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del inglés, Peripheral Blood Mononuclear Cell

del inglés, Polymerase chain reaction; Reaccion en cadena de la polimerasa
Farmacodinamia

Farmacocinética

del inglés, PeptidylProlyl Isomerase A

Prednisona

Receptor

Rechazo agudo

Rechazo croénico

Receptor

del inglés, Restriction fragments length polymorphic; Fragmentos de restriccion de
longitud polimérfica

del inglés, Reference SNP. Numeracion caracteristica e individual que representa cada
polimorfismo

Sangre

del inglés, Single Nucleotide Polymophism; Polimorfismo de un solo nucleétido
Suero

Timina

Tacrolimus

Bilirrubina

del inglés, Therapeutic Drug Monitoring; Monitorizacion terapéutica de farmacos
del inglés, Transforman Grow Factor 81; Factor de crecimiento transformante 1
Trasplante Hepético

Trasplante Hepético Ortotépico

del inglés, Tumoral Necrosis Factor 8; Factor de necrosis tumoral 8

Unidad relativa de fluorescencia
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UTH
uv
VHB
VHC
VIH
AR
ul

Unidad de trasplante hepético
Ultravioleta

Virus de la Hepatitis B

Virus de la Hepatitis C

Virus de la inmunodeficiencia humana
Cambio normalizado de fluorescencia

Unidades internacionales
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Resumen

EVALUACION DE LA RELEVANCIA CLINICA DE DIVERSAS VAR IANTES DE LOS
GENES CYP3A4, CYP3A5 Y ABCB1 SOBRE CICLOSPORINA Y TACROLIMUS EN
TRASPLANTE HEPATICO.

Ciclosporina y tacrolimus son la base de la terapia inmunosupresora en el trasplante
hepético, ya que son farmacos imprescindibles para la prevencion del rechazo del
organo trasplantado. Sin embargo, todavia esti pendiente de explicar una gran parte
de su variabilidad farmacocinética y farmacodinamica. Existen estudios que ponen de
manifiesto una relacion entre las caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas
de estos farmacos con algunas variantes de genes que codifican para enzimas y
proteinas clave relacionadas con su metabolismo y transporte. No obstante, los
resultados publicados hasta el momento son controvertidos, cuya inconsistencia
general puede estar relacionada con los siguientes factores: variabilidad étnica,
pequefio numero de pacientes incluidos en los estudios, inespecificidad de los
sistemas de medida empleados para la determinacién de la concentracion de estos
farmacos en sangre, variacion en el punto del tiempo en el que se obtienen los

resultados, e impacto del genotipo del donante.

En el presente trabajo se han estudiado las variantes CYP3A4*1B (c.-392A>G),
CYP3A4*22 (c.522-191C>T), CYP3A5*3 (c.6986A>G), y ¢.3435C>T y ¢.2677G>T del
gen ABCBL. Se ha realizado minimizado las posibles variaciones debidas al disefio del
estudio con el fin de ayudar a resolver parte de esta variabilidad y obtener resultados
consistentes: incluyendo Unicamente pacientes de la misma etnia y con un Unico
inmunosupresor en monoterapia durante los tres primeros meses post-trasplante,
realizando todas las medidas de la concentracion de los farmacos inmunosupresores
en sangre con el mismo sistema de medida, considerando el pardmetro ‘“ratio
concentracion dosis” en el estudio, empleando modelos estadisticos que tienen en
cuenta la dependencia de los datos de un mismo individuo en el tiempo e incluyendo el
genotipo tanto del receptor como del donante. Ademéas se ha investigado el papel
potencial de los genotipos, tanto a nivel individual como en combinacion (haplotipos).
También se ha evaluado la relevancia clinica de los hallazgos obtenidos, y se ha
estudiado la influencia de dichas variantes genéticas sobre la eficacia clinica
(incidencia de rechazo agudo) y sobre la seguridad (incidencia de aparicion de los

efectos adversos) en el paciente trasplantado hepatico.
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En nuestra poblacion en estudio, mediante los métodos descritos, se han identificado
y/o al menos corroborado algunas observaciones interesantes que merecen estudios
més detallados (como la de requerimientos de dosis mas altos para los receptores de

un injerto portador de la variante *1 del gen CYP3AS5).

En cuanto a la prevencion de acontecimientos adversos, en ciclosporina parece
interesante la influencia del alelo CYP3A4*1B en receptores sobre la neurotoxicidad, la
combinacion del alelo CYP3A4*1B en donantes con el genotipo 3435CC de ABCB1 en
receptores sobre la hipertensién arterial. En tacrolimus el alelo CYP3A5*1 en
receptores muestra relacién con la nefrotoxicidad e hipertension arterial, el alelo 3435T
de ABCBL1 en donantes con la diabetes mellitus y los alelos 2677A/T de ABCB1 en
donantes con la neurotoxicidad. Podrian llevarse a cabo estudios prospectivos para
verificar estos hallazgos, y corroborar la repercusién que tiene el conocimiento del

genotipo.

En general, se pone de manifiesto la relevancia del genotipo del donante. Aunque éste
supone un inconveniente debido a que no puede ser elegido, recomendamos generar
un Banco de ADN tanto de los receptores como de los donantes (incluyéndolo en el
consentimiento informado) para permitir el acceso facil y rapido a este tipo de

muestras para la realizacion de futuros estudios farmacogenéticos.

Posibles lineas de futuro serian: realizar este tipo de estudios pero midiendo la
concentracion de estos farmacos en el interior de los linfocitos; asi como investigar la
funcion que desempefia ABCB1 en linfocitos, en tejido hepatico, tejido renal y en
barrera hematoencefalica en relacion a ciclosporina y tacrolimus, ya que parece tener

un papel clave no solo a nivel del intestino.
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Abstract

CLINICAL RELEVANCE EVALUATION OF SEVERAL VARIATIONS OF CYP3A4,
CYP3A5 AND ABCB1 ON CYCLOSPORINE AND TACROLIMUS IN LIVER
TRANSPLANT.

Cyclosporine and tacrolimus are the basis for immunosuppressive therapy in liver
transplantation: they are essential drugs for organ transplant rejection prevention.
However, a large part of its pharmacokinetic and pharmacodynamic variability still
needs to be explained. A number of studies show a relation between the
pharmacokinetics and pharmacodynamics of these drugs with some variants of genes
encoding key enzymes and proteins related to their metabolism and transport.
Nevertheless, the results published so far are controversial. Their general
inconsistency may be related to the following factors: ethnic variability, small number of
patients included in the studies, lack of specificity measuring systems used for
concentration determination of these drugs in blood, variation at the point in time where

the results are obtained, and impact of donor genotype.

In this work we have studied the following variants: CYP3A4*1B (C-392A>G),
CYP3A4*22 (c.522-191C>T), CYP3A5*3 (c.6986A>G), and ¢.3435C>T and ¢.2677G>T
from ABCB1 gene. We have minimized possible variations due to study design in order
to help solve part of this variability and obtain consistent results. We have furthermore
investigated the potential role of genotypes, both individually and in combination
(haplotypes). Moreover, we have evaluated the clinical relevance of the findings, and
we have also studied the influence of these genetic variants on clinical efficacy
(incidence of acute rejection) and safety (incidence of occurrence of adverse effects) in

the liver transplanted patient.

In our study population, by the methods described, we have identified and/or at least
confirmed some interesting observations that deserve more detailed studies (such as

the requirement of higher doses for recipients of the CYP3A5*1 carriers graft).

As regards the prevention of adverse events, in cyclosporine seems interesting the
influence of CYP3A4*1B allele in receptors on neurotoxicity, the combination of
CYP3A4*1B allele in donors with 3435CC ABCBL1 recipients on hypertension. In
tacrolimus the CYP3A5*1 allele in recipients shows relation to nephrotoxicity and
hypertension, the 3435T ABCBL1 allele in donors with diabetes mellitus and 2677A/T

alleles of ABCB1 donors with neurotoxicity. Prospective studies could be conducted to
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verify these findings and corroborate the impact of the genotype knowledge. In

general, it shows up the relevance of the donor genotype.
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1.1. EL TRASPLANTE HEPATICO

El trasplante es uno de los grandes logros de la medicina del siglo XX, que se ha
incorporado a la rutina terapéutica en un nimero cada vez mayor de centros en casi
todos los paises desarrollados. EI amplio desarrollo de esta metodologia, en la que
células, tejidos u 6rganos (injerto) de un individuo (donante), se introducen en un
individuo diferente (receptor), ha sido posible gracias a una seleccion cada vez mas
rigurosa de los receptores, a una mejor técnica quirdrgica y anestésica, a mejores
cuidados postoperatorios, a la aparicion de potentes inmunosupresores y a los
avances de la bioquimica, de la biologia molecular, de la inmunologia, de la

farmacoterapia, y mas recientemente, de la farmacogenética.

1.1.1. Caracteristicas histologicas y funcionales d el higado

El higado tiene una gran actividad metabdlica y ejerce una importante accién
reguladora sobre el metabolismo general; actia como glandula exocrina, produciendo
la bilis que es liberada en el intestino delgado y, como glandula endocrina, sintetizando
gran variedad de sustancias (proteinas plasmaticas, colesterol, hormonas, vitaminas,
etc.) que se vierten directamente al torrente circulatorio. Ademas, es capaz de regular
la concentracion de glucosa y aminoacidos en sangre y almacenar sustancias como el
hierro para regular el metabolismo de la hemoglobina. Por otro lado, se encarga de
inactivar productos toxicos procedentes del intestino o de la circulaciébn general
degradandolos por oxidacion e hidroxilaciébn, como seria el caso de los farmacos

inmunosupresores.

El higado se localiza en la parte superior derecha de la cavidad abdominal, actuando
como intermediario entre el tracto intestinal y la circulacion sistémica. Recibe sangre
procedente de dos vias: de la vena porta donde se recolecta sangre proveniente del
intestino, rica en nutrientes, antigenos alimentarios, productos bacterianos, toxinas
ambientales, etc.; y de la arteria hepatica, desde donde entra sangre oxigenada. La
sangre de ambos origenes se mezcla en los sinusoides hepéticos y se filtra desde el
espacio porta hasta la vena central que abandona el higado, pasando durante este
proceso por una estructura laminar formada por hepatocitos; esta organizacion
maximiza el intercambio de moléculas entre el espacio sinusoidal y los hepatocitos
(Figura 1). Los sinusoides tienen un revestimiento fenestrado constituido por células

endoteliales del sinusoide hepatico, lo que permite que células localizadas en el
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espacio sinusoidal entren en contacto directo con el tejido conectivo subyacente y los
hepatocitos. La sangre, el plasma, los linfocitos y las células dendriticas atraviesan el
sinusoide hacia el espacio subendotelial conocido como espacio de Disse, y desde
este espacio los linfocitos drenan a los vasos linfaticos situados en el espacio porta
para dirigirse a los nodulos linfaticos (1).
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Sinuvoide
hepatice

Sangre de
Vena Porta

Sangre a
Vena Central

La Linfa drena desde el espacio de Disse y entra
on los capilares linfaticos del ares portal

Figura 1. Microambiente hepético. a) Estructura de un lobulillo hepatico. El lobulillo esta constituido por
una rama de la vena porta, una arteriola y un conducto biliar. Desde la vena porta, la sangre fluye hacia la
vena central a lo largo de los sinusoides hepaticos. Los sinusoides contienen una poblaciéon de
macréfagos conocidos como células de Kupffer. b) Organizacién de los sinusoides. Los sinusoides estan
delimitados por un endotelio fenestrado formado por células endoteliales del sinusoide hepatico (LSEC).
Las células de Kupffer, los linfocitos y las células Dendriticas inmaduras se localizan en los sinusoides. El
espacio sub-endotelial se conoce como espacio de Disse y es por donde los linfocitos salen a los vasos
linfaticos. (Modificado de Nat Rev Immunol. 2003. 3(1):51-62.)

