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CAPITULO 1:
INTRODUCCION






El trasplante renal es el tratamiento de eleccion para los pacientes con
enfermedad renal cronica ya que incrementa la supervivencia y mejora la calidad
de vida respecto a la dialisis. No obstante, la escasez de organos y la
comorbilidad del paciente con enfermedad renal crénica hace que muy pocos
enfermos del programa de dialisis se beneficien del trasplante renal. Asi, durante
el afio 2011 se han realizado en nuestro pais un total de 2.498 trasplantes renales,
correspondiendo a un 10% de los pacientes que se encuentran en programas de

dialisis (23.647)".

El tratamiento inmunosupresor se inicia en el postrasplante inmediato y se
administra de forma crénica con el objetivo de prevenir la aparicion de una
reaccion inmunoldgica de rechazo contra el érgano trasplantado. La terapia
inmunosupresora de mantenimiento consiste en la asociacion de tres farmacos
inmunosupresores quimicos con diferente mecanismo de accidn, entre ellos un
farmaco inhibidor de la calcineurina (tacrolimo o ciclosporina) asociado a un
inhibidor de la proliferacion celular (azatioprina o micofenolato de mofetil) o
inhibidor de la proteina m-Tor (sirolimus o everolimus) y a un corticoide. El
inhibidor de calcineurina es el inmunosupresor principal de la terapia
inmunosupresora; ciclosporina fue el primer farmaco anticalcineurinico que se
comercializd y permitié incremetar la supervivencia del injerto y del paciente
tras el trasplante, posteriormente en los afios 80 se incorpor6 tacrolimo que es el
farmaco anticalcineurinico mas utilizado en la actualidad. En un metaanalisis
realizado por Cochrane en 2005 que incluia 30 ensayos clinicos realizados en un
total de 4.102 pacientes, se concluia que tacrolimo es mas eficaz que
ciclosporina ya que los pacientes con tacrolimo presentan menos incidencia de
rechazo agudo y mayor supervivencia del injerto respecto a los pacientes en

tratamiento con ciclosporinaz.



Tacrolimo presenta un estrecho indice terapéutico y una elevada variabilidad
inter e intraindividual, por ello es un farmaco candidato a la individualizacion
terapéutica en base a su concentracion sanguinea. Los ultimos documentos de
consenso para la individualizacién posoldgica de tacrolimo’ recomiendan
monitorizar la concentracion minima en sangre total (Cmin) para individualizar
la dosis de mantenimiento. La dosis inicial de tacrolimo se establece
empiricamente y oscila entre 0,15-0,30mg/kg/dia por via oral, repartidos en dos
tomas®. La dosis de mantenimiento se establece en base a la monitorizacion
farmacocinética de la Cmin de tacrolimo y depende del periodo postrasplante y
del tratamiento concomitante, el valor de Cmin esta ampliamente relacionado
con la presencia de rechazo agudo o toxicidad™®’, de modo que diversos autores
establecen un dmbito terapéutico entre 5 y 15 ng/ml, por ser el considerado mas

. .89
efectivo y menos toxico™.

A pesar de que la monitorizaciéon farmacocinética se considera el estdndar de
practica para el ajuste posologico de tacrolimo en el paciente trasplantado, se
observa que en determinados pacientes sometidos a una monitorizacion
farmacocinética exhaustiva no se alcanzan el ambito terapéutico con la rapidez
deseada y en consecuencia incrementa el riesgo de rechazo del injerto'’, por ello
es necesario recurrir a nuevos métodos que permitan individualizar la terapia

inmunosupresora.

La farmacogenética es la ciencia que permite identificar las bases genéticas de
las diferencias interindividuales en la respuesta a farmacos. Friederich Vogel y
Motulsky en 1959, sentaron las bases tedricas de esta nueva disciplina.
Posteriormente, en 2003 tras la secuenciacion completa del Genoma Humano, se
produjo una gran revolucion en el campo de la gendmica ya que se desarrollaron
nuevas tecnologias de genotipado y analisis de expresion de genes relacionados
con la respuesta a los farmacos de modo que se impulséd el desarrollo de la

farmacogenética. En la actualidad, la farmacogenética es la base de la medicina



personalizada que permite individualizar el tratamiento en base a la carga

genética de los pacientes.

Numerosos autores han aplicado la farmacogenética para estudiar la respuesta
del paciente al tratamiento inmunosupresor tras el trasplante renal; tacrolimo por
ser el inmunosupresor principal de la terapia inmunosupresora es uno de los

y ’ . 11,12,13,14
farmacos mas estudiados

. En este sentido, la farmacogenética puede
complementar a la farmacocinética, ya que permite individualizar la dosis de
tacrolimo en aquellos pacientes que a priori no se benefician de la
farmacocinética y con ello reducir la presencia de efectos adversos e incrementar
la eficacia. Los polimorfismos mas estudiados son los situados en los genes
relacionados con la biodisponibilidad y el metabolismo de tacrolimo. En
concreto, los localizados en el gen MDR1 que codifica la glicoproteina P, MDR1
2677 y MDRI 3435, provocan una perdida de la funcién de la proteina y su
presencia se relaciona con un aumento en la biodisponibilidad de tacrolimo y por

ello con un incremento en su concentracion sanguinea'>'®'"!®

. Por otra parte se
encuentran los polimorfismos en los genes que codifican las enzimas
metabolicas fase I, CYP345*3, cuya presencia provoca una falta de expresion de
la enzima CYP3AS5 y consecuentemente una reduccion en el metabolismo de

tacrolimo y un incremento en su concentracion sanguinea'***'.

El estudio de los polimorfismos genéticos y sus consecuencias farmacocinéticas
y clinicas en el paciente tras el trasplante renal permite disefiar e implantar
protocolos de individualizacion posoldgica de tacrolimo en base a la carga
genética del paciente. En este sentido, varios autores han demostrado que la
aplicacion de protocolos de individualizacién posolédgica de tacrolimo en base al
genotipo CYP3A5*3 en los pacientes, reduce el tiempo en alcanzar el intervalo
terapéutico Optimo tras la instauracion del tratamiento inmunosupresor e

incrementa el tiempo de concentraciones efectivas en los pacientes™™ .



Desde estas premisas se establecen en esta Memoria de tesis doctoral los

siguientes objetivos:

1.1. OBJETIVOS

Principal

* Aplicar y validar un protocolo de individualizacion de la dosis inicial de
tacrolimo en funcion de la carga genética, en los pacientes recién

trasplantados de rifion.

Secundarios

* Cuantificar la frecuencia de aparicion de los distintos polimorfismos en
nuestra poblacion de estudio.

* Relacionar los polimorfismos identificados en nuestra poblacion de estudio
con la respuesta cinética de los pacientes.

* Relacionar los polimorfismos identificados en nuestra poblacion de estudio
con la respuesta clinica de los pacientes, a nivel de eficacia (rechazo agudo)
y toxicidad (efectos adversos).

* Relacionar los polimorfismos identificados con los indicadores de calidad y

seguridad del paciente establecidos.



CAPITULO 2:
ANTECEDENTES






2.1. TRASPLANTE RENAL
2.1.1. Actividad del trasplante renal en Espafia.

En 1954, Murray realizé el primer trasplante renal con éxito entre gemelos
univitelinos, en el Brigham Hospital de Boston®. Posteriormente, en 1962 tras la
introduccién de la Azatioprina se realizé el primer trasplante renal en el mundo

. s r 2
con un injerto procedente de un donante cadaver™.

En Espafa no fue hasta 1965, cuando los profesores Gil Vernet y Caralps en el
Hospital Clinic de Barcelona realizaron el primer trasplante renal procedente de
un donante cadéver26, unos meses mas tarde se iniciaron los trasplantes renales

en la Fundacion Jiménez Diaz de Madrid.

Desde entonces el numero de trasplantes renales en Espafia ha seguido una
evolucion creciente, como se representa en la figura 1.
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Figura 1. Evolucion del trasplante renal en Espafia.

Durante el afio 2011, se han realizado 190 trasplantes renales en la Comunidad
Valenciana, que supone un 7,6% del total de los trasplantes realizados en

Espaﬁal.



En concreto, el Hospital Universitario Dr. Peset esta autorizado para realizar

trasplante renal desde el afio 1996. En el periodo 1996-2011 se han realizado

666 trasplantes de donante cadaver con éxito (figura 2).
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Figura 2. Numero de trasplantes renales realizados en el Hospital Universitario Dr.

Peset.

La legislacion en materia de trasplantes a nivel nacional esta regulada por la Ley
30/1979 de 27 de octubre”. En el Real Decreto 2070/1999 de 29 de octubre™ se
regulan las actividades de obtencion y utilizacion clinica de 6rganos humanos y
en el Real Decreto 1301/2006, de 10 de noviembrezg, se establecen las normas
de calidad y seguridad para la donacién, la obtencidén, la evaluacién, el

procesamiento, la preservacion, el almacenamiento y la distribucion de células y
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tejidos humanos. En 2009, se aprob¢ el estatuto de la Organizaciéon Nacional de

Trasplantes (ONT) con la publicacion del RD 1825/2009 del 28 de noviembre™.

En la Comunidad Valenciana, la autorizaciéon de centros sanitarios para la
practica de actividades de extraccidon y trasplante de organos y tejidos esta
regulada por la Orden de 26 de febrero de 2008 del Conseller de Sanidad’',y el
Registro de Trasplantes (RETRACV) por la Orden de 29 de diciembre de 2000
del Conseller de Sanidad®. La Orden de 20 de enero de 2003 de la Conselleria
de Sanidad regula las estructuras que conforman los equipos de extraccion y
trasplante de organos y tejidos”, y las remuneraciones aplicables para
determinadas actividades de extraccién y trasplante de organos y tejidos se
establecen en el Acuerdo de 17 de diciembre de 2004 y en el de 4 de abril de
2008 del Consell de la Generalitat, negociado en la Mesa Sectorial de
Sanidad®**.

2.1.2. Protocolo de trasplante renal en el Hospital Universitario Dr.

Peset.

El trasplante renal es el tratamiento de eleccion para los pacientes con
enfermedad renal cronica terminal, no obstante, en la actualidad s6lo un 20% de
los enfermos en programas de didlisis en Espafia esta en lista de espera para

recibir un trasplante renal.

En principio, todo paciente con enfermedad renal crénica terminal que no
presente complicaciones o enfermedades graves asociadas que condicionen su
supervivencia a corto plazo y tenga juicio suficiente para entender y asumir la

terapéutica, seria subsidiario de ser receptor de un trasplante renal.

Para incluir a un paciente en lista de espera de trasplante se realiza un examen

fisico exhaustivo que incluye realizacion de pruebas analiticas y radiograficas

11



para asegurar que no cumple una contraindicaciéon absoluta

36,37,38
. Las

contraindicaciones absolutas para el trasplante generalmente aceptadas, son™:

Neoplasia activa con corta esperanza de vida

Enfermedad crénica con corta esperanza de vida (inferior a 1 afio)
Consumo activo de drogas o alcohol

Insuficiencia orgénica grave sin posibilidades de correccién

Psicosis no controlada

Los pacientes en lista de espera para recibir un trasplante renal estdn en una lista

de espera informatizada, donde se recogen los aspectos mas importantes para la

seleccion cuando hay un donante, como son:

Grupo sanguineo ABO

Fenotipos HLA-A, B y DR

Edad

Peso

Grado de sensibilizacion HLA

Trasplantes previos

Comorbilidades con significacién pronostica
Serologia viral

Centro de didlisis de procedencia

Fecha de inclusion en lista de espera

En general, cada afio se efectia una reevaluacion del paciente en lista de espera

que incluye al menos lo siguiente: exploracion fisica, serologia viral y estado

cardiovascular.

12



Respecto al donante, en Espafia la mayor parte de trasplantes renales se realizan
de donante cadaver, segin estadisticas de la ONT durante el afio 2011 se han
realizado 2186 trasplantes de donante cadaver frente a tan solo 312 de donante

vivo.

Cualquier sujeto en muerte cerebral que no presente una enfermedad
transmisible (infeccion VIH, sepsis o neoplasia maligna) puede ser evaluado
como posible donante de rifion. Con la reduccion de los accidentes de trafico, y
consiguiente disminuciéon de la disponibilidad de organos de donantes
considerados Optimos, hay que recurrir a donantes marginales. Se entiende por
donante marginal o con criterios expandidos si cumple uno de los siguientes
criterios™:
— Edad > 60 afios, 6
- Edad entre 50-59 afios con al menos 2 de los siguientes criterios:
= Causa de muerte: accidente cerebrovascular
= Historia previa de hipertension arterial
= Creatinina sérica > 1,5 mg/dl (valores procedentes de la
ultima creatinina pre-extraccion del rifién).

- Donantes a corazén parado

Aunque la respuesta funcional del 6rgano de un donante marginal no sea 6ptima,
los resultados actuales avalan su idoneidad cuando se trasplantan en el receptor
adecuado, por ejemplo buscando la compatibilidad de masa corporal o de edades

entre el donante y el receptor*"*.

Una vez extraido el 6rgano del donante se debe mantener adecuadamente. El
método de preservacion renal mas utilizado es el almacenamiento hipotérmico,
consiste en irrigar el o6rgano extraido con una soluciéon de preservacion,
alcanzando un enfriamiento total rapido. La temperatura que llega a alcanzar

estd entre 0 y 5 °C. Existen varias soluciones de preservacion que contienen
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concentraciones de electrolitos semejantes al liquido extracelular, sustratos para
el metabolismo anaerobico y sustancias pobremente permeables pero activas
osmoticamente como la glucosa o el manitol, entre ellas las mas utilizadas son la

solucién de Collins, Euro-Collins y Belzer.

El receptor se selecciona de la lista de espera de trasplante renal, para ello la
compatibilidad de grupo sanguinco ABO y la prueba cruzada negativa
(anticuerpos IgG contra los linfocitos del donante) son absolutamente
necesarios. La mejor compatibilidad HLA-DR, la menor diferencia entre la edad
del donante y del receptor y la adecuacion de la masa renal entre donante y

receptor, son los aspectos més importantes a considerar.

La cirugia de implante renal suele ser la anastomosis de la arteria y vena renales
a la arteria y vena iliacas en la fosa iliaca derecha, con anastomosis de uréter del
injerto a la vejiga del receptor. Suele durar unas 2 horas, con un tiempo de sutura
vascular de unos 40 minutos. El tiempo de isquemia fria suele ser de 18 a 20

horas.

En el momento del trasplante se administran los siguientes farmacos:
— Antibiéticos: profilaxis infecciosa.
- Inmunosupresores:
= induccion con basiliximab o inmunoglobulina
antitimocitica de conejo, en funcion del riesgo
inmunoldgico del paciente.
= 1% dosis de micofenolato de mofetil
= corticoides

— Antidiuréticos: desmopresina.

En el anexo 1 se detalla el protocolo farmacoterapéutico en el trasplante renal.
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2.1.3. Complicaciones en el paciente trasplantado.

En el postrasplante inmediato debe vigilarse el estado hemodindmico y
respiratorio, la diuresis y la inmunosupresion administrada, asi como detectar
problemas quirirgicos y cardiopulmonares y valorar la necesidad de
hemodidlisis. Se deben mantener unas cifras de presion arterial y presion venosa
central adecuadas para una buena perfusion del injerto. Hay que evitar
hipervolemia excesiva, especialmente en pacientes mayores de 60 afios o con
disfuncion diastolica o coronariopatia. La anuria, especialmente en pacientes en
los que se espera una diuresis inmediata (receptor y donante joven con tiempo de
isquemia fria corto, etc.), es una urgencia diagnoéstica, y requiere pruebas de
imagen para comprobar la vascularizaciéon del injerto o la presencia de

colecciones que compriman la via urinaria.

En los dias siguientes postrasplante el paciente comienza a deambular e inicia la
ingesta oral, se inicia el tratamiento inmunosupresor con farmacos
anticalcineurinicos y la profilaxis de infecciones oportunistas con cotrimoxazol y

valganciclovir.

En el paciente con diuresis inmediata y descenso de creatinina plasmatica el
seguimiento es sencillo, y salvo otras complicaciones puede retirarse la sonda
vesical a los 7 dias y darle de alta. El paciente con diuresis escasa y descenso
lento de los niveles de creatinina plasmatica o con necesidad de didlisis requiere

estudios mas amplios y estancia hospitalaria mas prolongada®.

Entre las complicaciones médicas mas frecuentes a corto plazo se encuentran
la necrosis tubular aguda (NTA) y el rechazo agudo. La NTA es la principal
causa de disfuncion aguda del injerto renal en el postoperatorio inmediato,
afectando entre un 15 y un 40% de los trasplantes de donante caddver y a menos

de un 5% de los de donante vivo. La etiologia es multifactorial puede ser
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causada por el donante (donante a corazén parado o edad avanzada), por el
tiempo de isquemia fria prolongado o por la administracion precoz de farmacos
anticalcineurinicos. La NTA incrementa el potencial inmunogeno del injerto al
inducir la expresion de moléculas de adhesion en el endotelio capilar y de
antigenos de clase II en el epitelio tubular e incrementar la expresion de
antigenos de clase I, por este motivo se observa un riesgo incrementado de

. 44
rechazo agudo en estos pacientes™ .

El rechazo agudo es la complicacion médica que en mayor medida puede
condicionar la supervivencia del injerto a corto y largo plazo. El rechazo agudo
celular, es el mas frecuente de los distintos tipos de rechazo, su incidencia oscila
entre un 15-20% en funcion del esquema de inmunosupresion, la compatibilidad
inmunoldgica entre el donante y receptor, el tipo de trasplante (donante cadaver
0 vivo) y que se trate de primer o segundos trasplantes”*. Suele producirse
entre los 5 dias y los tres primeros meses postrasplante aunque puede producirse

pasado este tiempo.

La presentacion clinica del rechazo agudo suele ser un deterioro agudo de la
funcion renal con un descenso de la diuresis, aumento de la creatinina sérica,
edemas y un aumento de la presion arterial, la presencia de fiebre o dolor en el
injerto es inhabitual con los actuales inmunosupresores. Es importante realizar
un diagnéstico diferencial con necrosis tubular aguda, nefrotoxicidad,
obstruccion del tracto urinario y trombosis arterio-venosa. La técnica
diagndstica por excelencia es la biopsia del 6rgano trasplantado, que permite
identificar lesiones especificas de rechazo agudo y evaluar su gravedad. Existen
diversos criterios de valoracion de la lesion histologica del rechazo agudo, uno

de los mas aceptados es la clasificacion de Banff “** (Anexo 2).

El tratamiento de eleccion del rechazo agudo es la administracién de bolos de

esteroides que revierten aproximadamente el 75% de los primeros episodios de
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rechazo, en pacientes que no responden a los esteroides se recurre a la

administraciéon de anticuerpos mono o policlonales que revierten
. 45 .

aproximadamente el 90% de rechazos™. Como tratamiento de rescate se puede

utilizar tacrolimo, micofenolato de mofetil o sirolimo.

Entre las complicaciones médicas a medio y largo plazo se encuentran las
infecciones. El tratamiento de las infecciones en el receptor de un trasplante se
ve dificultado por la toxicidad y las interacciones entre los farmacos
antimicrobianos y los inmunosupresores, asi como por la escasa tolerancia de
estos pacientes a ciertos procedimientos diagndsticos agresivos necesarios para

establecer un diagndstico de certeza.

Todos los pacientes tras el trasplante renal inician profilaxis antinfecciosa con
cotrimoxazol 1 comprimido (800mg/160mg) cada 48h durante los primeros 6
meses postrasplante para prevenir la neumonia por pneumocistis jiroveci y con
valganciclovir 1 comprimido (450mg) cada 24h durante durante los primeros 3
meses postrasplante para prevenir la infeccion por citomegalovirus (CMV), en el
caso de ser receptores seronegativos del rifion de un donante infectado por

CMV®.
El tratamiento depende de la etiologia de la infeccion, en la tabla 1 se presentan

los principales factores de riesgo y la etiologia de las infecciones en funcion del

tiempo postrasplante.
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Tabla 1. Etiologia de las principales infecciones tras el trasplante renal.

Periodo Factor de riesgo Etiologia
postrasplante
(mes)

Nosocomial: cirugia,
Inicial (1) ventilacion mecanica, Bacterianas
catéteres, sonda vesical.

. Infecciones oportunistas: Bacterianas
Intermedio (2-6) p L
Inmunosupresion Viricas (CMV)
i . L Bacterianas
Tardio (7-12) Infecciones comunitarias. L.
Viricas

CMV: citomegalovirus

Las infecciones fingicas son menos frecuentes en el paciente trasplantado renal.
Generalmente se produce afectacion de la via urinaria por Candida spp,
clinicamente se presenta en forma de candiduria o fungemia asociada a la
infeccion de orina. El tratamiento estandar consiste en la administracion de
fluconazol, no obstante hay que tener precaucion al instaurar un tratamiento

antifingico por las interacciones con los farmacos inmunosupresores.

La nefropatia cronica del injerto es una de las primeras causas de pérdida del
injerto renal a partir del primer afio de seguimiento. La sospecha de nefropatia
cronica del injerto se produce cuando existe un deterioro lento y progresivo de la
funcién renal que habitualmente se acompafia de proteinuria e hipertension. El
diagndstico debe confirmarse mediante la practica de una biopsia renal, para la
valoracion de la lesion histologica se utiliza la clasificacion de Banff descrita en

el anexo 2.
El resto de complicaciones que aparecen tras el trasplante renal son causadas,

en la mayor parte de los casos, por los firmacos inmunosupresores, de modo que

se desarrollan en el apartado correspondiente a la terapia inmunosupresora.
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2.1.4. Tratamiento inmunosupresor.

Cuando el paciente se pone en contacto con el drgano trasplantado se activa el
sistema inmunitario, que reconoce las células extrafias y las destruye. Los
antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) son los
responsables de identificar las células del paciente y diferenciarlas de las
extrafias, funcionando como una especie de documento de identidad de cada

célula.

. L - 50
En la respuesta inmunolodgica de rechazo se distinguen tres fases:
— Reconocimiento del antigeno.
— Estimulacién y proliferacion del sistema inmunitario.

— Fase efectora o de destruccion del injerto.

La activacion de la respuesta de rechazo se produce cuando los linfocitos T
facilitadores (T-CD4) del receptor reconocen al antigeno extraiio (proteinas del
sistema HLA) del 6rgano trasplantado. A continuaciéon para que el linfocito T-
CD4 se active y prolifere debe recibir tres sefiales diferentes:

1. La primera seiial se produce cuando la estructura de reconocimiento
antigénico del linfocito T-CD4 se une al complejo formado por el antigeno
extrafio y la célula presentadora de antigenos.

2. Como consecuencia de la primera sefial los linfocitos T-CD4 segregan una
linfocina estimulante de los macréfagos, los cuales se activan y segregan
interleucina 1 (IL-1) o factor estimulante de linfocitos, lo que constituye la
segunda sefial.

3. Como consecuencia de las sefiales 1* y 2% se desencadenan una serie de
reacciones cuyo resultado final es la produccion y liberacion de interleucina
2 (IL2) o factor de crecimiento de linfocitos, que constituye la tercera
serial. El resultado final es la proliferacion del clon activado de linfocitos T-

CD4.
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Por otra parte la IL-2 segregada por los T-CD4 activados activa a los linfocitos
T-CD8 dando lugar a linfocitos T con actividad citotoxica, que infiltran el injerto
y desempefian un papel fundamental en la destruccion del tejido injertado. Otras
interleucinas y el interferon-y activan los linfocitos B, que por su accion se
trasforman en células plasmaticas productoras de inmunoglobulinas dirigidas

contra los antigenos del injerto.

De modo que en la respuesta inmunoldgica de rechazo se diferencian dos
componentes: el celular (mediado por los linfocitos T citotéxicos) y el humoral
(mediado por las inmunoglobulinas liberadas por las células plasmaticas).

En figura 3 se representa el mecanismo inmunolégico de rechazo.

Célula presentodora
de antigeno

Linfocito T

Figura 3. Mecanismo inmunolégico de rechazo.

2.1.4.1. FArmacos inmunosupresores.

El objetivo de la terapia inmunosupresora es evitar la respuesta inmunolédgica de

rechazo. Desde que en el afio 1960 se introdujo azatioprina, se han producido
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muchos avances en la terapia inmunosupresora, mejorando la supervivencia del

paciente y del injerto.

Los farmacos inmunosupresores, en base a su origen, se dividen en dos grupos:

Inmunosupresores bioloégicos € inmunosupresores quimicos.

Inmunosupresores bioldgicos

Los inmunosupresores bioldgicos estdn dirigidos contra diversas moléculas
superficiales de las células del sistema inmunitario, suprimiendo la actividad de
los linfocitos T y con ello la proliferaciéon clonal. El modo de acciéon de estos

inmunosupresores es muy variado. Se diferencian dos tipos:

- Anticuerpos policlonales: son no selectivos, contienen anticuerpos con

multiples epitopos, por ello reaccionan con multiples antigenos presentes sobre
un amplio margen de células o con un unico antigeno ampliamente distribuido.
La deplecion de las células frente a las que van dirigidos se produce por diversos
mecanismos, entre ellos: la lisis mediada por el complemento, la citotoxicidad
mediada por células, la induccién de apoptosis y la opsonizacion.

Se obtienen en diferentes especies animales, generalmente caballo y raton,
previamente inmunizados con antigenos, que son células linfoides humanas
como timocitos, linfoblastos o células T periféricas. Las propiedades
caracteristicas de cada anticuerpo policlonal dependen del animal utilizado como
fuente de obtencion de los anticuerpos, del inmunégeno usado para estimular su
produccién y del proceso de manufacturacion, por este motivo se caracterizan
por presentar una elevada variabilidad entre los lotes.

Dentro de los anticuerpos policlonales se incluyen los sueros antilinfocitarios y
las fracciones activas de las gammaglobulinas contra los timocitos (ATG) y los

linfocitos (ALG).
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- Anticuerpos monoclonales: tienen mayor especificidad ya que proceden
de un unico linfocito B y cada célula plasmatica produce y segrega un solo
anticuerpo. Se obtienen inmunizando ratones con un antigeno concreto. Entre los
principales problemas que presentan los anticuerpos monoclonales cabe citar los
siguientes:

1. Posible formacion de anticuerpos neutralizantes frente a ellos, lo que
limita su efectividad y puede impedir su uso repetido.

2. Necesidad de administracion intravenosa al tratarse de proteinas de gran
tamafio.

3. Experiencia limitada que dificulta la evaluacién de su eficacia y

seguridad, sobre todo a largo plazo.

Dentro de los anticuerpos monoclonales se incluyen:

1. Anticuerpos dirigidos contra la proteina de membrana CD3:
muromonab. Esta proteina se encuentra en la superficie de todos los linfocitos T.
En un primer momento destruye a los linfocitos T CD3-positivos, para luego
provocar la produccion de linfocitos T carentes de CD3 y, por lo tanto, no
funcionales. Su accion es reversible al suspender el tratamiento.

2. Anticuerpos dirigidos contra la subunidad alfa del receptor de la
IL-2: daclizumab y basiliximab. Este receptor sélo aparece en los linfocitos T
activados, lo que supone una mayor especificidad de accion. Su bloqueo supone
la interrupcion de todas las cascadas metabolicas que suceden tras su union a la

IL-2 y que tendran como resultado la proliferacion linfocitaria.

En la tabla 2 se presentan las principales caracteristicas de los inmunosupresores

biologicos.
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Tabla 2. Caracteristicas de los inmunosupresores biologicos utilizados en el
trasplante renal.

Clasificacion | Farmaco Caracteristicas | M. Accion Dosificacion
10mg/kg/24h
ATGAM Caballo Inespecifico 5 nl[lf diis)
Policlonales . bl Cone : . 1,5 mg/kg/24h
ina n n ifico
imoglobu onejo especific (5-10 dias)
Ac anti- 20mg cada 4
Basiliximab Quimérico receptor dias
1L-2 (2 dosis)
Ac anti- Img/kg cada
M lonal
onoclonaies Daclizumab Humanizado receptor 15 dias
1L-2 (5 dosis)
. . Smg/24h
Ac anti-CD
Muromonab Murino ¢ anti-CD3 (10-14 dias)

ATGAM: inmunoglogulina antilinfocitos T; Timoglobulina: inmunoglobulina
antitimocitos; IL-2: interleucina 2.

Inmunosupresores quimicos

Los inmunosupresores quimicos actian a diferentes niveles de la respuesta

inmunoloégica (figura 4):

- Reconocimiento antigeno-anticuerpo. En este punto se generan una serie de

cascadas metabolicas sobre las que van a actuar la gran mayoria de los
inmunosupresores:

Los inhibidores de la calcineurina (ciclosporina y tacrolimo), se unen a
proteinas citoplasmaticas llamadas immunofilinas y forman un complejo que
bloquea la actividad fosfatasa de la calcineurina, y por lo tanto la transcripcion
génica de citoquinas, que se traduce en la inhibicién de la respuesta inmune
celular y en menor grado de la inmunidad humoral.

Los corticoides actuan, entre otros mecanismos de accion, a nivel, de los
factores de transcripcion impidiendo el transporte de estos factores desde el

citoplasma al nticleo celular.
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Trasmisién de la sefial al nicleo. En este proceso intervienen los

inmunosupresores que actuardn a nivel de la proteina mTOR (sirolimus y
everolimus), que inhiben la activacién de una S6 kinasa, impidiendo el paso de
la fase G1 a la fase S del ciclo celular e inhibiendo, por tanto, la proliferacién
linfocitaria. Dentro de la evolucidn del ciclo celular se ha de producir la sintesis
de bases pdricas y pirimidinicas, y es a este nivel es donde actian los
inmunosupresores antiproliferativos, que incluyen el dcido micofenélico, que

es un inhibidor no competitivo de la inosina monofosfato deshidrogenasa y la

azatioprina.

I receptor
[ it
0 e
. proteina de
sefidizacion
CPA esteroides intraceular
B7-10r2 Clase Il + péptido - ® citoauina
ol ‘y
‘
TCR & ® antilL-2R
CD4 A .l
L
© : B
1
L}
L e
CsA Y FK-506 . FRAP | RAPA
'
Calcineurina ; l
, Ciclina/CDK . sintesis de
1 nove de
Célula T I—» ! Glg” \4S nucledtidos
Esteroides " ‘
' | MMF
: N > ¥
’

Figura 4. Mecanismo de accion de los inmunosupresores quimicos.
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Existen varios subgrupos de inmunosupresores quimicos que se clasifican por su

mecanismo de accion, en la tabla 3 se presentan sus principales caracteristicas.

Tabla 3. Caracteristicas de los inmunosupresores quimicos utilizados en el trasplante

renal.
Cs Cs
Clasificacion | Farmaco Dosificacion inicial mantenimiento
inicial (ng/ml) (ng/ml)
Cmin: 150-250 Cmin: 75-150
ibi A 4- keg/12h
g‘h‘b'd‘"es Cs 75 me/ke/ C2: 1400-1800 | C2: 400-800
e
0 -0,1
calcineurina | TAC rr;g/7k5g§)1’2151 Cmin: 10-15 Cmin: 5-10
Cmin: 8-12
ibi in: 8-12
Inhib}dores SIR 2-5 mg/24h gm@. i 8 ng/ml
pr(:rgll;a = Cmin: 4-8
- EVER | 0,75 mg/12h Cmin: 3-8 Cmin: 3-8
Antiprolife- MMF 1-2 g/12h Cmin: 1-3,5%* Cmin: 1-3,5%*
rativos NaMF | 720mg/12h Cmin: 1-3,5 Cmin: 1-3,5
Corticoides PRD 20mg/24h

CsA: ciclosporina; TAC: tacrolimo; SIR: sirolimo; EVER:

everolimo; MMF:

micofenolato de mofetil;, NaMF: micofenolato soédico; PRD: prednisona; Cs:
concentracion sanguinea objetivo; Cmin: concentraciéon minima; C2: concentracion a
las 2h postadministracion.* mcg/ml.

En la tabla 4 se presentan las principales caracteristicas farmacocinéticas de los

inmunosupresores quimicos.
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Tabla 4. Caracteristicas farmacocinéticas de los inmunosupresores quimicos.

F Tmax t1/2 Tee UPP Eliminacion
(%) (horas) (horas) (dias) | (%)

Metabolismo:
Fase I (enzimas

CsA 10-60 1-2 5-18 1-4 90-98 CYP3A4, CYP3AS)
Excrecién: Biliar
Metabolismo:

TAC 20-25 1-3 4-12 2.3 98,8 Fase I (enzimas

2 (LP) 41 (LP) CYP3A4, CYP3AS)

Excrecién: Biliar

MMF | 9% 0,8-1,8 16-18 3-4 97 Metabolismo:

Fase 11 (enzimas
UGT1AS8,UGTI1A9)
Excrecion: 85-95%
en orina, y en bilis
(circulacion
enterohepatica)

NaMF | 72 1,5-3 8-16 3-4 97

Metabolismo:

- _ _ ~ Fase I (enzimas
SIR 14-27 | 1-3 46-78 10-16 | 92 CYP3A4, CYP3AS)

Excrecién: Biliar

Metabolismo:

_ _ ~ Fase I (enzimas
EVER | 16 1-2 21-35 4-7 74 CYP3A4, CYP3AS)

Excrecion: Biliar

CsA: ciclosporina; TAC: tacrolimo; MMF: micofenolato de mofetil; NaMF:
micofenolato sdédico; SIR: sirolimo; EVER: everolimo; F: biodisponibilidad oral;
Tmax: tiempo en alcanzar la concentracion maxima; t1/2: tiempo en eliminar el 50%
del farmaco; Tee: tiempo en alcanzar la concentracion en estado estacionario; UPP:
unién a proteinas plasmaticas; AUC: drea bajo la curva Concentracion-tiempo,
Cmin: concentraciéon minima; LP: liberacion prolongada.

Los efectos adversos de los fdrmacos inmunosupresores generalmente son
caracteristicos del subgrupo y dependen de la dosis del farmaco por lo que se
pueden evitar con un ajuste posologico adecuado. Entre los efectos adversos mas

frecuentes se encuentran los descritos en la tabla 5.
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Tabla 5. Incidencia de los principales efectos adversos de los inmunosupresores

quimicos.
FARMACO EFECTOS ADVERSOS
HTA (13-89%)
. . o
INHIBIDORES ?ISl?eimrllaiff g:l /(0;5 -
CALCINEURINA nsuficiencia re 2

Toxicidad neurolégica (TAC) (15-56%)
Hipertricosis (CsA) (21-45%)
Hiperglucemia (TAC) (11-22%)
Hiperplasia gingival (CsA) (4-16%)

Ciclosporina y Tacrolimo

INHIBIDORES Toxicidad digestiva (3-38%)
PROLIFERACION Infecciones (3-30%)

CELULAR Insomio (3-23%)

Micofenolato de mofetil y Leucopenia, neutropenia, anemia (3-22%)

Micofenolato Sédico

Edema periférico (54-58%)
Dislipemia (45-57%)
Hipertension Arterial (45-49%)
Proteinuria (39-40%)
Toxicidad digestiva (25-36%)
Anemia (20-33%)

INHIBIDORES m-TOR

Sirolimo y everolimo

2.1.4.2. Protocolos de inmunosupresion.

Actualmente existen dos protocolos de inmunosupresion en funcion del origen
de los farmacos inmunosupresores utilizados y del momento de su utilizacion, el
tratamiento de induccién se administra en el momento del trasplante y el
tratamiento de mantenimiento se instaura en el momento del trasplante o en el
postrasplante inmediato y se mantiene durante un periodo prolongado o incluso

indefinido.
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— Tratamiento de induccién: consiste en la administracion de
inmunosupresores bioldgicos policlonales o monoclonales en el momento
del trasplante con el objetivo de alcanzar rdpidamente el estado de

inmunosupresion.

- Tratamiento de mantenimiento: consiste en la asociacién de varios
farmacos inmunosupresores quimicos con diferente mecanismo de accién
con el fin de mejorar la eficacia y reducir la toxicidad de la terapia

inmunosupresora.

Se utiliza una triple terapia formada por:

- Inhibidor de calcineurina (tacrolimo o ciclosporina)

- Inhibidor de la proliferacion celular (micofenolato de mofetil,
micofenolato soédico, azatioprina) o un inhibidor de la m-TOR (sirolimus o
everolimus)

- Corticoide (prednisona)

La inmunosupresion es especialmente importante durante el periodo
postrasplante inicial en el que hay una elevada incidencia de rechazo precoz del
trasplante. En fases postoperatorias mas avanzadas se produce una “adaptacion
al injerto”, lo que origina las tasas de rechazo muy bajas que se observan en los
pacientes en mantenimiento. Asi pues la terapia inmunosupresora debe reducirse
con el tiempo mediante una reduccion gradual de los esteroides hasta una
supresion total, si es posible, y una disminucién gradual del inhibidor de
calcineurina, del inhibidor de la proliferacion celular y del inhibidor de la m-

TOR.
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2.2. FARMACOGENETICA EN TRASPLANTE RENAL

El objetivo de la farmacoterapia es administrar un farmaco adecuado a un
paciente en concreto, a la dosis apropiada para producir la méxima eficacia y la
minima toxicidad. Los farmacos generalmente se dosifican atendiendo a uno de
los siguientes criterios:

- Dosis fijas

- Caracteristicas antropométricas (peso, sc..)

- Caracteristicas biométricas (Clcr)

- Monitorizacion farmacocinética

Se observa que a pesar de utilizar los mismos criterios de dosificacion en
pacientes aparentemente similares, se produce una elevada variabilidad en la
respuesta al tratamiento, es decir a igualdad de dosis de un farmaco, nos
encontramos pacientes que no responden al tratamiento y pacientes que

presentan una mayor incidencia de aparicion de efectos adversos.

Las reacciones adversas a faArmacos, son responsables de una parte importante de
la morbilidad y mortalidad en todos los paises, asi como de un porcentaje nada
despreciable del gasto sanitario. Un estudio en Reino Unido sugiere que 1 de 15
ingresos en hospitales se debe a reacciones adversas a farmacos, mientras que un
analisis realizado en Estados Unidos muestra que unos 2,2 millones de
norteamericanos hospitalizados cada afio tienen reacciones adversas a los
farmacos, aun cuando estos han sido prescritos y administrados
adecuadamente’’. Si trasladaramos los resultados de este estudio sobre
reacciones adversas a fdrmacos a pacientes hospitalizados en nuestro pais,
alrededor de 300.000 pacientes hospitalizados sufririan efectos adversos serios y
mas de 12.000 de estos moririan a causa de ellos anualmente. Una reduccion a la
mitad de estas magnitudes seria muy significativa, tanto en términos de calidad

de vida como en términos econémicos.
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La variabilidad interindividual en la respuesta a los fdrmacos puede estar
mediada por factores ambientales (tabaco, alcohol, dieta), por factores
fisiologicos (edad, sexo, etnia), por factores patoldgicos o por interacciones con
otros farmacos, entre otros. Sin embargo, actualmente se ha atribuido gran parte

de esta variabilidad a las diferencias en la dotacion genética de los individuos.

En este entorno surge la farmacogenética que es la ciencia que permite
identificar las bases genéticas de las diferencias interindividuales en la respuesta
a los farmacos. Friederich Vogel en 1959, definié por primera vez el termino
farmacogenética como “variacion hereditaria de importancia clinica en la
respuesta a los farmacos”. Ese mismo afo, Vogel junto con Motulsky sentaron
las bases tedricas de esa nueva disciplina, basdndose en la observacion de
diferencias interindividuales en la actividad de enzimas metabolizadoras de
farmacos que explicaban efectos secundarios a los mismos y a su vez variaban
en diversas poblaciones humanas. Poco tiempo después en 1962, Werner Kalow
sentd las bases de la farmacogenética como ciencia con su monografia

“Pharmacogenetics: Heredity and Response to Drugs”.

Tras la secuenciacion completa del Genoma Humano, en 2003, se produjo una
gran revolucion en el campo de la gendmica ya que se desarrollaron nuevas
tecnologias de genotipado y andlisis de expresion de genes relacionados con la

respuesta a los farmacos.

La International Conference on Harmonisation of Techical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) define
Farmacogenémica como la disciplina que estudia las variaciones en las
caracteristicas del DNA y RNA en relaciéon con la respuesta a farmacos y
Farmacogenética como un apartado dentro de la farmacogendémica que estudia
las variaciones concretas en la secuencia del DNA en relacion con la respuesta a

los farmacos™.
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En este trabajo nos centramos en la farmacogenética ya que esta considerada
como uno de los pilares de la medicina personalizada, al permitir en una
poblacion especifica relacionar aspectos genéticos con la buena o mala respuesta

del paciente a un determinado tratamiento.

Los procesos que acontecen desde la molécula de ADN hasta la sintesis de
proteinas son la transcripcion y la traduccion. La transcripcion genera una
molécula de ARN a partir del ADN que posteriormente sufrird traduccién en
los ribosomas, proceso por el cual se genera una proteina. Muchos genes se
encuentran constituidos por regiones codificantes (exones) interrumpidas por
regiones no codificantes (intrones) que son eliminadas en el procesamiento del
ARN (splicing). La secuencia de bases presente en el ARN determina la
secuencia de aminoacidos de la proteina por medio del codigo genético (figura
5).

Polimerasa
S

Ribosoma

Polipéptido
Traduccidn

ARNmM

Figura 5. Proceso de sintesis de proteinas.
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Las variaciones genéticas mas estudiadas son los polimorfismos genéticos. Hay
varios tipos de polimorfismos que tienen consecuencias de gravedad variable, la
forma mas comun es el polimorfismo de nucleétido inico (SNP), que consiste

en la variacioén de un solo nucleétido, existen dos tipos distintos de sustituciones:

-Transiciones: se intercambia una base purica por una base purica o una base
pirimidinica por una base pirimidinica.
-Transversiones: se intercambia una base purica por una base pirimidinica o una

base pirimidinica por una base ptrica.

Los SNPs estan presentes en la mayoria de los genes representando el 90% de la
variabilidad genética, la frecuencia de aparicion en la poblacion es mayor al 1%

y es diferente en las poblaciones.

Los SNPs no siempre provocan consecuencias funcionales en la proteina,
depende de su localizacion, si el SNP se localiza en una region intrénica no se
espera que desencadene alteraciones funcionales, pero si el SNP se localiza en
una region exoénica puede tener consecuencias si se modifica el aminoacido
codificado. Los polimorfismos de nucledtido tnico que se producen en las
regiones promotoras o reguladoras del gen pueden influir en la expresion de la
proteina. La consecuencia més grave que se deriva de un SNP es la formacion de
un codon de paro, que produce una proteina truncada y normalmente anémala o

no funcional.

Cada vez es mas frecuente la investigacion de combinaciones de SNPs o
haplotipos, es decir a veces existen alelos de un cromosoma, o parte de ellos,
que estan proximos y que tienden a heredarse conjuntamente, esto provoca que
se combinen varios SNPs formando haplotipos, esta combinacion puede explicar
el hecho de que a menudo se estudien SNPs que no tienen efectos clinicos por

separado pero si en asociacion.
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Relacion entre la dotacion genética y la respuesta a los farmacos.

Farmacogenes.

La relacion entre la dotacion genética y la respuesta a los farmacos se produce
por la interaccion con los procesos farmacocinéticos y farmacodindmicos. La
formacion de una proteina truncada que participe en uno de estos procesos puede
provocar una alteracion en la respuesta a los farmacos.

Los genes asociados con la seguridad o eficacia terapéutica pueden clasificarse

en tres categorias™:

1. Genes que codifican las proteinas implicadas en los procesos
farmacodinamicos. Codifican las dianas moleculares implicadas en el
mecanismo de accion y efecto de los farmacos en el lugar de accion.

2. Genes que codifican las proteinas transportadoras de farmacos.

3. Genes que codifican las proteinas implicadas en los procesos
farmacocinéticos. Relacionados con la absorcion, distribucion,
metabolismo o excreciéon de farmacos donde participan las enzimas

metabolicas fase [ y fase II.

2.2.1. Farmacogenética de las dianas moleculares.

Los genes farmacodinamicos codifican proteinas que forman parte de las dianas
moleculares o terapéuticas. Los polimorfismos genéticos en las dianas
terapéuticas producen una variacion en la respuesta terapéutica. No son
habitualmente inactivadores sino que provocan efectos mas sutiles como
cambios de aminoacidos o efectos sobre la expresion de las proteinas, como

consecuencia, no producen alteraciones clinicamente tan significativas.

En trasplante renal, la relacion entre la presencia de polimorfismos en las dianas

terapéuticas (FKBP1A, mTor, calcineurina y ciclofilina B) y la respuesta al
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tratamiento inmunosupresor no estd bien establecida, no obstante numerosos
estudios evaluan la relacion entre la respuesta clinica tras el trasplante renal y la
presencia de polimorfismos en los genes que codifican las proteinas implicadas

en los mecanismos moleculares de rechazo.

Las dianas moleculares implicadas en la respuesta inmunitaria son:

- Citoquinas
- Quimiocinas
- Moléculas de adhesion

- Factores de crecimiento

Citoquinas

Las citoquinas desempefian un papel esencial como mediadores de la respuesta
inmunitaria. Entre las citoquinas de mayor relevancia se encuentran la
interleucina 10 (IL-10), la interleucina 6 (IL-6), el interferon alfa (INFy), el
factor de crecimiento transformante B1 (TGF-B1) y el factor de necrosis tumoral

alfa (TNFa).
En la tabla 6 se presentan los polimorfismos mas frecuentes en las regiones

reguladoras de los genes de las citoquinas y sus consecuencias en la producciéon

de citoquinas.
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Tabla 6. Polimorfismos mas frecuentes en las citoquinas.

Citoquina | Polimorfismo | Consecuencias de la | Consecuencias
presencia del polimorfismo clinicas
-1082G>A
Peor resultado tras
IL-10 -819C>T Menor produccion de IL-10
el trasplante
-592C>A
Peor resultado tras
IL-6 -174G>C Menor produccién de IL-6
el trasplante
Mejor resultado tras
INFy +874T>A Menor produccion de INFy
el trasplante
10T>G Peor resultado tras
TGF-B1 Menor produccién de TGF-B1
25C>G el trasplante
Peor resultado tras
TNFa -308G>A Mayor produccién de TNFa
el trasplante

La diferente produccion de citoquinas puede interferir en la respuesta clinica del
paciente trasplantado, asi un metanalisis realizado en 2008 concluye que la
presencia de polimorfismos genéticos relacionados con una menor produccion
de IL-10 conduce a peores resultados clinicos tras el trasplante renal (nefropatia

cronica del injerto, rechazo y funcion retardada del injerto)*.

Respecto a la los polimorfismos genéticos a nivel de INFy y TNFa, varios
estudios evidencian que los pacientes con genotipo nativo para INFy y genotipo
homocigoto para TNFa, relacionados con una mayor producciéon de INFy y
TNFa, respectivamente, presentan peores resultados en el trasplante renal. En la
misma linea, en una revision realizada en 2009 se observa un incremento en la
incidencia de rechazo agudo en los pacientes con genotipos relacionados con una
mayor produccién de TNFa y INFy, asi como un incremento en las pérdidas del
injerto renal en los pacientes con genotipos relacionados con una mayor

produccién de TNFa. Ademas en la misma revision se evidencia un efecto
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protector de la nefropatia cronica del injerto por el genotipo nativo, relacionado
con una mayor produccion de IL-6 y una elevada pérdida del injerto en los

pacientes con baja produccion de TGF-b1 o IL-6™.

Otro estudio realizado en 100 pacientes con trasplante renal®® concluye que los
pacientes con genotipo nativo, relacionado con mayor produccion de IL-6 y con
genotipo homocigoto, relacionado con menor produccion para IFN-y,

presentaron menos episodios de rechazo agudo.

Quimiocinas

Las quimiocinas son los quimioatrayentes que llevan los leucocitos al punto de
accion. Existen varios tipos de quimiocinas y su compleja interaccion determina

la poblacion de leucocitos que es atraida al foco de inflamacion.

Varios estudios han evaluado las variantes polimoérficas de los receptores de las
quimiocinas CCR5, CCR2 y MCP-1 y su relacion con el resultado del trasplante
renal. Un estudio realizado en 173 pacientes con trasplante renal’’ analizé la
relacion entre los polimorfismos genéticos CCRS5-A32, CCR5-59029-A/G,
CCR2-V64l y MCP-1 G/A (-2518) y el rechazo agudo y concluyd que se
observaba una asociaciéon entre el polimorfismo genético CCR2-V64l y la
presencia de rechazo agudo. A su vez otro estudio realizado en Turquia sobre 85
pacientes con trasplante renal evaludé la asociacion entre los polimorfismos
genéticos CCR2-V641, CCR5-59029-A/G, CCR5-A32 y el rechazo agudo
observandose que los pacientes con polimorfismos genéticos CCR5-59029-A/G

y CCR2-V64I presentaban una mayor incidencia de rechazo agudo™.
Otros estudios han evaluado la contribucién de otras quimiocinas a los

resultados tras el trasplante renal, asi un estudio® realizado sobre 216 parejas

donante-receptor evalué la relacion entre polimorfismos genéticos en la
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citoquina IL-8, en los receptores de las quimiocinas CXCR1, CXCR2 y en las
moléculas de adhesion selectinas, con el rechazo agudo, observandose una
asociacion entre el genotipo CXCR1-2668 GA/AA en el receptor de quimiocina

del donante y el riesgo incrementado de rechazo agudo tras el trasplante renal.

Moléculas de adhesion

Las moléculas de adhesion estan implicadas en el movimiento de los leucocitos
de la sangre a los tejidos. Intervienen varios tipos de moléculas de adhesion en
este proceso, entre las que se engloban las integrinas, como el antigeno-1
asociado con la funcién de leucocitos, la familia supergénica de
inmunoglobulinas, incluidas la molécula-1 de adhesion endotelio-plaqueta
(PECAM) y la molécula-1 de adhesion intercelular (ICAM-1), y las selectinas.
Se ha demostrado relacion entre la presencia de polimorfismos genéticos que
provocan un cambio en la expresion y/o la funcidén de las moléculas de adhesion

y los resultados del trasplante renal.

En un estudio realizado en 110 pacientes con trasplante renal® se determiné el
genotipo de cinco polimorfismos en la ICAM-1, la E-selectina y la L-selectina,
observandose que la variante alélica ICAM R241 estaba relacionada con la
nefropatia cronica del injerto, ademas el periodo transcurrido hasta el fallo del
injerto estaba relacionado con la variante ICAM E469. No se observaron

asociaciones con los polimorfismos de las selectinas.
. , . . 61 ’
Un estudio mas reciente en 120 pacientes con trasplante renal” no encontr6

relacion entre el rechazo agudo y la presencia de polimorfismos en ICAM,

PECAM, L-selectina y E-selectina.
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Factores de crecimiento del endotelio vascular (FCEV)

Los macrofagos y los linfocitos producen el factor de crecimiento endotelial
vascular, que es un potente estimulador de la angiogénesis. E1 FCEV también
puede activar el factor nuclear del factor de transcripcion, el cual activa la
produccién de citoquinas inflamatorias y de quimiocinas. La regién promotora
contiene cinco polimorfismos y un estudio ha analizado los polimorfismos de
FCEV en 173 pacientes con trasplante renal” observandose que los
polimorfismos FCEV (2578C>A, 1154A>Q@) estan relacionados con una mayor

sintesis de FCEV y se asocian con mayor riesgo de rechazo agudo.

En un estudio mas reciente se evaliia en 200 pacientes con trasplante renal® la
relacion entre los polimorfismos genéticos en FCEV (2578C>A, 1154A>G) y
IL-18 (607C>A, 137G>C) y el riesgo de rechazo observandose que los
haplotipos A-A y A-G (2578-1154) para FCEV se relacionaron con un menor
riesgo de rechazo del injerto y los haplotipos IL-18 607A-137G, se relacionaron

con un mayor riesgo de rechazo del injerto.

2.2.2. Farmacogenética de los transportadores de farmacos.

Los transportadores de membrana desempefian un papel relevante en la
absorcion, la distribucién y la eliminacion de los farmacos. Existen varios

subtipos de transportadores relacionados con los fArmacos inmunosupresores:

Transportadores de resistencia a multiples farmacos:

- Glicoproteina P, es codificada por el gen MDR1 y se expresa a nivel
del cortex adrenal, tabulos renales, vellosidades intestinales y

hepatocitos.
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- Proteinas asociadas con la resistencia a multiples farmacos (MRP1
a MRP7), en concreto MRP2 se expresa en el intestino e higado y

esta relacionada con el transporte de 4cido micofendlico conjugado.

Los transportadores de resistencia a multiples farmacos desempefian un papel
protector en la eliminacion de sustancias toxicas de los tejidos. Asi, en el
intestino la glicoproteina P y la MRP2 limitan la biodisponibilidad de los
farmacos ya que median su salida hacia la luz; en el higado la glicoproteina P y
la MRP2 median la eliminacion de los firmacos hacia la bilis y en el rifion la
glicoproteina P media la excrecion urinaria de los fAirmacos. En otras regiones
como la barrera hematoencefalica y hematotesticular, la placenta y los ovarios
desempefian un papel protector ya que limitan la entrada de toxinas en estos

organos cruciales.

La glicoproteina P es la proteina transportadora mas estudiada, se trata de una
proteina transportadora de membrana de 170 kD compuesta por mas de 1.200
aminoéacidos.* Su actividad normal consiste en expulsar el farmaco de la célula
mediante un mecanismo de transporte activo dependiente de ATP,
desempefiando un papel importante en la absorcion, distribucién y eliminacion
de los farmacos que son sustratos de la bomba, entre ellos los farmacos
inmunosupresores ciclosporina, tacrolimo, sirolimo y corticosteroides. En la

figura 6 se esquematiza la funcion de la glicoproteina P.
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Figura 6. Funcioén de la glicoproteina P.

La glicoproteina P es codificada por el gen MDR1 o ABCBI, se han identificado

65,66,67,68,69

mas de 50 polimorfismos en dicho gen, que presentan una frecuencia

de aparicion mayor al 5% en la poblacién caucasica’ y pueden producir
alteraciones tanto en la expresion como en la funcion de la proteina. En
concreto, los SNPs localizados en posicion 1236 (exén 12), 2677 (exon 21) y
3435 (ex6n 26) son los mas estudiados y se han relacionado con la concentraciéon

de fArmacos inmunosupresores.

Varios estudios han evaluado la asociacion entre la presencia de polimorfismos
en MDRI1 y la farmacocinética de los farmacos inmunosupresores en los
pacientes con trasplante renal, en general en la mayoria de estudios se observa
un incremento en la concentracidon de ciclosporina, relacionada con la presencia
de SNP en el exdn 12 y 26, no obstante en los pacientes en tratamiento
inmunosupresor con tacrolimo y sirolimo los resultados son contradictorios, en
las siguientes tablas se resumen las caracteristicas mas importantes de los

estudios realizados (tablas 7, 8 y 9).
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Tabla 7. Principales estudios farmacogenéticos de MDR1 y ciclosporina en trasplante

renal.

SNP Pacientes | Resultados Ref

C3435T | 124 No se observo relacion entre el genotipo de MDRI1 y
la D de ciclosporina necesaria para alcanzar la Cs o
objetivo.

Ademas no se observo relacion entre el genotipo y la
nefrotoxicidad o el rechazo agudo.

C3435T | 110 No se observd correlacion entre el genotipo de | 71
MDRI1 y la Cs/D/peso de ciclosporina.

C3435T | 106 Los pacientes con genotipo nativo presentaron menor | 72
relacion Cs/D de ciclosporina que los heterocigotos.

C3435T | 151 No se observo relacion entre el genotipo MDR1 y los | 73
parametros farmacocinéticos de ciclosporina.

C1236T | 106 Los pacientes con genotipo nativo presentan menor | 74
Cmax y AUC (0-4h) que los heterocigotos.

C3435T | 75 Los pacientes con genotipo nativo presentan menor
AUC (0-4 h)/D/kg que los pacientes heterocigotos y 75
éstos que los homocigotos.

C3435T | 197 Los pacientes con genotipo nativo presentan menor

Cs y C2 que los pacientes heterocigotos u
homocigotos.

76

D dosis, Cs concentracién sanguinea minima, Cmax concentracién sanguinea maxima,

AUC area bajo la curva, C2 concentracion sanguinea dos horas postdosis, kg peso.
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Tabla 8. Principales estudios farmacogenéticos de MDR1 y tacrolimo en trasplante
renal.

