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CORRELACION DEL GENOTIPO MDRI(ABCB1) Y CYP3A5 CON EL PERFIL
FARMACOCINETICO DE TACROLIUS EN NINOS CON TRASPLANTE RENAL.
RESUMEN:

El trasplante es el tratamiento de eleccion en la enfermedad cronica terminal (ERCT) y
el rechazo es la principal complicacion, se emplean farmacos como tacrolimus para
evitarlo. Tacrolimus se ha vinculado a la glicoproteina-P y el CYP3A5, cuyos genes son
polimérficos. No se tienen reportes de la farmacocinética del tacrolimus en pacientes
pediatricos con trasplante renal y el genotipo de la glicoproteina-P y la isoenzima
CYP3ADS. El conocer la frecuencia de los polimorfismos de CYP3A5 y MDR1(ABCB1) en
pacientes mexicanos con trasplante renal, su correlacion con el perfil farmacocinético
del tacrolimus y los genotipos CYP3A5 y MDR1(ABCB1) en nifios con trasplante renal y
el comparar estos resultados con los reportados en otros grupos étnicos, fueron los
objetivos del presente trabajo.

Estrategia experimental y métodos: Se determind la frecuencia de los genotipos
CYP3A5*1 y CYP3A5*3 en 291 mexicanos receptores de trasplante renal, tanto adultos
como nifios, tratados con tacrolimus. A 51 de los nifios participantes, se les determiné
ademas, la farmacocinética del tacrolimus y las variantes alélicas en los exones 12, 21
y 26 del gen MDR1(ABCB1) mediante secuenciacion.

Resultados: De 291 pacientes con trasplante renal, 18 (6.2%) fueron (CYP3A5**1*1),
121 pacientes (41.6%) fueron heterocigotos (CYP3A5*1*3), ambos expresores y 152
pacientes (52.2%) fueron no expresores(CYP3A5*3*3). Los individuos con genotipo
(CYP3A5*1*1) requieren altas dosis del tacrolimus para alcanzar los niveles en valle, a
diferencia de los individuos con genotipo mutante CYP3A5*3*3. Se encontraron
diferencias en la Cmax, y en el ABCq.12n entre los expresores y los no expresores. No se
encontraron diferencias entre la farmacocinética del tacrolimus y los polimorfismos del
gen MDR1(ABCB1). La poblacién mexicana difiere con otras poblaciones en los
genotipos CYP3A5 y MDR1(ABCB1).

Conclusiones: El 52.2% de los participantes fueron CYP3A5*3*3. Este genotipo pueden
estar asociados a la dosis y en la farmacocinética del tacrolimus. Los genotipos
analizados del gen MDR1, en este estudio, no mostraron tener influencia en la
farmacocinética del tacrolimus. La poblacion mexicana es diferente a otras poblaciones.
Se requieren mas estudios para determinar si el conocimiento del polimorfismo genético
pre-trasplante, ayudaria en la sobrevida del injerto y en la disminucion de los rechazos

y/o la nefrotoxicidad.
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CORRELATION OF GENOTYPE MDR1 (ABCB1) and CYP3A5 WITH THE
PHARMACOKINETIC PROFILE OF TACROLIUS IN CHILDREN WITH RENAL
TRANSPLANT.

SUMMARY:

Transplantation is the treatment of choice for ESRD and rejection is the main
complication and drugs such as tacrolimus are used to prevent it. Tacrolimus has been
linked to P-glycoprotein and CYP3AS5, whose genes are polymorphic. There are no
reports of the pharmacokinetics of tacrolimus in pediatric renal transplant patients and
genotype of P-glycoprotein and CYP3A5 isoenzyme. The objectives of this study were
to determine the frequency of polymorphisms of CYP3A5 and MDR1 (ABCB1) in
Mexican patients with renal transplantation, correlating the pharmacokinetics of
tacrolimus and CYP3A5 genotypes and MDR1 (ABCB1) in renal transplant children and
compare these results with those reported in other ethnic groups.

Experimental strategy and methods: We determined the frequency of genotypes
CYP3A5 *1 and CYP3AS5 *3 in 291 renal transplant recipients Mexicans, both adults and
children treated with tacrolimus. It was also determined in 51 of participating children,
the pharmacokinetics of tacrolimus and allelic variants in exons 12, 21 and 26 of the
gene MDR1 (ABCB1) by sequencing. Results: Of 291 patients with renal transplantation,
18 (6.2%) were (CYP3A5*1*1), 121 patients (41.6%) were heterozygous (CYP3A5*1* 3),
both expressers and 152 patients (52.2%) were not expressers (CYP3A5*3*3).
Individuals with genotype (CYP3A5*1*1) require high doses of tacrolimus to achieve
levels valley, unlike individuals with mutant genotype CYP3A5*3*3. There were
differences in Cmax and AUCgy,, between expressers and not expressers. No
differences were found between tacrolimus pharmacokinetics and MDR1(ABCB1) gene
polymorphisms. The genotype frecuencies of CYP3A5 and MDR1(ABCB1) are different
when compared with other populations.

Conclusions: 52.2% of participants were CYP3A5*3*3 genotype modifying the dose and
the pharmacokinetics of tacrolimus compared to expressers patients or individuals. The
genotypes of the MDR1 gene analyzed in this study showed no influence on the
pharmacokinetics of tacrolimus. The Mexican population is different from other
populations. Further studies are needed to determine if knowledge of genetic
polymorphism pre-transplant, help in graft survival and decreased rejection and / or

nephrotoxicity.
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1. Introduccion

1.1 Enfermedad Renal y Trasplante Renal.

La enfermedad renal se define como el dafio renal por un tiempo igual o mayor a 3
meses, con presencia de anormalidades estructurales y/o funcionales del rifién con o
sin disminucion de la velocidad de filtraciébn glomerular (VFG) y una o mas de las
siguientes caracteristicas:

Alteracion de la composicién de la orina o la sangre

Alteraciones en exadmenes de imagen

Alteraciones en la biopsia renal, 0 en los pacientes que presentan VFG menor de 60
mL/min/1.73 m? igual o0 mayor a 3 meses con o sin otros signos descritos previamente
(2).

Las guias K/DOQI clasifican a la enfermedad renal crénica en 5 estadios que son (2):
Estadio 1: VFG mayor a 90 mL/min/1.73 m?

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

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

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

Estadio 5: VGF menor a 15 mL/min/1.73 m? a lo que se considera Enfermedad crénica
terminal (ERCT) (2-4).

Las implicaciones de la ERCT son diferentes en los nifios comparados con los adultos.
En los nifios, ya que ademés de anemia, hipertension arterial, desequilibrio electrolitico,
enfermedad 6seo-metabdlica, proteinuria y oliguria, se afecta el desarrollo neuro-
psicologico y de los diferentes 6rganos, por lo que el reemplazo de la funcién renal es
de suma importancia (5-7).

El trasplante renal (TR) se prefiere sobre las terapias de reemplazo dialitica (dialisis
peritoneal y hemodidlisis) ya que reestablece la funcién renal, promueve el crecimiento
adecuado, corrige la osteodistrofia, evita la anemia, disminuye el estrés producido por el
tratamiento con didlisis, promueve un mejor desarrollo psicosocial, aumenta la calidad
de vida y a largo plazo tiene menor costo que la didlisis (8-10).

La sobrevida del injerto depende de multiples factores entre los que destacan la calidad
del tejido renal, la compatibilidad, las condiciones preexistentes, la edad del receptor y
del donador, las diferencias raciales, las transfusiones de sangre previas y el tiempo de

isquemia fria, entre otros (11).
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El rechazo es la principal complicacion inmunolégica posterior al trasplante y de
acuerdo a su apariciéon en el momento post-trasplante se clasifica en:

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

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

La nefropatia crénica o rechazo crénico: se distingue por fibrosis y alteraciones

vasculares con pérdida de la funcion del injerto, los cambios se observan en arterias,
tubulos, intersticio y glomérulos los cuales pueden aparecer después de episodios
repetidos de rechazo agudo (12).

El mecanismo inmunolégico relacionado con el rechazo del injerto se inicia por el
reconocimiento del injerto a través del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) del
receptor, el cual activa a los linfocitos T mediante la interaccion del antigeno (HLA del
donador) y el TCR del linfocito del receptor (Figura 1). Esta interacciébn promueve la
fosforilacion de la tirosina presente en la fosfolipasa C gamma, del receptor, y la
hidrdlisis del fosfatidil difosfato (PIP2) con la subsecuente aparicion del trifosfato de
inositol (IP3) y el diacilglicerol (DAG). Estas moléculas promueven el incremento del
calcio y la activacién de la proteincinasa C (PKC) y dan lugar a la estimulacion del factor
nuclear xB (NFkB), el factor activador de la proteina | (PA-1) y el factor nuclear
activador de células T (NFAT), estos factores pasan al nacleo celular y se acoplan a las
regiones promotoras en el DNA y promueven la produccién de IL-2, IL-4 y factores
citotoxicos. (Figura 1) (12, 13).

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

sido agrupadas en las siguientes tres etapas:

1. Etapa de induccion en la cual se establece la pauta profilactica para prevenir y
retrasar el rechazo agudo, en la que son administradas elevadas dosis de

inmunosupresor, entre los farmacos empleados se encuentran anticuerpos antilinfocitos
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poli o monoclonales, anticuerpos contra el receptor de IL-2 (CD25), esteroides, y

mayores dosis de inmunosupresores de mantenimiento.
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Figura 1. Representacion esquemdtica de algunas de las vias de activacion de linfocitos T. Modificado de

Castro et al (14).

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

a) los esteroides.

b) los antiproliferativos, azatioprina y micofenolato de mofetilo.

¢) los inhibidores mTor como sirolimus, everolimus.

d) los inhibidores de calcineurina como la ciclosporina y el tacrolimus.
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3. La etapa de tratamiento del rechazo, se caracteriza por la utilizacion de la
inmunosupresion intensa durante un periodo corto de tiempo con el objetivo de inhibir la

activacion del sistema inmune una vez que hubo reconocimiento del injerto.

Ninguno de los farmacos anteriormente mencionados, por si sélo es efectivo para inhibir
completamente la activacion de los linfocitos T. Desde 1996 hasta la fecha, el clinico ha
empleado esquemas de tratamiento que involucran mas de un inmunosupresor en el
tratamiento de los pacientes con trasplante (Tabla 1), los cuales han sido empleados en
nifios y adultos con buenos resultados en la prevencién del rechazo (15-19).

Tabla 1. Farmacos empleados Post-Trasplante (%)

(pacientes con funcion renal estable)

Era de trasplante 1996 - 2002 Era de trasplante 2003 - 2010
ler 3er 30 ler 3er 5°
30dias | _ . 5° aflo ) . . .
ano ano dias ano ano afno
PDN/CsA/MMF 33.6 35.3 28.4 21.8 6.6 6.9 7.1 6.2
PDN/CsA/Aza 20.5 15.8 12.7 8.1 0.7 04 0.4 0.4
PDN/CsA 11.2 51 4.4 49 1.7 1.1 0.7 2.1
PDN/Tac/MMF 17.8 22.5 26.6 31.3 56.2 52.1 45.6 40.9
PDN/Tac/Aza 2.2 45 6.1 6.6 2.1 2.4 2.6 3.7
PDN/Tac 7.7 9.2 10.9 11.6 6.2 10.1 11.2 9.9
Tac/MMF 0.6 1.5 2.3 3.5 14.8 12.2 12.8 14.9
Otras
) ) 6.4 6.2 8.6 12.3 11.9 14.8 19.7 21.9
combinaciones
PDN = Prednisona, MMF = Micofenolato de mofetilo, CsA = Ciclosporina, Tac = Tacrolimus, Aza =

Azatioprina. Datos tomados NAPRTCS (17).

Los inhibidores de la calcineurina, la ciclosporina y el tacrolimus, han mostrado ser
bésicos en el tratamiento tanto de la induccion como en el de mantenimiento del
trasplante debido a que se ha comprobado gran eficacia como inhibidores de la
respuesta inmune, y después de su introduccion se logré mejorar la sobrevida del injerto
tanto del donante vivo como del donante fallecido a 80% a 5 afios (16). Sin embargo, la
individualizacion de la dosis es complicada por el estrecho indice terapéutico y la

variabilidad inter e intraindividual que presentan, lo que hace necesario el monitoreo
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farmacoldgico constante, para su dosificacién. Ademas, existen factores propios del
individuo como el desarrollo organico del paciente, la presencia y naturaleza de la
enfermedad existente, el sexo, el estado nutricional, la adherencia al tratamiento y la
herencia genética que complican aun mas la dosificacién (5, 11, 15, 20, 21) .

Por otro lado, la biodisponibilidad de los inhibidores de calcineurina esta relacionada
con la via de administracion, las caracteristicas estructurales y fisioldgicas de los sitios
de absorcion, metabolismo y eliminacién del farmaco.

Las proteinas relacionadas con la absorcion (glicoproteina-P) y el metabolismo (CYP3A)
de los inhibidores de calcineurina, son expresadas genéticamente y cualquier variacion
en la secuencia de ADN impacta en la estructura y funcién de dichas proteinas, lo que
explica en parte las variaciones inter e intraindividual.

El 90% de la poblacion mexicana es mestiza, su mezcla proviene de ancestros
amerindios, europeos Yy africanos (22). Existe evidencia de que la poblacion mexicana
difiere en la biotransformacion de farmacos que dependen del CYP3A4/CYP3A5 como
nifedipino (22-24), midazolam (25), ciclosporina (26), sildenafil (27), omeprazol (28) y
meloxicam (29) con respecto a la poblacion caucédsica, por lo que los datos
farmacocinéticos obtenidos en caucasicos no pueden ser extrapolados a la poblacion

mexicana.

1.2 Tacrolimus.

1.2.1 Quimica

El tacrolimus (Tac) pertenece al grupo de los macrdlidos con actividad antimicrobiana
restringida, su estructura consta de un anillo de 23 carbonos, su peso molecular es de
806 g/mol, es insoluble en agua pero soluble en metanol, cloroformo y glicerol, con
punto de fusién de 126 °C. Su férmula condensada es CsHgNO1, H,O y su formula
estructural es mostrada en la figura 2. Es estable por muchos meses como un polvo
cristalino y por una semana a temperatura ambiente en plasma o sangre completa. Su
maximo de absorbancia es a 205 nm (7, 15, 30). Este farmaco es producido por el
hongo Streptomyces tsukubaensis, fue descubierto en 1984 en Japoén (7) y aprobado
por la FDA en 1994.
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Figura 2. Férmula estructural del tacrolimus

Se emplea como profilaxis para prevenir el rechazo del injerto de rifién, higado,
corazon, medula 6sea, células de los islotes y también como tratamiento a corto y
mediano plazo de la dermatitis atdpica, psoriasis, artritis reumatoide, sindrome nefrético
y enfermedad de Crohn (30, 31). Esté disponible en la presentacion intravenosa de 5

mg/mL, en capsulas de 1 y 5 mg para ser administrado por via oral.

1.2.2 Dosis.

La dosis inicial es de 0.1 a 0.15 mg/kg/dia, administrados en dos dosis al dia; con esta
dosificacion se alcanzan concentraciones estables entre el tercer y cuarto dia. El tipo
de trasplante, el uso de otros inmunosupresores y el tiempo post-trasplante son factores
gue determinan los niveles en valle del tacrolimus que se pretenden alcanzar (31). En la
siguiente tabla se muestran los niveles en valle requeridos en el trasplante renal en

nifios, segun el tiempo post-trasplante (7).
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Tabla 2. Niveles objetivo en valle del tacrolimus en pacientes con trasplante renal (30,
32).