Ademas de las células hepaticas, el higado contiene una serie de poblaciones
celulares con gran interés desde el punto de vista inmunolégico: las células de Kupffer,
las células dendriticas y la poblacion de linfocitos residentes. Las células de Kupffer
son macréfagos derivados de monocitos de sangre periférica y se localizan
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fundamentalmente en los sinusoides aunque pueden desplazarse hacia el espacio de
Disse y entrar en contacto con los hepatocitos. Se encargan de fagocitar células
apoptéticas y microorganismos. Aunque se ha observado que son capaces de actuar
como células presentadoras de antigeno (APCSs) e interaccionar de forma efectiva con
los linfocitos T, también parece que pueden ejercer un papel importante en la
inducciéon de tolerancia a ciertos antigenos. Las células dendriticas tienen como
funcién la presentacion de antigenos, y se han relacionado con el desarrollo de
tolerancia frente a ciertos antigenos. La poblacion de linfocitos intrahepaticos esta
constituida fundamentalmente por linfocitos CD8+ (T citotoxicos, Tc), ademas de
linfocitos CD4+ (T colaboradores o helper, Th), células NK (Natural Killers) y NKT
(Natural Killers T) que se encuentran en mayor niamero que en otros tejidos linfoides.
(2,3).

1.1.2. Concepto e historia del trasplante hepatico

El primer trasplante hepatico humano lo realiz6 el doctor Thomas E. Starlz en 1963 en
Denver (Estados Unidos) (4), pero fue en 1967 cuando se consiguié que un paciente
trasplantado de higado tuviera una supervivencia a largo plazo (5). Posteriormente
hubo que esperar hasta el inicio de la década de los ochenta para que, una vez
superadas las barreras técnicas, se hiciera frente a las barreras inmunologicas: la
introduccion del farmaco inmunosupresor ciclosporina (CSA) en la préactica clinica

permitiria una mejoria significativa de los resultados (6).

En 1983, durante la Consensus Development Conference organizada por el National
Institute of Health (NIH) en Bethesda, se consideré que el trasplante hepatico (TH)
habia dejado de ser un hecho experimental para convertirse en una realidad clinica,
aceptandose como el tratamiento de eleccion para muchas hepatopatias irreversibles,
al conseguir una supervivencia al afio superior al 70% (7). Este cambio se debi6 a
multiples factores, entre los que hay que destacar la introduccién en la practica clinica
del farmaco inmunosupresor ciclosporina A, el avance de las técnicas quirdrgicas y
anestésicas (con mencién especial a la bomba de bypass venovenoso, que permitio
trasplantar con seguridad a pacientes que no toleraban el clampaje de la vena cava
inferior durante la fase anhepatica), y un mejor conocimiento de la historia natural de
las enfermedades hepaticas que permite elegir el momento mas adecuado para

realizar el trasplante hepético (ni demasiado pronto, cuando el paciente puede
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sobrevivir varios afios con su hepatopatia crénica estabilizada, ni demasiado tarde,
cuando el paciente ha desarrollado un grado de afectacion extrahepatica tan

importante que llega a suponer un riesgo quirdrgico inaceptable) (8).

En Espafa, el primer trasplante hepatico lo realizaron en Hospitalet de Llobregat
(Barcelona) los cirujanos Eduardo Jaurrieta y Carles Margarit, el 24 de febrero de 1984
en el Hospital Universitari de Bellvitge (9). Desde entonces el nimero anual de

trasplantes hepaticos realizados ha aumentado progresivamente (10).

En la actualidad, el paciente necesita un delicado, largo y minucioso seguimiento
hospitalario tras el trasplante. Para ello, surgen nuevas herramientas para el clinico,
cirujano y/o hepatdlogo, como son las biopsias del higado trasplantado, la
monitorizacién del tratamiento inmunosupresor, el diagnostico y tratamiento de
infecciones en pacientes inmunodeprimidos, y mas recientemente, el estudio

farmacogénetico de los farmacos inmunosupresores en los pacientes.

1.1.3. Epidemiologia del trasplante hepético

El trasplante hepatico es el tratamiento de eleccién en la insuficiencia hepatica aguda
o crénica irreversible de diferentes etiologias, consiguiendo en la actualidad,
supervivencias en el primer afio superiores al 80% en la mayoria de los centros con
experiencia (11). Ademas, el trasplante hepatico proporciona una calidad de vida

mejor que la previa en un porcentaje elevado de pacientes (12,13).

El trasplante hepatico ortotopico consiste en la extirpacién de un higado enfermo y su
sustitucion, en la misma localizacién anatémica, por un higado sano, procedente de un
donante cadaver o vivo. Se trata de un procedimiento medicoquirdrgico complejo y
sofisticado que precisa de una amplia implicacion multidisciplinar en un centro médico

avanzado (14).

Hoy en dia, no sélo es una de las alternativas terapéuticas plenamente consolidadas,
sino que ademas se esta convirtiendo en uno de los principales tipos de trasplante que
se realizan en el mundo, y de forma especial en nuestro pais. Segun datos del
Registro Mundial de Trasplante desarrollado por la Organizacion Nacional de
Trasplantes (ONT) en colaboracién con la Organizacion Mundial de la Salud, cada afio
se realizan en el mundo més de 22.500 trasplantes hepaticos, lo que hace que la

actividad de los equipos espafioles de trasplante hepético suponga el 4,5% de la
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actividad en el mundo, hecho de gran relevancia teniendo en cuenta que la poblacion
espafiola representa apenas el 0,7% de la poblacion mundial (15). La actividad global

de todos los centros desde el inicio de este tratamiento en Espafa se presenta en la

Figura 2.
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Figura 2. Actividad en trasplante hepatico en Espafia. Periodo 1993-2014. (Modificado de ONT
(15)).

En el afio 2014 hubo en Espafia 1682 donantes de organos. Esta actividad de
donacién (sumada a la procedente de donantes vivos) permitio la realizacion de un
total de 4360 trasplantes de 6rganos solidos, de los que 1068 fueron trasplantes
hepaticos (15). Esto supone una tasa de 22,8 trasplantes por millon de habitantes, lo
que sita a Espafia entre las maximas registradas a nivel internacional junto con
Portugal (22,7), Bélgica (26,3), o USA (20,2), segun los datos del afio 2013 (aln no
hay datos internacionales de 2014) (15).

De los 1.682 donantes que hubo en Espafia durante 2014, 1405 (83,3%) fueron
aceptados como donantes hepaticos, de los cuales la causa mas frecuente de muerte
fue el accidente cerebrovascular (en el 71,2% de los casos) con predominio del sexo
masculino (54,1%). La edad media en donantes adultos se ha ido incrementando

durante los ultimos afos, situandose en 60,9 afios. (15).

El total de pacientes adultos que en 2014 estuvieron en lista de espera fue de 2031.
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El diagnéstico de los pacientes adultos trasplantados, se muestra en la Figura 3,
donde la indicacibn mas frecuente fue por cirrosis hepatica no biliar (59,7%) seguida
por tumores, retrasplante cronico y colestasis crénica con un 18,7%, 5,0% y 3,6%

respectivamente.

RTX.

Cronica; Crénico;

5,0% Tumores;
18,7%

S / Otras; 4,9%

Cirrosis no
biliar; 59,7%

TRASPLANTE
n=1017

Figura 3. Indicacion de trasplante hepatico en adultos. Espafia, 2014. (Modificado de ONT (15)).

1.1.4. Indicaciones y contraindicaciones del traspl ante hepatico

El trasplante hepatico esté indicado en las enfermedades hepaticas progresivas en las
gue no son posibles otras medidas terapéuticas y en las que la supervivencia
esperada al afio es inferior a la que se conseguiria con el trasplante (16,17). El
desequilibrio entre la oferta y la demanda hace necesaria una seleccion cuidadosa de
los candidatos a este procedimiento. Por un lado, el trasplante se debe evitar en
pacientes con hepatopatia demasiado estable en los que la expectativa de vida sin
trasplante sea superior a la esperable con el TH. Por otro lado, el TH debe evitarse en
pacientes con contraindicaciones que limiten de forma significativa la supervivencia

post-trasplante.

En la Tabla 1 se resumen las principales enfermedades hepéaticas susceptibles de ser

tratadas con TH.
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Tablal. Indicaciones del trasplante hepatico en el adulto.

A. Indicaciones comunes

1. Cirrosis hepatica
- Viral (VHB, VHC)
- Etilica
- Autoinmune
- Criptogénica

2. Hepatopatias colestasicas cronicas

- Cirrosis biliar primaria (CBP)
- Colangitis esclerosante primaria (CEP)
- Cirrosis biliar secundaria

3. Carcinoma hepatocelular

4. Insuficiencia hepatica aguda grave (fallo hepéati  co fulminante)

B. Indicaciones inusuales

1. Enfermedades hereditarias y metabdlicas

- Hemocromatosis hereditaria

- Enfermedad de Wilson

- Déficit de a-1-antitripsina

- Esteatohepatitis no alcohélica

- Polineuropatia amiloidética familiar
- Enfermedad de Caroli

- Enfermedad por depdsito de colageno tipo 1
- Fibrosis quistica (mucoviscidosis)

- Enfermedad poliquistica

- Hiperoxaluria primaria

- Protoporfiria

2. Tumores hepéticos

- Primarios: hepatocarcinoma, carcinoma hepatocelular
fibrolamelar, hemangioendotelioma
- Met4stasis de tumores neuroendocrinos

3. Enfermedades vasculares hepéticas

- Sindrome de Budd-Chiari
- Enfermedad veno-oclusiva hepatica

4. Otros

- Cirrosis biliar secundaria
- Retrasplante
- Miscelanea

Tabla 1. Indicaciones del trasplante hepatico en el adulto. VHB: virus de la hepatitis B; VHC:
virus de la hepatitis C. (Modificado de Trasplante Hepatico. Ed. Elsevier J Berenguer, P
Parrilla).
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En general, se recomienda realizar trasplante hepético en aquellos pacientes en los
que se prevea una posibilidad de supervivencia en el TH menor o igual al 90% al afio
(lo que sucede cuando el indice MELD es inferior a 15), aunque existen excepciones
en circunstancias especiales. El sistema MELD (Model for End-stage Liver Disease)
(19,20) es el mas utilizado en Espafia para la evaluacion de la supervivencia de los

pacientes con hepatopatias crénicas terminales.

Tabla 2. Contraindicaciones del trasplante hepatico.

Absolutas

- Sida

- Enfermedad cardiaca, pulmonar o neurolégica grave

- Tumores extrahepaticos no controlados o enfermedad metastasica
- Infeccion sistémica grave no controlada en el momento del TH

- Adiccién activa a drogas o alcohol

- Problemas sociales o psiquiatricos graves

- Hemangiosarcoma

- Trombosis extensa eje esplenomesentérico

- Edema cerebral grave o fallo multiorganico en la IHAG

- Hepatocarcinomas > criterios de Milan

Relativas

- Infeccion por VIH

- Edad>70 afios

- Replicacién activa del VHB

- Insuficiencia renal crénica

- PBE o colangitis tratadas en menos de 48 horas

- Colangiocarcinoma

Tabla 2. Contraindicaciones del trasplante hepatico. IHAG: insuficiencia hepatica aguda grave;
PBE: peritonitis bacteriana espontanea; TH: trasplante hepatico; VHB: virus de la hepatitis B;
VIH: virus de la inmunodeficiencia humana. (Modificado de Trasplante Hepatico. Ed. Elsevier J
Berenguer, P Parrilla).

Dado que el desequilibrio entre la oferta y la demanda de higados para donacién es
cada vez mas acusado, es imprescindible que los pacientes que necesitan un TH sean
valorados exhaustivamente con el fin de detectar cualquier situacion que pueda
condicionar una mala evolucion del paciente, con la consiguiente pérdida del injerto.

