal como hepéatico una asociacion
significativa entre niveles bajos de tacrolimus y rechazo, y las altas concentraciones con
presencia de nefrotoxicidad. EI monitoreo de niveles valle o pre-dosis de sangre entera sigue
siendo el método de eleccion. Con el fin de obtener un balance éptimo de eficacia terapéutica y
la ocurrencia de efectos adversos, los médicos deben individualizar la terapia farmacolégica de
los pacientes. Debido a que todos los pacientes tienen variabilidad en ambas, farmacocinética y
farmacodinamia, obtener la meta siempre es complicado. El objetivo de una ventana terapéutica,
especialmente en regimenes combinados debe ser definida para evitar infra-exposicion con un
incremento en el riesgo de rechazo o sobre exposicion con riesgo de toxicidad. Debido a que el
riesgo de rechazo disminuye a través del tiempo, la ventana terapéutica para una droga
inmunosupresora debe variar también con el tiempo. Ademas, como se ha demostrado, los
inhibidores de la calcineurina inducen nefrotoxicidad, por lo que el riesgo acumulativo para
toxicidad se incrementa con el tiempo.2°

La terapia con monitoreo farmacologico esta basada en la teoria de que un incremento
proporcional de la dosis va a resultar en un incremento proporcional de la exposicion al farmaco.
Aunqgue los datos en poblacion de mantenimiento muestran cierta linealidad en algunos casos,
como es en el periodo de post-trasplante temprano, la absorcion de las drogas puede cambiar
obviamente y puede NO SER LINEAL.?° Los primeros ensayos clinicos que evaluaron tacrolimus
sin monitorear niveles en sangre, ocasionaron toxicidad neurolégica y nefrolégica. La
farmacocinética de tacrolimus es altamente variable. Sin embargo, otros estudios de pacientes
trasplantados de rifion e higado mostraron una significativa asociacion con la concentracion de
niveles bajos de tacrolimus con rechazo y alta concentracion con nefrotoxicidad.?®

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se proporciona una dosis estandar de tacrolimus a todos los pacientes con
trasplante renal que se ajusta segun los niveles valle en sangre, con los niveles objetivo-
especificados en el servicio de nefrologia pediatrica. Estos niveles valle objetivo de tacrolimus,
van de acuerdo con el tiempo transcurrido después del trasplante renal, y han sido establecidos
basados en la evidencia clinica reportada. Se espera que una vez que se ha alcanzado el estado
estacionario, el paciente mantendra los niveles valle objetivo de tacrolimus constantes,
disminuyendo las intervenciones que requieran ajuste de dosis. Algunos pacientes pueden tardar
en alcanzar los niveles valle objetivo mas de una semana y otros pueden llegar a tener niveles
toxicos con la misma dosis, cualquiera de las dos situaciones repercute en la sobrevida del
injerto. La dosis de tacrolimus requerida para alcanzar niveles terapéuticos depende del tipo de
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polimorfismo en las enzimas CYP3A5 de los pacientes. No se sabe si el proporcionar una dosis
de acuerdo con genotipo desde el inicio permitird disminuir los episodios de rechazo y toxicidad
por este medicamento.

6. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢ El adjudicar la dosis de tacrolimus por genotipo de CYP3AS5 permite que los pacientes alcancen
de una forma mas rapida (en la primera semana) niveles terapéuticos, que aquellos a quienes
se les proporciona dosis convencional?

Esta asignacion de dosis de acuerdo con el genotipo CYP3A5 y la obtencién de niveles
terapéuticos de forma mas efectiva ¢permite la disminucion de episodios de rechazo y
nefrotoxicidad?

7. JUSTIFICACION

La sobrevida del injerto renal depende en gran porcentaje de la efectividad de la inmunosupresion
administrada, lo que evita episodios de rechazo. La supervivencia del injerto también se ve
alterada por la nefrotoxicidad de los farmacos inmunosupresores.

El estrecho indice terapéutico de los farmacos inmunosupresores como el tacrolimus amerita una
estrecha vigilancia por la variabilidad inter e intra-individual y las consecuencias en la
supervivencia del injerto que de ellas se derivan, por lo que es importante establecer nuevas
estrategias de dosificacion y monitorizacion para optimizar el seguimiento terapéutico.

El alto costo en salud mental y fisica, asi como econdémico de las terapias de rechazo, obliga a
realizar estudios como el presente, para mejorar las condiciones del paciente trasplantado renal.
Los pacientes pediatricos a lo largo de su vida necesitardn mas de un injerto renal por lo que es
importante optimizar las condiciones para una mejor supervivencia del injerto.

8. OBJETIVOS

e Primario: Identificar si la genotipificacion de CYP3A5 y la consecuente administracion de
dosis propuesta de tacrolimus de acuerdo con este genotipo pre-trasplante, permite
alcanzar niveles terapéuticos, en la primera semana del postquirdrgico y mantener
constantes los niveles posteriormente.

e Secundario: Determinar si existe una relacion positiva entre la determinacion de genotipo
CYP3AG5 pre-trasplante y la dosificacion propuesta de acuerdo con ella, con la sobrevida
del injerto, lo cual se medira a través de la disminucién del nimero de episodios de
rechazo agudo, rechazo cronico y nefrotoxicidad en el primer afio.
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9. HIPOTESIS

e Primaria: Los pacientes en quienes se proporciona dosis de tacrolimus de acuerdo con el
genotipo CYP3A5 antes del trasplante renal, alcanzaran niveles terapéuticos de
tacrolimus mas rapido (dentro de la primera semana después del trasplante) que aquellos
a quienes se les proporciona dosis convencional.

e Secundaria: Los pacientes que reciben dosis de tacrolimus de acuerdo con el genotipo
CYP3AG5 presentaran disminucion de 17% de episodios de rechazo y nefrotoxicidad en
comparacion con el grupo control a los 12 meses de seguimiento.

10.METODOLOGIA

10.1. Disefio del estudio, poblacién y centros.

Realizamos un ensayo clinico, aleatorizado simple, cegando a los sujetos de estudio, de un solo
centro, de pacientes pediatricos con ERC etapa 4-5 de acuerdo con las guias KDIGO, en lista de
espera para trasplante renal, de donador vivo o cadavérico. Se tomo en cuenta a la poblacion de
pacientes pediatricos que recibirian como parte de la inmunosupresion de mantenimiento
después del trasplante renal, el farmaco inhibidor de las calcineurinas, tacrolimus. Se disefié una
intervencion de asignacion de la dosis inicial de tacrolimus de acuerdo con el genotipo de
CYP3AG5, identificado antes del trasplante renal. Los pacientes fueron asignados a dos grupos
diferentes de estrategia de tratamiento, usando el mismo farmaco, pero con diferente
dosificacién, entre a) grupo de intervencién o asignacion y el b) grupo control o de dosis
convencional. Los pacientes fueron seguidos por un afio para identificar las variables de
resultado de interés a corto plazo (1-6 semanas) el tiempo en alcanzar niveles y largo plazo (12
meses) episodios de rechazo del injerto y nefrotoxicidad y funcién renal. El estudio se realizé en
el instituto de salud pediatrico de tercer nivel de atencion, Hospital Infantil de Mexico, Federico
Gbémez (HIMFG). El reclutamiento de los pacientes ocurrié desde enero de 2013 a diciembre de
2017, con el ultimo seguimiento a 12 meses en diciembre de 2018 (figura 6).

Se tomaron en cuenta los siguientes aspectos para reclutar a los sujetos de estudio:

Criterios de Inclusion:
e Pacientes pediatricos, menores de 18 afios.
e Ambos géneros
¢ Que recibieron inmunosupresion con formulacién de tacrolimus una vez realizado el
trasplante.
e Contar con la firma del padre o tutor del consentimiento informado y asentimiento del
paciente (en mayores de 6 afios)
Criterios de Exclusion:
e Pacientes con los que no se conté con muestra suficiente para la genotipificacién o a
guien no se le pudiera realizar el estudio genético previo al trasplante.
Criterios de Eliminacion
e Deseo voluntario de abandonar el estudio.
e Pacientes que fueron iniciados con otro inhibidor de la calcineurina (ciclosporina) la
primera semana después del trasplante renal.
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Figura 6. Disefio de estudio de la asignacion de dosis de tacrolimus de acuerdo con genotipo de CYP3A5
en pacientes pediatricos en lista de espera de trasplante renal y su seguimiento a 12 meses.

Asignacion de
maniobra TNA

GRUPO A Tiempo en alcanzar RECHAZO RENAL
b (Intervencion —> niveles valle —> ylo
A Asignacion de dosis) objetivo de Tac NEFROTOXICIDAD
v~
Genotipificacion A~
P;i?;:):g":;a — por reaccion de —> Trasplante renal < =
secuenciacion ~
™ Y GRUPO B Tiempo en alcanzar RECHAZO RENAL
A (Control —> niveles valle — ylo
Dosis convencional) objetivo de Tac NEFROTOXICIDAD
LINEA DEL TIEMPO Pre-Trasplante Inicio 1-6s 12m

Pts: pacientes, ped: Pediatria, TR: Trasplante renal, TNA: Tabla de numeros aleatorios,
Tac: Tacrolimus, s: semanas, m: meses

10.2. Intervencioén

Todos los pacientes en lista de trasplante renal, vivo o cadavérico fueron genaotipificados para las
variantes alélicas descritas previamente en la literatura y estudiadas por la Unidad de Diagnéstico
e Investigacion en Nefrologia Pediatrica, Metabolismo Mineral Oseo, del HIMFG: CYP3A5 AA
*1*1, AG *1*3, GG *3*3. Los estudios realizados previamente por este laboratorio, demostraron
qgue las variantes alélicas que expresan la proteina, es decir la variante silvestre AA *1*1 y
heterocigoto AG *1*3 metabolizan de forma mas rapida el medicamento que la variante mutante
GG *3*3 que no expresa la proteina, requiriendo dosis mas altas de tacrolimus las variantes
alélicas expresadoras de la proteina para alcanzar niveles que las no expresadoras de la
proteina.t! (Tabla 3)

Tabla 3. Dosis de tacrolimus (mg/kg/dia) administrada para alcanzar concentraciones niveles valle
objetivo de el farmaco (5-10 ng/mL) por genotipo y grupo de edad 8!

| | CYP3A51*1 CYP3A5 1*3 CYP3A53*3 |  p |

< 18 afios 0.17 (0.17, 0.22) 0.14 (0.10, 0.19) 0.07 (0.05, 0.12) < 0.0001
mediana (RIQ 25-75%)

18 afios 0 > 0.16 (0.13, 0.23) 0.12 (0.08, 0.15) 0.07 (0.05, 0.10) <0.0001
mediana (RIQ 25-75%)

p NS (>0.05) NS (>0.05) NS (>0.05) NS (>0.05)

Las comparaciones hechas entre genotipos fueron mediante andlisis de varianza con la prueba de Kruskal-Wallis. Las
comparaciones hechas entre grupos de edad fueron mediante prueba de Mann-Whitney U. NS= No estadisticamente significativo.
Tomado y traducido al espafiol de: Garcia-Roca et al, Arch Med Res, 2012

De tal suerte que la presencia de una de las variantes alélicas especificas de CYP3A5, repercute
en la metabolizacion del farmaco requiriendo dosis mas altas para alcanzar niveles valle objetivo.
Tomando en cuenta estos hallazgos en pacientes pediatricos de origen mexicano, decidimos
clasificar empiricamente las variantes alélicas de la siguiente forma: AA *1*1, considerados
metabolizadores rapidos del farmaco, AG *1*3, considerados metabolizadores intermedios y GG
*3*3 considerados metabolizadores lentos. Con base en los datos obtenidos por Garcia-Roca et
al, al respecto de la dosis requerida para alcanzar niveles en poblacion pediatrica obtenida de la
misma institucion, la intervencion fue disefiada de la siguiente manera:
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Grupo A: Intervencién, asignacion de dosis Tac de acuerdo con genotipo de CYP3AS5.
Pacientes en lista de espera de trasplante renal, a quienes se realizé genotipo de CYP3A5 antes
del trasplante y se proporcion6 dosis de tacrolimus de acuerdo la variante alélica obtenida al
momento del trasplante de la siguiente forma:

Genotipo CYP3A5*1*1 Genotipo CYP3A5*1*3 Genotipo CYP3A5*3*3
(AA 1*1) silvestre (AG 1*3) heterocigoto (GG 3*3) mutante
metabolizador rapido metabolizador intermedio metabolizador lento
Dosis inicial Dosis inicial Dosis inicial
0.20 mg/kg/dia 0.15 mg/kg/dia 0.10 mg/kg/dia
dividido en dos dosis dividido en dos dosis dividido en dos dosis

Grupo B: Control, dosis convencional de tacrolimus.

Pacientes en lista de espera de trasplante renal, quienes recibieron la dosis de tacrolimus
convencional conforme al protocolo del servicio de nefrologia pediatrica al momento del
trasplante. La dosis administrada fue de > 0.10 mg/kg/dia dividido en dos dosis. A este grupo
control también se le realiz6 genotipificado para CYP3A5, antes del trasplante renal, con la
finalidad de realizar los andlisis comparativos.