SNP Pacientes | Resultados Ref
C2677A | 30 No se observo relacion entre el genotipo MDR1 y la
77
C3435T dosis necesaria de tacrolimo para alcanzar el 4ambito
terapéutico.
C1236T | 24 No se observo relacion entre el genotipo MDR1 y la
C2677A Cs/D de tacrolimo. 78
C3435T
C3435T | 118 No se observo relacion entre el genotipo MDR1 y la
79
Cs/D/kg de tacrolimo a la semana, 1 mes y 3 meses
postrasplante.
C1236T | 134 No se observo relacion entre el genotipo MDR1 y la
C2677A Cs/D o la AUC (0-12h) de tacrolimo. 80
C3435T
C1236T | 206 La Cs/D fue inferior en los pacientes nativos para
C2677A C3435T y C2677A comparado con los pacientes | 81
homocigotos.
C3435T
C1236T | 87 No se observo relacion entre el genotipo MDR1 y los
C2677A parametros farmacocinéticos de tacrolimo. 82
C3435T
C2677A | 50 Los pacientes heterocigotos para el genotipo MDR1 s
C3435T C2677A requirieron mayor dosis de tacrolimo que los
pacientes homocigotos.

C1236T | 63 Los pacientes con genotipo nativo MDR1 C3435T
C2677A presentaron una relacion Cs/dosis de tacrolimo menor | 16
que los pacientes heterocigotos.

C3435T

C3435T | 209 No se observo relacion entre el genotipo MDR1 y la | 17
Cs/dosis de tacrolimo

C3435T | - No se observo relacion entre el genotipo MDR1 y los | 18
parametros farmacocinéticos de tacrolimo.

D dosis, Cs concentracién sanguinea minima, Cmax concentracién sanguinea maxima,
AUC area bajo la curva, kg peso.
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Tabla 9. Principales estudios farmacogenéticos de MDR1 y sirolimo en trasplante
renal.

SNP Pacientes | Resultados Ref
C1236T | 85 No se observo relacion entre el genotipo MDR1 y la
G2677T Cs/D de sirolimo. 78
C3435T

G2677T | 20 No se observo relacion entre el genotipo MDR1 y la |
C3435T Cs/D o la AUC (0-12h) de sirolimo

C1236T | 149 No se observo relacion entre el genotipo MDR1 y la |
G2677T Cs/D de sirolimo a los 3 meses postrasplante.

D dosis, Cs concentracién sanguinea minima, Cmax concentracién sanguinea maxima,
AUC érea bajo la curva.

Respecto a la relacion con la toxicidad, la neurotoxicidad es uno de los efectos
adversos asociados al tratamiento con ciclosporina y tacrolimo. El transporte de
ciclosporina y tacrolimo hacia el cerebro depende del transporte activo del
farmaco a través de la barrera hematoencefilica que estd mediado por la
glicoproteina P*.  En condiciones normales la glicoproteina P bombea el
farmaco fuera del cerebro para impedir su acumulacién, reduciendo la
neurotoxicidad. Un estudio realizado sobre 17 pacientes con trasplante hepatico
concluyé que la concentracion sanguinea elevada de tacrolimo, la disfunciéon
hepatica y el polimorfismo G2677T en el gen MDRI eran variables predictoras
de la neurotoxicidad inducida por tacrolimogs, no obstante, la reducida muestra

de pacientes hizo que las conclusiones del estudio fueran cuestionables.

La osteonecrosis es un efectos adverso relacionado con el tratamiento
inmunosupresor con corticoides, un estudio sobre 136 pacientes con trasplante
renal realizado en Japon identificd que el genotipo MDR1 estaba asociado con la
osteonecrosis inducida por corticoides ya que 30 pacientes desarrollaron
osteonecrosis y de éstos solo un paciente presentaba genotipo nativo para el

MDRI1 C3435T vy el resto presentaban genotipo heterocigoto y homocigoto.*
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Las proteinas de resistencia a multiples farmacos no han sido tan estudiadas,
no obstante en el caso del micofenolato de mofetil se observa que tanto la
circulacion enterohepatica como la eliminacion de su principal metabolito, el 7-
O-glucurénido (MPAG), estan mediadas por la proteina MRP2Y. Se han
identificado varios SNPs en el gen que codifica la proteina MRP2 relacionados
con la eliminacion de acido micofenoélico, en un estudio realizado por Naesens y
cols sobre 95 pacientes en trasplante renal se analizaron los SNPs C-24T y
C2972T y se observd que el genotipo homocigoto para MRP2 C-24T estaba
asociado con un aclaramiento inferior de acido micofenélico en condiciones de
estado estacionario®™ no obstante en otros estudios no se ha observado relacién
entre la presencia de polimorfismos en el gen que codifica la proteina MRP2 y el

area bajo la curva de micofenolato de mofetil®.

Transportadores de solutos:

- Transportadores de cationes organicos (TCO1-TCO3,TCONI-TCON2): se
localizan en la membrana basolateral de las células epiteliales renales
donde median la captacion de cationes organicos desde la sangre hacia
las células de los tiibulos, que constituye el primer paso en la secrecion
renal de farmacos y en los hepatocitos donde median la captacion de
cationes organicos, exponiéndolos a las enzimas encargadas de

metabolizar los farmacos.

- Transportadores de aniones organicos (OAT1-OAT3, OATP1, OATP-B,
OATP2, OATP-D, OATPS): se localizan en el intestino, higado y rifién. Los
localizados en la membrana sinusoidal de los hepatocitos median el
primer paso en el metabolismo hepatico y pueden influir en la

biodisponibilidad de primer paso de estos farmacos.
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- Transportadores de nucledsidos (TNE1-TNE3, TNCI-TNC-3): se localizan
en el cerebro, colon, pulmén, placenta, higado, corazon, bazo y
testiculos. Median la captacion celular de los analogos de nucleésidos y
por consiguiente, la respuesta farmacoldgica o toxicoldgica de estos

agentes.

El estudio farmacogenético de los transportadores de solutos es todavia muy
reciente, en el ser humano existen 300 proteinas pertenecientes a 47 familias de
trasportadores de solutos. La familia de los transportadores de solutos codifica
proteinas de membrana que se identifican como transportadores pasivos,
transportadores ionicos e intercambiadores. En concreto los transportadores de
solutos mas ampliamente relacionados con el trasporte de farmacos

inmunosupresores son los transportadores de aniones orgéanicos.

Diversos estudios han encontrado relacion entre el OATP1B3 y la concentraciéon
de micofenolato en plasma®. Entre los polimorfismos que disminuyen la
funcionalidad del gen OATP1B3 se encuentran aquellos localizados en las
posiciones 334T>G (OATP1B3*2), 439A>G (OATPIB3*3), 699G>A
(OATP1B3*4), 767G>C (OATP1B3*5), 1559A>C (OATP 1B3*6), 1679T>C
(OATP1B3*7) asi como los situados en la region promotora (de -28 a -11 y de -
7 a -4). En un estudio realizado sobre 115 pacientes con trasplante renal en
tratamiento con micofenolato de mofetil y ciclosporina se observd que los
parametros farmacocinéticos de micofenolato de mofetil dependian de la
presencia de polimorfismos genéticos en el transportador OATP1B3®'. No
obstante, en un estudio realizado en 72 pacientes con trasplante renal en Japon,
no se encontraron diferencias en el AUC (0-12) de micofenolato de mofetil en

funcion del polimorfismo OATP1B1 (1/1, 1/3, 3/3)%.
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2.2.3. Farmacogenética de las Enzimas metabdlicas.

Enzimas metabélicas Fase I

Las reacciones fase I més frecuentes son las reacciones de oxidacion que
convierten a los firmacos en metabolitos mas polares. En el ser humano las
reacciones fase I estan mediadas por las enzimas de la superfamilia del
Citocromo P450 (CYP) que estd constituida por 57 genes que presentan un
elevado numero de polimorfismos. La superfamilia CYP esta formada por mas
de 53 familias génicas, entre ellas las mas importantes son CYP1A2, CYP2B6,
CYP2C, CYP3A.

En el metabolismo de los firmacos inmunosupresores juega un papel importante
la familia CYP3A. Las enzimas de la familia CYP3A son las mas abundantes de
la familia CYP en el higado humano (representan hasta el 30% del contenido
total del CYP). Se han identificado 4 isoformas de la familia CYP3A: CYP3A4,
CYP3AS5, CYP3A7 y CYP3A43 que son responsables del metabolismo de mas
del 50% de los farmacos, en concreto las isoenzimas CYP3A4 y CYP3AS son
las responsables del metabolismo oxidativo de los farmacos inmunosupresores.
El CYP3A4 es predominante en intestino e higado, existen numerosas variantes
alélicas de CYP3A4, en concreto las mas estudiadas son la CYP3A4*IB,
CYP344*184 y CYP3A4*I8B que presentan una distribucioén en la poblacion
caucasica inferior al 10%. La repercusion de los SNPs sobre la farmacocinética
de los fArmacos inmunosupresores es muy poco conocida, esto puede ser debido
a la baja frecuencia con que estas variantes alélicas se representan, que no es

suficiente para relacionarlas con ningun fenotipo concreto.
La proteina CYP3AS se expresa en el 10-97% de los higados humanos en grados

sumamente variables, asi se observa que en los individuos que expresan la

enzima, el contenido de CYP3AS5 representa del 15% al 50% de la expresion
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total hepatica de las enzimas de la subfamilia CYP3A contribuyendo al
aclaramiento mayoritario de los farmacos que se metabolizan por esta via,
ademas CYP3AS5 también se encuentra en intestino, glandula adrenal, préstata y
rifiéon. El enzima activo es codificado por el genotipo nativo CYP3A5*1 el cual
presenta una baja frecuencia en la poblacion caucésica (del 5-7%). La mayor
parte de poblacidon caucésica (90%) es portadora del polimorfismo CYP3A5*3
que se traduce a una proteina truncada sin actividad metabolica. Se han
identificado otros polimorfismos como CYP3A5*2, CYP3A5*4, CYP3AS5*6,
CYP3A5*7, CYP3A5*8, y CYP3A5*9 que dan lugar a una falta de expresion
del CYP3AS, no obstante presentan baja frecuencia de aparicion en la poblacion

caucasica.

Se ha observado una clara relacion entre la presencia de polimorfismos en
CYP3AS5 y el metabolismo de los inmunosupresores ciclosporina, tacrolimo y
sirolimo, en general la mayoria de estudios concluyen que los pacientes
homocigotos para el polimorfismo CYP3A5*3 presentan un descenso en el
metabolismo de los farmacos inmunosupresores y consecuentemente un

incremento en sus concentraciones sanguineas (tablas 10, 11y 12) .
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Tabla 10. Estudios farmacogenéticos enzimas metabdlicas Fase I con ciclosporina.

Gen SNP Pac | Resultados Ref
CYP3A4 | CYP3A4*18B 103 | Pacientes con genotipo CYP3A4*1*]
CYP3A5 | CYP3A5*3 presentaron una Cs/D mayor que los
pacientes con genotipo 0
CYP3A4*18B/18B.
Pacientes con genotipo CYP3A5%3*3
presentaron una Cs/D mayor que los
pacientes con genotipo nativo.
CYP3A4 | CYP3A4*18A | 106 | Pacientes con genotipo CYP3AS5*3*3 o
CYP3A5 | CYP3A5*3 presentaron una Cs/D mayor que los
pacientes *1*1 y *3*1.
CYP3AS5 | CYP3AS5*1 399 | No se observo relacion con Cs. 94
CYP3AS5 | CYP3AS5*3 67 Pacientes con genotipo CYP3AS5*1*1 o5
requirieron mas D que los pacientes con
genotipo 1*3 y 3*3.
CYP3A5 | CYP3A5*3 106 | No relacién con la Cs. "
Cs concentracion sanguinea minima, D dosis.
Tabla 11. Estudios farmacogenéticos enzimas metabolicas Fase I con tacrolimo.
Gen SNP Pac | Resultados Ref
CYP3A4 CYP3A4*1B 95 Cs/D mayor en pacientes con genotipos o
CYP3A5 CYP3A5*3 CYPA4*1B/CYP3AS5*3 homocigotos
comparado con el genotipo nativo.
CYP3A4 CYP3A4*1B 832 | Los pacientes homocigotos para el
CYP3A5 CYP3A5*3 haplotipo CYP3A4*1B/CYP3A5*3 0
alcanzaron Cs en menor tiempo Yy
obtuvieron mayor Cs/D a la 1* semana
postrasplante
CYP3AS CYP3AS5*3 136 | Los pacientes con genotipo homocigoto o8
requirieron menos D que los pacientes
con genotipo nativo.
CYP3AS5 CYP3A5*3 118 | Cs/D mayor en pacientes homocigotos | 79
3*3 comparado con 1*3 y 1*1.
CYP3AS CYP3A5*3 176 | Cs/D mayor en pacientes homocigotos | 99
3*3 comparado con 1*3 y 1*1.
CYP3AS CYP3A5*3 180 | Cs/D mayor en pacientes homocigotos | 100

3*3 comparado con 1*3 y 1*1.
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Gen

SNP

Pac

Resultados

Ref

CYP3AS

CYP3A5*3

73

No relacion con la Cs.

101

CYP3AS

CYP3A5*3

80

La D requerida para alcanzar Cs fue
significativamente mayor en pacientes
nativos (1*1).

102

CYP3AS5

CYP3A5*3

40

El genotipo nativo (1*1) se relaciond con
una menor Cs/dosis a los 3,6,12 y 32
meses postrasplante.

103

CYP3A4
CYP3AS

CYP3A4*1B
CYP3A5*3

87

Los pacientes con el genotipo (1*1) o
(1*3) para CYP3A5*3 requirieron mas
dosis que los pacientes con genotipo
(3*3) para alcanzar la Cs objetivo.

81

CYP3AS

CYP3A5*3

50

Al 1, 3 y 6 meses postrasplante, los
pacientes con el genotipo (1*1) o (1*3)
presentaron una Cs/dosis
significativamente menor a los pacientes
con genotipo homocigoto (3*3).

82

CYP3AS

CYP3A5*3

63

La Cs/dosis de tacrolimo fue mayor en
los pacientes homocigotos respecto a los
heterocigotos o nativos.

CYP3AS5

CYP3A5*3

209

La dosis, Cs y Cs/dosis se correlaciond
con el genotipo CYP3AS5*3

CYP3AS

CYP3A5*3

96

El genotipo 1*1 se relaciond con mas
incrementos de D y mas riesgo de
infradosificacion.

CYP3AS

CYP3A5*3

200

Los pacientes con genotipo 3*3
presentaron una Cs/dosis mayor a la
semana, 6 meses y 1 afio postrasplante.
A la semana postrasplante el 41% de los
pacientes con genotipo 3*3 alcanzaron
concentraciones Optimas respecto al 26%
de los pacientes con genotipo 1*1 o 1*3.

20

CYP3AS5

CYP3A5*3

Se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el
AUC (0-12) y el Cl renal, entre los
pacientes nativos o  heterocigotos
respecto a los homocigotos.

CYP3AS

CYP3A5*3

48

Los pacientes con genotipo 1*3 y 1*1
requirieron mas dosis que los pacientes
con genotipo 3*3.

21

Cs concentracion sanguinea minima, D dosis, AUC area bajo la curva
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Tabla 12. Estudios farmacogenéticos enzimas metabolicas Fase I con sirolimo.

Gen SNP Pac | Resultados Ref

CYP3AS CYP3AS5*3 50 C/D en pacientes homocigotos (3*3) fue
significativamente = mayor que en | 104
pacientes heterocigotos (1*3) o nativos
(1*1).

CYP3A5 | CYP3A5*3 47 AUC/D, Cmax/D 'y Cs/D fue
significativamente menor en pacientes
1*1 o 1*3. 105
Pacientes con genotipo 1*1 o 1*3
requirieron mas D para alcanzar la Cs
que 3*3.

CYP3AS CYP3AS5*3 22 Pacientes con genotipo 1*1 y 1*3
presentaron un aclaramiento mayor oo
comparado con 3*3

CYP3A4 | CYP3A4*1B 149 | Pacientes con genotipo CYP3A4*1B o o

CYP3A5 CYP3A5*3 CYP3A5*1 nativo requirieron mas D

para alcanzar Cs.

Cs concentracion sanguinea minima, D dosis, AUC

concentracion maxima.

Enzimas metabélicas fase I1

area bajo la curva, Cmax

En las reacciones metabdlicas de fase II, los procesos de conjugacion

transforman sustancias de polaridad intermedia en otras de mayor polaridad con

el fin de que sean excretadas de forma mas sencilla por la orina y heces. Existe

un numero elevado de enzimas que participan en las reacciones de

biotransformacion de fase I, sin embargo existe poca evidencia sobre el impacto

farmacogenético de las enzimas fase II.

Las enzimas fase Il mas implicadas en el metabolismo de los farmacos

inmunosupresores son las de la familia UGT. La familia UGT se compone por 9

subfamilias codificadas por el locus UGT1 y 15 subfamilias codificadas por el
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locus UGT2. La subfamilia UGT1 se divide en las variantes genéticas UGT1A1
a UGT1A9. La subfamilia UGT2 se divide en las variantes UGT2A y UGT2B.

El metabolismo del acido micofendlico estd mediado principalmente por las
enzimas UGT1A8 y 1A9. UGT1A9 es el enzima principal y se expresa
predominantemente en higado y rifién y en menor proporciéon en el tracto
gastrointestinal. UGT1AS8 se expresa en el tracto gastrointestinal. Estudios in
vitro han demostrado que la presencia de polimorfismos en el gen UGT1A9
estan relacionados con una alteracion significativa en la actividad enzimatica de
la UGT. Se han identificado dos polimorfismos, ambos en la region promotora
del gen UGT1A9 (C-275T>A) y (C-2152C>T) que provocan un incremento en
la glucuronidacion de acido micofendlico comparado con el genotipo nativo, en
consecuencia tal como se sintetiza en la tabla 13 varios estudios demuestran que
los pacientes que presentan polimorfismos en la region promotora del gen

UGT1A09 presentan un AUC de 4cido micofenolico menor.
Por otra parte se han identificado polimorfismos en el gen UGT1AS, en concreto

UGT1A8%*3, se ha demostrado que el SNP UGT1A8*3 (277G>A) produce un

. . ey, ) . : 107
incremento en la exposicion de 4cido micofenolico ' (tabla 13).
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Tabla 13. Estudios farmacogenéticos Fase Il con micofenolato de mofetil.

Gen SNP Pacientes | Resultados Ref
UGT1AS8 | -999C>T 74 Los pacientes con polimorfismos
255A>G genéticos en UGT1AS8 presentaron
mas efectos adversos (infecciones, | '™
271G=A diarrea y alteraciones
hematologicas).
UGT1A9 | -275T>A 338 Pacientes con genotipo homocigoto
21520>T -275T>A o -2152C>T presentaron
una reduccion del 20% en el AUC
UGT1A9*3
(0-12). 109
Pacientes con genotipo homocigoto
UGT1A9*3 presentaron un
incremento del 49% en el AUC (0-
12).
UGT1AS8 | UGT1A8*2 93 La Cs/D fue un 60% mayor en
UGTI1A9 | 275T>A pacientes con genotipo heterocigoto
u homocigoto para UGTI1A8*2
2152C-T comparada con genotipo nativo. 110
La Cs/D fue un 70% menor en
pacientes  con  polimorfismos
UGT1A9275T>A y 2152C>T en
tratamiento concomitante con CsA.
UGT1AS8 | UGT1A8*2 | 72 No se observo relacion con la Cs. .
UGT2B7 | UGT2B7*2
UGTI1A9 | -275T>A 95 Los pacientes homocigotos
2152C>T presentaron un descenso | |,

significativo en la exposicion a
micofenolato de mofetil.

Cs concentracion sanguinea minima, D dosis, AUC area bajo la curva

52




2.3. INDIVIDUALIZACION POSOLOGICA DE
TACROLIMO

El inhibidor de calcineurina es el inmunosupresor principal de la terapia
inmunosupresora, en un metaanalisis realizado por Cochrane en 2005 que
incluia 30 ensayos clinicos realizados en un total de 4102 pacientes, se concluia
que tacrolimo es mas eficaz que ciclosporina ya que los pacientes con tacrolimo
presentaban menos incidencia de rechazo agudo y mayor supervivencia del
injerto respecto a los pacientes en tratamiento con ciclosporina, no obstante se
observaban mas efectos secundarios, tales como diabetes, neurotoxicidad y

. . . . . . 2
alteraciones gastrointestinales, en los pacientes en tratamiento con tacrolimo”.

En este sentido, salvo en los primeros afios del programa de trasplante renal del
hospital Universitario Dr Peset (1996-99) en los que el inhibidor de la
calcineurina mas comunmente usado fue la ciclosporina, en la ultima década
practicamente la totalidad de los pacientes reciben como terapia
inmunosupresora inicial tacrolimo asociado a un inhibidor de la proliferacion
celular (micofenolato de mofetil) y un corticoide (prednisona). La
administracion, ademés, de tratamiento de induccion con anticuerpos
monoclonales frente al receptor de la interleuquina 2 o globulinas

antilinfocitarias dependeré del perfil de riesgo inmunolégico del receptor.

2.3.1. Caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas.

Tacrolimo se aislé por primera vez en 1984 a partir del medio de cultivo de un
microorganismo, Streptomyces tsukubaensis. La estructura del tacrolimo es la de
un macrélido lactona de elevado peso molecular (803,5 Da) y naturaleza

liposoluble acusada (figura 7).

53



Tacrolimus
Cy4HgNOy, - H,0

H OCH,

H
HyCO

Figura 7. Estructura quimica de tacrolimo.

El mecanismo de accion de tacrolimo estd mediado por su union a una proteina
citosolica “proteina captadora de tacrolimo (FKBP)” que es un receptor
intracelular del linfocito T. El complejo FKBP-tacrolimo se une de forma
especifica y competitiva a la calcineurina, inhibiendo su actividad fosfatasa.
Esto provoca una inhibiciéon del mecanismo de accion de los factores de
transcripcion que precisan la desfosforilacion para el transporte al nucleo de la
célula, lo que lleva al bloqueo de la proliferacion y el funcionamiento de los
linfocitos T. En conclusién tacrolimo bloquea el paso de la fase G 0 a G 1 del

ciclo celular'” (figura 8).

Ca® Seial

TAC

gen de la interlencina 2

Figura 8. Mecanismo de accion de tacrolimo.
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Caracteristicas Farmacocinéticas

a) Absorcion: debido a su elevada liposolubilidad tacrolimo se absorbe con
dificultad desde el tracto gastrointestinal, su biodisponibilidad oral es del 20-
25%. Tras la administracion oral de Prograf® la concentracion maxima de
tacrolimo en sangre se alcanza en aproximadamente 1-3 horas. La velocidad y
grado de absorcion es superior en ayuno, asi pues la presencia de alimentos
disminuye tanto la velocidad como el grado de absorcion, siendo el efecto mas
pronunciado después de una comida rica en grasas.

En general la absorcion de tacrolimo depende del metabolismo intestinal por
CYP3A4 y CYP3AS5, de la motilidad géstrica y de la actividad de Ia

glicoproteina P.

b) Distribucion: En la circulacion sistémica, se une de manera importante a los
eritrocitos, produciendo un cociente de distribucién de concentraciones en
sangre/plasma de aproximadamente 10:1, por este motivo es muy importante
valorar el hematocrito en los pacientes.

En plasma, se une principalmente (98,8%) a las proteinas plasmaticas, en
particular a la albumina sérica y a la glicoproteina acida o-1. Se distribuye
ampliamente en el organismo, el volumen de distribucion en estado estacionario
basado en las concentraciones en plasma es de aproximadamente 5-65 litros/kg y

basado en concentraciones en sangre total: 0,9 litros/kg.

¢) Eliminacion: El aclaramiento de tacrolimo es bajo, en torno a 6,7 litros/hora.
La semivida de eliminacién es bifasica y variable, en pacientes adultos con
trasplante renal se ha observado una vida media de eliminacion de 12 horas (4-
41 horas).

Se metaboliza ampliamente en el higado y en menor medida en la pared
intestinal, a través del CYP3A4 y CYP3AS5. Se han identificado varios

metabolitos, no obstante en circulacion sistémica solamente se encuentra
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presente uno de los metabolitos inactivos en bajas concentraciones, por tanto los
metabolitos no contribuyen a su actividad farmacologica. Tacrolimo se
metaboliza casi por completo antes de la excrecion, siendo la bilis la via
principal de eliminacion. Menos de un 1% se elimina inalterado por orina.

Ciertos factores como valores bajos de hematocrito y proteinas, que producen un
aumento en la fraccion libre, o los aumentos del metabolismo inducidos por el
uso de corticoides, se consideran responsables de las tasas elevadas de

aclaramiento observadas después del trasplante.

Efectos adversos

Los efectos adversos mas frecuentes asociados al tratamiento tacrolimo son:

- Nefrotoxicidad aguda: se presenta en un porcentaje variable de pacientes, esta
asociada a la concentracion sanguinea elevada de tacrolimo, no obstante puede
producirse por otros factores, es reversible y generalmente se normaliza al
reducir la concentraciéon sanguinea. A largo plazo se acepta que la
nefrotoxicidad crénica puede contribuir a la aparicion de dafio estructural renal y

pérdida de funcion del injerto'™ .

'%: se presenta en el 70-90%''® de los pacientes,

- Hipertension arterial (HTA)
no obstante es multifactorial, no solo estd provocada por tacrolimo sino que
puede atribuirse a otros factores como: los esteroides, alteracion de la funcién
renal, estenosis de la arteria renal, factores genéticos en el donante o receptor,
obesidad, hipercalcemia. Dentro de los inhibidores de calcineurina, ciclosporina

provoca mas alteraciones en la presion arterial.

El objetivo terapéutico es mantener una presion arterial <130/80 mmHg en

pacientes sin proteinuria y <125/75 mmHg en pacientes con proteinuria.
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El tratamiento de la HTA incluye en primer lugar medidas generales: moderada
restriccion sodica, perdida de peso y estimulo de una vida activa con ejercicio
razonable. En pacientes seleccionados (sin episodios de rechazo, de bajo riesgo
inmunoldgico y con funcidn renal normal) se puede considerar la retirada de los
esteroides o bien la sustituciéon de tacrolimo por un inhibidor m-Tor'"” a partir
del sexto mes.

El tratamiento farmacoldgico de eleccion depende de las caracteristicas del
paciente. En general, tras el trasplante esta activado el sistema renina
angiotensina (SRA), por lo que se recomienda iniciar con farmacos que
disminuyan la vasoconstriccion intraglomerular. En pacientes sin proteinuria se
aconseja iniciar con antagonistas del calcio o farmacos que bloquean el SRA
como IECA o ARAIIL En enfermos con proteinuria se recomienda iniciar con
IECA o ARA II, siempre que no exista estenosis de la arteria renal. No obstante,
dadas las caracteristicas de la HTA postrasplante, la mayoria de los pacientes
requieren la asociacion de mas de un farmaco.

El empleo de IECA se asocia en ocasiones a deterioro funcional, generalmente
reversible. Son agentes de eleccion en pacientes hipertensos con eritrocitosis o

intolerantes a bloqueantes de los canales de calcio.

- Dislipemia: Presenta una incidencia del 50-60% y es un factor de riesgo de

morbimortalidad cardiovascular y de disfuncion cronica del injerto.

Los objetivos del tratamiento en pacientes con trasplante renal son: cifras de

colesterol LDL< 100mg/dl y triglicéridos <200mg/dl.

El tratamiento de primera eleccion es la dieta, en segundo lugar si la dieta no

regula el nivel de lipidos se recurre al tratamiento farmacologico, asi:

- Si colesterol LDL>100mg/dl, la eleccion es una estatina. Son de

eleccion la fluvastatina y pravastatina, la dosis debe reducirse al 50% en
pacientes en tratamiento con tacrolimo. Como farmaco de segunda

eleccidn ezetimiba ha demostrado reducir los niveles de colesterol LDL.
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- Si TG>200mg/dl las opciones son gemfibrocilo, acido nicotinico o
aceites de pescado que contengan 4cidos grasos poliinsaturados omega

3. Se debe evitar la combinacion de gemfibrocilo con estatinas.

- Diabetes Mellitus: La diabetes de novo postrasplante presenta una incidencia

en torno al 30%'®

y aumenta el riesgo de complicaciones cardiovasculares e
infecciosas empeorando la supervivencia del injerto y del paciente. Los factores
de riesgo de aparicion de diabetes de novo son'"’:
- No modificables: edad superior a 40 afios, sexo varon, etnia
afroamericana o hispana, antecedentes familiares de diabetes.
- Modificables: IMC>25 antes y después del trasplante,
hipertrigliceridemia antes y después del trasplante, sindrome metabdlico
y prediabetes antes del trasplante, VHC+, inmunosupresion (corticoides
y tacrolimo), rechazo agudo, HTA antes del trasplante y enfermedad por
CMV.

Los criterios diagnosticos de diabetes mellitus en la poblacion general, segin la

American Diabetes Association'”

(ADA), son extrapolables al paciente con
trasplante renal y son:

*  Glucemia 2 200mg/dl en cualquier momento del dia

* Glucemia2126mg/dl en ayunas

*  Glucemia2200mg/dl a las 2 horas de sobrecarga oral de 75

gramos de glucosa

* HbA1c26,5%

La primera opcion de tratamiento consiste en las medidas higiénico-dietéticas,
sobre todo la pérdida de peso, la realizacion de ejercicio de forma regular y el
control de otros factores asociados a un incremento del riesgo cardiovascular

como son el hdbito tabaquico, la hipertension, la dislipemia o la proteinuria.
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En cuanto al tratamiento inmunosupresor, se intentara reducir la dosis de
corticoides al minimo, siempre valorando el riesgo incrementado de rechazo.
En cuanto al tratamiento farmacolégico se hacen las siguientes
recomendaciones'”':
- Iniciar tratamiento con insulina en los casos de diabetes mellitus «de
novo» postrasplante renal.
- Una vez estabilizado el paciente intentar sustituir progresivamente la
insulina por una sulfonilurea (preferiblemente gliburida o glicazida) sin
suspender previamente la insulinoterapia.
- Asociar una tiazolindiona a la sulfonilurea si no es suficientemente

efectiva.

- Neurotoxicidad: Presenta una incidencia entre 10-28%'*. La toxicidad
neurologica es en general leve, predominando el temblor. Los sintomas graves
como convulsiones, hemiparesias, disfagias, afasias motoras y expresivas,
sintomas cerebrales organicos y trastornos de la atencidn, ideacion, orientacion,
memoria reciente y actividad psicomotriz son excepcionales en los pacientes
trasplantados renales, siendo dosis dependientes, y mejoran al disminuir la dosis

de tacrolimo.

2.3.2. Monitorizacion farmacocinética.

Para que un farmaco sea candidato a monitorizaciéon farmacocinética debe

cumplir las siguientes premisas:

- Existencia de una clara relacion entre la concentracién del farmaco y
su efecto terapéutico, superior a la existente entre la dosis y la
respuesta.

- La concentracién minima eficaz se encuentra muy cerca de la

concentracién maxima tolerable (estrecho indice terapéutico).
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— La variabilidad inter e intraindividual de los procesos cinéticos y
dindmicos es elevada.

- El farmaco se va a administrar en sucesivas ocasiones.

- Disponibilidad de técnicas analiticas con suficiente exactitud,
precision, especificidad y sensibilidad para la determinacién de los
farmacos y/o sus metabolitos.

- Existe una estrategia de individualizacién posolégica validada sobre
la base del incremento de la efectividad del tratamiento, la reduccion

de la morbimortalidad asociada y la reduccién del coste por proceso.

Tacrolimo cumple todas las premisas, por ello es un farmaco candidato a la

individualizacion terapéutica en base a sus niveles sanguineos.

Medida de la exposicion a tacrolimo

La eficacia y los efectos adversos de  tacrolimo estin fuertemente
correlacionados con el area bajo la curva de concentraciéon en funcién del
tiempo (AUC). El valor de AUC de tacrolimo el dia 2 después del trasplante se
correlaciona con los resultados clinicos, en un estudio llevado a cabo por Undre
y cols'? se observé que los pacientes con rechazo agudo tenian valores de AUC
significativamente inferiores a los pacientes sin rechazo agudo (p=0,007).

No obstante, el uso de AUC como método de monitorizacion de rutina presenta
la limitacion del elevado ntmero de extracciones necesarias para su
cuantificacion, por ello resulta incompatible con la practica clinica habitual.
Varios estudios establecen una buena correlacion entre el AUC y la

concentraciéon minima de tacrolimo en sangre total (Cmin) (r2:O,91)124

, por este
motivo actualmente se utiliza la Cmin como marcador subrogado de la

exposicion al farmaco.
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A su vez la Cmin se correlaciona con la eficacia o toxicidad del farmaco, asi en
un estudio retrospectivo llevado a cabo para evaluar la relacion entre la Cmin de
tacrolimo y el rechazo agudo durante el primer mes postrasplante que incluyo
349 concentraciones correspondientes a 29 pacientes se observd que la Cmin
media de tacrolimo era inferior en los pacientes con rechazo agudo respecto a los
que no presentaron rechazo (5,02 ng/ml vs 9,2 ng/ml), a su vez se observo una
incidencia de rechazo del 55% en los pacientes que presentaron Cmin entre 0-10

ng/ml, respecto a 0% en los que presentaron Cmin de 10-15ng/ml°.

Un estudio sistematico llevado a cabo por Kershner y cols recopild los
resultados obtenidos en cuatro ensayos clinicos y analiz6 mediante un modelo de
regresion logistica la relacion entre la concentracion sanguinea de tacrolimo y la
incidencia de rechazo agudo o toxicidad en 92 pacientes con trasplante renal
observandose una relacion estadisticamente significativa entre el valor de Cmin
de tacrolimo alcanzado y la presencia de rechazo agudo (P=0,02) o

nefrotoxicidad (P=0,01)°.

En otro estudio realizado sobre 120 pacientes con trasplante renal, los pacientes
fueron randomizados en 3 grupos en funcién de la concentracion objetivo de
tacrolimo: Cmin baja (<5 ng/ml), media (5-15 ng/ml) o alta (>15 ng/ml). Tras
realizar un seguimiento de 42 dias postrasplante se observo que al aumentar la
Cmin aumentaba el riesgo de toxicidad (0% vs 34% vs 54%, P=0,01) y se
reducia en riesgo de rechazo agudo ( 34% vs 17% vs 5%, P=0,0021), ademas se
observd que la Cmin que optimizaba la eficacia y minimizaba la toxicidad era la

comprendida entre 5-15 ng/ml’.

En el mismo sentido, Min y cols realizaron un estudio sobre 184 pacientes en
tratamiento con tacrolimo, micofenolato de mofetil y corticoides, donde los
pacientes fueron clasificados en 3 grupos en funcidén de su valor de Cmin de

tacrolimo el 7° dia postrasplante: Cmin de TAC baja (<10 ng/ml) n=85,
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intermedia (10-15 ng/ml) n=7,5 o alta (>15 ng/ml) n=24. Tras evaluar la
incidencia de rechazo agudo, la funcion renal y los efectos adversos por
tacrolimo durante el primer afio postrasplante, se observo que la incidencia de
rechazo agudo las 2 primeras semanas postrasplante fue superior en el grupo de
Cmin baja (17,4% vs 5,6% vs 4,8%, p=0,037), no obstante no se observaron

diferencias en la toxicidad por tacrolimo.

El intervalo terapéutico debe considerarse como el ambito de concentracion
con menor probabilidad de toxicidad y mayor probabilidad de eficacia
terapéutica. En el primer consenso dedicado a la optimizacion del tratamiento
con tacrolimo, efectuado en 1995 y actualizado en 1998, se recomendaba una
Cmin entre 5 y 20 ng/ml para todos los pacientes adultos con trasplante renal,
renopancreatico, hepatico, cardiaco o pulmonar. Actualmente, la mayor
experiencia clinica y la utilizacion de micofenolato mofetil y de terapias de
induccion han reducido notablemente la incidencia de rechazo agudo al 8-20%, y
consecuentemente se ha reducido la Cmin 6ptima de tacrolimo a valores entre 10
y 15 ng/ml, o incluso entre 8 y 12 ng/ml, con cierta mejoria en algunos aspectos
como funcion del injerto, efectos adversos y calidad de vida®. Asi, el estudio
Symphony’, se realizd sobre 1.645 pacientes y analizo la eficacia y seguridad de
tacrolimo administrado a dosis mas bajas, para ello se compararon tres ramas de
tratamiento inmunosupresor con induccion con daclizumab (A: dosis baja de
ciclosporina, B: dosis baja de tacrolimo y C: dosis baja de sirolimo) y se observo
que los pacientes tratados con la rama de tacrolimo a dosis bajas eran los que

alcanzaban menor incidencia de rechazo agudo (12,3%).

En la actualidad, la dosis inicial de tacrolimo tras el trasplante renal es de 0,15 a
0,30 mg/kg/dia por via oral, repartidos en dos tomas. La dosis de mantenimiento
se establece en base a la monitorizacidon farmacocinética de la concentracion
sanguinea de tacrolimo. El d&mbito terapéutico de tacrolimo depende del periodo

postrasplante. A continuacion (tabla 14) se describe los intervalos terapéuticos

62



del tacrolimo (Cmin) en funcién del periodo post-trasplante y de la terapia

concomitante.

Tabla 14. Concentracion sanguinea minima optima (ng/ml) en pacientes con

trasplante renal en funcion del farmaco concomitante.

Periodo | Sin Ac.IL-2 AcPol/HR1 MMF/ | Inh mTOR
induccion Corti

0-3m 10-15 3-7 5-10/10-15 10-15 3-7

3-12m | 5-15 3-7 5-10/10-15 8-12 3-7

>12m 5-10 3-7 5-10/10-15 5-10 3-7

Ac.IL-2: anticuerpos monoclonales. AcPol/HR 1=anticuerpo

policlonal/inmunoglobulina antihumana de conejo. MMF/Corti= Combinaciéon de
micofenolato de mofetilo con minimizacion de esteroides. Inh mTOR: inihibidores de
la Molécula Diana de la Rapamicina en mamiferos

Entre los factores que pueden alterar la concentracion sanguinea de

tacrolimo se encuentran:

— Forma farmacéutica: la absorcion de tacrolimo a través de la membrana
intestinal depende de varias propiedades fisicoquimicas incluyendo la
velocidad de disolucién del farmaco, el tamafio de particula, polaridad y
la emulsion.

— Situaciones fisiopatoldgicas: la eliminacion de tacrolimo estd influida
por situaciones fisiopatoldgicas como la insuficiencia hepdtica y la
insuficiencia renal. A su vez la diarrea puede incrementar la absorcidn
de tacrolimo, ya que se produce una inhibicién de la glicoproteina P
intestinal. Estas situaciones provocan un incremento en la concentracion
sanguinea.

— Interacciones farmacocinéticas: tacrolimo se metaboliza por las enzimas
del citocromo CYP3A4 y CYP3AS, los pacientes trasplantados reciben

un gran nimero de tratamientos, por tanto los fdrmacos que se
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metabolicen a ese nivel pueden provocar interacciones con tacrolimo.
En la tabla 15 se detallan los fairmacos que presentan interacciones de

mayor gravedad con tacrolimo'®.

Tabla 15. Principales interacciones farmacocinéticas de tacrolimo.

Aumentan la Cs TAC Disminuyen la Cs TAC
Cisaprida Fenitoina

Mifepristona Fenobarbital
Antifingicos azolicos (Itraconazol, | Rifampicina
Posaconazol, Voriconazol) Caspofungina

Inhibidores de la proteasaVIH (Atazanavir, | Hipérico
Nelfinavir, Telaprevir, Darunavir)
Amiodarona

Zumo de pomelo

— Otros factores que pueden alterar las concentraciones sanguineas de
tacrolimo son:

o Factores biométricos: Edad, Albiimina y Hematocrito

o Polimorfismos genéticos en CYP3A4, CYP3AS5 y MDR1

o Meétodo analitico, los valores de concentracion dependen del
método analitico

o Tiempo post-trasplante, tacrolimo es un farmaco tiempo

dependiente
2.3.3. Monitorizacion farmacogenética.
Segun la evidencia cientifica disponible para algunos polimorfismos genéticos,
se observa que la monitorizaciéon farmacogenética de los pacientes que van a

recibir un trasplante renal puede contribuir al desarrollo de guias para la

dosificacion de tacrolimo en funcién de su genotipo.
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Los SNPs a estudiar son aquellos que se presentan en los genes que codifican las
proteinas implicadas en la respuesta Pk/Pd del tacrolimo y se clasifican en 3

grandes grupos:

- Dianas moleculares
o Citoquinas (FNTa, FCNb, IL-10, IL-6, INF)
o Receptores de quimiocinas (CCR)
o Moléculas de adhesién (integrinas, ICAM-1, selectinas)
o Factores de crecimiento del endotelio vascular (FCEV)
— Transportadores: glicoproteina P

— Enzimas metabélicas

En este trabajo nos centraremos en los genes que codifican la glicoproteina P y
las enzimas metabdlicas por estar relacionados con la farmacocinética de

tacrolimo.

Glicoproteina P

Tal como se observa en la tabla 8 numerosos estudios han evaluado la asociacion
entre la presencia de polimorfismos en MDR1, en concreto los localizados en
posicion 1236 (ex6n 12), 2677 (exon 21) y 3435 (ex6n 26), y las
concentraciones sanguineas de tacrolimo en los pacientes con trasplante renal,
no obstante ninguno ha llegado a establecer una guia de dosificacion. En algunos
estudios se establece una relacion estadisticamente significativa entre el genotipo
MDRI1 de los pacientes con trasplante renal y la concentracion sanguinea

normalizada por la dosis de tacrolimo'>***

, por ejemplo Macphee y cols
observaron que los pacientes homocigotos para el polimorfismo 3435
presentaban un incremento en el valor de las concentraciones sanguineas
ajustadas por la dosis de tacrolimo a los tres meses del trasplante renal. No

obstante, a diferencia de estos hallazgos la mayoria de estudios, no constatan
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ninguna relacion entre la dosis de tacrolimo y los genotipos MDRI1 en los

. 17,18,77-80,82
pacientes con trasplante renal """

Estos resultados, en principio contradictorios, no implican necesariamente que la
relacion no exista sino que puede estar enmascarada por la existencia de otros
factores como los polimorfismos en el citocromo P450, que interfieran en el
metabolismo del farmaco, en este sentido algunos autores han llevado a cabo
estudios que relacionan la concentracion sanguinea de tacrolimo con la presencia

126,127

de haplotipos

Respecto a los resultados clinicos, hasta la fecha pocos estudios han encontrado
relacion entre la presencia de polimorfismos en MDR1 y la respuesta clinica tras
el trasplante renal, asi un estudio llevado a cabo por Singh y cols'*® sobre 75
pacientes en tratamiento con tacrolimo que se han sometido a un trasplante renal
ha demostrado que los pacientes que presentan genotipo nativo para los
polimorfismos 2677 y 3435 tardan menos tiempo en desarrollar rechazo agudo
que los pacientes con genotipo homocigoto. Por el contrario el resto de estudios

no han encontrado ninguna asociacion con los resultados clinicos.

Enzimas metabélicas

Los genes que codifican las proteinas que participan en los procesos de
absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacion (ADME) de los farmacos
han sido objeto de numerosos estudios farmacogenéticos, que demuestran que la
presencia de polimorfismos pueden alterar la funcionalidad o la expresion de
estas proteinas. La metabolizacién enzimatica de tacrolimo se media
principalmente por reacciones fase I (oxidativas), aunque en menor medida

también pueden realizarse reacciones fase II (conjugacion).
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En la siguiente figura 9 se esquematizan las proteinas implicadas en el proceso

ADME de tacrolimo:

ABSORCION DISTRIBUCION METABOLISMO
~ FASE I: Oxidacion
CYP3A4
CYP3A5
)
L % Union a
i P.Plasmaticas
v Alblimina
FASE I: I HECES I I ORINA I I RESPIRACION ] I OTROS FLUIDOS I
CYP3A4
CYP3A5

EXCRECION

Figura 9. Proceso ADME de tacrolimo.

* Genes que codifican las enzimas metabolicas fase 1.

Tal como indica el apartado 2.2.3, se han encontrado varios polimorfismos a
nivel de CYP3A4 y CYP3AS que pueden influenciar sobre el metabolismo de
tacrolimo. En concreto en la isoforma CYP3A4, el SNP mas estudiado es el
CYP3A4*1B (392A>G)*”, no obstante la baja frecuencia de aparicién de
CYP3A4*1B en la poblacion caucésica (3,6% al 9,6%), hace que existan pocos
estudios que lo relacionen con la farmacocinética de tacrolimo y
consecuentemente hasta la fecha no hay ningin estudio que permita establecer

una guia de dosificacion de tacrolimo en funcion del genotipo CYP3A4*1B.

Al contrario de lo que ocurre con la isoforma CYP3A4, se han publicado

numerosos estudios que muestran la relacion del estado polimorfico de CYP3AS
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con la farmacocinética de tacrolimo, en concreto el SNP mayoritariamente
estudiado es el CYP3A5*3 (6986A>G)

Asi pues, tal como indica la tabla 11, se demuestra que los pacientes con
genotipo CYP3A5*1/*3 o CYP3A5*1/*1 requieren dosis mayores de tacrolimo
para alcanzar concentraciones Optimas que los pacientes con genotipo
CYP3A5*3/#3!32L70818296:183 "By cyanto al impacto del genotipo CYP3A5*3
sobre la respuesta clinica, en la mayoria de estudios la incidencia de rechazo
agudo en transplante renal no se ha podido correlacionar con el genotipo'”'*'*
139 posiblemente a causa del bajo namero de pacientes incluidos en los estudios,
no obstante en un estudio realizado por MacPhee y cols se observd que el
tiempo en que se producia el rechazo agudo era significativamente menor en

aquellos pacientes portadores de la variante alélicas CYP3A5*1' relacionadas

con una menor concentracion de tacrolimo.

Consecuentemente, varios autores ponen de manifiesto la utilidad de determinar
en genotipo CYP3AS5 a los pacientes trasplantados antes del inicio de la terapia
con tacrolimo, con el objetivo de establecer la dosis inicial de tacrolimo en base
al genotipo y consecuentemente alcanzar en menor tiempo concentraciones
sanguineas optimas de tacrolimo y realizar un menor nimero de modificaciones
de dosis. Haufroid y cols proponen una guia de dosificacion para individualizar
la dosis inicial de tacrolimo en funcién del genotipo CYP3A5*3, asi proponen
comenzar con dosis de tacrolimo de 0,15 mg/kg/dia en los pacientes con
genotipo homocigoto CYP3A5*3*3, e iniciar con dosis mas elevadas de 0,30
mg/kg/dia en pacientes con genotipo heterocigoto CYP3A5*1*3 o nativo
CYP3A5*1*1"' Mas recientemente, Zhang y cols realizan la determinacion del
genotipo CYP3AS5 en una poblacion china y individualizan la dosis inicial de
tacrolimo en funcion del genotipo a 0,08mg/kg/dia para pacientes con genotipo
CYP3A5*3*3 y a 0,15mg/kg/dia en pacientes con genotipo *1*3, observandose
que tras el ajuste de dosis incrementa significativamente la proporcion de

pacientes que alcanzan el ambito terapéutico 6ptimo al tercer dia de inicio de la
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terapia’, en otro estudio realizado por Thervet y cols se realiza la
determinacion del genotipo CYP3AS antes del trasplante en pacientes caucésicos
y se individualiza la dosis inicial de tacrolimo en funcién del genotipo (0,30
mg/kg/dia en portadores CYP3A5*1*1 o CYP3A5*1*3, y 0,15 mg/kg/dia en
portadores CYP3A5*3*3) observandose que la individualizacién posolédgica
permite alcanzar concentraciones terapéuticas de forma precoz con menor ajuste
de dosis. Sin embargo tal y como sucede en estudios previos no se observa
ninguna relacion entre genotipo y rechazo agudo o toxicidad asociada a

tacrolimo®.

* Genes que codifican las enzimas metabdlicas fase II.

La identificacion de productos de glucuronidaciéon de tacrolimo ha demostrado

132,133,134
T consecuentemente los

que tacrolimo sufre metabolismo fase II
polimorfismos en los genes que codifican genes fase II puede estar asociados a
la variabilidad interindividual del tacrolimo. A pesar de ello, en la actualidad
ningun estudio ha establecido la asociacion entre los polimorfismos en genes

fase Il y la farmacocinética de tacrolimo.

PXR

Las isoformas CYP3A, estan controladas por el factor de transcripciéon PXR, asi
polimorfismos en PXR pueden relacionarse con una falta de expresion o
actividad de las enzimas CYP3A.">*® En concreto, se han identificado dos
SNPs a nivel de PXR relacionados con la produccion de CYP3A en caucdsicos,
-25385C>T que provoca un descenso en el mRNA que sintetiza en CYP3A4
hepatico y 7635A>G, que provoca un descenso en el mRNA que sintetiza el

CYP3A4 intestinal.

Hasta la fecha ningtin estudio ha encontrado relacién entre la presencia del SNP

7635A>G en la poblacién y la farmacocinética de tacrolimo, no obstante un
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estudio reciente realizado en 32 pacientes con trasplante renal analiza el impacto
del SNPs -25385C>T en la farmacocinética poblacional de tacrolimo en
pacientes con trasplante renal, observandose que al construir un modelo
bayesiano los pardmetros farmacocinéticos de tacrolimo estan influenciados
significativamente por las variables antropométricas del paciente (peso y sexo),

el hematocrito, la dosis de esteroides y el SNP -25385C>T en PXR".
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CAPITULO 3:
MATERIAL Y METODOS
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3.1. PACIENTES Y TRATAMIENTO
INMUNOSUPRESOR

La poblacioén de pacientes del estudio estd formada por pacientes en tratamiento
inmunosupresor que incluye tacrolimo y que han recibido al menos un trasplante

renal en el hospital universitario Dr. Peset en el periodo 2009-2012.

3.1.1. Criterios de seleccion de pacientes.

Los criterios de seleccion de pacientes en el estudio se describen en la tabla 16

(Criterios de inclusion) y en la tabla 17 (Criterios de exclusion).

Tabla 16. Criterios de inclusion de pacientes en el estudio.

Criterios de inclusion

1. Aceptacion de forma voluntaria para participar en el estudio y firma del
consentimiento informado.

2. Tratamiento inicial con tacrolimo (Prograf®) y micofenolato de mofetilo
(Cellcept®) o micofenolato sodico (Myfortic®).

3. Primer o segundo trasplante renal.

4. No cumplir ningun criterio de exclusion.
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Tabla 17. Criterios de exclusion de pacientes en el estudio.

Criterios de exclusion

1. Sospecha de incumplimiento terapéutico (falta de adherencia a la pauta
posologica de tacrolimo prescrita).

2. Tratamiento concomitante con farmacos inductores e inhibidores enzimaticos
que pueden reducir o incrementar la concentracion sanguinea de tacrolimo. Se
han tenido en cuenta los farmacos que presentan interacciones de gravedad
severa, con alta evidencia cientifica, descritos previamente en la tabla 15.

3. [Insuficiencia hepatica, grado B o C en la escala Child-Pugh'**"** .

4. Pacientes hiperinmunizados, con tasas de anticuerpos citotoxicos anti-HLA
>50%.

5. Sustitucién de tacrolimo Prograf® por tacrolimo genérico.

3.1.2. Tamaiio de la muestra de pacientes.

El numero elevado de polimorfismos estudiados en la fase I o fase
retrospectiva del estudio dificulté escoger una variable para el célculo del
tamafio muestral a priori. Es por ello que se incluyeron un total de 50 pacientes
en tratamiento con tacrolimo que habian recibido al menos un trasplante renal en
el periodo 2009-2010. El planteamiento inicial fue calcular la potencia
estadistica (1-P) del estudio retrospectivo a partir de los resultados obtenidos con

el polimorfismo mas significativo.

Para realizar la fase II o fase prospectiva del estudio, se esperaba recoger una
muestra de 50 pacientes no obstante, puesto que no se puede prever a priori el
numero de trasplantes renales, se incluyeron todos los pacientes que recibieron
un trasplante renal en el Hospital Universitario Dr. Peset entre Enero de 2011 y
Febrero de 2012 y posteriormente se calculd la potencia estadistica (1-f) del

estudio prospectivo a partir de los resultados obtenidos.
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Para calcular la potencia estadistica del estudio, tanto en la fase retrospectiva
como en la fase prospectiva, se utiliz6 el programa ene 2.0. Se aplico la formula
de calculo del tamafo muestral (ecuacion 1) para comparar la no igualdad entre
las medias de dos muestras independientes, que a partir del valor del tamario de
muestra y del resultado de la variable continua seleccionada, permite calcular el

valor de zg y con ello el riesgo .14

2
2

(Za/2+ZB) XS

n1 = (T‘ + 1))( Txd?

Ecuacion 1
Tlo =r X n1
Donde:

n4 es la poblacién del grupo de estudio

ng es la poblacion del grupo control

r es la razén entre grupo (n1/n0)

s* es la varianza de la variable continua

d es la diferencia media entre los valores de la variable continua en el grupo de
estudio y el grupo control

Za, valor de la ley normal para el riesgo a deseado. El riesgo a esté relacionado
con la probabilidad de que se produzca el error tipo I, que es el error que se
comete al concluir que hay una asociacion que en realidad no existe.
Normalmente el riesgo o se fija en un 5%.

zg valor de la ley normal para el riesgo 3 deseado. El riesgo B estd relacionado

con la probabilidad de que se produzca el error tipo II, que es el error que se
comete cuando se concluye que no hay asociacion y ésta existe de verdad. La

potencia estadistica es su complementario (1-f): la capacidad de acertar al
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concluir que hay una asociacién que en realidad existe. Normalmente se exige

como minimo una potencia del 80% o un riesgo {3 del 20%.

3.1.3. Comité Etico e Informacion al paciente.

El Comité Etico de Investigacion Clinica del centro autorizé la realizacion del
estudio. Todos los pacientes fueron informados verbalmente y por escrito de la
finalidad del estudio y firmaron el consentimiento informado para participar

(Anexo 3).

3.1.4. Tratamiento inmunosupresor.

En el siguiente apartado se diferencia el tratamiento inmunosupresor que han
recibido los pacientes incluidos en el estudio en funciéon del momento en el que
se ha instaurado, asi denominamos fratamiento inmunosupresor inicial al
tratamiento que se administra en el momento del trasplante renal, que incluye el
tratamiento de induccidn, y tratamiento inmunosupresor de mantenimiento al
tratamiento que se instaura a las 24-72 horas del trasplante renal y se mantiene

durante un periodo prolongado o indefinidamente.
Tratamiento inmunosupresor inicial

En el momento del trasplante, todos los pacientes recibieron tratamiento de
induccion con anticuerpos policlonales (timoglobulina) o monoclonales
(basiliximab), corticoides y micofenolato de mofetil de acuerdo con el protocolo
de inmunosupresion del Hospital Universitario Dr. Peset que se detalla en el

anexo 1.
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Tratamiento de induccion: Los pacientes de mayor riesgo inmunologico
recibieron tratamiento de induccion con timoglobulina y los de menor riesgo
inmunolégico con basiliximab, excepcionalmente los pacientes de muy bajo
riesgo inmunoldégico no recibieron tratamiento de induccion. Se consideraron
pacientes de alto riesgo inmunologico los pacientes hiperinmunizados, es decir
con tasas de anticuerpos anti-HLA>50%, los pacientes retrasplantados, o los
pacientes receptores de un rifién con criterios expandidos, definidos previamente
en el apartado 2.1.2 de antecedentes. La pauta posoldgica de la timoglobulina
fue de 1,5 mg/kg previo a la cirugia seguido de 1,5 mg/kg/dia durante 5 dias.

El basiliximab se administroé siguiendo una pauta posoldgica de 20 mg previo a

la cirugia seguido de una segunda dosis de 20 mg el 4° dia postrasplante.

Micofenolato de mofetilo (Cellcept®): Se administraron 2 g de micofenolato de

mofetilo previo a la cirugia por via iv.

Corticoides: Se administraron 500 mg de 6-metilprednisolona en 20-30 minutos
previo a la cirugia. En pacientes con peso inferior a 50kg o edad superior a 60
anos, se administro el 50% de la dosis mencionada.

El dia 1 postrasplante se administré por via intravenosa una dosis tnica de 125

mg de 6-metilprednisolona.

Tratamiento inmunosupresor de mantenimiento

Tras el trasplante todos los pacientes incluidos en el estudio recibieron una triple
terapia basada en tacrolimo, micofenolato de mofetil o micofenolato sodico y

corticoides.