En la tabla 2 se muestran las contraindicaciones del TH; para las contraindicaciones
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absolutas (circunstancia que hace el TH técnicamente imposible o condiciona una
mala supervivencia independientemente de la realizacion del TH), existe un consenso
general; para las contraindicaciones relativas (por si solas no influyen en los
resultados del TH, sin embargo si se suman varias de ellas pueden comprometer el
éxito del trasplante, constituyendo entonces una contraindicacion absoluta), no existe

uniformidad en todos los centros hospitalarios.

1.1.5. Complicaciones en el paciente trasplantado

La calidad de la funcién inicial del injerto es muy importante y determinante en el futuro
clinico del paciente y, por tanto, su valoracion, asi como la identificacion y la

correccion de las complicaciones inmediatas, son de gran interés clinico (21).

Tabla 3. Complicaciones mas frecuentes en el TH.

Complicaciones en el postoperatorio inmediato

* Complicaciones quirtrgicas
- Fallo primario del injerto
- Hemorragia postoperatoria
- Complicaciones vasculares
- Complicaciones biliares
¢ Rechazo agudo
¢ Complicaciones neurolégicas
* Insuficiencia renal
« Complicaciones respiratorias y cardiovasculares

* Complicaciones infecciosas

Complicaciones a largo plazo

* Rechazo crénico

* Complicaciones metabdlicas
* Complicaciones infecciosas
¢ Complicaciones 6seas

¢ Tumores de novo

* Recidiva de la enfermedad de base: hepatocarcinomas o la enfermedad que produjo la cirrosis inicial

Tabla 3. Complicaciones mas frecuentes en el trasplante hepéatico en el adulto. (Modificado de
Trasplante Hepatico. Ed. Elsevier J Berenguer, P Parrilla).

33



Habitualmente, si no hay complicaciones, el paciente puede ser dado de alta tras un
periodo de entre 7 y 12 dias de estancia hospitalaria, después de estabilizar la
concentracion de inmunosupresor/es en sangre, tener una funcién renal normalizada,
en franca mejoria o estable, una funcién hepatica estable, coagulacion normalizada,
no requerir tener canalizada ninguna via venosa permanente y no presentar un cuadro
infeccioso que obligue a tratamiento hospitalario. Posteriormente, las visitas son

periddicas pero cada vez mas distanciadas.

En la tabla 3 se muestran las complicaciones mas frecuentes, atendiendo a si
aparecen en el postoperatorio inmediato (hasta 3 meses post-trasplante) o a largo

plazo (a partir del tercer mes post-trasplante).

Algunas de estas complicaciones estan directamente relacionadas con el uso de los
farmacos inmunosupresores, y se comentaran con mas detalle a continuacién, junto
con el rechazo agudo del injerto, ya que son las variables clinicas que se estudiarédn

en el presente trabajo.

1.15.1. Rechazo agudo del injerto

El rechazo agudo (RA) es una complicacion médica que puede condicionar la
supervivencia del injerto a corto y largo plazo. El RA representa el ataque inmune
mediado por linfocitos T (CD4+ y CD8+) frente a los antigenos HLA de las células del
injerto y ocurre fundamentalmente a partir de los 3-4 primeros dias post-trasplante, con

el pico de mayor incidencia dentro de los tres primeros meses (22-24).

El término agudo no hace referencia al tiempo de aparicion (en contraposicion al
cronico (RC)) sino a las caracteristicas de los hallazgos histopatolégicos y a su
reversibilidad tras el tratamiento administrado (25). Se ha recomendado la utilizacién
mas adecuada del término rechazo celular (por la significativa infiltracion linfocitaria del
espacio porta) en lugar de agudo y de rechazo ductopénico para el rechazo crénico
(26). Sin embargo, los términos RA y RC se han mantenido por el uso y son los que se
emplean habitualmente al referirse a estos procesos en la literatura médica. EI RA
actualmente no constituye un problema serio habitual en el seguimiento del paciente
con trasplante hepatico, ya que cada vez hay menor incidencia y la respuesta al

tratamiento es mejor (27-29).
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Los factores que pueden estar influyendo en la baja frecuencia de RA y RC son el
mejor control de las concentraciones en sangre de los farmacos inmunosupresores, el
uso de nuevos y mas potentes inmunosupresores (30-32), el control de la infeccion por
citomegalovirus (CMV), la mejora de la preservacién de injerto con la solucién de
Wisconsin y la mayor experiencia de los patdlogos en la interpretacion de las biopsias

hepéticas.

Las manifestaciones clinicas del rechazo agudo/reversible son inespecificas (ictericia,
fiebre o malestar general) e incluso puede ser asintomatico. Las alteraciones de las
magnitudes bioquimicas relacionadas con la funcién hepatica se interpretan como
predominantemente liticas (aumentos de AST y ALT), colestasicas (bilirrubina, FA,
GGT) o mixtas, que es lo mas habitual. Estas alteraciones son inespecificas, y debe
hacerse el diagnédstico diferencial. Sélo la biopsia hepatica confirma la sospecha

clinico-bioquimica de RA (27) y descarta el resto de posibles causas.

Clasicamente, el primer paso en el tratamiento del RA consiste en la utilizacién de
esteroides a altas dosis (33,34) seguida de una pauta de descenso rapida (3-4 dias)

hasta la dosis de mantenimiento.

1.1.5.2. Efectos adversos al tratamiento inmunosupr  esor
Nefrotoxicidad

Se presenta en un porcentaje variable de pacientes y esta asociada a la concentracion
sanguinea elevada tanto de ciclosporina como de tacrolimus (TAC), no obstante puede
producirse por otros factores. Es reversible, y generalmente la funcion renal se

normaliza al reducir la concentracién sanguinea de los estos farmacos (35).

La disfuncion aguda por los inhibidores de calcineurina esta causada por la existencia
de vasoconstriccion de la arteriola aferente, en la que ademéas esta implicado el
sistema renina-angiotensina y la endotelina, de forma que el mantenimiento de este
fendmeno con el tiempo probablemente conduce a las caracteristicas lesiones de la

nefropatia crénica (36-39).

Neurotoxicidad

La neurotoxicidad es uno de los efectos adversos asociados al tratamiento con

ciclosporina y tacrolimus. Presenta una incidencia entre el 10-28% (40). La toxicidad
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neuroldgica es en general leve, predominando el temblor. Los sintomas graves como
convulsiones, hemiparesias, disfagias, afasias motoras y expresivas, sintomas
cerebrales orgénicos y trastornos de la atencion, ideacion, orientacidbn, memoria
reciente y actividad psicomotriz son excepcionales en los pacientes trasplantados
hepéticos, siendo dosis dependientes, y mejorando al disminuir la dosis de

inmunosupresor.

El transporte de ciclosporina y tacrolimus hacia el cerebro depende del transporte
activo del farmaco a través de la barrera hematoencefalica que esta mediado por la P-
glicoproteina (41). En condiciones normales la P-glicoproteina bombea el farmaco

fuera del cerebro para impedir su acumulacion, reduciendo la neurotoxicidad.

Hipertension arterial

Se presenta en el 70-90% (42) de los pacientes, no obstante no so6lo esta provocada

por los inhibidores de la calcineurina (ICN), sino que es multifactorial.

La toxicidad esté relacionada con el efecto vasoconstrictor de ciclosporina y tacrolimus
sobre la arteriola aferente, con la consecuente retencibn de sodio, aumento del
volumen intravascular y supresion de renina. Se han implicado en estos mecanismos
la alteracion de las prostaglandinas, la sintesis de tromboxano, el aumento de la
endotelina 1, la disminucién de acido nitrico, la activacién del sistema simpético y el
incremento de receptores de la angiotensina Il. La incidencia es menor en relacién con

tacrolimus que con ciclosporina (43).

Diabetes mellitus de novo

La diabetes mellitus de novo post-trasplante presenta una incidencia en torno al 30%
(44) y aumenta el riesgo de complicaciones cardiovasculares e infecciosas,

empeorando la supervivencia del injerto y del paciente.

La influencia de los ICN se debe a su efecto inhibidor de la secrecion de insulina e
inductor de la resistencia periférica a ésta. Tacrolimus es mas diabetdégeno que

ciclosporina (45).
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Recidiva por VHC

La recidiva de la infeccién por VHC en el trasplantado hepatico desafortunadamente
es universal, es decir, la mayoria de los pacientes a lo largo del tiempo presentan una
recidiva de la enfermedad, presentando ademas dafio histolégico en un alto porcentaje

de casos (46).

Aunque es dificil conocer el efecto especifico de cada inmunosupresor en la viremia, la
inmunosupresion se ha correlacionado con el grado de fibrosis, el cual esta en intima
relacién con la supervivencia. En relacion a los ICN, en la mayoria de estudios no se
encuentran diferencias en términos de evolucion de la recidiva por el hecho de ser

tratados con ciclosporina o tracrolimus (47).

1.2. TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR EN EL TRASPLANTE HE PATICO.
INHIBIDORES DE CALCINEURINA

El objetivo de administrar farmacos inmunosupresores en el paciente trasplantado es
evitar el rechazo (agudo o cronico) del 6rgano trasplantado. La inmunosupresion lleva
siempre asociado un cierto riesgo para el receptor, ya que afecta a la capacidad de
defensa de éste frente a las infecciones y al desarrollo de tumores (entre otros). Por
esto, una de las claves que hacen que un trasplante sea exitoso es una correcta
modulacion de la inmunosupresion, de modo que se mantenga un equilibrio entre el
riesgo de aparicion de rechazo y la aparicion de efectos adversos. La inmunosupresion
debe adaptarse a las distintas fases post-trasplante. Asi, en la fase inicial o de
induccién, donde la capacidad de respuesta del receptor es maxima, las dosis
requeridas de los diferentes inmunosupresores son también maximas. Una de las
opciones, en cuanto a régimen inmunosupresor en esta fase, es la doble terapia con
un inhibidor de calcineurina y esteroides. Una vez superadas las primeras semanas,
disminuye la inmunorreactividad y se utilizan regimenes de inmunosupresion de
mantenimiento, pudiéndose entonces disminuir las dosis de inmunosupresores al
minimo necesario, habitualmente a partir del tercer mes. El problema esta en
establecer cual es la dosis minima necesaria para cada individuo. Un punto muy
importante a tener en cuenta son los efectos secundarios de los distintos
inmunosupresores, los cuales se deben valorar en el momento de elegir el mejor

inmunosupresor para un receptor determinado.
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1.2.1. Caracteristicas moleculares

Ciclosporina (ciclosporina A) y tacrolimus (FK506) son la base de la terapia
inmunosupresora que se utiliza en el trasplante de 6rganos sdlidos para prevenir y
tratar el rechazo del aloinjerto en el receptor. Aunque posteriormente hayan aparecido
otros farmacos inmunosupresores como los mMTOR, en general, estos no suelen
usarse durante los primeros meses post-trasplante. El descubrimiento de ciclosporina
en el afio 1970, y su aceptacion como tratamiento inmunosupresor a principios de

1980 supuso una mejora radical en la supervivencia de los pacientes trasplantados.

En el afio 1994, la Food and Drug Administration (FDA) aprobé tacrolimus como una
alternativa eficaz a la ciclosporina (48). Desde entonces, ciclosporina y tacrolimus se
han convertido en los principales farmacos inmunosupresores en el trasplante de
organos solidos. Ambos farmacos estan indicados como terapia inmunosupresora en
el trasplante de rifidn, de higado, de intestino, de pulmén y de corazén (49); ademas
también pueden ser utilizados en casos de enfermedad autoinmune severa, tal como
la dermatitis atopica (50,51), la artritis reumatoide (52,53) y la hepatitis autoinmune
(103,104).