Trasplante renal Niveles objetivo en
(' mantenimiento en meses) valle (ng/mL)
0a?2 10-25

la3 7-20
4al2 5-15

> 12 5-10

Tratamiento de rescate

(trasplante renal)

1 -2 semanas 20-25
1 mes 15-20
2 meses 10-15
Cronicos 5-10

1.2.3 Farmacocinética.

1.2.3.1 Absorcion

La absorcion del tacrolimus a nivel gastrointestinal ha sido asociada con la presencia de
la glicoproteina-P, del CYP3A5 y la composicion de los alimentos. Se ha demostrado
gue alimentos con alto contenido de grasas (848 kcal y 46% de lipidos) provocan una
disminucion del 37% en el ABC y hasta un 77% en la Cmax. La presencia de alimentos
ricos en carbohidratos (668 kcal, 85% de carbohidratos) disminuyen en un 28% el ABC
y en un 65% la Cmax. Tac al ser absorbido alcanza el pico maximo en 0.5 a 2 horas, su
vida media es de 8 a 19 horas (7, 30).

1.2.3.2 Distribucion.
Tac se distribuye en la mayoria de los tejidos incluyendo pulmén, corazoén, rifidn,
pancreas, cerebro, musculo e higado, y pasa a través de la placenta. En la circulacién

fetal se ha detectado hasta un 35% de la concentracion plasmatica de la madre; en la
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leche materna alcanza concentraciones similares a la concentracion del plasma
materno (33, 34).

En la sangre, el tacrolimus se une entre el 72 y 77% a la albimina, a la glicoproteina
al-acida y a los eritrocitos. La distribucion de Tac en sangre depende del hematocrito,
la concentracion de proteinas en el plasma y la concentracion del farmaco (7, 34-36).

El volumen de distribucion (Vd) de Tac administrado por via intravenosa en adultos es
de 1 a 1.5 L/kg, mientras que en nifios es de 2.6 a 2.7 L/kg, lo que indica que en los
nifios el Vd es de hasta 1.8 veces mas alto que en adultos (7). En pacientes pediatricos,
después de una administracion oral, se alcanza un Vd de 9 L/kg (7, 30).

Existe una correlacién entre la concentracién en sangre y el ABC, por lo que la
concentracion plasmatica puede mejorarse a través del muestreo terapéutico. En
pacientes con trasplante renal después de una dosis promedio del tacrolimus de 0.16
mg/kg/d, el ABC fue de 104 ng*h/L mientras que en el trasplante hepatico, el ABC fue
de 252 ng*h/L seguido de una dosis promedio de 0.3 mg/kg/d. Existe correlacién entre
el ABC y la Cmin posterior a la primera dosis oral del tacrolimus con un valorr = 0.9y
en estado estacionario de r = 0.83, lo que sugiere que la Cmin de Tac es un buen
indicador de la exposicion sistémica (7, 33, 37).

La biodisponibilidad depende de la expresién de las isoenzimas CYP3A4, CYP3A5 que
son las encargadas del metabolismo del tacrolimus tanto a nivel intestinal como
hepatico vy la glicoproteina-P (P-gp) presente en la parte apical de diferentes células,
entre las que estan las intestinales; es la encargada de transportar hacia el exterior de
las células una gran variedad de sustratos limitando su absorcién oral (Figura 3). La
funcién y actividad de estas proteinas varia marcadamente entre individuos y esto ha
sido relacionado con la presencia de los polimorfismos presentes en los genes que
codifican a CYP3A4, CYP3A5 y ala P- gp.

1.2.3.3 Metabolismo (biotransformacion).

El Tac es metabolizado por las isoenzimas CYP3A4 y CYP3A5, las cuales se
encuentran en su mayoria en el higado y el tracto gastrointestinal (38, 39), y se han
descrito al menos 15 metabolitos. Dentro de las modificaciones estructurales que Tac
experimenta ante el metabolismo de CYP3A esta la O-desmetilacién de los carbonos
13, 15y 31, y la hidroxilacion. El metabolito 31-O-desmetilado ha mostrado in vitro, un
efecto inmunosupresor similar al Tac, pero se desconoce su eficacia terapéutica y/o
toxicidad (40).

10
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Figura 3. La glicoproteina—P juega un papel importante en la absorcion del tacrolimus a nivel
gastrointestinal. Modificado de Medicinapertutti.it (38)

1.2.3.4 Eliminacion.

En el hombre, méas del 90% de la dosis de Tac es eliminada por via biliar y menos del 1
% por la orina. La vida media Ty,3 de Tac en nifios fue estimada en 12.4 h, similar al
adulto cuyo promedio fue de 12.1 h (7, 30). El aclaramiento promedio después de una
administracion intravenosa de Tac fue de 0.040 L/h en voluntarios sanos, mientras que
en pacientes adultos con trasplante renal fue de 0.083 L/h. En el trasplante de higado,
el aclaramiento de Tac en adultos fue de 0.053 L/hr/kg y en nifios de 0.14 L/hr/kg. En el
trasplante hepético con respecto al trasplante de médula 6sea, el aclaramiento fue de
0.108 L/h/kg en nifios mientras que en los pacientes adultos fue de 0.071 L/h/kg (7). En
la figura 4 se muestra la ruta que sigue tacrolimus desde su disolucién hasta su
eliminacion. Por otro lado, la tabla 3 resume algunos de los pardmetros

farmacocinéticos del tacrolimus.

11
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Disolucion y absorcion gastrointestinal de farmacos

Biodisponibilidad

f

Metabolismo hapatico
CYP3A4ICYP3AS
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pH 57
Metabolismo
intestnal
CYP3AS

Aclaramiento

Figura 4. Disolucion y absorcion a nivel gastrointestinal del tacrolimus. Modificado de

http://www.portalesmedicos.com/publicaciones/artcles/775/1/vias-de-Administracion-de-Farmacos.html (41)

Tabla 3. Datos farmacocinéticos del tacrolimus (15).

Disponibilidad Excrecion Unién a Depuracion Vol dist t¥ (h) Tmax (h) Cmax
(Oral) (%) Urinaria (%) proteinas del | (mL*min™ *Kg) (L/kg) (ng/mL)
Plasma (%) dosis de 7
mg
25+10 <1 75a99 0.90 +0.29 0.91+0.29 12+5 14+05 31.2+10.1
<« <ER cirr <ER <ER
lalimentos Teirr Teirr

<> equilibrio, T=incremento, ER=eliminacion renal, cirr=circulacion.

12
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1.2.4 Farmacodinamia.

1.2.4.1 Mecanismo de Accion.

El Tac es un potente inmunosupresor y selectivo agente antilinfocitos T, tiene un
mecanismo similar a la ciclosporina mediante la inhibicion de la calcineurina e impide la
produccion de interleucina 2 (IL-2) (7). El mecanismo inmunosupresor se inicia cuando
Tac entra a la célula por difusién, ya en el citoplasma se acopla a la proteina FKBP
(proteina que une a tacrolimus), este complejo se une a su vez con la calcineurina,
inhibiendo la accion de desfosforilacion que tiene la calcineurina sobre el factor nuclear
de linfocitos T (NFAT) (12), impidiendo su traslocacion al nucleo celular, por lo cual la
transcripcién de interleucina 2 (IL-2), interferon-y (IFN- y), factor de necrosis tumoral-a
(TNFa) y factor estimulador de colonias granulocito-macréfago (GM-CSF) se ve
suprimida logrando un efecto inmunosupresor (Figura 5) (42).

El tacrolimus ha mostrado una potencia 100 veces mayor que la ciclosporina, pero la
inmunosupresion necesaria para prolongar la vida de los injertos conlleva una mayor

predisposicion a infecciones viricas y tumores asociados a los virus.

Ca™ Seal

TAC

citoplasma

linfocito T

gen de la interlencing 2

Figura 5. Representacion esquematica del mecanismo de accion del tacrolimus. Extraida y modificada de:
Stepkowski (42).
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1.2.4.2 Interacciones farmacoldgicas

La eritromicina, la claritromicina, el clotrimazol, el fluconazol, el ketoconazol , el
nifedipino, el cloranfenicol, los corticoesteroides, la bromocriptina, el omeprazol, el
tamoxifeno, la cimetidina, el verapamil y el jugo de toronja, promueven el metabolismo
de Tac de tal modo que existe una reduccion de las concentraciones sanguineas. Los
anticonvulsivantes como el fenobarbital, la fenitoina, la carbamazepina o la primidona
son inductores del CYP. La coadministracion de Tac con farmacos anti-inflamatorios no
esteroideos incrementan la nefrotoxicidad, al igual que la co-administracion con los
aminoglucésidos, el trimetroprim/sulfametoxazol, la anfotericina B, el aciclovir y con

inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (7).

1.2.4.3 Efectos adversos y toxicidad

El tacrolimus presenta un estrecho indice terapéutico, al administrarse la misma dosis, a
individuos con la misma edad, talla y peso, existe gran variacion inter e intraindividuo,
por lo que errores en la dosificacion de Tac pueden llevar al paciente trasplantado al
rechazo o a la presentacion de toxicidad. Para evitar esto, actualmente se hace un
monitoreo constante de los niveles sanguineos.

Los eventos adversos de Tac incluyen: nefrotoxicidad, alteraciones en el metabolismo
de la glucosa, hipertensién, molestias gastrointestinales, hipercalemia, infecciones por
agentes oportunistas, enfermedad linfoproliferativa, hirsutismo, hipertrofia gingival,

disfuncién neuroldgica e hiperlipidemia (7, 30, 33).

1.2.5 Métodos de deteccion del tacrolimus

La concentracion plasmatica de Tac ha sido evaluada mediante inmunoensayos,
métodos automatizados como el IMx y el Architect (Laboratorios Abott), los cuales
llegan a detectar hasta 2 ng/mL, la quimioluminiscencia, pero tiene la desventaja de
tener un costo elevado y estos solo detectan pg/mL. Otro método es HPLC acoplado a
detectores como el UV o el de masas (43).

El Tac es estable en muestras sanguineas almacenadas a —70 °C hasta por un afio y
por 2 semanas a temperaturas entre 4° a 22 °C. La deteccién de Tac en los fluidos

corporales esté limitada por su absorcion.
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1.3 Citocromo P450 y Metabolismo del tacrolimus

La biotransformacién de los farmacos para su eliminacion esta a cargo de las enzimas
de Fase | (las cuales se encargan de reacciones de oxidacién, reduccion e
hidroxilacion) y las de Fase Il (reacciones de conjugacién). Dicho metabolismo se
efectla principalmente en el higado y el intestino y en forma secundaria en la piel,
pulmaon, rifion, glandula mamaria y placenta.

Dentro de las enzimas de fase | se encuentran el citocromo P-450 (CYP), conformado
por aproximadamente 100 isoenzimas cuya estructura quimica contiene un grupo hemo.
Las isoenzimas son agrupadas en familias, su peso molecular se aproxima a 50 KDa.
En el humano se han identificado 16 familias y 29 subfamilias, con un total de 50 genes
CYP identificados. Las familias son formadas por isoenzimas que tienen mas del 40%
de coincidencia en su secuencia de aminoacidos y son asignados con un ndmero
después de la palabra CYP (ejemplo CYP3). Las subfamilias son los conjuntos de
citocromos que poseen al menos el 55 % de coincidencia en su secuencia de
aminodcidos, y son designados con letras, la cual sigue al numero (CYP3A), finalmente
cada enzima se asigna con un numero que es colocado después de la dltima letra

(CYP3AS5), a su vez el gen que le da origen recibe el mismo nombre. (Figura 6).

Subfamilia: homologia >55 aa

I.f

CYP3A5———— Numero de gen

I_‘

Familia: homologia >40% aa

Figura 6. Nomenclatura del CYP

Las familias relacionadas con el metabolismo de farmacos son CYP1, CYP2 y CYPS3,

que metabolizan entre el 30 y 40 % de los medicamentos empleados en la préactica

15



N en C Maria Tués del Pilar Ganeia Reca.

clinica y son las encargadas de la biotransformacion de xenobioticos (44). La figura 7
muestra la proporcién de expresion de las isoformas del CYP presentes en el higado.

Su expresion es regulada por factores genéticos, fisiopatoldgicos y epigenéticos (44-
46). La variabilidad genética a nivel de expresion o funcion de los CYPs tienen un gran
efecto en la eficacia de los farmacos y en la transformacion de algunos de ellos a sus

especies activas.

Proporcion de enzimas P450 metabolizadoras de
farmacos

CYP2D6

CYP1A/A
20%

11%

CYP2C19
8%

CYacs/9
17%
CYP3A4/5
37% CYP2E1
4%

3%

Figura 7. Proporcion del contenido de CYP en el higado. Tomado de: Wrighton et al. 1992 (47).

Las diferencias en el metabolismo de farmacos pueden conducir a una severa toxicidad
o dafio terapéutico por la alteracion en la relacion entre la dosis y la concentracién
sanguinea del farmaco. Esto ha sido explicado en funcion de las modificaciones
genéticas (polimorfismos) en los genes que codifican a estas proteinas, algunas
variaciones son causadas por la presencia de polimorfismos en regiones no

codificadoras que modifican la expresion de la proteina y/o su funcion (40, 48).
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1.3.1 Subfamilia CYP3A

El metabolismo de Tac depende de la expresion hepatica e intestinal de las enzimas
metabolizadoras de fase | de la subfamilia CYP3A, quien es la responsable de la
biotransformacion del 50% de los medicamentos que se utilizan en el &rea clinica. Esta
familia presenta cuatro isoenzimas CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 y CYP3A47, las cuales
son el producto de los genes que llevan su mismo nombre y se encuentran localizados
en el cromosoma 7 (49).

El CYP3A4 es el de mayor proporcion en los microsomas hepaticos, este citocromo al
igual que el CYP3A5 metaboliza al tacrolimus. La variante genotipica CYP3A4*1B se ha
estudiado ampliamente, tiene una mayor actividad enzimatica, su posible efecto ha sido
discutido, pero no ha sido comprobado en todos los grupos estudiados (50, 51).

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

El CYP3A5*3 es uno de los polimorfismos mas estudiados en relacién al metabolismo
de los inhibidores de calcineurina. Este polimorfismo se debe al cambio de una adenina
(A) por una guanina (G) en la posicién 6986 del gen (A6986G o también identificado
como rs776746), lo que produce un codén de paro prematuro en el exén 3,
promoviendo la produccién de una proteina no funcional. Los individuos con genotipo
para CYP3A5*1*1 expresan la proteina funcional o normal (40, 52, 53). La variante
polimérfica CYP3A5*3*3 expresa una proteina corta no funcional.

Mac Phee en el 2008 reportd que el 84% de caucasicos, el 49% de asiaticos y el 15 %
de negros presentaban el genotipo CYP3A5*3*3 (54). Este mismo autor en un estudio
realizado en el 2004 relacion6 la concentracion del tacrolimus en las primeras dos
semanas post-trasplante con el genotipo del gen CYP3A5 y encontré que los individuos
con la variante alélica CYP3A5*3*3 tuvieron altos niveles del tacrolimus comparados
con aquellos con genotipo CYP3A5*1*1 6 CYP3A5*1*3 (55). Por otro lado, Xie en el

mismo afio estimo6 que entre el 10 al 20% de caucasicos, del 40 al 50% de asiticos, del

17



N en C Maria Tués del Pilar Ganeia Reca.

60 al 70 % de hispanos y mas del 80% de afro-americanos fueron expresores para la
proteina CYP3A5 (56).

Los individuos homocigotos para CYP3A5*3 con trasplante de d&rgano sdlido,
alcanzaron concentraciones hasta dos veces mas de Tac que los individuos con
genotipo CYP3A5*1 (40, 57-60). Por otro lado, existen evidencias de portadores del
genotipo CYP3A5*3*3 que requieren menores dosis de Tac sugiriendo que el genotipo
puede proveer informacion para individualizar la dosis de Tac (40, 61, 62). Se ha
reportado altas dosis ajustadas de Tac (Coh/dosis, C,h/dosis o ABC/dosis) en individuos
gue expresaban por lo menos un alelo CYP3A5*1 con respecto a los individuos que
presentaban el alelo CYP3A5*3.