Tacrolimo (Prograf®). se inicio a partir del 2° o 3er dia postrasplante, con una
pauta posoldgica inicial de 0,075-0,15 mg/kg cada 12 horas via oral

Posteriormente, las dosis se individualizd en funcion de los resultados de
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concentracion sanguinea, ajustando a niveles Optimos de Cmin entre 10-15
ng/ml las 6 primeras semanas postrasplante y Cmin entre 5-10 ng/ml, a partir de
la sexta semana postrasplante.

Tal como indica en los criterios de exclusidon de pacientes definidos en la tabla
17, no se permitidé en ningun paciente incluido en el estudio la sustitucién por

tacrolimo genérico.

Micofenolato de mofetilo (CellCept®): se inicio a partir de las 24 horas
postrasplante con una dosis inicial de 1 g cada 12 horas via oral, con reducciones
progresivas a 500 mg cada 12 horas al mes postrasplante y posteriormente en
funcion de los resultados de concentracion plasmatica a niveles 6ptimos de Cmin

entre 1,5-3 mcg/ml.

En los pacientes con intolerancia digestiva a micofenolato de mofetilo, en primer
lugar se fraccion¢ la dosis inicial a 500 mg cada 6 horas via oral, y si se mantuvo
la intolerancia digestiva se modificé el tratamiento por micofenolato sédico
(Myfortic®) a una dosis inicial de 720 mg cada 12 horas, con reducciones
progresivas a 360 mg cada 12 horas al mes postrasplante ajustando
posteriormente en funcién de los resultados de concentracion plasmatica a

niveles 6ptimos de Cmin entre 1,5-3 mcg/ml.

Corticoides: a partir del 2° dia postrasplante todos los pacientes recibieron
prednisona 20 mg cada 24 horas via oral, con reducciones progresivas a 15 mg
cada 24 horas al mes postrasplante, 10 mg cada 24 horas a los dos meses
postrasplante y 5 mg cada 24 horas a partir del sexto mes postrasplante. En
pacientes que desarrollaron diabetes mellitus postrasplante o presentaban
susceptibilidad a complicaciones derivadas de los esteroides (por ejemplo
osteoporosis) se tendié a una reduccion acelerada de la dosis hasta la completa

suspension.
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3.2. DISENO DEL ESTUDIO

El estudio se diseid en dos fases, una primera fase I o fase retrospectiva para
conocer la distribucion de polimorfismos genéticos en nuestra poblacion de
estudio y su relacion con la respuesta farmacocinética y clinica a tacrolimo, y
una segunda fase II o fase prospectiva en la que se aplicé y validé un protocolo
de personalizacion terapéutica de tacrolimo en los pacientes recién trasplantados,

en funcidn de su carga genética.

3.2.1. Fase L. Estudio retrospectivo.

La primera fase del estudio se disefid6 como un estudio observacional, de

cohortes, retrospectivo.

Tal como se ha detallado en el apartado 3.1 se incluyeron 50 pacientes en
tratamiento con tacrolimo que habian recibido al menos un trasplante renal
durante los afios 2009 y 2010. En el momento de la inclusiéon a todos los
pacientes se les realizd un andlisis farmacogenético, para determinar su carga
genética y posteriormente se les realizd un seguimiento clinico que incluia el

primer afio postrasplante.

3.2.2. Fase II. Estudio prospectivo.

La segunda fase del estudio se disefio como un estudio cuasi-experimental, de

cohortes, prospectivo.
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Se diferenciaron dos grupos de pacientes:

-Grupo de estudio: pacientes en los que se determiné el genotipo previo al inicio
de la terapia con tacrolimo, de modo que se individualiz6 la pauta posoldégica

inicial de tacrolimo en base a su carga genética.

-Grupo control: pacientes en los que no se disponia del resultado genético previo
al inicio de la terapia con tacrolimo, de modo que no se individualizé la pauta
posologica inicial de tacrolimo en base a su carga genética y se determiné el

genotipo a posteriori.

3.2.2.1. Implantacion del protocolo de personalizacion terapéutica.

Actualmente, seglin se detalla en el apartado 2.3.3 de antecedentes, tan solo
existen guias de dosificacion inicial de tacrolimo en funcién del genotipo para el
polimorfismo CYP3A5*3"*'**%_ Para llevar a cabo el estudio prospectivo se
analizaron los resultados obtenidos en el estudio fase I, con el objetivo de
identificar el polimorfismo que estaba mas estrechamente relacionado con la
respuesta farmacocinética y clinica a tacrolimo y elaborar un protocolo de

personalizacion terapéutica de tacrolimo en base al genotipo de los pacientes.

El protocolo de personalizacién terapéutica se aplicd para calcular la dosis
inicial de tacrolimo en los pacientes recién trasplantados a partir de Enero de
2011, tal como se define en el apartado 3.1.2 de material y métodos. Para poder
aplicar el protocolo de personalizacion terapéutica los pacientes debian tener el
resultado de su carga genética previo al inicio de la terapia con tacrolimo, por
ello se realiz6 el analisis farmacogenético cuando los pacientes estaban el lista

de espera para recibir un trasplante renal (grupo de estudio).
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3.2.2.2. Validacion clinica, terapéutica y economica de la
personalizacion del tratamiento.

Para llevar a cabo la validacion del protocolo se realizé un seguimiento clinico
durante los 6 primeros meses postrasplante y se aplicaron las mismas variables e
indicadores que en el estudio retrospectivo a todos los pacientes incluidos en el
estudio prospectivo (grupo de estudio y grupo control), con el objetivo de
encontrar una mejora en los resultados de los pacientes tras la aplicacion del

protocolo de personalizacion terapéutica.

En la figura 10 se detalla el esquema del estudio:

RN
FARMACOGENETICO

ANALISIS

FARMACOGENETICO INCLUSION DE

SEGUIMIENTO CLINICO PACIENTES

EVALUACION DE RESULTADOS

SEGUIMIENTO
CLINICO
tiempo tiempo
FASE RETROSPECTIVA FASE PROSPECTIVA
2009-2010 2011 2012

Figura 10: Esquema de disefio global del estudio, incluye la fase retrospectiva y la

fase prospectiva.
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3.2.3. Seguimiento del paciente trasplantado.

El seguimiento de los pacientes incluidos en el estudio no difirié de la practica

clinica habitual. El seguimiento que recibe el paciente trasplantado supone la

monitorizacién clinica de constantes (tension arterial, temperatura corporal),

sintomas o signos (temblor, dolor, edema, eritema, tos...) y la realizacion de

exploraciones analiticas que incluyen:
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Hemograma (hematies, hemoglobina, hematocrito, volumen corpuscular
medio, concentracion hemoglobina corpuscular media, morfologia
eritrocitaria, recuento y férmula linfocitaria, plaquetas, volumen plaquetar
medio y velocidad de sedimentacion globular).

Bioquimica ordinaria (glucosa, urea, creatinina, proteinas totales, albumina,
calcio, sodio, potasio, cloro y bicarbonato).

Bioquimica completa (glucosa, urea, creatinina, aclaramiento de creatinina,
acido urico, colesterol total, triglicéridos, creatin fosfoquinasa, lactato
deshidrogenasa, aspartato aminotransferasa, alaninoaminotransferasas,
gammaglutamil transferasas, fosfatasa alcalina, biblirrubina total, directa e
indirecta, colesterol total, LDL, HDL, VLDL, triglicéridos, amilasa,
proteinas totales, albumina, cociente albumina/globulina, calcio, fésforo,
magnesio, sodio, potasio, cloro y hierro).

Bioquimica de orina: anormales, con especial atencion a la cuantificacion
de la proteinuria de manera absoluta en orina de 24 horas o en una muestra
mediante el cociente proteinas/creatinina, y sedimento urinario. En el
postrasplante inmediato la caracterizacion de la bioquimica urinaria (urea,
creatinina, sodio, potasio, cloro) puede orientar acerca de la recuperacion
funcional del rifién y la aparicion de episodios de disfuncion vs rechazo del
injerto.

Monitorizacion de la concentracion sanguinea minima (Cmin) de

tacrolimo y acido micofenolico.



6. Urocultivo.

7. El segundo y tercer mes son el periodo de maximo riesgo de infeccion por
CMV, y para un diagnostico y tratamiento precoces se realiza la
determinacion del antigeno pp66.

8. Radiografia de torax, Ecografia doppler renal y Angiorenograma
isotépico se realizan en la etapa precoz postrasplante para conocer la
evolucion del paciente y del injerto. Posteriormente se realiza una
Ecografia doppler renal con una periodicidad anual, incluyendo la

evaluacion de los rifiones nativos.

La periodicidad depende del momento evolutivo postrasplante. Asi, en el
postrasplante inmediato el seguimiento se realiza durante el ingreso hospitalario
e incluye la monitorizacién clinica y analitica diaria, al alta hospitalaria el
seguimiento ambulatorio de los pacientes trasplantados incluye Ia
monitorizacion clinica y analitica tres veces por semana durante el primer mes,
cada 5-7 dias el segundo mes, cada 7-10 dias el tercer mes, quincenal el cuarto
mes, cada tres semanas el quinto mes, y mensual a partir del sexto mes, con

espaciamiento progresivo en funcion de la evolucién del injerto.
En la tabla 18 se representa la periodicidad de las exploraciones que se prevé

realizar durante el primer ano postrasplante, que podrian ser consideradas

estandares de préctica asistencial.
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Tabla 18. Periodicidad de las exploraciones previstas durante el primer afio de

seguimiento del paciente trasplantado.

Exploracion ler M 2°M 3IM 4M SM 6-12 n
1*-2S | 348 M
Hemograma c24h | 3vS c5-7d | c7-10d | c15d | c21d | c30d | 38
Bioquimica c24h | 3vS c5-7d 38
ordinaria
Bioquimica c7d c7d c7d c7-10d | cl5d | c21d | c30d
completa
Bioquimica c24h | 3vS c5-7d | c7-10d | c15d | c21d | c30d | 38
orina
Urocultivo 2vS 2vS c5-7d | c¢7-10d 24
Antigeno pp64 | Basal cl5d | cl5d 5
CMV
Monitorizacién | c48h | 2vS 1vS c7-10d | cl5d | c21d | c30d | 38
de tacrolimo
Monitorizacién c60d c60d 6
de MMF
Rx torax Dias 3
1,2,3
Ecografia renal | Basal | c15d | - Dia 30 6
Dias
1,3
Angiorenogra Basal | c15d | - Dia 30 6
ma isotopico Dias
1,3

c24h: diario; c48h: cada 48 horas;2vS: dos veces por semana; 3vS: tres veces
por semana; c5-7d: cada 5 o 7 dias; ¢7-10d: cada 7 o 10 dias; c15d: cada 15
dias; c21d: cada 21 dias; ¢30d: mensual; c60d: cada dos meses; n: nimero
aproximado de pruebas durante el primer afio postrasplante.
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3.3. VARIABLES ESTUDIADAS

3.3.1. Variables basales.

Para caracterizar la poblacion de estudio y calcular las variables principales se
han definido las siguientes variables relacionadas con el donante, paciente,
organo trasplantado y tratamiento inmunosupresor (tablas 19, 20 y 21).

Entre las variables predictoras del riesgo inmunolégico del paciente se
encuentran variables dependientes del paciente, del donante o del organo
trasplantado. Dichas variables pueden repercutir en la estrategia terapéutica del

paciente trasplantado y en la evolucion clinica del trasplante.

Tabla 19. Variables demograficas y biométricas del paciente trasplantado.

Variables Caracteristicas

Peso (kg) Continua

Edad (afios) Continua

Sexo Categorica (0-Hombre, 1-Mujer)

Etnia Categorica (0-Caucésica, 1-Africana, 2-Hispana,
3-Pacifica)

Creatinina (umol/l) Continua

Hematocrito (%) Continua

Hemoglobina (g/dl) Continua

Genotipo Categorica  (0-nativo,  1-heterocigoto,  2-
homocigoto)
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Tabla 20. Variables predictoras del riesgo inmunolédgico del paciente trasplantado.

Variables Caracteristicas

Dependientes del donante

Edad (afios) Continua

Sexo Categorica (0-Hombre, 1-Mujer)
Cr>1,5g/dl Categorica (0-No, 1-Si)

Causa de la muerte por ACV Categorica (0-No, 1-Si)
Donante a corazén parado Categorica (0-No, 1-Si)

Dependientes del paciente

Retrasplante Categorica (0-No, 1-Si)
N° de Compatibilidades HLA Continua
N° de Incompatibilidades HLA Continua
Presencia de Necrosis tubular aguda Categorica (0-No, 1-Si)

Dependientes del érgano trasplantado

Tiempo de isquemia fria (horas) Continua

Tabla 21. Variables dependientes del tratamiento inmunosupresor.

Variables Caracteristicas
Dosis de corticoides (mg/dia) Continua
Tipo de induccién Categorica  (0-No  induccion, 1-

Basiliximab, 2-Timoglobulina)

Dosis de tacrolimo (mg/dia) Continua

Concentracion sanguinea de tacrolimo | Continua

(ng/ml)

Dosis de Micofenolato de mofetil (mg/dia) | Continua

Las variables basales relacionadas con el donante, paciente y el odrgano

trasplantado se recogieron de la historia clinica informatizada. (Orion Clinic®)
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Las variables basales relacionadas con el tratamiento inmunosupresor se
recogieron de la historia farmacoterapéutica (Farmasyst®) y del aplicativo

informatico pkWeb®.

3.3.2. Variables relacionadas con la respuesta farmacogenética-

farmacocinética.

Para medir la exposicion del paciente a tacrolimo se ha calculado la variable
farmacocinética relacion Cs/dosis/peso de tacrolimo en todas las
determinaciones farmacocinéticas realizadas durante las 6 primeras semanas

postrasplante.

Para su célculo se ha dividido la concentracion sanguinea de tacrolimo, entre la
dosis total diaria de tacrolimo y el peso del paciente en el momento de la

determinacion farmacocinética, tal como se observa en la ecuacién 2.

Cs tacrolimo /D .
0Sis

Peso paciente

Relacion Cs/dosis /peso =

Ecuaciéon 2

Donde:

Cs tacrolimo: concentracion sanguinea de tacrolimo medida en ng/ml.
Dosis: dosis diaria de tacrolimo medida en mg.

Peso del paciente: peso total del paciente en el momento de Ila

determinacion farmacocinética, medido en kg.
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3.3.3. Variables relacionadas con la respuesta farmacogenética-

clinica.

Las variables clinicas se han diferenciado en variables de eficacia:

- Presencia de rechazo agudo (confirmado con biopsia).

Y en variables de toxicidad atribuible a tacrolimo, en la tabla 22 se definen

todas las variables de toxicidad incluidas en el estudio.

Tabla 22. Variables de toxicidad atribuible a tacrolimo.

Variable Definicion

Nefrotoxicidad | Confirmada con biopsia o sospecha si se produce un incremento
la Cr sérica en 0,5 mg/dl en relaciéon con niveles sanguineos de

tacrolimo >15 ng/ml

Neurotoxicidad | Presencia de toxicidad neurologica: temblores, confusion,

convulsiones
Hipertension Mal control de la Tension Arterial tras el trasplante que requiere
Arterial incrementar el nimero de farmacos antihipertensivos
DM de novo Apariciéon de DM de novo tras el trasplante, con niveles glucosa

basal >126 mg/dl o HbA1c%>6,5% que requiere tratamiento con

antidiabéticos orales o insulina

Dislipemia de | Aparicion de dislipemia de novo tras el trasplante, con niveles de

novo colesterol LDL>150 mg/dl que requiere tratamiento con
hipolipemiantes
Infecciéon Presencia de infeccion en cualquier localizacion de etiologia

bacteriana o virica (CMV, Virus BK o Virus de Herpes Simple).

En el estudio de las variables de toxicidad se han descartado los pacientes con
comorbilidades previas al trasplante renal, tales como diabetes mellitus y

dislipemia.

88



Las variables clinicas se recogieron de la historia clinica informatizada (Orion
Clinic®).
Todas las variables se registraron en un Cuaderno de Recogida de Datos y

posteriormente en una hoja excel.

3.4. ANALISIS FARMACOCINETICO

3.4.1. Toma de muestras.

Tal como se observa en la tabla 4 la semivida de eliminacion de tacrolimo es
aproximadamente de 12 h por tanto la primera determinacion farmacocinética
de tacrolimo se realiza a los 3 dias de inicio de tratamiento, momento en el que

se alcanza el estado estacionario.

La determinacion farmacocinética se realizd6 de forma rutinaria a todos los
pacientes a partir del 3er dia de inicio del tratamiento con tacrolimo, con la

periodicidad definida en el apartado 3.2.3.

La extraccion de la muestra de sangre periférica se realiz6 en el servicio de
analisis clinicos del Hospital Universitario Dr. Peset, previa a la dosis de
Prograf® de la mafiana, correspondiendo a valores de concentracion minima de

tacrolimo en sangre (Cmin).

3.4.2. Técnica analitica.

El analisis farmacocinético se realizo en la Unidad de Farmacocinética clinica
del servicio de farmacia del Hospital Universitario Dr. Peset.
La determinacion farmacocinética de tacrolimo se realiza de manera

automatizada mediante el sistema ARCHITECT® de Abbot laboratorios, que
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realiza un inmunoandlisis de microparticulas quimioluminiscentes (CMIA) para
cuantificar la cantidad de tacrolimo en sangre. En la técnica CMIA una marca
quimioluminiscente, en concreto un derivado de acridina, se conjuga con el
anticuerpo o antigeno, y produce luz cuando se combina con su sustrato. Se
produce una reacciéon tipo sandwich no competitiva, de modo que la
concentracion de sefial medida es directamente proporcional a la concentracion

de tacrolimo presente en la muestra del paciente (figura 11).

A, A
A Incubete
AAybA T L
A
Muestra con TAC Ac anti-TAC Inmunocomplejo TAC-Anti-TAC
baa, . o2 .
+ ‘ ‘AA Wash Trigger
Acridinio Inmunocomplejo Acridinio
TAC-Anti-TAC OQOUIMIOLUMINISCENCIA

Figura 11. Descripcion de la técnica CMIA para tacrolimo.

Reactivos, calibradores y controles

Para el andlisis se utilizé el kit de reactivos ARCHITECT Tacrolimus que

contiene: 1 frasco de macroparticulas recubiertas de anticuerpo monoclonal

antitacrolimus en tampén EDTA con estabilizante proteinico (bovino), 1 frasco
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de conjugado de tacrolimo marcado con acridinio en tampdn citrato con
estabilizante proteinico (bovino) y 1 frasco de diluyente del ensayo que contiene
tampon MES y cloruro de sodio.

Para el pretratamiento de la muestra se utiliz6 el reactivo de precipitacion para

sangre ARCHITECT Tacrolimus.

Los calibradores ARCHITECT Tacrolimus utilizados corresponden a
cantidades exactamente medidas de tacrolimo en componentes de sangre
humana de las siguientes concentraciones: A (0 ng/ml), B (3 ng/ml), C (6

ng/ml), D (12 ng/ml), E (20 ng/ml) y F (30 ng/ml).

La técnica analitica dispone de 3 controles de tacrolimo en componentes de
sangre humana (control 1, control 2 y control 3) el ambito de concentracion

aceptado para cada control depende del lote utilizado.

Pretratamiento y analisis de la muestra de sangre, calibradores y
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controles

El analisis se realizd en muestras de sangre total extraidas segun indica el
apartado 3.4.1 en tubos con anticoagulante EDTA, si el analisis farmacocinético
no se realiz6 inmediatamente a la extraccion de la muestra de sangre se

almaceno refrigerada a 2-8°C.

Antes del analisis farmacocinético de tacrolimo es necesario realizar un
pretratamiento de la muestra de sangre, calibradores y controles para
minimizar la interferencia producida por compuestos fluorescentes endégenos,
ligados a las proteinas. El pretratamiento consiste en agregar a las muestras el
reactivo de precipitacion para sangre ARCHITECT Tacrolimus, con el fin de

precipitar las proteinas, el pretratamiento finaliza con la centrifugacion hasta
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obtener un sobrenadante claro. El ensayo se realizard en el sobrenadante
obtenido a partir de la muestra.

En la siguiente figura (figura 12) se describe el proceso de pretratamiento:

1. En primer lugar, inmediatamente después de homogeneizar bien la muestra
invirtiéndola suavemente en su recipiente, se pipetean 200 pl de la muestra en
un tubo de centrifuga.

2. Se afiaden 200 pl del reactivo de precipitacion para sangre ARCHITECT
Tacrolimus al tubo de centrifuga que contiene la muestra. El tubo se cierra
inmediatamente y se agita en el vortex durante 5-10 segundos.

3. Cuando la mezcla es homogénea, se carga en la centrifuga y se centrifuga
durante 4 minutos a 13.000 rpm

4. Una vez finalizada la centrifugacion se retira el tubo, se destapa y se decanta

Figura 12. Proceso de pretratamiento de la muestra, calibradores y controles previo al

analisis farmacocinético.

El tubo de pretratamiento se traslada al portagradillas de muestras ARCHITECT
para proceder a su analisis en el sistema ARCHITECT. El tiempo de analisis es
aproximadamente de 30 minutos y el resultado de concentraciéon sanguinea de
tacrolimo viene expresado en ng/ml. El intervalo analitico del ensayo
ARCHITECT de tacrolimo es de 2 ng/ml a 30 ng/ml, y el limite de deteccion de
la técnica es < 1,5 ng/ml, es decir si la concentracion de tacrolimo en sangre es

menor a 1,5 ng/ml el sistema no la detectara.

3.4.3. Individualizacion posologica tradicional.

La practica asistencial del analisis farmacocinético en estos pacientes tiene por
objeto ajustar la pauta posologica de tacrolimo para alcanzar y mantener

concentraciones Optimas segin el momento postrasplante.
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El intervalo posologico optimo de tacrolimo en el trasplante renal estd definido
entre 10-15 ng/ml las primeras 6 semanas postrasplante y 5-10 ng/ml
posteriormente.

Para calcular el ajuste de la dosis de mantenimiento se puede recurrir a la

. . .y -7 142
siguiente ecuaciéon (ecuacion 3)

, en la cual en el estado de equilibrio
estacionario, en cada intervalo de dosificacion la cantidad de farmaco eliminada
es igual a la cantidad de farmaco absorbida, es decir las velocidades medias de

entrada y salida son iguales.

FxD
T = KelXQee media = KelXVAXCee media

FxD
Clpxt

Cmedia ee =

_ Fxcmedia ee

Ecuaciéon 3
ClpXt

donde:

F: Biodisponibilidad

D: Dosis

Kel: Constante de eliminaciéon

Clp: Aclaramiento plasmatico

Cinedia ce: Concentracion en estado estacionario

T: Intervalo posologico

La dosis de tacrolimo es directamente proporcional a la concentracion en estado
estacionario y depende de la biodisponibilidad y del aclaramiento plasmatico del
paciente en ese momento en concreto.

Asi, generalmente para un mismo paciente si se asume que el intervalo

posolégico, la biodisponibilidad y el aclaramiento plasmatico es constante,
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porque no existen factores externos como farmacos que interaccionen, cuando el
resultado de concentraciéon sanguinea de tacrolimo se encuentra por debajo o por
encima del d&mbito terapéutico establecido se realizan reducciones o incrementos
de dosis de +0,5-2mg diarios con el objetivo de incrementar o reducir la
concentracion sanguinea en la misma proporcion. No obstante, en ocasiones la
reduccion o incremento de la concentracion sanguinea no provoca un incremento
directamente proporcional de la dosis ya que se puede producir una saturacion
enzimatica, por ello a las 48h se repite la monitorizaciéon farmacocinética para
valorar la concentracién sanguinea de tacrolimo alcanzada y si es necesario

realizar otro ajuste de dosis de =0,5-2mg diarios.

3.5. ANALISIS FARMACOGENETICO

3.5.1. Extraccion de la muestra.

Se extrajo a todos los pacientes una muestra de 5ml de sangre periférica para

realizar el andlisis farmacogenético.

El momento de extraccion de la muestra dependié de la fase del estudio. En los
pacientes del estudio retrospectivo la extraccion de la muestra se realizo en el
momento de inclusion en el estudio, cuando el paciente ya habia recibido el
trasplante y tras haber iniciado el tratamiento inmunosupresor, siempre antes del
primer afio postrasplante. En los pacientes del estudio prospectivo la extraccion
de la muestra se realizd6 previo al trasplante y al inicio del tratamiento
inmunosupresor, cuando el paciente se encontraba en lista de espera para recibir
el trasplante renal. Asi, en Enero de 2011 se realizo el analisis farmacogenético a
todos los pacientes que estaban incluidos en lista de espera y cumplian criterios

de inclusion en el estudio, de este modo en el momento del trasplante se disponia
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del resultado de carga genética del paciente y se podia aplicar el protocolo de
personalizacion terapéutica.

La muestra de sangre se codifico, para cumplir con la ley orgénica de Proteccion
de Datos de Caracter Personal (LOPD), con el numero de registro del paciente,
numero de registro de la muestra y fecha de extraccion.

La muestra de sangre se conservé a -20 grados hasta su determinacion.

3.5.2. Genes seleccionados.

A partir de la informacion descrita en el apartado 2.3.3 de antecedentes, se
estudiaron los polimorfismos en los genes que codifican proteinas
transportadoras, enzimas metabolicas y factores de transcripcion, ya que pueden
tener relacion con la concentracion sanguinea de tacrolimo asi como con su
respuesta clinica. En las tablas 23 y 24 se detallan los polimorfismos estudiados,
la variacién en la secuencia que provocan y su consecuencia sobre la

concentracion sanguinea de tacrolimo.

Tabla 23. Polimorfismos estudiados en proteinas transportadoras y factores de
transcripcion, y repercusion en la farmacocinética de tacrolimo.

POLIMORFISMO | SECUENCIA | CONSECUENCIA

PROTEINAS MDRI1 (3435) C3435T Alelo T= falta de
TRANSPORTADORAS (rs1045642) expresion E
Tle11451le (MAYOR [TAC])
* Gen MDRI1 MDRI1 (2677) G2677T/A Alelo T= falta de

(rs2032582) expresion E
Ala893Ser/Tre | (MAYOR [TAC))

FACTORES DE | PXR 25385C/T Alelo T=  Menor
TRANSCRIPCION (1s3814055) | expresion CYP3A4.
* Gen PXR (MAYOR [TAC))

E: enzimatica; [TAC]: concentracion sanguinea de tacrolimo
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Tabla 24. Polimorfismos estudiados en enzimas metabolicas fase I y 11, y su repercusion
en la farmacocinética de tacrolimo.

POLIMORFISMO |SECUENCIA | CONSECUENCIA
ENZIMAS CYP3A5*%3 6986A>G Alelo G= falta de
METABOLICAS (1s776746) expresion E
FASE 1 (MAYOR [TAC))
CYP3A5*6 14690G>A Alelo A= falta de
* Gen CYP3AS (rs10264272) | expresion E
(MAYOR [TAC))
CYP3AS5*8 3699C>T Alelo T= Baja
(rs55817950) | actividad E (MAYOR
[TAC])
CYP3A5*9 19386G>A Alelo A= Baja
(rs28383479) | actividad E (MAYOR
[TAC])
ENZIMAS UGT1A9: -2152 C/T Alelo T=  Mayor
METABOLICAS (rs17868320) | expresion E (MENOR
FASE 11 [TAC))
UGT1A9: -275 A/T Alelo A= Mayor
* Gen UGT1A9 (rs6714486) expresion E (MENOR
*  Gen UGT1A8 [TAC])
e GenUGT2B7 |UGT1A9*3 C/T Alelo T= Baja
(rs72551330) | actividad E (MAYOR
[TAC])
UGT1A9*4 726T>G Alelo G=  Falta
(rs66915469) | actividad E (MAYOR
[TAC])
UGT1A9*5 766G>A Alelo A= Baja
(rs58597806) | actividad E (MAYOR
[TAC])
UGT1A8*3 830G>A Alelo A= Falta
(rs17863762) | actividad E (MAYOR
[TAC])
UGT2B7*2 802T>C Alelo C= No
(rs7439366) expresion E (MAYOR

[TAC)

E: enzimatica; [TAC]: concentracion sanguinea de tacrolimo
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3.5.3. Técnica analitica.

Las muestras congeladas se transportaron al laboratorio de farmacogenética de la

Fundacion de Investigacion del Hospital General donde se procesaron.

En primer lugar se realiz6 la extraccion del ADN de sangre total utilizando el kit

comercial QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Madrid). Dicho kit extrae el

ADN a partir de los leucocitos presentes en sangre periférica por medio de la
lisis celular y captura de DNA en la malla de una columna. Por medio de
diversos lavados, y posterior elucion en agua desionizada estéril se obtuvo el

DNA. El método de extraccion se detalla en la figura 13.

1.- En un tubo eppendorf colocar 20 ul de proteinasa K.

2.- Afadir 200 ul de la muestra.

3.- Afiadir 200 ul del buffer de lisis AL (Qiagen).

4.- Digerir 10 min a 56 °C.

5.- Afiadir 200 ul de etanol absoluto y vortesear.

6.- Pasar el contenido a una columna sin tocar el borde.

7.- Centrifugar 1 min a 8000 rpm.

8.- Eliminar el eluido y pasar la columna a otro tubo limpio.

9.- Aiadir 500 ul del buffer AW1, y centrifugar 1 min a 8000 rpm.
10.- Eliminar el eluido

11.- Afadir 500 ul del buffer AW2, y centrifugar 3 min a 14000 rpm.
12.- Eliminar el eluido

13.- Pasar la columna a un tubo eppendorf limpio y afiadir 200 ul de
buffer AE.

14.- Dejar reposar unos 5 min y centrifugar 1 min a 8000 rpm.

15.- Medir la cantidad de ADN.

@&4@@4@r@~—@

Figura 13. Método de extraccion de ADN a partir de sangre periférica con el kit QIAamp
DNA Blood Mini.

El contenido de ADN en las muestras se cuantific6 mediante un
nanoespectrofotometro de 4cidos nucleicos realizando capturas a 230nm,
260nm, y 280nm. Los criterios de calidad de la muestra de ADN se centraron en

la pureza (ratio 260/280 >1,5) y en la integridad.
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La pureza se determin6 mediante la absorbancia, se obtuvieron bandas de DNA
unicas para todas las muestras con una absorbancia mayor a 1,5. La integridad
del ADN se analiz6 mediante gel de agarosa, para ello se preparé un gel de
agarosa al 1% en solucion Tris acetato EDTA (TAE), tal como especifica la

figura 14.

1. En un tubo Erlenmeyer se realizo una soluciéon de agarosa 1% p/v
disolviéndola en buffer TAE 1x (1gr de agarosa + 125 ml de buffer). El buffer
TAE 1x se obtuvo de una solucion stock TAE 50x, que se prepard con 242 g
de Tris base, 57,1 ml de acido acético glacial, 100 ml de EDTA 0,5 M y H20
hasta llegar a 1 litro.

2. Para disolver esta solucion de agarosa en buffer se necesitd calentarla en un
horno microondas hasta llevarla a ebullicién. Luego se agregd el bromuro de
etidio, cuyo mecanismo de accion consiste en intercalarse en el DNA y
distorsionar la doble hélice, lo que permite visualizar las bandas de DNA una
vez finalizada la migracion en un transiluminador ultravioleta.

3. Al estar la solucion fundida se volco en el molde con el peine colocado, para
eliminar las burbujas presentes, y se esperd hasta que el gel solidificase
completamente antes de ser usado. Luego se retir6 el peine y se sac6 la cinta
de los bordes para que estuviesen en contacto con el buffer. Se coloco el gel
en la cuba de electroforesis, y se le agreg6 suficiente cantidad de TAE 1x para

cubrir todo el gel.

Figura 14. Método de preparacion del gel de agarosa al 1% en solucion Tris acetato

EDTA (TAE).
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Una vez extraido el ADN de las muestras se procedi6 al Genotipado. El
genotipado de la muestra se llevd a cabo mediante reaccién de discriminacion
alélica en 10 ng de DNA por real time PCR con sondas Tagman. Se utilizaron
sondas TagMan marcadas con los fluor6foros FAM o VIC en el extremo 5" para
identificar los polimorfismos indicados en el apartado 3.5.2. Como polimerasa se

utiliz6 TagMan Genotyping Master Mix (Applied byosistems).

En primer lugar se preparé el mix de reaccion para la PCR, para ello se calculo
el volumen necesario de mix de reaccion por pocillo. Las reacciones de
genotipado se llevaron a cabo en una placa de 384 pocillos, donde se

transfirieron 2,75 pl de mix de reaccion por pocillo.

Los mix de reaccion en cada pocillo se componian de la siguiente mezcla (tabla
25):

Tabla 25. Composicion del mix de reaccion para PCR

Componente Volumen (ul/reaccion)
TagMan Genotyping Master Mix 2,5

SNP Genotyping Assay Mix (20X) 0,25

Total 2,75

Posteriormente en cada pocillo se pipetearon 2,25 ul de la muestra de DNA
genomico o el control. El volumen final por pocillo fue de 5 pl (mix de

reaccion+muestra DNA).

La reaccion de discriminacion alélica se llevo a cabo en un analizador 7900 HT
real time PCR system de Applied biosistem. Las condiciones de temperaturas
y ciclos de reaccién para la amplificacion de DNA y discriminacion alélica

fueron las descritas en la tabla 26.
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Tabla 26. Condiciones de temperatura y ciclos de reaccion para llevar a cabo la
reaccion de discriminacion alélica en el analizador 7900 HT RT PCR system

Paso Temperatura | Duracion Ciclos
Activacion de la DNA polimerasa | 95°C 10 minutos Inicial
(AmpliTaq Gold)

Desnaturalizacion 92°C 15 segundos | 40
Emparejamiento/Extension 60°C 1 minuto

Una vez acabada la reaccion de PCR se analizaron los resultados en el plotter del
software del analizador 7900 HT, en la figura 15 se muestra la imagen resultante

en funcion del genotipo del paciente.

Figura 15. Resultados del genotipo de la muestra en el plotter de software del analizador
7900 HT.

100



3.5.4. Aplicabilidad en la practica clinica.

En la préctica clinica habitual no existe un estandar de practica que permita
individualizar la dosis de tacrolimo en base a los resultados del analisis

farmacogenético.

Tal como se detalla en el apartado 2.3.3 de antecedentes existen varios estudios
publicados al respecto, en los cuales tras individualizar la dosis inicial de
tacrolimo en funcién del genotipo CYP3A5*3 de los pacientes que han recibido
un trasplante renal se observa que alcanzan mas rdpidamente las concentraciones
sanguineas objetivo. El objetivo del presente trabajo es implementar Ia
individualizacién posoloégica de tacrolimo en base al genotipo del paciente

dentro del estandar de practica clinica.

3.6. INDICADORES DE CALIDAD ASISTENCIAL Y
SEGURIDAD EN EL PACIENTE

Para evaluar la posible relacion entre el genotipo y la evolucion del paciente
trasplantado a todos los niveles, se han definido una serie de indicadores
relacionados con la respuesta farmacocinética del paciente a tacrolimo, la

respuesta clinica, el proceso asistencial y el coste del paciente.

3.6.1. Indicadores farmacocinéticos.

El seguimiento farmacocinético del paciente durante las 6 primeras semanas
postrasplante implica la realizacion de una serie de monitorizaciones sanguineas
de tacrolimo con la frecuencia establecida en el apartado 3.2.3 con el objetivo de
optimizar la dosis diaria de tacrolimo necesaria para alcanzar la concentracion
sanguinea optima entre 10-15 ng/ml. Tal como se ha establecido en el apartado

3.4.3 si el resultado de concentracion obtenido en la determinacion se encuentra
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dentro del ambito terapéutico establecido se recomienda mantener la dosis total
diaria de tacrolimo y si el resultado de concentraciéon se encuentra por debajo o
por encima de ambito terapéutico se recomienda aumentar o reducir,

respectivamente, la dosis total diaria de tacrolimo.

Segin lo descrito en el apartado 2.3.2 de antecedentes la concentracion
sanguinea de tacrolimo por debajo o por encima de ambito terapéutico puede
repercutir en la eficacia o toxicidad del tratamiento con tacrolimo y
consecuentemente en la respuesta del paciente trasplantado. Por ello en la tabla
27 se definen los indicadores farmacocinéticos (IF) de seguridad y efectividad

seleccionados que pueden repercutir indirectamente en la respuesta del paciente.

Tabla 27. Indicadores farmacocinéticos de seguridad y efectividad por paciente.

Indicadores farmacocinéticos de | Formula de calculo
seguridad
IFsl. Porcentaje de determinaciones n? determinaciones > 15 ng/ml 100
supraterapéuticas de TAC (>15 ng/mL). n® determinaciones
IFs2. Porcentaje de reducciones de dosis. n® reducciones dosis 100
n? determinaciones
Indicadores farmacocinéticos de Férmula de calculo
efectividad
IFel. Porcentaje de determinaciones n? determinaciones < 10 ng/ml 100
infraterapéuticas de TAC (<10 ng/mL). n® determinaciones
IFe2. Porcentaje de incrementos de dosis. n? incrementos dosis 100
n? determinaciones
IFe3. Dias en alcanzar el IT (10-15 ng/ml)
desde el inicio del tratamiento con TAC.
IFe4. Porcentaje de pacientes con IT 10- n? pacientes con IT éptimo <100
15 ng/mL alos 5 dias del inicio de n® pacientes
tratamiento con TAC.
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3.6.2. Indicadores clinicos.

Tras el trasplante renal, la evolucion clinica del injerto se valora a partir de la
funcion renal del paciente trasplantado. Asi, el seguimiento de la funcion renal
del paciente a partir del calculo del aclaramiento de creatinina se convierte en
uno de los indicadores mas utiles a corto, medio y largo plazo para evaluar la

respuesta del 6rgano trasplantado.

En la tabla 28 se definen los indicadores clinicos (IC), utiles como indicadores
de la evolucion del injerto renal, tanto a corto plazo (aparicion de necrosis
tubular aguda) como a medio-largo (evolucion del aclaramiento de creatinina).
El aclaramiento de creatinina se ha calculado a partir del valor de creatinina
sérica, aplicando la féormula de Cockcroft — Gault'®. Se ha establecido el
aclaramiento de creatinina superior o igual a 60ml/ml como el aclaramiento
objetivo, correspondiendo al segundo grado de insuficiencia renal cronica dentro

de la clasificacion de la K/DOQIIM.

Tabla 28. Indicadores clinicos por paciente.

Indicadores Férmula de calculo

IC1. Porcentaje de pacientes que n? pacientes con NTA %100
presentan funcion retardada del injerto n? pacientes

durante el post-operatorio inmediato.

IC2. Dias en alcanzar el

Cler>60ml/min  desde el trasplante

renal.

IC3. Porcentaje de pacientes que | n°pacientes con Cler = 60ml/min 100
alcanzan un  Cler>60ml/min al mes n? pacientes

postrasplante.

IC4. Porcentaje de pacientes que | n®pacientes con Cler = 60ml/min 100
alcanzan un  Cler>60ml/min a los 3 n? pacientes

meses postrasplante.

IC5. Porcentaje de pacientes que | n®pacientes con Cler = 60ml/min 100
alcanzan un  Cler>60ml/min a los 6 n? pacientes

meses postrasplante.
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3.6.3. Indicadores de proceso asistencial.

Tras el trasplante renal el paciente requiere la realizacion de un seguimiento que
incluye la monitorizacion clinica y la realizacion de exploraciones analiticas, en
el postrasplante inmediato se realiza durante la estancia hospitalaria y a medio-
largo plazo se realiza en la consulta de trasplante renal. La periodicidad de las
consultas médicas y sus exploraciones asociadas se ha definido en el apartado
3.2.3 y depende del tiempo postrasplante. En la tabla 29 se definen los
indicadores de calidad del proceso asistencial (IP), su calculo permite identificar
los pacientes que requieren mas o menos demanda asistencial que el estandar de

préctica, tanto a corto plazo como a medio plazo.

Tabla 29. Indicadores de calidad del proceso asistencial por paciente.

Indicadores

IP1. Dias de estancia hospitalaria tras el trasplante renal.

IP2. Niimero de monitorizaciones farmacocinéticas realizadas durante las 6 primeras

semanas postrasplante.

IP3. Numero de consultas de seguimiento en la consulta de trasplante renal

realizadas durante el primer afio postrasplante.

3.6.4. Indicadores econéomicos.

Los indicadores econdmicos (IE) estan estrechamente relacionados con los
indicadores de calidad del proceso asistencial y representan el coste derivado del
seguimiento del paciente trasplantado. Para su célculo se ha considerado que el
coste por un dia de estancia en el postrasplante inmediato es de 346 euros, el
coste por monitorizacion farmacocinética es de 56,59 euros y el coste por
consulta médica es de 39,3 euros. En la tabla 30 se definen los indicadores

economicos utilizados:
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Tabla 30: Indicadores economicos por paciente.

Indicadores Formula de calculo

IE1. Costes derivados de la hospitalizacion | [P1xCoste por dia de estancia

por paciente.

IE2. Costes derivados de la monitorizacion | [P2xCoste por monitorizacion Fc

farmacocinética.

IE3. Costes derivados del seguimiento del | [P3xCoste por Consulta de TX

paciente trasplantado en la consulta de tx.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se ha utilizado el aplicativo informatico SPSS v19.

3.7.1. Descripcion de las pruebas estadisticas utilizadas.

Pruebas de normalidad

Un requisito previo a la utilizaciéon de pruebas estadisticas paramétricas es la
verificacion de que las variables cuantitativas siguen una distribucién normal.

Para verificar la normalidad de las variables se ha utilizado la prueba de
Kolmogorow-Smirnov que se basa en comparar la distribuciéon acumulada de
los valores de la muestra con la distribucion acumulada que se obtendria en el
supuesto que siguiera exactamente una ley Normal de media u y varianza o,

Se ha asumido que la variable cuantitativa sigue una distribucién normal cuando

el resultado de la prueba Kolmogorow-Smirnov ha sido p>0,05.
Pruebas de homogeneidad de varianzas

Antes de aplicar las pruebas paramétricas de comparaciéon entre medias (“t” de

Student, ANOVA), es necesario comprobar la homogeneidad de las varianzas.
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El supuesto de igualdad de varianzas se ha verificado con la prueba de Levene.
Se ha asumido que las varianzas son homogéneas cuando el resultado de prueba

de Levene ha sido p>0,05.

Pruebas de comparaciéon entre medias

Para comparar dos medias que proceden de variables independientes que siguen
la ley normal, se ha aplicado la prueba “t” de Student, fijando un nivel de

confianza del 95%.
El estadistico de contraste es'*:

yl—y0
SE
Ecuacién 4
donde:
y1= Media en el grupo 1
y0= Media en el grupo 0

SE=Desviacion estandard

Esta prueba se ha utilizado de forma bilateral para discernir si las medias
comparadas son iguales o distintas, sin que importe distinguir si una de las
medias es mayor que la otra o viceversa.

Se ha asumido que las diferencias entre medias son estadisticamente

significativas cuando el resultado de la prueba ha sido p=<0,05.

Para comparar mas de dos medias que proceden de variables independientes que
siguen la ley normal y cumplen el supuesto de homogeneidad de varianzas, se ha
aplicado la prueba Analisis de la Varianza (ANOVA), fijando un nivel de
confianza del 95%.

Se ha asumido que las diferencias entre medias son estadisticamente
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significativas cuando el resultado de la prueba ha sido p=<0,05.

Pruebas no paramétricas

Las pruebas no paramétricas se utilizan cuando las variables cuantitativas
vulneran el supuesto de normalidad. Para comparar dos grupos independientes se
ha aplicado la prueba U de Mann-Whitney, fijando un nivel de confianza del
95%. Se ha asumido que las diferencias entre los grupos son estadisticamente

significativas cuando el resultado de prueba ha sido p=0,05.

Para comparar mas de dos grupos independientes, cuando las variables
cuantitativas vulneran el supuesto de normalidad y/o homogeneidad de varianzas
se ha aplicado la prueba de Kruskal-Wallis, fijando un nivel de confianza del
95%. Se ha asumido que las diferencias entre los grupos son estadisticamente

significativos cuando el resultado de prueba ha sido p=<0,05.
Pruebas de comparacion entre proporciones

Para comparar dos o més proporciones en grupos independientes se ha aplicado
la prueba %’ de Pearson, fijando un nivel de confianza del 95%. Se ha asumido

que todas las frecuencias esperadas son superiores a 5.

El indice %* , es una prueba de homogeneidad e independencia y mide la
discrepancia entre dos proporciones, observadas en grupos independientes. Este

;o4 146
estadistico de contraste es

Ecuaciéon 5
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Donde:
oij= proporcion observada

eij= proporcion esperada

Cuando la distribucion observada y la esperada son idénticas (oij=eij), el indice
X2 vale 0, y este valor va aumentando a medida que las diferencias entre las
proporciones se hacen méas grandes.

Se ha asumido que las diferencias entre proporciones son estadisticamente

significativas cuando el resultado de prueba ha sido p=0,05.
Medida de asociacion: Riesgo relativo

El valor * no es una medida de la intensidad de la relacion entre dos variables
categoricas porque aumenta con el numero total de casos.

Por tanto se ha utilizado la razén de proporcion Riesgo relativo como medida de
intensidad de relacion entre una exposicion y una respuesta binaria.

En el caso de variables exposicion de dos categorias se ha calculado el RR e
IC95% a partir de la macro !COR del aplicativo informatico SPSS. Se ha
asumido que la relacion entre la exposicion y la respuesta es estadisticamente

significativa cuando el IC95% del RR no ha incluido el 1.
3.7.2. Aplicacion de las pruebas estadisticas al estudio.

En primer lugar se realizo un andlisis descriptivo de la poblacion estudiada
presentado la frecuencia en el caso de variables categéricas, la media y
desviacion estandar en el caso de variables cuantitativas que siguen una
distribucién normal y la mediana, méximo y minimo en el caso de variables

cuantitativas que no siguen una distribucion normal.

En segundo lugar se realizd un andlisis descriptivo de las variables

poblacionales agrupadas en subgrupos en funcion del genotipo (nativo,
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heterocigoto u homocigoto). Para comprobar la homogeneidad de los subgrupos
se utilizo la prueba * de Pearson, en variables categoricas y la t de student, U de
Mann-Whitney, ANOVA o Kruskal Wallis en variables cuantitativas. Se

considerd diferencia estadistica cuando el valor de P<0,05.

En tercer lugar se compararon las variables farmacocinéticas en los distintos
subgrupos en funcién del genotipo (nativo, heterocigoto u homocigoto), para
ello se aplico la prueba t de student, U de Mann-Whitney, ANOVA o Kruskal

Wallis. Se consider6 diferencia estadistica cuando el valor de P<0,05.

Para comparar las variables clinicas en los distintos subgrupos se aplicd la
prueba * de Pearson y se calculo el RR e IC95% de padecer “el evento” en
varias situaciones: en el grupo con genotipo homocigoto respecto al grupo con
genotipo heterocigoto, en el grupo con genotipo homocigoto respecto al grupo
con genotipo nativo y en el grupo con genotipo heterocigoto respecto al grupo
con genotipo nativo, considerandose estadisticamente significativo cuando el

1C95% del RR no incluy6 el 1.

Por ultimo se compararon los indicadores de calidad en los distintos subgrupos
en funcion del genotipo (nativo, heterocigoto u homocigoto), para ello se aplicd
la prueba t de student, U de Mann-Whitney, ANOVA o Kruskal Wallis. Se

consideré diferencia estadistica cuando el valor de P<0,05.

Para validar el protocolo de ajuste de dosis, en primer lugar se realiz6 un

analisis comparativo de las variables poblacionales entre ambos subgrupos

(grupo control y grupo de estudio) para identificar posibles variables de
confusion, asi, para comparar las variables categoricas se aplico la prueba x* de
Pearson y para comparar las variables cuantitativas la t de student o U de Mann-

Whitney. Se considerd diferencia estadistica cuando el valor de P<0,05.
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Posteriormente, se realizd wun analisis comparativo de las variables

farmacocinéticas entre los pacientes del grupo control y los pacientes del grupo

de estudio mediante la aplicacion de la prueba t de Student o la U de Mann-

Whitney. Se considerd diferencia estadistica cuando el valor de P<0,05.

Para comparar las variables clinicas, se aplico la prueba x> de Pearson y se

calcul6 el RR e IC95% de padecer “el evento” en el grupo control respecto al
grupo de estudio, considerandose estadisticamente significativo cuando el IC

95% del RR no incluia al 1.

Por ultimo se compararon los indicadores de calidad entre los pacientes del

grupo control y los pacientes del grupo de estudio, para ello se aplico la prueba t
de student o U de Mann-Whitney. Se consider6 diferencia estadistica cuando el

valor de P<0,05.
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4. 1. PACIENTES Y TRATAMIENTO
INMUNOSUPRESOR

4.1.1. Pacientes y tratamiento inmunosupresor.

La poblacion de pacientes incluidos en el estudio retrospectivo ha sido de 50,
tamafio previsto al inicio del estudio. Todos los pacientes del estudio
retrospectivo cumplian los criterios de inclusion para participar definidos
previamente en la tabla 16 y todos firmaron el consentimiento informado. No se

produjo ninguna perdida ni exclusion de pacientes en el transcurso del estudio.

El estudio retrospectivo fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion

Clinica del hospital Universitario Dr. Peset en Enero de 2010.

Todos los pacientes incluidos en el estudio iniciaron tratamiento
inmunosupresor con tacrolimo (Prograf®), micofenolato de mofetil
(Cellcept®) y prednisona. A su vez el 94% de los pacientes (n=47) recibieron
terapia de induccién en el momento del trasplante con basiliximab o
timoglobulina. En la tabla 31 se describe la dosis media diaria de tacrolimo,
micofenolato de mofetil y corticoides que recibieron los pacientes en el periodo
de estudio, asi como la distribuciéon de pacientes segun el tipo de terapia de
induccion recibida. Se ha calculado la media, desviacion estandar, maximo y
minimo de las dosis de inmunosupresores ya que tras aplicar la prueba de

Kolmogorov-Smirnov se constatd que seguian una distribucién normal.

113



Tabla 31. Tratamiento inmunosupresor recibido durante el periodo de estudio.

Variable N=50 pacientes
Media+DE (minimo-méximo)
Dosis de tacrolimo (mg/dia) 11,6+4,1
(4,8-20,4)
Dosis de Micofenolato de Mofetilo (mg/dia) 1.518+250,9
(500-2.000)
Dosis de prednisona (mg/dia) 15,7+2,6
(0-20)
Variable N=50 pacientes
% (n)
Terapia de Induccion
Sin induccién 6% ( 3)
Induccién con Basiliximab 34% (17)
Induccién con Timoglobulina 60% (30)

N= total de pacientes en la poblacion de estudio, DE: desviacion estandar;
%:frecuencia; n: nimero de pacientes.

4.1.2. Potencia del estudio retrospectivo.

Se ha calculado la potencia del estudio para un riesgo alfa del 5% aplicando la
ecuacion 1 descrita en el apartado 3.1.2 de material y métodos. Para su calculo
se ha utilizado el resultado de la variable de interrelacion farmacogenética-
farmacocinética “relacion Cs/dosis/peso” en funciéon del genotipo CYP3AS*3,
asi segun se observa en la tabla 32, considerando que 41 pacientes (82%) han
presentado genotipo CYP3A5*3 homocigoto y 9 pacientes (18%) genotipo
CYP3AS5*3 heterocigoto, que la diferencia en la relacion Cs/dosis/peso entre los
pacientes heterocigotos y homocigotos es de 59,5 ng/ml por mg/kg y la varianza
conjunta de 40, en el estudio retrospectivo se ha alcanzado una potencia del

94%, este resultado nos indica que el estudio presenta la potencia adecuada.

114



Tabla 32. Datos utilizados para calcular la potencia del estudio retrospectivo.

Genotipo CYP3A5*3

Variable
Heterocigoto Homocigoto
Numero de pacientes 9 41
Relaqon Cs/dosis/peso media de 105.2 45,7
tacrolimo

Diferencia de la relacion

Cs/dosis/peso media 39,3 (105,2-45.7)

Varianza conjunta 40

4.2. VARIABLES ESTUDIADAS

A continuacién se presentan las variables estudiadas divididas en 3 grupos:
variables basales, variables relacionadas con la respuesta farmacogenética-
farmacocinética y variables relacionadas con la respuesta farmacogenética-

clinica.

4.2.1. Variables basales.

Las variables basales se diferencian en dos grandes grupos: variables
demograficas y biométricas de la poblacion estudiada, y variables relacionadas

con el riesgo inmunoldgico del paciente trasplantado.

En la tabla 33 se representan las caracteristicas demograficas y biométricas de
la poblacién estudiada, las variables continuas se expresan en forma de media,
desviacion estdndar, maximo y minimo, ya que la prueba de Kolmogorov-
Smirnov constatdé que seguian una distribucion normal, y las variables

categoricas se expresan en forma de frecuencias (%).
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Tabla 33. Caracteristicas demograficas y biométricas de la poblacion de estudio.

Variable N=50 pacientes
Media+DE (minimo-méaximo)
Edad (afios) 55+11,2
(29-72)
Peso (kg) 72+13,5
(42-117)
Hematocrito (%) 342+6,4
(21,7-48,3)
Hemoglobina (g/dl) 11,4+2,1
(6,9-15,5)
Variable N=50 pacientes
% (n)
Sexo (% Mujeres) 34% (17)
Etnia
Caucasicos 92% (46)
Este-europeos 4% (2)
Africanos 4% (2)

DE: desviacion estandar; %:frecuencia; n: numero de pacientes.

Dentro de los variables relacionadas con el riesgo inmunolégico del paciente
trasplantado se encuentran el numero de retrasplantes, la necrosis tubular
aguda, el nimero de incompatibilidades HLA, el tiempo de isquemia fria y las
caracteristicas del donante.

De los 50 pacientes incluidos en el estudio, el 12% (n=6) recibieron un segundo
trasplante y el 34% (n=17) presentaron necrosis tubular aguda, es decir un
retraso en la funcion inicial del injerto que requiri6 varias sesiones de dialisis.

El nimero medio de incompatibilidades HLA entre el injerto y el receptor fue
de 3,5 (DE 0,9), observandose un minimo de 1 incompatibilidad y un méximo de
5. El tiempo de isquemia fria, es el tiempo entre la perfusion del 6rgano en el
donante y la perfusion en el receptor, de modo que a mayor tiempo de isquemia
fria se relaciona con peor respuesta, en nuestra poblacion de estudio el tiempo
medio de isquemia fria fue de 18,3 horas (DE 4,6), con un minimo en el registro

de 9 horas y un méximo de 30 horas.
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Respecto a las caracteristicas del donante, la edad, el sexo y la causa de la
muerte pueden determinar la calidad del 6rgano trasplantado, tal como se indica
en el apartado 2.1.2 de antecedentes. Asi, en nuestro estudio la edad media de
los donantes fue de 47,5 afios (DE 5,9), siendo la edad minima de 1 afio,
correspondiendo a donantes pediatricos y la maxima 73 afos; El 33% (n= 16)
fueron varones y en un 37% de los casos (n=10) la muerte se produjo por

accidente cerebrovascular.

4.2.2. Variables relacionadas con la respuesta farmacogenética-

farmacocinética.

Tal como se desarrolla en el apartado 3.3.2 de material y métodos se ha
establecido la variable farmacocinética relacion entre la Cs de tacrolimo y la
dosis normalizada por el peso del paciente (Cs/dosis/peso) como medida de la

exposicion a tacrolimo.

El calculo de la relacion Cs/dosis/peso se realiza a partir del valor de
concentracion sanguinea minima de tacrolimo dividido por la dosis diaria y el

peso del paciente en el momento de la determinacion.

Para dicha wvariable se ha estudiado su relacion farmacogenética-
farmacocinética, es decir el resultado de la relaciéon Cs/dosis/peso se ha
analizado para cada polimorfismo descrito en el apartado 3.5.2 de material y
métodos, con el objetivo de identificar alguna relacién entre los resultados

farmacocinéticos y el genotipo del paciente.

Ademés se ha estudiado la relacion Cs/dosis/peso para los haplotipos mas
significativos, que presentan una frecuencia de apariciéon superior al 2,5% en la

poblacién de estudio.
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A continuacién se describe graficamente la relacién entre el valor de dicha
variable y el genotipo de los pacientes, para ello se representa la relacion
Cs/dosis/peso de los pacientes para cada polimorfismo agrupandolos en
subgrupos en funcion del genotipo que presenten (nativo, heterocigoto u

homocigoto).