Ciclosporina y tacrolimus difieren en su estructura quimica: ciclosporina es un
endecapéptido ciclico (54), mientras que tacrolimus es una lactona macrociclica (55)

(Figuras 4y 5).

leucil-L-valil- N-metil-L-leucil)ciclico

Nombre (IUPAC) sistemético
| 0 " B [R-[[R*,R*-(E)]}-(L-alanil-D-alanil- N-metil-L-leucil-N-
o N N y metil-L-leucil- N-metil-L-valil-3-hidroxi-N,4-dimetil-L-2-
T C v g amino-6-octenil-L-a-amino-butiril-N-metilglicil-N-metil-L-
- ) J

Identificadores
Numero CAS 59865-13-3

S . Codigo ATC LO4AA01
& R PubChem 2909
O £ [¢] HN (¢] p
W ’L e, e » %, DrugBank DB00091
- \[h’? Datos quimicos
0 o Férmula Cg2H111N11012
Peso mol. 1202,61

Figura 4. Estructura quimica Ciclosporina
(Modificado de <http://es.wikipedia.org/wiki/Ciclosporina>)
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Nombre (IUPAC) sistematico

3S-[3R'[E(1S",35,48")]

148" 5R",8S" 9E,12R",14R",15S",16R",18S",19S",26aR )]
-5,6,8,11,12,13,14,15,16,17,18,19,24,25,26,26a
-hexadecahydro-5, 19-dihydroxy
-3-[2-(4-hydroxy-3-methoxycyclohexyl)
-1-methylethenyl]-14,16-dimethoxy
-4,10,12,18-tetramethyl-8-(2-propenyl)
-15,19-epoxy-3H-pyrido[2,1-c] [1,4]
oxaazacyclotricosine-1,7,20,21(4H,23H)

-tetrone, monohydrate

Identificadores
Numero CAS 104987-11-3 LO4ADO2
Codigo ATC D11AHO1
PubChem 656830
DrugBank APRD00276
Datos quimicos
Formula C44HggNO 12
Peso mol. 804.018 g/mol

Figura 5. Estructura quimica Tacrolimus. (Modificado de <http://es.wikipedia.org/wiki/Tacrolimus>)

Sin embargo, ambos farmacos presentan un mecanismo de accién similar. Ambos son
inhibidores de calcineurina; su mecanismo de accién esta relacionado con la inhibicién
de importantes fosfatasas (48). Tacrolimus presenta efectos similares a ciclosporina,
pero a concentraciones unas 100 veces mas bajas (56). Tanto tacrolimus como
ciclosporina muestran excelentes ratios de supervivencia del injerto demostrado en un

extenso numero de estudios comparativos (resumen en Maes y Vanrenterghem (57)).

Los principales efectos adversos asociados con el tratamiento de ciclosporina y

tacrolimus son neurotoxicidad, nefrotoxicidad, hipertension arterial, hiperglicemia,

molestias gastrointestinales, infecciones y tumores (58).

A pesar del éxito de ambos farmacos, el tratamiento es complicado por el estrecho
intervalo terapéutico y la gran variabilidad farmacocinética intraindividual e
interindividual (59,60). Aungque una exposicion adecuada es esencial para prevenir el
rechazo, la sobreexposicion puede originar toxicidades que superen la tolerabilidad y

gue afecten al injerto a largo plazo y por lo tanto a la supervivencia del paciente (61).

La monitorizacion terapéutica de farmacos (TDM), ademas, es obligatoria para ambos.

Sin embargo, cada individuo trasplantado responde de forma diferente a iguales
concentraciones de inmunosupresor, ocasionando que el intervalo terapéutico

recomendado no garantice la ausencia de toxicidad o la eficacia completa del
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tratamiento. Los factores que influyen son la farmacocinética (PK) y la farmacodinamia
(PD) de estos farmacos: el mecanismo de ambos esté bien establecido, lo cual puede
ayudar a conocer la utilidad que podria ofrecer la personalizacién de estas terapias. La
farmacogenética podria ser un camino para optimizar el tratamiento con estos
farmacos, permitiendo potencialmente evitar los efectos secundarios mientras todavia

se mantiene la eficacia.

1.2.2. Farmacocinética

En la figura 6 se muestra una representacion esqueméatica de la distribucion de

ciclosporina y tacrolimus en el cuerpo humano.

Ciclosporina y tacrolimus se administran por lo general por via oral (54,61), y existen
varias formulaciones disponibles. Ambos estan clasificados como Farmacos de Clase
Il (62,63), segun el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BCS), indicando que son
compuestos poco solubles y muy lipofilicos, por lo que son absorbidos facilmente a
través de las membranas celulares (64,65). La biodisponibilidad de ambos farmacos
es generalmente baja con un valor medio del 25% (66,67) a lo cual contribuyen tanto
el primer paso significativo de su metabolismo en el intestino delgado e higado, como

el flujo de ambos desde el intestino (68).

Al entrar en los enterocitos, ambos farmacos son metabolizados parcialmente por
iIsoenzimas gastointestinales CYP3A (de la familia del citocromo P450), principalmente
por CYP3A4 y CYP3AS5 (69,70). Existen estudios que muestran que CYP3AS es la
enzima predominante para el metabolismo de tacrolimus, con contribucién de
CYP3A4, pero con una baja eficiencia de catalisis (71,72). Por el contrario,
ciclosporina es principalmente metabolizada por CYP3A4 (73). El farmaco original
restante que sale del metabolismo intestinal entra en el sistema hepatico portal, y en el
higado CYP3A4 y CYP3A5 también metabolizan ciclosporina y tacrolimus (74,75). El
farmaco que escapa a las metabolizaciones primero intestinal y posteriormente
hepética, pasa a la circulacion sistémica, donde ambos farmacos se unen a los
eritrocitos en una gran proporcion (48,76). Solo el farmaco libre (no unido a eritrocitos)
es capaz de entrar en los linfocitos y ejercer sus principales efectos

inmunosupresores.

Se pueden formar hasta 15 metabolitos derivados de tacrolimus (77), siendo el mas

prevalente 13-O-desmetiltacrolimus (61,78). Este metabolito es aproximadamente diez
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veces menos activo que tacrolimus, mientras que uno de los metabolitos minoritarios,

el 31-O-desmetiltacrolimus, parece tener una actividad inmunosupresora comparable a

elimination via feces

elimination via
bile or urine

Figura 6. Representacion esquematica del metabolismo de ciclosporina y tacrolimus (Fuente:
<http://www.pharmgkb.org/pathway/PA165986114>).
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la de tacrolimus (78,79). El resto de metabolitos tienen una actividad farmacoldgica
débil o insignificante (79,80). Para ciclosporina, se pueden formar aproximadamente
25 metabolitos. (81). Los metabolitos mayoritarios que se encuentran en sangre son
AM1 y AM9, los cuales son productos hidroxilados, asi como AM4N, el cual es N-
desmetilado (81). CYP3A4 es capaz de transformar ciclosporina en AM1, AM9, y
AMA4N, mientras que CYP3A5 solo transforma el farmaco en AM9 (73). La actividad
inmunosupresora de estos metabolitos varia entre estudios, pero todos los metabolitos
estudiados hasta ahora tienen una actividad reducida comparada con ciclosporina
(82,83). AM1 presenta la actividad inmunosupresora mas alta: uno de los estudios
puso de manifiesto que su actividad era préxima al 20% de ciclosporina (83), mientras

en otro fue superior al 80% (82).

Tanto tacrolimus como ciclosporina sufren una gran metabolizacion, por lo que menos
del 0,5 y 1% respectivamente del farmaco original, aparece sin cambios en orina y
heces (84,85). Aproximadamente el 95% de los metabolitos de tacrolimus son
eliminados via biliar, siendo la excrecién urinaria del 2% aproximadamente (84). De
forma similar, los metabolitos de ciclosporina son excretados principalmente en la bilis,

con sélo un 3% del farmaco que lo hace por via renal (85,86).

Ademas de CYP3A4 y CYP3AS5, el flujo de salida mediada por el transportador P-
glicoproteina también juega un papel mayoritario en la farmacocinética de ciclosporina
y tacrolimus (68). Esta codificado por el gen ABCB1, y su funciébn es bombear
xenobidticos desde el citoplasma al exterior de la célula (87). Se encuentra en la cara
apical de las células en las que esta presente, y transporta tanto a tacrolimus como a
ciclosporina a través de la membrana celular (88). La P-glicoproteina esta presente en
altas concentraciones en el extremo de las vellosidades de los enterocitos del intestino
delgado (89,90), con el fin de disminuir la concentracion intracelular de ambos
farmacos a través del bombeo de éstas desde los enterocitos al lumen intestinal (87).
Ademas de en los enterocitos, la P-glicoproteina también transporta farmacos a través
de las membranas de los hepatocitos (91) y de las células renales (92,93). Esta
también relacionada con el transporte de farmacos dentro de los linfocitos (90,94), por
lo que la concentracibn real disponible de ciclosporina y tacrolimus para
inmunosupresién dentro de estas células puede estar influenciada por su contenido en
P-glicoproteina (nota: en la Figura 6 se muestra su implicacién sélo en el transporte de
farmacos a nivel intestinal ya que su papel dentro de los enterocitos esta mejor

caracterizado).
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La monitorizacion terapéutica de ciclosporina y tacrolimus se lleva a cabo mediante el
ajuste de dosis del farmaco teniendo en cuenta la concentracion de éstos en sangre.
Todavia no existen evidencias de que la monitorizacién terapéutica presente una
ventaja sobre la no monitorizacion terapéutica para ciclosporina y tacrolimus, ya que
no ha sido formalmente establecido en ningun estudio. Sin embargo, dado el estrecho
intervalo terapéutico de ambos farmacos, asi como su gran variabilidad
farmacocinética interindividual, estd ampliamente aceptado que la monitorizacién
terapéutica es beneficiosa (95). Aunque la dosis completa del intervalo del &rea bajo la
curva de concentracién — tiempo que va de 0 a 12 h (AUCq.1,) se considera de forma
general que es el mejor marcador universal de exposicion a farmacos, la necesidad de
recoger multiples muestras durante un periodo de 12 horas hace que esta propuesta
sea inviable dentro de un contexto clinico, tanto desde el punto de vista practico como
economico (95,96). Por este motivo, la mayoria de los centros donde se realizan
trasplantes usan la concentracion pre-dosis o basal en sangre (Cy) como guia para la
administracion de dosis de tacrolimus (95), y la concentracion a las dos horas de la
administracion (C,) como guia para la administracion de dosis de ciclosporina (97). En
el caso de ciclosporina, parece que la C, correlaciona mejor con el AUC que la C,,

ademdas de que la tasa de rechazo es menor (97).

Se ha publicado que existen farmacos que interaccionan con ciclosporina y tacrolimus.
Pueden encontrarse listas exhaustivas en revisiones de Van Gelder (98), Christians et
al. (99) y Campana et al. (100). Las interacciones entre farmacos ocurren
principalmente cuando ciclosporina y tacrolimus se coadministran con otros inhibidores
0 inductores del citocromo P450 3A (CYP3A) o de la P-glicoproteina (99), dos
proteinas que presentan solapamiento significativo en la afinidad por el sustrato (101)

(se habla de ellas con mas detalle en los apartados 1.3.1y 1.3.2, respectivamente).

Ademéas de los polimorfismos genéticos, se ha publicado una gran variedad de

factores no genéticos que influyen en la farmacocinética de ciclosporina y tacrolimus.