1.4 Glicoproteina-P

La funcion de muchos receptores y proteinas transportadoras localizadas en la
membrana celular es regular la entrada de productos necesarios para el metabolismo
de la célula y la salida de productos del metabolismo celular, entre estos
transportadores se encuentra la glicoproteina-P.

Estudios realizados tanto in vitro como in vivo han mostrado que la glicoproteina-P (P-
gp) disminuye la absorcion a nivel intestinal y promueve la eliminacién por via renal y
biliar de farmacos y xenobiéticos.

La glicoproteina-P pertenece a la superfamilia de los ABC transportadores, los cuales
tienen la caracteristica de conservar dos casettes que se unen a ATP. Esta superfamilia
esta formada por 48 miembros, los cuales estan clasificados en 8 subfamilias (A-G)
basados en la similitud de su secuencia. Pueden transportar iones, azlcares, glucanos,
fosfolipidos aminoéacidos, péptidos, proteinas, farmacos y toxinas, que son expulsados
del interior de la célula por medio de la hidrdlisis del ATP (63, 64).

La glicoproteina-P es expresada en el intestino, el higado, la membrana de las células
con borde de cepillo, la membrana plasmatica de las células mesangiales, las células
epiteliales tubulares del asa de Henle y del tabulo colector, los linfocitos, el epitelio del
plexo coroideo, los ovarios, la placenta, el tejido hematopoyético, los hepatocitos, los
testiculos, la barrera hematoencéfalica, y en ciertas células cancerosas (34, 65).

A nivel celular, la glicoproteina se localiza en la membrana citoplasmaética, el aparato

de Golgi y el reticulo endoplasmico. Es codificada en el cromosoma 7¢g21.1, posee 28
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exones los cuales codifican para una proteina de 1280 amionoacidos con peso
molecular de 170 KDa y esta codificada por el gen de multiresistencia a drogas 6
MDR1(ABCBL1) que es un gen altamente polimérfico. La representacién esquematica de
la estructura proteica asi como los exones que codifican a esta proteina se muestran en
la figura 6.

Estudios realizados por Kioka et al. (66) identificaron inicialmente los polimorfismos
genéticos de la glicoproteina-P en células cancerosas. Se han identificado un total de
50 SNPs (67-69), algunos de ellos localizados en regiones exénicas o regiones
codificadoras y otros en regiones intronicas no codificadoras. Estos cambios generan la
sustitucion de bases nitrogenadas (SNPs), lo que explica las diferencias observadas en
la estructura y funcién de dicha proteina.

Existen en la literatura cientifica reportes de SNPs localizados en regiones exonicas,
gue han sido relacionados con un anormal plegamiento de la proteina, asi como la
presencia de un coddén raro, marcado por un polimorfismo sin6bnimo, que afecta la
estructura de la proteina y altera la insercion de la de la misma a la membrana (70). Los
SNPs del gen MDR1(ABCB1) que se han estudiado ampliamente, son los presentes en
exones 12 (C1236T), el 21 (G2677T/A) y el 26 (C3435T) (69, 71, 72), ya que han sido
asociados con la estabilidad del ARNm y con el plegamiento de la proteina (64, 68, 73).

Los polimorfismos C1236T y C3435T son mutaciones silenciosas, mientras que el
polimorfismo G2677T/A en el ex6n 21 da como resultado el cambio de Alanina en el
aminodacido 893 por Serina o Treonina que se han asociado con modificaciones en la
funcién de la glicoproteina-P (58, 74). A su vez, se ha reportado una reduccion en la
acumulacion de digoxina en células transfectadas con el alelo 2677T, en comparacion
con el silvestre 2677G, sin embargo, en voluntarios con genotipo 2677GG se observo
un incremento de hasta el 40% de fexofenadina en plasma con respecto a los

voluntarios con genotipo 2677TT (72).
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Nakamura et al. en 2002, observaron un incremento en el ARNm en biopsias
duodenales de japoneses con genotipo 3435TT comparado en japoneses con genotipo
3435CT o0 3435CC, lo que explica la modificacion en la biodisponibilidad de algunos
farmacos, ademas observé una disminucion en la absorcion de la digoxina en los
sujetos con genotipo 3435TT comparado con el sujeto con genotipo 3435CC.
Adicionalmente, Moriya et al. en 2002 (75), reportaron un aclaramiento de digoxina
mayor en individuos con genotipo 3435TT y sujetos con aplotipo 2677TT/3435TT
comparado con sujetos 3435CC y haplotipo 2677GG/3435CC. Fellay en 2002 (76)
reporté que los pacientes con HIV positivo y genotipo 3435TT presentaron bajos niveles
de nelfinavir con respecto a los pacientes HIV positivos con genotipo 3435CT o
3435CC. En otros estudios se ha reportado la presencia de mayor cantidad de
glicoproteina-P en el intestino, la placenta y los linfocitos de individuos con genotipo
3435CT o0 3435CC a diferencia de los que presentan 3435TT (69, 74).

Existen informes que asocian al polimorfismo TT con una mejor respuesta a farmacos
antineoplasicos, antiepilépticos y a esteroides en nifios con trasplante de corazén (58,
77, 78), mientras que el haplotipo 1236T/2677G/3435T mostrd estar asociado con bajo
riesgo de desarrollar la enfermedad refractaria de Crohn (79).

Sin embargo, los hallazgos sobre la asociacién entre el genotipo MDR1(ABCB1) vy la
disposicién de los farmacos han sido inconsistentes. En los estudios reportados por
Hitzl en 2001 (80) y Drescher en 2002 (81) observaron altos niveles de ARNm en
células mononucleares NK de sangre periférca CD56+ de sujetos con genotipo 3435CC
comparado con sujetos 3435CT o 3435TT. Por otro lado, sujetos caucasicos con
genotipo 3435TT tuvieron baja concentracion de glicoproteina-P en la biopsias de tejido
duodenal comparado con otros genotipos, lo cual se asocié con un bajo aclaramiento de
la digoxina en sujetos con genotipo 3435TT (69).

Los acarreadores de al menos un alelo del MDR1 silvestre (3435CC) pueden expresar
grandes cantidades de ARNm para la glicoproteina-P, motivo por el cual la
concentracion de Tac ajustada por la dosis debe ser menor que en los individuos que
expresan la variante homocigota para el gen MDR1 (3435TT) (82). Por otro lado, Von
Ahsen et al. en 2001 (83) no encontraron asociacion entre la dosis ajustada a través de
los niveles séricos y el polimorfismo 3435TT en pacientes con trasplante renal, mientras
gue Yates et al. en 2003 (84) reportaron un incremento en el aclaramiento de
ciclosporina administrada por via oral en pacientes con genotipo 3435TT comparado

con los pacientes que expresaron el genotipo silvestre 3435CC. Chowbay et al. en 2003
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(85) encontraron una disminucion en el aclaramiento de la ciclosporina en pacientes con
haplotipo 2677TT/3435TT comparado con el haplotipo silvestre en pacientes con
trasplante de corazon.

Anglicheau et al. 2003 (86) encontraron alta concentracion y bajo aclaramiento de Tac
en pacientes con trasplante renal con el genotipo 2677TT comparado con los
homocigotos silvestres. Zheng en 2002 (58) observo que los pacientes con trasplante
de corazén y cuyo genotipo fue 2677TT o 2677GT mostraron mayores niveles de Tac
en sangre que aguellos que presentaron el genotipo 2677GG.
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2. Justificacion

El uso de medicamentos inmunosupresores ha permitido que la sobrevida del injerto
renal sea mayor, pero la variabilidad intra e interindividual en respuesta a los farmacos
hace dificil su dosificacion.

Dentro de los factores que intervienen en la variabilidad de la respuesta a los farmacos
se encuentran los polimorfismos en los genes que codifican las proteinas relacionadas
con la absorcion y el metabolismo de los medicamentos inmunosupresores.

En México, no existen estudios que relacionen la presencia de polimorfismos en los
genes que codifican al CYP3A5 y al MDR1(ABCB1) con la farmacocinética del
tacrolimus en pacientes con trasplante renal.

El conocer la relacién que existe entre el polimorfismo presente en dichas proteinas y la
farmacocinética de farmacos como el tacrolimus le proporcionara al clinico una

herramienta para dosificar en forma personalizada a los pacientes con trasplante renal.

3. Hipotesis
Los polimorfismos de los genes que codifican la isoenzima CYP3A5 vy la glicoproteina-P
se asocian con la farmacocinética y la dosis requerida para alcanzar los niveles

terapéuticos del tacrolimus en pacientes pediatricos mexicanos con trasplante renal.

3. Objetivo General

1. Correlacionar el perfil farmacocinético del tacrolimus con los genotipos CYP3A5 vy
MDR1(ABCB1) en nifios con trasplante renal.

4. Objetivos Particulares

1. Determinar las frecuencias alélica y genotipicas de los genes CYP3A5 y
MDR1(ABCB1) en pacientes mexicanos con trasplante renal.

2. Asociar los genotipos CYP3A5 y MDR1(ABCB1) con el perfil farmacocinético del
tacrolimus.

3. Comparar los polimorfismos encontrados con los reportados en otras

poblaciones.
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6. Material y Métodos

6.1 Primera Etapa: Estandarizacion

El estudio se realiz6 en dos etapas: La de estandarizacién, consistié en establecer las
condiciones Optimas para el tratamiento de las muestras, obtencién de ADN vy las
reacciones de PCR y secuenciacion. La siguiente etapa consistié en relacionar las dosis
y la farmacocinética del tacrolimus con la genotipificacion de los genes CYP3A5 y
MDR1(ABCB1). Esta ultima se realizé a su vez en dos fases: una de ellas dirigida a
determinar la frecuencia del genotipo CYP3A5 en pacientes mexicanos con trasplante
renal; y la segunda fase fue dirigida a relacionar la farmacocinética de Tac con los

genotipos CYP3A5 y MDR1 en pacientes pediatricos.

6.1.1 Purificacion de ADN

La purificacion de ADN gendmico se hizo por medio del método del kit comercial
QlAamp® DNA minikit (QIAGEN® Hiden, Germany, Cat. No 51306), de acuerdo a las
indicaciones del proveedor.

En un tubo de 1.5 mL se adicionaron 200 pL de sangre periférica, 20 ul de proteinasa K
y 200 pl de buffer. La mezcla fue calentada a 56 °C por 10 min. Al término de este
tiempo las muestras fueron centrifugadas a 12000 rpm durante 15 seg. Se adicionaron
100 pL de alcohol etilico al 100 % a cada tubo y se mezclaron en un vortex. Cada
muestra fue transferida a una columna (QIAGEN DNA minikit), que se centrifugd a 8000
rpm por 1 min, la columna fue posteriormente lavada con los buffers que trae el kit y
finalmente el ADN fue eluido con 100 pL de agua libre de RNAasa y DNAasa. A cada
muestra de ADN se le determind la pureza considerando como adecuada una lectura de
la relacion 260/280 en un intervalo entre 1.6 a 2 (ADN/proteinas), la concentracion y
calidad del ADN se hizo por medio de espectrofotometria (NanoDrop® ND1000
Spectofotometer). EI ADN obtenido se almacen6 a -70°C hasta el momento de ser

utilizado.

6.1.2 Disefio de Oligonucleotidos
La secuencia genomica de referencia de los genes CYP3A5 y MDR1 fueron
consultadas en la base de datos de genes y genomas de la pagina de Ensembl, que se

encuentra disponible en la pagina web (87), Las claves de identificacion de estos genes
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son ID: ENSG00000106258 para CYP3A5 e ID: ENSG0000085563 para el gen MDR1

(pagina revisada en el 2010).

Fueron identificadas las secuencias codificadoras de los genes CYP3A5 y MDR1, las
cuales se emplearon para hacer el disefio de los oligonucleétidos de cada uno de los
genes, los cuales fueron empleados en la amplificacion de cada fragmento de interés,
mediante la reaccion de PCR. El disefio y el célculo de la temperatura media (TM) de
cada uno de los primers se hizo mediante el software Primer3 input version 0.4.0
disponible en la pagina web (88), la diferencia de TM entre los primers (sentido y el
antisentido) para cada polimorfismo a analizar, fue de 1°C. El listado de los primers, su
longitud y TM se muestran en la tabla 4. La secuenciacion directa fue el método usado
para la genotipificacion. El secuenciador empleado fue el ABI Prism 310 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems).

Los primers fueron reconstituidos con agua libre de DNasas y RNasas, a una
concentracion de 100 picomoles por mililitro (100 pmol/mL) y fueron mezclados y
centrifugados a 12,000 rpm por 30 seg. Fueron mantenidos a 4 °C por 24 h'y
posteriormente se mezclaron y centrifugaron nuevamente y finalmente se hicieron
alicuotas de 10 pM, las cuales se almacenaron a —20 °C hasta el momento de su uso.

Considerando la TM obtenida en el disefio de los primers, se optimizaron tanto las
concentraciones de cada reactivo (MgCl,, primers, concentraciéon de ADN, uso de
adyuvantes como DMSO o glicerol) como de las condiciones de la reaccién de PCR

(temperatura de alineamiento y duracién de las etapas en los ciclos de PCR).

6.1.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Cada una de las muestras de ADN, procedente de pacientes pediatricos con trasplante
renal que asistieron a la consulta de Nefrologia del Hospital Infantil de México Federico
Gomez, fueron amplificadas tanto para la region intrénica del gen CYP3A5, como para
los exones 12, 21 y 26 del gen MDR1(ABCB1), se amplificaron mediante la técnica de
PCR, se mezclaron 2.5 mM de MgClI, (Invitrogen, life Technologies P/N 02016b), buffer
10x (Invitrogen, P/N y 02028b), 0.2 mM de dNTPs (Invitrogen, Cat No 18427-088), 1U
de taq polimerasa (Platinum® Taq DNA Polymerase, Invitrogen Brazil), 100ng/uL, de
cada uno de los primers, se colocaron 2 pM, y se ajusté a un volumen a 20 uL con agua

libre
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de DNAsas y RNAsas (GIBCO, UltraPure™ Invitrogen, Ref 10977-015). La

concentracion y el volumen de cada uno de los reactivos son mostrados en la Tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de reaccion para PCR de los genes CYP3A5 y MDRL1.

G Gen Gen Gen
en
MDR1(ABCB1) MDR1(ABCB1) MDR1(ABCB1)
CYP3A5
exon 12 exon 21 exon 26
(L)
(uL) (ML) (uL)
MgCl(50mM) 1.25 1.8 0.5 0.5
Buffer 10X 25 2 2 2
dNTPs 10mM 0.5 0.4 0.4 0.4
Taq 1U/uL 1 1 1 1
Primer sentido (10 pM) 0.35 0.2 0.8 0.8
Primer antisentido (10 pM) 0.35 0.2 0.8 0.8
gADN (100ng/pL) 1 1 1 1
H20 cbp 20 pL 13.05 13.4 13.5 13.5

gADN: ADN gendmico, cbp: cuanto baste para

La temperatura, el tiempo y el nimero de ciclos en el termociclador para cada una de
las reacciones son mostradas en la figura 9.

Las condiciones de la PCR fueron: desnaturalizacion a 96 °C, alineamiento a 58 °C y
extension a 72 °C por 35 ciclos. Al finalizar la reaccion de PCR, las muestras fueron

centrifugadas a 12000 rpm por 15 seg.