Todos los pacientes, tanto los del grupo de intervencion como los del grupo control recibieron
ajuste de la dosis de tacrolimus para alcanzar los niveles valle objetivo para el tiempo
correspondiente después del trasplante renal.

Los niveles valle objetivo para tacrolimus, se encuentran establecidos en el protocolo de
trasplante renal del servicio de nefrologia pediatrica de la siguiente manera:

PERIODO (meses) NIVELES OBJETIVO (ng/mL)
0-3 8- 10
4-6 7-9
7-12 5-7

El seguimiento de los pacientes se realizé conforme a lo programado por el servicio de nefrologia
pediatrica en el area de trasplantes, siguiente el protocolo de atencién clinica establecido. Los
sujetos de estudio no fueron citados para ningun seguimiento del presente proyecto de
investigacion, fuera de sus citas habituales. En la practica clinica del servicio de trasplante renal,
los pacientes son citados de la siguiente forma de acuerdo con el tiempo transcurrido después
de la cirugia:

PERIODO (meses) Intervalo de Registro (dias)
0-3 7~
4-6 15~
7-12 30~
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10.3. Variables dependientes

De acuerdo con los objetivos y las hip6tesis del presente estudio se determinaron las siguientes
variables de resultado.

¢ Niveles séricos de tacrolimus.

La toma de muestra de los niveles valle de tacrolimus es una practica de rutina y parte del
monitoreo farmacolégico de los pacientes receptores de trasplante renal. Dichos niveles valle
son tomados en sangre previo a la siguiente dosis del medicamente, generalmente por la
mafiana, ya que la prescripcion del medicamento es tomarlo con 12 horas de intervalo. La técnica
utilizada para la medicion de los niveles es descrita en la seccion correspondiente de esta tesis.
El monitoreo farmacolégico de tacrolimus en pacientes receptores de trasplante renal permite
estimar indirectamente la respuesta inmune al aloinjerto. Por esta razén, se cuenta con
pardmetros de niveles valle de tacrolimus, considerados Gptimos, que son el objetivo de la
terapéutica de este farmaco. Los parametros determinados por el servicio de nefrologia
pediatrica del Hospital Infantil de México Federico Gomez se encuentran especificados en la
descripcion de la intervencion de este documento. Estos parametros, fueron tomados como el
objetivo para determinar la efectividad de la maniobra de intervencion. La variable de niveles
valle de tacrolimus se evalué como dicotdmica, dentro de parametros o fuera de parametros, y
como continua, esto es niveles en determinado punto de seguimiento, y niveles a lo largo del
seguimiento registrado para el primer objetivo del presente estudio (seis semanas).

e Tiempo necesario para alcanzar niveles valle objetivo.
Se registro el tiempo necesario para alcanzar los niveles valle de tacrolimus esperados para el
primer periodo después del trasplante renal, hasta la semana seis.
El tiempo fue registrado como una variable continua, tiempo en semanas, y como una variable
dicotémica, alcanzar o no alcanzar los niveles valle objetivo de tacrolimus en la primera semana
después de la cirugia de trasplante.

e Episodios de rechazo
Se registraron los episodios de rechazo con base en resultados de las biopsias renales
efectuadas durante los doce meses después del trasplante renal. Los pacientes permanecen en
vigilancia de la funcion del injerto mediante la consulta externa de nefrologia. La creatinina sérica
es el marcador indirecto utilizado para identificar posibles insultos al injerto renal, siendo los mas
frecuentes episodios de rechazo. Los pacientes que presentaron creatinina sérica elevada por
arriba de 0.3 mg/dL sobre la creatinina establecida como basal para el funcionamiento del injerto,
fueron sometidos, como parte de la rutina de atencién de la clinica de trasplante renal a escrutinio
clinico y para clinico para identificar la causa de la elevacién de creatinina, marcador indirecto
utilizado para estimar la funcion renal. Dichos sujetos, con sospecha alta de rechazo u otras
complicaciones fueron sometidos a biopsia renal, por el servicio de trasplantes. Los resultados
de la biopsia renal fueron interpretados y reportados por patélogos pediatra con especialidad en
enfermedades renales. La clasificacion del rechazo en caso de ser reportado fue hecha acorde
a la dltima clasificacion reportada por el grupo de patologia Banff en el 2019 47, descrita en la
introduccion de éste documento. La variable de episodios de rechazo fue registrada como:
dicotdmica en presencia o no de episodio de rechazo en periodo de estudio. También fue
registrada como variable continua, en nimero de episodios de rechazo en el periodo de estudio
y como variable categorica en: a) rechazo celular activo, b) rechazo celular crénico, c¢) rechazo
mediado por anticuerpos activo, d) rechazo mediado por anticuerpos cronico, y €) rechazo mixto.
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¢ Nefrotoxicidad por uso de inhibidores de la calcineurina

Se registraron los episodios de nefrotoxicidad por el uso de inhibidores de la calcineurina con
base en los resultados de las biopsias renales realizadas durante los doce meses después del
trasplante renal. Durante la vigilancia después del trasplante, como se describié en la variable
dependiente de rechazo del injerto. Los pacientes con elevacion de creatinina sérica por arriba
de la creatinina basal establecida son sometidos a escrutinio diagndstico. Aquellos que
presentaron asociados, niveles de tacrolimus por encima de los niveles valle objetivo, tuvieron
alta sospecha de toxicidad renal por inhibidores de la calcineurina. Estos pacientes también
fueron sometidos a proceso de hiopsia renal como parte del protocolo clinico del servicio de
trasplantes. Los resultados de la biopsia renal fueron interpretados y reportados por patélogos
pediatra con especialidad en enfermedades renales. El diagnéstico histopatolégico de
nefrotoxicidad por CNI se establecid de acuerdo con los hallazgos patolégicos de la biopsia
compatibles con esta condicion bajo el criterio del patélogo experto en nefrologia, dichos criterios
estan detallados en la seccion de introduccion de este documento.

La variable se registr6 como dicotomica, en presencia o no de nefrotoxicidad determinada por
biopsia renal, y como continua, nimero de eventos de nefrotoxicidad en el tiempo de
seguimiento.

El estandar de oro para el diagnéstico de los episodios de rechazo, asi como los eventos de
nefrotoxicidad, es la biopsia renal, razon por la cual se eligié este método diagndstico como el
preferible para registrar como variable dependiente a largo plazo (12 meses).

e Tasa de filtrado glomerular estimada.

La estimacion de la tasa de filtrado glomerular es la forma indirecta de estimar la funcion renal
de los pacientes. Estas estimaciones se realizan mediante la aplicacion de ecuaciones
desarrolladas para grupos especificos de la poblacion y validadas posteriormente. El propdsito
de las ecuaciones es el uso de un biomarcador de facil acceso y menos invasivo que la
realizacidon de mediciones mediante estudios de medicina nuclear. EI marcador endégeno
indirecto mas utilizado a nivel mundial es la creatinina sérica, y con base en los niveles de
creatinina, constantes y variables en las ecuaciones de las caracteristicas demograficas que
puedan afectar al célculo de la misma, se han desarrollado diferentes ecuaciones alrededor del
mundo. La ecuacién mas utilizada y con la que se cuenta con la mayor evidencia cientifica de
ser generalizable, es la férmula de Schwartz Bedside. Esta formula incluye una constante de
correccion, edad, el nivel de creatinina sérico y la talla del sujeto.8486

TFGe = 0.413 talla TFGe = 41.3 talla
e=5 x(Crs) e=%n x(Crs)
Talla es expresada en centimetros Talla es expresada en metros

TFGe: Tasa de filtrado glomerular estimada (mL/min/1.73 m2 SC), Crs: creatinina sérica (mg/dL)

La férmula esta validada para su uso en pacientes pediatricos de 1-18 afios, indistintamente del
género o grupo etario, fue actualizada en el 2009, debe utilizarse cuando la creatinina es medida
mediante métodos de creatinina trazable por espectroscopia de masas por dilucién de isétopos
(IDMS por sus siglas en inglés), mismo que es utilizado en el HIMFG. La TFGe fue evaluada en
la semana 4 y el mes 12 después del trasplante del injerto, y es la prueba que se utiliza para
estimar funcién renal, es este caso, la funcion del injerto trasplantado. Se evalu6é de forma
continua en mL/min/m? SC, y de forma dicotémica, mayor o menor de 60 mL/min/m? SC, ya que
es el corte para tomar en cuenta en enfermedad renal acorde con las guias KDIGO antes
mencionadas.®
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10.4. Otras variables

Otras variables que se registraron durante el seguimiento que fueron obtenidas del expediente
clinico fueron los datos demograficos, edad, género, peso, talla, porcentaje de panel reactivo de
anticuerpos (PRA) antes del trasplante clase | y clase Il, presencia de anticuerpos donador
especifico previo al trasplante, tipo de donador de trasplante, riesgo de citomegalovirus (CMV),
niveles de creatinina sérica, niveles de hematocrito y niveles de albumina sérica. Asi mismo, se
calcularon dos las dosis iniciales y subsecuentes ponderales por dia, la delta (A) de dosis
ponderal semanal, delta (A) de niveles de tacrolimus hasta la semana seis después del
trasplante, y delta (A) la tasa de filtrado glomerular estimada entre la semana 4 y mes 12 después
del trasplante. La tabla 4, describe detalladamente cada una de las variables y su escala de
medicion.

Tabla 4. Descripcion de las variables incluidas en el estudio

NIVEL DEFINICION CONCEPTUAL TIPO DE DATO ESCALA DE MEDICION
METODOLOGICO
INDEPENDIENTE Genotipo CYP3A5 Ordinal =  AA 1*1 (rapido)
=  AG 1*3 (intermedio)
= GG 3*3 (lento)
INDEPENDIENTE/ = Asignacion de dosis de Tac por Nominal Si/ No
INTERVENCION genotipo de CYP3A5
DEPENDIENTE Niveles séricos de Tac Continua ng/L
DEPENDIENTE Tiempo en alcanzar niveles Discreta Semanas
objetivo de Tac
=  Celular activo
= Celular cronico
Ordinal =  Mediado por Ac activo
DEPENDIENTE Rechazo del injerto *=  Mediado por Ac crénico
=  Mixto
Nominal Si/ No
DEPENDIENTE Numero de rechazos del injerto Discreta 1,2, 3 ...etc.
en 12 meses
DEPENDIENTE Nefrotoxicidad por CNI Nominal Si/ No
DEPENDIENTE NuUmero de eventos de Discreta 1,2, 3 ...etc.
nefrotoxicidad por CNI en 12
meses
Tasa de Filtrado Glomerular a Continua mL/min/1.73 m? SC
DEPENDIENTE las 4 semanas y 12 meses Ordinal >60 o <60
mL/min/1.73 m? SC
Discreta AfRos
Ordinal Grupos de edad (afios)
INTERACCION Edad = 0-5 afios
= 6-12 afios
= 13-18 afios
INTERACCION Sexo Nominal Femenino
Masculino
INTERACCION Peso Continua kg
INTERACCION Talla Discreta cm
INTERACCION PRA clase | Discreta Porcentaje
INTERACCION PRA clase Il Discreta Porcentaje
INTERACCION DSA Nominal Si/ No
INTERACCION Tipo de donar de 6rgano Nominal Vivo
Cadavérico
INTERACCION Riesgo de CMV Ordinal Intermedio
Alto
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INTERACCION Creatinina sérica Continua mg/dL
INTERACCION Hematocrito Continua Porcentaje
INTERACCION Albumina Continua g/dL
INTERACCION Dosis de Tacrolimus Continua mg/k/dia
INTERACCION A de dosis de Tac Continua mg/k/dia
INTERACCION A de niveles de Tac Continua ng/L
INTERACCION A de TFG estimada Continua mL/min/1.73 m? SC
INTERACCION Dosis acumulada de Tac Continua mg/k/dia
INTERACCION Niveles acumulados de Tac Continua ng/L
INTERACCION Tiempo para proporcionar la Continua dias

primera dosis de Tac
Tac: tacrolimus, Ac: anticuerpos, PRA: panel reactivo de anticuerpos, DSA: anticuerpos donadores especifico, CMV:

citomegalovirus, L: litro, mL: mililitros, dL: decilitros, min: minuto, m?: metro cuadrado, SC: superficie corporal, ng: nano gramos,
mg, miligramo, kg: kilogramo, k: kilo, cm: centimetros, TFG: tasa de filtrado glomerular, A: delta

10.4.1. Variables confusoras

Existen dos variables confusoras que, gue pueden intervenir en la relacion causal de las variables
independientes y dependientes, sin embargo, no fue posible medir dichas variables por
cuestiones de factibilidad.

La primera variable considerada confusora es la marca del medicamento, tacrolimus, utilizada
por los pacientes. En el HIMFG, no se cuenta con la prestacion de proporcionar el medicamento
de inmunosupresion a los usuarios del servicio de salud. Por lo tanto, los pacientes son los
encargados de obtener su medicamento pagando por él.

Se han identificado al menos seis diferentes marcas de tacrolimus distribuidas en México. La
marca de patente, Prograf® (Janssen Inc.), y los medicamentos genéricos de tacrolimus,
Limustin® (Landsteiner Scientific), Akrocell® (Grupo Medifarma S.A., de C.V.) Tenacrine® (Vitae
Laboratorios S.A., de C.V.) y Octralin® (Laboratorio RAAM de Sahuayo).