Estos incluyen la poblacién trasplantada estudiada, el tiempo desde el trasplante, la
formulacion del farmaco administrado, la funcién hepética del paciente, la aparicion de
ileo paralitico y el tamafio del injerto, la edad del paciente, la raza y peso, el
hematocrito del paciente, la concentracion de albumina y lipoproteinas, el ritmo
circadiano, la coadministracion con comida, diarrea, y otras medicaciones
concomitantes que induzcan o inhiban CYP3A o P-glicoproteina. Las revisiones de
Staatz y Tett (61) y de Lindholm (102) ofrecen una discusion exhaustiva de los factores

asociados con la variabilidad en la farmacocinética de los inhibidores de calcineurina.
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1.2.3. Farmacodinamia

En la Figura 7 se muestra la descripcion del mecanismo de accién de ciclosporina y
tacrolimus en los linfocitos asi como los genes candidatos que codifican para las
proteinas que se cree que interactian con los dos farmacos. Ciclosporina y tacrolimus
ejercen su efecto inmunosupresor a través de diversas rutas o vias: la inhibicion de
calcineurina, la inhibicién de la kinasa N-terminal c-Jun (JNK) y la inhibicion de la p38,
induciendo el incremento de la expresion del factor de crecimiento transformante 1
(TGF- B1). La mayoria de los estudios sobre los efectos farmacodindmicos de
ciclosporina y tacrolimus se han centrado en su efecto dentro de los linfocitos T. La
implicacion de las células natural killer (NK) en el rechazo del trasplante no esta muy
bien definida, sin embargo, se ha encontrado que ambos farmacos inhiben la

desgranulacion de las células NK de un modo dependiente de la dosis (105).

Immune stimulation

lymphocyte

®® IL-2 Transcription

Cytokine production

—
<
IL-2-dependent l\’/

T-cell proliferation

Figura 7. Descripcion del mecanismo de accién de ciclosporina y tacrolimus en los linfocitos,
asi como los genes candidatos que codifican las proteinas que se cree que interactlian con los
dos farmacos. (Fuente <http://www.pharmgkb.org/pathway/PA165985892>).
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Accion sobre calcineurina y NFAT

Una vez dentro de los linfocitos T, tanto ciclosporina como tacrolimus se unen con alta
afinidad a proteinas llamadas inmunofilinas. Ciclosporina se une principalmente a la
ciclofilina A (codificada por el gen PPIA), la ciclofilina predominante en los linfocitos T;
mientras que tacrolimus se une a las proteinas unidas a FK, en particular a FKBP1A
(también conocida como FKBP12 y codificada por el gen FKBP1A). Ambas
inmunofilinas interactian con calcineurina en ausencia de otros ligandos. Sin embargo,
la afinidad de la inmunofilina por calcineurina es potenciada tras la union a estos
farmacos, inhibiéndose su actividad (106). Calcineurina es una enzima dependiente de
calcio y de una proteina fosfatasa, que es estimulada durante la activacion de los
linfocitos T por una reaccion en cadena mediada por calcio y calmodulina (107,108).
Una vez activada, desfosforila a miembros de la familia de los factores nucleares de
los linfocitos T activados (NFAT), activandolos (109,110). Una vez activadas, las
proteinas NFAT se translocan al nucleo (110), donde se asocian con otros factores de
transcripcién, como los miembros de la familia de activadores de la proteina-1 (AP-1),
y se unen al ADN para promover la transcripcion de la interleucina 2 (IL-2) (111). Estas
ademds también se unen a sitios promotores de una gran variedad de genes de otras
citocinas, incluyendo los que codifican para IL-4, IL-10 e IL-17 (112). Por lo tanto, la
inhibicion de calcineurina, evita su capacidad de desfosforilar y activar a NFAT,
afectando la transcripcion de citocinas importantes para la respuesta inmune. El
impacto de los farmacos sobre la transcripcion de IL-2 es probablemente el
mecanismo mejor conocido, y esta citocina en concreto juega un papel principal en la
respuesta inmune, incluyendo el mantenimiento de la regulacion de los linfocitos T, asi
como la diferenciacion y supervivencia de los linfocitos T CD4+ y CD8+ (113). Ademas
de los miembros de la familia NFAT y AP-1, el factor nuclear Kk de cadenas ligeras
potenciador de la activaciéon de linfocitos B (NF-kB) estd también implicado en la
transcripcion de IL-2 (112,114,115). NF-kB es el nombre dado al grupo de factores de
transcripciébn diméricos que se unen como homodimeros o heterodimeros, y que
ejercen tanto efectos positivos como negativos sobre la transcripcion de genes (116).
En general, NF- kB tiene un gran impacto en el desarrollo, homeostasis, supervivencia
y funcion de los linfocitos T (117). Tiene una enorme variedad de genes diana en los
linfocitos T, y ademas para la IL-2 est4 también implicado en la regulacién de citocinas
como el factor de necrosis tumoral B (TNF- B) (118) e interferon y (INT- y) (119).
Calcineurina esta también implicada en la activacion de NF-kB. Indirectamente induce

la degradacién de un componente conocido como IkB, el cual esta unido para inactivar
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NF-kB y actia como una proteina inhibidora, previniendo la asociacién de NF-kB con
los genes diana nucleares. El bloqueo de la actividad de calcineurina por ambos
farmacos de este modo interfiere en la capacidad de NF-kB para ejercer su accion

sobre los genes del sistema inmune (117,120).

Aunque el efecto de ciclosporina y tacrolimus sobre calcineurina es probablemente el
mecanismo mejor estudiado, ambos farmacos estan también implicados en la
inhibicién de la via de la proteina kinasa activadora de mitégeno (MAPK) y la via de
accion sobre TGF-B1. La via MAPK es una cascada de sefales implicada en una
amplia variedad de procesos, particularmente en células que participan en el sistema
inmune (121). Consiste en tres proteinas kinasas: MAPK, MAPKK y MAPKK-K.
MAPKK-K fosforila y activa MAPKK, la cual a su vez fosforila y activa MAPK (122).
TGF-B1 es una citocina critica para la regulacién de las células del sistema inmune. Es
uno de los miembros de la familia TGF-(, la cual también incluye TGF-f2 y TGF-3.
Se ha visto que TGF-f inhibe la proliferacion de IL-2 dependiente en linfocitos T (123),
y también ejerce una gran variedad de otros efectos inmunosupresores en los
linfocitos T (124).

1.3. FARMACOGENETICA DE LOS INHIBIDORES DE CALCINEU RINA

Los principales genes implicados en el metabolismo y transporte de ciclosporina y

tacrolimus, codifican para enzimas del citocromo P450 y para la P-glicoproteina.

1.3.1. Citocromo P450

El citocromo P450 (CYP) forma parte de una superfamilia de hemoproteinas que
llevan a cabo diversas reacciones relacionadas con el metabolismo de diversos
xenobioticos (125). Estas reacciones se pueden clasificar en reacciones de fase | y
reacciones de fase Il. En la fase I, el xenobidtico adquiere grupos polares, lo que se
traduce en un aumento de su hidrosolubilidad, y en la fase Il se conjuga con moléculas

enddgenas que facilitan su transporte en el organismo para ser eliminado.

En el ser humano las reacciones de fase | mas frecuentes son las de oxidacion, y
estdn mediadas por las enzimas de la superfamilia del citocromo P450 (CYP), la cual
estd formada a su vez por mas de 53 familias génicas (entre ellas las mas importantes
son CYP1A2, CYP2B6, CYP2Cy CYP3A).

46



En el metabolismo de los farmacos inmunosupresores juega un papel importante la
familia CYP3A. Las enzimas CYP3A son las méas abundantes de la familia CYP en el
higado humano (representan hasta el 30% del contenido total del CYP). Se han
identificado 4 isoformas, CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 y CYP3A43, que son
responsables del metabolismo de més del 50% de los farmacos. En concreto las
isoenzimas CYP3A4 y CYP3AS son las responsables del metabolismo oxidativo de los
farmacos inmunosupresores ciclosporina y tacrolimus, y estan codificadas por los
genes CYP3A4 y CYP3AD, respectivamente.

1.3.2. P-glicoproteina

La P-glicoproteina es una proteina transportadora de membrana de 170 kD compuesta
por 6 dominios transmembrana y mas de 1.200 aminoécidos (126).

Su principal funcion es la de proteger al organismo de sustancias toxicas, ya que su
actividad consiste en expulsar los farmacos de la célula mediante un mecanismo de
transporte activo dependiente de ATP. Su ausencia induce la acumulacion de distintos
farmacos en el cerebro y otros tejidos. En la Figura 8 se muestra una imagen de la

estructura transmembrana de la P-glicoproteina.

Figura 8. Imagen de la estructura transmembrana de la P-glicoproteina.
(Fuente: <http://www.ugr.es/~ajerez/proyecto/t3-10.htm>)

La P-glicoproteina, esta codificada por el gen ABCB1 (también llamado MDR1), en el
que se han identificado mas de 50 polimorfismos (127-131) que pueden producir
alteraciones tanto en la expresion como en la funcion de la proteina (tabla 4). En
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concreto, los SNPs localizados en posicion 1236 (exén 12), 2677 (ex6n 21) y 3435
(exdn 26) son los mas estudiados y se han relacionado con la concentracion de

farmacos inmunosupresores (figura 9).
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Figura 9. Representacion esquematica que muestra la distribucion de los SNPs del gen ABCB1
gue afectan a la secuencia codificante sobre el modelo estructural 2D de la P-glicoproteina (P-
gp). En la parte inferior, se muestran 28 exones del gen, y la regién de la P-gp codificada por
cada exo6n esta también destacada en el mismo color en la estructura de la P-gp 2D. Las
flechas rojas muestran la ubicacion de los SNPs 2677G>T/A y 3435 C>T y las regiones para
las que codifican en la P-gp.

(Maodificado de  <http://www.nature.com/onc/journal/v22/n47/fig_tab/1206948f1.html#figure-
title>)

En la tabla 4 se muestra un resumen de las variantes genéticas asociadas con la
farmacogenética de ciclosporina y/o tacrolimus, asi como su correspondiente

identificador rs y su efecto sobre las proteinas.
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Tabla 4. Resumen de las variantes genéticas que muestran asociacion con la

farmacogenética de ciclosporina y tacrolimus.

Table 2 Summary of genetic variants that show associations with tacrolimus or cyclosporine pharmacogenetics

Gene name Variant rsiD Effect on gene or protein References
CYP3A5 CYP3A5*3 rs776746 Nonfunctional protein Kuehl et al. [115])
CYP3A5*6 rs10264272 Nonfunctional protein Santoro et al. [116]
CYP3A5*7 rs41303343 Nonfunctional protein Santoro et al. [116]
CYP3A4 CYP3A4*1B* rs2740574 Increase gene transcription Amirimani et al. [117]
CYP3A4*18° rs28371759 May increase enzyme activity Fukushima-Uesaka et al. [118]
CYP3A4*22 rs35599367 Reduced mRNA levels, reduced enzyme activity Wang et al. [119]
ABCB1 3435C>T rs1045642 Reduced protein expression and function Hoffmeyer et al. [120]
2677G>T/A rs2032582 Currently unknown
1236C>T rs1128503 Curmrently unknown
NR112 8055C>T rs2276707 Currently unknown
POR POR*28 rs1057868 May modify the POR-cytochrome interaction De Jonge et al. [121]
CYP2C8 CYP2C8*3 rs11572080 Reduced enzyme activity Smith et al. [122]
CYP3A7 CYP3A7*1C Increased mRNA expression Sim and colleagues [123,124]
TGFB1 29T>C rs1800470 Increased serum concentration of protein Yokota et al. [125)
74 G>C rs1800471 Currently unknown
PPIA (cyclophilin A) -11C>G rs8177826 Increased gene expression Moscoso-Solorzano et al. [126]

rsIDs (if known) and effects on the gene or protein are also listed. References pertain to the effect on the gene or protein.
*®In linkage disequilibrium with CYP3A5*3.

(Fuente: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4119065/table/T2/>)

La mayoria de los estudios farmacogenéticos en ciclosporina y tacrolimus se centran
en los efectos de las variantes de los genes CYP3A4, CYP3AS, y ABCB1, por el papel
central que ocupan las enzimas y transportadores para los que codifican en la
disponibilidad de ambos farmacos. Las variantes consideradas mas influyentes de

dichos genes, son las que se han estudiado en el presente trabajo.