La adecuada amplificacion de cada uno de los primers fue verificada mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% (2 g de agarosa se disolvieron en 100 mL de
TBE 1X (Ultrapure TBE, libre de RNasas, DNasas, Invitrogen) y se adicioné 1 yL de
bromuro de etidio). Se mezclaron 5 pl del producto de cada ADN, con 2 pL de buffer de
carga 6x DNA Loading Dye (Fermentas, R0611), Se empledé un marcador de peso
molecular GeneRuler™ 100 pb DNA Ladder (Fermentas, SM0243), asi mismo se coloco

un control de reactivos como control negativo.
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Desnaturalizacion

96°C 96°C g
t5min t30seg Extension

72°C 72°C
Alineamiento t1.15min t1.15 mi

Gen CYP3A5 57°C
Gen MDR1

Exén 12 66°C
Exén 21 58°C
Exén 26 58°C

t 30 seg

Fin dela
reaccion

4°C

t o

35 ciclos —
1ciclo

Figura 9. Condiciones de amplificacién por PCR de los genes CYP3A5 y MDR1

Las condiciones de corrimiento fueron 40 min, 500 amperios a 100 voltios.
Posteriormente, el gel fue colocado en un transiluminador KODAK Gel logic 440
Imaging System para observar las bandas correspondientes a cada muestra y a cada
uno de los genes de interés. Aquellas muestras que presentaron reacciones
inespecificas fueron tratadas con DMSO, se amplificaron y se hizo la electroforesis

nuevamente.

6.1.4 Purificacién del producto de PCR para secuenciacion

Con la finalidad de eliminar los dNTPS no incorporados y los primers en exceso, se
mezclaron 5 pL de los productos de PCR y 2 pL de ExoSapi-it® (USB Co, P/N 78201),
dicha mezcla se coloco en el termociclador por 15 min a 37°C, al cabo de este tiempo
se incrementd la temperatura a 80°C por 20 min para inactivar la endonucleasa

presente en el ExoSapi-it®. Al cabo de este tiempo la muestra se mantuvo a 4°C.
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6.1.5 Reaccion de Secuenciacion

6.1.5.1 Condiciones de la reaccion de Secuenciacion:

Se colocaron entre 60 a 80 ng/mL del producto de PCR ya purificado por medio de
ExoSapi-it® y se les adicion6 3pM del primer sentido o antisentido de cada uno de los
exones a probar, 3 uL de Big Dye (ABI Prism®BigDye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction kit with AmpliTag®FS) V.3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems
Forester City. CA) y se ajusté el volumen a 20 pL con agua libre de RNasa y Dnasa en
tubos de PCR de 0.2 mL. Las condiciones de amplificacién de los diferentes amplicones

se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de temperatura y tiempo para la reaccién de secuenciacion.

Paso Gene Temperatura Tiempo
1 95°C 5 min
2 95°C 30 seg
CYP3A5 57 °C _
4 min
3 MDR1exén 12 66 °C
MDR1 exones 21y 27 56 °C
4 4°C

Los pasos 2 y 3 se repitieron por 35 ciclos, finalmente, el producto de la reaccién de
secuenciacion fue purificado mediante columnas de Centri-Sep™(Princeton Separations
Applied Biosystems Foster City, CA). Las columnas fueron preparadas de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. Las columnas de Centri-Sep™, con los productos de
secuenciacion fueron centrifugados a 3,000 rpm por 2 min, posteriormente los
productos eluidos fueron desecados por 15 min a temperatura media en un speedvac
(Savant DNA 120 speedvac, Termo Electron Corporation).

A los tubos con las muestras desecadas se les adicionaron 15 pL de Hi-Di formamida
(Applied Biosystems, P/N 4311320), se mezclaron y centrifugaron a 3000 rpm por 30
seg, se calentaron los tubos 2 min y 30 seg a 96°C para alinear el ADN obtenido en la

reaccion de secuenciacion, al finalizar el tiempo, las muestras fueron colocadas a 4°C
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hasta el momento de ser secuenciadas. El equipo que se uso para la secuenciacion fue
un secuenciador ABI prisma® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). El
corrimiento se hizo sobre un polimero POP 6™ Performance Optimized Polymer with
Templete Suppression Reagent. Para el corrimiento se utilizé un capilar de 47 cm, 50-
pm.

Cada ciclo de secuenciacién se hizo con una temperatura de desnaturalizacién
alrededor de 95 °C, una temperatura de alineamiento de 56 °C, se incrementd la
temperatura de 72 °C y una extension a través de la Taq polimerasa, los primers y la
incorporacion de ddNTPs para finalizar la extension.

Se determiné el polimorfismo, en cada uno de los genes de interés, mediante la
comparacion de los electroferogramas obtenidos en cada muestra con la secuencia
consenso obtenida de la pagina de ENSEMBL de cada uno de los exones para
MDR1(ABCB1) y para la region intrénica del gen CYP3A5 y el analisis se realizé por

medio del software Blast que esta disponible en la web (89).
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6.2 Segunda Etapa

Primera Fase. Frecuencia del genotipo CYP3A5

6.2.1 Disefio del estudio

Se traté de un estudio transversal clinico.

6.2.2 Aspectos Eticos

El estudio fue conducido de acuerdo a los lineamientos establecidos en la Declaracion
de Helsinki y la Ley Federal de Salud en Materia de Estudios Biomédicos en Humanos.
El estudio fue aprobado por los comités de Etica, Investigacion y Bioseguridad.

A todos los pacientes con trasplante renal les fue solicitado su consentimiento firmado.

6.2.3 Poblacion de Estudio

Se incluyeron pacientes pediatricos y adultos con trasplante renal estable, que
asistieron a la consulta externa de Nefrologia en alguno de los siguientes Hospitales:
Hospital Infantil de México Federico Gomez, Hospital de Cardiologia Ignacio Chavez o
del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Ningun
paciente presento alteraciones hepéaticas ni renales post-trasplante.

El financiamiento para este estudio fue proporcionado por Fondos Federales con
namero HIM/2008/020 y CONACYT con numero 2008/COI/87327.

6.2.3.1 Criterios de Inclusion

Se invitd a participar a pacientes tanto pediatricos como adultos con trasplante renal,
de ambos géneros, con edad entre 3 y 72 afios, cuya funcién renal fuera estable (sin
incremento de creatinina mayor a 0.2 mg/dL, en sangre) en los tres meses previos a la
toma de las muestras, cuya terapia inmunosupresora incluyera tacrolimus, contar con

los niveles en valle del tacrolimus y con su consentimiento por escrito.

6.2.3.2 Criterios de Exclusién

Alteraciones en el funcionamiento hepatico y/o retiro del consentimiento.
6.2.3.3 Criterios de Eliminacion:

La terapia concomitante con ketoconazol, eritromicina, fenobarbital y/o claritromicina,

fueron motivo para la eliminacién del paciente en el estudio.
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6.2.4 Variables
Variable Independiente: Polimorfismos en el gen CYP3A5 (rs776746) (variantes
polimérficas CYP3A5 *1*3 y CYP3A5 *3*3).

Variables Dependientes: Dosis y niveles del tacrolimus.

6.2.5 Muestras y Métodos

A cada paciente que autorizd su participacién en el estudio se le tomaron 3 mL de
sangre, los cuales fueron colocados en un tubo con EDTA como anticoagulante. De
cada muestra de sangre se obtuvo el ADN a través de un kit comercial y al que se le
determiné la concentracibn de ADN y la calidad del mismo. Posteriormente, cada
muestra de ADN se almacen6 a —70 °C hasta el momento de la determinacion del
genotipo mediante secuenciacion. Los datos de las dosis y los niveles en valle del
tacrolimus a seis meses post-trasplante fueron obtenidos del expediente clinico.

6.2.6 Analisis de Estadistico

La frecuencia y porcentaje de cada genotipo y su comparaciéon con la dosis y los niveles
del tacrolimus a seis meses post-trasplante entre grupos fueron evaluados por medio de
las prueba Kruskal Wallis. La comparacién entre pacientes pediatricos y adultos se hizo
mediante la prueba U de Mann-Whitney. Se hizo la determinacion del Equilibrio de
Hardy-Weinberg por medio de la prueba y2.

El andlisis se realiz6 con los programas GradPad V.5 y SPSS V.13. Se consideré como

estadisticamente significativa una p < 0.05.
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6.3 Segunda Etapa

Segunda Fase. Relacion de la farmacocinética y el genotipo

6.3.1 Disefio del estudio
Se tratd de un estudio observacional, transversal y descriptivo en pacientes pediatricos
con trasplante renal que asistieron a la consulta de Nefrologia del Hospital Infantil de
México Federico Gémez.

6.3.2 Aspectos Eticos

En el estudio sélo participaron pacientes pediatricos con trasplante renal que otorgaron
su consentimiento por escrito y firmado por el padre o tutor, ellos conservaron una copia
y tuvieron la libertad de acercarse a los investigadores en el caso del surgimiento de
dudas.

El financiamiento para este estudio fue proporcionado por Fondos Federales con
namero HIM/2008/020 y CONACYT con namero 2008/COI/87327.

6.3.3 Seleccion de Pacientes

6.3.3.1 Criterios de Inclusion

De la primera fase, se invitd a participar a los pacientes pediatricos con trasplante renal,
con edad entre 3 al8 afios, de ambos géneros, cuya funcién renal fuera estable (sin
incremento de creatinina mayor a 0.2 mg/dL en sangre) en los tres meses previos a la
toma de las muestras, cuya terapia inmunosupresora incluyera tacrolimus, que contaran
con el consentimiento informado firmado por los padres o tutor y asentimiento por parte

del paciente.

6.3.3.2 Criterios de Exclusién

Las alteraciones en el funcionamiento hepéatico y/o retiro del consentimiento.
6.3.3.3 Criterios de Eliminacion

La terapia concomitante con ketoconazol, eritromicina, fenobarbital y/o claritromicina,

fueron motivo para la eliminacion del paciente en el estudio.
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6.3.4 Variables

Variables Independientes: Polimorfismos en los genes CYP3A5 (rs776746)
(CYP3A*1*1, CYP3A5*1*3 y CYP3A5*3*3) y MDR1(ABCB1l) en los exones 12
(rs1128503) C1236T, 21(rs2032582) G2677T/A y 26 (rs1045642) C3435T

Variables Dependientes: Dosis y niveles del tacrolimus, Farmacocinética del tacrolimus
(Co, ABC ¢.12n, Crnaxs tmaxs s)-

6.3.5 Tamafo de la muestra

El tamafio de la muestra fue calculado de acuerdo a la siguiente formula:
N = (z)2*p(1-p)/&% = 43

en donde:

Z=1.96, p=0.5, 5=0.15

6.3.6 Poblacion de Estudio

Se incluyeron 51 pacientes pediatricos con trasplante renal estable que asistieron a la
consulta externa de Nefrologia del Hospital Infantil de México, los cuales no mostraron
elevacién de creatinina sérica, con edad entre 3 a 18 afios, y de ambos géneros, en
cuyo esquema de inmunosupresién se encontrara Tacrolimus, y ninguno mostré
alteraciones ni hepaticas ni renales.

A cada paciente se le coloc6 un catéter endovenoso (BD, Ref 381223) con un
adaptador Vicon (Necteur, ref 896.03) para la obtencion de muestras mdltiples de
sangre periférica, las cuales fueron colocadas en tubos Vacutainer® con 7.2 mg de K,-
EDTA (BD, Ref 367844) como anticoagulante. Al tiempo 0 (antes de la administracion
matutina del tacrolimus) se le tomaron 4 mL (3 mL para la farmacocinética y 1 mL para
la purificacion de ADN), posterior a la administracion del tacrolimus se tomaron 3 mL de
sangre a los tiempos 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 y 12 h. Se formaron alicuotas de las
muestras y se almacenaron, hasta el momento de ser analizadas, a 4°C para la
extraccion del ADN y a -70°C para la determinacion sérica del tacrolimus. Al final de
cada toma de sangre se administr6 1 mL de solucion fisiolégica heparinizada (100
U/mL) para mantener permeable la vena.

Las niveles sanguineos del tacrolimus, en cada punto de la farmacocinética, fueron
determinados por quimioluminiscencia en un equipo Architect (Abbott-Laboratories;

Abbott Park, IL, USA). Los parametros farmacocinéticos Co, Cnax, t12, tmax, ABC, para
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cada paciente fueron obtenidos mediante el programa WinNonlin (Phoenix 6.6.2.1.51,
Pharsight A Certara™Co).

6.3.7 Andlisis Estadistico:
Los datos obtenidos no tuvieron un comportamiento normal, por lo cual el andlisis se
hizo mediante el empleo de %2, U de Mann-Whitney, Kruskal Wallis considerando una p
< 0.05 como estadisticamente significativa. El programa empleado para el andlisis de
los datos fue SPSS V. 13.
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7. Resultados

7.1 Primera Etapa: Estandarizacion

Inicialmente, para cada juego de primers se establecieron las temperaturas de reaccion,
la concentracion de MgCl, y el numero de ciclos para la reaccion de PCR. La Figura 8
muestra la electroforesis de un gradiente de cloruro de magnesio en diferentes juegos

de primers.

Figura 10. Estandarizacion de la concentracién de MgCl,. Carril 1 marcador de peso molecular (cada una
de las bandas corresponde a 100 pb), carril 2 corresponde al control negativo. Las concentraciones de
MgCl; que se probaron fueron 0.25 mM, 0.5 mM, 1 mM, 1.5 mM, 2 mM, 2.5 mMy 3 mM, carriles del 3 al 8.
El corrimiento superior corresponde a la estandarizacion para el polimorfismo del gen CYP3A5 y el
corrimiento inferior para uno de los polimorfismos de gen MDR1(ABCB1). Las concentraciones de 1.5 (gen

CYP3A5) y 2 mM (gen MDR1) de MgCl, fueron elegidas para los primers probados.

A partir de muestras de sangre de cada paciente se extrajo el ADN mediante un Kit
comercial, se determind la concentracién y pureza de cada muestra. Todas las
muestras de ADN fueron amplificadas para cada uno de los polimorfismos de interés
por medio de PCR y empleando un juego de primers especifico para cada polimorfismo.
Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 11, 12 y 13, la aparicion de una
sola banda en cada carril fue suficiente para determinar que ninguna muestra tenia

contaminacion.
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PMectrl 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12

PM 27 ctrl 23 25 27 29

Figura 11. Amplificacion de la region intronica 3 del gen CYP3AS. En los carriles iniciales de arriba y abajo
se encuentra el marcador de peso molecular de 100 pb, el segundo carril de arriba y el tercero de la parte
inferior muestran los controles negativos (ctrl), el resto de los carriles muestran el corrimiento de muestras
de ADN de pacientes pediatricos con trasplante renal. Los niUmeros de arriba indican el nimero asignado a
cada muestra, y estan colocados en orden consecutivo. El amplicén para el gen CYP3A5 fue de 221 pb.
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PMctrl 2 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16crtl 17

PM 1819 20 2122 23 2425 ctrl 26 27 28 29 3031 32 33 34 35

— N PV ey T ey Py SN Y e v N ey

Figura 12. Amplificacion para el gen MDR1 exdn 12. En los carriles iniciales de arriba y abajo se encuentra
el marcador de peso molecular de 100 pb, en los carriles 2 y 19 de arriba y 10 de la parte inferior se
muestran los controles negativos (ctrl), el resto de los carriles muestran el corrimiento de las muestras de
ADN de los pacientes pediatricos con trasplante renal, los nimeros en la parte superior de cada carril indica
el nimero asignado a cada muestra, estan colocados en orden consecutivo. El amplicon es de 527 pb.
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PM 19 2021 22 23 ctrl 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13

PMectrll 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 1516 17 18

Figura 13. Amplificacién del gen MDR1(ABCBL1). En los carriles iniciales de arriba y abajo se encuentra el
marcador de peso molecular de 100 pb, el carril 7 de la parte superior y el segundo carril de la parte inferior
corresponden al control negativo (ctrl). Los carriles del 1 al 6 de la parte superior y del 3 al 20 de la parte
inferior corresponden al corrimiento del exon 21, el tamafio del amplicén fue de 394 pb. Los carriles del 8 al

20 en el panel superior, corresponden al exén 26. El tamafio del amplicén fue de 490 pb.