Desafortunadamente en nuestro pais, las regulaciones para la bio-equivalencia de los
medicamentos genéricos con el de patente es laxa. Debido a esto la farmacocinética de estos
genéricos, no siempre es la 6ptima para alcanzar niveles objetivo del farmaco, con la efectividad
que lo hace el medicamento de patente. Esto fue demostrado en poblacion pediatrica en la
Unidad de Diagndstico de Nefrologia Pediatrica y Metabolismo Mineral Oseo del HIMFG por
Jacobo-Cabral y cols., (figura 7) y posteriormente por el grupo de Guadalajara Resendiz-Galvan
y cols., en poblacién adulta. Ambos grupos coincidieron en que los pacientes que tomaron
Limustin®no fueron capaces de alcanzar niveles objetivo recibiendo las mismas y mas altas dosis
de tacrolimus que los que recibieron Prograf®, teniendo concentraciones maximas mas bajas
entre algunos de los pardmetros farmacocinéticos. Mas aun, este efecto prevalecio, a pesar de
corregir el analisis por el genotipo de CYP3A5.87:88

A pesar de conocer esta variable confusora, por cuestiones de factibilidad, no se pudo obtener
la informacion de la fluctuaciéon de marcas en toda la cohorte de pacientes, por el total del
seguimiento a 12 meses por lo que esta variable no se incluyé en el analisis. Sin embargo, los
pacientes recibieron por parte del HIMFG, las primeras 4-6 semanas de tratamiento con Prograf®,
gue incluyen el internamiento y alta domiciliaria, por lo que se asume los pacientes tuvieron un
comportamiento farmacocinético uniforme en este periodo inmediato después del trasplante.
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Figura 7. Comparacién de la media y desviacion estandar de las concentraciones de tacrolimus en
sangre total entre pacientes que recibieron Prograf®(cuadro blanco) o Limustin®(circulo negro)®”
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Tomado y traducido al espafiol de Jacobo-Cabral y cols., Ped Transp, 2014

La segunda variable confusora es el apego terapéutico. El apego terapéutico puede ser evaluado
de dos formas, la adherencia y la persistencia terapéuticas. Segun la Organizacion mundial de
la salud (OMS), se define adherencia terapéutica al grado en el que la conducta de un paciente,
en relacién con la toma de medicamento, el seguimiento de una dieta o las modificaciones de
habitos de vida corresponden con las recomendaciones acordadas con el profesional sanitario.
En el caso de los pacientes con padecimientos cronicos, se calcula como el niumero total de dias
gue se toma la medicacion de acuerdo con las pautas del prescriptor durante el periodo de
seguimiento. Por otro lado, la persistencia terapéutica se define como el nimero de dias de
utilizacion continua de la medicacion durante un periodo especifico, en el caso del trasplante
renal, si el paciente excede tres dias de no utilizaciéon continua del medicamento, se define como
no persistente.®

A pesar de que en la actualidad se han desarrollado mas herramientas (cuestionarios)
especificos para pacientes pediatricos y la evaluacion del apego terapéutico, al momento de la
realizacion del presente estudio, no contabamos con este conocimiento. Un investigador cegado
al expediente clinico en cuanto a la prescripcion médica del farmaco realiz6 interrogatorio a los
padres y pacientes preguntando acerca de la marca y posologia de tacrolimus durante las visitas
ambulatorias y algunos internamientos. Tomando como criterio de adecuado apego a cumplir
con el criterio de persistencia. Desafortunadamente por falta de recursos humanos, no fue posible
realizar esta estrategia en el total de la cohorte, y los pacientes en quienes se completaron
algunas visitas representan menos de la mitad de la muestra, por lo que no han sido incluidos
como parte del andlisis.

10.5. Técnicas y métodos de medicion de variables

10.5.1. Metodologia para la tipificacién

¢ Recoleccién de muestras sanguineas
En tubos Vacutainer con EDTA como anticoagulante, se tomaron 5 mL de sangre periférica a
cada paciente, la muestra se mantuvo a 4°C hasta el momento de la purificacion de ADN, el cual
se extrajo mediante el kit QlAamp® ADN minikit. La concentraciéon y pureza del ADN obtenido
se analiz6 por espectrofotometria y electroforesis en gel de agarosa, para verificar la integridad
del ADN.
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e Primers
Se utilizaron los cebadores ya disefiados en nuestro laboratorio para los genes CYP3A5. Los
cuales fueron disefiados a partir de la base de datos de genes y genomas de ENSEMBL, del
European Bioinformatics Institute Wellcome Trust sanger Institute y el software PRIMER3®© del
Whitehead Institute for Biomedical Research. La amplificacion de cada uno de los fragmentos se
hizo por PCR y los productos obtenidos se analizaron por espectrofotometria y electroforesis en
gel de agarosa, para verificar la correcta correspondencia de la amplificacibn mediante
marcadores de peso molecular.

e Purificacion de los productos de PCR
Los productos resultantes de la amplificacion por PCR fueron tratados con ExoSAP-IT™ (USB)
para eliminar el exceso de dATP, dCTP, dGTP y dTTP residual.

e Reaccién de Secuenciacion
Los productos de PCR purificados de cada exdn de los genes CYP3AS5, fueron secuenciados en
un analizador genético de capilar ABI Prism® 310 (Apllied Biosystems), se usaron el kit Big Dye®
Terminator v3.1 para llevar a cabo la reaccion de secuenciacion. Se analizaron las secuencias
mediante un analisis de alineamiento con el software DNAman™ (Lynnon BioSoft).

10.6. Calculo del Tamafno de la muestra

Para el calculo del tamafio de muestra, se utilizé el resultado mas relevante de impacto clinico y
de supervivencia del injerto en el objetivo secundario, es decir la incidencia de rechazo del injerto
renal en los primeros 12 meses después del trasplante. El reporte de los Ensayos Renales
Pediatricos de Norte América y Estudios Colaborativos (NAPRTCS por sus siglas en inglés)
mostré una incidencia de rechazo al injerto renal durante el primer afio después del trasplante
del 13% en los afios de 2007 a 2010.°° Entre los objetivos de este grupo de estudio, es el
recolectar la informacion epidemiolégica que recibe de aproximadamente 100 centros
hospitalarios y 20,000 pacientes pediatricos con diferentes estadios de ERC de Estados Unidos
de América, Canada, México y Costa Rica y es usado como referente mundial. Gran parte de su
financiamiento proviene del grupo Nacional de Instituciones de Salud (NIH por sus siglas en
inglés) y sus reportes son actualizados de forma retrospectiva aproximadamente cada cinco
afios. En nuestra Institucion, el reporte interno mas reciente obtenido al momento del disefio de
este estudio fue de una incidencia de rechazo en el primer afio después del trasplante de 30%.
Considerando que al proporcionar una inmunosupresion individualizada obtendremos resultados
similares al NAPRTCS, es decir, una disminucion de 17%.

Realizamos un calculo de tamafio de muestra, para diferencia de proporciones, asumiendo un
tamano del efecto de 0.17, empleando un poder de 80% y un valor alfa de 0.05 a dos colas. Con
esto obtuvimos un tamafio de muestra de 91 individuos por cada grupo (figura 8).

10.7. Asignacion de la intervencién, cegamiento e implementaciéon

Se les tomd una muestra de sangre a los pacientes que consintieron su participacién en el estudio
y se realiz6 la genotipificacion de esta para determinar el polimorforfismo del CYP3A5 en los
pacientes candidatos a trasplante renal. Se le notificaba a uno de los investigadores por parte
del area clinica del servicio de Nefrologia, de el o los pacientes que recibirian trasplante renal en
las préximas 48 horas en caso de donador fallecido y en la préxima semana en caso de donador
vivo. La asignacién de la maniobra se realizé mediante el uso de tabla de nUmeros aleatorios por
parte del investigador. Una vez asignada el grupo de intervencion o control, se le comunicaba al
proveedor de salud responsable el dia del trasplante para que iniciara la dosis prescrita de
acuerdo con el grupo.
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Figura 8. Calculo del tamafio de muestra para una diferencia de proporciones de dos muestras
independientes. Colas=2, ¢=0.05, £=0.20, 6=0.17. Grafica que muestra tres diferentes posibles
tamafios de efecto.
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Unicamente el paciente y familiar estaban cegados a la maniobra. Los incrementos en las dosis
subsecuentes dependieron de la préactica clinica regular de los proveedores de salud. Existe una
preocupacion clinica constante a la nefrotoxicidad de tacrolimus, ademas de una disponibilidad
de dosificacion del farmaco Unicamente en tabletas de 1 mg, teniendo que dosificar mediante el
servicio de farmacia dentro de la institucidn, para tener dosis de 0.5 mg, que no siempre estaban
disponibles, por lo que las dosis iniciales proporcionadas en multiples ocasiones no pudieron
cumplir a cabalidad lo estipulado en el protocolo.

Durante la aplicacién de la maniobra se registré el tiempo en que tardaron en administrar la
primera dosis en dias después de la cirugia, la dosis inicial administrada, los parametros
bioquimicos incluyendo creatinina, albumina séricas y hematocrito.

Los pacientes se siguieron durante su internamiento después de la cirugia cada semana
registrando las variables especificadas, hasta su alta hospitalaria y después a través de las
consultas ambulatorias.

Después de las primeras seis semanas del evento quirdrgico, los pacientes que no pudieron
seguirse activamente durante el seguimiento ambulatorio, se recabaron los datos del expediente
clinico. Esto por factibilidad, ya que se carecia de recursos humanos para la optimizacion del
seguimiento. Se registraron del expediente clinico los datos pertinentes, en hojas de registro
predisefiadas a mano, un investigador del estudio y la informacién fue registrada nuevamente
encriptada en hojas de Excel, sin la identificacion del paciente, con un namero de identificacion
individual para el estudio Excel ® Microsoft®.

10.8. Anaélisis estadistico

Se realiz6 estadistica descriptiva, de las variables cuantitativas expresando los datos de acuerdo
con su distribucion, aquellos datos con distribucion normal se resumieron como media y
desviacion estandar mientras los datos de distribucion no normal fueron expresados en mediana
y rango intercuartilico 25-75%, las variables categoricas fueron presentadas en ndamero de
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sujetos y frecuencias. Las diferencias entre grupos de las variables demograficas y de
interaccion fueron analizados mediante prueba de t de student, las variables categoéricas fueron
analizadas con prueba de ji cuadrada (x?) y prueba exacta de Fisher, cuando las celdas de la
tabla de dos por dos contenian cinco 0 menos observaciones.

Para los andlisis comparativos, y estimadores de las variables dependientes, se realizé andlisis
de tiempo al evento para calcular el tiempo en alcanzar niveles valle objetivo de tacrolimus en
las primeras seis semanas después del trasplante mediante curvas de Kaplan-Meier. La
probabilidad en el tiempo de alcanzar niveles valle de tacrolimus objetivo durante la primera
semana se analizd6 mediante modelo de regresion de Cox, dicotomizando la variable de niveles
optimos en la primera semana. Para el analisis del primer objetivo se incluyeron variables
relevantes en la farmacocinética de tacrolimus como edad, genero, hematocrito y albumina en
sangre.

Se realizaron regresiones lineales para determinar la asociacibn entre mediciones
farmacoldgicas de dosis, niveles valle, delta de dosis y niveles entre las seis semanas de
seguimiento, asi como el promedio las dosis y niveles acumulados de tacrolimus.

Para las variables dependientes de los objetivos secundarios, se realizé analisis comparativo
utilizando y? y prueba exacta de Fisher, para determinar la asociacion entre la intervencion y las
variables de resultado. Realizamos después analisis multivariado para determinar el riesgo de
rechazo y nefrotoxicidad a los doce meses de seguimiento usando un modelo de regresion
bivariada. Para este modelo se incluyeron variables de impacto en ambos resultados como edad,
género, tipo de donador, porcentaje de PARA |y PARA I, presencia de DSA antes del trasplante,
dosis y niveles acumulados de tacrolimus durante las primeras seis semanas de seguimiento y
la capacidad de alcanzar niveles valle objetivo durante la primera semana después del trasplante.

Los analisis de subgrupos y analisis de sensibilidad se realizaron mediante la comparacion de
los tres diferentes genotipos dentro de los grupos de intervencion y control. Las diferencias entre
las variables cuantitativas se analizaron utilizando t de student, cuando la comparacién se realizé
entre dos grupos, y ANOVA de dos vias cuando se compard entre tres grupos o0 mas controlando
por un grupo adicional. La comparacién de las variables categéricas independientes y
dependientes de acuerdo con el genotipo se analizaron mediante prueba de y? o prueba exacta
de Fisher seglin ameritaran.

Se considero una p < 0.05, como estadisticamente significativa.

La base de datos se manejo en archivos encriptados, sin identificacion de los pacientes mediante
programa de Excel® Microsoft®, exportada en archivo .csv y analizada con el software en linea,
SAS® On Demand for Academics University Edition, 2021.