1.3.3. Variantes genéticas estudiadas por su influe  ncia sobre la farmacocinética

y farmacodinamia de ciclosporina y tacrolimus

CYP3A4 (rs2740574) NM_017460.5:¢c.-392A>G

Este SNP, denominado también CYP3A4*1B, consiste en una sustitucion A>G en la
posicién -392 del promotor del gen, lo que dificulta la unién de un represor en esta
zona. La presencia de la variante CYP3A4*1B, se ha relacionado con una actividad
transcripcional aumentada, produciéndose una mayor cantidad de enzima activa.
Como consecuencia, se daria una metabolizacion excesivamente rapida del farmaco,

y por lo tanto se esperaria un menor efecto inmunosupresor (132).
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CYP3A4 (rs35599367) NM_017460.5:¢.522-191C>T.

El alelo denominado CYP3A4*22 fue descrito por primera vez en 2011 (133) debido a
su fuerte asociacion con la expresion diferencial de CYP3A4 en un estudio de
desequilibrio de expresion alélica. Consiste en una sustitucibon C>T en la posicion
15389 (intrén 6) del gen CYP3A4. El alelo minoritario T ha sido relacionado con niveles
reducidos de expresion de ARNm comparado con el alelo mayoritario C, y por lo tanto
con una menor metabolizacion del farmaco, que se traduciria en un mayor efecto

inmunosupresor (134).

CYP3AS5 (rs776746) NM_000777:¢c.6986A>G.

Este SNP consiste en una sustitucion A>G en la posicién 6986 (intron 3) del gen
CYP3AbL. La presencia de G en esta posicion define al alelo CYP3A5*3, que es
mayoritario en la poblacién de raza blanca, mientras que la presencia de A define a
CYP3A5*1, que es minoritario, y por ello en este trabajo se habla de ser portador o no
de esta Ultima variante. El alelo CYP3A5*3, se ha relacionado con una menor cantidad
de enzima activa, ya que origina proteinas no funcionales. Como consecuencia, se
daria una disminucién de la metabolizacioén del farmaco, y por lo tanto se esperaria un

mayor efecto inmunosupresor (135).

ABCB1 (rs1045642) NM_000927.4:¢c.3435C>T.

Este SNP consiste en una sustitucion C>T en la posicion 3435 (ex6n 26) del gen
ABCBL. El alelo T se ha relacionado con una expresion y funcion disminuida de la P-
glicoproteina. Como consecuencia, se esperaria una disponibilidad del farmaco

aumentada en comparacion con los portadores del alelo C (136).

ABCB1 (rs2032582) NM_000927.4:¢.2677G>T/A.

Este SNP consiste en una sustitucion G>T/A en la posicién 2677 (exén 21) del gen

ABCBL1, y su efecto sobre la P-glicoproteina todavia no esta bien definido (137).
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1.3.4. Farmacogenética de ciclosporina

En la Tabla 5 se muestra un resumen de los estudios farmacogenéticos relacionados

con ciclosporina en lo que se refiere a la farmacocinética y la farmacodinamia.

Tabla 5. Resumen de los estudios farmacogenéticos de ciclosporina.

Associated Phamacokinetic Associated Pharmacodynamic
Varant genotype phenotype References genotype phenotype References
CYP3A5*3 *3/*3 1 Co/D*®, 1Co/D, Staatz and *3/*3 One study: | survival Kreutz et al. [185]

1C./D, |CUF, |D colleagues [25,183,184]
Other studies: NS Staatz and Majority: NS Staatz and
colleagues [25,186] colleagues [26,186-188]

CYP3A4*1B° *1B/*1 151 heart and renal Staatz and *1B/*1

*1B/*1B recipients: 1CL/F colleagues [25,184] *1B/*1B

Smaller studies: 1D,
1AUC,2/D, |Co/D

Majority: NS Staatz and Limited studies: NS Staatz and
colleagues [25,186] colleagues [26,186,187]
CYP3A4*18° *18/*18 1Cy/D, |Co/D Qiu and
colleagues [167,189]
CYP3A4*22 *22/%1 1Co/D, 1Co Elens et al. [144] .220*1 1DGF Elens [190]
*22/*22 *22/*22
ABCB1 3435C>T CT Meta-analysis: 1AUC,, Staatz and 1 1 rejection (renal), 1 Staatz and
T only colleagues [25,183] nephrotoxicity colleagues [26,191]
Smaller studies: 1 Co/
D, 1C,/D, |D
Majority: NS Staatz and Other studies: NS Staatz and
colleagues [25,186] colleagues [26,187,188]
ABCB1 2677G>T/A CcT 1Co/D Staatz et al. [25]) I 237 renal recipients: 1 Staatz et al. [26]
T rejection, 120 liver
recipients: | renal
dysfunction
Majority: NS Staatz and Majority: NS Staatz and
colleagues [25,186] colleagues [26,187,188]

Information on significant results can be found in the first row for each variant; information on nonsignificant results can be found in the second row. Empty rows indicate
that no studies were available. Comprehensive tables of studies before 2010 showing these associations can be found in reviews by Staatz et al. [25,26] referenced
throughout this table. Any additional studies not mentioned in this review are referenced individually.

AUC,,, area under the blood concentration-time curve from time zero to 12 h; AUC, /D, dose-adjusted AUC, ,; Co, trough blood concentration; Co/D, dose-adjusted
Co; Ca, 2-h postdose blood concentration; C2/D, dose-adjusted Co; CL/F, apparent oral clearance; Cma, maximum blood concentration; Cma/D, dose-adjusted Cmax
D, dose requirements; DGF, delayed graft function; ESRF, end-stage renal dysfunction; Majority, majority of studies; |, decreased; 1, increased.

“An example of how to read this table: *3/*3 is associated with decreased C,/D as compared with remaining genotypes — in this case *3/*1 and *1/*1.

®Only PK parameters analyzed in multiple studies were included in this table for the purposes of brevity.

“In linkage disequilibrium with CYP3A5*3.

9Studies included patients on tacrolimus and cyclosporine.

(Modificado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4119065/table/T4/>)

1.3.4.1. Gen CYP3A4: rs2740574 (CYP3A4*1B) y rs35599367 (CYP3A4*22)

El impacto de las variantes de CYP3A4 en la farmacocinética de ciclosporina es
controvertido (138,139). Como CYP3A4 es la enzima predominante involucrada en la
metabolizaciébn de ciclosporina (73), seria de esperar que mostrara una fuerte
asociacion con la farmacocinética de ésta, particularmente en comparacion con
CYP3AS. A pesar de esto, las evidencias de que exista una asociacion entre el alelo
CYP3A4*1B y la farmacocinética de ciclosporina no han sido consistentes, con varios
estudios que muestran relaciones no significativas (139-142). Los estudios en los que
se ha observado asociacion informan de un aumento en el aclaramiento del farmaco

para los portadores del alelo *1B y un aumento de las necesidades de dosis media
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para los pacientes *1B/*1 en comparacion con los homocigotos *1/*1 en
aproximadamente 200 mg/dia (143). Ambos resultados concuerdan con la teoria de la
asociacion entre el alelo *1B y una actividad transcripcional aumentada,

produciéndose una mayor cantidad de enzima activa (132).

El efecto del alelo CYP3A4*1B sobre los parametros farmacodinamicos se ha
analizado en muy pocos estudios, y no se ha encontrado ninguna relacion en este
aspecto (139,144).

También se ha observado la existencia de asociacion entre el rs35599367
(CYP3A4*22) y la farmacocinética de ciclosporina: los portadores *22 tuvieron Cy/D 1,6
veces mayores que en los homocigotos *1/*1 (145), resultado que concuerda con el
hallazgo de que los portadores *22 reducen los niveles de ARNm y de la actividad

enzimatica (134).

En un estudio reciente sobre el efecto de CYP3A4*22 en pacientes con trasplante
renal, se encontr6 que el alelo *22 estaba asociado con un mayor riesgo de funcion

retardada del injerto en comparacion con los homocigotos *1 (146).

1.3.4.2. Gen CYP3A5: rs776746 (CYP3A5*3)

El impacto de las variantes de CYP3A5 en la farmacocinética de ciclosporina es
controvertido (138,139), ya que los estudios muestran resultados contradictorios. Este

tipo de inconsistencia es comun, y no parece estar influenciada por la raza.

Los estudios que han analizado la relacién entre los alelos de CYP3A5*3 y la
farmacodinamia de ciclosporina también han mostrado resultados contradictorios. Solo
en un estudio, aunque sea excepcional por el nimero pacientes incluidos (399
receptores renales alemanes), se encontré una asociacion significativa entre el
genotipo CYP3A5*3/*3 y un pardmetro farmacodinamico: se redujo la supervivencia
del paciente en comparacién con los portadores del alelo *1 (147). En el resto de

estudios los resultados han sido negativos respecto a la relacién (139,144).

1.3.4.3. Gen ABCBL1: rs1045642 (c.3435C>T) y rs2032582 (c.2677G>T/A)

El impacto de las variantes de ABCBL1 en la farmacocinética de ciclosporina también
es controvertido (138,139). No esta claro que exista influencia de los SNP ¢.3435C>T

y €.2677G>T/A de ABCB1, ya que la mayoria de los estudios muestran asociaciones
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no significativas con los parametros farmacocinéticos (138). De hecho, un metaanalisis
de 1036 individuos mostré que no habia influencia del SNP ¢.3435C>T sobre ninguno
de los parametros farmacocinéticos de ciclosporina excepto en un incremento del
AUC,, para los portadores del alelo T (148). En la mayoria de los estudios realizados
sobre el ¢.2677G>T/A, no se ha encontrado ninguna relacion (138). En la mayoria de
los estudios, incluyendo uno con 407 pacientes con trasplante renal (149), tampoco se
encontré ninguna asociacion significativa entre los haplotipos del ABCB1 y la
farmacocinética de ciclosporina. Dado este gran nimero de resultados negativos, es
probable que estos SNPs de ABCB1 expliguen sélo una pequefia cantidad de la

variacién en la farmacocinética de la ciclosporina.

Los estudios que han analizado la relacién entre los alelos de ABCB1l y la

farmacodinamia de ciclosporina han mostrado resultados tanto a favor como en contra.

En el trasplante renal, el genotipo de estos SNPs en el donante podria ser de gran
relevancia, ya que la P-glicoproteina presenta una elevada expresion en las células
epiteliales del tabulo proximal renal, por lo que la actividad en el riidén del donante
podria afectar el desarrollo de los efectos adversos relacionados con los efectos
secundarios de ciclosporina (149-151). Si esto es asi, en otros tipos de trasplante,
como el hepético, podria haber una relacion entre estos genotipos en el receptor y la
presencia de nefrotoxicidad. Los estudios en esta area son actualmente limitados y

muy conflictivos.
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1.3.5. Farmacogenética de tacrolimus

En la tabla 6 puede verse un resumen sobre los estudios farmacogenéticos de
tacrolimus en lo que se refiere a las variantes relacionadas con la farmacocinética y
farmacodinamia. En los siguientes apartados se explica la farmacogenética de

tacrolimus, en funcién del gen implicado.

Tabla 6. Resumen de los estudios farmacogenéticos de tacrolimus.