Las muestras en las que se observo la presencia de una segunda banda, sugestiva de
reaccion inespecifica, fueron tratadas con DMSO a una concentracion final del 5 % y se
repitié la reaccion de PCR. En el caso de que la reaccion de PCR de las muestras
tratadas con DMSO, no fuera eliminada la banda inespecifica, se procedi6 a cortar la
banda y fue purificada mediante el kit comercial QIAquick Gel Extraction (QIAGEN, Cat
No. 28704).
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Los amplicones obtenidos fueron tratados con ExoSapi-it® para eliminar el exceso de
dNTPs, y fragmentos pequefios de DNA, posteriormente, los productos obtenidos en
este tratamiento se diluyeron con agua libre de RNAsa y DNAsa a una concentracion de
60 a 80 ng/uL, estos amplicones fueron empleados en la reaccién de secuenciacion de
los genes CYP3A5 y MDRL1.

7.2 Segunda Etapa

Primera Fase. Frecuencia del genotipo CYP3A5

DETERMINACION DE LA FRECUENCIA DEL GENOTIPO CYP3A5 EN PACIENTES
MEXICANOS CON TRASPLANTE RENAL.

Se incluyeron 291 pacientes con trasplante renal, 167 fueron pediatricos y 124 adultos,
la edad promedio en la poblacion pediatrica fue de 13.2 afios y en la poblacion de
adultos fue de 32 afios y la fuente del injerto en su mayoria fue de donador vivo, la

demografia de los pacientes se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Datos demograficos en 291 pacientes con trasplante renal

Pediatricos Adultos Total

n =167 n=124 n=291
Género (n,%)
Femenino 77 (46%) 58 (47%) 135 (46%)
Masculino 90 (54%) 66 (53%) 156 (54%)
Edad en afios (media + DS) 13.2+3.3 32+11 21+12
Fuente del injerto (n,%)
Donador vivo 111 (66.5%) 96 (77%) 207 (71%)
Donador Fallecido 56 (33.5%) 28 (23%) 84 (29%)

El genotipo homocigoto CYP3A5*1*1, considerado como expresor o enzima funcional
se present6 en 18 pacientes (6.2%). El genotipo heterocigoto CYP3A5*1*3 se encontro
en el 41.6% (121) de los pacientes analizados y el genotipo CYP3A5*3*3 considerado
CoOmo no expresor o enzima no funcional fue observado en el 52.2% (152 pacientes). La
poblacién mostré cumplir el Equilibrio de Hardy-Weinberg con un valor de %* de 0.89, no
se encontr6 diferencia significativa entre adultos y nifios. La distribucion genotipica y la

frecuencia alélica se muestran en la tabla 8.
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alélica en 291 pacientes mexicanos con

] o Pacientes
) Pacientes Pediatricos Total
Genotipo CYP3A5 Adultos
n=167 n=291
n=124
CYP3A5*1*1 (n,%) 11 (6.6%) 7 (5.7%) 18 (6.2%)

CYP3A5*1*3 (n,%)
CYP3A5*3*3 (n,%)

68 (40.7%)
88 (52.7%)

53 (42.7%)
64 (51.6%)

121 (41.6%)
152 (52.2%)

Frecuencia alélica
*1 (%) 27 27 27
*3 (%) 73 73 73

Los niveles en sangre del tacrolimus a seis meses post-trasplante fueron determinados,
la dosis y los niveles fueron estratificados de acuerdo a la edad del paciente y al
genotipo. Los pacientes homocigotos para el genotipo CYP3A5*3*3 no
expresoresmostraron menores requerimientos en la dosis del tacrolimus, en forma
significativa al ser comparados con los pacientes con genotipo CYP3A5*1*1 vy
CYP3A5*1*3, considerados como expresores. Sin embargo, no se encontré diferencia
significativa entre los expresores y no expresorescon respecto a los niveles en valledel
tacrolimus. Al comparar la dosis del tacrolimus administrada a nifios y adultos tampoco
se encontré diferencia significativa. Por otro lado, 114 nifios (68%) y 74 adultos (59.6%)
alcanzaron los niveles en valle del tacrolimus esperados de 5-10 ng/mL. Al ser
comparados estos resultados no se encontr6 diferencia significativa entre los pacientes

adultos y los pediétricos, los resultados son mostrados en la tabla 9.

Tabla 9. Dosis del tacrolimus en mg/kg/d para alcanzar niveles sanguineos en valle de

5 a 10 ng/mL. Los valores muestran las medianas (percentil 25y 75 o intervalo)

CYP3A5*1*1 CYP3A5*1*3 CYP3A5*3*3 Dosis (valor de p)
<18 afios 0.17 (0.17, 0.22) 0.14 (0.10, 0.29) 0.07 (0.05, 0.12) 0.0001
>18 afios 0.16 (0.13, 0.23) 0.12 (0.08, 0.15) 0.07 (0.05, 0.10) 0.0001
Niveles en valle NS NS NS

NS no significativo.
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Los resultados de las variantes genotipicas del gen CYP3A5 en la poblacion mexicana
se compararon con los genotipos reportados por MacPhee en el 2008, en otras
poblaciones. Se encontraron diferencias significativas con los genotipos presentes en
las poblaciones afroamericana y caucasica con una p = 0.0001 pero no se encontré

diferencia con la poblacion asiatica y la mexicana. Los resultados son mostrados en la
figura 14.

p <0.0001
p < 0.0001

p=0.15

100%~

80%+

o
>
60%+

S ’ @33
..8 0 *1*3
c 0/ - 0*1*1
o 40%
Q)

20%+

Figura 14. Las frecuencias genotipicas del gen CYP3A5 en diferentes poblaciones. CAU caucasicos, AA
afroamericanos, AS asiaticos, MEX mexicanos.
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7.3 Segunda Etapa

Segunda Fase. Relacion de la farmacocinética y el genotipo

COMPARACION DE LOS GENOTIPOS CYP3A5 y MDR1 CON LA
FARMACOCINETICA DEL TACROLIMUS EN PACIENTES PEDIATRICOS CON
TRASPLANTE RENAL.

Tacrolimus y gen CYP3A5

Los datos demogréficos de 51 pacientes pediatricos con trasplante renal estable se
muestran en la tabla 10. Los pacientes fueron captados entre 3 a 36 meses posteriores
al trasplante renal, con edad promedio de 15.2 afios (z 2.8), el género predominante fue
el masculino (62.5%), la principal fuente del injerto correspondi6 a donador vivo
relacionado (64.7%). Con respecto a la terapia de inmunosupresién, todos los pacientes
recibieron terapia de induccién con anti CD25; todos incluyeron tacrolimus en su terapia
de mantenimiento, asi como micofenolato de mofetilo y sélo el 81.6% incluyd
prednisona. El 47.1% de los pacientes, ademas de los inmunosupresores, tenia

tratamiento con blogueadores de canales de calcio.

En la figura 15 se muestran las causas de la enfermedad renal crénica terminal, que
presentaron los 51 pacientes participantes. En el 54.72% de los pacientes no fue
posible determinar la causa, en el 30.19 % el motivo fue de tipo hereditario, en el 9.43%
la pérdida se debi6 a glomerulonefritis y en el 5.66% la causa fue de tipo vascular.

El primer gen secuenciado fue el CYP3A5 en la regién intrénica *3. La figura 16
muestra algunos de los electroferogramas obtenidos por la secuenciacion de las 51
muestras de ADN analizados provenientes de cada paciente. Se pueden observar las
curvas especificas en a) para el genotipo homocigoto silvestre *1*1 o AA, en b) el
genotipo heterocigoto *1*3 0 AG (a y b son considerados como expresores) y c) se

muestra el genotipo homocigoto *3*3 0 GG (considerado como no expresor).
Las frecuencias alélicas son mostradas en la tabla 11, en la que podemos observar que

predominé el genotipo de no expresion *3* 3 en 29 pacientes (56.8%). Los genotipos

considerados de expresion se encontraron en el genotipo *1* 1 en el 3.9% de los
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pacientes y el genotipo *1 *3 en el 39.2%. La frecuencia alélica predominante fue la *3

(76.5%).

Tabla 10. Datos demogréficos de 51 pacientes pediatricos con trasplante renal.

Caracteristicas

Pacientes
pediatricos
n=51

Género n (%)

Masculino

Femenino

Fuente del injerto n (%)

DVR
DF

Edad (afios + DS)
Induccién con anti CD25

n(%)

Tiempo (meses) post-

transplante (mediana,

intervalo)

Tratamiento concomitante

n (%)

Prednisona

Micofenolato de Mofetilo

Bloqueadores de canales de

calcio

32 (62.7)
19 (37.3)

33 (64.7)
18 (35.3)
15.2+2.8

51 (100)

9 (3-36)

42 (82.4)
51 (100)

24 (47.1)

DVR: Donador Vivo Relacionado; DF: Donador Fallecido;

DS Desviacion Estandar.
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A todos los pacientes se les realizé la farmacocinética del tacrolimus en el tiempo 0 que
correspondié a la muestra previa a la ingesta matutina del tacrolimus, posteriormente,
los tiempos de muestreo fueron 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 y 12 h. La concentracion en sangre
en cada uno de los puntos fue determinada y los parametros farmacocinéticos (Cun,
Cmaxr CmaxdD, t12, tmax, ABC o.12n, ABC .10n/D) se obtuvieron a través del programa
WinNonLin (Phoenix 6.6.2.1.51, Pharsight A Certara™Co).

Los 51 pacientes fueron clasificados en tres grupos de acuerdo al genotipo CYP3A5
como expresores (genotipo *1*1 o *1*3) y no expresores (genotipo *3*3). Se hizo la
comparacion entre los parametros farmacocinéticos del tacrolimus y los tres grupos

formados en base al genotipo, los resultados se muestran en la tabla 12.

Causas de la Enfermedad Renal
Cronica Terminal (ERCT)

30.19%

BHereditaria, quistica,
congenita

B Glomerulonefritis

BN efritis por vasculitis

54.72% 9.43%

B Desconocida

5.66%

Figura 15. Proporcion de las causas de la pérdida de los rifiones nativos en los 51 pacientes participantes.
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a.
Goto Base No. Find Sequence | TTTTGTCTTTCA ACGT
FCT CTTTT GTCOCTTTCOCAAT AT CT CT T CCCT GT TT
i 0 171 (AA) Gl
D 1} g
b.
Go to Base No. Find Sequence |TTTTGTCTTTCA ACGT
crTc¢cT 17T 17T T GTCT T T CAGT AT CT CT T CCU
60 7l 20
*1*3 (A ‘ | ‘
\\ e ‘ 1‘1 AL = P,
<] | %]
C.
Goto Base No. Find Sequence | TTTTGTCTTTCA ACGT
TAAAGAGCTCTTTTGTCTTTCAGT ATCTCT TCCCTGTTT
50 60 70 80
*3*3 (GG)
‘ A "* ““l ;um“. o
D i D

Figura 16. Electroferogramas del polimorfismo intrénico 3 del gen CYP3A5. En a se muestra el genotipo
CYP3A5*1*1 (AA), en b el genotipo CYP3A5*1*3 (AG), y en c el genotipo CYP3A5 *3*3 (GG).
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Tabla 11. Frecuencia de genotipo y alelos del gen CYP3A5 en 51 nifios

, Pacientes
Genotipo o
Pediatricos
CYP3A5
n=>51
*1*1 (n %) 2 (3.9)
*1*3 (n %) 20 (39.2)
*3*3 (n%) 29 (56.8)
Frecuencia Alélica
*1 (%) 23.5
*3 (%) 76.5

Los pacientes con genotipo *3*3 requirieron hasta 2.5 veces menos dosis del tacrolimus
gue los grupos con genotipo *1*1 y *1*3. Estos pacientes llegaron a alcanzar
concentraciones maximas de hasta 0.8 veces mayor que los del grupo *1*1 pero menor
en 1.36 veces que el grupo *1*3. Los pacientes con genotipo de expresores (*1*1 y
*1*3) tuvieron una menor exposicion al tacrolimus a lo largo del tiempo, esto mostrado
por los valores bajos en el ABC/D, ademdas estos pacientes exhibieron un mayor
aclaramiento que los pacientes del grupo *3*3, esas diferencias fueron estadisticamente
significativas (Tabla 12). Los niveles en valle, el tiempo de vida media y el tiempo en

alcanzar la concentracion maxima no fueron diferentes entre los tres grupos.
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La concentracién del tacrolimus normalizada por la dosis a lo largo de 12 h de
muestreo, en los grupos cuyo genotipo correspondia a *1 *1 y *1* *3 fue menor que la
mostrada en los pacientes con genotipo *3*3, esta diferencia fue estadisticamente

significativa con una p = 0.045. Los datos son mostrados en la figura 17.

El equilibrio de Hardy-Weinberg se calcul6 para la variante polimérfica del gen CYP3AS,
dicho calculo se realizé a través de la pagina web (90). Los resultados se muestran en
la tabla 13. Nuestra poblacion de estudio se encontré en equilibrio para el polimorfismo
en el gen CYP3AS5.

Al tomar en consideracion los datos de los genotipos encontradas en los 51 pacientes
se relaciono la frecuencia de rechazo agudo, la presentacion de hipertension a un afio
de seguimiento y la variacion en el volumen de filtracion glomerular. No se encontré
diferencia estadisticamente significativa entre el grupo de los que expresan CYP3A5
(*1*1 y *1*3) y los que no lo expresan (*3*3). Los datos son mostrados en la tabla 14.
Sin embargo, se puede observar que existe una tendencia de la presentacion de

rechazo en los pacientes que expresan CYP3AS5, a diferencia de los que no lo expresan.

En el seguimiento de los niveles en valle segin el genotipo se encontrd diferencia
significativa al mes y a los 12 meses post-trasplante (p = 0.01 y p = 0.04). Al analizar los
niveles en valle a los 3 y 6 meses post-trasplante no se encontré diferencia significativa

(p =0.14y p = 0.86, respectivamente). Los datos se muestran en la tabla 15.

Los resultados obtenidos en este estudio fueron comparados con los resultados
reportados en otras poblaciones por MacPhee y Holt en 2008. Como se puede observar
en la figura 16, las frecuencias alélicas de la poblacion mexicana son estadisticamente
diferentes a las poblaciones afroamericana y caucéasica con una p = 0.01 pero no difiere

en las frecuencias alélicas presentes en la poblacion asiatica.
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300.0 1 —8— Expresan*1*1y *1*3

—8— No expresan*3*3

Concentracion de
tacrolimus/dosis (ng/mL)/(mg/kg)

0.0 Y Y J

Tiempo (h)

Figura 17. Curva de concentracion del tacrolimus versus tiempo segun el genotipo de CYP3A5 en 51 nifios

con trasplante renal.

Tabla 13. Determinacion del equilibrio de Hardy-Weinberg, para el genotipo CYP3A5.