En primer lugar se representa la relacion con los polimorfismos que pueden
alterar la biodisponibilidad de tacrolimo (polimorfismos en los genes MDRI1 y
en los genes que codifican enzimas metabolicas fase I), posteriormente los
polimorfismos que pueden alterar exclusivamente el metabolismo hepatico
(polimorfismos en las enzimas metabodlicas fase II) y por ultimo los

polimorfismos en los factores de transcripcion.

- Respecto a los polimorfismos a nivel del gen MDR1 que codifica la proteina
transportadora glicoproteina P, descritos previamente en el apartado 3.5.2 de

material y métodos:

Se observa que los pacientes homocigotos para el genotipo MDRI1 3435
presentan una relacion Cs/dosis/peso media estadisticamente superior a los
pacientes nativos, 104 ng/ml por mg/kg (DE 41,9) vs 90,9 ng/ml por mg/kg (DE
64,9), respectivamente. Al contrario de lo que ocurre con el genotipo MDR1
3435, los pacientes homocigotos para el genotipo MDR1 2677 presentan una
relacion Cs/dosis/peso media menor que los pacientes con genotipo nativo:
91,17 ng/ml por mg/kg (DE 53,8) vs 106,1 ng/ml por mg/kg (DE 70,3) (figura
16).
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Figura 16. Relacion Cs/dosis/peso en funcién del genotipo (transportadores). En
ordenadas se representa la variable media de la concentracion sanguinea de tacrolimo
normalizada por la dosis y el peso del paciente y en el eje de abscisas se representa el
genotipo correspondiente, de izquierda a derecha: nativo, heterocigoto y homocigoto.

- Respecto a los Polimorfismos en los genes que codifican las enzimas
metabdlicas fase I, descritos previamente en el apartado 3.5.2 de material y

métodos:

Como se observa en la figura 17, los pacientes homocigotos para el
polimorfismo CYP3AS5*3 presentan una relaciéon Cs/dosis/peso media de
tacrolimo de 105,2 ng/ml por mg/kg (DE 60,21), superior a los pacientes
heterocigotos con una relacion media de 45,7 ng/ml por mg/kg (DE 24,27),
alcanzandose diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001). Ademas se
observa que los pacientes heterocigotos para el polimorfismo CYP3AS5%6
también presentan una mayor relacion Cs/dosis/peso media de tacrolimo de
104,3 ng/ml por mg/kg (DE 63,68), respecto a los nativos de 92,69 ng/ml por
mg/kg (DE 59,26), no obstante no se llegan a alcanzar diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 17. Relacion Cs/dosis/peso en funcion del genotipo de los genes que codifican los
enzimas del metabolismo fase I. En ordenadas se representa la variable media de la
concentracion sanguinea de tacrolimo normalizada por la dosis y el peso del paciente y
en el eje de abscisas se representa el genotipo correspondiente, de izquierda a derecha:
nativo, heterocigoto y homocigoto.

- Respecto a los polimorfismos en los genes que codifican las enzimas
metabdlicas fase II, descritos previamente en el apartado 3.5.2 de material y

métodos:

Los pacientes con polimorfismos a nivel del promotor UGT1A9 -275 y -2152
presentan una elevada correlacion entre el genotipo y la relacién Cs/dosis/peso ,
asi los pacientes homocigotos presentan una relacion Cs/dosis/peso media menor
que los pacientes heterocigotos y nativos, de 61,28 ng/ml por mg/kg (DE 22,45)
respecto a 65,55 ng/ml por mg/kg (DE 38,22) y 102,1 ng/ml por mg/kg (DE
62,81), respectivamente, en el caso del polimorfismo UGT1A9-2152, y de 48,54
ng/ml por mg/kg (DE 12,82) respecto a 90,51 ng/ml por mg/kg (DE 57,22) y
104,5 ng/ml por mg/kg (DE 64,71), respectivamente, en el caso del
polimorfismo UGT1A9-275 (figura 18).
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Figura 18. Relacion Cs/dosis/peso en funcion del genotipo de los polimorfismos
UGT1A9-2152 y UGT1A9-275 de genes que codifican los enzimas metabolicos fase I1.
En ordenadas se representa la variable media de la concentracion sanguinea de tacrolimo
normalizada por la dosis y el peso del paciente y en el eje de abscisas se representa el
genotipo correspondiente, de izquierda a derecha: nativo, heterocigoto y homocigoto.

Los pacientes con genotipo heterocigoto para UGT1A9*3 presentan una
relacion Cs/dosis/peso media mayor (124 ng/ml por mg/kg (DE 52,2)) que los
pacientes con genotipo nativo (92,4 ng/ml por mg/kg (DE 59,14)) (p<0,001); sin
embargo en los pacientes con polimorfismos a nivel de UGT1A9*%4 no se
observa relacion entre la relacion Cs/dosis/peso media y el genotipo del paciente
(94,65 ng/ml por mg/kg (DE 60)) vs (92,93 ng/ml por mg/kg (DE 59)) (figura
19).
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Figura 19. Relaciéon Cs/dosis/peso en funciéon del genotipo los polimorfismos
UGT1A9*3 y UGT1A9*4 de genes que codifican los enzimas metabolicos fase II. En
ordenadas se representa la variable media de la concentracion sanguinea de tacrolimo
normalizada por la dosis y el peso del paciente y en el eje de abscisas se representa el
genotipo correspondiente, de izquierda a derecha: nativo, heterocigoto y homocigoto.
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Se observa una menor relacion Cs/dosis/peso media en los pacientes que
presentan genotipo homocigoto para los polimorfismos UGTIA8*3 vy
UGT2B7%*2, respecto a los pacientes con genotipo nativo (p<0,005), la relacion
es de 73,91 ng/ml por mg/kg (DE 33,64) en los pacientes homocigotos respecto
a 101 ng/ml por mg/kg (DE 63,49) en los pacientes con genotipo nativo para el
polimorfismo UGT1A8%*3, y de 80,38 ng/ml por mg/kg (DE 49) en los pacientes
homocigotos respecto a 101,8 ng/ml por mg/kg (DE 68,2) en los pacientes con
genotipo nativo para UGT2B7*2 (figura 20).
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Figura 20. Relacion Cs/dosis/peso en funcion del genotipo del polimorfismo UGT1A8%3
y UGT2B7%*2, de los genes que codifican los enzimas metabolicos fase II. En ordenadas
se representa la variable media de la concentracion sanguinea de tacrolimo normalizada
por la dosis y el peso del paciente y en el eje de abscisas se representa el genotipo
correspondiente, de izquierda a derecha: nativo, heterocigoto y homocigoto.

- A nivel de los polimorfismos en el gen PXR que codifica para el factor de
transcripcion PXR, descritos en el apartado 3.5.2 de material y métodos, no
existe correlacion entre la relacion Cs/dosis/peso y en genotipo de los pacientes,
tal como se observa en la figura 21 (96,43 ng/ml por mg/kg (DE 44,3)) vs (94,26
ng/ml por mg/kg (DE 63,16)).
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Figura 21. Relacion Cs/dosis/peso en funcion del genotipo (PXR). En ordenadas se
representa la variable media de la concentracion sanguinea de tacrolimo normalizada por
la dosis y el peso del paciente y en el eje de abscisas se representa el genotipo
correspondiente, de izquierda a derecha: nativo, heterocigoto y homocigoto.

- Respecto a los hapletipos, se seleccionaron los haplotipos que presentaban una
frecuencia de aparicion superior al 2,5% en nuestra poblacion de estudio, por
una parte se presentan los haplotipos entre los polimorfismos en el gen MDR1 y
los genes que codifican las enzimas metabolicas fase II, y por otra parte los
haplotipos entre los polimorfismos en los genes que codifican las enzimas
metabolicas fase I y las fase II. Asi, en las tablas 34 y 35 se presenta la relacion
Cs/dosis/peso para los haplotipos identificados. Para evaluar la interrelacion
farmacogenética-farmacocinética se ha comparado la relacion Cs/dosis/peso
entre los distintos haplotipos tomando como referencia el haplotipo con mayor

frecuencia de aparicion.

En la tabla 34 se observa que los pacientes que presentan el haplotipo formado
por el alelo nativo para MDR1 3435 y el alelo polimérfico para UGT1A9 -2152
presentan una relacion Cs/dosis/peso inferior a los pacientes que presentan el
haplotipo formado por el alelo nativo para MDR1 3435 y el alelo nativo para
UGT1A9 -2152 (45,74 vs 94,16 ng/ml por mg/kg).
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Tabla 34. Frecuencia de aparicion y Relacion Cs/dosis/peso de los haplotipos entre los
polimorfismos en los genes que codifican las enzimas metabdlicas fase Il y MDR1.

H UGT1A9 MDR1 Frequencia Relacion Cs/dosis/peso
(-2152C>T) | (3435C>T) (%) (ng/ml)/(mg/kg)
M SD p
H1 | C C 53 94,16 61,28
H2 | C T 38 94,39 57,24 ns
H3 | T C 9 45,74 24,27 <0,0001

H: Haplotipo; M: Media; ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

En la tabla 35 se observa que los pacientes que presentan el haplotipo formado
por el alelo polimoérfico para CYP3A5*3 y UGT2B7*2 y el alelo nativo para
UGT1A9*3 y UGT1A8*3 presentan una relacion Cs/dosis/peso superior a los
pacientes que presentan el haplotipo formado por el alelo polimoérfico para
CYP3A5*3, UGT2B7*2 y UGT1A9*3 y el alelo nativo para UGT1A8*3 (124
vs 94,71 ng/ml por mg/kg). Por el contrario, la presencia del alelo nativo
CYP3A5*3 en los haplotipos provoca un descenso en la relacion Cs/dosis/peso

de los pacientes (H6, H9 y H10).

Tabla 35. Frecuencia de aparicion y Relacion Cs/dosis/peso de los haplotipos entre los
polimorfismos en los genes que codifican las enzimas metabdlicas fase I y fase I.

H CYP3A5*3 | UGTIA9* | UGTIA8* | UGI2B7* | % Relacion Cs/dosis/peso

(6986A>G) | 3 3 2 (ng/ml)/(mg/kg)
(98T>C) (830G>A) | (802T>C) M SD p

H4 G T G C 38 94,71 60,78

HS G T G T 33 97,67 62,49 | ns

H6 | A T G C 7.4 | 6891 | 43,90 | <0,01

H7 G T A T 7 84,56 54,00 | ns

HS8 G T A C 5 82,29 54,13 ns

HY | A T A T 3,5 | 61,46 | 28,84 | <0,05

H10 | A T A C 3 | 41,64 | 11,63 | <001

H11 | G C G C 2,5 | 124,0 | 52,20 | <0,05

H: Haplotipo; M: Media; ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).
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4.2.3. Variables relacionadas con la respuesta farmacogenética-
clinica.

En el apartado 3.3.3 de material y métodos se han definido las variables de
interés clinico que permiten relacionar el genotipo del paciente con la eficacia o

toxicidad del tratamiento con tacrolimo tras el trasplante renal.

Rechazo Agudo

Tal como se describe en el apartado 2.1.3 de antecedentes el rechazo agudo es
una de las complicaciones médicas mas relevantes en el paciente trasplantado ya
que puede condicionar la supervivencia del injerto a corto y largo plazo. Del
total de pacientes en seguimiento presentaron rechazo agudo, durante el primer
afio postrasplante, el 12% de los pacientes (n=6). En la tabla 36 se describe el
riesgo relativo (RR) de aparicion de rechazo agudo que tiene un paciente con
genotipo homocigoto respecto a un paciente con genotipo heterocigoto (RR
hohe), UN paciente con genotipo heterocigoto respecto a un paciente con genotipo
nativo (RR 1) y un paciente con genotipo homocigoto respecto a un paciente
con genotipo nativo (RR yom), en funcidon del polimorfismo. En los pacientes con
genotipo homocigoto para UGT1A9*3 y heterocigoto para UGT1A9-275 y
UGT1A9*4 se observo una tendencia a presentar menor riesgo de rechazo agudo
que en los pacientes heterocigotos y nativos, respectivamente, ya que el RR fue
inferior a 1. No obstante, en esta subpoblacion de pacientes no se observd una
relacion estadisticamente significativa entre el genotipo de los pacientes y la
presencia de rechazo agudo para ningun polimorfismo, ya que en todos los casos

el IC95% del RR incluia el 1.
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Tabla 36. Riesgo de presentar rechazo agudo en funcion del genotipo

Polimorfismo Nativo Hetero Homo RR (IC95%)
(n/Total) (n/Total) (n/Total)
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) 2/17 4/29 0/4 RR pem:1,17 (0,2-5,7)
MDR1 (2677) 1/14 5/32 0/4 RR 1emi2,2 (0,3-17)
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)
CYP3AS5*3 - 1/9 5/41 RR home:1,1 (0,14-8,29)
CYP3AS*6 4/43 2/7 - RR pen:3,07 (0,7-13,7)
Metabolismo hepatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 5/38 1/10 0/2 RR 10,76 (0,1-5,8)
UGT1A9-275 1/9 4/32 1/9 RR phome :0,89 (0,1-7)
RR hem:1,13 (0,14-8,6)
RR o1
UGT1A9*3 - 1/3 5/47 RR home:0,3 (0,05-1,9)
UGT1A9*4 4/23 2/27 - RR }4en:0,43 (0,09-2,1)
UGT1A8*3 3/33 3/15 0/2 RR 1emi2,2 (0,5-9,7)
UGT2B7*2 1/7 5/30 0/13 RR pem:1,2 (0,16-1,5)
Factores de transcripcion
PXR - 5/43 1/7 RR home:1,05 (0,14-7,8)

n= numero de pacientes con rechazo agudo, RR: riesgo relativo, IC95%: intervalo de
confianza del 95% del riesgo relativo

Nefrotoxicidad

El 44% de los pacientes presentaron nefrotoxicidad (n=22), de los cuales en el
8% (n=4) se confirmd mediante biopsia renal y en el 36% (n=18) fue sospecha
por presentar un incremento en la Cr sérica asociada a niveles elevados de
tacrolimo. En la tabla 37 se describe el riesgo relativo (RR) de aparicion de
nefrotoxicidad que tiene un paciente con genotipo homocigoto respecto a un
paciente con genotipo heterocigoto (RR pomne), un paciente con genotipo
heterocigoto respecto a un paciente con genotipo nativo (RR 1,) y un paciente
con genotipo homocigoto respecto a un paciente con genotipo nativo (RR o),
en funcién del polimorfismo. En los pacientes con genotipo homocigoto para
CYP3A5*3, MDRI1, 3435, MDRI1 2677, UGT1A9-2152, UGT1A9*3,
UGT1A8*3, UGT2B7*2 y PXR y en los pacientes con genotipo heterocigoto
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CYP3A5*6, UGT2B7*2 y UGT1A8*3 se observo una tendencia a presentar
mayor riesgo de nefrotoxicidad ya que el RR fue superior a 1, no obstante tan
solo en pacientes con genotipo homocigoto para UGT1A9-2152 y UGT1A8*3
se constatd una relacion estadisticamente significativa con el riesgo de

nefrotoxicidad ya que el IC95% del RR no incluia el 1.

Tabla 37. Riesgo de presentar nefrotoxicidad en funcion del genotipo.

Polimorfismo Nativo Hetero Homo RR (IC95%)
(n/Total) (n/Total) | (n/Total)
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)

MDR1 (3435) 10/17 10/27 2/4 RR home: 1,35 (0,4-4)
RR pen: 0,63 (0,3-1,2)
RR pon:0,85 (0,29-2,44)
MDRI1 (2677) | 7/13 12/31 3/4 RR home: 1,9 (0,9-3,9)
RR pen0,72 (0,4-1,4)
RR hon:1,39 (0,65-2,97)
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)

CYP3AS5*3 - 3/8 19/40 RR pome:1,3 (0,49-3,3)
CYP3AS5*6 18/42 4/6 - RR pen: 1,55 (0,8-3)
Metabolismo hepatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 17/37 3/9 2/2 RR pome: 3 (1,2-7,6)

RR 4n:0,73 (0,3-1,9)
RR Iw/nzzq1 7 (1 353'3,1 )

UGT1A9-275 5/9 15/30 2/9 RR pome: 0,44 (0,1-1,6)
RR jem: 0,9 (0,4-1,8)
RR ho/n:074 (051'1755)

UGT1A9*3 - 172 21/24 RR pome:1,75 (0,43-7,1)
UGT1A9*4 11/21 11/27 - RR 1en:0,78 (0,42-1,43)
UGT1A8*3 11/32 9/14 2/2 RR yome: 1,5 (1,1-2,3)

RR he/n- 15() (1'3.5)

RR |l()/ll:299 (1,8'4,69)
UGT2B7*2 1/7 15/28 6/13 RR pome: 0,9 (0,4-1,7)
RR he 11:357 (0,6-23,8)
RR hom:3,2 (0,48-21,76)

Factores de transcripcion

PXR - 18/41 4/7 RR home:1,3 (0,63-2,69)

n= numero de pacientes con nefrotoxicidad. RR: riesgo relativo, IC95%: intervalo de
confianza del 95% del riesgo relativo
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Neurotoxicidad

Presentaron neurotoxicidad el 66% de los pacientes (n=33).

Tabla 38. Riesgo de presentar neurotoxicidad en funcion del genotipo.

Polimorfismo Nativo Hetero Homo RR (IC95%)
(n/Total) (n/Total) (n/Total)
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) | 11/17 19/28 3/4 RR home: 1,1 (0,6-2)

RR he/n: 1 (077'176)
RR pom:1,16 (0,59-2,26)

MDR1 (2677) | 10/13 21/32 2/4 RR pome: 0,8 (0,3-2)
RR he/n- Oa9 (076'173)
RR 1,01:0,65 (0,23-1,8)

Biodisponibilidad+metabolismo hepatico (genes que codifican enzimas

metabolicas)
CYP3AS5*3 - 4/8 29/41 RR home: 1,4 (0,69-2,9)
CYP3A5%6 30/42 3/7 - RR et 0,6 (0,25-1,44)
Metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 27/38 5/9 172 RR pome: 0,9 (0,2-4)

RR he/n- 058 ((),4-1.5)
RR ho, 11:0~7 (()~ 1 7‘2.86)

UGT1A9-275 | 6/9 20/31 7/9 RR pome: 1,2 (0,8-1,9)
RR et 0,9 (0,6-1,6)
RR pomi1,17 (0,65-2,08)

UGTIA9*3 | - 3/3 30/46 RR poe: 0,65 (0,53-0,8)

UGT1A9%*4 | 15/22 18/27 - RR pen: 0,98 (0,66-
1,45)

UGTIA8*3 | 22/32 9/15 22 RR pome: 1,7 (1,1-2,5)
RR e 0,9 (0,5-1,4)
RR pon:1,45 (1,15-
1,84)

UGT2B7*2 | 5/7 18/29 10/13 RR nome: 1,2 (0,8-1,9)

RR he/n- 079 (095'175)
RR 1,,,:1,08 (0,62-1,87)

Factores de transcripcion

PXR | - | 29/41 | 4/8 RR pome: 0,71 (0,34-1,4)

n= numero de pacientes con neurotoxicidad. RR: riesgo relativo, IC95%: intervalo de
confianza del 95% del riesgo relativo

En la tabla 38 se describe el riesgo relativo (RR) de aparicion de neurotoxicidad
que tiene un paciente con genotipo homocigoto respecto a un paciente con

genotipo heterocigoto (RR 1ome), Un paciente con genotipo heterocigoto respecto
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a un paciente con genotipo nativo (RR 1.,) y un paciente con genotipo
homocigoto respecto a un paciente con genotipo nativo (RR 1on), €n funcion del
polimorfismo. Asi, se observa que los pacientes homocigotos para CYP3A5*3,
MDR1 3435, UGT1A9-275, UGT1A8*3 y UGT2B7*2 presentaron una
tendencia mayor a presentar neurotoxicidad, ya que el RR fue superior a 1, no
obstante tan solo los pacientes homocigotos para el polimorfismo UGT1A8*3
presentaron un riesgo incrementado de presentar neurotoxicidad respecto a los

pacientes con genotipo nativo.

Dislipemia

En el momento del trasplante, 29 pacientes (58%) presentaban dislipemia por
tanto no se tuvieron en cuenta para el andlisis, asi presentaron dislipemia de
novo el 66% de los pacientes (n=14). En la tabla 39 se describe el riesgo relativo
(RR) de aparicion de dislipemia que tiene un paciente con genotipo homocigoto
respecto a un paciente con genotipo heterocigoto (RR pome), un paciente con
genotipo heterocigoto respecto a un paciente con genotipo nativo (RR en) y un
paciente con genotipo homocigoto respecto a un paciente con genotipo nativo
(RR 1om), en funcién del polimorfismo. Los pacientes con genotipo homocigoto
para MDR1 3435, MDR1 2677, UGT1A9-275, UGT2B7*2 y PXR y con
genotipo heterocigoto para MDR1 3435, MDR1 2677 y UGT1A9*4 presentaron
una tendencia a sufrir mayor riesgo de dislipemia ya que el RR fue superior a 1;
no obstante tan solo en los pacientes genotipo homocigoto para PXR estuvo

relacionada con un mayor riesgo estadistico de presentar dislipemia de novo.
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Tabla 39. Riesgo de presentar displipemia en funcion del genotipo.

Polimorfismo Nativo Hetero Homo RR (IC95%)
(n/Total) | (n/Total) | (n/Total)
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) 6/10 7/11 1/1 RR home: 1,6 (1-2,5)
RR hem: 1,1 (0,5-2)
RR hon:1,67 (1-2,76)
MDR1 (2677) 2/5 11/16 1/1 RR home: 1,5 (1-2)

RR he/n- 157 ((),()-5.3)
RR ho, 11:2~5 (()>85‘7.3 l)

Biodisponibilidad+metabolismo hepatico (genes que co

difican enzimas

metabolicas)
CYP3A5*%3 - 3/5 11/17 RR pome:1,08 (0,49-2,4)
CYP3A5%6 13/19 1/3 - RR 1e1:0,49 (0,09-2,48)

Metabolismo hepéatico (genes que codifican

enzimas metabdlicas)

UGT1A9-2152 | 13/19 1/3 0 RR 1en:0,77 (0,19-3,19)
UGT1A9-275 4/6 9/15 1/1 RR pome: 1,7 (1-2,5)
RR pen: 0,9 (0,4-1,8)
RR po:1,5 (0,85-2,64)
UGT1A9*3 - 0/0 14/22 0
UGT1A9%4 5/10 9/12 - RR 1,5 (0,74-3,02)
UGT1A8*3 12/17 2/5 0 RR pen:0,56 (0,19-1,73)
UGT2B7*2 4/4 5/12 5/6 RR home: 2 (0,9-4,3)
RR pen: 0,4 (0,2-0,8)
RR pom:2 (0,94-4,27)
Factores de transcripcion
PXR - [ 11/19 [ 3/3 | RR pome:1,73 (1,18-2,53)

n= numero de pacientes con dislipemia. RR: riesgo relativo, IC95%: intervalo de
confianza del 95% del riesgo relativo

Diabetes Mellitus

Del total de pacientes incluidos en el estudio, 5 pacientes eran diabéticos antes
del trasplante, por tanto se excluyeron del analisis, del resto presentaron
Diabetes Mellitus de novo el 18% de los pacientes (n=8). En la tabla 40 se
describe el riesgo relativo (RR) de aparicion de diabetes mellitus que tiene un
paciente con genotipo homocigoto respecto a un paciente con genotipo
heterocigoto (RR pome), un paciente con genotipo heterocigoto respecto a un
paciente con genotipo nativo (RR ,s) y un paciente con genotipo homocigoto

respecto a un paciente con genotipo nativo (RR om), en funciéon del
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polimorfismo. Asi, se observa que los pacientes con genotipo homocigoto para
MDRI1 2677 y los pacientes con genotipo heterocigoto para MDR1 3435, MDR1
2677 y UGT1A9-2152 presentaron una tendencia a sufrir mayor riesgo de
diabetes mellitus, ya que el RR fue superior a 1, no obstante en ningun caso se
observd una relacion estadisticamente significativa entre la presencia de
polimorfismos en los genes estudiados y la presencia de diabetes mellitus de

novo.

Tabla 40. Riesgo de presentar Diabetes Mellitus de novo en funcion del genotipo.

GENOTIPO Nativo Hetero Homo RR (IC95%)
(n/Total) | (n/Total) (n/Total)

Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)

MDRI1 (3435) | 3/16 5/24 0/4 RR e 1,11 (0,31-4,01)

MDR1 (2677) | 2/12 5/28 1/4 RR home: 1,4 (0,2-9,1)
RR pem: 1,1 (0,2-4,8)
RR pom: 1,5 (0,18-12,46)

Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas

metabolicas)
CYP3AS5*3 - 4/8 4/36 RR posme: 0,22 (0,07-0,71)
CYP3A5%6 0/37 8/7 - 0
Metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 6/35 2/7 0/2 RR et 1,67 (0,42-6,62)
UGT1A9-275 | 2/9 5/29 1/6 RR pome: 0,9 (0,14-6,9)
RR et 0,8 (0,18-3,3)
RR hom! 0,75 (0,08-6,55)
UGT1A9*3 - 1/2 7/42 RR posme: 0,33 (0,07-1,56)
UGT1A9%4 4/22 4/22 - RR penn:l
UGT1A8*3 6/29 2/13 0/2 RR et 0,74 (0,17-3,2)
UGT2B7*2 2/6 5127 1/11 RR posme: 0,5 (0,06-3,7)

RR pem: 0,6 (1,4-2,2)
RR hon: 0,27 (0,03-2,43)

Factores de transcripcion

PXR | - | 8/37 | 0/7 [ 0

n= numero de pacientes con diabetes mellitus de novo. RR: riesgo relativo, IC95%:
intervalo de confianza del 95% del riesgo relativo
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Hipertension arterial

Practicamente el total de los pacientes incluidos en el estudio eran hipertensos en
el momento del trasplante renal (n=48). De éstos el 58% de los pacientes (n=29)
presentaron una complicacion de la hipertension arterial (HTA) previa. En la
tabla 41 se describe el riesgo relativo (RR) de complicacion de la hipertension
arterial previa que tiene un paciente con genotipo homocigoto respecto a un
paciente con genotipo heterocigoto (RR pomne), un paciente con genotipo
heterocigoto respecto a un paciente con genotipo nativo (RR 1,) y un paciente
con genotipo homocigoto respecto a un paciente con genotipo nativo (RR o),
en funcidn del polimorfismo. Asi, se observa que los pacientes homocigotos para
CYP3A5*3, MDRI1 3435, MDRI1 2677, UGT1A9-2152, UGT1A8*3 y PXR, y
los pacientes heterocigotos para CYP3A5*6, MDR1 3435, MDR1 2677,
UGT1A9-2152, UGT1A9-275, UGT1A9*4 y UGT1A8*3 presentaron una
tendencia a sufrir mayor riesgo de complicacion de su HTA previa, ya que el RR
fue superior a 1, no obstante tan solo en los pacientes homocigotos para los
polimorfismos MDR1 3435, MDR1 2677 y UGT1A8%*3 se observo una relacion

estadisticamente significativa.
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Tabla 41. Riesgo de presentar Hipertension arterial en funcion del genotipo.

Polimorfismo Nativo Hetero Homo RR (IC95%)
(n/Total) | (n/Total) (n/Total)
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) | 7/17 18/29 4/4 RR pome 1,6 (1,2-2,14)
RR hem: 1,5 (0,8-2,8)
RR pom:2,43 (1,38-4,29)
MDR1 (2677) | 6/14 19/32 4/4 RR pomet 1,7 (1,3-2,2)

RR he/n- 1,4 (0,7—2.7)
RR Iw/n:2933 (1,27—4,27)

Biodisponibilidad+metabolismo hepatico

(genes que co

difican enzimas

metabolicas)
CYP3A5*3 - 5/9 24/41 RR pome:1,05 (0,56-1,99)
CYP3A5%6 24/43 5/7 - RR 01,28 (0,75-2,19)

Metabolismo he

atico (genes que codifica

n enzimas metabdlicas)

UGT1A9-2152 | 20/38 7/10 2/2 RR pome: 1,4 (0,9-2,1)
RR he/n- 1,3 (0,8-2,2)
RR pon:1,9 (1,4-2,6)
UGT1A9-275 | 6/9 17/32 6/9 RR pome: 1,3 (0,7-2,2)
RR pen: 0,8 (0,5-1,4)
RR po:1 (0,52-1,9)
UGT1A9%3 - 373 26/47 RR pone:0,55 (0,43-0,71)
UGT1A9%4 11/23 18/27 - RR pen:1,39 (0,84-2,3)
UGT1A8*3 16/33 11/15 2/2 RR pome: 1,4 (1-1,9)
RR e 1,5 (0,9-2,4)
RR pom:2 (1,45-2,9)
UGT2B7*2 4/7 18/30 7/13 RR posme: 0,9 (0,5-1,6)
RR pen: 1(0,5-2,1)
RR pon:0,94 (0,42-2,13)
Factores de transcripcion
PXR - | 24/42 | 5/8 | RR o1 1,09 (0,6-1,99)

n= numero de pacientes con HTA. RR: riesgo relativo, IC95%: intervalo de
confianza del 95% del riesgo relativo
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Infecciones

Presentaron infeccion el 62% de los pacientes (n=31), la distribucién por

etiologia fue la siguiente:

50% bacterianas (n=25)
14% viricas: 2% por virus BK (n=1) y 10% por CMV (n=5)

Tabla 42. Riesgo de presentar infeccion en funcion del genotipo.

Nativo
(n/Total)

Polimorfismo

Hetero
(n/Total)

Homo
(n/Total)

RR (IC95%)

Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)

MDRI1 (3435) | 10/17 19/28 2/4 RR pone: 0,74 (0,3-2)
RR jon: 1,15 (0,7-1,9)
RR po 0,85 (0,29-2,45)

MDRI1 (2677) | 6/13 22/32 3/4 RR pone: 1,1 (0,6-2)

RR he/n- 155 ((),8-2.8)
RR ho/n+ 1~63 (0~72-3.67)

Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas

metabolicas)
CYP3A5*3 - 6/8 25/41 RR pome: 0,81 (0,51-1,29)
CYP3A5%6 26/42 5/7 - RR pe/n: 1,15 (0,68-1,95)

Metabolismo he

atico (genes que codifican enzimas

metabolicas)

UGT1A9-2152 | 25/38 5/9 172 RR home: 0,9 (0,2-4)
RR phem: 0,8 (0,5-1,6)
RR 10/n:0,76 (0,18-3,1)
UGT1A9-275 | 9/9 18/31 4/9 RR home: 0,8 (0,3-1,7)
RR et 0,6 (0,4-0,8)
RR j0n:0,44 (0,21-0,93)
UGT1A9%3 - 2/3 29/46 RR pome: 0,95 (0,41-2,17)
UGT1A9%4 13/22 18/27 - RR penn: 1 (0,63-1,6)
UGT1A8*3 20/32 10/15 172 RR posme: 0,8 (0,2-3,1)
RR he/n- 1 (0,7—1,7)
RR pon:0,8 (0,19-3,3)
UGT2B7*2 6/7 17/29 8/13 RR pome: 1 (0,6-1,8)
RR pen: 0,7 (0,4-1,1)
RR pon:0,72 (0,42-1,21)
Factores de transcripcion
PXR | - | 25141 |68 | RR pome: 1,23 (0,76-1,97)

n= numero de pacientes con infeccion. RR: riesgo relativo, IC95%: intervalo de
confianza del 95% del riesgo relativo
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En la tabla 42 se describe el riesgo relativo (RR) de aparicion de infeccion que
tiene un paciente con genotipo homocigoto respecto a un paciente con genotipo
heterocigoto (RR pome), un paciente con genotipo heterocigoto respecto a un
paciente con genotipo nativo (RR ,s) y un paciente con genotipo homocigoto
respecto a un paciente con genotipo nativo (RR om), en funcion del
polimorfismo. Asi, se observa que los pacientes homocigotos para MDR1 2677,
PXR y los pacientes heterocigotos CYP3A5*6, MDR1 3435 y MDR1 2677
presentaron una tendencia mayor a presentar infecciones por presentar un RR
superior a 1. No obstante, en ningin caso se observdo una relacion
estadisticamente significativa entre la presencia de polimorfismos en los genes

estudiados y el desarrollo de infeccion.

4.3. ANALISIS FARMACOCINETICO

La monitorizaciéon farmacocinética de tacrolimo forma parte de la practica
asistencial en el paciente trasplantado, para llevar a cabo el estudio se tuvieron
en cuenta las determinaciones realizadas a los pacientes dentro de las 6 primeras
semanas postrasplante, periodo en el cual se espera alcanzar concentraciones

sanguineas minimas de tacrolimo mas elevadas en torno a 10-15 ng/ml.

El nimero total de determinaciones farmacocinéticas realizadas a los 50
pacientes durante el periodo de estudio ha sido de 558, correspondiendo a una
media de 11 determinaciones por paciente, con un minimo de 7 y un maximo de
16 determinaciones por paciente.

La concentracién media de tacrolimo alcanzada en el periodo de estudio ha

sido de 12,38 ng/ml, con un minimo de 6,9 ng/ml y un maximo de 18,4 ng/ml.

En todos los pacientes se ha realizado individualizacion posoldégica tradicional
de la dosis total diaria de tacrolimo en funciéon del valor de concentracion

sanguinea minima en alguna ocasion, en la siguiente tabla (tabla 43) se
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representa el total de determinaciones realizadas a los 50 pacientes incluidos en
el estudio y de éstas las que han requerido individualizaciéon posolégica de
tacrolimo por presentar un valor de concentracion sanguinea minima fuera del

ambito terapéutico establecido en el primer periodo postrasplante (10-15 ng/ml).

Tabla 43. Determinaciones farmacocinéticas e individualizaciones posoldgicas en los
50 pacientes incluidos en el estudio.

% (n) Media | DE | Minimo | Maximo

Determinaciones 100% (558) 11 2,8 7 16
Determinaciones fuera 42% (232) 5 2,3 1 10
de ambito

Por encima de 20% (112) 3 2,2 0 8

ambito

Por debajo de 22% (120) 2 2,1 0 8

ambito
Individualizaciones 47% (263) 5 1,9 2 10
posoléogicas
Reducciones de dosis 33% (182) 4 1,7 0 7
Incrementos de dosis 14% (80) 2 1,6 0 7

% porcentaje respecto al total de eventos; n: total de eventos; Media; numero de
determinaciones medio por paciente; DE: desviacion estdndar

4.4. ANALISIS FARMACOGENETICO

El analisis farmacogenético se realiz6 a todos los pacientes en el momento de su
inclusion en el estudio, se realizaron un total de 50 determinaciones
farmacogenéticas, correspondiendo a una determinacién farmacogenética por
paciente, en la que se determiné el genotipo de los 14 polimorfismos incluidos

en el apartado 3.5.2 de material y métodos.

En el Anexo 3 se detallan los resultados del anélisis farmacogenético de los 50

pacientes incluidos en el estudio.
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En la tabla 44 se presenta la frecuencia de distribucion de los 14 polimorfismos
en el total de la poblacion de estudio. Puede observarse como ningun paciente

del estudio presentd polimorfismos CYP3A5*8, CYP3A5*9 y UGT1A9*5.

Tabla 44. Distribucion de polimorfismos en la poblacion de pacientes incluidos.

Enzima/ Nativo Heterocigoto Homocigoto
polimorfismo % (n) % (n) % (n)
Gen que codifica proteina transportadora

MDR1-3435 36% (18) 56% (28) 8% (4)
MDR1-2677 26% (13) 56% (28) 18% (9)
Gen que codifica Enzimas metabélicas Fase I

CYP3A5*%3 0 (0) 18% (9) 82% (41)
CYP3A5%6 86% (43) 14% (7) 0(0)
CYP3A5*8 100% (50) 0 (0) 0(0)
CYP3A5*9 100% (50) 0 (0) 0(0)
Genes que codifican Enzimas metaboélicas Fase 11

UGT1AY9 -2152 76% (38) 20% (10) 4% (2)
UGT1A9 -275 34% (17) 64% (32) 2% (1)
UGT1A9*3 94% (47) 6% (3) 0(0)
UGT1A9*4 46% (23) 54% (27) 0(0)
UGT1A9*5 100% (50) 0 (0) 0(0)
UGT1A8*3 66% (33) 30% (15) 4% (2)
UGT2B7*2 14% (7) 60% (30) 26% (13)
Factores de transcripcion

PXR 0 (0) 84% (42) 16% (8)
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4.5. INDICADORES DE CALIDAD ASISTENCIAL Y
SEGURIDAD DEL PACIENTE

4.5.1. Indicadores farmacocinéticos.

En el apartado 3.6.1 de material y métodos se han definido los indicadores
farmacocinéticos de seguridad y efectividad que pueden implicar la evoluciéon
clinica del paciente trasplantado. Se han calculado a partir de las
determinaciones farmacocinéticas realizadas durante las 6 primeras semanas
postrasplante, periodo en el que la frecuencia de monitorizacion es mayor y se

requieren niveles 6ptimos mas elevados.

Durante el periodo de estudio se han realizado una media de 11
monitorizaciones farmacocinéticas de tacrolimo por paciente y se ha calculado
para cada paciente el valor de los indicadores farmacocinéticos de seguridad y
efectividad. Se ha analizado el resultado de los indicadores para cada
polimorfismo descrito en el apartado 3.5.2 de material y métodos, con el
objetivo de identificar alguna relacion entre los indicadores establecidos y el

genotipo del paciente.

Indicador IFsl. Porcentaje de concentraciones supraterapéuticas en funciéon
del genotipo del paciente. Del total de monitorizaciones realizadas durante las 6
primeras semanas postrasplante, el 20% (122) fueron concentraciones
supraterapéuticas. Los pacientes con genotipo homocigoto para CYP3A5*3 y
PXR presentaron un mayor porcentaje de concentraciones supraterapéuticas que
los pacientes con genotipo heterocigoto, por el contrario los pacientes con
genotipo homocigoto para UGT1A9 -2152 y UGT1A9 -275 presentaron menor
porcentaje de concentraciones supraterapéuticas que los pacientes con genotipo

heterocigoto y que los pacientes con genotipo nativo. En la siguiente tabla (tabla
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45) se presenta el resultado del indicador IFsl en funcién del genotipo del

paciente.

Tabla 45. Indicador IFsl. Porcentaje de concentraciones supraterapéuticas en
funcion del genotipo del paciente (Media=DE).

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | p
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) | 21,4+4,4 19,8+4,7 25+7,6 ns
MDRI1 (2677) | 19,1+5,5 22,142 16,4+4,1 ns
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)

CYP3AS5*3 - 8,9+3,9 23,9+3,6 <0,05

CYP3AS5*6 21,5+£3,4 16,4+8,3 - ns
Metabolismo hepatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 22 4+3.7 16,1x6,4 13,6+13,6 <0,05
UGT1A9-275 | 29+10,3 20,2+3,6 14,9+5,9 <0,05

UGT1A9*3 - 19,1+9,6 20,9+3,3 ns

UGT1A9%4 21,4+5,3 20,3+3,7 - ns

UGT1A8*3 25,343 12,2+3,6 12,5+12,5 ns

UGT2B7*2 32,4+4,5 21,343 13,4+3,9 ns
Factores de transcripcion

PXR [ - | 18,9+3,5 | 30,946 | <0,05

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

Indicador IFs2. Porcentaje de reducciones de dosis en funcion del genotipo
del paciente. Del total de monitorizaciones realizadas durante las 6 primeras
semanas postrasplante, se realizaron 182 (33%) individualizaciones posologicas
correspondientes a reducciones de dosis. Los pacientes con genotipo homocigoto
para CYP3A5*3, UGT1A9 -275 y PXR requirieron mas reducciones de dosis
que los pacientes con genotipo heterocigoto o nativo. Ademads los pacientes con
genotipo heterocigoto para CYP3A5*6 requirieron mas reducciones de dosis que
los pacientes con genotipo nativo. En la tabla 46 se presenta el porcentaje de

reducciones de dosis por paciente, en funcion del genotipo del paciente.
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Tabla 46. Indicador IFs2. Porcentaje de reducciones de dosis en funcion del
genotipo del paciente (Media+DE).

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | p
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) | 38+4,9 35,9431 33,3%2.4 ns
MDR1 (2677) | 32,8+5,3 37,9+£3 37,2+6,2 ns
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)

CYP3A5*3 | - 21,1+5,5 39,7+2.5 <0,05

CYP3AS5*6 35,7£2,5 40,9+8,8 - <0,05
Metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 37,2+26 22,7+7,1 32,8+2.9 ns
UGT1A9-275 | 33.4+55 35,9+3,2 41,154 <0,05

UGT1A9*3 - 40,7+10,9 36,12+2.5 ns

UGT1A9%4 34,9+3.9 37,7+3,2 - ns

UGT1A8*3 3734 34,6+3,6 39,3+3,6 ns

UGT2B7*2 36,9+8 38,5+3,2 31,2+4,2 ns
Factores de transcripcion

PXR [ - [ 34226 | 48,8+5.3 | <0,05

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

Indicador IFel. Porcentaje de concentraciones infraterapéuticas en funcién
del genotipo del paciente. Del total de monitorizaciones realizadas durante las 6
primeras semanas postrasplante, el 22% (120) fueron concentraciones
infraterapéuticas de tacrolimo. Los pacientes con genotipo homocigoto para
MDR1 3435, MDR1 2677, CYP3A5*3 y PXR presentaron menos
concentraciones por debajo de &mbito terapéutico que los pacientes con genotipo
heterocigoto o nativo. En la tabla 47 se presenta el resultado del indicador IFel

en funcioén del genotipo del paciente.
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Tabla 47. Indicador IFel. Porcentaje de concentraciones infraterapéuticas en
funcion del genotipo del paciente (Media=DE).

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | p
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) | 22,9+4.5 20,4+3,3 14,16 <0,05
MDR1 (2677) | 22,1x4,5 20,3+3,3 19,3+6,8 <0,05
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)

CYP3AS5*3 - 41,2+6,1 16,3£2,2 <0,05

CYP3AS5*6 20,9+2.5 19,9£9,7 - ns
Metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 20.2+2.8 23+6,1 20+20 ns
UGT1A9-275 | 18,8+5,2 21+3,4 21,8+4,5 ns

UGT1A9*3 - 15,5+10,8 21£2,6 ns

UGT1A9%4 19,5+3,7 21,8+34 - ns

UGT1A8*3 20,9+3 20,4+4,6 20+20 ns

UGT2B7*2 22,2+8,9 18,7+6,5 24,7£2,1 ns
Factores de transcripcion

PXR [ - | 23,5427 | 6,152,9 [ <0,05

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

Indicador IFe2. Porcentaje de incrementos de dosis en funcién del genotipo
del paciente. Del total de monitorizaciones realizadas durante las 6 primeras
semanas postrasplante, se realizaron 80 (14%) individualizaciones posoldgicas
correspondientes a incrementos de dosis. Los pacientes con genotipo
homocigoto para MDR1 3435, MDR1 2677, CYP3A5*3 y PXR requirieron
menos incrementos de dosis que los pacientes con genotipo heterocigoto o
nativo. En la siguiente tabla (tabla 48) se presenta el porcentaje de incrementos

de dosis por paciente en funcion del genotipo del paciente.
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Tabla 48. Indicador IFe2. Porcentaje de incrementos de dosis en funcion del
genotipo del paciente (Media+DE).

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | p
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) | 17,7+4 142+25 10,6+4,5 <0,05
MDRI1 (2677) | 17+4,2 14,4+2,5 13,6+5,4 <0,05
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)

CYP3AS5*3 - 29,1+3,6 11,9+2 <0,05

CYP3AS5*6 14,9+2.1 15,8+7,1 - ns
Metabolismo hepatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 14,4+23 16,9+4,2 17,8+17,8 ns
UGT1A9-275 | 17,3+4.8 15,9+2,6 14,77+4 ns

UGT1A9*3 - 13,7+3,7 15,8+2,1 ns

UGT1A9%4 16,6+2,9 13,8+2,8 - ns

UGT1A8*3 13,7+2,2 17,7+4,3 17,8+17,8 ns

UGT2B7*2 16,4+4,3 14+2,7 16,7+4,3 ns
Factores de transcripcion

PXR [ - | 16,1223 | 9,5+3,5 | <0,05

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

Indicador IFe3. Dias en alcanzar el intervalo terapéutico éptimo en funcién
del genotipo del paciente. El tiempo medio en alcanzar el intervalo terapéutico
optimo desde el inicio de la terapia con tacrolimo fue de 4 dias, con un minimo
de 2 dias y un méximo de 23 dias. Los pacientes con genotipo homocigoto para
los polimorfismos MDR1 3435, MDR1 2677, CYP3A5*3 y PXR alcanzaron
mas rapidamente el intervalo terapéutico 6ptimo que los pacientes con genotipo
heterocigoto o nativo. En la siguiente tabla (tabla 49) se representa el valor del

indicador IFe3 en funcion del genotipo del paciente.
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Tabla 49. Indicador IFe3. Dias en alcanzar el intervalo terapéutico optimo en
funcion del genotipo del paciente (Media=DE).

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | p
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) | 6,2+1,5 3,8+0,6 2+0,4 <0,05
MDR1 (2677) | 5,4+1,6 4,1+0,7 3,5+2.5 <0,05
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)
CYP3AS5*3 - 8,7+1,7 3,4+0,6 <0,05
CYP3A5*6 4,3+0,7 5+2.5 - ns
Metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 4,2+0,8 51,2 4,5+3,5 ns
UGT1A9-275 | 53+2.4 4,4+0,8 3,1+0,9 ns
UGT1A9*3 - 2,7£1,7 4,5+0,7 ns
UGT1A9%4 4,4+0,7 4,3x1,1 - ns
UGT1A8*3 3,7+0,5 5,9+1,8 4,5+4,5 ns
UGT2B7*2 3,1=1 3,9+0,8 5+1,8 ns
Factores de transcripcion
PXR [ - | 4,6+0,8 [ 30,8 | ns

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

Indicador IFe4. Porcentaje (n) de pacientes que alcanzan el intervalo
terapéutico 6ptimo al 5° dia de inicio de la terapia en funcién del genotipo
del paciente. El 70% de los pacientes (n=35) alcanzaron el intervalo terapéutico
optimo al 5° dia del inicio de la terapia con tacrolimo. El 100% de los pacientes
con genotipo homocigoto para MDR1 3435 y MDRI1 2677 alcanzaron el
intervalo terapéutico o6ptimo al 5° dia de inicio de la terapia con tacrolimo. El
80,5% de los pacientes con genotipo homocigoto para CYP3A5*3 alcanzaron el
intervalo terapéutico 6ptimo al 5° dia de inicio de la terapia con tacrolimo frente
a un 44,4% de los pacientes con genotipo heterocigoto. En la tabla 50 se

representa el valor del indicador IFe4 en funcién del genotipo del paciente.

143



Tabla 50. Indicador IFe4. Porcentaje (n) de pacientes que alcanzan el intervalo
terapéutico optimo al 5° dia de inicio de la terapia en funcion del genotipo del
paciente.

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | P
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) | 58,8% (10) 65,5%(18) 100%(4) <0,05
MDR1 (2677) | 50%(6) 68,8%(19) 100%(9) <0,05
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)
CYP3AS5*3 - 44,4%(4) 80,5%(33) <0,05
CYP3AS*6 69,8%(30) 71,4%(5) - ns
Metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 75,3%(28) 50%(5) 50%(1) ns
UGT1A9-275 | 77,8%(13) 75,6%(24) 77,8%(1) ns
UGT1A9*3 - 66,7%(31) 70,2%(2) ns
UGT1A9*%4 65%(15) 74%(20) - ns
UGT1A8*3 72%(23) 66%(10) 50%(1) ns
UGT2B7*2 71% (5) 63%(24) 61,5%(8) ns
Factores de transcripcion
PXR | - | 66,7%(28) | 72,5%(6) | ns

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

4.5.2. Indicadores clinicos.

Se han establecido los indicadores definidos en el apartado 3.6.2 de material y
métodos como factores indicativos de la evolucion del injerto renal, tanto a corto
plazo (aparicion de necrosis tubular aguda), como a medio plazo (evolucién del
aclaramiento de creatinina durante los 6 primeros meses postrasplante). En la
siguientes tablas se presenta el resultado de los indicadores clinicos en funciéon
del genotipo para los 14 polimorfismos establecidos en el apartado 3.5.2 de

material y métodos.

Indicador IC1. Porcentaje de pacientes con necrosis tubular aguda en
funcién del genotipo. El porcentaje de pacientes que ha desarrollado necrosis
tubular aguda en el postrasplante inmediato y ha requerido la realizacion de
una o varias sesiones de hemodialisis ha sido del 34% (n=17), en la siguiente

tabla (tabla 51) se presenta la distribucion en funcion del genotipo. No se ha
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encontrado una relacion estadisticamente significativa entre la presencia de

necrosis tubular aguda y el genotipo de los pacientes.

Tabla 51. Indicador IC1. Porcentaje (n) de pacientes con necrosis tubular aguda
en funcion del genotipo.

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | P
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) | 47,1% (8) 27,6% (8) 25% (1) ns
MDR1 (2677) | 35,7% (5) 34,4% (11) 24% (1) ns
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)
CYP3AS*3 - 55,6% (5) 29,3% (12) ns
CYP3AS*6 30,2% (13) 57,1% (4) - ns
Metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 34,2% (13) 30% (3) 50% (1) ns
UGT1A9-275 | 444% (4) 34,4% (11) 22,2% (2) ns
UGT1A9*%3 - 66,7% (2) 31,9% (15) ns
UGT1A9%4 39,1% (9) 29,6% (8) - ns
UGT1A8*3 30,3% (10) 40% (6) 50% (1) ns
UGT2B7*2 0 43,3% (13) 30,8% (4) ns
Factores de transcripcion
PXR | - | 35,7% (15) | 25% (2) | ns

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

Indicador IC2. Tiempo en alcanzar Clcr mayor o igual a 60 ml/min en
funciéon del genotipo. Del total de los pacientes incluidos en el estudio
retrospectivo, tan solo el 46% (n=23) alcanzaron el aclaramiento de creatinina
optimo en el periodo de seguimiento. La mediana del tiempo en alcanzar el
aclaramiento de 6ptimo fue de 45 dias, con un minimo de 2 dias y un méaximo de
270 dias. No se ha encontrado una relacion estadisticamente significativa para
ningun polimorfismo. En la siguiente tabla (tabla 52) se presenta la mediana de
tiempo, junto con el valor minimo y maximo, que tardan los pacientes en

alcanzar el CICr mayor o igual a 60ml/min en funcién del genotipo.
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Tabla 52. Indicador IC2. Tiempo en alcanzar Clcr mayor o igual a 60 ml/min en
funcion del genotipo (Mediana (Minimo-Maximo)).

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | P
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) | 53,5(2-270) | 34 (7-75) 36,7 (14-65) ns
MDRI1 (2677) | 67,9 (4-270) | 26,5 (2-75) 48 (21-75) ns
Biodisponibilidad+metabolismo hepatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)

CYP3AS5*3 - 32 (2-60) 47,2 (4-270) ns

CYP3AS*6 47,5 (4-270) | 30,5 (2-60) - ns
Metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 45,2 (2-270) | 33,8 (9-75) 75 ns
UGT1A9-275 | 102 (21-270) | 35 (2-120) 12,5 (4-120) ns

UGT1A9*%3 - 45 (2-270) 30 (1-180) ns

UGT1A9%4 43 (7-120) 45 (2-270) - ns

UGT1A8%3 43 (2-270) 43 (21-75) 75 ns

UGT2B7*2 30 (2-75) 36 (4-120) 80 (14-270) ns
Factores de transcripcion

PXR | - 31,6 (2-120) | 74(9-270) | ns

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

Indicadores IC3, IC4 e IC5. Porcentaje de pacientes que alcanzan el
aclaramiento de Cr éptimo (mayor o igual a 60ml/min) al mes, tres y seis
meses postrasplante en funcién del genotipo. El porcentaje de pacientes que
ha alcanzado un aclaramiento de creatinina mayor o igual a 60ml/min al mes,
tres y seis meses postrasplante ha sido del 24% (n=12), 30% (n=15) y 28%
(n=14), respectivamente. En las siguiente tablas (tablas 53 a 55) se presenta el
porcentaje de pacientes que alcanzan el aclaramiento de creatinina 6ptimo al
mes, tres meses y seis meses postrasplante en funcion del genotipo. Al mes
postrasplante alcanzan el aclaramiento de creatinina 6ptimo el 50% de los
pacientes homocigotos para el genotipo PXR respecto al 19% de los pacientes
heterocigotos. A los tres meses postrasplante alcanzan el aclaramiento de
creatinina optimo el 75% de los pacientes homocigotos para el genotipo MDR1
3435 respecto al 20,7% de los pacientes heterocigotos y el 35,3% de los
pacientes nativos. Del mismo modo a los seis meses postrasplante alcanzan el

aclaramiento de creatinina 6ptimo el 75% de los pacientes homocigotos para el
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genotipo MDR1 3435 respecto al 17,2% de los pacientes heterocigotos y el

35,3% de los pacientes nativos.

Tabla 53. Indicador IC3. Porcentaje (n) de pacientes que alcanzan el
aclaramiento de Cr 6ptimo al mes postrasplante en funcion del genotipo.

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | p
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) | 29,4% (5) 20,7% (6) 25% (1) ns
MDR1 (2677) | 21% (3) 28% (9) 0% (0) ns
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)

CYP3AS5*3 - 11% (1) 26,8%(11) ns

CYP3AS*6 23,3%(10) 28,6% (2) - ns
Metabolismo hepatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 23,7% (9) 30% (3) 0% (0) ns
UGT1A9-275 | 0% (0) 31,3% (10) 22,2% (2) ns

UGT1A9*3 - 0% (0) 25,5% (12) ns

UGT1A9*4 | 21,7% (5) 25,9% (7) - ns

UGT1A8*3 23,7% (9) 20% (3) 0% (0) ns

UGT2B7 28,6% (2) 23% (7) 23% (3) ns
Factores de transcripcion
PXR | - | 19% (8) | 50% (4) | ns (0,06)

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

Tabla 54. Indicador IC4. Porcentaje (n) de pacientes que alcanzan el
aclaramiento de Cr 6ptimo a los 3 meses postrasplante en funcion del genotipo.

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | p
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) | 35,3% (6) 20,7% (6) 75% (3) ns (0,071)
MDR1 (2677) | 28,6% (4) 28,1% (9) 50% (2) ns
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)

CYP3AS5*3 - 33,3% (3) 29,3% (12) ns

CYP3AS*6 27,9% (12) 42,9% (3) - ns
Metabolismo hepatico (genes que codifican enzimas metabdlicas)
UGT1A9-2152 | 28,9% (11) 30% (3) 50% (1) ns
UGT1A9-275 | 33,3% (3) 31,3% (10) 22,2% (2) ns

UGT1A9*3 - 0% (0) 31,9% (15) ns

UGT1A9*%4 30,4% (7) 29,6% (8) - ns

UGT1A8*3 33,3% (11) 26,7% (4) 0% (0) ns

UGT2B7*2 14,3% (1) 33,3% (10) 30,8% (4) ns
Factores de transcripcion

PXR | - | 26,2% (11) | 50%(4) | ns

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).
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Tabla 55. Indicador ICS. Porcentaje de pacientes que alcanzan el aclaramiento de
Cr 6ptimo a los 6 meses postrasplante en funcion del genotipo.

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | P
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) | 35,3% (6) 17,2% (5) 75% (3) <0,05
MDR1 (2677) | 28,6% (4) 25% (8) 50% (2) ns
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)
CYP3AS5*3 - 33,3% (3) 26,8% (11) ns
CYP3AS*6 25,6% (11) 42,9% (3) - ns
Metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 26,3% (10) 30% (3) 50% (1) ns
UGT1A9-275 | 33,3% (3) 28,1% (9) 22,2% (2) ns
UGT1A9*3 - 0% (0) 30% (14) ns
UGT1A9%4 26,1% (6) 30% (8) - ns
UGT1A8*3 30% (10) 26,7% (4) 0% (0) ns
UGT2B7*2 14,3% (1) 30% (9) 30,8% (4) ns
Factores de transcripcion
PXR | - | 23,8% (10) | 50% (4) | ns

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

4.5.3. Indicadores de proceso asistencial.

El calculo de los indicadores de calidad del proceso asistencial establecidos en el
apartado 3.6.3 de material y métodos nos aporta informaciéon sobre el
cumplimiento de los estandares de practica establecidos para el cuidado del
paciente tras el trasplante, tanto a corto plazo (dias de estancia hospitalaria)
como a medio largo-plazo (nimero de consultas médicas y ntmero de
monitorizaciones farmacocinéticas). Ademas permite identificar diferencias en

el estandar de practica en funcion del genotipo de los pacientes.