10.9. Consideraciones éticas y registro del protocolo de investigacion.

El presente proyecto fue sometido y aprobado por los comités cientifico y ético local del area de
investigacion del Hospital Infantil de Mexico Federico Gomez, asignandole el numero de registro:
HIM/2013/030. El protocolo se apega a las recomendaciones internacionales para investigacion
en seres humanos (declaracion de Helsinki 2013)%!, las normas del Consejo para las
Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas en materia de investigacién en seres
humanos® y al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la
Salud. %

El estudio fue clasificado de riesgo medio por los, procedimientos, implicaciones de las
maniobras y por incluir poblacion vulnerable.
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10.10. Recursos humanos y materiales

El proyecto se realizd en las instalaciones del Hospital Infantil de México Federico Gémez,
Instituto de Salud de tercer nivel de atencion pediatrica, con unidad de investigaciones
biomédicas. La jefa y trabajadores de la Unidad de Diagndstico Investigacién en Nefrologia y
Metabolismo Mineral Oseo fueron los responsables directos del disefio analisis y coordinacion
del desarrollo del presente estudio.

El reclutamiento y seguimiento de pacientes se realizé en el area clinica del servicio de Nefrologia
Pediatrica, tanto en el &rea intrahospitalaria como el area ambulatoria en colaboracion con los
médicos y residentes del servicio de Nefrologia y uno de los médicos del programa de trasplante
del area quirdrgica. Los encargados directos de reclutamiento y seguimiento fueron los
investigadores asociados a este protocolo.

Las muestras sanguineas tomadas para seguimiento de rutina se realizaron en el laboratorio
central de la institucion y recabada la informacion del expediente clinico con ayuda del personal
de Archivo, cuidando la confidencialidad del paciente.

La toma de muestras y andlisis de estas para genotipificacién fue hecha por una doctora en
farmacologia experta en la técnica, y se realizaron en la Unidad de Diagnéstico e Investigacion
en Nefrologia y Metabolismo Mineral Oseo, que cuenta con la infraestructura para la total
realizacién del presente proyecto.

10.11. Consideraciones de bioseguridad

Para la manipulacion tanto del material biolégico como de los reactivos que se emplearon durante
el desarrollo del proyecto fue necesario utilizar de manera permanente elementos de proteccién
personal: bata, guantes y en algunos casos protectores como cubrebocas o lentes, mantenidos
en buenas condiciones de higiene.

Los desechos generados a partir de las muestras bioldgicas fueron contenidos dentro de un
recipiente rojo, especificamente para liquidos. Las puntas para micropipetas, tubos, gasas,
algoddén entre otros instrumentos que estuvieron en contacto con material biologico, se
depositaron en un contenedor especialmente para desechos sélidos.

En el caso de los desechos punzocortantes se colocaron en un solo recipiente rojo destinado
para ese fin. Cada contenedor se etiquetd debidamente.

En cuanto al otro tipo de desechos no bioldégicos empleados para el trabajo de laboratorio se
depositaron en un recipiente destinado a este tipo de productos.

10.12. Financiamiento del estudio

El financiamiento de este estudio fue a través de los recursos para investigacion clinica
proporcionados por la direccién de investigacion del Hospital Infantil de Mexico Federico Gémez,
obtenidas mediante concurso. Dichos recursos econémicos provienen de los Fondos Federales
gestionados y obtenidos por el HIMFG en su calidad de Instituto de Salud, con enfoque
académico y de investigacion para avance de la ciencia y tecnologia en materia de salud.

Los recursos fueron administrados a través de la Unidad de Unidad de Diagnéstico Investigacion
en Nefrologia y Metabolismo Mineral Oseo.
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11.RESULTADOS

11.1. Diagrama de flujo de los participantes en el estudio

De enero del 2013 a diciembre del 2018 se invitd a participar a 157 sujetos para el estudio.
Desafortunadamente, un gran nimero no consintieron (n=42) y en un ndmero considerable no
logro realizarse el genotipo por falta de recursos econdmicos. Los pacientes que recibieron
ciclosporina como dosis inicial fueron excluidos del estudio, mientras que los pacientes que
recibieron tacrolimus al menos en la primera semana después del trasplante, y fueron
transicionados a recibir ciclosporina para luego regresar a tacrolimus, fueron incluidos en algunos
de los andlisis de acuerdo con objetivos. Todos los pacientes incluidos al inicio del estudio
concluyeron 12 meses de seguimiento, siendo posible el analisis del impacto clinico en la
frecuencia de rechazo o toxicidad renal, asi como la tasa de filtrado glomerular final. (figura 9)

Figura 9. Diagrama de flujo de los participantes evaluados para reclutamiento y aplicacion de criterios
de inclusidn en el estudio.
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11.2.
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Caracteristicas demograficas de la poblacion de estudio y variables

La tabla cinco muestra las caracteristicas demograficas y parametros de laboratorio asociados
entre los dos grupos de estudio a) asignacion de dosis y b) dosis convencional. En general la
media de edad fue de 13.3, 51.8 pertenecieron al género femenino y hubo un porcentaje
considerable de receptores de trasplante cadavérico (56%). El diagnostico de enfermedad renal
mas frecuente fue desconocido con un 43.2%, seguido por las anomalias congénitas renales y
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del tracto urinario, 28.4%. En general el panel calculado reactivo a anticuerpos antes del
trasplante fue bajo para ambas clases, la clase | con mediana de 2% y la clase Il con mediana
de 1%; de igual forma los anticuerpos donador especifico fueron detectados solo en el 18% de
la muestra antes del trasplante; sin embargo, no se conté con el dato inmunoldgico completo de
cPRA 'y DSA en todos los sujetos de estudio (n=56). En la cohorte prevalecio el riesgo intermedio
a CMV con un 75.3% y el promedio de niveles de hematocrito y albdamina en las primeras seis
semanas de seguimiento después del trasplante se encontraban en pardmetros normales (33.2
+6.7 y 3.5 +0.6 respectivamente) Al evaluar si la aleatorizacion fue balanceada entre grupos,
Unicamente el genotipo mostro diferencias estadisticamente significativas al usar prueba exacta
de Fisher (p=0.04), teniendo el grupo de asignacion una frecuencia significativamente mas alta
de las variantes expresadoras de la proteina (AA 1*1 y AG 1*3) en comparacion con el grupo de
dosis convencional (29.6 Vs 16.1 % respectivamente). Las demas variables permanecieron no
significativas lo que demuestra un adecuado balance de los grupos de estudio.

Tabla 5. Caracteristicas demograficas de pacientes pediatricos receptores de trasplante renal en el HIMFG
entre 2013-2018 incluidos en el estudio de acuerdo con el grupo de intervencién y control

Todos Dosis convencional Asignacion de dosis
n=81 n=41 n=40
Edad [afios] (media, DE) 13.3 (£3.8) 13.9 (+3.3) 12.7 (£ 4.2)
Género (n, %)

e Femenino 42 (51.8) 19 (48.7) 20 (51.3)
Diagnostico de ERCT (n, %)

e CAKUT 23 (28.4) 9 (11.1) 14 (17.3)

e Glomerular 19 (23.5) 12 (14.8) 7 (8.6)

e Otras 4 (4.9) 1(1.2) 3(3.7)

e Desconocido 35(43.2) 19 (23.5) 16 (19.8)
Genotipo (n, %)

e AA1* 6 (7.4) 2 (2.5) 4 (4.9)

e AG1*3 31 (38.3) 11 (13.6) 20 (24.7)

e GG3*3 44 (54.3) 28 (34.6) 16 (19.7)
Fuente del Injerto (n, %)

e Cadavérico 45 (56.3) 24 (30) 21 (26.2)
% cPRA pre-trasplante [n=56]

(mediana, RIQ)

e PRAI 2 (0-5) 2 (0-7) 2 (0-4)

e PARAI 1 (0-4) 1(0-3) 2 (0-4)
DSA pre-trasplante [n=56] 18 (32.1) 10 (17.9) 8 (14.3)
(n, %)

Riesgo de CMV (n, %)

e Intermedio 61 (75.3) 28 (34.6) 33 (40.7)
Hematocrito [%] (media, DE) 33.2 (£6.7) 34.0 (£6.0) 32.5 (£7.3)
6 primeras semanas
Alblmina sérica [mg/dL] (media, DE) 3.5 (+0.6) 3.5 (+0.6) 3.5(x0.7)

6 primeras semanas
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11.2.1. Andlisis de las variables farmacoldgicas

El promedio de dosis de tacrolimus durante el seguimiento de seis semanas fue diferente entre
los grupos de asignacion (0.201 + 0.187 mg/kg/dia) y dosis convencional (0.125 + 0.118
mg/kg/dia) p=<0.0001 (figura 10 panel (a)). De igual forma el promedio de niveles valle de
tacrolimus durante el seguimiento de seis semanas fue diferente entre los grupos de asignacion
(8.9 £ 8.4 ng/L) y dosis convencional (9.7 £ 9.2 ng/L) p=0.029 (figura 10 panel (c).

En cuanto a las diferencias en dosis y niveles entre cada periodo de seguimiento (semana). El
promedio de todas las deltas (diferencia (A) entre periodos de los cambios de dosis en mg/kg/d
en dosificacién de tacrolimus) durante las seis semanas de seguimiento fue, diferente pero no
estadisticamente significativo entre los grupos de asignaciéon (0.012 + 0.084 mg/kg/d y dosis
convencional (0.005 + 0.045 mg/kg/d p=0.27 (Figura 10, panel (b)). Mientras que el promedio de
todas las deltas en ng/L en los niveles valle de tacrolimus alcanzados durante las seis semanas
entre los grupos de asignacion, fue similar (0.29 + 5.7 ng/L) y dosis convencional (0.14 + 6.2
ng/L) p=0.79 (figura 7, panel (d)).

Figura 10. Comparacion del promedio de dosis (a), 4 de dosis (b), niveles valle alcanzados (c), y 4 de

niveles valle alcanzados (d) de tacrolimus durante las seis semanas de seguimiento después del
trasplante entre el grupo de asignacion de dosis y el grupo de dosis convencional.
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El analisis comparativo por semana de seguimiento de la dosis (a) y delta de dosis (b), se
muestran en la figura once. Al analizar las semanas individualmente, la dosis administrada al
grupo de asignacion fue mayor que al grupo que recibié la dosis convencional, mostrando valores
de p entre <0.0001 a 0.0009. Sin embargo, la A de las dosis por semana, ho mostrd diferencias
significativas mas que en la semana de cambio entre la segunda y tercera semana (p=<0.0001),
siendo casi la misma A de dosis entre ambos grupos hacia la semana 6 después del trasplante
(p=0.95).

Por otro lado, el andlisis comparativo por semana de seguimiento de los niveles valle (a) y A de
niveles valle (b) alcanzados de tacrolimus (figura 12), no muestra diferencias constantes entre
los grupos de asignacion de dosis y la dosis convencional del farmaco. Unicamente las semanas
dos de seguimiento (S2) para los niveles valle de tacrolimus y semanas dos (S2) y tres (S3) para
el delta de niveles, mostraron diferencias estadisticamente significativas (p=0.004, p=0.01 y
p=0.02, respectivamente).

Para explorar el comportamiento de los datos farmacoldgicos en los dos grupos de estudio,
realizamos regresiones lineales (figura 13). La regresion muestra la relacion entre la dosis de
tacrolimus recibida y los niveles valle alcanzados durante las seis semanas de seguimiento
después del trasplante. Se puede observar claramente que las relaciones entre dosis y nivel no
son lineales. Las regresiones fueron categorizadas de acuerdo con el grupo de dosis
convencional (a), obteniendo una r>=0.0003, p=0.78, y grupo de asignacion de dosis (b), con una
r?=0.0008, p=0.67.

De la misma forma se realizaron regresiones lineales para las 4 de dosis y niveles valle de
tacrolimus entre el grupo de dosis convencional (c), r’=0.14, p=<0.0001, y el grupo de asignacion
de dosis (d), r>=0.08, p=<0.0001. En este caso mostrando interesantemente un comportamiento
lineal (figura 13).