Genotipo Valor Valor Frecuencia Frecuencia

. . Valor de %2
CYP3A5 esperado observado alélica p alélica q
*1%3 18.35 20 0.24 0.76 0.41
*3*3 29.82 29

< menor que, > mayor que, = igual que

p calculada = 0.41 < p tablas = 3.84
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Tabla 14. Relacion entre el genotipo CYP3AS5 y la presentacion de rechazo agudo, la

hipertension arterial y la velocidad de filtracion glomerular a doce meses post-trasplante

CYP3A5*1*1 CYP3A5*3*3

CYP3A5*1*3
Valor de p
Expresan No Expresan
n=22 n=29
Pacientes con rechazo agudo n(%o) 12 (57.1%) 8 (27.6%) 0.08
HTA post-trasplante n (%) 16 (72.2%) 19 (65.5%) 0.76
VFG (mL/min/1.73m?sc) promedio +DS 81.5+4 81.9+ 4.6 0.95

DS: desviacién estandar

Tabla 15. Seguimiento de los niveles en valle del tacrolimus post-trasplante segun el
genotipo CYP3A5

Tiempo en meses CYP3A5*1*1 CYP3A5*3*3
Valor de
post-trasplante CYP3A5 *1*3
renal (expresan) (no expresan) P
1 6.9+3.2 9.4+3.0 0.01
3 59+19 6.9+ 2.6 0.14
6 6.4+4.0 6.6+2.1 0.86
12 55+28 7.3+3.0 0.04

Los resultados son mostrados como media + DS

Las frecuencias encontradas de las variantes polimorficas en el gen CYP3A5 en la
poblacibn mexicana difiere significativamente de las frecuencias polimoérficas

encontradas en otras poblaciones (Figura 18).
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Figura 18. Proporcién del polimorfismo CYP3A5 en diferentes poblaciones. Los datos de las poblaciones

caucasicas (CAU), afroamericanas (AA) y asiaticas (AS) fueron tomados de: Mac Phee y Holt 2008 (54).
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Segunda Fase

Tacrolimus y gen MDR1(ABCB1)

En la figura 19 se muestran algunos electroferogramas obtenidos en los 51 pacientes
con trasplante renal en donde se observan las variantes polimorficas del exén 12. En a)
se muestra el polimorfismo homocigoto CC (silvestre), en b) el polimorfismo

heterocigoto CT y en c) se muestra el polimorfismo para TT.

a.
Goto Base Mo. Find Sequence  GATCTTGAAGGG ACGT
TCCTGGETAGAT CTTGAAGGGLCTGAATLCCTGAAGGT
4 250 260 270
CcC
“ “l |
L A ‘
b.
Gato Base No. Find Sequence |GATCTTGAAGGS ACGT
TCCLCTOGTAGAT CTT G AAGGGHN CTGAATLCTLCTGAARG
260 270 280
CT

v

Goto Base No. Find Sequence |GATCTTGAAGGG i

I
[
11—

CTGEGTAGBGAT CTT GA AGGGT C
50 280 m

1
[
T
T

1
[
T
T
[

Figura 19. Electroferogramas de los polimorfismos encontrados en el exén 12 del gen MDR1.
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En la Figura 20 se presentan algunos de los 51 electroferogramas obtenidos de los
nifios con trasplante renal. Las variantes polimdrficas corresponden al exén 21 del
MDR1. En a) se muestra el polimorfismo homocigoto GG (silvestre), en b) se observa
GT, c) lavariante TT y en d) la variante GA.

a. Goto Base Mo. Fnd Sequence AGAACTAGAAGGT ACSG

L
G ATAAG A AAG AACTAG AAGGTGLT GGG AAG G G
250 250 270

GG
‘ 2

M

oail 1

%] i | B
b Goto Base Na. Find Sequence |AGAACTAGAAGGT ACGT
G AT AAG A AAGAACTAG AAGGTEBCLOT GGG AAGGT G
2t 260 270
GT
A A
D e 1 D
c Goto Base No. Find Sequence |AGAACTAGAAGGT ACGT
' TAAGAAAG AACT CT GGG AAGGT G AG
250 270 .
A
d Goto Base No Find Sequence AGAACTAGAAGGT ACGT
G ATAAGAAAG AACTAG AAG GTGEC T GGG AAGGT G
250 o 270
i ‘
D il 1 D

Figura 20. Electroferogramas de los polimorfismos presentes en el gen MDR1(ABCB1) ex6n 21.
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En la Figura 21 estdn representados algunos electroferogramas en donde se

ejemplifican polimorfismos encontrados en las muestras de 51 pacientes estudiados

para el gen MDR1(ABCB1) exdn 26 en a) se muestra la variante CC (silvestre), en b) el

polimorfismo heterocigoto CT y en ¢) el polimorfismo TT.

a Goto Base No. Find Sequence CACAGGAAGAGA™ ACGT
o
G 6T GGETETCACAGG AAMAGEAGATCOCGTGAGGEGD AGC
200 210 220
b. Goto Bese No. Find Sequence |CACAGGAAGAGAT ACGT
G 37T G667 67T LCACAGG AAGRAGATHNGTGB AGGGLD A
200 210 220 230
k ‘ CT
‘l“ A ‘ ‘ i A ‘a
D L ] E
C. Goto Bass No. Find Sequence [CACAGGAAGAGAT ACGT
G GTGEGGET GTLCACAGGAAGAGATTGT GAGGGBL AGC
150 200 21BTT 220
‘A ‘ A }‘ ‘
<] i | B

Figura 21. Electroferogramas de los polimorfismos en el gen MDR1(ABCB1) exdn 26.
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Las frecuencias alélicas para los exones 12, 21 y 26 del gen MDR1(ABCB1) que

codifica a la glicoproteina-P en los pacientes participantes se muestran en la tabla 16.

La variante alélica del exén 12 mas frecuente fue la T con el 52%, en la variante alélica

del exén 21 fue la G con el 53.9% y en el caso del exdn 26 fue la T con el 53%.

Tabla 16. Frecuencias alélicas del gen MDR1(ABCBL1) exonesl2, 21 y 26 en 51 nifios

con trasplante renal.

Genotipo Variante _ o
. Genotipo n(%) Frecuencia alélica
MDR1(ABCB1) Alélica
CcC 16 (31.4)
C 48%
Exén 12 CT 17 (33.3)
T52%
TT 18 (35.3)
GG 18 (35.3)
GA 4 (7.8) G 53.9%
Exon 21 GT 15 (29.4) A 7.8%
1T 10 (19.6) T 38.2%
TA 4(7.8)
CcC 13 (25.5)
C47%
Exén 26 CT 22 (43.1)
T53%
TT 16 (31.4)

Los polimorfismos CC (silvestre), CT (heterocigoto) y TT (mutante) del gen que codifica

a la glicoproteina-P fueron encontrados en los pacientes participantes. En la Figura 22

se presentan los niveles sanguineos del tacrolimus, en cada uno de los polimorfismos

encontrados en el exén 12, con respecto al tiempo.

No se encontraron diferencias

significativas en la concentracion sanguinea del tacrolimus entre los tres grupos

formados al genotipificar el exén 12 en los 51 pacientes (p = 0.548).
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MDR1 ex6n 12

300 1 p =0.548

200 —8—CCn=16

- . -CTn=17
—=—TTn=18

100

.....

Niveles de tacrlimus/dosis
(ng/mL)/(mg/Kg/d)

0 L] L} 1

0 4 8 12
Tiempo (h)

Figura 22. Curva de concentracion del tacrolimus contra tiempo de acuerdo al genotipo MDR1(ABCB1)

exoén 12.

La distribucion de los genotipos para el exén 12, encontrados en los pacientes
participantes, no cumplen con el equilibrio de Hardy-Weinberg, los resultados del
analisis se muestran en la Tabla 17. El analisis se hizo a través de la pagina web (90) y

el resultado obtenido fue de 5.63 que es un resultado mayor al esperado de 3.84.
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Tabla 17. Equilibrio Hardy-Weinberg (91) para MDR1(ABCB1) ex6n 12 en 51 pacientes

pediatricos con trasplante renal.

Genotipo Valor Valor Frecuencia  Frecuencia Valor de
MDR1(ABCB1) esperado observado alélica alélica

exon 12 P q X2
CC 11.8 16

CT 25.5 17 0.48 0.52 5.63
TT 13.8 18

p = frecuencia del alelo silvestre determinada experimentalmente.

g = frecuencia de la variante mutante determinada experimentalmente.

p calculada = 5.63 > p tablas = 3.84
No hay equilibrio de Hardy-Weinberg

La Tabla 18 resume los resultados obtenidos de la influencia de las variantes
polimérficas encontradas en el exén 12 de la glicoproteina-P y la farmacocinética del
tacrolimus. Los pacientes con genotipo CC requirieron menor dosis del tacrolimus, asi
mismo, estos pacientes mostraron un menor aclaramiento, pero mayor Cmax y ABC
con respecto a los genotipos CT y TT. Al ser analizados los datos, ninguno de los

grupos presento diferencia estadisticamente significativa.
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Con respecto al exdn 21, los polimorfismos encontrados fueron GG, GA, GT, TT y TA.
Estos polimorfismos se analizaron junto con los pardmetros farmacocinéticos del
tacrolimus. Como se muestra en la figura 23, al comparar los niveles del tacrolimus
normalizados por la dosis junto con las variantes polimoérficas a lo largo del tiempo,

ninguno de los polimorfismos mostré un comportamiento diferente, con p = 0.250.

600 - MDR1 exén 21
p =0.250
[%2]
‘n
o
% —_ ——GGn=18
35’400' —s—GAn = 04
ES ——GTn=15
o E, —=—TTn =10
§ - ——TA N =04
85
)
©
2 -
z ﬁ
O T T 1
0 4 8 12
Tiempo (h)

Figura 23. Niveles del tacrolimus normalizados por la dosis administrada a 51 pacientes pediatricos con

respecto al tiempo. Analisis mediante la prueba de Kruskal-Wallis.
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El exén 21 del gen MDR1 es muy polimérfico, por lo que consideramos que el nimero
de pacientes es bajo. Este genotipo no cumple el equilibrio de Hardy-Weinberg. (Tabla
19)

Tabla 19. Equilibrio Hardy-Weinberg (91) para el gen MDR1(ABCB1) exdn 21.

FRECUENCIA FRECUENCIA FRECUENCIA
VALOR VALOR

GENOTIPO ALELICA ALELICA ALELICA X2
ESPERADO OBSERVADO
P q r

GG 14.8 18
GT 21.0 15
GA 4.28 4

0.539 0.382 0.078 3.86
TT 7.5 10
TA 3.1 4
AA 0.3 0

p = frecuencia del alelo silvestre determinada experimentalmente.

g = frecuencia de la variante mutante determinada experimentalmente.

r = frecuencia de la variante mutante determinada experimentalmente.

Formula aplicada para la determinaciéon del equilibrio Hardy-Weinberg en este

polimorfismo que tiene 3 alelos fue la siguiente:

(p+q+r)* = p* + 2pq + 2pr + q° + 2qr +r°= 1
El resultado de dicha ecuacion para este genotipo MDR1 exén 21, resulté de 3.86, al
ser comparado con el valor critico de 3.84, lo que indicé que no existe equilibrio de

Hardy-Weinberg.
En la tabla 20 se presentan los parametros farmacocinéticos del tacrolimus y las cinco

variantes alélicas encontradas en el exdn 21. No se encontré diferencia significativa en

ninguno de los parametros analizados.
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Los pacientes con genotipo GA requirieron mayor dosis del tacrolimus que los genotipos
GG, GT, TT y TA, pero con estas dosis, los genotipos GT y TT no alcanzaron los niveles
en valle esperados de 5 a 10 ng/mL. La concentracién ajustada por la dosis fue mayor
en los pacientes con genotipo GT. Al comparar todos los genotipos con respecto a los

pardmetros farmacocinéticos ninguno mostré diferencia significativa.

En la Figura 24 se muestran los niveles del tacrolimus normalizados contra el tiempo en
los 51 pacientes pediatricos, segun las variantes alélicas CC, CT y TT del exén 26
encontradas del gen que codifica para la glicoproteina-P. Se puede observar que la
variante CC mostrdé mayores niveles del tacrolimus que las variantes alélicas CT y TT,
pero al ser analizados los tres grupos de pacientes no mostraron diferencia
estadisticamente significativa.
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Figura 24. Concentracion del tacrolimus con respecto al genotipo MDR1 exd6n 26 en 51 nifios con

trasplante renal. La p = 0.126 es el resultado de la comparacién de los tres grupos formados. Prueba de
Kruskal- Wallis.
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Los tres grupos formados por las variantes CC, CT y TT del ex6n 26 del gen
MDR1(ABCB1) y su andlisis con los parametros farmacocinéticos del tacrolimus son
mostrados en la tabla 22. Como se puede apreciar en la tabla, el genotipo CC presenta
en su mayoria parametros farmacocinéticos mayores que los genotipos CT y TT, pero
estos no son estadisticamente significativos, esto se debe a la gran dispersion de los
datos. En lo referente al aclaramiento, se ve una tendencia mayor en las variantes CT y

TT con respecto a la CC.
La distribucion de los genotipos para el exén 26, encontrados en los pacientes
participantes, cumplen con el equilibrio de Hardy-Weinberg, los resultados del analisis

se muestran en la tabla 21.

Distribucion x2 para un grado de libertad, valor critico 3.84 para p = 0.05. El calculo del

equilibrio Hardy-Weinberg se hizo mediante la pagina web (90).

pcal = 0.92 < ptab = 3.84

Tabla 21. Equilibrio de Hardy-Weinberg (91) para MDR1(ABCBL1) para el exdn 26.

GENOTIPO FRECUENCIA  FRECUENCIA
VALOR VALOR 3 ,
MDR1 ALELICA ALELICA %2
, ESPERADO OBSERVADO
EXON 26 p q
CcC 11.29 13
0.47 0.53 0.92
CT 25.41 22
TT 14.29 16

p = frecuencia del alelo silvestre determinada experimentalmente.

g = frecuencia de la variante mutante determinada experimentalmente.
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Al clasificar los datos de acuerdo al haplotipo, formado por los genotipos encontrados
en los exones 12, 21 y 26 del gen MDR1(ABCBL1), se formaron 3 grupos identificados
como homaocigotos para TTT, heterocigotos TTT y Otros. El dltimo grupo fue formado
con los haplotipos encontrados en los 51 nifios estudiados, que no se incluyeron en los
grupos con haplotipos TTT. Cada grupo formado, fue analizado en relaciéon con los
nivelesdel tacrolimus presentes en cada punto de la farmacocinética. En la figura 25
podemos observar que el grupo denominado como otros presenté mayores niveles del
tacrolimus aparentemente con respecto al tiempo de los grupos homocigoto y
heterocigoto para TTT, pero no hubo diferencia significativa entre los grupos.

300 - MDR1 Haplotipo
p=0.173
=——&— Homocigoto TTT n=8
é é % 200 - = B =Heterocigoto TTT n=18
.‘8 a %7 —&— Otros n=25
€ S E
c EX
= d
§ s < 100
3
s
0 T T ]
0 4 8 12

Tiempo (h)

Figura 25. Curva de la concentracion del tacrolimus contra tiempo segun haplotipo del gen MDR1(ABCB1)

exones 12, 21y 26 en 51 nifios. La p = 0.173 es el resultado de la comparacion de los tres grupos. Prueba
de Kruskal-Wallis.
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A su vez, se analizaron los pardmetros farmacocinéticos del tacrolimus contra el tiempo
de acuerdo al haplotipo del gen MDR1, los resultados son mostrados en la tabla 23 en
la que podemos observar que existe una tendencia a que aquellos pacientes
homocigotos o heterocigotos para el haplotipo TTT requirieron aparentemente mayor
dosis que los otros haplotipos con una p = 0.089, sin alcanzar diferencia

estadisticamente significativa.

Tabla 23. Farmacocinética del tacrolimus y haplotipo MDR1(ABCB1) exones 12, 21y
26. Valores mediana (intervalo).