Los resultados obtenidos tras el céalculo de los indicadores se presentan a

continuacion:

Indicador IP1. Dias de estancia postrasplante en funciéon del genotipo. La

estancia media de los pacientes tras el trasplante fue de 13,8 dias, valor que

148



corresponde al estandar de practica establecido. Se observo un incremento de 2
dias en la estancia hospitalaria media de los pacientes con genotipo homocigoto
para UGT1A9-2152 y de 9 dias en los pacientes con genotipo homocigoto para
UGT1A8*3, respecto a los pacientes con genotipo heterocigoto o nativo (tabla

56).

Tabla 56. Indicador IP1. Dias de estancia postrasplante en funcion del genotipo
(media=DE).

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | p
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDRI1 (3435) | 11,5+1 4 14,8+1,8 10=x1 ns
MDR1 (2677) | 12+2,1 14,3+1,7 11,5+0,5 ns
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)

CYP3AS5*3 - 14,2+2 13,5+1,5 ns

CYP3AS*6 13,4+1,4 15,3£2,7 - ns
Metabolismo hepatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 13,2+0,7 13,7+1,1 25+14 <0,05
UGT1A9-275 | 13,5+2 13,5+0,7 15,4+3,2 ns

UGT1A9*3 - 15,3+1,2 13,7+0,9 ns

UGT1A9%4 14,7+1,5 13,1+0,9 - ns

UGT1A8*3 12,3+0,5 15,9+1,6 2415 <0,05

UGT2B7%2 12,4+1,1 14,2+1,2 13,8+1,6 ns
Factores de transcripcion

PXR [ - | 1420,9 | 11,321,3 ns

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

Indicador IP2. n° de monitorizaciones farmacocinéticas en funcion del
genotipo. El nimero de monitorizaciones farmacocinéticas realizadas en el
primer periodo postrasplante fue de 558 correspondiendo a una media de 11
determinaciones por paciente, con un minimo de 7 y un maximo de 16
determinaciones por paciente. El ntiimero de determinaciones durante las 6
primeras semanas postrasplante no difiere del estandar de practica establecido
(12 determinaciones por paciente). Se observd que los pacientes con genotipo
nativo para MDR1 3435 requirieron un mayor niimero de monitorizaciones que

los pacientes con genotipo heterocitogo y homocigoto. En la tabla 57 se
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representa el nimero de determinaciones farmacocinéticas en funcion del

genotipo de los pacientes durante las seis primeras semanas postrasplante.

Tabla 57. Indicador IP2. n° de monitorizaciones farmacocinéticas en funcion del
genotipo (media+DE).

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | p
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
CYP3AS5*3 - 11,3x1,4 11,117 ns
CYP3AS5*%6 11,2+1,8 11,1+0,9 - ns
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)
MDR1 (3435) 12+1,8 10,7+1,5 10,8+0,5 <0,05
MDR1 (2677) 11,8+22 11x1,4 10,5+0,6 ns
Metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 11,2+1,6 10,6=1,6 13£2,8 ns
UGT1A9-275 11,3£2,3 11,1x1,5 11,1+1,6 ns
UGT1A9*3 - 10,7+0,6 11,2+1,7 ns
UGT1A9*4 11,2+22 11,1x1,2 - ns
UGT1A8*3 11,1+1,6 11,2+1,4 11,5+4,9 ns
UGT2B7*2 10,9+1,6 11,1+1,8 11,5+1,6 ns
Factores de transcripcién
PXR - [112+17 | 10,917 | ns

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

Indicador IP3. n° de consultas médicas en la consulta de trasplante renal en
funcion del genotipo. El nimero de consultas médicas en la consulta de
trasplante renal realizadas por la poblacion de estudio durante el primer afio
postrasplante ha sido de 994, el valor medio por paciente fue de 20 consultas,
correspondiendo con el estandar de practica establecido, con un minimo de 15 y
un maximo de 20 consultas médicas por paciente. Tal como se observa en la
tabla 58, no se observo relacion entre el numero de consultas médicas y el

genotipo de los pacientes.
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Tabla 58. Indicador IP3. n° de consultas médicas en la consulta de trasplante
renal en funcion del genotipo (media=DE).

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | p
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) 20,5+3,3 20,4+2,7 18,8+2,6 ns
MDR1 (2677) 20+3.4 20,6+2,7 18,8+2,6 ns
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)
CYP3AS5*3 - 21+2.9 20,1+8,6 ns
CYP3AS5*6 20,33 20,1+2 .4 - ns
Metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 20,4+3 19,5+2.8 21+2 ns
UGT1A9-275 19,8+2,9 20,6+2,8 19,8+3,4 ns
UGT1A9*3 - 21+2 20,229 ns
UGT1A9%4 20,8+3,2 19,8+2,6 - ns
UGT1A8*3 20,3+2,1 20,3+2,6 18+2 ns
UGT2B7*2 19,4+2,3 20,3+3 20,8+3 ns
Factores de transcripcion
PXR - | 20,4+2,9 19,8+3 ns

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

4.5.4. Indicadores econéomicos.

Tal como se ha definido en el apartado 3.6.4 de material y métodos, los
indicadores econdmicos (IE) estdn estrechamente relacionados con los
indicadores de calidad del proceso asistencial y representan el coste derivado del
seguimiento del paciente trasplantado. A continuaciéon se presentan los

resultados obtenidos tras el calculo de los indicadores:

Indicador IE1. Coste asociado a la estancia hospitalaria del paciente en el
postrasplante inmediato. El coste medio asociado a la estancia hospitalaria en
el postrasplante inmediato del total de pacientes fue de 239.432 euros, que
corresponde a 4.790 euros por paciente trasplantado, con un minimo de 2.768 y

un maximo de 13.494 euros. Tal como se observa en la tabla 59, se produce un
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incremento en el coste asociado a la estancia hospitalaria en los pacientes con

genotipo homocigoto para UGT1A9-2152 y UGT1A8*3.

Tabla 59. Indicador IE1. Coste (euros) asociado a la estancia hospitalaria del
paciente en el postrasplante inmediato (media=DE).

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | p
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) | 5.000+2.180 | 4.808+2.018 3.720+435 ns
MDRI1 (2677) | 4.770«2.031 | 4.900+2.120 3.980+200 ns
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)
CYP3AS5*3 - 4.613x1.340 4.827+2.130 ns
CYP3AS5*6 4.627+1.970 5.783+2.044 - ns
Metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 4.600=1.675 4.740=1.253 8.650+6.850 <0,05
(0,017)
UGT1A9-275 | 4.690+2.134 4.660=1.483 5.343+3.319 ns
UGT1A9*%3 - 5.305+720 4.756+2.055 ns
UGT1A9%4 5.070£2.425 4.550+1.560 - ns
UGT1A8*3 4.256x1.061 5.490£2.152 8.304+7.339 <0,05
(0,004)
UGT2B7*2 4.300+1.015 4.900+2.218 4.790+1.940 ns
Factores de transcripcion
PXR [ - | 4.876+2.100 | 4.325+1.295 | ns

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

Indicador IE2. Coste asociado a las monitorizaciones farmacocinéticas en
funcion del genotipo. El coste asociado a la monitorizaciéon farmacocinética en
el total de pacientes ha sido de 31.577 euros, correspondiendo a una media de
630 euros por paciente, con un minimo de 396 euros y un maximo de 905. Los
pacientes con genotipo nativo para MDR1 3435 presentaron un incremento en el
coste asociado a la monitorizacion farmacocinética respecto a los pacientes con
genotipo heterocigoto u homocigoto. En la siguiente tabla (tabla 60) se
representa el coste asociado a la monitorizacidén farmacocinética en funcion del

genotipo del paciente.
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Tabla 60. Indicador IE2.Coste asociado a las monitorizaciones farmacocinéticas en

funcion del genotipo (media=DE).

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | p
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
MDR1 (3435) 679+102 60687 60828 <0,05
MDR1 (2677) 667+126 62181 594+33 ns
Biodisponibilidad+metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)
CYP3AS5*3 - 64180 629+98 ns
CYP3AS5*6 631+100 63050 - ns
Metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 63491 600+89 736160 ns
UGT1A9-275 641+130 630+91 629+87 ns
UGT1A9*3 - 603+33 633+97 ns
UGT1A9*4 634+121 628+65 - ns
UGT1A8*3 629+93 634+78 651280 ns
UGT2B7*2 61489 62699 653+88 ns
Factores de transcripcion
PXR [ - | 634£95 | 615+98 | ns

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

Indicador IE3. Coste asociado al seguimiento del paciente trasplantado en

la consulta de trasplante renal. El coste medio asociado al seguimiento del

paciente en la consulta de trasplante renal fue de 39.064 euros correspondiendo a

800 euros por paciente, con un minimo de 590 y un méaximo de 1.060 euros por

paciente. Tal como se observa en la tabla 61, no se encontr6 relacion entre el

coste asociado al seguimiento postrasplante y el genotipo de los pacientes.
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Tabla 61. Indicador IE3. Coste (euros) asociado al seguimiento del paciente
trasplantado en la consulta de trasplante renal (media=DE).

Polimorfismo | Nativo | Heterocigoto | Homocigoto | p
Biodisponibilidad (genes que codifican proteinas transportadoras)
CYP3AS5*3 - 825+116 790=+115 ns
CYP3AS5*6 798+119 791+95 - ns
Biodisponibilidad+metabolismo hepatico (genes que codifican enzimas
metabolicas)
MDR1 (3435) | 807130 800109 737103 ns
MDR1 (2677) | 786x135 810107 737103 ns
Metabolismo hepéatico (genes que codifican enzimas metabélicas)
UGT1A9-2152 | 805+118 766108 810108 ns
UGT1A9-275 | 777=116 808+112 776136 ns
UGT1A9*3 - 825+79 795+117 ns
UGT1A9%4 818+129 780102 - ns
UGT1A8*3 801x123 794+100 700100 ns
UGT2B7*2 763+90 797+120 816119 ns
Factores de transcripcion
PXR - | 800115 | 776x122 ns

ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).

4.6. FASE II. APLICACION Y VALIDACION DEL
PROTOCOLO DE PERSONALIZACION
TERAPEUTICA

4.6.1. Seleccion del protocolo de personalizacion terapéutica.

Tal como se detalla en el apartado 2.3.3 de antecedentes, segiin los estudios
publicados por diversos autores en pacientes que reciben un trasplante renal se
puede individualizar la dosis inicial de tacrolimo en funcién del genotipo
CYP3A5*3%*B! ¢con el objetivo de alcanzar mas temprano el objetivo
terapéutico Optimo e incrementar el nimero de determinaciones

farmacocinéticas dentro de ambito terapéutico.
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En el apartado 4.2.2 se observa que la respuesta farmacocinética a tacrolimo en
nuestros pacientes es acorde a la observada en los estudios publicados para el
polimorfismo CYP3AS5*3, es decir, se observa una diferencia estadisticamente
significativa en el valor de la relacion Cs/dosis/peso media de tacrolimo entre los
pacientes con genotipo heterocigoto y homocigoto para CYP3A*5 (figura 17).
Ademés dicha diferencia es muy marcada para los indicadores farmacocinéticos

de seguridad y efectividad calculados en el apartado 4.5.1 (tablas 45-50).

La estrecha relacion entre el genotipo CYP3A5*3 y la farmacocinética de
tacrolimo nos ha permitido desarrollar y aplicar en nuestra poblacion un
protocolo de personalizacion de la dosis inicial de tacrolimo en funcidén del

genotipo CYP3AS5*3 similar al protocolo aplicado en estudios previos.

Segun el protocolo que se describe en la tabla 62, los pacientes con genotipo
nativo para CYP3AS5%*3 recibirian la dosis plena de Prograf® (0,3 mg/kg/dia),
los pacientes con genotipo heterocigoto recibirian el 66% de la dosis de
referencia (0,2 mg/kg/dia) y los pacientes con genotipo homocigoto recibirian el

50% de la dosis de referencia (0, 15mg/kg/dia).

Tabla 62. Dosis inicial de tacrolimo en funcién del polimorfismo CYP3A5*3

Polimorfismo CYP3A5*3 Dosis inicial de tacrolimo
(mg/kg/12h)
Nativo (CYP3A5*1/1) 0,15 Dosis plena
Heterocigoto (CYP3A5*3/1) 0,10 66%
Homocigoto(CYP3A5*3/3) 0,075 50%

Para personalizar la dosis inicial de tacrolimo en el postrasplante inmediato fue
necesario saber el genotipo del paciente en el momento del trasplante, por ello a

todos los pacientes que en Enero de 2011 estaban en lista de espera para recibir
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un trasplante renal y que cumplian criterios de inclusién en el estudio se les
realizd el analisis farmacogenético establecido en el apartado 3.5 de material y
métodos. Tras obtener los resultados y previo al trasplante se elabord un informe
farmacogenético para cada paciente estudiado donde indicaba el genotipo

CYP3A5*3 y la recomendacion posologica de tacrolimo (Anexo 5).

Desde Enero de 2011 hasta Febrero de 2012, a todos los pacientes trasplantados
que cumplian criterios de inclusion y tenian informe farmacogenético se les
personalizd la dosis inicial de tacrolimo denominidndose a este grupo de
pacientes “grupo de estudio”, a los pacientes trasplantados que no tenian informe
farmacogenético, por haberse incluido en lista de espera en fecha posterior a
Enero de 2011 y no haberse podido realizar la determinacion farmacogenética
previa al trasplante, no se les personalizd6 la dosis inicial de tacrolimo
denominandose a este grupo de pacientes “grupo control”, a los pacientes del

grupo control se les realizé la determinacion farmacogenética a posteriori.

Todos los pacientes incluidos en el grupo de estudio iniciaron tratamiento con
Prograf® a una dosis de 0,15-0,30 mg/kg/dia en funcién del genotipo
CYP3AS5*3 (tabla 62). Posteriormente la dosis de mantenimiento de tacrolimo se
ajustd por monitorizacion farmacocinética para alcanzar un Cmin objetivo entre

10-15ng/ml, segun se ha detallado en el apartado 3.4.3 de material y métodos.

4.6.2. Aplicacion del protocolo. Pacientes incluidos y tratamiento

inmunosupresor.

El estudio prospectivo fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion

Clinica del hospital Universitario Dr. Peset en Enero de 2011.
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En el periodo de estudio han recibido un trasplante renal un total de 52
pacientes, de los cuales 47 pacientes han cumplido los criterios de inclusion
definidos en el apartado 3.1.1 de material y métodos.

Los motivos de no inclusion en el estudio fueron: la pérdida del injerto a los
pocos dias del trasplante (en 3 pacientes) y el inicio de tratamiento

inmunosupresor con ciclosporina (en 2 pacientes).

De los pacientes que cumplian criterios de inclusion en el estudio 22 formaron
parte del grupo de estudio, por tener el estudio farmacogenético realizado antes
del inicio de la terapia inmunosupresora que permitid individualizar la dosis
inicial de tacrolimo, y 25 formaron parte del grupo control, ya que el estudio
farmacogenético se realizd con posterioridad y no fue posible personalizar la
dosis inicial de tacrolimo en base al genotipo. En la figura 22 se representa la

distribucion de pacientes en el estudio prospectivo.

Pacientes trasplantados en el
periodo Enero 2011-Febrero 2012
N=52

CUMPLEN
CRITEROS DE N_O
INCLUSION N=5

SI

N=47

7' S

CON ESTUDIO SIN ESTUDIO
FARMACOGENETICO FARMACOGENETICO

GRUPO ESTUDIO GRUPO CONTROL
N=22 N=25

Figura 22. Distribucion de pacientes en el estudio prospectivo.
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Tratamiento inmunosupresor

Tal como indica el apartado 3.1.4 de material y métodos, todos los pacientes
incluidos en el estudio iniciaron tratamiento inmunosupresor con tacrolimo
(Prograf®), micofenolato de mofetil (Cellcept®) y prednisona. Ademads
recibieron terapia de induccién en el momento del trasplante con basiliximab o
timoglobulina, en funcion del riesgo inmunoldgico. En la tabla 63 se describe la
dosis mediana diaria de tacrolimo, micofenolato de mofetil y prednisona que
recibieron los pacientes durante las 6 primeras semanas postrasplante, asi como
la distribucion de pacientes segun el tipo de terapia de induccion recibida. Se ha
calculado la mediana, maximo y minimo de las variables continuas ya que tras
aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov se constatdé que no seguian una
distribuciéon normal (p=<0,05). Para comprobar la homogeneidad de los
subgrupos se ha aplicado la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney, en el
caso de las variables continuas, y la prueba %2 en las variables categoricas, se

han considerado diferencias estadisticamente significativas cuando p=<0,05.

Tabla 63. Tratamiento inmunosupresor recibido durante el periodo de estudio

Variable Poblacion Grupo Grupo P
(n=47) control estudio
(n=25) (n=22)
Dosis de tacrolimo** 10 (1-23) 10 (1-19) 9 (1-23) <0,001
(mg/dia)
Dosis de MMF** 2 (1-2) 2 (1-2) 2 (1-2) ns
(g/dia)
Dosis de prednisona** 15 (3,75-20) | 15(3,75-20) 15 (5-20) ns
(mg/dia)
Terapia de Inducciéon*
Sin inducciéon 0 0 0
Induccion con
Basiliximab 51% (24) 56% (14) 45,5% (10) ns
Induccion con
Timoglobulina 49% (23) 44% (11) 54,5% (12)

* %:frecuencia (nimero de pacientes); **Mediana (minimo-maximo); n=ntimero de
pacientes; MMF: micofenolato de mofetil; ns: estadisticamente no significativo

(p>0,05).
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Distribucion genotipica de la poblaciéon

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les determin6 el genotipo
CYP3A5*3, el 12,8% de los pacientes fueron heterocigotos (n=6) y el 87,2%

homocigotos (n=41).

En la siguiente tabla (tabla 64) se representa la distribucién genotipica en la
poblacién, en la primera columna se presenta la distribucion del genotipo
CYP3A*S5 en el total de la poblacion y posteriormente en la segunda y tercera
columna, se presenta la distribucion del genotipo CYP3A*5 en el grupo control
y en el grupo de estudio. Para comprobar la homogeneidad de los subgrupos se
ha aplicado la prueba %2, se ha considerado que los subgrupos no son

homogéneos cuando p=0,05.

Tabla 64. Distribucion del polimorfismo CYP3A*S en la poblacion.

Genotipo Poblacion Grupo control | Grupo estudio p
CYP3A*5

(n=47) (n=25) (n=22)
Nativo 0 (0) 0(0) 0(0)
Heterocigoto 12,8% (6) 16% (4) 9,1% (2) ns
Homocigoto 87,2% (41) 84% (21) 90,9% (20)

%:frecuencia (nimero de pacientes); n= numero de pacientes; ns: estadisticamente
no significativo (p>0,05).

Potencia del estudio prospectivo

Para el célculo de la potencia del estudio se ha aplicado la ecuacién 1, se ha
calculado a partir del resultado de la variable de interrelacion farmacogenética-

farmacocinética Cs/dosis/peso en ambos subgrupos.

Asi, para un nivel de significacion alfa del 5%, teniendo en cuenta que se han

incluido 22 pacientes en el grupo de estudio y 25 en el grupo control, asumiendo
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que la diferencia de la relacién Cs/dosis/peso entre ambos subgrupos es de 135
ng/ml por mg/kg, y la desviacion tipica conjunta es de 150 (tabla 65) , se alcanza

una potencia del 83, valor que se considera aceptable por ser superior al 80%.

Tabla 65. Datos utilizados para calcular la potencia del estudio prospectivo.

Variable Grupo control Grupo estudio

Numero de pacientes 25 22

Relacion Cs/dosis/peso media de

. 174 309
tacrolimo

Diferencia de la relacion Cs/dosis/peso

e 135 (309-174)

Desviacion tipica conjunta 150

4.6.3. Validacion del protocolo.

4.6.3.1. Homogeneidad de los subgrupos.

Previo a la validacion del protocolo de personalizacion terapéutica se ha
comprobado la homogeneidad de los subgrupos estudiados, a partir de un

analisis comparativo de las variables basales en ambos subgrupos.

En la tabla 66 se representan las caracteristicas demograficas y biométricas de
los pacientes incluidos en el estudio, las variables continuas se expresan en
forma de media, desviacion estandar, maximo y minimo, ya que la prueba de
Kolmogorov-Smirnov constatd que seguian una distribuciéon normal (p>0,05), y

las variables categodricas se expresan en forma de frecuencias (%).
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Tabla 66. Caracteristicas demograficas y biométricas de la poblacion de estudio.

Variable Poblacion Grupo control | Grupo estudio D
(n=47) (n=25) (n=22)

Sexo* 30% (14) 16% (4) 45,5% (10) 0,029

(YoMujeres)

Peso** 71,8+13,5 73,23+12,4 70,19+14,7 ns
(42-104) (43,5-94,8) (42-104)

Edad** 51,7+13 47,8+14,7 56,09+9,5 0,029
(25-72) (25-72) (34-71)

Cr (wmol/l)** 6,5+2.2 6,2+1,9 6,8+2,5 ns

(2,63-11,47) (3,1-11,3) (2,6-11,5)

Albumina 3,5+0,5 3,5+0,4 3,60,5 ns

(g/dl)** (1,8-4,5) (2,8-4,5) (1,8-4,2)

Hematocrito 30,5+4.,9 29,4+45 31,7%5,2 ns

(%)** (23,9-44,3) (23,9-44,9) (24,8-40,7)

Hemoglobina 10,3£1,6 10,2+1,6 10,57+1,7 ns

(g/dl)** (8,1-14,9) (8,1-14,6) (8,3-13,4)

Etnia*

Caucasico 91,5% (43) 92% (23) 91% (20) ns

Africano 8,5% (4) 8% (2) 9% (2)

* %:frecuencia (nimero de pacientes); **Media+desviacion estandar (minimo-
maximo); n=numero de pacientes; Cr: creatinina sérica; ns: estadisticamente no
significativo (p>0,05).

En la primera columna de la tabla se presentan las caracteristicas del total de
pacientes de la poblacion estudiada sin diferenciar por subgrupos, en segundo
lugar, en la segunda y tercera columna se presentan las caracteristicas de los
pacientes en funcion del subgrupo al que pertenecen “grupo control o grupo de
estudio”. Para comprobar la homogeneidad de los subgrupos se han comparado
las caracteristicas del grupo control y el grupo de estudio aplicando la prueba t
de student, en el caso de las variables continuas, y la prueba 2 en las variables
categodricas, se ha considerado que los subgrupos no son homogéneos cuando

p=<0,05.

Tal como se ha definido en la 3.3.1 de material y métodos entre las variables
relacionadas con el riesgo inmunolégico del paciente trasplantado se
la necrosis el numero de

encuentran el retrasplante, tubular aguda,
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incompatibilidades HLA, el tiempo de isquemia fria y las caracteristicas del
donante. Dichos factores pueden influir en la evolucion del trasplante, por ello es
importante estudiar la distribucién de los factores influyentes en ambas

subpoblaciones de estudio.

En la tabla 67 se representan la distribucién de los factores influyentes en la
poblaciéon de estudio, las variables continuas se expresan en forma de media,
desviacion estandar, maximo y minimo, ya que la en la prueba de Kolmogorov-
Smirnov se evidencié que seguian una distribucion normal (p>0,05). Las
variables categéricas se expresan en forma de frecuencias (% y numero de

pacientes).

En la primera columna de la tabla se presenta la distribucion de las variables en
el total de pacientes de la poblacién estudiada sin diferenciar por subgrupos, en
segundo lugar, en la segunda y tercera columna se presentan las caracteristicas
de los pacientes en funciéon del subgrupo al que pertenecen “grupo control o
grupo de estudio”.

Para comprobar la homogeneidad de los subgrupos se han comparado las
caracteristicas del grupo control y el grupo de estudio, aplicando la prueba t de
student en el caso de las variables continuas y la prueba %2 en las variables
categodricas, se ha considerado que los subgrupos no son homogéneos cuando

p=<0,05.
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Tabla 67. Variables que condicionan el riesgo inmunoldgico del paciente
trasplantado.

Variable Poblacion Grupo Grupo p
(n=47) control estudio
(n=25) (n=22)
Retrasplante* 6,4% (3) 8% (2) 4,5% (1) ns
Necrosis tubular aguda * | 38,3% (18) 36% (9) 41% (9) ns
N° incompatibilidades 3,3+0,9 3,35+0,9 3,42+1,03 ns
HLA** (1-5) (2-5) (1-5)
Tiempo de isquemia 17,87+5,3 17,56+5,8 18,3+4,6 ns
fria** (9-30) (9-30) (9-25)
Caracteristicas del
donante 51,3x21 4524225 58,5+16,4 | 0,039
Edad (1-79) (1-77) (18-79)
47,6% (20) | 47,8% (11) 47,4% (9) ns
Sexo* (% Mujeres) | 53,5% (23) | 43,5% (10) 65% (13) ns
Muerte por ACV* 12,8% (6) 12%(3) 13,6 (3) ns
Corazo6n parado™

* %:frecuencia (nimero de pacientes); **Media+desviacion estandar (minimo-
maximo); n=nimero de pacientes; ACV: accidente cerebrovascular; ns:
estadisticamente no significativo (p>0,05).

4.6.3.2. Validacion del protocolo a partir la variable relacionada con

la respuesta farmacogenética-farmacocinética.

Para validar el protocolo de personalizacion terapéutica se ha calculado la
variable relacionada con la respuesta farmacogenética-farmacocinética relacion
entre la Cs de tacrolimo y la dosis normalizada por el peso del paciente al igual
que en el estudio retrospectivo, con el objetivo de evidenciar diferencias entre

los pacientes del grupo control y los pacientes del grupo de estudio.

Tras aplicar la prueba de Kolmogorov-Smirnov se evidenciéo que la relacion
Cs/dosis/peso de tacrolimo no seguia una distribucion normal (p<0,05). A
continuacién se representa la mediana de la relaciéon Cs/dosis/peso en el grupo

control y en el grupo de estudio, y dentro de cada subgrupo la relaciéon entre el
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valor de dicha variable y el genotipo de los pacientes (heterocigoto u

homocigoto).

Como se observa en la figura 23, el grupo control presentd una relacion
Cs/dosis/peso mediana de tacrolimo de /60 ng/ml por mg/kg (40-490), inferior a
los pacientes del grupo de estudio con una relaciéon Cs/dosis/peso mediana de
220 ng/ml por mg/kg (30-2.930), alcanzéndose diferencias estadisticamente
significativas (p<0,0001).

300 1~

250 +

200 A

150 A

100 A

Relacion Cs/dosis/peso

50

Grupo Control Grupo Estudio

Figura 23. Relacion Cs/dosis/peso en funcion del subgrupo. En ordenadas se representa
la variable mediana de la concentracion sanguinea de tacrolimo normalizada por la dosis
y el peso del paciente y en el eje de abscisas se representa el subgrupo correspondiente,
de izquierda a derecha: grupo control y grupo de estudio.

Ademas en la figura 24, se observa que dentro del grupo control los pacientes
con genotipo heterocigoto presentaron una relacion Cs/dosis/peso mediana
estadisticamente inferior a los pacientes con genotipo homocigoto: 90 ng/m! por

mg/kg (60-490) vs 170 ng/ml por mg/kg (40-4.200).
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Figura 24. Relacion Cs/dosis/peso en el grupo control en funcién del genotipo
CYP3A5*3. En ordenadas se representa la variable mediana de la concentracion
sanguinea de tacrolimo normalizada por la dosis y el peso del paciente y en el eje de
abscisas se representa el genotipo correspondiente, de izquierda a derecha: heterocigoto
y homocigoto.

No obstante, en el grupo de estudio no se observaron dichas diferencias,
alcanzandose una relacion Cs/dosis/peso de 190 ng/ml por mg/kg (60-440) en
pacientes con genotipo heterocigoto similar a la de los pacientes con genotipo

homocigoto 220 ng/ml por mg/kg (30 a 2.900) (figura 25).
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Figura 25. Relacion Cs/dosis/peso en el grupo de estudio en funcién del genotipo
CYP3A5*3. En ordenadas se representa la variable mediana de la concentracion
sanguinea de tacrolimo normalizada por la dosis y el peso del paciente y en el eje de
abscisas se representa el genotipo correspondiente, de izquierda a derecha: heterocigoto
y homocigoto.

4.6.3.3. Validacion del protocolo a partir de las variables relacionadas

con la respuesta farmacogenética-clinica.

Para validar las repercusiones clinicas de la aplicacion del protocolo de
personalizacion terapéutica en el paciente trasplantado se ha estudiado el
resultado de las variables relacionadas con la respuesta farmacogenética-clinica
establecidas en el apartado 3.3.3 de material y métodos en los pacientes del

grupo de estudio y los pacientes del grupo control.
La incidencia de rechazo agudo en el total de la poblacion estudiada, durante

las 6 primeras semanas postrasplante ha sido del 10,6% (n=5), la distribucion en

los subgrupos estudiados fue de 3 casos en el grupo de estudio y 2 en el grupo
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control, no observandose diferencias estadisticamente significativas (x2 =0,391;
p=0,532). El Riesgo Relativo de aparicion de rechazo agudo en el grupo control
respecto al grupo de estudio fue de 0,58 (IC95% 0,1 a 3,2). No obstante, no se
observod una relacion estadisticamente significativa entre el grupo de estudio y el

riesgo de rechazo agudo ya que el IC95% del RR incluia el 1.

La incidencia de nefrotoxicidad en el total de la poblacion de estudio ha sido
del 19,2% (n=9), en el 6,4% de los casos (n=3) la nefrotoxicidad por
anticalcineurinicos se confirmé mediante biopsia renal, no obstante en el 12,8%
de los casos (n=6) la nefrotoxicidad se atribuy6 a un incremento de la Cr sérica
relacionada con niveles sanguineos elevados de tacrolimo (Cmin>15 ng/ml).
Respecto a la distribucion por subgrupos el 24% de los pacientes del grupo
control presentaron nefrotoxicidad (n=6), respecto al 13,6% de los pacientes del
grupo de estudio (n=3), no observandose diferencias estadisticamente
significativas (x2 = 2,820; p=0,244). El Riesgo Relativo de desarrollar
nefrotoxicidad en el grupo control respecto al grupo de estudio fue de 1,76
(IC95% 0,5 a 6,2). No obstante, no se observd una relacion estadisticamente

significativa ya que el IC95% del RR incluia el 1.

La incidencia de neurotoxicidad en la poblacion estudiada ha sido del 57,4%
(n=27), la distribuciéon por subgrupos indica que el 60% de los pacientes del
grupo control (n=15) presentaron neurotoxicidad, respecto al 54,5% de los
pacientes del grupo de estudio (n=12), no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (y2=0,142; p=0,706). El Riesgo Relativo de
desarrollar neurotoxicidad en el grupo de estudio respecto al grupo control fue
de 1,1 (IC95% 0,7 a 1,8), no observandose una relacidén estadisticamente

significativa.

El 62% de los pacientes del estudio (n=29) presentaron dislipemia previa al

trasplante, 14 en el grupo control y 15 en el grupo de estudio, por tanto se
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eliminaron del analisis posterior. La incidencia de dislipemia de novo, tras el
trasplante renal en el total de la poblacion ha sido del 61% (n=11). Se observa en
la tabla 68 que el 54,5% de los pacientes del grupo control desarrollaron
dislipemia de novo (n=6), respecto al 71,4% de los pacientes del grupo de
estudio (n=5). No obstante, no se alcanzaron diferencias estadisticamente
significativas (%2=0,513; p=0,474). El Riesgo Relativo de desarrollar dislipemia
de novo tras el trasplante del grupo control respecto al grupo de estudio fue de
0,76 (IC95% 0,4 a 1,6), no observandose una relacion estadisticamente

significativa (el IC95% del RR incluy6 el 1).

El 8,5% de los pacientes del estudio (n=4) presentaron diabetes mellitus previa
al trasplante, 3 en el grupo control y 1 en el grupo de estudio, por tanto se
eliminaron del andlisis posterior. La incidencia de diabetes mellitus de novo
tras el trasplante renal en la poblacion general ha sido del 14,3% (n=6). Tal
como se indica en la tabla 68, la distribucion por subgrupos fue de 1 paciente en
el grupo control (4,5%) respecto a 5 pacientes en el grupo de estudio (25%). No
se observaron diferencias estadisticamente significativas en la aparicion de
diabetes mellitus de novo entre los subgrupos (2= 3,580; p=0,06). El Riesgo
Relativo de desarrollar diabetes mellitus de novo tras el trasplante en el grupo
control respecto al grupo de estudio fue de 0,18 (IC95% 0,02 a 1,4), no
observandose una relacion estadisticamente significativa (el 1C95% del RR

incluyo el 1).

En el 38,3% de los pacientes (n=18) se produjo una complicacion de la
hipertension previa tras el trasplante. Tal como se representa en la tabla 68, en
el 40% de los pacientes del grupo control (n=10) se complicé la hipertension
previa respecto al 36,4% de los pacientes del grupo de estudio (n=8). No se
observaron diferencias estadisticamente significativas (x2=0,065; p=0,789). El

Riesgo Relativo de complicacion de la hipertension en el grupo control respecto
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al grupo de estudio fue de 1,1 (IC95% 0,5 a 2,3). No obstante, no se observd una

relacion estadisticamente significativa ya que el IC95% del RR incluia el 1.

El 68% de los pacientes estudiados han presentado infecciones (n=32), la
tipologia de las infecciones fue:
Bacterianas en el 63,8% de los pacientes (n=30)
Viricas en el 31,9% de los pacientes (n=15)
* CMV: 12,8% de los pacientes (n=6)
* Virus Herpes Simple: 2,1% de los pacientes (n=1)
* Virus BK: 17% de los pacientes (8)

Tal como se observa en la tabla 68, el 64% de los pacientes del grupo control
desarrollaron algun tipo de infeccion (n=16), respecto al 72,7% de los pacientes
del grupo de estudio (n=16), no alcanzandose diferencias estadisticamente
significativas (x2=0,410; p=0,522). El Riesgo relativo de desarrollar infeccion
en el grupo control respecto al grupo de estudio fue de 0,9 (IC95% 0,6 a 1,3), no

observandose diferencias estadisticamente significativas.

En la siguiente tabla (tabla 68) se representa la incidencia de efectos adversos,
junto con el Riesgo Relativo e IC95%. En azul destacan los efectos adversos que

presentan mayor incidencia en el grupo control.
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Tabla 68. Incidencia de efectos adversos, Riesgo Relativo e IC95% en funcion del
subgrupo al que pertenece el paciente.

Efecto Adverso Control Estudio RR (IC95%)
(n/Total) (n/Total)

Nefrotoxicidad 6/25 3/22 1,76 (0,5 a 6,2)
Neurotoxicidad 15/25 12/22 1,1 (0,7 a 1,8)
Hipertension 10/25 8/22 1,1 (0,5 a2,3)
Arterial

Dislipemia 6/11 5/7 0,76 (0,4 a 1,6)
Diabetes 1/22 5/21 0,18 (0,02 a 1,4)
Mellitus

Infecciones 16/25 16/22 0,9 (0,6a1,3)

n: nimero de pacientes con el evento; Total: nimero total de pacientes en el
grupo; RR: riesgo relativo; IC95%: intervalo de confianza del 95%.

4.6.3.4.Validacion del protocolo a partir de los indicadores de calidad
y seguridad en el paciente.

En primer lugar se han calculado los indicadores farmacocinéticos de

seguridad y efectividad previamente establecidos en el apartado 3.6.1 de

material y métodos.

Al igual que en el estudio retrospectivo, el seguimiento farmacocinético del
paciente en el estudio prospectivo se ha realizado durante las 6 primeras
semanas postrasplante, periodo en el cual se han realizado un total de 496

monitorizaciones farmacocinéticas.

Indicador IFsl. Porcentaje de concentraciones supraterapéuticas. Una
media del 14,61% de las monitorizaciones realizadas por paciente se
encontraban por encima de dambito terapéutico, con un minimo de 0

determinaciones y un maximo del 47% de las monitorizaciones por paciente. A
y
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pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas, se observo
que los pacientes del grupo control presentaron un mayor porcentaje de
concentraciones supraterapéuticas que los pacientes del grupo de estudio

(18,61% vs 14,49%).

Indicador IFs2. Porcentaje de reducciones de dosis. Se han realizado un
porcentaje medio de 34,7% reducciones de dosis por paciente, con un minimo
de 0 reducciones de dosis y un maximo del 67% de reducciones de dosis por
paciente. El porcentaje de reducciones de dosis en los pacientes del grupo
control ha sido ligeramente superior que en los pacientes sobre los que se ha
aplicado el protocolo de personalizacion terapéutica (35,32% vs 33,55%;

p>0,05).

Indicador IFel. Porcentaje de concentraciones infraterapéuticas. El 21,7%
de las monitorizaciones realizadas por paciente, durante las 6 primeras semanas
postrasplante, se encontraban por debajo de ambito terapéutico, con un minimo
de 0 determinaciones y un maximo del 60% de las monitorizaciones por
paciente. El porcentaje de monitorizaciones infraterapéuticas ha sido ligeramente
superior en los pacientes del grupo control respecto a los pacientes del grupo de

estudio (22,36% vs 20,94%; p>0,05).

Indicador IFe2. Porcentaje de incrementos de dosis. Del total de
monitorizaciones realizadas durante las 6 primeras semanas postrasplante
(n=496) se han realizado una media de 11,57% (n=57) incrementos de dosis por
paciente, con un minimo de 0 incrementos de dosis y un maximo del 30% de
incrementos de dosis por paciente. El porcentaje de incrementos de dosis en los
pacientes del grupo control ha sido ligeramente superior que en los pacientes del

grupo de estudio (12% vs 11%; p>0,05).
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Indicador IFe3. Dias en alcanzar el intervalo terapéutico éptimo. El tiempo
medio en alcanzar el intervalo terapéutico optimo de tacrolimo desde el inicio
de la terapia ha sido de 6,34 dias (DE 3,7), con un minimo de 3 dias y un
maximo de 16 dias. Tras la aplicacion del protocolo no se han observado
diferencias estadisticamente significativas en el tiempo en alcanzar el intervalo

terapéutico en ambos grupos de pacientes.

Indicador IFe4. Porcentaje de pacientes que alcanzan el intervalo
terapéutico optimo al 5° dia de inicio de la terapia. El porcentaje de pacientes
que ha alcanzado el intervalo terapéutico optimo el 5* dia tras el inicio de la
terapia con tacrolimo ha sido del 46,8% (n=22). En la figura 36 se representa el
porcentaje de pacientes que alcanzan el intervalo terapéutico 6ptimo el 5° dia
desde el inicio de la terapia con tacrolimo en funciéon del grupo al que
pertenecen, a pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas,
se observa que un mayor porcentaje de pacientes del grupo control alcanzan el
intervalo terapéutico 6ptimo al 5 dia de inicio de la terapia con tacrolimo (48%

Vs 45,5%).

En la tabla 69, se resume el resultado de los indicadores farmacocinéticos de
seguridad y efectividad en funcion del grupo al que pertenece el paciente,
observandose una tendencia a mejorar los indicadores farmacocinéticos de
eficacia y seguridad en los pacientes del grupo de estudio respecto a los
pacientes del grupo control, no obstante no se aprecian diferencias

estadisticamente significativas a ningtin nivel.
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Tabla 69. Validacion del protocolo de personalizacion terapéutica a partir de los
indicadores farmacocinéticos de seguridad y efectividad.

Indicador Control Estudio P
(n=25) (n=22)
Seguridad
Is1 % monitorizaciones encima IT 18,7115 14,49+9 ns
Is2 % reducciones de dosis 35,32+16,29 33,55+14,47 | ns
Efectividad

Iel % monitorizaciones debajo IT 22,36+19,49 20,94+15,59 | ns

Ie2 % incrementos de dosis 12,01+9,1 11,16+8,1 ns
Ie3 Tiempo en alcanzar IT 6,84+3,76 6,68+3,6 ns
Ie4 % pacientes alcanzan IT dia 5 48% (12) 45,5% (10) ns

IT: intervalo terapéutico 6ptimo de tacrolimo (10-15 ng/ml); ns: estadisticamente

no significativo (p>0,05).

En segundo lugar se ha estudiado la repercusion del protocolo de

personalizacion terapéutica sobre los indicadores clinicos, a continuacion se

representa el valor de los indicadores clinicos en funcion del grupo de pacientes.

Indicador IC1. Porcentaje de pacientes con necrosis tubular aguda. El
nimero de pacientes que desarrollaron necrosis tubular aguda durante el
postrasplante inmediato fue de 18 (38,3%) no se han observado diferencias
estadisticamente significativas entre la incidencia de necrosis tubular aguda en el

grupo de estudio respecto a grupo control.

Indicador IC2. Tiempo en alcanzar Cler mayor o igual a 60 ml/min. El
tiempo en alcanzar el valor aclaramiento de creatinina optimo (mayor o igual a
60 mg/dl) en el total de pacientes estudiados ha sido de 53 dias, con un minimo
de 4 dias y un méaximo de 180 dias por paciente. 24 pacientes no han alcanzado

el valor de creatinina sérica 6ptimo durante el periodo de seguimiento (6 meses).
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A pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas en funcion
del grupo de pacientes, se observa que los pacientes del grupo de estudio tardan
mas tiempo en alcanzar el aclaramiento de creatinina 6ptimo que los pacientes

del grupo control (45 dias vs 21 dias).

Indicadores IC3, IC4 e ICS. Porcentaje de pacientes que alcanzaron un
aclaramiento de creatinina sérica mayor o igual a 60 mg/ml/min al mes, 3
meses y 6 meses postrasplante. El porcentaje de pacientes que alcanzaron un
aclaramiento de creatinina sérica mayor o igual a 60 mg/ml/min al mes, 3 meses
y 6 meses postrasplante respectivamente, fue de 27,7% (n=13), 38,3% (n=18) y
44,7% (n=21). El porcentaje de pacientes que alcanzan el valor de aclaramiento
de creatinina 6ptimo al mes postrasplante es mayor en el grupo control respecto
al grupo con personalizacion de la dosis inicial de tacrolimo (44% vs 9,1%,
p=0,01). A los 3 y 6 meses postrasplante, a pesar de no encontrarse diferencias
estadisticamente significativas se observa que un mayor porcentaje de pacientes
del grupo control alcanzan el aclaramiento de creatinina 6ptimo. En la tabla 70
se detallan los resultados de los indicadores en funcion del subgrupo al que

pertenezca el paciente.

Tabla 70. Validacion del protocolo de personalizacion terapéutica a partir de los
indicadores clinicos.

Indicador Control Estudio p
(n=25) (n=22)

IC1 % Pacientes con NTA 36% (9) 41% (9) ns

IC2 Tiempo en alcanzar CICr>60 mg/ml/min | 21 (4-180) 45 (4-180) | ns

IC3 % Pacientes con CICr>60 mg/ml/min 44% (11) 9,1% (2) 0,01

(1 mes PTx)

IC4 % Pacientes con CICr>60 mg/ml/min 48% (12) 27,3% (6) | ns

(3 meses PTx)

ICS % Pacientes con CICr>60 mg/ml/min 66,7% (14) 33,3% (7) | ns

(6 meses PTx)

NTA: necrosis tubular aguda; Clcr: aclaramiento de creatinina; PTx: postrasplante;
ns: estadisticamente no significativo (p>0,05).
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Respecto a los indicadores de practica asistencial definidos en el apartado
3.6.3 de material y métodos, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el resultado de los indicadores entre los pacientes del grupo

control y los pacientes del grupo de estudio.

Indicador IP1. Dias de estancia postrasplante. La mediana de la estancia
postrasplante en la poblacion total fue de 11 dias, con un minimo de 7 dias y un
maximo de 24 dias. Tal como se observa en la tabla 71, no se observaron

diferencias en la estancia médica entre el grupo de estudio y el grupo control.

Indicador IP2. Numero de monitorizaciones farmacocinéticas. Durante las 6
primeras semanas postrasplante se han realizado una media de 10
monitorizaciones farmacocinéticas de tacrolimo por paciente, correspondiendo
con el estandar de practica establecido, con un minimo de 7 y un méaximo de 15.
Tal como se observa en la tabla 71, no se observaron diferencias en el numero de

monitorizaciones farmacocinéticas entre el grupo de estudio y el grupo control.

Indicador IP3. Niumero de consultas médicas. El nimero medio de consultas
médicas realizadas por paciente durante los 6 primeros meses postrasplante fue
de 15, coincidiendo con estdndar de practica establecido, con un minimo de 8 y
un maximo de 22. Tal como se observa en la tabla 71, no se observaron
diferencias en el numero de consultas médicas entre el grupo de estudio y el

grupo control.
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Tabla 71. Validacion del protocolo de personalizacion terapéutica a partir de los
indicadores de practica asistencial.

Indicador Control Estudio P
=) (n=22)

IP1 Dias de estancia hospitalariaenel | 11(7-24) 13(8-24) | ns
PTx inmediato
IP2 Numero de monitorizaciones Fc 10 (7 -15) 11 (9-15) ns

IP3 Numero de consultas médicas 15 (10-22) 15 (8-22) ns

PTx: postrasplante; Fc: farmacocinéticas; ns: estadisticamente no significativo
(p>0,05).

Por ultimo se han calculado los indicadores economicos definidos en el

apartado 3.6.4 de material y métodos en funcion del grupo al que pertenece el
paciente, no observandose diferencias estadisticamente significativas en el
resultado de los indicadores entre los pacientes del grupo control y los pacientes

del grupo de estudio.

Indicador IE1. Coste asociado a la estancia hospitalaria en el postrasplante
inmediato. La coste medio por paciente asociado a la estancia postrasplante en
la poblacion total fue de 4.785 euros, con un minimo de 2.422 euros y un
maximo de 8.300 euros. Tal como se observa en la tabla 72 no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre el coste por estancia en funcion del grupo

de estudio.

Indicador IE2. Coste asociado a las monitorizaciones farmacocinéticas. El
coste medio por paciente asociado a las monitorizaciones farmacocinéticas de
tacrolimo fue de 597 euros, con un minimo de 396 euros y un maximo de 848
euros. Tal como se observa en la tabla 72 no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre el coste por monitorizaciéon farmacocinética en funcion del

grupo de estudio.
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Indicador IE3. Coste asociado al seguimiento del paciente trasplantado en
la consulta de trasplante renal. El coste medio por paciente asociado a las
consultas médicas realizadas durante los 6 primeros meses postrasplante fue de
572,8 euros, con un minimo de 314 euros y un méaximo de 864 euros. Tal como
se observa en la tabla 72 no hubo diferencias estadisticamente significativas

entre el coste por consulta médica en funcién del grupo de estudio.

Tabla 72. Validacion del protocolo de personalizacion terapéutica a partir de los
indicadores econémicos.

Indicador Control Estudio P
(n=25) (n=22)

IE1 Coste asociado a la 4.664 4.922 ns

estancia hospitalaria (2.422-8.304) | (2.768-8.304)

IE2 Coste asociado a las 584 (396-848) | 612 (509-848) ns

monitorizaciones Fc

IE3 Coste asociado a las CM 570 (393-864) | 575 (314-864) ns

Fc: farmacocinética; CM: consulta médica; ns: estadisticamente no significativo
(p>0,05).

Ademas de los indicadores descritos, para evaluar el impacto econémico del
protocolo de personalizacion terapéutica se ha calculado el coste asociado al
tratamiento con tacrolimo en los pacientes en funcion del grupo al que
pertenecen. Teniendo en cuenta que un envase de Prograf de 1mg (30 caps)
cuesta 75,35 euros, correspondiendo a 2,51 euros por unidad, y que la dosis
media de tacrolimo en el periodo de estudio ha sido de 434 mg por paciente del
grupo control (minimo 254 y méaximo 742 mg) y de 349 mg por paciente del
grupo de estudio (minimo 115 y méximo 744). El coste medio del tratamiento
con tacrolimo por paciente, en el periodo de estudio, ha sido de 1.088 euros
por paciente del grupo control (minimo 639 y maximo 1.862 euros por paciente)
y de 875 euros por paciente del grupo de estudio (minimo 288 y méaximo 1.867

por paciente), no observandose diferencias estadisticamente significativas.
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CAPiTULO’S:
DISCUSION
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Los pacientes tras el trasplante renal reciben tratamiento a largo plazo con
farmacos inmunosupresores para prevenir la aparicion de rechazo del 6rgano
trasplantado. Dentro de los farmacos inmunosupresores se ha estudiado
tacrolimo que se caracteriza por presentar un estrecho indice terapéutico y una
elevada variabilidad inter e intraindividual, por ello los pacientes en tratamiento
con tacrolimo son subsidiarios a la monitorizacion farmacocinética para
individualizar la dosis de mantenimiento. A pesar de la monitorizacion
farmacocinética se observa que no todos los pacientes alcanzan el intervalo
terapéutico Optimo tan rdpidamente como cabria esperar, comprometiendo asi la
eficacia del tratamiento inmunosupresor. En este entorno la medicina
personalizada como herramienta para individualizar la dosis de tacrolimo en
base a la carga genética del paciente puede permitir reducir la variabilidad
interindividual y mejorar la respuesta a corto plazo de la terapia

inmunosupresora.

En la presente tesis doctoral se han realizado dos estudios, en primer lugar un
estudio retrospectivo, para evaluar la relacion entre los polimorfismos presentes
en los genes implicados en la respuesta farmacocinética a tacrolimo y su
repercusion en la respuesta clinica de los pacientes, y en segundo lugar a partir
de los resultados del estudio retrospectivo se ha aplicado un protocolo de
personalizacidon terapéutica de la dosis inicial de tacrolimo en base a la carga
genética de los pacientes con el objetivo de incrementar la eficacia del

tratamiento y reducir la toxicidad.
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5.1. PACIENTES Y TRATAMIENTO
INMUNOSUPRESOR

En el estudio retrospectivo se han incluido un total de 50 pacientes, el tamafio
muestral es suficiente para observar resultados significativos, asi varios estudios
recientemente publicados en este entorno con una poblacion similar, encuentran
diferencias estadisticamente significativas en las variables de estudio en funcién

del genotipo'>?'.

Ademaés para un tamafio de muestra de 50 pacientes, al fijar un riesgo alfa del

5%, segun el criterio universal de Goodman (1993)"

, se alcanza una potencia
del 94%. Este resultado indica que la potencia del estudio es adecuada ya que es
superior al 80%, y explica que en el 94% de los casos en los que se observan
diferencias estadisticamente significativas en el resultado de la variable de

estudio en funcion del genotipo, éstas existen realmente.

En todos los casos el tratamiento inmunosupresor ha incluido tacrolimo,
micofenolato de mofetil y corticoides. La triple terapia con un inhibidor de
calcineurina (tacrolimo o ciclosporina), un inhibidor de la proliferacién celular
(micofenolato de mofetil o micofenolato sédico) y un corticoide, es la terapia
més utilizada de inicio en el postrasplante renal'*®. Respecto al inhibidor de
calcineurina de eleccion, ciclosporina y tacrolimo presentan el mismo grado de
recomendacion, no obstante en un metaandlisis realizado por Webster y cols’
que incluia 30 ensayos clinicos en un total de 4.102 pacientes, se observo que en
los pacientes tratados con tacrolimo se reducia significativamente la pérdida del
trasplante a los 6 meses (RR 0,56; IC del 95%: 0,36 a 0,86), y la incidencia de
rechazo agudo al afio postrasplante (RR 0,69; IC del 95%: 0,60 a 0,79) respecto
a los pacientes tratados con ciclosporina, por ello la tendencia actual es a utilizar

mayoritariamente tacrolimo.
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Las dosis recibidas de firmacos inmunosupresores en nuestra poblacion de
pacientes (tabla 31) son acordes a las indicadas para el postrasplante renal®'**'®’,
no obstante se observo una elevada variabilidad en la dosis recibida de tacrolimo
durante las seis primeras semanas postrasplante, desde 4,8 mg/dia hasta 20
mg/dia, para alcanzar el mismo &ambito terapéutico (10-15 ng/ml). Esta
variabilidad en parte podria estar justificada porque tacrolimo presenta una
cinética tiempo dependiente, de modo que a medida que incrementa el tiempo
postrasplante se reduce la relacién Cs/dosis y se requieren dosis menores para
alcanzar el ambito terapéutico Optimo, no obstante hay que considerar que
pueden influir otros factores como la presencia de polimorfismos genéticos o
interacciones farmacologicas que alteran la exposicion al farmaco. En el caso de
micofenolato de mofetil la dosis inicial para todos los pacientes fue de 2 g al dia
con reducciones posteriores generalmente a 1g al dia al mes postrasplante y a
500 mg al dia en el caso de intolerancia digestiva, y la dosis de prednisona fue
de 20 mg con reducciones posteriores hasta la completa retirada, salvo en
pacientes considerados de alto riesgo inmunologico en los que se dejo la dosis de
mantenimiento indefinida de 5 mg diarios. En los pacientes que desarrollaron
diabetes mellitus postrasplante se acelerd la retirada de prednisona, segun indica

en el apartado 3.1.4 de material y métodos.

Respecto a la terapia de induccién, la eleccion del farmaco inmunosupresor
depende del riesgo inmunoldgico del paciente, en un estudio realizado por

Wagner y cols"”'

se observd que en los pacientes con elevado riesgo
inmunoldgico el tratamiento de induccién con timoglobulina mejoraba Ia
respuesta clinica del injerto, no obstante se producian mas efectos adversos
derivados de la mayor inmunosupresion tales como neoplasias o infecciones. En
otros estudioslsz, no se han observado diferencias estadisticamente significativas
en la presencia de rechazo agudo o necrosis tubular aguda en los pacientes en

funcion del tratamiento de induccién utilizado, por ello el uso de timoglobulina

se debe reservar a pacientes con mayor riesgo inmunolégico, segun los criterios
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establecidos en el apartado 3.1.4 de material y métodos. En nuestro estudio, tal
como se presenta en la tabla 31, el 60% de los pacientes han recibido terapia de
induccion con timoglobulina (n=30) por presentar mayor riesgo inmunolédgico y
el 34% de los pacientes (n=17) han recibido terapia de induccién con
basiliximab. Esta estrategia permitié que no hubieran diferencias en la incidencia
de rechazo agudo en los pacientes en tratamiento con basiliximab respecto a los
pacientes en tratamiento con timoglobulina (17,6% vs 10%) a pesar del mayor

riesgo inmunoldgico de estos ultimos.

5.2. VARIABLES ESTUDIADAS

5.2.1. Variables basales.

El analisis de las variables basales permite conocer las caracteristicas de la
poblacién estudiada e identificar posibles factores de confusion, ya que algunas
variables influyen en la respuesta clinica del paciente y en la farmacocinética de

tacrolimo, por ello pueden sesgar el resultado de las variables de estudio.

En general, la edad del paciente en el momento del trasplante esta relacionada
con su supervivencia y su calidad de vida tras el trasplante renal, de modo que se
observa que cuanto mas joven es el paciente trasplantado mayor es su
supervivencia y mejor su calidad de vida; no obstante en la actualidad ha
incrementado el niimero de trasplantes renales en pacientes de edad avanzada
(mayor o igual a 65 afios), en los cuales a pesar de que existen otros factores
concomitantes'” que pueden influir en la respuesta clinica se han observado
resultados satisfactorios tanto a corto como a largo plazo'>*'*>'*% En la tabla 33
se observa que la edad media de nuestros pacientes es de 55 afios, no obstante
existen 11 pacientes (22%) con edad avanzada (mayor o igual a 65 afios) que

podrian presentar una peor respuesta tras el trasplante renal.

184



El peso medio de nuestros pacientes ha sido de 72 kg; en 5 pacientes (10%) se
consider6 que presentaban obesidad porque su IMC fue mayor o igual a 30
kg/m®>. En diversos estudios, se observa que los pacientes con sobrepeso
presentan mayor incidencia de complicaciones quirurgicas y no quirtrgicas,
tales como las infecciones, diabetes, hipertension y enfermedad

. 157,158
cardiovascular ~"

que pueden repercutir en la evolucion del trasplante renal.
No obstante, la obesidad no constituye un criterio de exclusion para el trasplante
renal ya que en otros estudios se concluye que a pesar de las complicaciones, el
trasplante renal mejora la supervivencia y la calidad de vida en los pacientes

159,160
obesos ~ .

: 161,162,163
Diversos autores concluyen que el sexo del receptor °°

no influye en la
respuesta clinica tras el trasplante renal. No obstante, en otros estudios se
observa que los pacientes de sexo masculino presentan cifras de creatinina sérica

. . . 164,165
mas elevadas que las mujeres que se justifica por su mayor masa muscular .
En nuestro estudio la proporcion de mujeres es similar a la encontrada en otros
estudios 33% (n=17), por ello no es de esperar que produzca un sesgo en los

resultados (tabla 33).