Associated Pharmacokinetic Associated
Variant genotype phenotype References genotype Pharmacodynamic phenotype References
CYP3A5*3 *3/43 |D*®, |CUF, 1Cy/D, Staatz and *3/*3 304 renal recipients: | CNIT Staatz and
1CmadD, 1Co, colleagues [25,133-140] Smaller studies: | and 1 colleagues [26,137,141]
TAUC,2/D nephrotoxicity, | rejection
(renal), | hypertension
One study: NS Mai et al. [142]
CYP3A5*6 *6/*1 *6/*6 1Co/D Santoro et al [116]
CYP3A5*7 *7/%1 *7/*7 1Co/D Santoro et al. [116]
CYP3A4*1B° *1B/*1 1D, |Go/D Staatz et al. [25] *1B/"1
*1B/*1B *1B/*1B
Other studies: NS Staatz et al. [25] Limited studies: NS Staatz et al. [26]
CYP3A4*1&° *18/%1 1CUF, |CyD, |Cy/ Staatz and
*18/*18 D colleagues [25,138]
CYP3A4*22 *22/"1 1D, 1Co/D Elens et al. [143,144]
*22/%22
ABCB13435C>T 1T 1D, |D, 1Co/D Staatz and T TUC remission success, | Staatz and
colleagues [25,145] rejection (lung) colleagues [26,145]
Majority: NS Staatz and Majority: NS Staatz et al. [26]
colleagues [25,139)]
ABCB1 2677G>T/ GT 1Co/D, |D, 1D Staatz and Ll TUC remission success, | renal Staatz and
A ar colleagues [25,146] dysfunction, T and | colleagues [26,145,146]
neurotoxicity
Majority: NS Staatz et al. [25] Majority: NS Staatz et al. [26]
ABCB11236C>T CT 1Co/D Staatz et al. [25] 1T TUC remission success, | and | Herlinger and
i § neurotoxicity colleagues [145,146]
Majority: NS Staatz et al. [25] Majority: NS Staatz et al. [26]
Haplotype: T 1D, 1Co/D (vs. Staatz et al. [25] TGC TCNIT (vs. CGC), 1 rejection  Staatz and
3435C>T, CGC) (renal) (vs. TTT) colleagues [26,146)
2677G>T/A,
1236C>T

Information on significant results can be found in the first row for each variant; information on nonsignificant results can be found in the second row. Empty rows indicate
that no studies were available. Comprehensive tables of studies before 2010 showing these associations can be found in the reviews by Staatz et al. [25,26) referenced
throughout this table. Additional studies not mentioned in these tables are referenced individually.

AUCx, area under the blood concentration-time curve from 0 to x hours; AUC,/D, dose-adjusted AUC,; Co, trough blood concentration; Co/ D, dose-adjusted Co; Co, 2-h
postdose blood concentration; C2/D, dose-adjusted C»; CL/F, apparent oral clearance; Cmax, maximum blood concentration; Crax/D, dose-adjusted Cpmax; CNIT, chronic
irreversible drug-induced nephrotoxicity; D, dose requirements; DGF, delayed graft function; ESRF, end-stage renal failure; Majority, majority of studies; UC, ulcerative
colitis; |, decreased; 1, increased.

“An example of how to read this table: *3/*3 is associated with decreased D as compared with remaining genotypes — in this case *3/*1 and *1/*1.

®Only PK parameters analyzed in multiple studies were included in this table for the purposes of brevity.

“In linkage disequilibrium with CYP3A5*3.

%These effects only seen in CYP3A5*1 carriers.

“Studies included patients on tacrolimus and cyclosporine.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4119065/table/T3/

1.3.5.1. Gen CYP3A5: rs776746 (CYP3A5*3)

Se ha observado que son algunas de las variantes del gen CYP3A5 las que presentan
las asociaciones més firmes con la farmacocinética de tacrolimus. En concreto, el SNP
rs776746 (CYP3A5*3) en el intrén 3 del gen es un fuerte predictor de las necesidades
de dosis de tacrolimus (152), y explica hasta el 45% de la variabilidad de dosis (153) y
el 30% de la variabilidad en el aclaramiento del farmaco administrado por via oral de
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tacrolimus (154). La variante CYP3A5*3 consiste en una sustitucion A>G; la
homocigosidad para el alelo G esta asociada con un aumento en la ratio de la
concentracion relativa a la dosis (Cy/D), una disminucion de las dosis requeridas, y una
disminucion en el aclaramiento tras administracion oral (155,156). El alelo *3 afecta a
la concentracién de proteina de CYP3AS5 debido a que se crea un lugar de splice
criptico dentro del intrén, que da como resultado un splicing del ARNm alterado,
produciendo un codén de parada prematuro y por lo tanto una proteina no funcional.
Los pacientes homocigotos para el alelo *3 son conocidos como los CYP3A5 no
expresadores (135). Esta reduccion de la actividad enzimatica lleva a una reduccién
en las necesidades de dosis: pacientes trasplantados renales que son CYP3A5
portadores del alelo *3 requieren dosis diarias medias inferiores, de unos 0,05 mg/kg
aproximadamente (155). Esta asociacion entre el genotipo de CYP3A5 vy el
metabolismo de tacrolimus se ha replicado muchas veces en una gran variedad de
estudios diferentes: en una revision sistematica reciente de la literatura por la Royal
Dutch Association for the Advancement of Pharmacy se encontré un nivel de evidencia
muy alto para apoyar la interaccion gen-farmaco. Sin embargo, no aconsejan hacer
recomendaciones de dosis basadas en este genotipo, del estilo de las basadas en la
TDM (157).

Como tacrolimus es metabolizado por enzimas CYP3AS5 tanto intestinales como
hepaticas, la contribucion combinada de la expresién de CYP3A5 en el intestino y en
el higado trasplantado puede influir en la farmacocinética de tacrolimus en receptores
de trasplante hepatico (68). Los estudios realizados hasta la fecha que han examinado
la influencia relativa de los donantes y receptores y el genotipo CYP3A5*1/*3 en
pacientes trasplantados de higado, han sido con participacion de sélo un pequefio

namero de pacientes, y por lo tanto han sido poco concluyentes.

1.3.5.2. Gen CYP3A4: rs2740574 (CYP3A4*1B) y rs35599367 (CYP3A4*22)

De entre las variantes del gen CYP3A4, se ha observado que el rs2740574
(CYP3A4*1B) y el rs35599367 (CYP3A4*22) muestran tener una asociacién con las

necesidades de dosis de tacrolimus.

CYP3A4*1B se encuentra en el promotor del gen, y se ha relacionado con una
actividad transcripcional aumentada, produciéndose una mayor cantidad de enzima
activa (132). Se ha visto que los portadores del alelo *1B tienen concentraciones

basales de tacrolimus ajustadas por la dosis un 35% mas bajas en comparacion con
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los homocigotos para el alelo *1 normal (140). Sin embargo, este SNP esta en
desequilibrio de ligamiento (DL) con CYP3A5*3, por lo que su efecto sobre las
necesidades de dosis de tacrolimus (asi como cualquiera de los parametros
farmacodinamicos) estd probablemente mediado por este SNP (158). Un pequefio
namero de estudios de haplotipos valoraron las combinaciones de los alelos
CYP3A4*1B y CYP3A5*3 y encontraron una asociacion significativa con la
farmacocinética de tacrolimus (149,159). Aunque dada la fuerte evidencia que apoya
el papel de CYP3A5*3 en la farmacocinética de tacrolimus (157), y el DL entre estos
dos alelos (158), cualquier efecto de este haplotipo puede ser debido al alelo
CYP3A5*3. Por este motivo se ha decidido no incluir el estudio de este SNP en el

grupo de pacientes tratados con TAC en el presente trabajo.

El rs35599367 esta presente en el intron 6 del gen CYP3A4, y es el resultado de una
sustitucién de C por T. Los portadores del alelo *22 requieren una dosis diaria de
tacrolimus un 33% mas baja que los homocigotos no portadores para llegar a la misma
concentracion basal de tacrolimus en sangre (160). Los portadores del alelo *22
también reducen los niveles de ARNm y la actividad enzimatica en comparacién con
los homocigotos no portadores (134). A diferencia de CYP3A4*1B, CYP3A4*22 no
esta en DL con CYP3A5*3, por lo que contribuye parcialmente en la variacion de las

necesidades de dosis de tacrolimus independientemente del alelo *3 (145).

Existen muy pocas evidencias para apoyar una influencia de los SNPs del gen
CYP3A4 sobre aspectos relevantes de la farmacodinamia de tacrolimus: los estudios
gque hay hasta el momento no han mostrado asociacién con la variante CYP3A4*1B
(144). Para el alelo CYP3A4*22 no existen estudios de asociacibn con la

farmacodinamia de tacrolimus.

1.3.5.38. Gen ABCBL1: rs1045642 (c.3435 C>T) y rs2032582 (c.2677 G>T/A)

Dentro del gen ABCBL1, los SNPs mas estudiados son el rs1045642 (¢.3435C>T), el
rs2032582 (c.2677G>T/A) y el rs1128503 (c.1236C>T). Hasta el momento existe
controversia sobre la asociacion entre la farmacocinética de tacrolimus y las variantes
de ABCBL.

Una revision sistematica reciente de la literatura disponible no encontré evidencias
coherentes de asociacion entre las Co/D y el rs1045642 (c.3435C>T), el SNP mejor
estudiado del gen (161). EI SNP ¢.3435C>T ha sido de particular interés, ya que ha
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demostrado reducir la expresion y la funcién intestinal de la P-glicoproteina, y por lo
tanto tenia el potencial de afectar la biodisponibilidad del farmaco (136). La evidencia
gue apoya la participacion de otros SNPs de ABCB1 sobre el ajuste de dosis de

tacrolimus ha sido también inconsistente.

Existe un gran numero de estudios en los que tampoco se ha logrado encontrar
ninguna asociacion entre el rs2032582 (¢.2677G>T/A) y el rs1128503 (c.1236C>T), y

la farmacocinética de tacrolimus (138).

Otros estudios no han encontrado relacibn con las combinaciones de haplotipos
ABCBL1, incluyendo uno con 206 receptores renales, en el que las asociaciones del
haplotipo no fueron significativas después de que se tuviera en cuenta el genotipo para
CYP3A5 (162). Esto sugiere que estos alelos probablemente juegan un papel menor
sobre la influencia de la farmacocinética de tacrolimus en comparacién con el efecto
de los alelos CYP3A5 (162).

Las asociaciones entre los alelos de ABCB1 y los efectos farmacodinamicos han sido
inconsistentes, y en ninguno de los estudios se ha podido demostrar ninguna relacion
entre los SNPs ¢.3535C<T, ¢.2677G>T/A y ¢.1236C>T y ningun parametro
farmacodindmico, tales como la pérdida del injerto o el rechazo agudo (resumidos en
Staatz et al. (144)).

En el presente trabajo, se han seleccionado las variables rs1045642 (c.3435C>T) y
rs2032582 (c.2677G>T/A) para ser estudiadas.
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2. Hipotesis y Objetivos
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Teniendo en cuenta los datos expuestos anteriormente, en el presente trabajo se

plantean las siguientes hipétesis y objetivos.

Hipotesis

1. Algunas variantes de genes relacionados con el metabolismo y el transporte de los
farmacos inmunosupresores inhibidores de calcineurina, ciclosporina y tacrolimus,
pueden influir en su concentracidn en sangre cuando se ajusta segun la dosis

administrada.

2. Las mencionadas variantes pueden influir en la eficacia clinica (incidencia de
rechazo agudo) y/o la seguridad (incidencia de aparicion de los efectos adversos)

de dichos farmacos.

Objetivos

1. Evaluar la relacién de las variantes CYP3A4*1B (c.-392A>G) y CYP3A4*22 (c.522-
191C>T) del gen CYP3A4, y ¢.3435C>T y ¢.2677G>T del gen ABCBL1, con las
caracteristicas farmacocinéticas de ciclosporina en pacientes portadores de un
trasplante hepatico primario, tanto de manera individual como conjunta,

considerando el genotipo de los donantes y los receptores.