Parametros
Farmacocinéticos

) TTT/TTT Otros/TTT Otros
Haplotipo Valor p

n=8 n=18 n=25

MDR1(ABCB1)
exones 12,21y 26
Dosis (mg/kg/d) 0.09 (0.03-0.21) 0.12 (0.02-0.25) 0.06 (0.02-0.24) 0.089
Cin (ng/mL) 5.1 (3-7.9) 4.7 (2.2-7.7) 5.5(1.7-13.7) 0.582
ty, () 11.2 (2.9-17.6) 11.3 (5.7-29.8) 11.2(4.7-31.9) 0.876
tmax () 2 (1-8) 2 (1-6) 1(0-4) 0.346
ABCy.124 (h*ng/mL) 103.6 (58-174) 92.9 (36.6-269) 113 (30-221) 0.731
CL (L/h) 0.240 (0.100-0.540) 0.313 (0.070-0.870) 0.170 (0.070-0.700) 0.315

En la tabla 24, son mostradas las comparaciones realizadas entre la proporcion de
rechazo, la hipertensién y la tasa de filtracion glomerular y los tres haplotipos
considerados del gen MDR1 a 12 meses de seguimiento. Los pacientes con haplotipo
TTT mostraron menor nimero de rechazos, menor hipertension, pero el dafio renal fue

similar en todos los grupos. No hubo diferencias significativas entre los tres grupos.
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Tabla 24. Haplotipos del gen MDRL1 y la proporcion de rechazo agudo, hipertensién y
velocidad de filtracion glomerular a 12 meses post-trasplante renal.

Homocigoto Heterocigoto Otros
TTT TTT Valor p
n=8 n =18 n=25
Pacientes con Rechazo Agudo n (%) 5 (62.5) 7 (38.8) 9 (36) 0.40
HTA post-trasplante n(%) 7 (87.5) 14 (77.7) 16 (64) 0.35
VFG (mL/min/1.73) promedioxDS 78 £33 80.9+24 825=+21 0.95

Se hizo la comparacion de cada uno de los genotipos encontrados en los exones 12, 21
y 26 del gen MDR1 en los 51 pacientes pediatricos con los reportados en otras
poblaciones. La poblacibn mexicana mostr6 ser diferente en la frecuencia de los
polimorfismos estudiados en el ex6n 12 contra las poblaciones afroamericana y
caucasica (p = 0.004 y p = 0.039 respectivamente), pero no mostré ser diferente a las

poblaciones medio oriental (p = 0.51) y asiatica (p = 0.41), figura 26.
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Figura 26. Representacion grafica de la frecuencia de los polimorfismos del gen MDR1 ex6n 12 en
diferentes poblaciones. AA: afroamericanos, Cau: caucasicos, SA: asiaticos, MO: medio orientales, MEX:
mexicanos. Los datos de las poblaciones diferentes a la mexicana fueron obtenidos de Fredericks et al.,
2006 (82).

Resultados similares fueron encontrados en el exdén 21, para las poblaciones
afroamericana y asiatica, se encontraron diferencias significativas (p = 0.0001 y p =
0.039), pero no hubo diferencia en las poblaciones asiatica y de medio oriente (p = 0.08

y p = 0.64), los resultados son mostrados en la figura 27.
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Figura 27. Frecuencia polimorficas del gen MDR1(ABCB1) ex6n 21 en diferentes poblaciones. AA:

afroamericanos, CAU: caucasicos, SA: asiaticos, MO: medio orientales, MEX: mexicanos. Los datos de las

poblaciones diferentes a la mexicana fueron obtenidos de Fredericks et al. 2006 (82).

Se observa en la figura 28 que

la poblaciébn mexicana muestra similitud con las

poblaciones caucéasica, asiatica y medio oriental (p = 0.45, p = 081 y p = 0.51

respectivamente, pero la poblacion afroamericana fue diferente a la mexicana (p =
0.0001)
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Figura 28. Representacion grafica de la frecuencia de los polimorfismos del gen MDR1(ABCB1) ex6n 26 en

diferentes poblaciones. AA: afroamericanos, CAU: caucésicos, SA: asiaticos, MO: medio orientales, MEX:

mexicanos. Los datos de las poblaciones diferentes a la mexicana fueron obtenidos de Fredericks et al.,

2006 (82).
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8. Discusion

La poblaciébn mexicana es mestiza (90%), resultado de la mezcla entre amerindios,
afroamericanos y europeos (22), por lo que, las diferencias entre mexicanos y otras
poblaciones, en el genotipo como en el fenotipo de las proteinas que intervienen en la
farmacocinética de los medicamentos son esperadas. La genotipificacion de los genes
gue codifican para las isoformas del citocromo P450 como el CYP3A4, y CYP2E1 (32,
51), CYP2C9 (92), CYP2D6 (93), CYP1A2 y CYPEL (53) se han relacionado con el
metabolismo de algunos farmacos y han mostrado ser diferentes entre la poblacién
mexicana y otras poblaciones. Por ejemplo, estudios farmacocinéticos de nifedipino (23,
24), midazolam (25), ciclosporina (26), sildenafil (27), omeprazol (28) y meloxicam (29)
muestran que existe diferencia entre la poblacién mexicana y la poblacion caucasica.

El conocimiento de los factores que se encuentran involucrados en la variabilidad
interindividual es de gran importancia en la dosificacion de los farmacos con estrecho
indice terapéutico como los inhibidores de calcineurina empleados en el tratamiento
profilactico para evitar el rechazo en los pacientes con trasplante de érganos sdlidos.

El trasplante renal es uno de los tratamientos sustitutivos en la ERCT, pero el riesgo de
rechazo hace necesario el empleo de medicamentos inmunosupresores, por lo que, la
inmunoterapia tiene que continuar durante toda la vida del injerto, para permitir que el
6rgano trasplantado se mantenga por mas tiempo. El régimen inmunosupresor inicial se
basa en una combinacién de varios farmacos, que a menudo incluyen esteroides, un
antiproliferativo y un inhibidor de calcineurina. Entre los inhibidores de calcineurina se
encuentran tacrolimus, medicamento con estrecho indice terapéutico con gran
variabilidad intra e inter-individual, que al ser administrado por via oral, su absorcién
depende de la expresion de la glicoproteina-P y su biotransformacion de las enzimas
CYP3A4 y CYP3A5 (94, 95), las cuales se encuentran vinculados a la presencia de
polimorfismos genéticos. La funcibn de CYP3A5 y la glicoproteina-P en la
biodisponibilodad y el metabolismo del tacrolimus, la relacién entre los polimorfismos
gue estas proteinas presentan y la farmacocinética del tacrolimus es de interés en el
ambito clinico.

Estudios previos muestran que la poblacion afroamericana requiere dosis del tacrolimus
mayores en comparacion con los pacientes procedentes de la poblacion caucésica,
para alcanzar niveles sanguineos comparables (54, 55), esto ha sido parcialmente
explicado por el polimorfismo encontrado en la enzima CYP3A5 (32, 54, 55, 57, 96), el

fenotipo expresor (CYP3A5*1*1) es més frecuente en los afroamericanos, mientras que
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los caucdsicos tienen mayor frecuencia del genotipo CYP3A5*3*3 (no expresor).

En el presente estudio se evaluaron, las frecuencias alélicas en el gen CYP3A5
(variantes CYP3A5*1*1, CYP3A5*1*3 y CYP3A5*3*3) y su relacion con las dosis
administradas y los niveles en valle del tacrolimus en sangre en 291 pacientes con
trasplante renal. Los pacientes con genotipo CYP3A5*1*1 y CYP3A5*1*3 requirieron
mayor dosis del tacrolimus comparados con los pacientes con genotipo CYP3A5*3*3.
Estos resultados fueron similares a los reportados por MacPhee en 2004 y 2008,
Travent 2003, Staatz 2010 y Coto 2009, en donde individuos con genotipo CYP3A5*1*1
y CYP3A5*1*3 (expresores) requierieron elevadas dosis del tacrolimus a diferencia de
aqguellos individuos con genotipo CYP3*3*3 (32, 54, 55, 57, 96). En este estudio, no se
observo diferencia significativa entre los pacientes pediatricos y los pacientes adultos
gue alcanzaron la concentracion objetivo, la cual fue del 68% y 59.6%, respectivamente.
Esto a su vez mostr6 que hay pacientes en ambos grupos que a pesar de las dosis
administradas no alcanzan los niveles esperados. Se debe considerar, ademas del
genotipo, la comedicacion, las condiciones fisioldgicas incluyendo el flujo hepético, la
edad, las interacciones farmaco-alimento que son importantes en la biodisponibilidad
de los agentes inmunosupresores (32, 54, 55, 57, 96).

Al hacer la comparacién de las frecuencias genotipicas con lo reportado en otras
poblaciones se observé que los genotipos expresores (CYP3A5*1*1 y CYP3A5*1*3)
fueron mas frecuentes en mexicanos gue en caucasicos, pero menos frecuentes que
en afroamericanos. Sin embargo, no hubo diferencia entre los mexicanos y los asiaticos,
esto concuerda con los datos reportados por Castafieda et al. en 1996, en donde
mencionan que el aclaramiento de nifedipino en mexicanos es significativamente
diferente a los caucasicos, pero comparable a la poblacion asiatica (23); sin embargo,
el perfil farmacocinético en otros farmacos como el omeprazol, en mexicanos presenta
diferencias significativas con el perfil farmacocinético de caucasicos y asiaticos nuestros
datos difieren con lo reportado por Gonzalez et al. en el 2003, en el que mencionan que
la poblacion mexicana presenta diferencias significativas en la farmacocinética de
omeprazol, con las poblaciones asiatica y caucasica (28). Estos datos demostraron que
los regimenes de dosificacion de los farmacos establecidos en otras poblaciones no son
totalmente aplicables a la poblacién mexicana.

En el presente estudio, se evalud el efecto de las variaciones polimérficas en los genes
qgue codifican para el CYP3A5 y la glicoproteina-P y su relacion con la farmacocinética

del tacrolimus en 51 pacientes pediatricos con trasplante renal. En este grupo de
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pacientes la presencia del genotipo *3*3 se relacion6 con bajas dosis del tacrolimus
para alcanzar los niveles esperados del tacrolimus. También se relacion6 con una
mayor exposicion del tacrolimus (valor de ABC/D de 1918.6 h*ng*mL/mg*kg*d), con
respecto a los pacientes con genotipo *1*1 y *1*3 (ABC/D de 537.3 y 848.7),
respectivamente. El aclaramiento del grupo *3*3 (0.133 L/h) fue menor estadisticamente
gue el de los grupos expresores (0.527 y 0.374 L/h). Datos similares fueron reportados
por MacPhee (2007), Satoh (2008) , Tirelli (2008) y Op den Buijsch (2007) (32, 53, 59,
97-100). Estudios realizados en japoneses, chinos y caucasicos reportaron que la
cantidad del tacrolimus que alcanzd la circulacién sistémica con respecto a la dosis fue
menor en individuos que expresaron el CYP3A5 que aquellos que no lo expresaron,
resultados que concuerdan con nuestros datos (32, 59, 97, 101-103).

No se encontré diferencia en los niveles en valle, entre el grupo no expresor y los
grupos expresores, esto puede estar relacionado con el monitoreo terapéutico del
tacrolimus que se toma como base para hacer el ajuste de dosis a cada paciente, en
cada consulta (54, 96, 103-105). En este estudio, la mayoria de los pacientes caen en la
ventana terapéutica, lo que muestra la utilidad del monitoreo terapéutico del tacrolimus.
Se distinguen dos grupos definidos por el ABC/D que coinciden con los que expresan y
no expresan el CYP3A5. Ademas, se sabe que los pacientes con bajos niveles del
tacrolimus pueden presentar rechazo agudo, crénico o subclinico, mientras que
pacientes con elevado AUC/C, tienen sobredosis e incrementan el riesgo de infecciones
oportunistas, desérdenes linfoproliferativos y cancer.

No se encontrd relacion entre la presencia de rechazo, la hipertension arterial y la
filtracibn glomerular con el genotipo CYP3A5, aunque hay una tendencia a la
presentacion de rechazo agudo en los primeros 12 meses post-trasplante en los
pacientes con genotipo CYP3A5*1*1 y CYP3A5*1*3. A pesar de que los pacientes
tuvieron los niveles en valle esperados en el seguimiento de un afo, se pudo observar
diferencias significativas al mes (p = 0.01) y a los 12 meses (p = 0.04) entre los grupos
con genotipo expresor y no expresor, lo que se puede explicar en el primer caso por el
ajuste de la dosificacion en el primer mes y a los 12 meses por la reduccién de la dosis
gue se pretende alcanzar en este periodo.

Por su localizacion en el intestino, la barrera cerebral, el endotelio capilar de los
hepatocitos, las glandulas adrenales y el tibulo proximal renal (106), el transportador de
membrana conocido como glicoproteina-P, puede estar asociado con la concentracion

de los inhibidores de calcineurina tanto a nivel sanguineo como intrarenal. Su
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plegamiento, estructura y expresion estan regulados por el gen MDR1(ABCB1), por lo
gue modificaciones en el gen alteran el funcionamiento de la glicoproteina-P (64, 68,
70). Se han identificado hasta ahora, 50 polimorfismos (SNPs) y 3 polimorfismos
relacionados con inserciébn y delecion en este gen (68, 69, 107), pero los SNPs
localizados en los exones 12, 21 y 26 son los mayormente estudiados y han sido
asociados con inhibidores de la calcineurina. Se ha hipotetizado que los individuos sin
mutacion en dicho gen es probable que puedan sacar tacrolimus del interior de las
células intestinales, a la luz intestinal y por lo tanto, necesitan una mayor dosis diaria
para alcanzar niveles adecuados del tacrolimus en sangre. Por otro lado, la baja
expresion de glicoproteina-P intestinal puede incrementar la bioadisponibilidad del
tacrolimus.

Existen reportes realizados tanto en voluntarios sanos como en pacientes con trasplante
solido en donde se ha tratado de definir el efecto que estos tres polimorfismos tienen
sobre la farmacocinética del tacrolimus y los resultados ain son controversiales (108-
110).

Nosotros observamos que la relacion Co/D fue menor en los genotipos CT y TT con
respecto al CC en el exén 12, resultados similares fueron observados por Anglicheau
et al., 2003 quienes reportaron que pacientes con genotipo CT o TT tuvieron menor
Co/D que pacientes con genotipo CC (61). Este mismo autor, en otro estudio, en el que
relaciond la dosis diaria del tacrolimus con la dosis de esteroides reporté mayor Cy/D del
tacrolimus en pacientes con trasplante renal con genotipo ABCB1 1236 CT o TT
comparado con los pacientes con variante silvestre ABCB11236CC (53, 61).

El estudio realizado por Hoffmeyer en el 2000 reporté que los individuos con variante
alélica CC se relacionaban con la elevada expresion de la glicoproteina a nivel intestinal
(69), lo que se ha asociado con niveles bajos de farmacos en sangre.

Con respecto a la variante del exén 21 (G2677T/A), nosotros no encontramos
diferencias significativas en ninguno de los parametros farmacocinéticos, a diferencia de
lo reportado en otros estudios en donde resulté una menor Cy/D en las variantes GT y
TT comparado con GG (61, 82) y un mayor requerimiento de la dosis en los individuos
con el polimorfismo GG con respecto a otras variantes en 103 pacientes chinos (102).
Con respecto a la variante C3435T presente en el exén 26, nuestros resultados no
mostraron relacién con la farmacocinética de tacrolimus, lo que coincide con los
estudios reportados por Siegmund, Goto y Staatz (32, 111, 112). Yu en el 2011 reporto

gue la variante CC disminuye el requerimiento de la dosis (113), por otro, lado existen
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datos controversiales con respecto al polimorfismo TT, algunos afirman que la presencia
de esta variante disminuye la expresién intestinal de la glicoproteina-P, por lo que se
aumenta la absorcién, asi como la concentracion sistémica y un riesgo potencial de
nefrotoxicidad (32, 69, 74, 76, 114), otros estudios han demostrado una asociacién
opuesta (70, 72, 108, 115).