El estudio de la etnia se considera obligatorio en todos los estudios genéticos, ya
que el genotipo de los pacientes esta relacionado con la etnia. En nuestro estudio
el 92% (n=46) de los pacientes son caucasicos, por tanto la etnia no se ha
considerado un factor de confusion para la interpretacion de los resultados

genéticos.

En cuanto a la relacion entre las variables basales y la farmacocinética de
tacrolimo, en primer lugar se ha considerado estudiar el valor de hematocrito y
hemoglobina de nuestros pacientes, ya que tacrolimo se distribuye en gran
medida a los glébulos rojos, por tanto un descenso en el valor de hemoglobina o

hematocrito puede producir un aumento del farmaco libre y una mayor
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eliminacién, produciendo consecuentemente una reduccidon en la concentracion
sanguinea de tacrolimo del paciente. Generalmente, el valor de hematocrito
oscila entre el 35-45% y el valor de hemoglobina en torno a 12g/dl, nuestros
pacientes presentan un valor de hematocrito y hemoglobina dentro del limite
inferior de normalidad (tabla 33). Respecto al resto de variables, numerosos
autores' 166-16718169170 Koy evaluado su relacién con la farmacocinética de
tacrolimo, concluyendo que el sexo, la edad y el peso del paciente pueden influir
en la farmacocinética de tacrolimo, segiin se observa en la tabla 33 el sexo, la
edad y el peso de nuestra poblacién de estudio se encuentra dentro de la
normalidad por ello no es de esperar que se comporten como variables de

confusion en la interpretacion de los resultados farmacocinéticos.

Por otra parte dentro de las variables relacionadas con el riesgo inmunolégico
del paciente se encuentran, el nimero de retrasplantes, la necrosis tubular
aguda, el nimero de incompatibilidades HLA entre el donante y el receptor, el
tiempo de isquemia fria del 6rgano trasplantado y las caracteristicas del donante.
Estas variables pueden influir en la respuesta inmunoldgica de rechazo del
paciente al 6rgano trasplantado y por ello es importante considerarlas a priori

para establecer el tratamiento inmunosupresor.

Los pacientes que se someten a un retrasplante presentan mayor riesgo
inmunolégico a causa del desarrollo de anticuerpos contra el primer trasplante'”",
en nuestra poblacidon hay que considerar que 6 pacientes (12%) se sometieron a
un retrasplante, de los cuales en 5 se trataba de un segundo trasplante (10%) y en
1 se trataba de un tercer trasplante (2%), por ello teéricamente presentaban un

mayor riesgo de rechazo.

En nuestro estudio el 34% de los pacientes (n=17) presentaron necrosis tubular
aguda. La necrosis tubular aguda es la principal implicada en la disfuncion
inicial del injerto y provoca la realizacion de una o varias sesiones de dialisis

hasta la normalizacion de la funcion renal. Ademas, el desarrollo de necrosis
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tubular aguda incrementa el potencial inmunoégeno del injerto al inducir la
expresion de moléculas de adhesion en el endotelio capilar y de antigenos de
clase II en el epitelio tubular e incrementar la expresion de antigenos de clase I,
consecuentemente, en diversos estudios se ha concluido que la presencia de
necrosis tubular aguda en el paciente trasplantado estd relacionada con una

.. . 44,172,173
mayor incidencia de rechazo agudo™ "™ .

El promedio de incompatibilidades HLA entre donante y receptor en nuestro
estudio ha sido de 3,5 con un minimo de 1 y un maximo de 5
incompatibilidades. Se ha demostrado que la supervivencia del injerto es mayor

cuanto mayor es la compatibilidad HLA entre el paciente y el donante'™.

El tiempo de isquemia fria es el tiempo de conservacion del organo
trasplantado fuera del organismo, tedricamente el dafio secundario a la isquemia
fria favorece el rechazo debido a un incremento en la expresion de moléculas de
histocompatibilidad, moléculas de coestimulaciéon, como citoquinas
inflamatorias y factores de crecimiento, y 6xido nitrico. Consecuentemente, el
tiempo de isquemia fria debe ser el minimo posible, especialmente en los rifiones
de donantes marginales ya que generalmente presentan peor calidad, pero la
propia logistica de quir6fanos y de preparacion del receptor condiciona a
menudo este objetivo. En la poblacion de pacientes estudiada el tiempo medio de
175, 176

isquemia fria ha sido de 18,3 horas, similar al encontrado en otros estudios

por ello no es de esperar que influya en el riesgo de rechazo.

Es importante considerar las caracteristicas del donante, para prever la
evolucion clinica de nuestra poblacion de pacientes, tal como se observa en el
apartado 2.1.2 de antecedentes, se entiende por donante marginal o con criterios

. . . . . .40
expandidos si cumple uno de los siguientes criterios™ :
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— Edad > 60 afnos, 6
- Edad entre 50-59 afios con al menos 2 de los siguientes criterios:
1. Causa de muerte: accidente cerebrovascular
2. Historia previa de hipertension arterial
3. Creatinina sérica > 1,5 mg/dl (valores procedentes de la ultima
creatinina pre-extraccion del rifidn).

— Donantes a corazén parado

La edad media de nuestros donantes ha sido de 47,5 afios y en el 37% de los
casos (n=10) la muerte se produjo por accidente cardiovascular, por ello del total
de donantes incluidos en el estudio, el 26% (n=13) se han considerado donantes
marginales, por presentar edad igual o superior a 60 afios o edad entre 50-59
afios y causa de la muerte por accidente cerebrovascular. No hemos podido
estudiar la historia previa de hipertension arterial y la creatinina superior a 1,5
mg/ml, ya que al tratarse de un estudio retrospectivo en la mayoria de los
donantes no estaban registradas, por otra parte en ninglin caso se ha realizado un

trasplante procedente de donante a corazon parado.

5.2.2.Variables relacionadas con la respuesta farmacogenética-

farmacocinética.

Como medida de la exposicion a tacrolimo en el paciente se ha utilizado el valor
de la concentracion sanguinea minima normalizada por la dosis diaria de
tacrolimo y el peso de los pacientes, para ello se ha calculado la relacion
Cs/dosis/peso de los pacientes en cada determinacion realizada durante las
primeras 6 semanas postrasplante. A pesar de que el seguimiento de los
pacientes se ha realizado durante el primer afio postrasplante, para el analisis
farmacocinético se han tenido en cuenta las 6 primeras semanas postrasplante ya

que se considera que es el periodo con mayor riesgo de rechazo agudo y se
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requiere una monitorizacion mas exhaustiva, para alcanzar concentraciones

sanguineas minimas mas elevadas de tacrolimo en torno a 10-15 ng/ml.

Con la finalidad de interrelacionar la respuesta cinética con la presencia de
polimorfismos genéticos, se ha estudiado la relacién entre la variable calculada
(relacion Cs/dosis/peso) y el genotipo de los pacientes para los 14 polimorfismos

definidos en el apartado 3.5.2 de material y métodos.

La normalizacion de la concentracion sanguinea por la dosis diaria de tacrolimo
y el peso del paciente se ha utilizado en numerosos estudios de farmacogenética
en trasplante renal, por ello su célculo es de gran interés para comparar nuestros
resultados con los hallazgos publicados. No obstante, la mayoria de autores se
limitan a estudiar los polimorfismos presentes en los genes que codifican las
proteinas transportadoras y las enzimas metabdlicas fase I; en este sentido
nuestro estudio es mas amplio ya que incorpora el analisis de los polimorfismos
en los genes que codifican las enzimas metabolicas fase II y el factor de

transcripcion PXR.

En relacion al gen MDRI1 que codifica la proteina transportadora glicoproteina
P, se ha estudiado la influencia de los polimorfismos en el ex6n en posicion 21
(MDR1 2677) y en el ex6n en posicion 26 (MDRI1 3435) sobre la
farmacocinética de tacrolimo. Los polimorfismos MDR1 2677 y MDR1 3435
provocan una falta de expresion de la glicoproteina P, por tanto no se realiza la
funcidon normal de ésta, consistente en expulsar tacrolimo a nivel intestinal; de
este modo los pacientes con uno o dos alelos polimoérficos en el gen presentaran
una mayor concentracioén de tacrolimo en sangre que los pacientes con genotipo
nativo. Los resultados de nuestro estudio son acordes a lo que cabria esperar
para los polimorfismos en el ex6n en posicion 26 (MDR1 3435) ya que segun se
observa en la figura 16, los pacientes con genotipo heterocigoto presentan una

mayor relacion Cs/dosis/peso que los pacientes con genotipo nativo, y en mayor

189



medida los pacientes con genotipo homocigoto presentan una mayor relacion
Cs/dosis/peso que los pacientes con genotipo heterocigoto y nativo,
observandose diferencias estadisticamente significativas entre la relacion
Cs/dosis/peso en pacientes homocigotos y nativos (p=0,018). No obstante, al
contrario de lo que cabria esperar, no se observa la misma tendencia para el
polimorfismo en el ex6n en posicion 21 (MDRI1 2677), ya que la presencia del
alelo polimoérfico provoca una reduccion, no estadisticamente significativa, en la

concentracion sanguinea de tacrolimo.

En la mayoria de estudios realizados en pacientes con trasplante renal no se
observa relacion entre la presencia de polimorfismos en los exones en posicion
21 y 26 del gen MDR1 y la exposicion a tacrolimo'*'*'*"; no obstante algunos
autores encuentran asociaciones. Asi un meta-analisis realizado por Li Y y
cols", que incluye 13 articulos con un total de 1.327 pacientes en tratamiento
con tacrolimo, concluye que existe una correlacion entre el genotipo MDR1
3435 y la farmacocinética de tacrolimo, ya que los pacientes con genotipo nativo
presentan una menor relacion Cs/dosis y requieren dosis mayores de tacrolimo
para alcanzar el ambito terapéutico Optimo, que los pacientes con genotipo
heterocigoto u homocigoto. Del mismo modo, Provenzani A y cols' estudiaron
la influencia de los polimorfismos MDR1 2677 y MDRI1 3435 sobre la
concentraciéon sanguinea minima de tacrolimo al mes, tres y seis meses
postrasplante en 50 pacientes caucésicos que se habian sometido a un trasplante
renal, observandose que los pacientes con genotipo MDRI1 2677 nativo
necesitaban dosis mayores de tacrolimo que los pacientes con genotipo
heterocigoto u homocigoto. Wu P y cols'® estudiaron el efecto de los
polimorfismos MDR1 1236, 2677 y 3435, sobre la farmacocinética de tacrolimo
en 63 pacientes chinos que se habian sometido a un trasplante renal
observandose que los pacientes con genotipo nativo para MDRI1 3435
alcanzaban una relacién Cs/dosis menor comparada con los pacientes

heterocigotos. Por tltimo, Singh R y cols'*® en un estudio realizado sobre 75
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pacientes indios que habian recibido un trasplante renal, observaron que los
pacientes con genotipo nativo para MDR1 2677 y MDR1 3435 presentaban una
menor relacion Cs/dosis de tacrolimo al mes, tres y seis meses postrasplante que

los pacientes con genotipo heterocigoto u homocigoto.

Los resultados encontrados en nuestro estudio a nivel del polimorfismo MDR1
3435 son acordes a los hallazgos encontrados por Li Y, Wu P y Singh R; no
obstante hay que destacar que del mismo modo que ocurre con el polimorfismo
MDRI1 2677 en la mayoria de estudios no se encuentran relaciones entre la
presencia de polimorfismos y la exposiciéon a tacrolimo. Estos resultados en
principio contradictorios, no implican necesariamente que la relacion no exista
sino que puede estar enmascarada por la existencia de otros factores como los
polimorfismos en las enzimas metabdlicas fase I o fase II, que pueden a su vez
modificar la concentracion de tacrolimo en el organismo. En nuestro caso no
hemos incluido los haplotipos formados por el polimorfismo MDR1 2677 por
presentar una frecuencia de aparicion inferior al 2,5% en nuestros pacientes; no
obstante algunos autores han llevado a cabo estudios que relacionan la

.y, , - . . : 127
concentracion sanguinea de tacrolimo con la presencia de dichos haplotipos .

Respecto a los polimorfismos en los genes que codifican las enzimas
metabolicas fase I, a pesar de que inicialmente incluimos en nuestro estudio los
polimorfismos CYP3A5*3, CYP3A5*6, CYP3A5*8 y CYP3A5*9, tan solo
hemos podido estudiar los polimorfismos CYP3A5*3 y CYP3A5*6, ya que
todos los pacientes presentaban genotipo nativo para CYP3A5*8 y CYP3A5*9.

Los polimorfismos CYP3A5*3 y *6 provocan una alteracion en el gen, de modo
que no se puede expresar la enzima CYP3AS; este hecho condiciona que el
metabolismo de tacrolimo se vea reducido en los pacientes con genotipo

heterocigoto u homocigoto para estos polimorfismos provocando una reduccion
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del aclaramiento del farmaco del organismo y un incremento en su

concentracion sanguinea.

Los resultados que se presentan en la figura 17 son acordes a lo que cabria
esperar, de modo que para el polimorfismo CYP3A5*3 a pesar de que ningun
paciente presenta genotipo nativo relacionado con la expresion total de la enzima
CYP3AS5, la presencia del alelo polimorfico reduce considerablemente el
metabolismo de tacrolimo. Asi se observa que en los pacientes con genotipo
homocigoto se duplica la concentracion sanguinea de tacrolimo normalizada por
la dosis y el peso, respecto a los pacientes con genotipo heterocigoto,

observandose diferencias estadisticamente significativas (p<<0,0001).

Existen numerosos estudios que evalian la influencia del polimorfismo
CYP3A5*3 sobre la farmacocinética de tacrolimo y en todos ellos se observa
una marcada relacion entre el genotipo CYP3A5*3 y la relacion Cs/dosis/peso

. ’ . . - 12,13,14
de tacrolimo. Asi, en varias revisiones al respecto =~

se pone de manifiesto
que la presencia de uno o dos alelos polimérficos en el gen provoca un aumento
significativo en la concentracion sanguinea de tacrolimo y por ello los pacientes
heterocigotos u homocigotos para el genotipo CYP3A5*3 requieren menos dosis
de tacrolimo para alcanzar la concentracién sanguinea objetivo que los pacientes
con genotipo nativo. En la misma linea, Barry y cols'” realizan una revisién
sistematica que incluye 5 estudios en pacientes con trasplante renal en
tratamiento con tacrolimo, con el objetivo de evaluar la asociacion entre el
polimorfismo CYP3A5*3 y la variable farmacocinética “aclaramiento oral
aparente de tacrolimo”. El aclaramiento aparente de un farmaco que se
administra por via oral se define como el aclaramiento sistémico del farmaco
dividido por su biodisponibilidad. En los 5 estudios incluidos en dicha revision
se observd que los pacientes con genotipo nativo o heterocigoto presentaban un

aclaramiento oral aparente de tacrolimo superior a los pacientes con genotipo
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homocigoto; la diferencia en el aclaramiento aparente en funciéon del genotipo

oscilo entre el 26% y el 65% dependiendo del estudio.

A raiz de los hallazgos encontrados, tal como se describe en el apartado 2.3.3 de
antecedentes, varios autores han elaborado guias de dosificacion de tacrolimo en
base al genotipo CYP3A5*3*2**1! que se pueden aplicar en pacientes con

trasplante renal bajo estudios controlados.

El polimorfismo CYP3A5*6 presenta una baja prevalencia en la poblacion

£ iy 127,178,179
caucasica =’

, por ello hasta la fecha ningin estudio ha demostrado la
influencia del genotipo sobre la farmacocinética de tacrolimo. No obstante, en
nuestro estudio un 14% de los pacientes (n=7) presentan genotipo heterocigoto
para CYP3A5*6 y se observa que en estos pacientes se reduce la relacion
Cs/dosis/peso de tacrolimo respecto a los pacientes con genotipo nativo y
consecuentemente requieren menos dosis para alcanzar la misma concentracion

sanguinea objetivo, aunque no se alcanza una relacion estadisticamente

significativa.

Respecto a los polimorfismos en los genes que codifican las enzimas
metabélicas fase II, hemos estudiado los polimorfismos en los genes UGT1AS,
UGT1A9 y UGT2B7. A nivel del gen UGT1AS8 se encuentra el polimorfismo
UGT1A8*3, en el cual la presencia del alelo polimdrfico en el gen se traduce en
una falta de actividad enzimatica y consecuentemente se reduce la capacidad de
metabolizar tacrolimo y se incrementa su concentracion sanguinea. En la figura
20, se observa que los resultados hallados en nuestro estudio no son acordes a lo
que cabria esperar ya que los pacientes que presentan genotipo homocigoto,
relacionado con una reduccion en el metabolismo, presentan una concentracion
sanguinea de tacrolimo menor que los pacientes con genotipo nativo relacionado
con un mayor metabolismo de tacrolimo. Estos hallazgos en principio

contradictorios se deben a la coexistencia de otros polimorfismos genéticos en el
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paciente que se deben evaluar conjuntamente; por ello al analizar la relacion de
distintos haplotipos con la farmacocinética de tacrolimo (tabla 35) se observa
que los haplotipos (GTGC, GTGT y GCGC) formados por los polimorfismos
CYP3A5*3, UGT1A9*3, UGT1A8*3 y UGT2B7*2 provocan un incremento

significativo en la relacion Cs/dosis/peso de tacrolimo.

En relacion al gen UGT1A9 se han estudiado los polimorfismos presentes en la
region promotora del gen UGTIA9 -2152 y UGT1A9 -275 que provocan una
mayor expresion enzimatica; en consecuencia los pacientes con genotipo
homocigoto presentaran un incremento en el metabolismo de tacrolimo y con

ello una menor relacion Cs/dosis/peso que los pacientes heterocigotos o nativos.

Ademas, se han estudiado los polimorfismos UGT1A9*3, UGT1A9*4 y
UGT1A9*5, relacionados con una reduccion en el metabolismo de tacrolimo y
consecuentemente con una incremento en la relacion Cs/dosis/peso. En el caso
de los polimorfismos UGT1A9*3 y UGT1A9*5 la reducciéon en la actividad
metabdlica se debe a una menor actividad enzimética y en el caso del
polimorfismo UGT1A9*4 se produce por una falta de actividad enzimatica; por
tanto es de esperar que las consecuencias del polimorfismo UGT1A9%*4 sobre el
metabolismo de tacrolimo sean mas marcadas que las producidas por

UGT1A9*3 y UGT1A9*5.

En la figura 18 se observa que, segun lo esperado tanto para el polimorfismo
UGTI1A9 -2152 como para UGT1A9-275 la presencia del alelo polimorfico
provoca una reduccion en la relacion Cs/dosis/peso; asi, los pacientes
homocigotos presentan una menor exposicion a tacrolimo que los heterocigotos

y estos que los nativos, observandose diferencias estadisticamente significativas.

Hay que destacar que todos los pacientes han presentado genotipo nativo para

UGTI1A9*5 por tanto no se ha podido incluir en el analisis. En el caso de los
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polimorfismos UGT1A9*3 y UGT1A9*4, si observamos la figura 19, en el
polimorfismo UGT1A9*3 se cumple la relacién esperada ya que los pacientes
con genotipo heterocigoto presentan una relacion Cs/dosis/peso estadisticamente
superior a los pacientes con genotipo nativo, no obstante para el polimorfismo
UGT1A9*4 no se observa ninguna relaciéon ya que ambos subgrupos de
pacientes presentan una relacion Cs/dosis/peso similar. Este hallazgo puede
deberse a la coexistencia en un mismo paciente de polimorfismos que
incrementan la expresion de la enzima UGT1A9, que pueden neutralizar el
efecto del polimorfismo UGT1A9*4, no obstante en este caso no hemos
estudiado los haplotipos formados por UGT1A9*4 ya que presentaban una

frecuencia de aparicidn inferior al 2,5% en nuestros pacientes.

En relacion al gen UGT2B7, se ha estudiado el polimorfismo UGT2B7*2 que
provoca que la enzima no se exprese. En estas circunstancias es de esperar que
los pacientes homocigotos y heterocigotos presenten una reducciéon en el
metabolismo de tacrolimo respecto a los pacientes con genotipo nativo y con
ello un incremento en la concentracién sanguinea. Al contrario de lo que cabe
esperar, en la figura 20 se observa que los pacientes con genotipo homocigoto
presentan una reduccion en la relacion Cs/dosis/peso respecto a los pacientes con
genotipo heterocigoto y estos a su vez respecto a los pacientes con genotipo
nativo. Este hallazgo nos puede indicar que coexisten otros polimorfismos
genéticos en el paciente que se deben evaluar conjuntamente; por ello al analizar
la relacion de distintos haplotipos con la farmacocinética de tacrolimo se
observa que la presencia de los haplotipos (GTGC, GTGT y GCGC) formados
por los polimorfismos CYP3AS5*3, UGT1A9*3, UGT1A8*3 y UGT2B7*2
provocan un incremento significativo en la relacion Cs/dosis/peso de tacrolimo

(tabla 35).

Hasta la fecha no se ha publicado ningun estudio que relacione la presencia de

polimorfismos en los genes que codifican las enzimas metabodlicas fase 1l y la
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farmacocinética de tacrolimo. No obstante algunos autores han puesto de
manifiesto que en el metabolismo de tacrolimo también participan las enzimas
metabolicas fase II. Asi, Firdaous y cols"’ determinaron productos de
glucuronidacion de tacrolimo en la bilis humana, sin concretar qué isoenzimas
participaban en el metabolismo. Posteriormente, Strassburt y cols'** realizaron
un estudio sobre muestras tisulares para evaluar la metabolizacion de
ciclosporina 'y tacrolimo mediante 11  UDP-glucuronosiltransferasas
recombinantes y se puso de manifiesto que tacrolimo se metabolizaba a nivel
hepéatico mayoritariamente y a nivel intestinal en menor medida, a través de la
enzima UGT2B7. Mas recientemente un estudio publicado por Laverdiere y

134 . . . . ., .
realizado in vitro ha encontrado una elevada contribucién de la isoforma

cols
UGT1A4 a la glucuronidacion de tacrolimo, no obstante dicha isoforma no ha

sido evaluada en nuestro estudio.

Respecto a los polimorfismos en el gen PXR que codifica el factor de
transcripcion PXR, se ha estudiado el polimorfismo en la secuencia 25385C/T,
en el cual se observa que la presencia del alelo polimoérfico T estd relacionada
con una menor produccion de la enzima metabdlica CYP3A4, ya que reduce la
producciéon de ARNm hepatico, y con ello con una mayor concentracion de
tacrolimo. Seglin presenta la figura 21 no se observa ninguna relacién entre la
presencia del polimorfismo PXR y la exposiciéon a tacrolimo ya que los
pacientes homocigotos y heterocigotos para el polimorfismo presentan una
relacion Cs/dosis/peso similar. Puede ser que el efecto de los polimorfismos
sobre los factores de transcripcion sea mas débil por ello es necesario

incrementar el tamafio de muestra para observar una relacion a este nivel.

Hasta la fecha pocos estudios han evaluado el impacto del polimorfismo PXR -
25385C>T sobre la farmacocinética de tacrolimo. Benkali y cols'’ realizaron un
estudio de farmacocinética poblacional en 31 pacientes trasplantados con el

objetivo de desarrollar un modelo bayesiano que permitiera estimar los
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parametros farmacocinéticos de tacrolimo, asi se tomaron muestras de sangre a
las 0,33; 0,66; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6 y 9 horas tras la administraciéon de la dosis de
tacrolimo para calcular el AUC, en el modelo final se observd que el
hematocrito y el polimorfismo PXR -25385C>T eran las covariables mas
relacionadas con el aclaramiento de tacrolimo, de modo que al incrementar el
numero de alelos polimorficos en PXR se reducia el aclaramiento y al reducirse
el hematocrito aumentaba el aclaramiento. La diferencia de los hallazgos
encontrados por los autores y nuestros resultados, puede deberse a que hemos
utilizado valores de concentracion sanguinea minima de tacrolimo y no hemos
calculado el AUC de tacrolimo en los pacientes, por ello no disponemos de
tantos valores de concentracion. El calculo del 4rea bajo la curva es complejo en
la practica clinica habitual ya que requiere la extraccion de varias muestras de

sangre por paciente por ello no ha sido el objetivo de nuestro estudio.

5.2.3. Variables relacionadas con la respuesta farmacogenética-

clinica.

El rechazo agudo es una de las principales complicaciones médicas a corto-
medio plazo tras el trasplante renal y puede condicionar la evolucion del injerto
y del paciente a largo plazo.

En términos generales, el desarrollo de la reaccion inmunoldgica de rechazo
agudo estd muy relacionado con el tratamiento inmunosupresor instaurado, con
las actuales pautas de inmunosupresion basadas en la triple terapia
inmunosupresora asociada a la terapia de induccion en el momento del trasplante
se ha conseguido reducir la incidencia de rechazo agudo en la poblacion hasta un
8-20%". En nuestra poblacién se observa una incidencia de rechazo agudo del

12%, situada en el ambito de normalidad"*® "'
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Tacrolimo es un farmaco que cumple criterios de dosificacion en base a la
monitorizaciéon farmacocinética, segin se observa en el apartado 2.3.2 de
antecedentes, por ello para la individualizacidon posologica se dispone de un
valor objetivo de concentracion sanguinea que permite conocer la exposicion
real del paciente al firmaco. Segun Staatz’ y Kershner® los pacientes con un
valor de concentracion minima de tacrolimo por debajo del ambito terapéutico
establecido presentan un riesgo incrementado de rechazo agudo. En este sentido,
la presencia de polimorfismos genéticos que alteran la biodisponibilidad o el
metabolismo de tacrolimo puede repercutir en la incidencia de rechazo agudo en

el paciente.

A excepcion de los polimorfismos presentes en las regiones promotoras del gen
UGT1A9 (-2152 y -275) que estan relacionados con una mayor expresion de la
enzima UGTIA9 y con menor exposicion del paciente a tacrolimo, en el resto de
polimorfismos estudiados la presencia de uno o dos alelos polimorficos en el gen
provoca un aumento en la concentracion sanguinea del fArmaco incrementando
la exposicion a tacrolimo, por tanto es de esperar que en estos casos se reduzca
el riesgo de rechazo agudo. En nuestro estudio, no se observa ninguna relacion
estadisticamente significativa entre el genotipo de los pacientes y el riesgo de
rechazo agudo, no obstante segun se detalla en la tabla 36, los pacientes con
genotipo homocigoto para UGT1A9*3 presentan un riesgo relativo un 70%
menor de sufrir rechazo agudo que los pacientes con genotipo heterocigoto
(IC95% 0,05-1,9), y en los pacientes con genotipo heterocigoto se observa un
riesgo relativo un 57% inferior de presentar rechazo agudo que en los pacientes
con genotipo nativo (IC95% 0,09-2,1). Del mismo modo, en el polimorfismo en
la region promotora UGT1A9-275, como cabe esperar, se observa que los
pacientes con genotipo heterocigoto presentan un riesgo relativo de presentar
rechazo agudo un 13% superior que los pacientes con genotipo nativo (IC95%

0,14-8,6).
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El hecho de no encontrar diferencias estadisticamente significativas, puede estar
justificado por el reducido tamafio de la muestra, ya que al realizar un calculo
aproximado del tamafio muestral necesario para observar una diferencia en el
riesgo de presentar rechazo agudo en funcién del genotipo, se observa que
estableciendo un riesgo alfa del 5% y una potencia del 85%, para reducir el
riesgo de rechazo agudo un 5% se necesitaria una poblacion de 1.000 pacientes.

Por otra parte hay que tener el cuenta que el rechazo agudo no solo estd
relacionado con el tratamiento inmunosupresor sino que esta muy influenciado
por las variables relacionadas con el riesgo inmunolédgico del paciente estudiadas
en el apartado 5.2.1 por tanto la presencia de polimorfismos genéticos es un
factor mas que puede influir en la apariciéon de rechazo agudo pero no es el

factor mas influyente.

Diversos autores, han estudiado la asociacién entre la presencia de
polimorfismos en los genes MDR1 y CYP3AS, y el rechazo agudo, no obstante
no se ha encontrado ningtin estudio que evalte la asociacion a nivel de los genes
que codifican las enzimas metabolicas fase II o el factor de transcripcion PXR.
Al igual que ocurre en nuestro estudio la mayoria de autores no encuentran una
relacion estadisticamente significativa entre la presencia de polimorfismos en el
paciente y el rechazo agudo'”'*!0%!2B30ITIELIE. 1o ohstante en el caso del
polimorfismo CYP3A5*3 diferentes autores han obtenido resultados
satisfactorios, en primer lugar Macphee y cols'’ en un estudio realizado sobre
178 pacientes con trasplante renal a pesar de no encontrar diferencias en la
incidencia de rechazo agudo en los pacientes en funcién del genotipo
CYP3A5*3 observaron que en los pacientes con genotipo nativo y heterocigoto
(CYP3A5*1*3 y CYP3A5*1*1) el rechazo agudo se producia mas rapidamente
que en los pacientes con genotipo homocigoto (CYP3A5*3*3), con un tiempo
medio de 7 dias versus 13 dias, respectivamente, p=0,005. Quteineh L y cols™®
realizaron un estudio sobre 136 pacientes en tratamiento con tacrolimo que

habian recibido un trasplante renal y observaron que los pacientes con genotipo
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nativo (CYP3A5*1*1) presentaban wuna incidencia de rechazo agudo
estadisticamente superior a los pacientes con genotipo heterocigoto
(CYP3A5*1*3) y homocigoto (CYP3AS5*3*3) durante el primer afo
postrasplante (38% vs 10% vs 9%, respectivamente). En la misma linea Singh R

y cols'®*

observaron en 73 pacientes en tratamiento con tacrolimo que habian
recibido un trasplante renal, que los pacientes que no expresaban la enzima
CYP3A5 (CYP3A5*3*3) presentaban un riesgo reducido de rechazo agudo
respecto a los pacientes que si la expresaban (CYP3AS*1*3 y CYP3AS*1*1)
(RR 0,18 IC95% 0,03 a 0,99). Mas recientemente, Min y cols' en un estudio
sobre 62 pacientes con trasplante renal el tratamiento con tacrolimo, y tras
realizar una biopsia de control el dia 10 postrasplante, observaron que los
pacientes con genotipo nativo y heterocigoto para CYP3A5*3 (CYP3AS*1*1 y
CYP3A5*1*3) presentaban una mayor incidencia de rechazo agudo grado 1 o

superior segin la clasificacion de Banff que los pacientes con genotipo

homocigoto (CYP3A5*3*3) (42% vs 28%; p=0,017).

En el caso de los polimorfismos en el gen MDRI tan solo dos autores hasta la
fecha han encontrado una relacion estadisticamente significativa entre la
presencia de polimorfismos y la incidencia de rechazo agudo. Asi Singh R y
cols'*® realizaron un estudio sobre 75 pacientes en tratamiento con tacrolimo que
habian recibido un trasplante renal y analizaron la influencia de los
polimorfismos en MDRI1 en el exén en posicion 12, 21 y 26 sobre el rechazo
agudo. La incidencia de rechazo agudo en la poblacién de estudio fue del 38%
(29/75), los pacientes con genotipos heterocigoto y homocigoto para el
polimorfismo en el exén 21 presentaron un riesgo de rechazo agudo menor que
los pacientes con genotipo nativo (HR=0,37; p=0,045) y (HR= 0,31; p=0,010),
respectivamente. Del mismo modo los pacientes con genotipo heterocigoto y
homocigoto para el polimorfismo en el ex6n 26 presentaron un riesgo de rechazo
agudo menor que los pacientes con genotipo nativo (HR=0,35; p=0,014) y

(HR=0,37; p=0,042), respectivamente. Tras realizar un analisis de Kaplan-Meier
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se observd que en los pacientes con genotipo nativo para MDR1 2677 y MDR1
3435 el rechazo agudo se producia mas rapidamente que en los pacientes con
genotipo heterocigoto (log rank P =0,008 y 0,015), respectivamente. Por otra
parte Bardur S y cols’” aplicaron un modelo de regresion multivariante sobre
832 pacientes con trasplante renal para evaluar la contribucion de los
polimorfismos junto con otras variables clinicas al rechazo agudo y a la
farmacocinética de tacrolimo y observaron que el rechazo agudo dependia del
numero de incompatibilidades HL A, la presencia de necrosis tubular aguda, la

edad del paciente y los haplotipos en MDR1 (12, 21 y 26).

La nefrotoxicidad por tacrolimo es uno de los efectos adversos mas importantes
a tener en cuenta en los pacientes con trasplante renal ya que puede influir en la
evolucion del organo trasplantado. Es importante realizar un diagndstico
diferencial entre la nefrotoxicidad aguda por tacrolimo y otras complicaciones
como la necrosis tubular aguda, el rechazo agudo, la obstruccion del tracto
urinario o la estenosis de la arteria renal, entre otras. El diagnostico mas preciso
de la nefrotoxicidad por anticalcineurinicos se realiza mediante biopsia renal'®
no obstante, al tratarse de una técnica invasiva en ocasiones no es posible
realizar la biopsia renal por tanto se recurre a parametros mas subjetivos, como
al incremento de creatinina sérica asociado a valores de concentracion sanguinea
minima de tacrolimo por encima de ambito terapéuticoé’7 que revierte al

normalizar la concentracion sanguinea.

A excepcion de los polimorfismos en la region promotora del gen UGT1A9, los
polimorfismos genéticos estudiados incrementan la biodisponibilidad y reducen
el metabolismo de tacrolimo, por tanto provocan un incremento en su
concentracion sanguinea, es de esperar que en los pacientes que presenten uno o
dos alelos polimorficos en el gen, el riesgo de nefrotoxicidad este incrementado

ya que se trata de un efecto adverso concentracion-dependiente.
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De los 50 pacientes estudiados, el 44% (n=22) presentaron nefrotoxicidad, no
obstante en tan solo 4 pacientes se confirmé la nefrotoxicidad a través de la
biopsia renal, en el resto se atribuyd a un incremento de la creatinina sérica
asociada a valores de concentracion sanguinea de tacrolimo superiores a 15
ng/ml. En cuanto al riesgo de nefrotoxicidad en funcién del genotipo de los
pacientes para los polimorfismos estudiados (tabla 37), se observd que los
pacientes con genotipo homocigoto para CYP3A5*3, MDR1 3435, MDR1 2677,
UGT1A9*3, UGT1A8*3, UGT2B7*2 y PXR, presentaron mayor riesgo de
nefrotoxicidad que los pacientes con genotipo heterocigoto y del mismo modo
los pacientes con genotipo heterocigoto para CYP3A5*6, UGT2B7*2 y
UGT1A8*3 presentaron mayor riesgo de nefrotoxicidad que los pacientes con
genotipo nativo. No obstante, tan solo en los pacientes con genotipo homocigoto
para UGT1A8*3 se observd una relacion estadisticamente significativa entre la
presencia del polimorfismo y el riesgo de desarrollar nefrotoxicidad que puede
estar relacionada con la presencia de haplotipos que provocan una mayor

exposicion a tacrolimo en los pacientes.

Varios autores han estudiado la relacion entre los polimorfismos genéticos que
alteran los pardmetros farmacocinéticos de tacrolimo y la nefrotoxicidad, no
obstante hasta la fecha en ningun estudio se incluyen los polimorfismos en los
genes que codifican las enzimas metabolicas fase II, ni el factor de transcripcion
PXR. En el caso de los polimorfismos en el gen MDRI1 Naesens y cols'®
llevaron a cabo un estudio prospectivo sobre 252 pacientes que habian recibido
un trasplante renal tratados con tacrolimo, micofenolato de mofetil y corticoides,
para determinar que variables tenian mayor influencia sobre el dafio tubular
renal. Para evaluar el dafio renal realizaron 744 biopsias renales obtenidas
regularmente durante los 3 primeros afios postrasplante y lo relacionaron con el
genotipo MDRI1 de los donantes y pacientes trasplantados, la expresion de la
glicoproteina P a nivel renal y la exposicion a tacrolimo. Concluyeron que los

pacientes homocigotos para el genotipo MDR1 3435, que habian recibido un
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trasplante renal de un paciente afioso con genotipo MDR1 3435 homocigoto y
no expresaban glicoproteina P en las células renales presentaban un riesgo
incrementado de susceptibilidad al dafio tubulointersticial cronico en los 6rganos
trasplantados. A pesar de las limitaciones de nuestro estudio, ya que no se han
realizado biopsias renales y el seguimiento de los pacientes ha sido inferior, se
observa que nuestros resultados son acordes a los obtenidos por Naesens y cols,
ya que los pacientes homocigotos para el genotipo MDR1 3435 presentan un

riesgo incrementado de nefrotoxicidad (RR home: 1,35; IC95%: 0,4-4).

Respecto a los polimorfismos en los genes que codifican la enzima CYP3AS,
Chen JS y cols'™ en un estudio sobre 67 pacientes que habian recibido un
trasplante renal en tratamiento con tacrolimo, micofenolato de mofetil y
corticoides analizaron la relacion del genotipo CYP3AS5 con la nefrotoxicidad
por tacrolimo realizando una biopsia al mes postrasplante y observaron que la
fibrosis intersticial y la degeneracion macular fue mas severa en el grupo de
pacientes con genotipo homocigoto CYP3A5*3*3 respecto a los pacientes con
genotipo nativo CYP3A5*3*1 (p<0,05). En la misma linea, las revisiones

87y Gijsen VM y cols"® concluyen que la baja

realizadas por Hesselink y cols
expresion de MDR1 y CYP3AS esta relacionada con un riesgo incrementado de
desarrollar nefrotoxicidad por anticalcineurinicos. Nuestros hallazgos coinciden
con los autores estudiados, ya que los pacientes homocigotos para el genotipo
CYP3A5*3 presentan mayor riesgo de nefrotoxicidad que los pacientes
heterocigotos, no obstante no se llegan a alcanzar diferencias estadisticamente
significativas (RR 1,3; 1C95% 0,49-3,3). Por otra parte, Min y cols"* llevaron a
cabo un estudio prospectivo sobre 62 pacientes en tratamiento con tacrolimo que
habian recibido un trasplante renal y tras realizar una biopsia de control el dia 10
postrasplante observaron que la toxicidad renal por tacrolimo era similar en el

grupo expresor de CYP3AS (CYP3AS*1*1, CYP3A5*1*3) y no expresor de
CYP3AS (CYP3AS5*1*3) (13,8% vs 12,1%).
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La incidencia de neurotoxicidad en la poblacion de estudio ha sido del 66%

189,190 /
7" ademas en todos los

(n=33), superior a la encontrada en la bibliografia
casos ha aparecido en forma de temblor. La relacién entre la presencia de
polimorfismos genéticos en el paciente y la aparicion de neurotoxicidad puede
deberse a dos causas, por una parte se trata de un efecto adverso concentracion
dependiente; por tanto, los polimorfismos genéticos que incrementen la
biodisponibilidad y reduzcan el metabolismo de tacrolimo pueden incrementar el
riesgo de sufrir neurotoxicidad; pero por otra parte puede estar directamente
relacionado con la funcion de la glicoproteina P, ya que el transporte de
tacrolimo hacia el cerebro depende del transporte activo del farmaco a través de
la barrera hematoencefalica que estd mediado por la glicoproteina P¥. En
condiciones normales la glicoproteina P bombea el farmaco fuera del cerebro
para impedir su acumulacion, reduciendo la neurotoxicidad, no obstante ante la
presencia de polimorfismos en el gen MDRI1 se reduce la funcion normal de la
glicoproteina P, por tanto se incrementa el paso de tacrolimo a través de la
barrera hematoencefalica incrementando sus efectos toxicos. Este efecto se
demostrd por Yamauchi y cols® , que a partir de un estudio realizado sobre 17
pacientes con trasplante hepatico concluyeron que la concentraciéon sanguinea
elevada de tacrolimo, la disfuncion hepatica y el polimorfismo MDR1 2677 eran

variables predictoras de la neurotoxicidad inducida por tacrolimo.

Es de esperar que la suma de los dos efectos provoque un riesgo incrementado
de sufrir neurotoxicidad por tacrolimo en los pacientes con genotipo homocigoto
para MDR1 2677 y 3435. No obstante, segiin se describe en la tabla 38 en
nuestro estudio se observa una leve tendencia no estadisticamente significativa a
incrementarse el riesgo de neurotoxicidad en los pacientes con genotipo
homocigoto para MDR1 3435 respecto a los pacientes heterocigotos (RR 1,1;
I1C95% 0,6-2) y respecto a los pacientes nativos (RR 1,16; 1C95% 0,59-2,26)
pero ninguna tendencia para el polimorfismo MDR1 2677. Estos resultados son

acordes a los observados en la relacion Cs/dosis/peso media de tacrolimo, donde
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los pacientes homocigotos para MDR1 3435 presentaban una mayor exposicion
a tacrolimo que los pacientes heterocigotos y nativos, pero ninguna relacion en
los pacientes con polimorfismos MDR1 2677. En este caso no se observa
ninguna relacion con el mecanismo de accién de la glicoproteina P,
posiblemente causado porque el efecto del genotipo a nivel de la respuesta
dinamica al fairmaco es mas sutil que a nivel cinético por tanto se requiere mayor

tamafio de muestra para demostrarlo.

Respecto a las enzimas implicadas en el metabolismo de tacrolimo fase [ y fase
II, se observa en nuestra poblacion de estudio una leve asociacién entre la
presencia de polimorfismos en los genes que codifican CYP3AS y el riesgo de
neurotoxicidad, de modo que los pacientes con genotipo homocigoto para
CYP3A5*3 presentan un riesgo relativo un 40% superior de sufrir
neurotoxicidad que los pacientes con genotipo heterocigoto (IC95% 0,69-2,9),
efecto relacionado con la mayor exposiciéon a tacrolimo que presentan los
pacientes homocigotos para CYP3A5*3. Respecto a los pacientes con genotipo
homocigoto para UGT1A8*3 y UGT2B7*2 se observa mayor riesgo de sufrir
neurotoxicidad que los pacientes con genotipo heterocigoto y nativo, no
obstante, tan solo a nivel del polimorfismo UGT1A8*3 se observa una relacion
estadisticamente significativa entre la presencia de neurotoxicidad y el genotipo
de los pacientes, asi segin se detalla en la tabla 38, los pacientes con genotipo
homocigoto presentan un riesgo relativo 1,45 veces superior de sufrir
neurotoxicidad que los pacientes con genotipo nativo (IC95% 1,15-1,84). A
pesar de que en la figura 20 se observa que los pacientes con genotipo
homocigoto para UGT1A8*3 no presentan un incremento en la relacion
Cs/dosis/peso media, el incremento del riesgo de neurotoxicidad puede estar

justificado por la coexistencia de varios polimorfismos.

Pocos autores han evaluado el efecto de la concentracion sanguinea de tacrolimo

sobre la neurotoxicidad del paciente tras el trasplante renal; no obstante en
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ningun caso se ha estudiado la correlacidon con la presencia de polimorfismos
genéticos. Bottinger y cols'** evaluaron la relacion entre la concentracion
sanguinea de tacrolimo y los efectos adversos en 14 pacientes que habian
recibido un trasplante renal a los que se les realizaron un total de 656
determinaciones, observando que la incidencia de neurotoxicidad en los
pacientes incrementaba con el valor de concentracion, asi en el grupo de Cmin
entre 5-20 ng/ml la incidencia de neurotoxicidad fue del 2%, en el grupo de
Cmin entre 20-30 ng/ml del 10% y el grupo de Cmin >30ng/ml del 25%. En
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, a partir del estudio de un caso clinico de una paciente
pediatrica que habia recibido un trasplante renal, concluyeron que la
neurotoxicidad por tacrolimo era independiente de la concentracion sanguinea de
tacrolimo, ya que se produjo a pesar de mantener la concentraciéon sanguinea

entre 5-10 ng/ml.

La toxicidad metabdlica asociada a tacrolimo es concentracion dependiente y
puede aparecer en forma de dislipemia o diabetes mellitus. La dislipemia es mas
frecuente que la diabetes mellitus observandose en un 60% y 30% de los
pacientes, respectivamente. Es dificil determinar el origen de la toxicidad
metabodlica ya que es multifactorial, por una parte los pacientes tras el trasplante
renal inician tratamiento concomitante con corticoides que son firmacos que
alteran el metabolismo de la glucosa y en menor proporcion el de los lipidos y
por otra parte puede atribuirse a muchos factores no farmacologicos como la
edad, los antecedentes familiares, la dieta, el sobrepeso u otras alteraciones

metabolicas!'".

En nuestro estudio el 58% (n=29) de los pacientes presentaban dislipemia previa
al trasplante renal y el 10% (n=5) de los pacientes diabetes mellitus previa al
trasplante por ello se descartaron del analisis. De los pacientes que no
presentaron alteraciones metabdlicas antes del trasplante, 14 desarrollaron

dislipemia (66%) y 8 desarrollaron diabetes mellitus (18%). Esta incidencia de
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diabetes mellitus de novo en nuestra poblacion fue similar a la encontrada por

192, 193
otros autores .

Respecto a la relacion entre el genotipo de los pacientes y la presencia de
toxicidad metabolica, para los pacientes con polimorfismos genéticos a nivel del
gen MDRI en el ex6n 21 y 26, relacionados con una mayor biodisponibilidad de
tacrolimo, se observd una tendencia a incrementar el riesgo tanto de diabetes
mellitus (RR pen 1,115 IC95% 0,31-4,01 para MDR1 3435 y RR pome 1,4; IC95%
0,2-9,1 para MDR1 2677) como de dislipemia (RR pome: 1,6 ; IC95% 1-2,5 para
MDRI1 3435 y RR home:1,5; 1C95% 1-2 para MDR1 2677), no obstante no se

observaron diferencias estadisticamente significativas (tablas 39 y 40).

En el caso de la dislipemia también se observd una relaciéon a nivel de las
enzimas metabdlicas fase I y II y de los factores de transcripcion, aunque la
relacion con el genotipo CYP3AS fue muy leve, se observa que en los pacientes
con genotipo homocigoto para UGT2B7*2 se duplica el riesgo de presentar
dislipemia respecto a los pacientes con genotipo heterocigoto o nativo, y en los
pacientes con genotipo heterocigoto para UGT1A9*4 se incrementa el riesgo un
50% respecto a los pacientes con genotipo nativo. No obstante, tan solo se
observa una relacion estadisticamente significativa a nivel de los polimorfismos
en el factor de trascripcion PXR, asi los pacientes con genotipo homocigoto
presentan un riesgo relativo 1,73 veces superior de presentar dislipemia que los

pacientes con genotipo heterocigoto (IC95% 1,18-2,53).

Pocos autores han encontrado una relacion estadisticamente significativa entre la
presencia de polimorfismos genéticos en el paciente y el riesgo de dislipemia, al
igual que en nuestro estudio. Wang P y cols'’ realizaron un estudio sobre 96
pacientes con trasplante renal en tratamiento con tacrolimo, con el objetivo de
evaluar la influencia de los factores genéticos y clinicos del paciente sobre los

requerimientos de dosis de tacrolimo, para ello analizaron 768 polimorfismos en
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15 genes candidatos relacionados con el metabolismo, transporte y dianas
moleculares de tacrolimo. Se observo que de todos los genotipos estudiados el
genotipo CYP3A5*1 fue el que mayor relacion tenia con la exposicion a
tacrolimo, asi los pacientes con genotipo CYP3AS5*1 nativo requirieron mayor
dosis de mantenimiento de tacrolimo, mas incrementos de dosis y
consecuentemente tenian mayor riesgo de infradosificaciéon. No obstante, en

estos pacientes se observo una menor incidencia de dislipemia postrasplante.

La relaciéon entre la diabetes mellitus postrasplante y la presencia de
polimorfismos genéticos ha sido estudiada por varios autores. Asi, Numakura y
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realizaron un estudio sobre 71 pacientes que habian recibido un trasplante
renal en tratamiento con tacrolimo con el objetivo de determinar cuales eran los
factores de riesgo relacionados con la apariciéon de diabetes mellitus de novo
postrasplante, para ello analizaron la presencia de polimorfismos en los genes
relacionados con la biodisponibilidad de tacrolimo, (CYP3AS y MDRI1), con la
secrecion de insulina (receptor de la vitamina D “VDR”) y con la sensibilidad a
la insulina. Tras realizar un analisis multivariante se observo que las variables
que presentaban mayor correlacion con la aparicion de diabetes mellitus
postrasplante eran la edad del paciente (superior a 50 afios) y la presencia del
alelo VDR Tagql t, no se encontrd relacion entre los polimorfismos relacionados
con la biodisponibilidad de tacrolimo y la aparicion de diabetes mellitus
postrasplante. Estos resultados son acordes con nuestros resultados y pueden
explicarse porque la incidencia de diabetes mellitus postrasplante en la
poblacién es baja por tanto se requiere un tamafio de muestra mas elevado para
que se observen diferencias estadisticamente significativas para los
polimorfismos estudiados. Por otra parte, Kuypers y cols’® llevaron a cabo un
estudio prospectivo observacional sobre 304 pacientes con trasplante renal para
evaluar la relacion entre la funcidn retardada del injerto, la aparicion de diabetes
mellitus, la concentracién sanguinea de tacrolimo y los polimorfismos en los

genes CYP3A4, CYP3AS y MDRI. Para ello realizaron un modelo de regresion
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logistica que concluy6 que la edad del paciente (OR 1,044 1C95% 1,009-1,080),
la Cmin elevada de tacrolimo el dia 1 postrasplante (OR 1,048 1C95% 1,017-
1,080) y la funcion retardada del injerto (OR 2,968 IC95% 1,107-7,959) estaban
relacionadas con un riesgo aumentado de diabetes mellitus postrasplante. En el
modelo final no se incluyeron los polimorfismos genéticos, no obstante en un
analisis paralelo se observdé que los pacientes no expresores de CYP3AS5S
(CYP3A5*3*3) presentaban una mayor Cmin de tacrolimo el dia 1
postrasplante, por tanto indirectamente se relaciond el riesgo de desarrollar

diabetes mellitus postrasplante con el genotipo CYP3A5*3*3.

Préacticamente la totalidad de los pacientes en lista de espera para recibir un
trasplante renal presentan hipertension arterial debida a la propia enfermedad
renal cronica, por tanto en nuestro estudio se ha evaluado la asociacion entre la
presencia de polimorfismos genéticos asociados con tacrolimo y la complicacién
de la hipertension arterial previa como efecto adverso de este farmaco,
definiéndola como una alteracion en la hipertension arterial que requiere la
administracion de 1 o mas farmacos antihipertensivos al tratamiento previo al

trasplante.

En nuestros resultados (tabla 41) se observa una elevada relacién entre el
genotipo de los pacientes y la complicacion de la hipertension arterial previa, tal
como cabria esperar los pacientes homocigotos para los polimorfismos
CYP3A5*3, MDR1 3435, MDR1 2677, UGT1A8%*3 y PXR, relacionados con
una mayor exposicion a tacrolimo, presentaron mayor riesgo de complicacion de
la hipertension arterial previa que los pacientes heterocigotos y del mismo modo
los pacientes heterocigotos para CYP3A5*6, MDR1 3435, MDR1 2677,
UGT1A9*4 y UGT1A8*3 presentaron un riesgo superior a los pacientes nativos,
observandose diferencias estadisticamente significativas en los pacientes con
genotipo homocigoto para los polimorfismos MDR1 3435, MDR1 2677 y

UGT1A8*3, respecto a los pacientes con genotipo heterocigoto.
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A pesar de que la hipertension arterial en el enfermo renal es multifactorial y no
se puede atribuir Unicamente a la concentracién sanguinea de tacrolimo, en
nuestra poblacion de estudio se ha observado que el riesgo de complicacion de la
hipertension arterial es superior en los pacientes con polimorfismos que alteran
la funcion de la glicoproteina P y con ello la biodisponibilidad de tacrolimo. Asi
en el caso del polimorfismo MDR1 3435 los pacientes con genotipo homocigoto
presentan practicamente el doble de riesgo de complicacion de la hipertension
arterial que los pacientes con genotipo heterocigoto y nativo (RR pome 1,65
1C95%1,2-2,14, y RR 11n2,43; IC95% 1,38-4,29), al igual que los pacientes que
presentan el polimorfismo MDR1 2677 (RR pome 1,7; 1C95% 1,3-2,2 y RR
hom:2,33; 1C95% 1,27-4,27).

Estos hallazgos son acordes a los encontrados por Stratta y cols'® los cuales a
partir de un analisis de regresion multiple realizado sobre 450 pacientes con
trasplante renal demostraron que los pacientes que requerian una dosis menor de
tacrolimo tenian mas riesgo de desarrollar infecciones (OR 1,533; p=0,008) y de
presentar hipertension arterial sistolica (OR 1,385; p=0,022). A su vez el menor
requerimiento de dosis de tacrolimo estaba relacionado con el genotipo
homocigoto CYP3AS5*3 ajustado por los polimorfismos MDR1 en el exén 12 y
26 (OR 8,104, p=0,0001).

Por ultimo, la presencia de infecciones en el paciente con trasplante renal esta
fuertemente relacionada con su estado de inmunosupresion, por ello la terapia
inmunosupresora puede potenciar el desarrollo de infecciones en estos pacientes.
El farmaco inmunosupresor mas relacionado con el desarrollo de infecciones es
el micofenolato de mofetilo ya que entre sus efectos adversos destaca la
leucopenia que es un factor de riesgo para el desarrollo de infecciones
oportunistas; no obstante, tacrolimo por el hecho de ser un farmaco

inmunosupresor puede potenciar su desarrollo.
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Del total de pacientes incluidos en el presente estudio el 50% (n=25) presentaron
infecciones bacterianas, generalmente infecciones del tracto urinario producidas
por microorganismos gram negativos muy frecuentes en el paciente tras el
trasplante renal, tan solo el 12% de los pacientes presentaron infecciones viricas,
en 6 casos producidas por CMV y en 1 solo caso por el virus BK. Respecto al
riesgo de desarrollar infecciones en funciéon del genotipo, tan solo se observo
una tendencia a presentar mayor incidencia de infecciones en los pacientes
homocigotos para MDR1 2677 y PXR respecto a los pacientes heterocigotos y
en los pacientes heterocigotos CYP3A5*6, MDR1 3435 y MDR1 2677 respecto
a los pacientes nativos, no obstante en ningin caso se observo una relacion

estadisticamente significativa (tabla 42).

La relacion entre los polimorfismos genéticos que reducen la concentracion de
tacrolimo y el desarrollo de infecciones ha sido menos estudiada. Stratta y
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al realizar un analisis multivariante sobre 450 pacientes con trasplante
renal demostraron que los pacientes que requerian una dosis menor de tacrolimo
tenian mas riesgo de desarrollar infecciones (OR 1,533; p=0,008) y de presentar
hipertensién arterial sistélica (OR 1,385; p=0,022), a su vez el menor
requerimiento de dosis de tacrolimo estaba relacionado con el genotipo

homocigoto CYP3AS5*3 ajustado por los polimorfismos MDR1 en el exén 12 y
26 (OR 8,104, p=0,0001).

En resumen, seglin se observa en la siguiente tabla (tabla 73), los polimorfismos
que reducen la expresion de la glicoproteina P, MDR1 3435 y MDRI1 2677,
relacionados con una mayor biodisponibilidad de tacrolimo, incrementan el
riesgo de sufrir complicacion de la hipertension arterial previa. Respecto a los
genes que codifican las enzimas metabolicas fase II, el polimorfismo
UGT1A8%*3, aumenta el riesgo de sufrir nefrotoxicidad, neurotoxicidad y
complicacion de la HTA previa en los pacientes, a pesar de no incrementar la

relacion Cs/dosis/peso. Por otra parte, la presencia del polimorfismo PXR, a
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causa de provocar un incremento en el porcentaje de monitorizaciones
supraterapéuticas de tacrolimo (tabla 45) aumenta el riesgo de desarrollar

dislipemia de novo postrasplante.

Tabla 73.Polimorfismos que influyen significativamente en el riesgo de sufrir
efectos adversos.