Figura 11. Comparacién semanal de las dosis y 4 de dosis de tacrolimus entre los grupos de asignacion
de dosis y dosis convencional.
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Figura 12. Comparacion semanal de los niveles valle y A de niveles valle de tacrolimus alcanzados
entre los grupos de asignacion de dosis y dosis convencional.
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1.1. Estimadores de las variables dependientes

1.1.1. Andlisis bivariado de las variables dependientes e independientes

El andlisis de supervivencia para evaluar el tiempo requerido en semanas, para tener niveles
valle de tacrolimus dentro de pardmetros objetivo (8-10 ng/L) entre el grupo de dosis
convencional y asignaciéon de dosis no mostré diferencias estadisticamente significativas. En el
grupo de dosis convencional 75% de los sujetos habian tenido niveles dentro de los parametros
objetivo para la semana tres, mientras que el grupo de dosis de asignacion hasta la semana
cuatro log-rank=0.16 (figura 14). Al analizar el tiempo que tarda en alcanzar en nivel minimo
objetivo (>8.0 ng/L) entre ambos grupos, el analisis de supervivencia muestra, diferencias
estadisticamente significativas a favor del grupo de dosis convencional. El 75% de los sujetos en
el grupo de dosis convencional alcanzaron el minimo de niveles valle objetivo en la semana dos,
mientras que, en el grupo de asignacién, lo alcanzaron en la semana tres, log-rank=0.02 (figura
15). Se compararon las variables dependientes a corto y largo plazo entre los dos grupos de
intervencion y control (tabla 6). Ninguna de las variables de resultado mostré6 ser
estadisticamente significativa entre grupos. Llama la atencién que, durante las seis semanas de
seguimiento, los sujetos en el grupo de dosis de asignacion tuvieron mayor frecuencia de niveles
valle por debajo de los objetivos (29 vs 23%), mientras que el grupo de dosis convencional tuvo
mas sujetos con mayor frecuencia en niveles valle objetivo de tacrolimus (21 vs 13%) p=0.44.
Los eventos de nefrotoxicidad mostraron diferencias evidentes, teniendo mas episodios en el
grupo de dosis convencional comparado con el grupo de asignacién de dosis (n=5 vs 1
respectivamente), sin alcanzar significancia estadistica, p=0.20. El promedio de TFGc de la
semana cuatro y los 12 meses de seguimiento fue similar entre los grupos de asignacion (63.1 +
27.4 mL/min/1.73 m? SC) y dosis convencional (60.3 + 22.3 mL/min/1.73 m? SC) p=0.32. (figura
16 panel (a)). En cuanto al promedio de todas las deltas (diferencia (A) entre periodos de los
cambios) en mL/min/1.73 m? SC de TFGc de la semana cuatro y los 12 meses de seguimiento
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entre los grupos de asignacion, fue diferente, sin ser estadisticamente significativo (-3.8 + 25.4
mL/min/1.73 m? SC) y dosis convencional (1.2 + 17.9 mL/min/1.73 m? SC) p=0.79 (figura 16 panel
(b))

Figura 13. Relacion de las dosis con los niveles valle de tacrolimus alcanzados, y asociacion de las 4 de

dosis con la 4 de niveles de tacrolimus en el grupo de dosis convencional (ay c) y el grupo de asignacion
de dosis (b y d) respectivamente.
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1.1.1. Andlisis multivariado de las variables dependientes e independientes

La tabla numero _siete, muestra cuatro diferentes modelos de regresion de Cox. La variable
dependiente evaluada fue la probabilidad de tener niveles valle dentro de los parametros objetivo
8-10 ng/L en las primeras seis semanas después del trasplante. En el modelo inicial se incluyeron
las variables predictoras que se pensoé tendrian el mayor impacto en la variable de resultado. El
modelo final fue corroborado mediante el proceso de eleccién de variables “stepwise” 0 paso a
paso, donde la Unica variable que se mantuvo estadisticamente significativa teniendo como
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Figura 14. Tiempo para obtener niveles valle de tacrolimus dentro de los pardmetros objetivo (8-10 ng/L)
en las seis semanas después del trasplante entre el grupo de dosis convencional=0 y el grupo de

asignacion de dosis=1
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Andlisis de tiempo al evento usando curvas de Kaplan-Meier, *para un log-rank estadisticamente significativo de <0.05

Figura 15. Tiempo para alcanzar el nivel valle de tacrolimus minimo objetivo (>8 ng/L) en las seis
semanas después del trasplante entre el grupo de dosis convencional=0 y el grupo de asignacion de

dosis=1
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Andlisis de tiempo al evento usando curvas de Kaplan-Meier, *para un log-rank estadisticamente significativo de <0.05
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Tabla 6. Comparacion de las variables de resultado a corto y largo plazo entre el grupo de dosis
convencional y asignacion de dosis

Dosis convencional Asignacion de dosis p
n=41 n=40

Niveles valle de Tac dentro de

parametros objetivo en la S1(n, %)
e Si 6 (7.7) 7 (9.0) 0.84
e No 32 (41.0) 33(42.3)

Niveles valle de Tac que alcanzaron

objetivo minimo en la S1(n, %)
o Si 16 (20.5) 13 (16.7) 0.39
e No 22 (28.2) 27 (34.6)

Niveles valle de Tac dentro de

parametros objetivo S1-S6 (n, %)
e Bajo 19 (23.5) 24 (29.6) 0.44
e Normal 17 (21.0) 11 (13.6)
e Alto 5(6.2) 5(6.2)

Rechazo (n, %)
e Si 8(9.9) 7 (8.6) 0.81
e No 33 (40.7) 33 (40.7)

Nefrotoxicidad por CNI (n, %)
o Si 5(6.2) 1(1.2) 0.20
e No 36 (44.4) 39 (48.1)

Andlisis mediante prueba de »2y prueba exacta de Fisher, para una p estadisticamente significativa <0.05
Tac: tacrolimus, S1: semana uno, S1-S6: semana uno a la seis, CNI: inhibidores de la calcineurina

Figura 16. Comparacion del promedio de TFGc (a) y 4 de TFGc (b), de la semana 4 y los 12 meses de
seguimiento después del trasplante entre el grupo de asignacion de dosis y el grupo de dosis
convencional.
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TFGc: tasa de filtrado glomerular calculada, mg: miligramos, mL: mililitros, m? metro cuadrado, SC: superficie corporal

variable independiente la presencia o no de la maniobra de intervencion fueron los niveles de
alblmina sérica mostrando que existe un incremento de 42% en la probabilidad mayor de
mantener niveles valle dentro del objetivo (8-10 ng/L) durante las primeras seis semanas después
del trasplante dependié Unicamente de los niveles de albUmina séricos promedios de 3.5 g/dL
(HR 0.58 IC 95% 0.35-0.98 SE 0.264).
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La tabla niumero ocho, muestra la evaluacion de los riesgos proporcionales asociados con
alcanzar el nivel minimo de niveles valle de tacrolimus > 8 ng/L, de igual forma se utilizaron las
variables predictoras que tuvieron un nivel de significancia por arriba de p=0.30 en el modelo.

El modelo final interesantemente que pertenecer al grupo de expresadores aumenta en la
probabilidad de alcanzar el minimo de niveles objetivo en un 33% (HR 0.67, IC 95% 0.45-0.98,
SE 0.196), prevalecié en este modelo la influencia de los niveles séricos de albumina (HR 0.56,
IC 95% 0.37-0.75, SE 0.193).

Tabla 7. Modelos de regresion de Cox que muestran la probabilidad de tener niveles valle de tacrolimus
dentro de parametros objetivo (8-10 ng/L) en las primeras 6 semanas después del trasplante
Modelo 1. Evalla: pertenecer al grupo control, genotipo Modelo 2. Evalla: pertenecer al grupo control,

expresador, edad niveles de hematocrito y albimina genotipo expresador, género femenino, niveles de alb
y dias en iniciar tac

Variable HR IC 95% SE Variable HR IC 95% SE
Dosis Conv 1.02 0.59-1.76 0.276 Dosis Conv 1.08 0.63-1.87 0.278
Genotipo 1*1, 1*3 0.76 0.44-1.30 0.276 Genotipo 1*1, 1*3 0.83 0.48-1.43 0.278
Edad (afios) 0.97 0.92-1.03 0.003 Género (fem) 1.17  0.70-1.99 0.265
Hto (mg/dL) 1.03 0.98-1.08 0.027 Alb (g/dL) 0.58  0.35-0.98 0.265
Alb (g/dL) 0.53 0.30-0.94 0.291 Tiempo a DI (dias) 0.81 0.61-1.06 0.142
Modelo 3. Evalla: pertenecer al grupo control, género Modelo 4. Evalla: pertenecer al grupo control,
femenino, niveles de albimina, dias en iniciar tac y dosis  niveles de albumina y dias en iniciar tac

Variable HR IC 95% SE Variable HR IC 95% SE
Dosis Conv 1.10 0.64-1.93 0.282 Dosis Conv 1.13 0.68-1.88 0.258
Género (fem) 1.20 0.71-2.04 0.267
Alb (g/dL) 0.58 0.35-0.99 0.27 Alb (g/dL) 0.58 0.35-0.98 0.264
Tiempo a DI (dias) 0.81 0.60-1.05 0.142
Dosis de tac 0.60 0.04-5.88 1.29 Tiempo a DI (dias) 0.79  0.59-1.03 0.140

(mg/kg/dia)

HR: cociente de riesgo, IC: intervalos de confianza, SE: error estandar, Conv: convencional, Hto: hematocrito, Alb: albimina,
fem: femenino, DI: dosis inicial, mg: miligramos, g: gramos, dL: decilitro, L: litro

Tabla 8. Modelos de regresion de Cox que muestran la probabilidad de alcanzar el minimo de niveles
valle de tacrolimus objetivo (=8 ng/L) en las primeras 6 semanas después del trasplante
Modelo 1. Evalua: pertenecer al grupo control, genotipo Modelo 2. Evallia: pertenecer al grupo control,

expresador, edad niveles de hematocrito y albimina genotipo expresador, género femenino, niveles de alb
y dias en iniciar tac

Variable HR IC 95% SE Variable HR IC 95% SE
Dosis Conv 0.96 0.65-1.44 0.202 Dosis Conv 0.97 0.65-1.45 0.203
Genotipo 1*1, 1*3 0.67 0.44-0.99 0.205 Genotipo 1*1, 1*3 0.68  0.46-1.02 0.205
Edad (afos) 0.99 0.95-1.04 0.023 Género (fem) 0.93 0.63-1.35 0.193
Hto (mg/dL) 1.03 0.99-1.07 0.019  Alb (g/dL) 0.55 0.38-0.80  0.190
Alb (g/dL) 0.46 0.33-0.73 0.208  Tiempo aDl(dias) 0.85 0.70-1.03  0.100
Modelo 3. Evalua: pertenecer al grupo control, genotipo Modelo 4. Evalla: pertenecer al grupo control,
expresador, niveles de albumina, dias en iniciar tac y genotipo expresador y niveles de albumina
dosis

Variable HR IC 95% SE Variable HR IC 95% SE
Dosis Conv 0.97 0.65-1.47 0.210 Dosis Conv 0.99 0.68-1.46 0.196
Genotipo 1*1, 1*3 0.69 0.44-1.08 0.230
Alb (g/dL) 0.55 0.38-0.80 0.190 Genotipo 1*1, 1*3 0.67  0.45-0.98 0.196
Tiempo a DI (dias) 0.86 0.70-1.04 0.098
Dosis de tac 0.92 0.10-6.00 1.042 Alb (g/dL) 0.56  0.37-0.75 0.193

(mg/kg/dia)

HR: cociente de riesgo, IC: intervalos de confianza, SE: error estandar, Conv: convencional, Hto: hematocrito, Alb: albamina,
fem: femenino, DI: dosis inicial, mg: miligramos, g: gramos, dL: decilitro, L: litro
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Latabla nimero nueve, muestra cuatro diferentes modelos de regresién logistica bivariada para
calcular las probabilidades asociadas a los episodios de rechazo. Se incluyeron variables
predictoras disponibles de historia de respuesta inmune. El Gltimo modelo muestra que no existio
una asociacion entre la presencia de intervencién y los episodios de rechazo (OR 0.86, IC 95%
0.26-2.84, SE 0.606).

Se realizaron dos modelos méas de regresién logistica binaria para evaluar la asociacion de la
maniobra de intervencidon en los eventos de toxicidad, sin mostrar relevancia estadistica,
descritos en la tabla diez (OR 5.85, IC 95% 0.60-56.8, SE 1.161).

Tabla 9. Modelos de regresion logistica, que muestran la probabilidad de eventos de rechazo en los 12
meses después del trasplante

Modelo 1. EvalGia: pertenecer al grupo control, Modelo 2. Evalla: pertenecer al grupo control,
genotipo expresador, género femenino, edad, y niveles  genotipo expresador, DSA antes del Tx, edad, y niveles
acumulados () valle acumulados (%) valle

Variable OR IC 95% SE Variable OR IC 95% SE
Dosis Conv 0.97 0.29-3.25 0.003 Dosis Conv 1.0 0.24-4.15 0.729
Genotipo 1*1, 1*3 0.47 0.13-1.62 0.635 Genotipo 1*1, 1*3 0.48 0.12-1.96 0.716
Género (fem) 1.78 0.52-6.05 0.624 DSA antes del Tx 1.26 0.29-5.46 0.978
Edad (afios) 1.14  0.94-1.38 0.097 Edad (afios) 1.13 0.93-1.37 0.100
Niv Tac acum (ng/L) 0.98 0.93-1.02 0.022 Niv Tac acum (ng/L) 0.98 0.94-1.03 0.024
Modelo 3. Evalta: genotipo expresador, edad, PRA I, Modelo 4. Evalua: pertenecer al grupo control, edad y
PRA Il y niveles acumulados (%) valle PRAII

Variable OR IC 95% SE Variable OR IC 95% SE
Genotipo 1*1, 1*3 0.40 0.09-1.76 0.754 Dosis Conv 0.86 0.26-2.84 0.606
Edad (afios) 1.10 0.91-1.33 0.098
PRACc | (%) 1.05 0.95-1.16 0.052 Genotipo 1*1, 1*3 0.50 0.15-1.728 0.0.63
PRAc Il (%) 0.93 0.80-1.09 0.080
Niv Tac acum (ng/L) 0.99 0.94-1.03 0.024 Edad (afios) 111 0.93-1.33 0.091

OR: razdn de momios, IC: intervalos de confianza, SE: error estandar, Conv: convencional, Niv: niveles, Tac: tacrolimus, acum:
acumulado, DSA: anticuerpos donador especifico, PRAc: Panel reactivo de anticuerpos calculado, ng: nanogramos, L: litro, Tx:
trasplante.