Roy en el 2006 reporté que la presencia de las variantes alélicas -129C, 3435T y 2677T
reducian significativamente la CO/D del tacrolimus con respecto a los pacientes con las
variantes alélicas -129T, 3435C y 2677G, esto se relacion6 con la baja actividad de la
glicoproteina-P, el incremento en la absorcion del farmaco y una disminucién en su
excrecion (116).

Moore et al., en 2012 mostraron la asociacion del genotipo CC del exdon 3435 del gen
MDR1 del donador y el dafio renal a largo plazo (124). Cosio en el 2005 determindé la
asociacion entre el genotipo TT y la presencia de fibrosis intersticial y atrofia tubular en
las biopsias de los pacientes con tratamiento de Tac a 3 afios post-trasplante (118).

En este trabajo, las discrepancias de los resultados obtenidos en el gen MDR1, con lo
reportado en otros estudios puede deberse a la cantidad de pacientes analizados. La
variabilidad existente en el exdn 21 y el no encontrar ningn individuo con la variante AA
en este exon, sugieren que al aumentar el nimero de individuos darian una idea mas
clara del efecto de este gen sobre tacrolimus. Los resultados mostrados en esta
investigacion se basaron en el analisis de los exones 12, 21 y 26, pero como se
menciond previamente se han descrito hasta el momento 50 SNPs dentro de este gen;
no tenemos suficiente informacién del impacto que tiene cada uno de esos
polimorfismos, en la estructura y funcién de la glicoproteina-P. Como se ha demostrado,
la especificidad de las proteinas (el distinguir ligandos y catalizar determinadas
transformaciones quimicas), depende de su estructura tridimensional; como la cadena
polipeptidica se sintetiza de manera lineal, requiere de acoplarse con proteinas
conocidas como chaperonas, las cuales permiten una correcto plegamiento de la
proteina. King Lung Fung et al. en el 2009 reportaron que una mutacion sinénima
puede crear una pausa de traduccion en el ribosoma. Un retraso significativo podria
interrumpir la interaccion chaperona-proteina por un corto tiempo y producir una
proteina con un ligero cambio de conformacion, el cual afectaria la funcion de la
proteina, o producir un plegamiento inadecuado de la proteina, llevandola a su
destruccion. La pausa de traduccion también puede afectar a la via de plegamiento de

la glicoproteina-P especificamente en los dominios adyacentes (70,117). El
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entendimiento de la fisiologia y bioquimica de esta proteina con respecto a las
variaciones genéticas puede ser importante para la individualizacion en la
farmacoterapia.

Por otro lado, al determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg, los exones 12 y 21, no
cumplieron con dicho equilibrio, lo cual puede ser efecto del nimero de individuos
analizados o bien estar sujeta a alguna fuerza evolutiva relacionada con la seleccion,
migracion, mutacion o deriva genética, las cuales son determinadas en dicho equilibrio.
Ademas, cabe resaltar que la poblacién mexicana es la mezcla de otras poblaciones, y
su bagaje genético, la hace diferente a otras poblaciones.

Otros autores han documentado que la exposicion sistémica del farmaco en términos
del ABC y la absorciéon correlaciona mejor con los eventos clinicos como el rechazo
agudo y la nefrotoxicidad que con la C,, pero la evaluacion de este parametro de forma
rutinaria es poco practica.

Al analizar el genotipo MDR1 como haplotipo no se encontrd relacion entre este y la
farmacocinética del tacrolimus ni con la presencia de rechazo agudo, la tasa de filtracion
glomerular y la presencia de hipertensién a los 12 meses post-trasplante.

Es importante recordar que los estudios con pocos pacientes pueden contar con
muchas inconsistencias en los resultados, y aunque en la segunda parte de nuestro
estudio s6lo se incluyeron 51 pacientes para la genotipificacién del gen CYP3AS5, los
resultados obtenidos fueron similares con la primera parte realizada con 291 pacientes y
con los resultados de genotipificacién obtenidos por Ibarra en el 2009, en pacientes
mexicanos (125). Por otro lado, la poca frecuencia de algunas variantes alélicas y la
gran variabilidad que presenta el exén 21 (G2677T/A) del gen MDR1(ABCB1), al ser
analizado con un nuamero pequefio de individuos, hace dificil detectar diferencias y
relacionar los efectos que estas diferencias tienen en la farmacocinética y
farmacodinamia de farmacos con estrecho indice terapéutico como el tacrolimus.
También, la influencia de la etnicidad puede jugar un papel importante en la dosificacién
y farmacocinética del tacrolimus. La farmacogenética pretende personalizar la terapia
de cada individuo, pero la influencia de la farmacogenética sobre la farmacocinética de
los inhibidores de calcineurina es aun complejo, porque existen otros factores que
influyen tanto en la dosificacibn como en la farmacocinética de cada medicamento como
lo es la edad, el estado nutricional, el estado fisiologico, la relaciébn entre los
polimorfismos de otras proteinas involucradas las cuales pueden ser de tipo enzimético
0 mediadores incluyendo CYP3A4, PXR, FKBP12.
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El apego al tratamiento, el mismo tratamiento concomitante y sus posibles interacciones
farmacoldgicas, y el consumo de alimentos que podrian modificar la farmacocinéticadel
tacrolimus (126, 127), son variables de dificil control en nuestro medio y son otros de los
factores que influyen en las diferencias encontradas.

Una cantidad sustancial de injertos desarrollan disfuncién progresiva y fracasan durante
la década posterior al trasplante. A largo plazo, la pérdida de los injertos se debe
principalmente a la lesion vascular, las enfermedades malignas, las infecciones, la
nefropatia cronica del trasplante y la nefrotoxicidad por los inhibidores de calcineurina.
Se sabe que la edad del donador es uno de los factores de riesgo de lesion progresiva
del rifidén trasplantado. Naesens en el 2009 (117, 128) proporciond evidencia de la
relacion entre los polimorfismos del gen MDR1 (de donadores y receptores), la lesion
tubulointersticial crénica de los rifiones trasplantados, la funcién del injerto, y la probable
acumulacion local renaldel tacrolimus. También demostraron que la variante genotipica
TT del donador en el exén 26 tenia efecto en los procesos antes mencionados. Woillard
et al. en 2010 reportaron que la presencia de la variante TTT del gen MDR1 se
relacioné con un incremento en el riesgo de pérdida del injerto en receptores de
trasplante renal cuyo tratamiento inmunosupresor se mantuvo a base de ciclosporina, lo
gue sugiere que las variaciones genéticas en el gen MDR1 son predictivas de la
evolucién del injerto (129), estos datos fueron similares a los resultados de Naesens en
2009, quien ademas menciond que este deterioro fue independiente de la calidad del
trasplante.

Por otro lado, la busqueda de biomarcadores, como la produccién de interleucina 2,
interferon-y , el factor de necrosis tumoral, y otras citocinas, las que reflejan procesos
inflamatorios y/o de rechazo, su relacion de estos con los niveles de los
inmunosupresores y el conocimiento del genotipo, en cada paciente, de las proteinas
relacionadas con la farmacocinética de los farmacos empleados para prevenir el
rechazo de 6rganos trasplantados, permitira hacer dosificaciones individualizas y asi

evitar la incidencia de rechazo al injerto y los eventos adversos.
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9. Conclusiones

Los pacientes que expresan el genotipo CYP3A5*1*1 y CYP3A5*1*3 requieren
mayor dosis del tacrolimus a diferencia de los pacientes que presentan el genotipo
CYP3A5*3*3.

La genotipificacion del gen CYP3A5 podria ser utilizada para determinar la

dosificacion del tacrolimus en pacientes con trasplante renal,

La poblacibn mexicana es diferente a otros grupos étnicos (afroamericanos y

caucasicos) en el genotipo del gen CYP3A5.

Los genotipos de glicoproteina-P exén 12, 21 y 26 podrian no estar asociados a la

farmacocinética del tacrolimus.

Las frecuencias de los polimorfismos del gen MDR1 en mexicanos difieren de lo

reportados en otros grupos étnicos.
Se requieren mas estudios para determinar si la dosificacion del tacrolimus a través

del conocimiento del polimorfismo genético pre-trasplante, mejoraria la sobrevida del

injerto al disminuir la incidencia de los rechazos y/o la nefrotoxicidad.
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10. Limitaciones del estudio

El estudio farmacocinético no se realizé en el mismo momento postrasplante en

todos los pacientes, el intervalo fue de 9 a 36 meses, con mediana de 9 meses.

La muestra fue pequefia para MDR1, no hubo equilibrio de Hardy Weinberg en los

exones 12y 21.

No se determiné el impacto que tuvieron en este estudio, el apego al tratamiento, las
posibles interacciones farmacoldgicas del tratamiento concomitante, y el consumo

de alimentos.
Es importante considerar la asociacion de estos polimorfismos con otros que pueden

presentarse en los mismos genes o0 en los genes de las proteinas relacionadas

como el PXR, OAT o los sitios blancos de los inhibidores de calcineurina.
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11. Estudios Propuestos

1.- Polimorfismo de glicoproteina-P en el donador renal y su relacion con la toxicidad

por tacrolimus en el receptor. HIM/2010/018.

2.- Relacion farmacocinética-farmacodinamia en inhibidores de calcineurina en nifios
con trasplante renal. HIM/2011/026.

3.- Asignacion de dosis del tacrolimus y micofenolato seglin genotipo en nifios en el

trasplante renal con evolucién del injerto a doce meses. Ya fue aceptado.
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ANEXOS 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: ESTUDIO MULTICENTRICO DE LA CORRELACION DEL
GENOTIPO MDR1(ABCB1) Y CYP3A5 CON EL PERFIL FARMACOCINETICO DEL
TACROLIMUS EN NINOS CON TRASPLANTE RENAL.

Introduccién. Deseamos invitarlo a participar en este estudio de investigacién que se
llevard a cabo en el Hospital Infantil de México.

Su participacion es voluntaria. Usted puede decidir no participar o puede retirarse del
estudio en cualquier momento. En cualquier caso no perdera ninguna forma de atencion

médica en el Hospital.

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

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

de la salud.

Finalidad del estudio.

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

Se sabe que los niveles del medicamento pueden variar en cada persona dependiendo
de las enzimas que se encargan de sacarlo de la sangre y la cantidad de la enzima esta
determinada por la genética.

El propdsito del estudio es estudiar los genes que regulan las enzimas que participan en
la absorcion y el metabolismo del tacrolimus en sangre y los efectos adversos del

medicamento.

Procedimiento del estudio.
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Si usted acepta que su hijo participe en este estudio solamente se le pinchard una vena
del brazo, se hard un estudio para ver como maneja el cuerpo el medicamento
(tacrolimus) para esto se toman 9 muestras de sangre en un periodo de 12 h, con un
volumen total de 18 mL, y se mediran los niveles del medicamento, también se extraera

el ADN para el estudio genético.

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

siguientes minutos después de la puncion.

Beneficios
El conocer el genotipo de las enzimas que manejan el tacrolimus permitira ajustar major

la dosis del medicamento.

Procedimientos alternativas y costos

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

Accesibilidad de los investigadores y confidencialidad

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

En todo momento se mantendr& la confidencialidad de los resultados de los examenes
practicados en las muestras de su hijo. La informacién que nos proporcione y la que
resulte de las pruebas, serd manejada con absoluta confidencialidad y so6lo para los
fines de esta investigacion. Usted y los médicos conoceran los resultados del estudio
para mejorar el tratamiento de su hijo(a).

Durante el estudio usted recibird informacién de los resultados que se vayan obteniendo
del mismo, con el fin de actualizar ante usted la informacion cientifica al respecto para

gue usted pueda tomar las decisiones siguientes con mayor fundamento.
Normas acerca de las lesiones relacionadas con la investigacion

Cualquier efecto colateral que se derive de la toma de la muestra de sangre sera

atendido prontamente con los recursos del Hospital.
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Problemas o preguntas

Si surgiera algun problema o tuviese usted una pregunta con respecto a este estudio, a
sus derechos como participante en la investigacion o cualquier situacion relacionada
con la misma, debe comunicarse con los medicos que participan en el estudio Dra Mara
Medeiros Domingo del Departamento de Nefrologia del Hospital Infantii de México
Federico Gomez tel 5228-9917 extension 2366.

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

documento para consultarlo posteriormente.

He leido las explicaciones acerca de este estudio y se me ha dado la oportunidad de
discutir las y de hacer preguntas. Por este medio otorgo mi concenimiento para que mi

hijo(a) participe en el estudio.

Nombre y firma del sujeto de estudio, madre o tutor o responsable del nifio

Testigo: Nombre direccion, relacion con el nifio, firma

Testigo: Nombre direccién, relacion com el nifio, firma
Nombre del investigador principal en donde puede referir el familiar en caso de duda:

Dra Mara Medeiros Domingo. Deparatmento de Nefrologia en el Hospital Infantil de
Mexico Federico Gomez. Tel 5228-9917 ext 2366.
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ANEXOS 2
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

CORRELACION DEL GENOTIPO MDR1(ABCB1) Y CYP3A5 CON EL PERFIL
FARMACOCINETICOdel tacrolimus EN NINOS CON TRASPLANTE RENAL.

Formato de datos clinicos del paciente
Fecha: / /

Nombre

No. Registro

Género: Masculino () Femenino (_)

Fecha de Nacimiento / /

Fecha del trasplante / / . DVR ()
DF( )

Edad Peso Talla TA

Biometria hematica

Hemoglobina g/dl  Hematocrito % Basofilos %
Eosinofilos % Mielocitos % Juveniles %
Bandas % Plaquetas Linfocitos Monocitos
Blastos

General de orina

Aspecto y color pH
Densidad Albumina gm/L Glucosa Acetona
Hemoglobina Bilirrubina

Eritrocitos Leucocitos Cilindros Cristales
Otros

Glucosuria gm/L Cuenta minutada Cel. epiteliales
Bacterias

Funcionamiento hepatico

Bilirrubinas: Directa mg Indirecta mg Total mg
Proteinas totales

Albuminas gm Globulinas gm Transaminasas glutamico-
oxalacetica U
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Glutamico piruvica U

Quimica sanguinea

Ac. urico Creatinina
Electrolitos séricos: Cloro
Triglicéridos

Bun
Colesterol
Potasio

Antiginemia

CMmV
infeccién

EBK BKV
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Glucemia
Sodio

Otra

FARMACO DOSIS

DOSIS
PONDERAL

MARCA

TACROLIMUS

MMF

PDN

VERAPAMIL

PRAZOCIN

OMEPRAZOL

TMP/SMZ

CICLOSPORINA

OTROS
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RUTA CRITICA DEL MEDICAMENTO

Nombre

N en C Maria Tués del Pilar Ganeia Reca.

No. Registro

Fecha de examen

DIA ANTERIOR A LA TOMA DE MUESTRA

Medicamentos que tomo: |

Hora de la toma:

Cend: si ¢, Qué cend? Hora:
no
TOMA DE MUESTRA
Ingreso al hospital Hora real

Instalar catéter y toma de muestra de
sangre predosis. Colocar el adaptador para
toma multiple con previa purga de solucion
de heparina.

Muestra O

ADMINISTRACIONdel tacrolimus O CICLOSPORINA Hora:

Muestra de sangre de 0.5 hora

Muestra 1

Muestra de sangre de 1 hora

Muestra 2

DESAYUNO LIGERO

Muestra de sangre de 2 horas Muestra 3
Muestra de sangre de 3 horas Muestra 4
Muestra de sangre de 4horas Muestra 5
Muestra de sangre de 5 horas Muestra 6
Muestra de sangre de 6 horas Muestra 7
Muestra de sangre de 8 horas Muestra 8
Muestra de sangre de 12 horas Muestra 9

Observaciones:
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