Gen Polimorfis RR (IC95%)
(loc) mo NefroT DL DM HTA NeuroT Inf
MDRI1 MDRI1 hohe: 1,6
(GD (3435) (1,2-2,1)
ho/n: 2,4
(1,4-4,3)
MDRI1 ho/he- 1,7
(2677) (1,3-2,2)
hofn: 2 3
(1,3-4,3)
UGT | UGTI1A8*3 | yope 1,5 hohe: 1,7
(Hep) (1,1-2,3) (1,1-2,5)
ho/n: 2,9 ho/: 2 hofn 1,5
(1,8-4,7) (1,5-2,9) (1,2-1,8)
PXR PXR hoe 1,7
(ntcleo) (1,2-2,5)

Loc: localizacion; RR: riesgo relativo; IC95%: intervalo de confianza del 95%; NefroT:
nefrotoxicidad; DL: dislipemia de novo; DM: diabetes mellitus de novo; HTA:
complicacion de la hipertension arterial previa; NeuroT: neurotoxicidad; Inf: infeccion.

5.3. ANALISIS FARMACOCINETICO

Tal como se desarrolla en el apartado 2.3.2 de antecedentes, tacrolimo es un
farmaco con elevada variabilidad intra e interindividual y con un estrecho indice
terapéutico, por ello el ajuste de dosis en base a la monitorizaciéon
farmacocinética permite incrementar la eficacia y seguridad del farmaco en los
pacientes trasplantados. La monitorizacion farmacocinética de tacrolimo ha
demostrado su utilidad clinica no solo para prevenir los episodios de rechazo del
organo trasplantado por concentraciones sanguineas bajas, o minimizar la
toxicidad inducida por concentraciones sanguineas elevadas del farmaco, sino
también para controlar las interacciones farmacologicas y la falta de adherencia

del paciente al tratamiento.
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En la ultima conferencia de consenso para la optimizacién de la terapia con
. r r1: 3 . . .
tacrolimo en trasplante de 6rgano sé6lido’, se puso de manifiesto la importancia
de la monitorizacion farmacocinética para el seguimiento del paciente con
tacrolimo, es por ello que actualmente forma parte de la practica clinica habitual

en el seguimiento del paciente trasplantado.

Para llevar a cabo nuestro estudio se han tenido en cuenta las monitorizaciones
realizadas durante las seis primeras semanas postrasplante, ya que es el periodo
mas critico postrasplante observandose una mayor incidencia de complicaciones,
tanto relacionadas con la infradosificaciéon como con la sobredosificacién por

tacrolimo.

En el Servicio de Farmacia del hospital universitario Dr. Peset se realiza la
monitorizacion farmacocinética de tacrolimo a todos los pacientes tras el
trasplante renal, la frecuencia de monitorizaciones durante las seis primeras
semanas postrasplante se sintetizan en la tabla 18 del apartado de material y
métodos. En términos generales se realizan una media de 12 determinaciones
por paciente, con el objetivo de mantener un &mbito de concentracidén sanguinea

minima entre 10-15 ng/ml.

En los 50 pacientes incluidos en el estudio se han realizado un total de 558
determinaciones, correspondiendo a una media de 11 determinaciones por
paciente, similar a la establecida segun el calendario de monitorizacién. Hay que
destacar que practicamente la mitad de las monitorizaciones realizadas (42%) se
encontraban fuera de &mbito terapéutico, comprometiendo la eficacia y toxicidad
de la terapia con tacrolimo, en estos casos fue necesario realizar una
recomendacion farmacoterapéutica de individualizacién de la pauta posolégica,
para alcanzar una concentracion sanguinea dentro del intervalo terapéutico

optimo.
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En funcién de si la determinacion farmacocinética se encontrara por encima o
por debajo de ambito terapéutico, se recomendo6 reducir o incrementar la dosis
de tacrolimo. Asi se realizaron un total de 182 reducciones de dosis,
correspondientes a 122 determinaciones fuera de ambito y un total de 80
incrementos de dosis correspondientes a 120 determinaciones por debajo de
ambito. Se observa que el numero de reducciones de dosis realizadas por el
nefrélogo fue mayor al nimero de determinaciones por encima de ambito y, por
el contrario, el nimero de aumentos de dosis fue inferior al nimero de
determinaciones por debajo de dmbito, esta situacion indica que los facultativos
son mas conservadores en los incrementos de dosis que en las reducciones. Este
hallazgo, en parte puede explicarse porque en nuestro centro se ha establecido un
ambito terapéutico de 10-15 ng/ml las primeras seis semanas postrasplante sin
tener en cuenta el resto de la terapia inmunosupresora; no obstante los actuales
estudios realizados en inmunosupresion tienden a descender el ambito
terapéutico a 5-10 en los casos de induccidon con timoglobulinag, tal como se
observa en la tabla 31, el 60% de los pacientes recibieron tratamiento de
induccion con timoglobulina; por tanto en estos casos aunque no se pretendia
alcanzar el ambito terapéutico de 5-10 ng/ml establecido en la bibliografia se
tendi6o a mantener el valor de concentracion sanguinea en el limite inferior a las

establecidas en nuestro centro.

5.4. ANALISIS FARMACOGENETICO

Puesto que la distribucion de los polimorfismos en la poblacion depende de la
etnia de los pacientes, se han comparado nuestros resultados con los esperados
en la poblacion caucéasica'”’. En primer lugar hay que destacar que tal como cabe
esperar en la poblacion caucésica, el 100% de los pacientes presentaron genotipo
nativo para los polimorfismos CYP3A5*8, CYP3A5*9, UGT1A9*5, el 86% de
los pacientes presentaron genotipo nativo para CYP3AS5*6 y el 94% para

UGT1A9*3.
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En los polimorfismos presentes en el gen MDRI1, la mayoria de los pacientes
(56%) presentaron genotipo heterocigoto tanto para MDR1 2677 como para
MDRI1 3433 y a nivel del polimorfismo CYP3A5*3 presente en los genes que
codifican las enzimas metabélicas fase I, tal como indica en la bibliografia
ningin paciente presento genotipo nativo y la mayoria presentaron genotipo

homocigoto (82%).

En los polimorfismos presentes en los genes que codifican las enzimas
metabélicas fase II se observd que en la mayoria de polimorfismos los
resultados eran acordes a los esperados en la poblacion caucésica (tabla 44), asi
en el caso de UGT1A9 -2152 y UGT1A8*3 la mayoria de pacientes presentaban
genotipo nativo, 76% y 66%, respectivamente, y en el caso de UGT2B7*2 el
60% presentaban genotipo heterocigoto. No obstante, se observaron
discrepancias a nivel de los polimorfismos UGT1A9 -275 y UGT1A9*4, ya que
segin la bibliografia practicamente el 100% de los pacientes caucasicos
presentan genotipo nativo, y en nuestro caso la proporcion de pacientes
heterocigotos y homocigotos fue superior a la esperada, siendo del 64% y 2%,
respectivamente para el polimorfismo UGT1A9 -275 y del 46% y 54%,

respectivamente para el polimorfismo UGT1A9*4.

Respecto al polimorfismo PXR, en la poblacién caucasica se observa una
distribucién homogénea entre el genotipo nativo, heterocigoto y homocigoto; no
obstante en nuestro estudio al contrario de lo que cabria esperar ningin paciente
presentd genotipo nativo, y la mayoria de los pacientes presentaron genotipo

heterocigoto (84%).
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5.5. INDICADORES DE CALIDAD ASISTENCIAL Y
SEGURIDAD EN EL PACIENTE

Para mejorar la calidad en la practica clinica es importante evaluar la misma, la
evaluacion de la calidad surge como comparacidn entre situaciones previamente
definidas como deseables y la realizada, analizando las discrepancias y
aportando sugerencias para evitarlas. Uno de los instrumentos que permite medir
y comparar situaciones es la aplicacién de indicadores, que son instrumentos de
medida cuantitativa que pueden usarse como guia para monitorizar, evaluar y
mejorar la calidad de importantes actividades desarrolladas en la asistencia al
paciente y de los servicios de apoyo que afectan a los resultados en los

pacientesm.

En este trabajo hemos planteado la utilizacion de indicadores por una parte para
evaluar la situacion actual de la practica farmacocinética, clinica, asistencial y
econdmica sobre nuestros pacientes, y por otra parte para estudiar la influencia

de determinados polimorfismos genéticos sobre el resultado de los indicadores.

5.5.1. Indicadores farmacocinéticos de eficacia y seguridad.

Las guias de dosificacion de tacrolimo, a partir de diversos estudios descritos en
el apartado 2.3.2 de antecedentes que relacionan la Cmin de tacrolimo con la
incidencia de rechazo agudo o efectos adversos del farmaco™*'*'  han
establecido el ambito terapéutico Optimo para la profilaxis del rechazo en
pacientes con trasplante renal entre 5-15 ng/ml, en funcion del tratamiento
concomitante y el periodo postrasplante, de este modo se ha observado que
concentraciones inferiores a 5 ng/ml pueden comprometer la eficacia del

tratamiento y concentraciones superiores a 15 ng/ml pueden incrementar la

toxicidad. Para calcular los indicadores farmacocinéticos de eficacia y seguridad
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se ha tenido en cuenta el ambito terapéutico de tacrolimo de 10-15 ng/ml, por ser
el estandarizado en nuestro centro para la individualizacion posolégica de
tacrolimo en los pacientes durante las 6 primeras semanas postrasplante, sin

tener en cuenta el tratamiento inmunosupresor concomitante.

Se han establecido los indicadores definidos en la tabla 27 como medida
indirecta de la eficacia o toxicidad del tratamiento con tacrolimo, de modo que
suponemos que los pacientes con mayor porcentaje de determinaciones fuera de
ambito terapéutico estan expuestos a un riesgo mayor de fracaso terapéutico o de
aparicion de efectos adversos. Ademas se ha evaluado el resultado de los
indicadores en funcidén de los 14 polimorfismos genéticos establecidos en el
apartado 3.5.2 de material y métodos, para medir si la presencia de alelos
polimérficos en el gen influye en los resultados de la monitorizacién

farmacocinética en el paciente.

Si analizamos el resultado de los indicadores farmacocinéticos de seguridad
IFsl y IFs2 en funcion del genotipo (tablas 45 y 46) se observa que los
pacientes con genotipo homocigoto para el polimorfismo CYP3A5*3 presentan
un porcentaje de determinaciones supraterapéuticas muy superior a los pacientes
con genotipo heterocigoto (23,9% vs 8,9%, p<0,05), consecuentemente el
porcentaje de reducciones de dosis que sufren los pacientes homocigotos
respecto a los pacientes heterocigotos también es superior (39,7% vs 21,1%,
p<0,05). Estos resultados son acordes a los descritos en la figura 17 donde se
observaba que los pacientes con genotipo homocigoto presentaban una relacion
Cs/dosis/peso muy superior a los pacientes con genotipo heterocigoto (p<0,001),
por ello los pacientes homocigotos para el genotipo CYP3A5*3 como cabe
esperar alcanzardn un mayor numero de concentraciones supraterapéuticas y
requeriran mas reducciones de dosis de tacrolimo que los pacientes

heterocigotos ya que presentan una mayor exposicion a tacrolimo.
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En el caso del polimorfismo CYP3A5*6, a pesar de que no se encuentran
diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de concentraciones
supraterapéuticas entre el grupo de pacientes con genotipo heterocigoto y nativo,
se observa que los pacientes con genotipo heterocigoto requieren mas
reducciones de dosis que los pacientes con genotipo nativo (40,9% vs 35,7%,
p<0,05), esta discrepancia se debe a la tendencia que presentan los nefrélogos a
reducir dosis de tacrolimo cuando el valor de concentracién sanguinea se
encuentra proximo al limite superior, sin esperar a que se encuentre por encima

del mismo.

Respecto a los genes que codifican las enzimas metabolicas fase 1, en concreto
en los polimorfismos en la regiéon promotora del gen UGT1A9 -2152 y UGT1A9
-275, al igual que ocurria con la relacion Cs/dosis/peso presentada en la figura
18, donde se observaba que la presencia del alelo polimdrfico en el gen
provocaba un descenso en la exposicion a tacrolimo, el resultado de los
indicadores nos indica que los pacientes con genotipo homocigoto presentan
menos concentraciones supraterapéuticas que los pacientes heterocigotos y éstos
que los pacientes nativos tanto en UGT1A9 -2152 (22,4% vs 16,1% vs 13,6%,
p<0,05) como en UGT1A9 -275 (29% vs 20,2% vs 14,9% p<0,05). No obstante,
para los pacientes con genotipo homocigoto el porcentaje de concentraciones
sanguineas supraterapéuticas no es proporcional al porcentaje de reducciones de
dosis. Esta discrepancia, al igual que ocurria en el caso del polimorfismo
CYP3AS5*6, se debe a que la reduccion de dosis se ha realizado cuando el valor
de concentracion sanguinea se encontraba préximo al limite superior, sin
alcanzar concentraciones supraterapéuticas. Por tanto, en este subgrupo, se
produce paradéjicamente un incremento en el porcentaje de reducciones de dosis

a pesar de que el porcentaje de concentraciones supraterapéuticas es menor.

Un hallazgo significativo es el encontrado en el gen PXR, en el cual a pesar de

que inicialmente no se evidenciaba una mayor exposicion a tacrolimo en los
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pacientes homocigotos respecto a los heterocigotos (figura 21), los indicadores
nos muestran que el porcentaje de concentraciones supraterapéuticas es superior
para los pacientes homocigotos respecto a los heterocigotos (30,9% vs 18,9%
p<0,05) y a su vez el porcentaje de reducciones de dosis es superior en los
pacientes homocigotos respecto a los heterocigotos (48,8% vs 34%, p<0,05).
Este resultado esta justificado porque la presencia del alelo polimorfico reduce la
sintesis de CYP3A4 y con ello el metabolismo de tacrolimo, incrementando sus
valores sanguineos. No obstante, el hecho de que se modifique el indicador sin
repercutir en la relacion Cs/dosis/peso puede explicarse porque la exposicion a
tacrolimo se ha medido a partir del valor medio de la relacién Cs/dosis/peso. El
calculo del valor medio enmascara la variabilidad de los datos, por tanto en este
caso se observa que en los pacientes homocigotos existe una mayor variabilidad
farmacocinética ya que aunque no se observan diferencias en el valor medio de
la relaciéon Cs/dosis/peso en funcion del genotipo hay mayor porcentaje de
concentraciones supraterapéuticas como resultado de una mayor dispersion en

los datos de concentracion sanguinea.

Para el resto de polimorfismos no se encuentran diferencias estadisticamente

significativas a nivel de los indicadores farmacocinéticos de seguridad.

En los indicadores farmacocinéticos de eficacia se ha estudiado no solo el
porcentaje de concentraciones infraterapéuticas (IFel) y las reducciones de dosis
(IFe2) por paciente sino también el tiempo que tardan los pacientes en alcanzar
el intervalo terapéutico optimo de tacrolimo (IFe3, IFe4), ya que la demora en
alcanzar niveles terapéuticos en el postrasplante inmediato puede estar

relacionada con el desarrollo de rechazo agudo en el paciente.

En los polimorfismos en los genes que codifican la glicoproteina P, relacionados
directamente con la biodisponibilidad de tacrolimo, se observa que los pacientes

con genotipo nativo, al mantener la funcién normal de la glicoproteina P,
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presentan una menor exposicion a tacrolimo (figura 16) y consecuentemente el
porcentaje de concentraciones infraterapéuticas es mayor y requieren mas
incrementos de dosis que los pacientes heterocigotos y homocigotos (tablas 47 y
48). Del mismo modo, la biodisponibilidad reducida de tacrolimo en los
pacientes con genotipo nativo también influye en el tiempo que alcanzan el
porcentaje terapéutico 6ptimo, asi se observa que el tiempo medio en alcanzar el
intervalo terapéutico optimo de tacrolimo desde el inicio de la terapia es muy
superior en los pacientes con genotipo nativo respecto a los pacientes con
genotipo heterocigoto y homocigoto, tanto en el polimorfismo MDR1 3435 (6,2
dias vs 3,8 dias vs 2 dias, p<0,05) como para el polimorfismo MDRI1 2677 (5,4
dias vs 4,1 dias vs 3,5 dias, p<0,05), consecuentemente se observa que en ambos
polimorfismos el 100% de los pacientes homocigotos han alcanzado el intervalo
terapéutico optimo el 5* dia de la terapia con tacrolimo, respecto al 50-58% de

los pacientes en el caso del genotipo nativo.

En los polimorfismos en los genes que codifican las enzimas metabdlicas fase I,
al igual que ocurria en los indicadores farmacocinéticos de seguridad, los
pacientes con polimorfismos CYP345*3 presentan una elevada correlacion entre
el genotipo y los indicadores farmacocinéticos de eficacia. Asi se observa que
los pacientes con genotipo heterocigoto presentan mas del doble de
concentraciones infraterapéuticas que los pacientes homocigotos (41,2% vs
16,3%, p<0,05) y consecuentemente requieren mas incrementos de dosis de
tacrolimo (29,1% vs 11,9%, p<0,05). Este hecho provoca que los pacientes con
genotipo homocigoto para CYP3A5*3 alcancen el intervalo terapéutico 6ptimo
de tacrolimo 5 dias antes que los pacientes heterocigotos, observandose que el 5°
dia del inicio de la terapia con tacrolimo el 80,5% de los pacientes con genotipo
homocigoto han alcanzado el intervalo terapéutico dptimo respecto a tan solo el

44,4% de los pacientes heterocigotos (p<0,05).
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En el caso de los polimorfismos en los genes que codifican las enzimas
metabolicas fase II, no se observa ninguna relacion estadisticamente
significativa entre el genotipo del paciente y los indicadores farmacocinéticos de

eficacia (tablas 47 a 50).

Por ultimo respecto al gen que codifica el factor de transcripcion PXR, al igual
que ocurria con el indicador farmacocinético de seguridad, se observa una
elevada relacion entre el genotipo PXR y los indicadores farmacocinéticos de
eficacia, asi los pacientes con genotipo heterocigoto para PXR presentan un
valor muy superior de concentraciones infraterapéuticas a los pacientes con
genotipo homocigoto (23,5% vs 6,1%, p<0,05) y a su vez requieren mas
incrementos de dosis (16,1% vs 9,5%, p<0,05). Todo ello repercute, aunque mas
levemente, en el tiempo en alcanzar el intervalo terapéutico Optimo,
observandose que los paciente con genotipo homocigoto para PXR alcanzan el
intervalo terapéutico 6ptimo mas rapidamente que los pacientes heterocigotos (3
dias vs 4,6 dias, p<0,05) asi el 72,5% de los pacientes homocigotos han
alcanzado el intervalo terapéutico optimo el 5° dia del inicio de la terapia con

tacrolimo respecto al 66,7% de los pacientes con genotipo heterocigoto.

Hay que destacar la elevada correlacion que existe entre los polimorfismos que
influyen directamente sobre la biodisponibilidad de tacrolimo y los indicadores
farmacocinéticos de eficacia y seguridad, evidenciandose en nuestra poblacion
que la presencia de polimorfismos genéticos en los pacientes repercute en el
seguimiento farmacocinético del paciente trasplantado y con ello en la practica
clinica asistencial. Hasta la fecha pocos autores han estudiado la asociacion entre
la presencia de polimorfismos genéticos en los pacientes y sus resultados en la
monitorizaciéon farmacocinética. Aunque todos ellos se han centrado en el
polimorfismo CYP3A5*3 los hallazgos encontrados han sido similares a nuestro
estudio; asi, MacPhee y cols'’ realizaron un estudio sobre 178 pacientes con

trasplante renal y observaron que a las dos semanas postrasplante, el porcentaje
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de pacientes que presentaban concentraciones infraterapéuticas (<10 ng/ml) fue
inferior en el grupo de pacientes con genotipo homocigoto respecto a los
heterocigotos o nativos (4% vs 17%, p=0,0005), ademas el porcentaje de
pacientes que presentd al menos una concentracidon sanguinea supraterapéutica
(>15 ng/ml) fue del 63,2% en el caso de los pacientes con genotipo homocigoto
respecto al 45,3% en los pacientes con genotipo heterocigoto y nativo. Los
pacientes con genotipo heterocigoto y nativo tardaron mas tiempo en alcanzar el
ambito terapéutico Optimo que los pacientes con genotipo homocigoto y esto
repercutio en el tiempo de aparicion del rechazo agudo, siendo de 13 dias en
pacientes con genotipo homocigoto respecto a 7 dias en pacientes con genotipo
heterocigoto o nativo. Wang y cols' realizaron un estudio sobre 96 pacientes
con trasplante renal donde observaron que el porcentaje de pacientes con
concentracion sanguinea de tacrolimo dentro del &mbito terapéutico establecido
durante las dos primeras semanas postrasplante (8-12 ng/ml) fue de 0% en el
grupo de pacientes con genotipo nativo (CYP3A5*1*1), 29% en el grupo de
pacientes con genotipo heterocigoto (CYP3A5*3*1) y 41% en el grupo de
pacientes con genotipo homocigoto (CYP3A5%*3*3). Del mismo modo, en el
grupo de pacientes con genotipo nativo se observé un mayor porcentaje con
concentraciones de tacrolimo por debajo de ambito terapéutico que en el grupo
de pacientes con genotipo heterocigoto y homocigoto, respectivamente (78% vs

61% vs 43%).

5.5.2. Indicadores clinicos.

La necrosis tubular aguda es una complicaciéon muy comun en el paciente
trasplantado y consiste en una disfuncién inicial del injerto renal en el
postoperatorio inmediato que requiere la realizacion de una o varias sesiones de
dialisis. Generalmente su incidencia oscila entre un 15-40% en trasplantes de
origen cadavérico y depende de factores como el tiempo de isquemia fria, las

caracteristicas del organo trasplantado o la terapia inmunosupresora. Es
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importante aplicar medidas para reducir la necrosis tubular aguda en el paciente
trasplantado ya que se ha demostrado que incrementa la incidencia de rechazo
agudo y empeora la evolucioén a corto plazo tanto del trasplante renal como del

paciente.

Entre los indicadores clinicos hemos incluido el porcentaje de pacientes con
necrosis tubular aguda ya que, aunque no esté directamente relacionada con el
tratamiento inmunosupresor, puede afectar al resto de indicadores estudiados

tanto clinicos como de practica asistencial.

El porcentaje de pacientes que ha desarrollado necrosis tubular aguda en nuestra
poblaciéon de estudio ha sido del 34%, situdndose dentro de los ambitos de
normalidad. Si analizamos la incidencia de necrosis tubular aguda en funcion de
los polimorfismos genéticos que presenta el paciente, a pesar de no encontrarse
una relacion estadisticamente significativa con ningin polimorfismo estudiado,
se observa una tendencia a que los pacientes con genotipo nativo, relacionados
con una menor exposiciéon a tacrolimo, presenten una mayor incidencia de
necrosis tubular aguda. Este hallazgo se produce principalmente en los
polimorfismos que alteran la biodisponibilidad de tacrolimo MDR1 3435,
MDRI1 2677 y CYP3A5*3, y en el polimorfismo PXR. Existen controversias en
los genes que codifican las enzimas metabdlicas fase II, ya que en algunos casos
se cumple la misma condicion, es decir para UGT1A9-2152, UGT1A9*3,
UGT1A9*4 y UGT2B7*2 a menor exposicion de tacrolimo mayor incidencia de
necrosis tubular aguda, sin embargo en otros casos se produce el efecto contrario
para UGT1A9 -275 y UGTIA8*3 a menor exposiciéon de tacrolimo menor

incidencia de necrosis tubular aguda (tabla 51).

El hecho de que al reducirse la exposicion a tacrolimo en el paciente se

incremente la necrosis tubular aguda, nos indica que el desarrollo de la necrosis
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tubular aguda es multifactorial y su correlacidon con la concentracion sanguinea

de tacrolimo es muy baja.

Varios autores han estudiado la relacion entre la necrosis tubular aguda y el
genotipo de los pacientes, tanto para los polimorfismos en MDR1 como para los
polimorfismos en CYP3AS5, en el estudio realizado por Glowacki y cols'” al
igual que ocurre en nuestro estudio, los genotipos CYP3AS5 y MDRI1 no tuvieron
relacion con la incidencia de funcién retardada del injerto en los pacientes. No
obstante por el contrario, Kuypers y cols’® si encontraron una asociacion entre
la presencia de necrosis tubular aguda y la exposicion a tacrolimo, asi al realizar
un estudio prospectivo observacional sobre 304 pacientes con trasplante renal
para evaluar la relacion entre la funcion retardada del injerto, la aparicion de
diabetes mellitus, la concentracion sanguinea de tacrolimo y los polimorfismos
en los genes CYP3A4, CYP3AS5 y MDRI1, observaron que la funcion retardada
del injerto se asocid con una Cmin inicial de tacrolimo mayor y una dosis diaria

menor, principalmente en pacientes no expresores de CYP3AS.

La administracion crénica de corticoides y las alteraciones inmunolédgicas e
inflamatorias que se producen en el postrasplante renal disminuyen la masa
muscular y la generacion de creatinina del paciente provocando que la relacion
entre concentracion de creatinina sérica y aclaramiento de creatinina sea distinta
a la observada en el paciente no trasplantado. Por ello las guias clinicas para el

cuidado del paciente con trasplante renal'®>'

, recomiendan el calculo del
aclaramiento de creatinina a partir del valor de creatinina sérica para realizar
el seguimiento de la funcidn del trasplante renal. Esta permitido el calculo con
cualquiera de las formulas validadas en adultos, no obstante hemos escogido la
formula de Cockroft-Gault por estar ampliamente utilizada en nuestro centro.

Un incremento lento o un descenso anormal del aclaramiento de creatinina

durante el seguimiento postrasplante es indicativo de una alteracion a nivel del

injerto renal que debe ser evaluada. La nefrotoxicidad por tacrolimo es
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concentraciéon dependiente por ello la concentracion sanguinea de tacrolimo
puede afectar el aclaramiento de creatinina y la evolucion del trasplante renal. Se
ha considerado el aclaramiento de creatinina sérica superior o igual a 60
mg/ml/min como valor 6ptimo de funcion renal (estadio 2 de enfermedad renal

crénica segun clasificacion de la K/DOQI™).

En cuanto al tiempo en alcanzar el aclaramiento de creatinina 6ptimo tras el
trasplante renal, en general, se espera que los pacientes con genotipos no
expresores presenten una mayor exposicion a tacrolimo y tarden mads en
normalizar los valores séricos de creatinina. Asi, a pesar de no alcanzarse
diferencias estadisticamente significativas en funcion del genotipo, se observo
que los pacientes con genotipo homocigoto para CYP3A5*3, UGT2B7*2 y PXR
tardaron mas tiempo en alcanzar el aclaramiento de creatinina 6ptimo que los
pacientes con genotipo heterocigoto y/o nativo (47,2 vs 32 dias, en el caso de
CYP3AS5*3; 80 vs 36 vs 30 dias, en el caso de UGT2B7*2 y 74 vs 31,6 dias, en
el caso de PXR). A su vez los pacientes con genotipo nativo para UGT1A9-273
tardaron mas tiempo en normalizar su valor de creatinina sérica que los
pacientes con genotipo heterocigoto y homocigoto (102 vs 35 vs 12,5 dias)

(tabla 52).

En cuanto a la proporcidon de pacientes que alcanzan el valor de creatinina
optimo al mes, tres y seis meses postrasplante, se observdo que una mayor
proporcion de pacientes con genotipo homocigoto para el polimorfismo PXR,
alcanzaron el aclaramiento de creatinina 6ptimo al mes postrasplante , respecto a
los pacientes con genotipo heterocigoto (19% vs 50%; p=0,06). Este hallazgo, es
contradictorio al observado en el indicador IC2 donde los pacientes con genotipo
homocigoto tardaban madas tiempo en alcanzar el aclaramiento de creatinina
optimo, no obstante puede explicarse porque aunque el 50% de los pacientes
homocigotos para PXR alcancen el intervalo terapéutico Optimo al mes

postrasplante, el resto tardan més de seis meses en alcanzarlo; al calcular el
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indicador IC2 se utiliza el tiempo medio por ello se enmascaran los valores
extremos. En el caso del polimorfismo MDR1 3435 a pesar de que al primer mes
postrasplante no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los genotipos, si se ha observado que un mayor porcentaje de pacientes
homocigotos alcanzaron el aclaramiento de creatinina 6ptimo a los 3 (35,3% vs
20,7% vs 75% p=0,07) y 6 meses postrasplante (35,3% vs 20,7% vs 75%
p<0,05) respecto a los pacientes heterocigotos y nativos. Tanto para el
polimorfismo PXR como para MDRI, se observa que, al contrario de lo que
cabria esperar, en el subgrupo de pacientes con genotipo homocigoto,
relacionado con una mayor exposicion a tacrolimo y mayor riesgo de
nefrotoxicidad, hay mas pacientes que alcanzan el valor de creatinina dptimo al
mes, tres y seis meses postrasplante que en el subgrupo de pacientes con
genotipo heterocigoto y nativo. Este hallazgo nos indica que en nuestro grupo de
pacientes la concentracion sanguinea de tacrolimo influye muy levemente en el

aclaramiento de creatinina sérica (tablas 53-55).

La mayoria de autores han estudiado la repercusion de los polimorfismos

o .. . . I 182,186,187,188
genéticos sobre la toxicidad renal por anticalcineurinicos """

y no sobre la
normalizacion de la funcidn renal tras el trasplante, por ello es dificil comparar
el resultado de nuestro indicador con otros estudios. No obstante, en el estudio
realizado por Kuypers y cols” a pesar de centrarse en la nefrotoxicidad por
tacrolimo se observan resultados acordes a los nuestros, asi al evaluar la relacion
entre el genotipo CYP3A4, CYP3AS, MDRI1 y la nefrotoxicidad por tacrolimo
evidenciada por biopsia, en 95 pacientes que habian recibido un trasplante renal
se observd que los pacientes con genotipo nativo (CYP3AS5*1*1) presentaban
mas nefrotoxicidad que los pacientes con genotipo homocigoto (CYP3A5*3*3),
los autores lo justifican porque los pacientes con genotipo nativo tardan mas
tiempo en alcanzar la concentracion sanguinea de tacrolimo objetivo y

requirieren mas modificaciones de dosis por ello se exponen a concentraciones

mayores de metabolitos toxicos.
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5.5.3. Indicadores de proceso asistencial.

El cuidado del paciente trasplantado implica una serie de recursos tanto humanos
como econdmicos que es importante controlar. Distintas asociaciones han
determinado los cuidados basicos que conlleva el seguimiento del paciente
trasplantado estableciendo un estindar de practica asistencial, de modo que un
paciente en condiciones normales debe de cumplir con dicho estandar.

No obstante, en algunas situaciones determinados pacientes requieren un mayor
nimero de cuidados y con ello un mayor consumo de recursos, por ello es
importante conocer a priori que pacientes pueden requerir mas cuidados y
disefiar protocolos con el objetivo de normalizar y minimizar el consumo de

recursos en dichos pacientes.

Los indicadores de proceso asistencial se han establecido con el fin de conocer si
la practica asistencial de nuestro centro es acorde a los estandares establecidos
por las asociaciones y, por otra parte, se ha analizado su correlacién con el
genotipo para determinar si los polimorfismos genéticos repercuten en el

proceso asistencial.

El primer indicador estudiado ha sido la estancia postrasplante (IP1), en
general tras el trasplante el tiempo de estancia medio del paciente depende de las
complicaciones que se producen en el postrasplante inmediato y estd
directamente relacionada con la evolucion de la funcion renal. En condiciones
normales, en el paciente con diuresis inmediata y descenso de la creatinina
plasmatica el seguimiento es sencillo, y salvo otras complicaciones puede
retirarse la sonda vesical a los 7 dias y darle de alta, no obstante si el paciente
presenta necrosis tubular aguda o diuresis escasa y descenso lento de los niveles

de creatinina plasmatica requiere una estancia hospitalaria mas prolongada.
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Nuestros pacientes presentaron una estancia media de 13,8 dias valor que
corresponde con el 6ptimo segin la bibliografia'”'**. Se observé (tabla 56) un
incremento estadisticamente significativo, de 12 dias en la estancia hospitalaria
media de los pacientes con genotipo homocigoto para UGT1A9-2152 y de 9 dias
en los pacientes con genotipo homocigoto para UGT1A8*3, respecto a los
pacientes con genotipo heterocigoto o nativo. Segun se muestra en las figuras 19
y 23, los pacientes con genotipo homocigoto para UGT1A9 -2152 y UGT1A8*3
presentaban una menor relaciéon Cs/dosis/peso que los pacientes con genotipo
heterocigoto o nativo, por tanto el incremento en la estancia hospitalaria se
podria atribuir a la menor exposicion sistémica a tacrolimo en este subgrupo de
pacientes durante el periodo critico del trasplante renal. En el caso de los
polimorfismos en los genes que alteran la biodisponibilidad de tacrolimo o los

factores de transcripcion no se observd ninguna relacion.

Por otra parte se ha estudiado el nimero de monitorizaciones farmacocinéticas
(IP2), tal como hemos visto en el apartado 2.3.2 de antecedentes la
monitorizacién farmacocinética forma parte de la practica clinica habitual del
paciente trasplantado y se ha demostrado su beneficio para el control de la
terapia inmunosupresora. Como hemos visto reflejado en el estudio de los
indicadores farmacocinéticos de eficacia y seguridad, se observa que el genotipo
de los pacientes est4 relacionado con el tiempo en alcanzar el &mbito terapéutico
optimo y con el porcentaje de concentraciones efectivas de los pacientes, de
modo que el hecho de que se encuentren pacientes que tarden més en alcanzar el
intervalo terapéutico y requieran mas ajustes de dosis para mantener niveles

sanguineos dptimos puede repercutir en la practica clinica asistencial.

En nuestro estudio se han realizado una media de 11 monitorizaciones
farmacocinéticas por paciente, correspondiendo con el estdndar de practica
establecido en las primeras 6 semanas postrasplante (12 determinaciones). Si

observamos la relacion entre el genotipo de los pacientes y el nimero de
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monitorizaciones (tabla 57), los pacientes con genotipo nativo para MDR1 3435
requirieron un 20% mas de monitorizaciones que los pacientes con genotipo
heterocigoto y homocigoto (12 monitorizaciones vs 10 monitorizaciones;
p<0,05). Para el resto de genotipos no se observaron diferencias estadisticamente
significativas, no obstante para los polimorfismos que afectan Ia
biodisponibilidad de tacrolimo (CYP3A5*3, CYP3A5*6, MDR1 2677) y para el
polimorfismo en PXR, se observa la misma tendencia, es decir los pacientes con
genotipo nativo o heterocigoto requieren un mayor numero de monitorizaciones

que los pacientes con genotipo homocigoto.

Para los polimorfismos en los genes que codifican los enzimas metabolicos fase
II, tan solo se observa dicha tendencia para UGT1A9 -2152, para el resto se
observan resultados controvertidos. Estos resultados estan relacionados con los
observados en los indicadores farmacocinéticos, ya que los pacientes que tardan
mas en alcanzar el intervalo terapéutico 6ptimo de tacrolimo y presentan un
mayor porcentaje de monitorizaciones por debajo de ambito terapéutico

requieren un seguimiento farmacocinético mas exhaustivo.

El tercer indicador de proceso asistencial estudiado ha sido el nimero de
consultas médicas (IP3), en general el nimero de consultas estd establecido a
priori en los estandares de practica clinica, no obstante puede verse modificado
por complicaciones médicas en el paciente relacionadas o no con el tratamiento
inmunosupresor. El nimero de monitorizaciones farmacocinéticas puede estar
relacionado indirectamente con el nimero de consultas médicas, ya que si un
paciente presenta menor exposicion a tacrolimo y requiere mas monitorizaciones
para alcanzar el ambito terapéutico dptimo, se vera comprometida la eficacia del
tratamiento y requerira mas consultas medicas hasta que se consiga mantener un
adecuada relacion concentracion/dosis de tacrolimo. En este sentido, resulta de
interés estudiar la relacion entre el nimero de consultas médicas y el genotipo de

los pacientes.
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En el periodo de seguimiento, se han realizado una media de 20 consultas
médicas por paciente, coincidiendo con el estandar de practica establecido. A
pesar de que en ningin caso se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre el numero de consultas y el genotipo, se observa al igual que
en el indicador IP2, que para los polimorfismos relacionados con Ia
biodisponibilidad de tacrolimo (MDR1 3435, 2677, CYP3A5*3, CYP3A5%6) y
para PXR existe una tendencia a que se incremente el nimero de consultas en
los pacientes con genotipo nativo o heterocigoto, es decir los pacientes que
presentan una baja exposicion a tacrolimo y tardan més tiempo en alcanzar el
intervalo terapéutico dptimo requieren entre 1 o 2 consultas médicas més que los
pacientes con genotipo homocigoto.

En los pacientes con polimorfismos en los genes que codifican las enzimas
metabolicas fase Il solo se produce dicha tendencia a nivel de UGT1A9*3 y
UGT1A9*4. Estos resultados son acordes a los encontrados en los indicadores
farmacocinéticos donde se observaba una baja correlacion entre los
polimorfismos genéticos a este nivel y los indicadores farmacocinéticos de

eficacia y seguridad.

5.5.4. Indicadores economicos.

El seguimiento del paciente trasplantado supone un elevado coste para el sistema
nacional de salud, ya que gracias a la evolucion en la inmunosupresion y a las
practicas quirurgicas, se trata de pacientes cronicos con una elevada esperanza

de vida.

El estudio de los indicadores econémicos permite no solo conocer si el coste
medio de nuestros pacientes se aproxima al estandar de practica establecido, sino
también identificar que polimorfismos genéticos repercuten en mayor medida en

el consumo de recursos. El estudio de dichos polimorfismos permitira elaborar
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protocolos aplicables a pacientes en funcion del genotipo que aporten un

beneficio clinico y econdmico a los pacientes tras el trasplante renal.

El coste medio asociado al primer afio de seguimiento de un paciente
trasplantado ha sido de 6.220 euros, del cual el coste medio por estancia
hospitalaria (IE1) representa el 77% (4.790 euros por paciente). En nuestra
muestra de pacientes no se ha observado ninguna relacion entre el coste asociado
a la estancia hospitalaria y el genotipo de los pacientes, tan solo en los pacientes
con genotipo homocigoto para UGT1A9 -2152 y UGT1A8*3 se aprecia un
incremento estadisticamente significativo en el coste medio por estancia
hospitalaria, relacionado con una menor exposicion a tacrolimo en los pacientes.
Estos resultados son acordes a los observados en el tiempo de estancia

hospitalaria.

Respecto al coste asociado a las monitorizaciones farmacocinéticas (IE2) y al
seguimiento del paciente en la consulta de trasplante renal (IE3), el coste
medio asociado a la monitorizacion farmacocinética por paciente ha sido de 630
euros y el coste asociado a la consulta de trasplante renal ha sido de 800 euros.
Se ha observado una relacion estadisticamente significativa entre el coste
asociado a las monitorizaciones farmacocinéticas y el genotipo MDR1 3435, asi
los pacientes con genotipo nativo, como consecuencia del mayor nimero de
monitorizaciones, consumen 70 euros mas que los pacientes con genotipo
heterocigoto y homocigoto. En el caso de los polimorfismos genéticos que
modifican la biodisponibilidad de tacrolimo (MDR1 2677 y enzimas metabdlicas
fase I) y en el gen PXR, se observa una tendencia a incrementar el coste
asociado a la monitorizacién farmacocinética y al seguimiento en la consulta de
trasplante renal en los pacientes con genotipo nativo o heterocigoto, relacionado
con una menor exposiciéon a tacrolimo, respecto a los pacientes con genotipo
homocigoto, observandose una diferencia que puede variar desde los 10 euros

hasta los 100 euros por paciente. Este hecho esta relacionado con el incremento
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en el nimero de monitorizaciones farmacocinéticas y de consultas médicas que
se produce como consecuencia de la baja exposicion de tacrolimo en los
pacientes. Al igual que ocurre en los indicadores de proceso asistencial, no se
observa ninguna relacion entre los polimorfismos en los genes que codifican las

enzimas metabdlicas fase Il y los indicadores econdmicos.

En la tabla 74, se resume el resultado de los indicadores de calidad y seguridad,
que presentan relaciones estadisticamente significativas en funciéon del grupo
genotipico al que pertenece el paciente. Asi, se observa que tanto los
polimorfismos relacionados con la biodisponibilidad y el metabolismo fase I de
tacrolimo (CYP3A5*3, CYP3A5*6, MDRI1 3435 y MDRI1 2677) como el
polimorfismo en el factor de transcripcion PXR, influyen en gran proporcion
sobre los indicadores farmacocinéticos de eficacia y seguridad. Para el resto de
indicadores la relacion es mas débil, de modo que tan solo a nivel del gen
MDRI1, se observa que la presencia del polimorfismo MDRI1 3435 estd
correlacionada con la proporcion de pacientes que alcanzan el aclaramiento de
creatinina optimo a los 3 y 6 meses postrasplante (IC4 y IC5), con el numero de
monitorizaciones farmacocinéticas (IP2) y con el coste asociado a ellas (IE2).

Respecto a los polimorfismos en los genes que codifican las enzimas
metabolicas fase II, los més influyentes son UGT1A9 -2152, UGT1A9 -275 y
UGT1A8*3. UGT1A9 -2152 tiene repercusiones a nivel de los indicadores
farmacocinéticos (porcentaje de concentraciones supraterapéuticas), de los
indicadores de practica asistencial (tiempo de estancia postrasplante) y
consecuentemente de los indicadores econémicos (coste asociado al tiempo de
estancia postrasplante). UGT1A9 -275 tiene repercusiones a nivel de los
indicadores farmacocinéticos (porcentaje de concentraciones supraterapéuticas y
porcentaje de reducciones de dosis) y UGT1AS8*3 tiene repercusiones a nivel de
los indicadores de practica asistencial (tiempo de estancia postrasplante) y
consecuentemente de los indicadores econdmicos (coste asociado al tiempo de

estancia postrasplante).
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Tabla 74. Indicadores correlacionados con el genotipo del paciente (p<0,05)

Gen Polimorfismo | Ind Genotipo
Nativo Heterocigoto | Homocigoto
CYP3AS5 | CYP3A5*3 IFsl - 8,9 (3,9) 23,9 (3,6)
IFs2 - 21,1 (5,5) 39,7 (2,5)
IFel - 41,2 (6,1) 16,3 (2,2)
IFe2 | - 29,1 (3,6) 11,9 (2)
IFe3 | - 8,7(1,7) 3,4 (0,6)
IFe4d | - 44,4% 80,5%
CYP3A5%6 IFs2 35,7(2,5) | 40,9 (8,8) -
MDR1 MDRI1 3435 IFel 229 (4,5 | 204@3,3) 14,1 (6)
IFe2 17,7 (4,0) 14,2 (2,5) 10,6 (4,5)
IFe3 |6,2(1,5 3,8 (0,6) 2 (0,4)
IFe4 | 58,8% 65,5% 100%
IC4 35,3% (6) | 20,7% (6) 75% (3)
IC5 353% (6) | 17,2% (5) 75% (3)
1P2 12 (1,8) 10,7 (1,5) 10,8 (0,5)
1E2 679 (102) | 606 (87) 608 (28)
MDR1 2677 IFel 22,1 (4,5 |20,3(3.,3) 19,3 (6,8)
IFe2 17 (4,2) 14,4 (2,5) 13,6 (5,4)
IFe3 | 5,4 (1,6) 4,1 (0,7) 3,5(2,5)
IFed | 50% 68,8% 100%
UGT UGT1A9- IFsl 22,4 (3,7) 16,1 (6,4) 13,6 (13,6)
1A9 2152 IP1 13,2 (0,7) 13,7 (1,1) 25 (14)
IE1 4.600 (1.675) | 4.740 (1.253) | 8.650 (6.850)
UGT1A9-275 | IFsl 29 (10,3) 20,2 (3,6) 14,9 (5,9)
IFs2 33,4(5,5 |359(@3.,2) 41,1 (5,4)
UGT UGT1A8*3 IP1 12,3 (0,5) 15,9 (1,6) 24 (15)
1A8 IE1 4.256 (1.061) | 5.490 (2.152) | 8.304 (7.339)
PXR PXR IFsl - 18,9 (3,5) 30,9 (6)
IFs2 - 34 (2,6) 48,8 (5,3)
IFel - 23,5 (2,7) 6,1 (2,9)
IFe2 | - 16,1 (2,3) 9,5(@3,5)
IC3 - 19% (8) 50% (4)

Isl: % de Cs de tacrolimo supraterapéuticas; Is2: % de reducciones de dosis de
tacrolimo; Iel: % de Cs de tacrolimo infraterapéuticas; Ie2: % de aumentos de dosis
de tacrolimo; Ie3: Dias en alcanzar el intervalo terapéutico, Ie4: % de pacientes que
alcanzan el IT el 5° dia tras el inicio de la terapia.IC3: % de pacientes que alcanzan
CICr>60ml/min al mes postrasplante, IC4: % de pacientes que alcanzan
CICr>60ml/min a los 3 meses postrasplante, IC5: % de pacientes que alcanzan
CICr>60ml/min a los 6 meses postrasplante. IP1: Dias de estancia en el
postrasplante inmediato, IP2: n® de monitorizaciones farmacocinéticas. IE1: Coste
asociado a la estancia hospitalaria del paciente en el postrasplante inmediato. IE2:
Coste asociado a las monitorizaciones farmacocinéticas.
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5.6. FASE II. APLICACION Y VALIDACION DEL
PROTOCOLO DE PERSONALIZACION
TERAPEUTICA.

5.6.1. Aplicacion del protocolo. Pacientes incluidos.

Los resultados obtenidos en el estudio retrospectivo han permitido disefiar y
aplicar un protocolo de personalizacion de la dosis inicial de tacrolimo en base
al genotipo CYP3A5*3 de los pacientes. El protocolo de personalizacion
terapéutica ha sido similar al planteado por Haufroid y cols”' con una
modificacion, ya que los autores proponen la misma dosis inicial de tacrolimo
para los pacientes con genotipo heterocigoto y nativo (expresores),
correspondiendo a 0,3 mg/kg/dia, y reducen a la mitad la dosis inicial en
pacientes con genotipo homocigoto para CYP3A5*3 (no expresores), que
reciben una dosis de 0,15 mg/kg/dia. Para disefiar nuestro protocolo hemos sido
mas conservadores, ya que el estudio realizado por Haufroid solo incluyo 19
voluntarios sanos en condiciones diferentes a la situacion clinica del paciente
con trasplante renal, por ello para calcular la dosis inicial de tacrolimo hemos
dividido a los pacientes en tres grupos en funcién del genotipo: pacientes con
genotipo nativo que recibirdn una dosis de 0,3 mg/kg/dia, pacientes con genotipo
heterocigoto que recibiran una dosis de 0,2 mg/kg/dia y pacientes con genotipo
homocigoto que recibirdn una dosis de 0,15 mg/kg/dia, de modo que entre los
pacientes heterocigotos y homocigotos solo existe una diferencia de dosis de

tacrolimo del 33%.

En el estudio prospectivo se han incluido un total de 47 pacientes, a priori se
esperaba incluir 50 pacientes, pero el reducido numero de trasplantes realizado
en el periodo de estudio y las perdidas de pacientes antes de iniciar el estudio

han impedido una mayor inclusiéon. En cuanto a la distribucion por subgrupos, a
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pesar de haber determinado el genotipo de 45 pacientes que estaban en lista de
espera para recibir un trasplante renal a fecha 1 de Enero de 2011 y cumplian los
criterios de seleccion, solo 22 pacientes se trasplantaron en el periodo de estudio
pasando a formar parte del grupo de estudio. Esto indica que la lista de espera es
dindmica de modo que se incluyen pacientes nuevos constantemente. Asimismo,
se observa que el tiempo en lista de espera no es el indicador para seleccionar al
paciente para el trasplante ya que pacientes nuevos se pueden trasplantar al poco
tiempo de entrar en lista de espera mientras que otros pacientes pueden tardar
mucho tiempo en recibir un trasplante renal. Para aplicar el protocolo de
personalizacion terapéutica a todos los pacientes trasplantados se tendria que
incluir la determinacion farmacogenética dentro de las pruebas solicitadas para

la inclusion de un paciente en la lista de espera.

Teniendo en cuenta que se han incluido un total de 47 pacientes, 22 en el grupo
de estudio y 25 en el grupo control, para un nivel de significacion alfa del 5%,
establecido segun el criterio universal de Goodman'"’, el estudio prospectivo
presenta una potencia del 83%. Este valor indica que en un 83% de los casos en
los que se observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
control y el grupo de estudio, éstas existen realmente. El estudio presenta una
potencia aceptable ya que se sitlia por encima del 80%, no obstante es inferior a

la obtenida en el estudio retrospectivo.

La distribucién genotipica del polimorfismo CYP3A5*3 ha sido similar a la
encontrada en la poblacion caucasica. En la tabla 64 se observa que para el total
de la poblacién estudiada, ningin paciente ha presentado genotipo nativo, el
12,8% de los pacientes han presentado genotipo heterocigoto y el 87,2% de los
pacientes genotipo homocigoto, ademds no se han observado diferencias
estadisticamente significativas en la distribucion genotipica entre el grupo

control y el grupo de estudio.
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Respecto al tratamiento inmunosupresor recibido durante las 6 primeras
semanas postrasplante, tal como cabe esperar, se observan diferencias
estadisticamente significativas entre la dosis de facrolimo que han recibido los
pacientes del grupo de estudio, a los que se les ha individualizado la dosis inicial
y la dosis de tacrolimo que han recibido los pacientes del grupo control, a los
que no se les ha individualizado la dosis inicial, de modo que los pacientes del
grupo con individualizacion posoldgica han recibido en promedio 1 mg diario
menos de tacrolimo que los pacientes sobre los que no se ha individualizado la
dosis inicial. Ademas hay que destacar que al igual que ocurria en el estudio
retrospectivo tanto los pacientes del grupo control como los pacientes del grupo
de estudio presentan una elevada variabilidad en la dosis de tacrolimo recibida
para alcanzar el ambito terapéutico optimo (10-15 ng/ml), hay que tener en
cuenta que tal como se ha expuesto previamente tacrolimo presenta una cinética
tiempo dependiente y por otra parte aunque se ha eliminado el efecto del
polimorfismo genético CYP3AS5*3 sobre la exposicion a tacrolimo en el grupo
de estudio, la variabilidad observada se podria atribuir a la presencia de otros
polimorfismos no controlados o situaciones fisioldgicas que no se han tenido en
cuenta al realizar el ajuste de dosis. Respecto a micofenolato de mofetilo y
corticoides se ha cumplido el protocolo establecido, de modo que los pacientes
han iniciado con 2 g diarios de MMF y posteriormente se han realizado
reducciones de dosis hasta 1 g al dia, y en el caso de los corticoides los pacientes
han iniciado con 20 mg diarios de prednisona y posteriormente se han realizado
reducciones de dosis hasta 3,75-5 mg al dia. No se han observado diferencias

entre los grupos.

Todos los pacientes han recibido terapia de induccion, practicamente la mitad de
los pacientes incluidos han recibido induccién con basiliximab y la otra mitad
con timoglobulina, no obstante aunque no existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos, se observa que en el grupo de estudio han

recibido timoglobulina mas pacientes que en el grupo control (54,5% vs 44%), a
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pesar de que el numero de pacientes es bajo esta diferencia nos puede indicar
que a priori los pacientes del grupo de estudio presentaban un riesgo

inmunoldgico mayor que los pacientes del grupo control.

5.6.2. Validacion del protocolo.

5.6.2.1. Homogeneidad de los grupos.

En primer lugar se ha realizado un andlisis de las variables basales, por una
parte para comparar nuestra poblacién con la de otros estudios similares y por
otra parte para explorar la homogeneidad entre el grupo control y el grupo de

estudio en nuestro estudio prospectivo.

Las caracteristicas demogrdficas y biométricas de la poblacion del estudio
prospectivo son similares a las de la poblacion del estudio retrospectivo y a las
de otros estudios de individualizacion posologica, como el realizado por
Thervet y cols™, no obstante difieren de la poblacién reclutada por Zhang y
cols®, ya que se observa que en su estudio el 100% de los pacientes son de etnia

asiatica y ademads son mas jovenes (edad media 32 afios) que nuestros pacientes.

Respecto a la homogeneidad de los grupos dentro de nuestro estudio
prospectivo, hay que destacar que existen diferencias estadisticamente
significativas en el sexo y la edad, de modo que seglin se observa en la tabla 64,
en el grupo de estudio hay mas mujeres que en el grupo control (45,5% vs 16%)
y la edad media de los pacientes es mayor (56,1 afios vs 47,8 afios), estas
diferencias pueden repercutir en los resultados finales del estudio prospectivo ya
que algunos autores han demostrado que tanto el sexo como la edad pueden

L . 166,167
afectar a la farmacocinética de tacrolimo ">'; no obstante no presenta una

S . . - 103,199
limitacion a priori ya que otros autores no han demostrado dicha relaciéon " y
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en ambos grupos la media de edad es inferior a 65 afios, no considerandose

pacientes de edad avanzada en ninglin caso.

En cuanto a las variables relacionadas con el riesgo inmunoldgico del paciente
trasplantado, a priori se observa el mismo riesgo inmunologico que el
encontrado en la poblacion de pacientes del estudio retrospectivo. Hay que
destacar que aunque el numero de pacientes que se han sometido a un
retrasplante en el estudio prospectivo ha sido inferior que en el estudio
retrospectivo (6,4% vs 12%), en el estudio prospectivo se observa un mayor
porcentaje de donantes cuya causa de la muerte ha sido el accidente
cerebrovascular (53,5% vs 37%), esta tendencia se debe al descenso en el
numero de accidentes de trafico y también puede repercutir en la calidad del
organo trasplantado. Si comparamos nuestra poblacion con la de otros estudios
de individualizacion posologica, se observa que en el estudio realizado por
Zhang y cols® los pacientes presentaban un menor numero de
incompatibilidades HLA (2 versus 3,3) y a pesar de que la edad media de los
donantes es similar a la del estudio realizado por Thervet y cols®, en nuestro
centro se aceptan 6rganos mas afiosos (79 afios vs 58 afios), por tanto habra que

considerarlo al analizar los resultados clinicos.

Respecto a la homogeneidad de los grupos dentro de nuestro estudio
prospectivo, hay que destacar que se observan diferencias estadisticamente
significativas entre la edad del donante, asi la edad media de los donantes del
grupo de estudio es superior a la edad de los donantes del grupo control (58,5
afios vs 45,5 afios); no obstante en ningun caso se cumplen criterios de donante
expandido ya que en ambos grupos la edad media del donante es inferior a 60
afios, y ademds, a pesar de no observarse diferencias estadisticamente
significativas, el porcentaje de muertes por accidente cerebrovascular es superior
en el grupo de estudio respecto al grupo control (65% vs 43,5%). El incremento

en la edad y el mayor porcentaje de muertes por accidente cerebrovascular
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observado en los donantes del grupo de estudio, incrementa el riesgo
inmunoldgico y puede repercutir sobre la evolucion clinica del o6rgano
trasplantado, por ello estd justificado que el uso de timoglobulina haya sido

superior en los pacientes del grupo de estudio.

5.6.2.2. Validacion del protocolo a partir de la variable relacionada

con la respuesta farmacogenética-farmacocinética.

Tras aplicar el protocolo de personalizacion terapéutica, se observan diferencias
estadisticamente significativas en la relacion Cs/dosis/peso de tacrolimo (figura
23), es decir los pacientes sobre los que se aplica el protocolo, a pesar de recibir
1 mg diario menos de tacrolimo, presentan una mayor exposicion que los
pacientes del grupo control (220 vs 160 ng/ml por mg/kg). El resultado es acorde
a lo esperado ya que en el grupo de estudio se ha individualizado la dosis inicial
de tacrolimo en base al genotipo mientras que en el grupo control la
individualizacidn posologica no se ha realizado, y nos indica que si los pacientes
del grupo de estudio hubiesen recibido la dosis total de tacrolimo se habrian

expuesto a una sobredosificacion.

Los hallazgos mas relevantes se encuentran al realizar el analisis por grupos, asi
dentro de los pacientes del grupo de estudio (figura 25), no se observan
diferencias estadisticamente significativas en la relacion Cs/dosis/peso entre
pacientes heterocigotos y homocigotos para el polimorfismo CYP3A5*3 (190 vs
220 ng/ml por mg/kg). Este efecto se produce porque al individualizar la dosis
inicial de tacrolimo en funcion del genotipo, cada paciente recibe la dosis que le
corresponde para alcanzar la concentracidon sanguinea objetivo y se minimiza el
efecto del genotipo sobre la exposicion de tacrolimo. No obstante, se observa
una tendencia a que la relacidon Cs/dosis/peso sea inferior en los pacientes
heterocigotos respecto a los homocigotos, por tanto es de esperar que si

hubiésemos aplicado el protocolo de individualizacion posologica propuesto por
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131 . . . ... .
esta diferencia se hubiese minimizado. En cambio, en los

Haufroid y cols
pacientes del grupo control (figura 24), como no se ha realizado la
individualizacion de la dosis inicial de tacrolimo, se observan diferencias
estadisticamente significativas en la exposicion al farmaco en funcion del
genotipo, es decir al igual que ocurria en el estudio retrospectivo, para la misma
dosis de tacrolimo los pacientes con genotipo homocigoto CYP3A5*3 como
presentan una reduccion en el metabolismo de tacrolimo alcanzan el doble de
concentracion sanguinea que los pacientes con genotipo heterocigoto
CYP3A5*3 (90 vs 170 ng/ml por mg/kg). Segtin estos hallazgos, podemos decir
que la aplicacion del protocolo de personalizacion terapéutica para individualizar

la dosis inicial de tacrolimo en base al genotipo es beneficiosa, ya que reduce el

efecto del genotipo sobre la exposicion a tacrolimo en el paciente.