Tabla 10. Modelos de regresion logistica, que muestran la probabilidad de eventos de nefrotoxicidad en
los 12 meses después del trasplante

Modelo 1. Evalla: pertenecer al grupo control, Modelo 2. Evalla: edad, tiempo a niveles valle
genotipo expresador, género femenino, edad, y niveles = minimos, y tiempo en rango de niveles valle de Tac
acumulados () valle

Variable OR IC 95% SE Variable OR IC 95% SE
Dosis Conv 5.85 0.60-56.8 1.161 Dosis Conv 6.51 0.65-64.8 1.172
Genotipo 1*1, 1*3 1.81 0.31-10.5 0.897 Edad (afios) 1.12 0.82-1.51 0.153
Edad (afios) 0.97 0.82-1.49 0.153 t en nivel Tac 1.40 0.85-2.30 0.252

(8-10 ng/L)

OR: razén de momios, IC: intervalos de confianza, SE: error estandar, Conv: convencional, Niv: niveles, Tac: tacrolimus, acum:
acumulado, t: tiempo, ng: nanogramos, L: litro
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1.2. Andlisis de subgrupos y de sensibilidad.

Se realizaron andlisis categorizando por genotipo para identificar diferencias internas entre los
grupos de dosis convencional y asignacion de dosis. En una forma similar, se realizaron analisis
de sensibilidad, evaluando Unicamente por genotipo, para determinar si la influencia de la
variable por si sola, impacta en los resultados.

En las figuras 17 y 18 se muestran dos curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, como parte
del andlisis de sensibilidad del primer objetivo del estudio. En ellas se compara el tiempo en
alcanzar niveles valle de tacrolimus dentro de pardmetros objetivo de 8-10 ng/L entre los tres
diferentes genotipos en la totalidad de la muestra, sin controlar por maniobra de intervencién
(figura 17). No se observaron diferencias significativas entre los grupos (log-rank=0.53).

De igual forma las curvas de supervivencia para el tiempo en alcanzar el minimo de niveles valle
objetivo (=8 ng/L) si fue significativo entre los diferentes genotipos, alcanzando el nivel minimo
de forma mas rapida el grupo de no expresadores, en comparacion con los expresadores (log-
rank=0.010) (figura 18).

Esto demuestra que los resultados del andlisis de tiempo al evento entre los grupos de dosis
convencional y dosis de asignacién pude estar influenciado por el mayor nimero de pacientes
expresadores en el grupo de intervencién.

Figura 17. Tiempo para obtener niveles valle de tacrolimus dentro de los parametros objetivo (8-10 ng/L)
en las seis semanas después del trasplante entre los diferentes genotipos

Product-Limit Survival Estimates
With Number of Subjects at Risk and 95% Hall-Wellner Bands
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Andlisis de tiempo al evento, para una p estadisticamente significativa de <0.05
Genotipo: AA 1*1=1y AG 1*3=2 expresadores de la proteina, GG 3*3=3 no expresadores de la proteina
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Figura 18 Tiempo para obtener los niveles valle objetivo minimos (> 8 ng/L) de tacrolimus en las seis
semanas después del trasplante entre los diferentes genotipos.
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Andlisis de tiempo al evento, para una p estadisticamente significativa de <0.05
Genotipo: AA 1*1=1y AG 1*3=2 expresadores de la proteina, GG 3*3=3 no expresadores de la proteina

Las figuras 19, 20 vy 21, muestran las comparaciones de los niveles, dosis, delta de niveles,
delta de dosis y promedio de dosis y niveles acumulados de los tres diferentes genotipos dentro
de los grupos de intervencién y control a lo largo de las seis semanas de seguimiento después
del trasplante.

La figura diecinueve, muestra en el panel (a), la comparacion de las dosis en mg/kg/dia, de
tacrolimus entre los genotipos.

En el grupo de dosis convencional, la media de dosis para los genotipos fue: AA 1*1 dosis 0.165
+ 0.047, AG 1*3 dosis 0.139 + 0.045 y GG 3*3 dosis 0.116 + 0.063 mg/kg/dia, p=<0.0001;
mientras que en el grupo de asignacioén fueron: AA 1*1 fue de 0.330 + 0.220, AG 1*3 dosis 0.227
+0.084 y GG 3*3 dosis 0.132 + 0.046 mg/kg/dia, p=<0.0001.

En el panel (b) grupo de dosis convencional, la media de dosis para los genotipos fue: AA 1*1 A
0.017 £ 0.035, AG 1*3 A 0.012 + 0.041 y GG 3*3 A 0.002 + 0.047 mg/kg/dia, p=0.085; mientras
gue en el grupo de asignacién fueron: AA 1*1 A 0.045 +0.115, AG 1*3 A 0.018 + 0.092 y GG 3*3
A -0.003 + 0.058 mg/kg/dia, p=0.017.

La figura veinte, muestra en el panel (a), la comparacién de los niveles valle de tacrolimus en
ng/L, entre los genotipos.

En el grupo de dosis convencional, la media de niveles para los genotipos fue: AA 1*1 niveles
6.2+ 2.4, AG 1*3 niveles 8.5 £ 3.5 y GG 3*3 niveles 10.5 + 3.7 ng/L, p=<0.0001; mientras que en
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el grupo de asignacion fue: AA 1*1 fue de 7.0 + 3.3, AG 1*3 dosis 8.7 £+ 4.0 y GG 3*3 dosis 9.7 +
3.5 mg/kg/dia, p=0.005.

En el panel (b), la comparacion de las deltas de los niveles valle de tacrolimus en ng/L, entre los
genotipos. En el grupo de dosis convencional, la media de delta de niveles para los genotipos
fue: AA 1*1 A 0.50 + 2.54, AG 1*3 A 0.44 £5.02 y GG 3*3 A -0.01 £ 6.82 ng/L, p=0.93; mientras
que en el grupo de asignacion fue: AA 1*1 A 0.69 + 3.77, AG 1*3 A 0.67 £ 5.34 y GG 3*3 dosis -
0.29 + 6.49 ng/L, p=0.46.

Lafiguraveintiuno, muestra en el panel (a), la comparacién de las dosis acumuladas (promedio)
en mg/kg/dia de tacrolimus entre los genotipos.

En el grupo de dosis convencional, el promedio de dosis para los genotipos fue: AA 1*1 dosis
acumulada 0.165 + 0.047, AG 1*3 dosis acumulada 0.139 + 0.045 y GG 3*3 dosis acumulada
0.116 + 0.063 mg/kg/dia, p=<0.0001; mientras que en el grupo de asignacion fue: AA 1*1 dosis
acumulada 0.330 + 0.220, AG 1*3 dosis acumulada 0.227 + 0.084 y GG 3*3 dosis acumulada
0.132 + 0.046 mg/kg/dia, p=<0.0001.

En el panel (b), la comparacion de los niveles valle acumulados (promedio) de tacrolimus en ng/L
entre los genotipos. En el grupo de dosis convencional, promedio de niveles acumulados para
los genotipos fue: AA 1*1 niveles acumulados 6.2 + 1.9, AG 1*3 niveles acumulados 8.5+1.4y
GG 3*3 niveles acumulados 10.5 + 1.7 ng/L, p=<0.0001; mientras que en el grupo de asignacion
fue: AA 1*1 fue de 7.2 + 1.1, AG 1*3 niveles acumulados 8.7 + 2.0 y GG 3*3 dosis 9.6 + 1.5
mg/kg/dia, p=<0.0001.

Figura 19. Diferencias entre las dosis (a) y delta de dosis (b) de tacrolimus en mg/kg/dia en el total de
seguimiento de seis semanas después del trasplante entre los diferentes genotipos dentro de los
grupos de dosis convencional y asignaciéon de dosis.
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Analisis mediante prueba de ANOVA de dos vias, para una p estadisticamente significativa de <0.05
Mg: miligramo, kg: kilogramo, tac: tacrolimus, AA 1*1 y AG 1*3: expresadores de la proteina, GG 3*3: no expresadores de la
proteina
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Figura 20. Diferencias entre los niveles (a) y delta de niveles (b) de tacrolimus en ng/L en el total de
seguimiento de seis semanas después del trasplante entre los diferentes genotipos dentro de los grupos
de dosis convencional y asignacion de dosis.
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Analisis mediante prueba de ANOVA de dos vias, para una p estadisticamente significativa de <0.05
Tac: tacrolimus, ng: nanogramos, L: litro, AA 1*1 y AG 1*3: expresadores de la proteina, GG 3*3: no expresadores de la proteina

Figura 21. Diferencias entre las dosis acumuladas (promedio) de tacrolimus en mg/kg/dia (a) y los
niveles acumulados (promedio) de tacrolimus en ng/L (b) el total de seguimiento de seis semanas
después del trasplante entre los diferentes genotipos dentro de los grupos de dosis convencional y
asignacion de dosis.
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Analisis mediante prueba de ANOVA de dos vias, para una p estadisticamente significativa de <0.05
Acum: acumulada, Tac: tacrolimus, ng: nanogramos, mg: miligramo, kg: kilogramo L: litro, AA 1*1 y AG 1*3: expresadores de la
proteina, GG 3*3: no expresadores de la proteina

La figura veintidés muestra las regresiones lineales de los diferentes genotipos. En el panel (a)
se muestra la regresion entre las dosis y los niveles de tac durante las seis semanas. Se observa
gue no existié una relacion lineal en los genotipos AA 1*1 y GG 3*3, sin embargo, es clara la
relacion lineal en el genotipo AG 1*3 (r?=0.03, p=0.02). En el panel (b) se muestra la regresion
entre las deltas de dosis y delta de niveles de tac durante las seis semanas. Se observa una
clara relacion lineal en los genotipos AG 1*3 y GG 3*3 3 (r’=0.17, p=<0.0001 y r?=0.06,
p=<0.0001), siendo esta mas fuerte en el grupo AG 1*3.
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Figura 22. Relacidn de dosis vs niveles valle de tac por genotipos (a) y delta de dosis y delta de niveles
valle de tac (b) de los tres diferentes genotipos, en las seis semanas de seguimiento.
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Regresion lineal simple, para una p estadisticamente significativa de <0.05
Tac: tacrolimus
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Finalmente, la tabla once muestra el analisis de sensibilidad de los estimadores de resultado,
categorizados por genotipo, utilizando un analisis de chi cuadrada y prueba exacta de Fisher. Se
evaluo. Se evaluaron las variables de resultados principales a corto (seis semanas) y largo plazo
(doce meses).

Se observaron diferencias entre los eventos de toxicidad, donde en el grupo de convencional
existieron mas eventos de toxicidad siendo caracteristico el genotipo de los no expresadores. De
igual forma, se puede apreciar que el grupo de convencional la frecuencia de sujetos que
mantuvieron niveles valle de tacrolimus dentro del objetivo pertenecian al grupo de no
expresadores. Ninguna de estas diferencias fue estadisticamente significativa.

Tabla 11. Comparacién de las variables de resultado entre los grupos de dosis convencional y
asignacion de dosis clasificados por genotipo. Resultados a corto plazo: niveles valle dentro del objetivo
y niveles valle al minimo del objetivo en la primera semana; niveles valle dentro del objetivo durante las
seis semanas. Resultados largo plazo: presencia de eventos de rechazo y nefrotoxicididad en los doce
meses de seguimiento.

AA 1*1 AG 1*3 AA 3*3 p
n=6 n=31 n=44
Niveles valle de Tac dentro de parametros
objetivo en la S1(n, %) C.0 2 (5.3) 4 (10.5) 1.00
e Si A: 0 3(7.5) 4 (10.0) 0.59
Niveles valle de Tac que alcanzaron objetivo
minimo en la S1(n, %) C.0 4 (10.5) 12 (31.6) 0.55
o Si Al 4 (10.0) 8 (20.0) 0.13
Niveles valle dentro de parametros objetivo
S1-S6 (n, %) C:0 5(12.2) 12 (29.2) 0.73
o Si A:0 6 (15.0) 5 (12.5) 0.68
Rechazo (n, %)
e Si C:0 2 (4.8) 6 (14.6) 1.00
Al 2 (5.0 4 (10.0) 0.38
Nefrotoxicidad por CNI (n, %)
e Si C:1(2.4) 1(2.4) 3(7.3) 0.32
A: 0 1(2.5) 0 1.00

Analisis mediante prueba exacta de Fisher, para una *p estadisticamente significativa <0.05
C: dosis convencional, A: asignacion de dosis, Tac: tacrolimus, S1: semana uno, S1-S6: semana uno a la seis, CNI: inhibidores
de la calcineurina

1.2.1. Célculo del poder estadistico alcanzado de la muestra

Realizamos el calculo del poder estadistico alcanzado con el tamafio de muestra obtenido,
usando una prueba para diferencia de proporciones utilizando los pardmetros del calculo de
tamafio de muestra para el disefio del estudio. Se realizo la estimacion a dos colas asumiendo
un tamario del efecto de 0.17, con una relacién o/p de 4, y un tamafio muestral de 40 sujetos del
grupo A y 41 sujetos del grupo B, para in total de 81 sujetos. Asumiendo un poder alcanzado
60%, corresponde a un error a de 0.10, con el presente estudio (figura 23).
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Figura 23. Célculo del poder alcanzado, mediante diferencia de proporciones. Colas=2, n=81, $=0.17.
Grafica que muestra tres diferentes tamafios de error o.. Software G*Power
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2. DISCUSION

El presente estudio investigo los beneficios de la administracién de una dosis inicial de tacrolimus
guiada por el genotipo de CYP3A5 en una cohorte de pacientes pediatricos en la ciudad de
México gue recibieron trasplante renal. En nuestro conocimiento son escasos los estudios de
intervencion en poblacién pediatrica que proponen estrategias farmacogenéticas, por lo cual
consideramos relevante realizar esta investigacion. En poblacién adulta, las estrategias de
dosificacién individualizada han sido mas exploradas.

En el objetivo primario del estudio, no se mostraron diferencias estadisticamente significativas
en el tiempo en alcanzar niveles valle de tacrolimus dentro del rango objetivo, en las primeras
seis semanas de seguimiento (log-rank=0.16) entre el grupo de dosis convencional y el grupo de
asignacion de dosis. Existié un 42% mas de probabilidades de que los pacientes con niveles
promedio de albimina (3.5 mg/L) (HR 0.58, IC 95% 0.35-0.98 SE 0.264), y 33% aquellos con
genotipo expresador (HR 0.67, IC 95% 0.45-0.98, SE 0.196) alcanzaran niveles valle de
tacrolimus dentro del rango de objetivo (8-10 ng/L), sin que la maniobra de intervencion tuviera
una influencia.

En el objetivo secundario, no existieron diferencias estadisticamente significativas en los eventos
de rechazo (OR 0.86, IC 95% 0.26-2.84, SE 0.606) y nefrotoxicidad (OR 5.85, IC 95% 0.60-56.8,
SE 1.161) comprobados por biopsia a los doce meses de seguimiento, entre ambos grupos. Sin
embargo, el grupo de dosis convencional mostré una frecuencia mas alta de nefrotoxicidad por
inhibidores de la calcineurina (6 Vs 1%).

Los analisis por subgrupo demostraron que a pesar de las diferencias significativas en el delta
de dosis en el grupo de asignacion de dosis (p=0.017) no impacté en la delta de niveles para el
mismo grupo (p=0.46), comportandose muy similar que el grupo de dosis convencional (p=0.93).
Al categorizar por genotipo, existié una regresion lineal estadisticamente significativa en las
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deltas de dosis y delta de niveles principalmente para el genotipo A*G 1*3* (r>=0.168,
p=<0.0001).

En el ensayo clinico aleatorizado controlado, realizado a 240 pacientes adultos trasplantados de
rifidn realizado por Shuker y colaboradores, investigaron si asignando la dosis inicial por genotipo
de CYP3AS5, los pacientes presentarian las concentraciones de tacrolimus en sangre objetivo
entre 10-15 ng/L. Ambos, grupos intervenciéon y control fueron evaluados a los tres dias de la
administracién de la dosis y no se encontraron diferencias entre grupos. La proporcion de
pacientes que alcanzaron niveles de tacrolimus dentro de objetivo fue de 37% para el grupo
control y 36% para el de intervencién, p=0.79, teniendo la misma incidencia de rechazo agudo
p=0.82 entre ambos grupos.®* Esto concuerda con nuestros resultados, ya que no encontramos
diferencias sustanciales en la efectividad en alcanzar niveles entre ambos grupos siendo nuestro
seguimiento mas prolongado después del trasplante hasta seis semanas, de hecho, 75% de los
sujetos en el grupo de dosis convencional se tardaron 2 semanas mientras que el grupo de
asignacion 3 semanas, log-rank=0.16. De la misma forma tampoco se evidenciaron diferencias
en el riesgo de presentar episodios de rechazo (OR 0.86, IC 95% 0.26-2.84, SE 0.606) en el
seguimiento a 12 meses entre ambos grupos incluso ajustando por las variables de la historia de
respuesta inmunitaria como porcentaje de PRA I, Il y presencia de anticuerpos DSA antes del
trasplante.

Sin embargo, en un estudio realizado en poblacion pediatrica por Min y colaboradores, quienes
disefiaron un ensayo clinico aleatorizado en pacientes receptores de 6rgano sélido incluyendo
rifidn, corazén e higado, los autores administraron una dosis ajustada de acuerdo con el genotipo
de CYP3AS5 en un rango de 2:1 teniendo un grupo de intervencion de 35 pacientes comparado
con un grupo de dosis convencional de 18 pacientes. Los pacientes fueron estratificados por
genotipo y 6rgano. En este estudio tuvieron un porcentaje de no expresadores de 85% en el
brazo de intervencion y de 75% en el brazo de control. En cuanto al tiempo en alcanzar niveles
los participantes en el grupo de intervencién alcanzaron niveles terapéuticos mas rapido con una
media de 3.4 dias mientras que los del grupo control de 6.6 dias, p=0.049. Los autores reportaron
gue un mayor porcentaje de pacientes que obtuvieron niveles de tacrolimus objetivo dentro de
los primeros 18 dias después del trasplante, pertenecieron al grupo de intervencion 69%
comparado con un 44% del grupo control, p=0.089.%° Esto contrasta con nuestros resultados, ya
gue los pacientes que fueron analizados en nuestra cohorte, no alcanzaron niveles terapéuticos
de forma tan rapida, ni tampoco existieron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos. De hecho, el modelo de regresion de Cox mostr6 un incremento de 42% en la
probabilidad de mantener niveles valle dentro del objetivo (8-10 ng/L) durante las primeras seis
semanas después del trasplante dependié Unicamente de los niveles de albumina séricos
promedios de 3.5 g/dL (HR 0.58 IC 95% 0.35-0.98 SE 0.264). Sin embargo, tener el genotipo
expresador mostré un aumento en la probabilidad de alcanzar el minimo de niveles objetivo (=8
ng/L) en un 33% (HR 0.67, IC 95% 0.45-0.98, SE 0.196), lo que no explica la existencia de un
beneficio contundente en la intervencién en nuestra poblacion.

En cuanto a los niveles de tacrolimus alcanzados, en un estudio retro-prolectivo realizado por
Largeau y su grupo, en una cohorte de 100 pacientes receptores de trasplante renal, los autores
analizaron a los pacientes que tuvieron genotipo de CYP3A5 no expresador y fueron tratados
con una dosis inicial de tacrolimus de 0.15 mg/kg/dia, y a los expresadores con una dosis inicial
de 0.30 mg/kg/dia, con dichos resultados establecieron la estrategia prospectiva aplicada a 107
sujetos también receptores de trasplante renal. Los no expresadores que presentaron sobre
exposicion fue de 63% y las concentraciones toxicas definidas como niveles valle de tacrolimus
>20 ng/L fue de 20.8%, mientras que entre los expresadores, ninguno de los dos homocigotos
*1, presentaron sobre exposicion en comparacion con los heterocigotos que presentaron 25%.
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Basados en sus resultados, las dosis asignadas de inicio fueron 0.10 para los CYPP3A5*3/*3,
0.20 para los CYPP3A5*1/*3 y 0.30 para los CYPP3A5*1/*1. Los autores comentan que la sobre
exposicion de tacrolimus disminuydé en el grupo de la variante mutante de 63% a 40%, p=0.0038.
Asi mismo, ninguno de los otros genotipos mostr6 dosis de sobre exposicion o téxicas. En este
disefio de estudio la maniobra fue comparada con una cohorte histérica de pacientes.®® Nuestros
datos no mostraron una diferencia estadisticamente significativa en tener niveles valle de
tacrolimus por arriba de los establecidos al asignar una dosis especifica por genotipo. Sin
embargo, si mostro diferencias en los porcentajes entre ambos grupos. (21 vs 13%) p=0.44. Fue
también evidente que el grupo de asignacion tuvo menos eventos de nefrotoxicidad corroborada
por biopsia que el grupo de dosis convencional, tampoco mostrando significancia estadistica (n=5
vs 1 respectivamente, p=0.20) o nefrotoxicidad (OR 5.85, IC 95% 0.60-56.8, SE 1.161), en el
seguimiento a 12 meses y los eventos estuvieron relacionados con el grupo de no expresadores
de la proteina.

En cuanto a la relacion entre incremento de dosis y aumento en niveles valle de tacrolimus, en
un estudio retrospectivo realizado por Wang y cols., a una cohorte pequefia de 46 adultos
receptores de trasplante renal, se investigaron, no solo las variantes de CYP3AS5, sino también
las variantes de CYP3A4 y ABCBL. Los 5 genotipos candidatos que se utilizaron para el analisis
fueron el CYP3A5*3, CYP3A4*1G, ABCB1236T, ABCB1C3435T y ABCB1G2677T/A. Los
autores reportaron las regresiones lineales realizadas en las dosis normalizadas a los niveles
valle, de los dias. 7, 14, 21, y 28 después del trasplante, demostrando que las variantes alélicas
de CYP3AS5 *1/*1 y *1/*3 tuvieron menores dosis normalizadas a niveles valle requiriendo ajustes
mayores (1.40 a 1.75 mas veces) de dosis que la variante *3/*3 al dia 28 [0.07 (0.06-0.09)
mg/kg/dia, vs 0.05 (0.02-0.06) mg/kg/dia. Los otros polimorfismos analizados no tuvieron
influencia en las dosis normalizadas a niveles valle de tacrolimus.®” Esto coincide con los
hallazgos encontrados en nuestro estudio en el andlisis realizado por subgrupos donde se
apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre los genotipos dentro de los
respectivos grupos de intervencién y control para los niveles de tacrolimus alcanzados
(Asignacion: AA 1*1 niveles 6.2 + 2.4, AG 1*3 niveles 8.5 + 3.5 y GG 3*3 niveles 10.5 + 3.7 ng/L,
p=<0.0001; Convencional: AA 1*1 fue de 7.0 £ 3.3, AG 1*3 dosis 8.7 + 4.0 y GG 3*3 dosis 9.7 +
3.5 mg/kg/dia, p=0.005). Sin embargo, Unicamente la delta de dosis para el grupo de asignacion
entre genotipos presentd diferencias estadisticamente significativas (p=0.017) sin que esto
afectara la delta de niveles de ambos grupos (C: p=0.93, A: p=0.46). De las regresiones lineales
por subgrupos de genotipo el Unico que presentd consistentemente una relacién lineal entre nivel
vs dosis y delta de nivel vs delta de dosis de tacrolimus fue el genotipo AG 1*3 (r?=0.031, p=0.02
y r>=0.168, p=<0.0001 respectivamente). Comparativamente nuestro analisis se extendidé dos
semanas mas que el estudio de Wang y su grupo.

Por otro lado, el estudio prospectivo, observacional, realizado por Prasad y colaboradores, a
receptores de trasplante renal en la India, incluyendo un namero mas grande de pacientes (248)
realizaron genotipos para las variantes alélicas de CYP3A5 *3 y *1, y para los exones de MDR1
12 (1236T), 21 (G62677 AIT) y 26 (C3435T), el objetivo de los autores fue analizar el efecto
combinado de las variantes de CYP3A5 y MDR1. Los autores reportaron que las dosis
normalizadas de niveles valle de tacrolimus fueron significativamente mas bajas (p=022, p=043),
y la dosis de tacrolimus necesarias para alcanzar niveles objetivo significativamente mas altas
(p=003) para el genotipo de CYP3A5*1*1 que para las variantes CYP3A5*1*3 y CYP3A5*1*3.
Unicamente la variante mutante de MDR1 G62677 A/T mostr6 una asociacién con los niveles
de tacrolimus correlacionando con la expresion de P-gp (p=,0.001).°® Esto contrasta con nuestros
resultados ya que efectivamente, en el analisis de subgrupos, hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los genotipos para los niveles de tacrolimus alcanzados (C: p=<0.0001; A:
p=0.005), el promedio de dosis acumulada (C: p=<0.0001; A: p=<0.0001) y el promedio de
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niveles de tacrolimus acumulados (C: p=<0.0001; A: p=<0.0001). Sin embargo, Unicamente el
delta de dosis para el grupo de asignacion entre genotipos presentod diferencias significativas
(p=0.017) sin que esto afectara el delta de niveles de ambos grupos (C: p=0.93, A: p=0.46). Como
se mencion0 anteriormente, en el andlisis de subgrupos, las regresiones lineales por genotipo la
variante alélica AG 1*3, mostré diferencias significativas en las dosis, delta de dosis, niveles valle
y delta de niveles valle de tacrolimus.

Nuestros resultados coinciden ampliamente con lo reportado en la literatura, tal parece que la
intervencion temprana de la dosis de tacrolimus se ve limitada por el seguimiento que depende
de futuros ajustes dindmicos en el tiempo.