Si comparamos nuestros hallazgos con los observados por otros autores, en el
estudio realizado por Zhang y cols® al contrario que en nuestro estudio, a pesar
de realizar un ajuste de la dosis inicial de tacrolimo en base al genotipo
CYP3A5*3 se observa una diferencia estadisticamente significativa en la
relacion Cs/dosis/peso de tacrolimo entre pacientes homocigotos y heterocigotos
a los 3, 5, 7 y 14 dias postrasplante. Ademas hay que destacar que la relacion
Cs/dosis/peso alcanzada, tanto en pacientes con genotipo homocigoto como
heterocigoto, es inferior a la alcanzada en nuestros pacientes ya que Zhang y
cols parten de dosis inferiores de tacrolimo (0,08 mg/kg/dia en pacientes con
genotipo homocigoto y 0,15 mg/kg/dia en pacientes con genotipo heterocigoto)
y establecen un ambito terapéutico de tacrolimo inferior (6-12 ng/ml). Por otra
parte, en el estudio realizado por Thervet y cols™ no se analiza la variable
relacion Cs/dosis/peso de tacrolimo, no obstante los autores utilizan la
concentracion minima alcanzada el dia 10 postrasplante para medir la exposicion
a tacrolimo. Sus resultados son acordes a los obtenidos en nuestro estudio, asi se
observan diferencias estadisticamente significativas entre la concentracion

minima de los pacientes del grupo de estudio y los del grupo control (12,1 ng/ml
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vs 15,4 ng/ml). Ademas, los autores también estudian el valor de concentracion
sanguinea en funcién del genotipo dentro de cada grupo, observandose que en el
grupo control, solo en los pacientes con genotipo heterocigoto para CYP3A5*3
el valor de concentracion sanguinea de tacrolimo se encuentra dentro del
objetivo terapéutico. A su vez la concentracidon sanguinea de tacrolimo en los
pacientes con genotipo nativo es inferior a la de los pacientes con genotipo
heterocigoto y homocigoto para CYP3A5*3, respectivamente (5,6 ng/ml vs 10,1
ng/ml vs 16,6 ng/ml); en cambio en el grupo de estudio, al individualizar la dosis
inicial de tacrolimo se reduce el efecto del genotipo sobre la exposicion de
tacrolimo, observandose que el valor de concentracidon sanguinea de tacrolimo se
encuentra dentro del objetivo terapéutico en los genotipos nativo, heterocigoto y
homocigoto para CYP3A5*3, respectivamente (14 mg/ml vs 12,3 ng/ml vs 12
ng/ml).

5.6.2.3. Validacion del protocolo a partir de las variables relacionadas

con la respuesta farmacogenética-clinica.

La incidencia de rechazo agudo en la poblacion de pacientes del estudio
prospectivo ha sido del 10%, similar a la encontrada en la bibliografia. FEl
analisis del riesgo relativo de aparicion de rechazo agudo en funcién del grupo
de pacientes, indica que a pesar de no observarse diferencias estadisticamente
significativas entre la incidencia de rechazo agudo en los pacientes del grupo de
estudio respecto a los del grupo control, se produce una tendencia a que los
pacientes sobre los que se ha aplicado el protocolo de personalizacion
terapéutica presenten mayor riesgo de desarrollar rechazo agudo que los
pacientes del grupo control (13,5% vs 8%). El rechazo agudo es un proceso
multifactorial y no se puede atribuir inicamente a la exposicion de tacrolimo en
el paciente, por ello este hallazgo puede estar relacionado con la diferencia de
riesgo inmunoldgico entre ambos grupos, producido principalmente por la

mayor edad de los donantes (13 afios) y en menor medida por el mayor

241



porcentaje de muertes por accidente cerebrovascular (21,5%) que se observa en

los donantes del grupo de estudio respecto a los del grupo control.

En el estudio realizado por Thervet y cols™ a pesar de no observarse diferencias
estadisticamente significativas en la incidencia de rechazo agudo entre los
grupos, se observo que al igual que ocurre en nuestro estudio, la proporciéon de
pacientes con rechazo agudo fue superior en el grupo con adaptacion de la dosis

inicial de tacrolimo que en el grupo control (8,6% vs 6,7%).

Para realizar la validacion del protocolo de personalizacion terapéutica también
se han tenido en cuenta los efectos adversos atribuibles a tacrolimo. En primer
lugar se ha estudiado la nefrotoxicidad, la incidencia de nefrotoxicidad en la
poblacién de pacientes del estudio prospectivo ha sido del 19,2%, no obstante, al
igual que ocurria en el estudio retrospectivo la limitacién es que no se ha
confirmado la nefrotoxicidad mediante biopsia en todos los pacientes, tan solo se
ha podido confirmar en 3 pacientes, en el resto de los casos (n=6) se ha atribuido
a un incremento en el valor de creatinina sérica asociado a un incremento en la
concentracion sanguinea de tacrolimo.

En cuanto al riesgo de presentar nefrotoxicidad que tiene un paciente del grupo
control respecto a un paciente del grupo de estudio, se observa que a pesar de no
encontrarse diferencias estadisticamente significativas, los pacientes a los que no
se les ha individualizado la dosis inicial de tacrolimo presentan un riesgo de
sufrir nefrotoxicidad un 76% mayor que los pacientes sobre los que se ha
realizado la individualizacion posoldgica (RR 1,76; 1C95% 0,5 a 6,2). Este
hallazgo nos indica que existe una tendencia a reducirse la incidencia de
nefrotoxicidad con la aplicacion del protocolo y es acorde a los resultados del
estudio retrospectivo, donde se observaba que el riesgo de nefrotoxicidad era un
30% superior en los pacientes con genotipo homocigoto para CYP3AS5*3

respecto a los pacientes con genotipo heterocigoto y se podia reducir con la

242



individualizacion posologica de tacrolimo en funcion del genotipo de los

pacientes.

La incidencia de neurotoxicidad en los pacientes del estudio prospectivo ha
sido del 57,6%. El andlisis del riesgo relativo de sufrir neurotoxicidad en funcion
de la aplicacion del protocolo de individualizacién posologica sobre los
pacientes del estudio prospectivo, nos indica que a pesar de no observarse
diferencias estadisticamente significativas los pacientes a los que no se les ha
realizado individualizacién posologica presentan un riesgo un 10% mayor de
sufrir neurotoxicidad que los pacientes a los que se les ha individualizado la
dosis inicial de tacrolimo en base al genotipo (RR 1,1; 1C95% 0,7 a 1,8). Este
beneficio en la aplicacion del protocolo de personalizacion terapéutica sobre los
pacientes, a pesar de ser muy leve es acorde a los resultados del estudio
retrospectivo donde se observaba que los pacientes con genotipo homocigoto
para CYP3A5*3 presentaban un riesgo un 40% mayor de sufrir neurotoxicidad
que los pacientes con genotipo heterocigoto, que se podia reducir con la
individualizacion posologica de tacrolimo en funcion del genotipo de los

pacientes.

Respecto a las complicaciones metabdlicas, 29 pacientes presentaban
dislipemia y 4 pacientes presentaron diabetes mellitus antes del trasplante renal,
por ello se descartaron del andlisis. Del total de pacientes sin complicaciones
previas el 61% (n=11) han sufrido dislipemia de novo, mientras que el 13,9%
(n=6) han sufrido diabetes mellitus de novo.

El riesgo relativo de sufrir dislipemia que ha presentado un paciente del grupo
control respecto a un paciente del grupo de estudio ha sido de 0,76 (1C95% 0,4-
1,6), este valor a pesar de no ser estadisticamente significativo, nos indica que
los pacientes sobre los que se ha aplicado el protocolo de personalizacion
terapéutica presentan un riesgo de sufrir dislipemia superior a los pacientes sobre

los que no se ha individualizado la dosis de tacrolimo. Estos hallazgos son

243



contradictorios a nuestra hipdtesis; no obstante, como el numero de pacientes
con dislipemia previa al trasplante era muy elevado (n=29), el analisis se ha
realizado con tan solo 18 pacientes, considerandose un tamafio de muestra muy

reducido para extraer conclusiones al respecto.

En cuanto al desarrollo de diabetes mellitus de novo, se observa una tendencia
similar a la encontrada con la dislipemia, es decir los pacientes con
individualizacién de la dosis inicial de tacrolimo tienen un riesgo un 82%
superior de sufrir diabetes mellitus que los pacientes sin individualizaciéon
posolédgica (RR 0,18; 1C95% 0,02 a 1,4). Al igual que ocurria con la dislipemia,
al descartar los pacientes con diabetes mellitus previa al trasplante (n=4) se
reduce la poblacion efectiva para el andlisis a 43 pacientes, por ello la reduccion
del tamafio de muestra puede repercutir en los resultados. No obstante, hay que
considerar que en el estudio retrospectivo se observaba que los pacientes con
genotipo homocigoto para CYP3A5*3 que estaban expuestos a una
concentraciéon mayor de tacrolimo, presentaban menor riesgo de sufrir diabetes
mellitus que los pacientes con genotipo heterocigoto RR 0,22 (IC95% 0,07-
0,71), puede ser que la diabetes mellitus al estar causada por multiples factores,
no esté tan relacionada con la exposicion a tacrolimo, por ello no resulte tan
beneficioso a este nivel la aplicacion del protocolo de personalizacion
terapéutica.

Por otra parte, respecto al resto de estudios de individualizacion de la dosis de
tacrolimo, Thervet y cols™ tampoco observaron una reduccion en la incidencia
de aparicion de diabetes mellitus postrasplante en los pacientes del grupo con

individualizacion posologica respecto a los pacientes del grupo control.

La hipertension arterial es una complicacion muy comun en los pacientes con
enfermedad renal crdnica, al igual que ocurria en el estudio retrospectivo el
93,6% (n=44) de los pacientes han desarrollado hipertension arterial antes del

trasplante. Al medir el riesgo de complicacion de la hipertension arterial previa
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en funciéon de la aplicacion del protocolo de personalizacion terapéutica, se
observa que los pacientes sobre los que no se ha realizado individualizacion de
la dosis inicial de tacrolimo presentan un riesgo un 10% superior de presentar
complicacion de su hipertension basal que los pacientes sobre los que se ha
individualizado la dosis inicial (RR 1,1; IC95% 0,5 a 2,3). Esta diferencia
observada, a pesar de ser discreta, indica un beneficio de la aplicacion del

protocolo de personalizacion terapéutica sobre los pacientes.

Por ultimo, se ha estudiado el efecto de la aplicacion del protocolo sobre el
desarrollo de infecciones en el paciente. El 68% (n=32) de los pacientes
incluidos en el estudio prospectivo ha sufrido infecciones, de las cuales la
mayoria han sido infecciones bacterianas.

El riesgo relativo de desarrollar infecciones que presenta un paciente del grupo
control respecto a un paciente con individualizaciéon posologica de tacrolimo, ha
sido de 0,9 (IC95% 0,6-1,3), asi en principio se observa que los pacientes sobre
los que se ha aplicado el protocolo de personalizacion terapéutica presentan un
10% mas de riesgo de desarrollar infecciones que los pacientes sin intervencion;
no obstante el desarrollo de infecciones estd fuertemente influenciado por el
tratamiento concomitante con fArmacos inmunosupresores como el micofenolato
de mofetilo o por otras complicaciones en el paciente, por ello no se puede
atribuir Unicamente al tratamiento con tacrolimo. Al igual que en nuestro
estudio, Thervet y cols® no observaron una reduccion en la incidencia de
infecciones en los pacientes del grupo con individualizacién posoldgica respecto

a los pacientes del grupo control.

En resumen, a pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas
en la incidencia de efectos adversos en los pacientes tras la aplicacion del
protocolo de personalizacion terapéutica, se observa que el grupo de pacientes
con individualizacion de la dosis inicial de tacrolimo presentan menor riesgo de

desarrollar nefrotoxicidad, neurotoxicidad y complicacion de la hipertension
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arterial previa, que los pacientes del grupo control (tabla 68), por ello aunque
hay que tomar con cautela los resultados, el protocolo de personalizacion

terapéutica puede reducir los efectos adversos de tacrolimo en los pacientes.

5.6.2.4. Validacion del protocolo a partir de los indicadores de calidad

asistencial y seguridad en el paciente.

Para validar el protocolo de personalizacion terapéutica se han aplicado los
indicadores farmacococinéticos definidos en la tabla 27 de material y métodos,
porque estan relacionados indirectamente con la eficacia o toxicidad del
tratamiento con tacrolimo, en principio es de esperar que los pacientes sobre los
que se aplica el protocolo de personalizacion terapéutica presenten un menor
porcentaje de determinaciones fuera de ambito terapéutico y consecuentemente
estén expuestos a un riesgo menor de fracaso terapéutico o de aparicion de

efectos adversos.

Si analizamos los indicadores farmacocinéticos de seguridad, se observa que los
pacientes del estudio prospectivo han presentado un 16,6% de sus
determinaciones por encima de ambito terapéutico, requiriendo un 34,7% de
reducciones de dosis. Al igual que ocurria en el estudio retrospectivo, se observa
que como el 49% de los pacientes han recibido terapia concomitante con
timoglobulina, se ha tendido a realizar mas reducciones de dosis a pesar de que,
considerando el ambito terapéutico de 10-15 ng/ml, tan solo se encontraban por

encima de ambito el 16, 61% de las monitorizaciones.

En cuanto al beneficio de la aplicacion del protocolo de personalizacion
terapéutica sobre los pacientes, a pesar de que no se encuentren diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos, se observa que en los
pacientes en los que se ha individualizado la dosis inicial de tacrolimo el

porcentaje de monitorizaciones por encima de ambito terapéutico ha sido
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inferior (14,49% vs 18,71%; p>0,05) y consecuentemente se han realizado
menos reducciones de dosis (33,55% vs 35,32%; p>0,05) que en los pacientes en

los que no se ha individualizado la dosis (tabla 69).

Respecto a los indicadores farmacocinéticos de efectividad, en el total de la
poblacién de pacientes del estudio prospectivo el 21,7% de las determinaciones
realizadas por paciente se encontraban por debajo de ambito terapéutico,
situacion que ha provocado un 11,52% de incrementos de dosis. De este modo,
al igual que ocurria en el estudio retrospectivo se observa una tendencia
conservadora a incrementar la dosis de tacrolimo a pesar de encontrarse por

debajo de ambito terapéutico.

Al analizar el resultado de los indicadores de efectividad en funcion del grupo de
estudio, a pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas, se
observa que en los pacientes sobre los que se individualiza la dosis inicial de
tacrolimo, el porcentaje de determinaciones por debajo de dmbito terapéutico es
inferior (20,94% vs 22,36%; p>0,05) y consecuentemente se producen menos
incrementos de dosis (11,16% vs 12%; p>0,05) que en los pacientes sin
individualizacion de la dosis. Estos resultados, aunque son muy leves, ponen de

manifiesto la validez del protocolo de personalizacidn terapéutica.

En cuanto al tiempo en alcanzar el intervalo terapéutico 6ptimo y el porcentaje
de pacientes que alcanzan concentraciones de tacrolimo 6ptimas el 5° dia tras el
inicio de la terapia, no se observa beneficio tras la aplicacion del protocolo de
personalizacidén terapéutica, ya que los pacientes sobre los que se realiza la
individualizacion de la dosis inicial de tacrolimo alcanzan el &mbito terapéutico
en una media de 6,68 dias mientras que los pacientes sin individualizacion de la
dosis inicial tardan una media de 6,04 dias, observandose una proporcion similar
de pacientes que alcanzan el dmbito terapéutico el 5° dia tras el inicio de la

terapia en ambos grupos (48% vs 45,5%) (tabla 69).
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Si comparamos nuestros hallazgos con el resto de estudios de individualizacion
posologica de tacrolimo en base al genotipo CYP3A5*3. Thervet y cols™
observaron que los pacientes sobre los que se realizd la individualizacion
posologica alcanzaron el d&mbito terapéutico a los 6 dias de inicio de la terapia
con tacrolimo respecto a 7 dias en los pacientes del grupo control, y la
proporcidon de pacientes que alcanzaron el d&mbito terapéutico el 3er dia tras el
inicio de la terapia con tacrolimo fue del 43,2% en los pacientes con
individualizacién de la dosis respecto al 29,1% en los pacientes del grupo
control p=0,030. En este sentido, los resultados de aplicar el protocolo de
individualizacion posoldgica son claramente mas beneficiosos que en nuestro
estudio, no obstante el tamafio muestral es muy superior al nuestro y los autores
solo encuentran una mejoria de 1 dia en alcanzar el ambito terapéutico 6ptimo
tras aplicar el protocolo, ademas miden la proporcion de pacientes que alcanzar
el intervalo optimo el 3er dia mientras que en nuestro estudio la medimos el 5°
dia, no siendo comparables. Por otra parte, Thervet y cols observan que en el
grupo de pacientes con individualizacion de la dosis inicial de tacrolimo se
realizaron la mitad de modificaciones de dosis que en el grupo control (281 vs
420; p=0,004), es decir teniendo en cuenta que se han realizado 5
determinaciones por paciente equivale a un 48% de ajustes de dosis en el grupo
con individualizacién respecto al 70% en el grupo sin individualizacion. Si
comparamos el numero de modificaciones de dosis con las realizadas a nuestros
pacientes, se observa que en nuestro caso el porcentaje de modificaciones de
dosis es similar al encontrado en su grupo de intervenciéon y muy inferior a su
grupo control (44% vs 77%), esto puede deberse a que realizan muy pocas
monitorizaciones por paciente, por tanto como el seguimiento farmacocinético
de los pacientes no es tan exhaustivo, los pacientes del grupo control requieren
mas ajustes de dosis. Zhang J y cols®* concluyen que la individualizacién de la
dosis inicial de tacrolimo permite incrementar la proporcion de pacientes que
alcanzan el ambito terapéutico el 3er dia tras el inicio de la terapia de tacrolimo,

pasando del 46,7% al 81,8% en el caso de pacientes heterocigotos CYP3AS*1*3
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y del 43,2% al 73,1% en el caso de los pacientes homocigotos CYP3A5*3%*3,
hay que destacar que en su caso el intervalo terapéutico 6ptimo de tacrolimo es
de 6-12ng/ml por ello lo alcanzan una mayor proporcion de pacientes. Por otra
parte el tercer dia tras el inicio de la terapia con tacrolimo el porcentaje de
pacientes que presentan un valor de concentracion infraterapéutica en el grupo
control es el doble que en el grupo con individualizacion posologica (54,4% vs
24,5%) y a su vez un 52,9% de los pacientes del grupo control presentan un
valor de concentracion supraterapéutica respecto al 20,6% del grupo con
individualizacion posoldgica. Estas diferencias tan acusadas con nuestro estudio
pueden deberse en parte al mayor tamafo muestral, no obstante hay que
considerar que en nuestro estudio hemos incluido todos los valores de
concentracion sanguinea obtenidos durante las 6 primeras semanas
postrasplante, que nos aportan una informacién mas completa sobre la
exposicion del paciente a tacrolimo, en cambio Zhang y cols solo tienen en
cuenta la primera monitorizacién farmacocinética, por ello los resultados no son

del todo comparables.

Respecto a los indicadores clinicos, el porcentaje de pacientes que han
desarrollado necrosis tubular aguda durante el postrasplante inmediato
(IC1) en la poblacion de pacientes del estudio prospectivo ha sido muy superior
al observado en los pacientes del estudio retrospectivo (38,3% vs 14,7%;
p<0,05), a pesar de ser un hallazgo inesperado podria estar justificado porque
actualmente se aceptan organos de peor calidad, ya que ha incrementado el
nimero de donantes cuya causa de la muerte se debe a un accidente

cerebrovascular o los donantes a corazon parado.

Al realizar el analisis por grupos para validar el protocolo de personalizacion
terapéutica, se observa que a pesar de no encontrarse diferencias
estadisticamente significativas, el porcentaje de pacientes con necrosis tubular

aguda tiende a ser superior en el grupo de pacientes con individualizacién de la
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dosis inicial de tacrolimo que en el grupo de pacientes sin individualizacion
(41% vs 36%). La necrosis tubular aguda es un proceso multifactorial
relacionado con el tratamiento, el paciente y el 6érgano trasplantado, de hecho en
el andlisis de la homogeneidad de los grupos se observaba que los pacientes del
grupo de estudio eran mas mayores que los pacientes del grupo control y a su
vez los Organos trasplantados procedian de pacientes mas aflosos, con mayor
incidencia de muerte por accidente cerebrovascular, por ello hay que tomar con
cautela los resultados observados ya que estas diferencias pueden repercutir en el
valor del indicador.

Al igual que ocurre en nuestro estudio, Thervet y cols* no observan diferencias
estadisticamente significativas en la incidencia de necrosis tubular aguda en el

grupo control respecto al grupo con individualizacién posologica.

Para evaluar la repercusion del protocolo de personalizacion terapéutica de
tacrolimo sobre la funcion del injerto renal tras el trasplante, se ha tenido en
cuenta el valor del aclaramiento de creatinina, asi se ha fijado un valor de
aclaramiento de creatinina objetivo mayor o igual a 60 mg/ml/min, por
corresponder al estadio 2 de clasificacion de la enfermedad renal cronica segun
las guias K/DOQI. El tiempo en alcanzar el aclaramiento de creatinina
optimo en el total de pacientes del estudio prospectivo ha sido de 53 dias, se
observa que el tiempo en alcanzar el aclaramiento de creatinina Optimo es
superior en los pacientes con individualizacién posologica, respecto a los
pacientes sin individualizacion posologica (45 dias vs 21 dias), a su vez la
proporcidon de pacientes que alcanzan el valor de aclaramiento de creatinina
sérica optimo al mes, tres y seis meses postrasplante sigue la misma tendencia,
siendo superior en el grupo sin individualizacién posoldgica respecto al grupo
con individualizaciéon. El retraso en alcanzar el valor de aclaramiento de
creatinina sérica Optimo puede justificarse por el hecho de que los pacientes del
grupo con individualizaciéon posoldgica presentaban mayor incidencia de

necrosis tubular aguda que los pacientes del grupo control, por ello parten de una
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funcion renal peor que esta relacionada con la peor evolucion del injerto a corto
plazo. Ademas, hay que considerar que el tamafio muestral es muy reducido ya
que solo 21 pacientes alcanzan el aclaramiento de creatinina sérica 6ptimo en los
seis meses de seguimiento (14 grupo control vs 7 grupo de estudio). Por ello no
se puede atribuir al protocolo de personalizacion terapéutica la diferencia en el
tiempo en alcanzar la creatinina sérica optima.

Al igual que ocurre en nuestro estudio, Thervet y cols™ no observan diferencias
estadisticamente significativas en el aclaramiento de creatinina a los 14 dias y 3
meses postrasplante, en el grupo control respecto al grupo con individualizaciéon

posolégica.

Respecto a los indicadores de practica asistencial, la estancia media de los
pacientes del estudio prospectivo tras el trasplante renal ha sido de 11 dias, algo
inferior a la observada en el estudio retrospectivo (13,8 dias), no obstante no ha

diferido del estandar de practica establecido'’

. Tras la aplicacion del protocolo
de personalizacion terapéutica no se observan diferencias estadisticamente
significativas entre los dias de estancia de los pacientes del grupo con
intervencion respecto al grupo sin intervencion (13 dias vs 11 dias), no obstante
el incremento de 2 dias de estancia en los pacientes del grupo de estudio
respecto a los del grupo control puede justificarse por la mayor incidencia de

necrosis tubular aguda.

La media de monitorizaciones farmacocinéticas realizadas a los pacientes del
estudio prospectivo ha sido de 11, siendo acorde a la practica asistencial. A su
vez tras aplicar el protocolo de personalizacion terapéutica no se han observado
diferencias en el numero de monitorizaciones farmacocinéticas realizadas a los
pacientes con individualizacion de la dosis inicial de tacrolimo respecto al grupo

sin individualizacién (11 dias vs 10 dias).
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Se han realizado una media de 15 consultas médicas por paciente del estudio
prospectivo durante los 6 primeros meses postrasplante, siendo acorde a lo
esperado segin la practica asistencial (14-17). Ademéas se observa que tras
aplicar el protocolo de personalizacion terapéutica no existen diferencias en el
numero de consultas en funcion del grupo de estudio, asi tanto en los pacientes
con individualizacién de la dosis inicial de tacrolimo como en los pacientes sin

individualizacién el nimero medio de consultas realizadas ha sido de 15.

La alta estandarizacion en el seguimiento de los pacientes con trasplante renal en
nuestro centro, ha permitido que tras aplicar el protocolo de personalizacion
terapéutica, los pacientes sobre los que se ha realizado una intervenciéon no
hayan requerido mas monitorizaciones, ni mas consultas médicas que los
pacientes del grupo control. Esto pone de manifiesto que la aplicacion del

protocolo es segura y se puede adaptar a la practica clinica habitual.

El coste medio asociado al seguimiento de un paciente del estudio prospectivo
ha sido de 5.954 euros. Del mismo modo que ocurre con los indicadores de
practica asistencial tampoco se han observado diferencias estadisticamente
significativas en los indicadores econémicos tras la aplicacion del protocolo de
personalizacidén terapéutica, no obstante se observa una discreta tendencia a
incrementar el coste en los pacientes sobre los que se ha aplicado el protocolo
(6.109 euros vs 5.818 euros), causada principalmente por la diferencia en 2 dias
de estancia hospitalaria que se relaciona con la mayor proporciéon de necrosis
tubular aguda en los pacientes del grupo de estudio. A pesar de esta minima
diferencia podemos concluir que la aplicacion del protocolo de personalizacion

terapéutica no supone un coste adicional al seguimiento de los pacientes.
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CAPITULO 6:
CONCLUSIONES
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De la presente memoria de tesis doctoral se han extraido las siguientes

conclusiones:

1. La exposicion a tacrolimo en los pacientes, expresada por la
variable Cs/dosis/peso, esta relacionada con la presencia de los polimorfismos

genéticos MDR1 3435, CYP3A5*3, UGT1A9-2152 y UGT1A9-275:

— Los pacientes con genotipo homocigoto MDRI1 3435 presentan un
incremento del 15% en la exposicion a tacrolimo respecto a los pacientes

con genotipo nativo (104 ng/ml por mg/kg frente a 90,9 ng/ml por mg/kg).

— Los pacientes con genotipo homocigoto CYP3A5*3 duplican la relacion
Cs/dosis/peso media de tacrolimo respecto a los pacientes con genotipo
heterocigoto (105 ng/ml por mg/kg frente a 45,7 ng/ml por mg/kg ). Este
resultado, acorde a numerosos estudios publicados, permite aplicar el

protocolo de individualizacion de la dosis inicial de tacrolimo.

— Los pacientes con polimorfismos en las regiones promotoras del gen
(UGT1A9 -2152 y UGT1A9 -275) presentan una menor exposicion a
tacrolimo; en los pacientes con genotipo homocigoto para UGT1A9-2152 se
observa una reduccién del 40% en la relacion Cs/dosis/peso media de
tacrolimo respecto a los pacientes con genotipo nativo y en los pacientes con
genotipo homocigoto para UGT1A9-275 se observa una reduccién del 55%

en la relacion Cs/dosis/peso respecto a los pacientes con genotipo nativo.

255



2. La incidencia de efectos adversos atribuibles a tacrolimo en

nuestra poblacion se relaciona con la presencia de los polimorfismos genéticos

MD

256

R1 3435, MDR1 2677, UGT1A8*3 y PXR:

Los pacientes con genotipo homocigoto para los polimorfismos MDR1 3435
y MDR1 2677 duplican el riesgo de complicacion de la hipertension
arterial respecto a los pacientes con genotipo nativo (RR 2,43 1C95% 1,38-
429, en el caso de MDR1 3435) y (RR 2,33 IC95% 1,27-4,27, en el caso de
MDRI1 2677).

Los pacientes con genotipo homocigoto para UGT1A8%3 presentan mas
riesgo de padecer nefrotoxicidad que los pacientes con genotipo
heterocigoto (RR 1,5 IC95% 1,1-2,3) y dicho riesgo se triplica entre los
pacientes homocigotos y nativos (RR 29 1C95% 1,8-4,7). Ademads, los
pacientes con genotipo homocigoto presentan un riesgo de sufrir
neurotoxicidad un 70% superior a los pacientes con genotipo heterocigoto
(RR 1,7 IC95% 1,1-2,5) y un 45% superior a los pacientes con genotipo
nativo (RR 1,45 IC95% 1,15-1,84). En el caso de la hipertension arterial,
los pacientes con genotipo homocigoto presentan el doble de riesgo de
complicacidon de la hipertensidon arterial que los pacientes con genotipo

nativo (RR 2 IC95% 1,45-2.9).

Los pacientes con genotipo homocigoto para el polimorfismo PXR
presentan un incremento en el riesgo de desarrollar dislipemia respecto a los

pacientes heterocigotos (RR 1,73 IC95% 1,18 a 1,53).



3. Los indicadores de calidad asistencial y seguridad en el

paciente, se han visto modificados por la presencia de los polimorfismos

genéticos MDR1 3435, MDR1 2677, CYP3A5*3 y PXR:

Los pacientes con genotipo nativo para los polimorfismos MDR1 3435 y
MDR1 2677, presentan un mayor porcentaje de concentraciones
infraterapéuticas y requieren mas incrementos de dosis que los pacientes
con genotipo heterocigoto y homocigoto, ademds los pacientes con
genotipo nativo para MDR1 3435 tardan 6 dias mds en alcanzar el 4mbito
terapéutico 6ptimo que los pacientes con genotipo homocigoto, y el 5* dia
tras el inicio de la terapia con tacrolimo solo el 58%de los pacientes con
genotipo nativo han alcanzado el dmbito terapéutico 6ptimo respecto al

100% en el caso de los pacientes con genotipo homocigoto.

Los pacientes con genotipo heterocigoto para CYP3AS5*3 respecto a los
pacientes con genotipo homocigoto presentan un mayor porcentaje de
concentraciones infraterapéuticas de tacrolimo (41,2 vs 16,3%), requieren
un mayor porcentaje de incrementos de dosis (29,1% vs 11,9%), tardan mas
tiempo en alcanzar el intervalo terapéutico 6ptimo (8,7 dias vs 3,4 dias) y el
5* dia tras el inicio de la terapia tan solo el 44% de los pacientes han

alcanzado el intervalo terapéutico 6ptimo.

Los pacientes con genotipo heterocigoto para PXR presentan cuatro veces
mds concentraciones infraterapéuticas (23% vs 6,1%) y en consecuencia
requieren mds incrementos de dosis (16% vs 9,5%) que los pacientes

homocigotos.
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4. La aplicacion prospectiva del protocolo de personalizacion de
tacrolimo en base al genotipo CYP3A5*3 ha permitido reducir la variabilidad en
la exposicion a tacrolimo que existia entre pacientes homocigotos y
heterocigotos. En los pacientes del grupo de estudio no se observan diferencias
estadisticamente significativas en la relacion Cs/dosis/peso mediana entre

pacientes homocigotos y heterocigotos (190 ng/ml mg/kg vs 220 ng/ml mg/kg).

5. Los pacientes tratados con el protocolo de personalizacion
terapéutica de tacrolimo presentan menos riesgo de sufrir nefrotoxicidad,
neurotoxicidad y complicacion de la hipertension arterial que los pacientes
del grupo control; no obstante, no se observan diferencias estadisticamente

significativas, debido en parte al reducido tamafio de muestra.

6. Los pacientes sobre los que se ha aplicado el protocolo de
personalizacidn terapéutica presentan una discreta mejoria, no estadisticamente
significativa, en el resultado de los indicadores farmacocinéticos de seguridad
y efectividad, respecto a los pacientes del grupo control. Asi, la
individualizacién de la dosis inicial de tacrolimo reduce en un 4% el porcentaje
de concentraciones supraterapéuticas y en un 2% el porcentaje de
concentraciones infraterapéuticas por paciente, repercutiendo en el mismo

sentido en un menor nimero de ajustes de dosis (3%).
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ANEXOS






Anexo I. Tratamiento farmacoterapéutico en el trasplante

renal.






HOSPITAL UNIVERSITARI

DOCTOR PESET

PRIMER COGNOM
PRIMER APELLIDO

SEGON COGNOM

Servicios de Farmaciay Nefrologia SEGUNDO APELLIDO
NOM
. NOMBRE
Hora estimada del trasplante : h
- DATA DE NAIXEMENT
FECHA DE NACIMIENTO / /
E.C.": ] No ] Si:

SEXE

SEXO VARON D MUJER D
o ITTTIITT v LTI

Peso: kg

Alergias:[] No D Si:

HOJA DE PRESCRIPCION MEDICA Y VALIDACION FARMACEUTICA
DEL TRATAMIENTO PRE-TRASPLANTE RENAL

Descripcion del tratamiento (dosis tinicas) Dosis VF

1) Esteroides: 6-Metilprednisolona 250/500 mg/IV en S-100 mL en 30 min. mg []

2) Farmacos antiproliferativos: Se seleccionara una de las siguientes
opciones: mg
a. Micofenolato de mofetilo 1 g/IV en G5%-170 mL en 120 min. mg
b. Azatioprina 2,5 mg/kg/ IV en S-100 mL en 30 min.

1]

3) Mejora de la trombopatia urémica ante cirugia mayor:
Desmopresina 0,3 pg/Kg (Dmax= 20 pug) en S-50 mL en 30 min. mcg

4) Tratamiento antibidtico profilactico: Se seleccionara una de las siguientes

(1] [

opciones: mg
a. Cefotaxima 2g/IV en S-100 mL en 30 min. mg
b. Alergia a B-lactamicos: Ciprofloxacino 200 mg/IV en S-100 mL en 30 mg
min.
c. Otros:

5) Tratamiento de induccion: Se seleccionara una de las siguientes opciones:

a. | Globulina antitimocitica (en pacientes de alto riesgo inmunoldgico):
1. Premedicacion:

*  Dexclorfeniramina Smg/IV. _ mg E]
* Paracetamol 1 g/IV. mg D

2. Tratamiento:
Timoglobulina/IV (1-1,5 mg/kg/24 h, 1-3sem.)en S-250mL. | ___ mg E]

Velocidad inicial 12 ml/h e incrementar segun tolerancia hasta
maximo 42 ml/h.




b. | Anticuerpo monoclonal anti-IL-2:
Basiliximab: 20 mg/IV en S-50 mL en 20 min (2° dosis 4 dias

Farmcia.

post-Tx). mg
¢. | Anticuerpo monoclonal anti-CD3 (s6lo en pacientes de alto riesgo
inmunoldgico e hipersensibilidad a Timoglobulina):
1.  Premedicacion:
* Dexclorfeniramina Smg/IV. D
* Paracetamol 1 g/IV. mg D
2. Tratamiento:
Muromonab (OKT3) 5 mg/24 h/IV directa en 5 min (10- mg
14 dias).
Requiere cumplimentacion de la documentacion de solicitud de
Medicamento Extranjero a la AEMPS. Entregar documentacion en S. mg

" Ensayo Clinico. *Validacion Farmacéutica

Médico: D Farmacéutico:
. Confirmado:
Firma:

Hora:

Médico:
Fecha y hora: e Fecha y hora:

Firma:




Anexo II. Clasificacion de Banff.






1. Normal

2. Cambios mediados por anticuerpos. Debe documentarse presencia de anticuerpos contra el donante y C4d o
patologia del injerto.

-Deposito de C4d sin evidencia de rechazo activo C4d+, presencia de anticuerpos antidonante circulantes, sin
signos de rechazo agudo o cronico mediado por células T o por anticuerpos (i.e. g0, cg0, ptcO, no hay
multilaminacién de capilares peritubulares). Casos con presencia simultanea de cambios "borderline" o
necrosis tubular aguda son considerados como indeterminados.

-Rechazo agudo mediado por anticuerpos Sospechoso para rechazo mediado por anticuerpos (AMR) si C4d+
(en presencia de anticuerpos) o si no se demuestran aloanticuerpos (y C4d+) en presencia de evidencia
morfologica de dafio tisular. Tipo I. Lesiones similares a necrosis tubular aguda, inflamaciéon minima - Tipo
I1. Inflamacion capilar o glomerular (antes denominada marginacion capilar) (ptc/g > 0) y/o trombosis, c4d+ -
Tipo III. Lesiones arteriales v3 (necrosis fibrinoide o inflamacion transmural)

-Rechazo cronico activo mediado por anticuerpos Sospechoso para rechazo mediado por anticuerpos (AMR)
si C4d+ (en presencia de anticuerpos) o si no se demuestran aloanticuerpos (y C4d+) en presencia de
evidencia morfologica de dario tisular. - C4d+, presencia de anticuerpos antidonante circulantes, evidencia
morfologica de lesion tisular cronica tales como doble contornos en paredes de capilares glomerulares (cgl,
cg2 6 cg3) y/o multilaminacion de las membranas basales de capilares peritubulares y/o fibrosis
intersticial/atrofia tubular y/o engrosamiento intimal fibroso en arterias.

3. Cambios limitrofes (""borderline"): "sospechosos" de rechazo agudo mediado por células T
- No hay arteritis intimal pero hay focos de tubulitis (t1, t2, t3) con minima inflamacién intersticial (i0, il), o
hay inflamacioén intersticial (i2, i3) con tubulitis leve (t1).

4. Rechazo mediado por células T - Rechazo agudo mediado por células T (hasta hace poco llamado:
Rechazo celular agudo/activo)

- IA. Inflamacion intersticial >25% (i2 6 13) y focos de tubulitis moderada: t2

- IB. Inflamacién intersticial >25% (i2 6 13) y focos de tubulitis severa: t3

- ITA. Arteritis (endarteritis) intimal leve a moderada: v1

- IIB. Arteritis (endarteritis) intimal severa, obstruyendo mas del 25% de su luz: v2

- III. Arteritis transmural o necrosis fibrinoide de la pared arterial acompafiada de inflamacién linfocitica: v3
Rechazo cronico activo mediado por células T

Arteriopatia cronica del injerto (fibrosis intimal arterial con infiltracion de células mononucleares en la
fibrosis, formacion de neointima)

5. Fibrosis intersticial y atrofia tubular, sin evidencia de etilogia especifica (hasta hace poco llamada:
Nefropatia cronica esclerosante del injerto) Puede incluir esclerosis vascular o glomerular inespecificas, pero
la severidad se gradua de acurdo con las lesiones cronicas tubulointersticiales. - Tipo I (leve): Fibrosis
intersticial y atrofia tubular leves (6-25% de fibrosis intersticial en el area cortical: cil).

- Tipo II (moderado): Fibrosis intersticial y atrofia tubular moderadas (26-50%).

- Tipo III (severo): Fibrosis intersticial y atrofia tubular severos (>50%).

6. Otros. Cambios que no se consideran debidos a rechazo.

- Enfermedades linfoproliferativas

- Cambios inespecificos: Inflamacion intersticial sin tubulitis, cambios vasculares reactivos, venulitis
- Necrosis tubular aguda

- Nefritis intersticial aguda

- Toxicidad por medicamentos

- Infecciones

- Enfermedad glomerular recurrente o de novo

- Obstruccion/reflujo

- Lesiones por preservacion/reperfusion







Anexo III. Hoja de informacion al paciente Yy

consentimiento informado del estudio retrospectivo.






AGENCIA
VALENCIANA
DE SALUT

Departament de Salut
Valéncia - Doctor Peset

%

Hoja de Informacion para Estudios Genéticos

Titulo “Personalizacion del tratamiento inmunosupresor de Tacrélimus y
Micofenolato de Mofetil en los pacientes con trasplante renal”

Objetivo/finalidad del estudio

Se solicita su participacion en este Proyecto de Investigacidon, cuyo
objetivo principal pretende profundizar en el conocimiento de factores genéticos
(polimorfismos) relacionados con los farmacos Tacrolimus (Prograf®,
Advagraf®) y Micofenolato de Mofetil (CellCept®, Myfortic®). Se le pide que
otorgue su consentimiento para que done una muestra de sangre.

En este estudio participan los servicios de nefrologia y farmacia, del
Hospital Universitario Dr. Peset.

Participacion voluntaria

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria y si usted
decide no participar recibird todos los cuidados médicos que usted precise. Su
relacion con el equipo médico que le atiende no va a verse afectada.

Antes de tomar una decision, lea atentamente este documento y haga
tantas preguntas como desee para asegurarse que lo ha entendido y desea
participar.

Procedimientos del estudio

Si usted decide participar, se le extraera un tubo adicional de sangre de 5
ml para obtener las muestras de ADN. El ADN es un elemento que esta presente
en todas sus células porque lo ha recibido de sus padres y lleva un codigo en
forma de “genes” que determina sus caracteristicas fisicas personales, como el
color de ojos, de piel, etc... Las diferencias entre unas personas y otras nos
pueden ayudar a explicar por qué algunas personas presentan efectos adversos o
falta de eficacia a su tratamiento inmunosupresor.



Riegos/Incomodidades

La toma de muestras de sangre puede provocar una sensacion de ardor
en el punto en el que se introduce la aguja en la piel y le puede ocasionar un
pequeiio hematoma o una leve infeccion, que desaparecen en pocos dias; mas
raramente, mareo en el momento de la extraccién de sangre.

Beneficios

La identificacion de posibles factores genéticos relacionados con la
absorcidon y metabolizacion de Tacrolimus y Micofenolato de Mofetil puede
contribuir a personalizar su tratamiento inmunosupresor.

Compensacion

Usted no recibird ningun tipo de compensacion econdmica o de
cualquier otro tipo por su participacion.

.Qué se hara con su muestra?

Se le pedirad su consentimiento para que con su muestra de sangre se
haga:

1. Que acepte que en el ADN de su sangre se estudien los genes
especificos en el estudio que pueden estar relacionados con el
tratamiento inmunosupresor que va a tomar.

2. Es probable que en un futuro se descubran nuevos genes
relacionados con el tratamiento inmunosupresor por ello se le
solicita que autorice al Investigador a almacenar su muestra para
el estudio de otros genes que se puedan descubrir en el futuro.
Esta muestra solo se utilizard para estudiar genes importantes
relacionados con la terapia inmunosupresora. El investigador
garantizard que guardard y utilizara la muestra hasta que ya no
quede méas ADN.

Si cambia de opinidén después de la extraccion de sangre para el estudio
genético, usted puede solicitar que se destruya su muestra de ADN, dirigiéndose
a su médico.

Los datos que se obtengan del estudio le serdn comunicados a su médico
y a usted si lo desea, con el fin de personalizar su tratamiento inmunosupresor.



Confidencialidad

Toda la informacion relacionada con el estudio es estrictamente
confidencial y tratada de acuerdo a la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre
de Proteccion de Datos de Caracter Personal. Para garantizar el anonimato de su
identidad, cada una de las muestras del estudio recibird un cédigo (nunca su
nombre) y nunca el investigador que lleva a cabo el andlisis genético conocera
su identidad.

Su muestra serd almacenada en el congelador durante 2 afios.

Su médico guardard esta hoja de informacién y la hoja de su
consentimiento otorgado con su firma, en su historia clinica. Representantes del
Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital y las Autoridades Sanitaria
Espafiolas podran tener acceso a sus registros médicos, con el fin de controlar y
garantizar la correcta realizacion del estudio.

Los resultados médicos podran ser comunicados en  reuniones
cientificas, congresos médicos o publicaciones cientificas. Sin embargo se
mantendra una estricta confidencialidad sobre la identidad de los pacientes.

Informacion adicional

Si usted precisa mayor informacion sobre este estudio puede contactar
con el Servicio de Nefrologia: Dr Pallardo, Dra Beltran, Dra Kanter, Dr Crespo,
Dra Gavela, Dra Sancho en el teléfono: 961622495 de Lunes a Viernes de 8.30 a
15 hs.



CONSENTIMIENTO DEL PACIENTE PARA ESTUDIOS
GENETICOS

Titulo del estudio ‘“Personalizacién del tratamiento inmunosupresor de
Tacrolimus y Micofenolato de Mofetil en los pacientes con trasplante renal”

.......................................... declaro bajo mi
responsabilidad que he leido la Hoja de Informacion sobre el
estudio y acepto participar en este estudio genético.

2. Se me ha entregado una copia de la Hoja de Informacion al
paciente y una copia del Consentimiento Informado, fechado y
firmado. Se me han explicado las caracteristicas y objetivo del
estudio genético y los posibles beneficios y riesgos que puedo
esperar. Se me ha dado tiempo y oportunidad para realizar
preguntas. Todas las preguntas fueron respondidas a mi entera
satisfaccion.

3. Sé que se mantendra en secreto mi identidad y que se
identificard mi sangre y mis muestras de ADN con un cddigo
numérico.

4. Soy libre de retirarme del estudio genético en cualquier
momento por cualquier motivo, sin tener que dar explicaciones
y sin que repercuta negativamente sobre mi tratamiento médico
futuro. Tras ello se procederd a la destruccion de la muestra
codificada.

5. Los datos del estudio se comunicaran a mi médico y a mi, si lo
deseo, con el objetivo de personalizar mi tratamiento
inmunosupresor.

YO DOY mi consentimiento voluntariamente para que se pueda realizar
el estudio genético relacionado con la identificaciéon de polimorfismos en los
genes implicados en el metabolismo de Tacrolimo y Micofenolado de mofetil en
mi muestra de ADN, y para futuros estudios genéticos relacionados con mi
tratamiento inmunosupresor.

Fecha: Firma del paciente:



Constato que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio
genético, sus apartados y los riesgos y beneficios potenciales al sujeto cuyo
nombre aparece escrito mas arriba. El sujeto consiente participar por medio de
su firma fechada en persona.

Firma del Investigador o la persona que proporciona la informacion y
consentimiento:






Anexo IV. Hoja de informacion al paciente y

consentimiento informado del estudio prospectivo.






AGENCIA
VALENCIANA
DE SALUT

Departament de Salut
Valéncia - Doctor Peset

%

Hoja de Informacion para Estudios Genéticos

Titulo “Personalizacion del tratamiento inmunosupresor de Tacrolimus en
funcion del genotipo CYP3A5*3 en los pacientes con trasplante renal”

Objetivo/finalidad del estudio

Se solicita su participacion en este Proyecto de Investigacion, cuyo
objetivo principal pretende profundizar en el conocimiento de factores genéticos
(polimorfismos) relacionados con los farmacos Tacrélimus (Prograf). Se le pide
que otorgue su consentimiento para que done una muestra de sangre.

En este estudio participan los servicios de nefrologia y farmacia, del
Hospital Universitario Dr. Peset.

Participacion voluntaria

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria y si usted
decide no participar recibird todos los cuidados médicos que usted precise. Su
relacion con el equipo médico que le atiende no va a verse afectada.

Antes de tomar una decision, lea atentamente este documento y haga
tantas preguntas como desee para asegurarse que lo ha entendido y desea
participar.

Procedimientos del estudio

Si usted decide participar, se le extraera un tubo adicional de sangre de 5
ml para obtener las muestras de ADN. El ADN es un elemento que esta presente
en todas sus células porque lo ha recibido de sus padres y lleva un codigo en
forma de “genes” que determina sus caracteristicas fisicas personales, como el
color de ojos, de piel, etc... Las diferencias entre unas personas y otras nos
pueden ayudar a explicar por qué algunas personas presentan efectos adversos o
falta de eficacia a su tratamiento inmunosupresor.



Riegos/Incomodidades

La toma de muestras de sangre puede provocar una sensacion de ardor
en el punto en el que se introduce la aguja en la piel y le puede ocasionar un
pequeiio hematoma o una leve infeccion, que desaparecen en pocos dias; mas
raramente, mareo en el momento de la extraccioén de sangre.

Beneficios

La identificacion de posibles factores genéticos relacionados con la
metabolizacion de Tacrolimus puede contribuir a personalizar su tratamiento
inmunosupresor tras el trasplante renal.

Compensacion

Usted no recibird ningun tipo de compensacion econdémica o de
cualquier otro tipo por su participacion.

.Qué se hara con su muestra?

Se le pedirad su consentimiento para que con su muestra de sangre se
haga:

3. Que acepte que en el ADN de su sangre se estudien los genes
especificos en el estudio que pueden estar relacionados con el
tratamiento inmunosupresor que va a tomar.

4. Es probable que en un futuro se descubran nuevos genes
relacionados con el tratamiento inmunosupresor por ello se le
solicita que autorice al Investigador a almacenar su muestra para
el estudio de otros genes que se puedan descubrir en el futuro.
Esta muestra solo se utilizard para estudiar genes importantes
relacionados con la terapia inmunosupresora. El investigador
garantizard que guardard y utilizard la muestra hasta que ya no
quede méas ADN.

Si cambia de opinidén después de la extraccion de sangre para el estudio
genético, usted puede solicitar que se destruya su muestra de ADN, dirigiéndose
a su médico.

Los datos que se obtengan del estudio le serdn comunicados a su médico
y a usted si lo desea, con el fin de personalizar su tratamiento inmunosupresor.



Confidencialidad

Toda la informacion relacionada con el estudio es estrictamente
confidencial y tratada de acuerdo a la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre
de Proteccion de Datos de Caracter Personal. Para garantizar el anonimato de su
identidad, cada una de las muestras del estudio recibird un cédigo (nunca su
nombre) y nunca el investigador que lleva a cabo el andlisis genético conocera
su identidad.

Su muestra serd almacenada en el congelador durante 2 afios.

Su médico guardard esta hoja de informacién y la hoja de su
consentimiento otorgado con su firma, en su historia clinica. Representantes del
Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital y las Autoridades Sanitaria
Espafiolas podran tener acceso a sus registros médicos, con el fin de controlar y
garantizar la correcta realizacion del estudio.

Los resultados médicos podran ser comunicados en  reuniones
cientificas, congresos médicos o publicaciones cientificas. Sin embargo se
mantendra una estricta confidencialidad sobre la identidad de los pacientes.

Informacion adicional

Si usted precisa mayor informacion sobre este estudio puede contactar
con el Servicio de Nefrologia: Dr Pallardo, Dra Beltran, Dra Kanter, Dr Crespo,
Dra Gavela, Dra Sancho en el teléfono: 961622495 de Lunes a Viernes de 8.30 a
15 hs.



CONSENTIMIENTO DEL PACIENTE PARA ESTUDIOS
GENETICOS

Titulo del estudio ‘“Personalizacién del tratamiento inmunosupresor de
Tacrolimus en funcidon del genotipo CYP3A5*3 en los pacientes con trasplante
renal”

.......................................... declaro bajo mi
responsabilidad que he leido la Hoja de Informacion sobre el
estudio y acepto participar en este estudio genético.

7. Se me ha entregado una copia de la Hoja de Informacién al
paciente y una copia del Consentimiento Informado, fechado y
firmado. Se me han explicado las caracteristicas y objetivo del
estudio genético y los posibles beneficios y riesgos que puedo
esperar. Se me ha dado tiempo y oportunidad para realizar
preguntas. Todas las preguntas fueron respondidas a mi entera
satisfaccion.

8. Sé que se mantendrad en secreto mi identidad y que se
identificard mi sangre y mis muestras de ADN con un cddigo
numérico.

9. Soy libre de retirarme del estudio genético en cualquier
momento por cualquier motivo, sin tener que dar explicaciones
y sin que repercuta negativamente sobre mi tratamiento médico
futuro. Tras ello se procederd a la destruccion de la muestra
codificada.

10. Los datos del estudio se comunicardn a mi médico y a mi, si lo
deseo, con el objetivo de personalizar mi tratamiento
inmunosupresor.

YO DOY mi consentimiento voluntariamente para que se pueda realizar
el estudio genético relacionado con la identificacion de polimorfismos en los
genes implicados en el metabolismo de Tacrolimo en mi muestra de ADN, y
para futuros estudios genéticos relacionados con mi tratamiento inmunosupresor.

Fecha: Firma del paciente:



Constato que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio
genético, sus apartados y los riesgos y beneficios potenciales al sujeto cuyo
nombre aparece escrito mas arriba. El sujeto consiente participar por medio de
su firma fechada en persona.

Firma del Investigador o la persona que proporciona la informacion y
consentimiento:






Anexo V. Modelo de informe farmacogenético.






AGENCIA

UNIDAD DE FARMACOCINETICA E
M rie INVESTIGACION CLINICA.
Departament de Salut SERVICIO DE FARMACIA

Valéncia - Doctor Peset

ESTUDIO: PROTOCOLO DE INDIVIDUALIZACION
POSOLOGICA DE TACROLIMO EN FUNCION DEL
POLIMORFISMO CYP3A5*3

Paciente: XXXXX

Num. Historia Clinica: XXXXXX
N° paciente: XXXXXXX

Médico responsable:

RESULTADOS DE ANALISIS FARMACOGENETICO

Significacion

Polimorfismo Homocigoto Resultado

Alelo G= falta de expresion= mayor

1 CYP3A5*3 concentracion de tacrolimo. GG
rs776746
6986A>G GG: AA: AG:

RECOMENDACION POSOLOGICA DE TACROLIMO

El paciente presenta genotipo homocigoto para el polimorfismo
CYP3A5*3, por tanto se recomienda iniciar el tratamiento con tacrolimo
con una dosis de 0,075mg/kg/12h.

Farmacéutico: M?Angeles Lopez-Montenegro Fecha:






Anexo VI. Resultados del analisis farmacogenético de los 50
pacientes del estudio retrospectivo.






Genotipo de la poblacion (n=50) para los 14 polimorfismos estudiados. Las filas
representan los pacientes incluidos en el estudio numerados del 1 al 50. Las columnas

representan los polimorfismos estudiados agrupados por gen.

CYP3A5 MDR1 UGT1A9 UGT1A8 UGT2B7 PXR
*3 *6 *8 *9 3435 2677 2152 275 *3 *4 *5 *3 *2 PXR
1 He He N N N He N He Ho He N He He He
2 He He N N N He N He Ho He N N He
3 Ho N N N He He N He Ho He N N He
4 Ho He N N He He He He Ho N N N He Ho
5 Ho N N N N N N Ho Ho He N N He He
6 Ho N N N He He N Ho He He N N Ho He
7 Ho N N N Ho Ho Ho He Ho He N He Ho He
8 Ho N N N He He N He Ho He N N He He
9 Ho N N N Ho He N He Ho He N Ho He
10 Ho N N N He He N He Ho He N N He
11 Ho N N N He He N Ho Ho He N He He He
12 Ho N N N He He N Ho Ho He N He He He
13 He N N N N Ho He He Ho He N He He He
14 Ho N N N He He N Ho Ho He N N He He
15 Ho N N N He He N Ho He N N N He He
16 Ho N N N He He N Ho Ho He N N He He
17 Ho N N N N He N Ho Ho N N N Ho He
18 He N N N He He He Ho N N N He He
19 Ho N N N He N He He Ho N N N He He
20 Ho N N N He He N N Ho N N N He Ho
21 Ho N N N He He Ho Ho Ho N N Ho He He
22 Ho N N N He N He He Ho N N Ho N Ho
23 He N N N He N He He Ho He N He Ho He
24 Ho N N N He He N He Ho He N He Ho He
25 Ho N N N N He N He Ho He N He N Ho
26 Ho N N N He He N He Ho He N N Ho He
20 Ho N N N N He N He Ho He N N He He
28 He N N N He He N He Ho He N He He He
29 Ho He N N He N N He Ho He N He He He
30 Ho N N N He He He He Ho He N He N He
31 Ho N N N N Ho He N He Ho He
32 Ho N N N Ho He N Ho Ho
33 Ho N N N Ho Ho N N Ho He N He He
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Ho
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He
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He

He

He
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He

He
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Ho
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He

He

He

He

He

CYP3A5

*9

*8

*6

He

He

He

*3

Ho

Ho
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Ho

He
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He

Ho
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He
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Ho

34
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N: nativo; He: heterocigoto; Ho: homocigoto
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	Tesis.Índice.
	Tesis_CUERPOversionFinal
	TESIS_Anexos