Las fortalezas de nuestro estudio son, que se trata de un estudio de intervencion en poblacion
pediatrica, los cuales son muy complejos de disefiar y llevar a cabo por las implicaciones éticas
y limitado namero de pacientes. Nuestro grupo incluy6é un mayor nimero de sujetos que en otros
estudios de intervencion pediatricos, siendo nuestra poblaciéon relativamente homogénea pues
solo incluyé un 6rgano trasplantado y el seguimiento a largo plazo permitié evaluar el impacto de
la maniobra de intervencién en variables de resultado de relevancia clinica como la presencia de
eventos de rechazo y nefrotoxicidad. Otra ventaja es que los diagndsticos de impacto clinico se
realizaron mediante el estandar de oro, que es la biopsia renal. Por otro lado, para subsanar la
presencia de la variable confusora de diversas marcas que pudiesen intervenir en la
interpretacion de los resultados farmacoldgicos, la evaluacion de estos fue Unicamente de las
primeras seis semanas, en las que se garantizé que toda la poblacion recibiera la misma marca
del medicamento. Asi mismo los genotipos analizados (AA 1*1, AG 1*3 y GG 3*3) pertenecientes
a CYP3A5 son los mas cominmente estudiados y los que han mostrado mayor evidencia de
impacto en la metabolizaciéon del farmaco. Los polimorfismos de CYP3A4 y ABCBL1, no han
mostrado impacto o este ha sido minimo. Finalmente, la técnica de genotipificacion mediante
secuenciacién directa es una técnica validada y todas las personas involucradas en las
mediciones, tienen especializacion en el area.

Dentro de las limitaciones evidentes, a pesar de que la distribucion de las variables demogréficas
y otras asociadas a trasplante fueron equilibradas entre ambos grupos de intervencion y control,
la frecuencia de los genotipos en cada uno de ellos fue diferente con un mayor porcentaje de no
expresadores en el grupo control que en el grupo de asignacion (29.6% Vs 16.1%, p=0.04). Con
la sustancial evidencia bioldgica y clinica disponible de la influencia de los genotipos en la
metabolizacion del farmaco, es muy probable que esto, haya impactado en los resultados. La
utilizacién de una estrategia de aleatorizacion mas adecuada hubiese permitido balancear los
grupos por la variable independiente. Entre estas técnicas se pueden mencionar la aleatorizacion
en bloques, que permite distribuir de una forma mas uniforme a los pacientes entre ambos
grupos, sin embargo, esto no necesariamente garantiza el balance de caracteristicas especificas.
Otra estrategia de aleatorizacion es la estratificada, que permite elegir las variables predictoras
de importancia garantizando una prediccidbn mas acertada de los estimadores de resultado. Sin
embargo, la aleatorizacion estratificada requiere de un nimero mas grande de sujetos de estudio,
lo cual es limitado en el area pediatrica y en este estudio especifico. Por lo anterior la técnica
ideal de aleatorizacion para nuestro estudio la técnica de minimizacion, que permite aleatorizar
a los pacientes de una forma adaptativa, permitiendo minimas diferencias entre grupos. Por otro
lado, la falta de disponibilidad de dosificaciones fraccionadas, asi como el no cegamiento del
proveedor de salud (medico-enfermera) a la maniobra, con la subsecuente influencia de la
preocupacion clinica a la nefrotoxicidad, no permitieron el alcanzar las dosis iniciales planeadas.

Nuestros resultados no respaldan la utilizacién de una dosis inicial de tacrolimus guiada de

acuerdo con el genotipo de CYP3AS5 en pacientes pediatricos receptores de trasplante renal. Sin
embargo, no es posible determinar, si la dosis inicial asignada de acuerdo con el genotipo

57



Tesis de doctorado en ciencias médicas Fosgrado UNAM | Ana Catalina Alvarez Elias

realmente impacta en el tiempo en alcanzar niveles ya que los grupos no estuvieron balanceados
en la variable independiente, y no se alcanzo el poder estadistico esperado con el nUmero de
sujetos de estudio. A pesar de esto, nuestros datos muestran que probable que la asignaciéon
Unica de la dosis inicial de acuerdo con el genotipo de CYP3AS5 no sea suficiente para optimizar
la habilidad de alcanzar y mantenerse en niveles terapéuticos de tacrolimus.

Por otro lado, los analisis adicionales realizados por subgrupos, en especifico las regresiones
lineales comparando entre maniobra de intervencion y el grupo control, permiten observar que,
a pesar de los incrementos en dosis, no existe una respuesta lineal en los incrementos en niveles,
evaluados a través de las deltas. Lo que traduce que la préctica del trabajador de salud en los
incrementos de las dosis de tacrolimus en el tiempo tienen una gran influencia en el
comportamiento de los niveles, y que ésta practica, e incrementos dindmicos, pueden ser
informadas y posiblemente guiada de acuerdo con el genotipo de CYP3A5. Tal parece que los
pacientes con genotipo CYP3A5*1*1 fueron incapaces de alcanzar niveles éptimos o al menos
presentaron un mayor porcentaje de niveles bajos, mientras que fueron los del genotipo
CYP3A5*3*3 los que mas se mantuvieron en niveles objetivo, pero también en niveles altos e
incluso téxicos, mostrando en este caso, la maniobra de intervencién un beneficio limitado. El
genotipo que parece ser mas predecible y con incrementos proporcionales o mas lineales fue el
genotipo CYP3A5*1*3.

Nuestros resultados, a pesar de las limitaciones de disefio e implementacion del estudio
coinciden ampliamente con la literatura mundial, descartando un beneficio claro con la asignacion
de una dosis inicial de tacrolimus guiada por genotipo de CYP3A5. Sin embargo, los resultados
obtenidos en los andlisis adicionales abren la opcién para mas estudios de investigacion
relacionados con la dosificacion dindmica y longitudinal de tacrolimus, informado a través del
genotipo de CYP3AS.

3. CONCLUSIONES

En el presente ensayo clinico, de aleatorizacién simple, con cegamiento Gnicamente a los sujetos
de estudio, realizado a pacientes pediatricos receptores de trasplante renal en un centro de
atencion terciaria en Mexico. Se investigd el beneficio de la asignacion de dosis inicial de
tacrolimus de acuerdo con los genotipos mas comunmente descritos de CYP3A5 (1*1, 1*3y 3*3).
El objetivo principal fue mejorar el tiempo en alcanzar niveles valle después del trasplante
mediante la aplicacion de la maniobra, y los objetivos secundarios fue la evaluacion de la
frecuencia de los eventos de rechazo y toxicidad asociados a la maniobra en el seguimiento a
doce meses. Coincidente con la literatura mundial, nuestro estudio no demostré diferencias en el
tiempo en alcanzar niveles valle objetivo de tacrolimus después del trasplante entre el grupo de
dosis convencional y asignacién de dosis de acuerdo con el genotipo. Asi mismo no se
identificaron relacion con la temporalidad de alcanzar niveles valle objetivo y las complicaciones
a doce de meses de rechazo y toxicidad. Consideramos que las limitaciones de nuestro estudio
como el desbalance entre los grupos de la variable independiente (genotipos), por inadecuada
técnica de aleatorizacion, el menor poder estadistico alcanzado y las variaciones en la
dosificacién inicial sesgadas por el cegamiento simple, pudieron influenciar el tamafio de los
estimadores de resultado. Sin embargo, ante la evidencia proveniente de otros estudios de
investigacion clinica, es imposible sugerir la maniobra como beneficiosa para optimizar el tiempo
en alcanzar niveles valle objetivo. Tampoco fue posible evidenciar una asociacién entre la
maniobra y las complicaciones a doce meses como rechazo y nefrotoxicidad. A pesar de que
algunos de los estudios discutidos muestran relativa evidencia positiva en la administracion inicial
de tacrolimus guiada por genotipo de CYP3A5, su beneficio parece muy limitado.
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Por otro lado, en los analisis estadisticos de parametros farmacolégicos realizados por subgrupo
de genotipo entre grupo de intervencion y grupo control, fue evidente que la presencia de
determinados genotipos de CYP3AS5 influencian el metabolismo de tacrolimus, a pesar de la
maniobra de intervencién. Lo que mantiene la interrogante de investigacién en cuanto al beneficio
posible de su uso para informar la practica clinica en el uso de inmunosupresion y monitoreo
farmacoldgico. Fue evidente en los andlisis de los parametros farmacolégicos, qgue como se ha
reportado antes, las dosis y niveles tacrolimus no tienen una relacion lineal. Sin embargo, al
analizar los datos por subgrupo de genotipo, el tnico que mostré consistentemente una relacién
lineal tanto en las deltas de dosis como deltas de niveles fue el genotipo de AG 1*3. El
comportamiento de las deltas de dosis y niveles de tacrolimus en el andlisis de subgrupos (o
factor de cambio relacionado con las prescripciones médicas) sugiere que la decision del clinico,
o proveedor de salud de forma dinamica y longitudinal pudiera ser guiada por la capacidad de
los pacientes de alcanzar niveles en el tiempo de acuerdo con la capacidad metabdlica del
farmaco por presencia de genotipo CYP3A5 y no Unicamente la dosis inicial. Estos resultados
invitan a futuras investigaciones de dosificaciones consecutivas guiadas de acuerdo con el
genotipo y no Unicamente la dosis inicial de una forma mas individualizada.

Con lo anterior concluimos que:

e La administracion de una dosis inicial de tacrolimus de acuerdo con el genotipo de
CYP3A5 después del trasplante renal en poblacién pediatrica en México, no parece
agregar beneficios en el tiempo para alcanzar niveles valle del farmaco ni en la
disminucion de las complicaciones asociadas a doce meses de seguimiento.

e La presencia de los genotipos de CYP3A5, 1*1, 1*3, 3*3, tiene un impacto alto en la
metabolizacién de tacrolimus y la capacidad de alcanzar niveles valle objetivo. El presente
estudio, confirma influencia de los polimorfismos en el metabolismo de tacrolimus y que
esta prevalece a pesar de maniobras dosificacion inicial

e Nuestros analisis de parametros farmacologicos adicionales, como dosis, niveles, deltas
y mediciones acumuladas, brindan informacién acerca de la practica dinamica del
proveedor de salud.

e Las maniobras Unicas de dosis iniciales de tacrolimus informadas por el genotipo de
CYP3AG5 no son suficientes para modificar los parametros farmacoldgicos en el tiempo y
optimizar las metas de inmunosupresién después del trasplante renal en pacientes
pediatricos.

e Es necesario el desarrollo de estudios longitudinales con mediciones repetidas de los
parametros farmacolégicos de tacrolimus y la influencia de los polimorfismos de CYP3A5
gue proporcionen evidencia de la practica clinica habitual en los centros de trasplantes
para a desarrollar estudios intervencion enfocados al rango de incrementos estructurado
e individualizado de acuerdo con genotipo para evitar complicaciones.
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5. ANEXOS

HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ
DEPARTAMENTO DE NEFROLOGIA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: ASIGNACION DE DOSIS DE TACROLIMUS SEGUN GENOTIPO EN NINOS
EN TRASPLANTE RENAL CON LA EVOLUCION DEL INJERTO A 12 MESES.

Introduccidn

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

Su participacion es voluntaria. Usted puede decidir no participar o puede retirarse del estudio en
cualquier momento. En cualquier caso, no perderd ninguna forma de atencion médica en el
Hospital.

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

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

Finalidad del estudio

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

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

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

Procedimiento del estudio.

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

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

Beneficios

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

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

Accesibilidad de los investigadores y confidencialidad

Los médicos que atienden a su hijo estaran en todo momento dispuestos a responder a todas
sus preguntas e inquietudes respecto a los resultados del estudio que se realizara a su hijo.

Se le asegura que toda la informacién que nos proporcione y la que resulte de las pruebas
realizadas en su muestra de sangre seran mantenidas con absoluta confidencialidad y solo seran
usadas para los fines de esta investigacion.

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

Normas acerca de las lesiones relacionadas con la investigacion

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

Problemas o preguntas

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

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

He leido o se nos han leido y explicado a nuestra satisfaccion la presente carta de
consentimiento, se me ha dado la oportunidad de expresar todas mis dudas e inquietudes
relacionadas con el presente estudio de investigacion, y estoy de acuerdo con los propositos y
procedimientos de este.

Por este medio otorgo mi consentimiento para que mi hijo(a) participe en el estudio.

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

Nombre y firma de madre, padre o tutor o responsable

Testigo 1
Nombre

Direccion

Relacion con el paciente

Firma

Testigo 2

Nombre

68



Tesis de doctorado en ciencias médicas Fosgrado UNAM | Ana Catalina Alvarez Elias

Direccion

Relacion con el paciente

Firma

Nombre de los investigadores con quienes puede referirse el familiar en caso de duda: Dra Mara
Medeiros Domingo y/o Dra Maria Inés del Pilar Garcia Roca. Deparatmento de Nefrologia en el
Hospital Infantil de México Federico GOmez. Tel 5228-9917 ext 2366.

Firma de el o los investigadores responsables
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HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ
DEPARTAMENTO DE NEFROLOGIA

CARTA DE ASENTIMIENTO

Titulo del estudio: ASIGNACION DE DOSIS DE TACROLIMUS SEGUN GENOTIPO EN NINOS
EN TRASPLANTE RENAL CON LA EVOLUCION DEL INJERTO A MESES.

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

Si quiero entrar al estudio.

No, no quiero entrar al estudio.

Nombre del nifio

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

Nombre del padre o guardian

Firma Fecha

Relacion con el paciente

Direccion y teléfono

Testigo 1
Nombre

Direccion

Relacion con el paciente

Firma
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Nombre
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Direccion

Relacion con el paciente

Firma
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