2. Evaluar la relacibn de las variantes CYP3A4*22 (c.522-191C>T), CYP3A5
(c.6986A>G), y ¢.3435C>T y ¢.2677G>T del gen ABCBL, con las caracteristicas
farmacocinéticas de tacrolimus en pacientes portadores de un trasplante hepético
primario, tanto de manera individual como conjunta, considerando el genotipo de

los donantes y los receptores.

3. Evaluar la relacion entre las variantes seleccionadas y el perfil de eficacia y
seguridad del régimen inmunosupresor, en términos de profilaxis del rechazo

agudo y aparicién de efectos adversos.
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3. Material y Métodos
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Este trabajo se ha planteado como un estudio de caracter observacional

unicéntrico y retrospectivo, con dos grupos de pacientes.

3.1. SUJETOS AESTUDIO Y RECOGIDA DE DATOS

Tras la revisibn de las historias clinicas de los pacientes trasplantados de higado
desde febrero de 1984 (afio en el que se realiz6 el primer trasplante hepatico en el
Hospital de Bellvitge) hasta julio de 2011, se seleccionan los pacientes receptores de
un trasplante primario cuyo tratamiento inmunosupresor de inicio consistid en
ciclosporina (CSA) o tacrolimus (TAC) en monoterapia, con o0 sin esteroides
(prednisona (Pred)). Los pacientes finalmente incluidos en este estudio fueron
trasplantados entre noviembre de 1998 y julio de 2011 en la Unidad de Trasplante

Hepético del Hospital Universitari de Bellvitge.

Justificacion de la seleccién:  con el fin de obtener una poblaciéon lo mas homogénea
posible (en cuanto a las variables demogréficas, clinico-fisiopatolégicas, las
dependientes de interacciones medicamentosas, de la formulacién del farmaco y de la
metodologia empleada en el laboratorio), se siguieron estrictamente los criterios de
inclusion y exclusion de pacientes para formar parte del estudio que se detallan mas
adelante. Este rigor, junto con la exigencia de disponer de una muestra de tejido
parafinado (de vesicula biliar) del donante, ha sido la causa principal del limitado
namero de pacientes incluido finalmente en el estudio. Los datos de este trabajo
(procedentes de las historias clinicas de los pacientes), se obtuvieron de manera

protocolizada durante los tres primeros meses post-trasplante.

Condiciones de inclusién (todos los sujetos que se incluyen en el estudio cumplen los

siguientes criterios):

- Pacientes de ambos sexos con edad igual o superior a 18 afios.

- Pacientes que recibieron un trasplante hepético primario procedente de un
donante ABO compatible.

- Pacientes que recibieron una terapia inmunosupresora consistente en
ciclosporina (grupo CSA) o tacrolimus (grupo TAC), con o sin esteroides

(prednisona (Pred)), permitiéndose la induccién con anticuerpos Anti CD-25.
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Condiciones de exclusién:

- Introduccion de otro farmaco inmunosupresor en combinacion con ciclosporina
o tacrolimus, antes de los 3 meses post-trasplante.

- Distinta metodologia para la medida de la concentracion sanguinea del
farmaco empleada en el laboratorio.

- Insuficiencia renal previa al trasplante, valorada en funcion del Filtrado
glomerular (FG) segun la ecuacién del MDRD-4 (ver apartado 3.2.1).

- Material del donante (muestra de tejido parafinado) no disponible en el Servicio
de Anatomia Patoldgica.

- No obtencién de material genético suficiente y de calidad para la determinacion
del genotipo.

- Pacientes receptores de un trasplante multiorganico.

- Pacientes retrasplantados.

- Pacientes con neoplasia en curso o antecedentes de neoplasia en los 5 afios
previos al trasplante. Se permite la inclusibn de pacientes con carcinoma
hepético primario, que cumplen los criterios de Milan (163,164) valorados
radiolégicamente.

- Pacientes con infeccién generalizada que requirieron tratamiento.

- Pacientes o donantes VIH positivos.

- Pacientes con diarrea grave, vémitos, Ulcera péptica activa o trastornos
gastrointestinales que pudieron afectar la absorcién del inmunosupresor.

- En el caso de mujeres, las que quedaron embarazadas durante los 3 primeros
meses.

- Pacientes que estuvieran participando en algun ensayo clinico con un farmaco

experimental.

Tras la aplicacién de los criterios de seleccién y exclusion, el nimero total de
participantes en este estudio fue de 69 pacientes para el grupo CSA y 67 pacientes
para el grupo TAC, de los 375 y 154 pacientes potenciales de los que se partia, para

ambos grupos, respectivamente.

Tras la aprobacion del estudio por el Comité de Etica del hospital, se informo a los
pacientes seleccionados y se obtuvo el consentimiento informado (Anexo 1) para

poder proceder a la recopilacion de los datos y analisis de las muestras.
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La informacién de las variables e indicadores se recogieron de la historia clinica del

paciente, tanto en formato papel, como en formato electrénico.

Los datos del seguimiento clinico corresponden a los dias previos al trasplante, y a los
dias 3, 7, 14, 30 y 90 post-trasplante. Todos los datos se registraron en un Cuaderno

de Recogida de Datos y posteriormente en una hoja Excel.

3.2.  MAGNITUDES ESTUDIADAS
3.2.1. Magnitudes relacionadas con el seguimientod el paciente trasplantado
Las magnitudes estudiadas fueron:

+ Velocidad de filtraciéon glomerular (MDRD-IDMS)

Formula MDRD-IDMS (165):

Velocidad de filtracién glomerular (mL/min/1,73 m?) =
=175 x (Srm—-Creatinina)-1,154 x (Edad)-0,203 x (0,742 si es mujer) x (1,210 si

es de raza negra)

En esta formula, la concentracion sérica de creatinina se expresa en mg/dL y la

edad en afnos.

Esta formula es idonea para la estimacion de la velocidad de filtracion
glomerular de los pacientes que padecen insuficiencia renal. El principal
inconveniente es que subestima la filtracion glomerular en la poblacién sana, y
por este motivo sélo se considera patoldgico cuando estima filtraciones

inferiores a 60 mL/min/1,73 m2.

e Srm—Glucosa; c.subst. (mmol/L)

e Hb(San)—Hemoglobina A1c; fr.subst. (%)

« Srm—Alanina-aminotransferasa; c.cat. (ukat/L)

* Srm—Aspartato-aminotransferasa; c.cat. (ukat/L)
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* Srm—y-Glutamiltransferasa,; c.cat. (ukat/L)

» Srm—Fosfatasa alcalina; c.cat. (ukat/L)

e Srm—_Bilirrubina; c.subst. (umol/L)

e Srm—Albumina; c.subst. (umol/L)

e Srm—Creatinina; c.subst. (umol/L)

* Srm—Urea; c.subst. (mmol/L)

» Srm—Colesterol; c.subst. (mmol/L)

» Srm—Triglicéridos; c.subst. (mmol/L)

» San—Hemoglobina; c.masa (g/L)

« San—Leucocitos: c.num. (x10%/L)

« San—Plaquetas; c.num. (x10%L)

«  Srm—RNA Virus Hepatitis C (deteccion cuantitativa por PCR a tiempo real);

carga virica (Ul/mL)

3.2.2. Magnitudes relacionadas con el estudio farma  colégico

e San—Ciclosporina; c.masa. (a los 120 min. de su administracion) (1g/L)

Se determina la concentracion del farmaco a las 2 horas de la administracion
(Cy).

» San—Tacrolimus; c.masa. (Hg/L)

Se determina la concentracion del farmaco pre-dosis o basal (Cy).
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3.2.3. Propiedades relacionadas con el estudio gené tico

Se estudiaron los siguientes SNPs, tanto en donantes como en receptores, para cada

uno de los grupos:

- Grupo CSA:

« CYP3A4 (1s2740574) NM_017460.5:¢.-392A>G (CYP3A4*1B)

« CYP3A4 (rs35599367) NM_017460.5:¢.522-191C>T (CYP3A4*22)
«  ABCB1 (rs1045642) NM_000927.4:c.3435C>T.

«  ABCB1 (rs2032582) NM_000927.4:c.2677G>A/T.

- Grupo TAC:

«  CYP3A5 (rs776746) NM_000777:c.6986A>G (CYP3A5*3)

«  CYP3A4 (rs35599367) NM_017460.5:.522-191C>T (CYP3A4*22)
«  ABCB1 (rs1045642) NM_000927.4:c.3435C>T.

. ABCBL1 (rs2032582) NM_000927.4:¢.2677G>A/T.

Nota: en la bibliografia se describe que no existe una influencia significativa del SNP
CYP3A5*3 para ciclosporina y del SNP CYP3A4*1B para tacrolimus, y por este motivo

se decidio no incluirlos en el estudio de cada grupo.

3.3. VARIABLES ESTUDIADAS
3.3.1. Variables farmacocinéticas

Para poder valorar cuantitativamente la relacion de cada variante polimorfica, tanto de
forma individual como en conjunto, sobre las caracteristicas farmacocinéticas de
ciclosporina y de tacrolimus en los pacientes, se seleccionaron las siguientes variables

farmacocinéticas:

- Dosis de farmaco administrada (D).

- Concentracion en sangre del farmaco a las 2 horas de su administracion para
ciclosporina y concentracién pre-dosis (o basal) para tacrolimus (C,y C,, para
ciclosporina y tacrolimus, respectivamente).

- Concentracion de farmaco en sangre relativa a la dosis administrada (C./D y

Co/D, para ciclosporina y tacrolimus, respectivamente).
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3.3.1.1. Dosis de farmaco administrada

Todos los pacientes recibieron tratamiento inmunosupresor con ciclosporina o
tacrolimus en monoterapia, con o sin corticoides, de acuerdo con el protocolo de

inmunosupresion del Hospital Universitario de Bellvitge, que se detalla a continuacion:

Ciclosporina: se inici6 con una pauta posolégica inicial de 10 mg/kg/dia (cada 12

horas) via oral.

Posteriormente, la dosis se individualizdo en funcidon de los resultados de la

concentracion sanguinea, ajustando la C, al intervalo terapéutico.
Tacrolimus: se inicié con una pauta posolégica inicial de 0,2 mg/kg/dia via oral.

Posteriormente, la dosis se individualizdo en funcidon de los resultados de la

concentracion sanguinea, ajustando la C, al intervalo terapéutico.

Corticoides: Se administré una dosis intraoperatoria de 500 mg de 6-metilprednisolona
por via endovenosa, antes de la revascularizacion del injerto. A partir del dia 1 post-
trasplante y hasta el dia 5, se administr6 una dosis Unica de 0,5 mg/kg/dia de 6-
metilprednisolona (via endovenosa), en dosis decrecientes. La dosis de mantenimiento
fue de 0,25 mg/kg/dia de prednisona desde el dia 5 y hasta el 30, y de 0,15 mg/kg/dia
entre los dias 30 y 90. La retirada total de corticoides se realizé a partir del tercer mes

post-trasplante.

3.3.1.2. Concentracion del farmaco en sangre

Ciclosporina:

Se mide la concentracidbn en sangre a las 2 horas de su administracién (C,). Su
intervalo terapéutico se encuentra entre 800-1200 ug/L para las 6 primeras semanas

post-trasplante y entre 600-800 pg/L, a partir de la sexta semana post-trasplante.
Tacrolimus:

Se mide la concentracion pre-dosis (basal o minima) del farmaco en sangre (antes de
la administracion del farmaco). Su intervalo terapéutico se encuentra entre 10-15 pg/L
para las 6 primeras semanas post-trasplante y entre 5-10 ug/L, a partir de la sexta

semana post-trasplante.
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3.3.1.3. Concentracion de farmaco en sangre relatvn. a a la dosis

administrada

Para medir la exposicion del paciente a ciclosporina y tacrolimus se calcula la variable

farmacocinética relacion C,/D y Cy/D, respectivamente.

Para su calculo se divide la concentracion de masa de farmaco en la sangre entre la
dosis total diaria administrada dividida por el peso del paciente en el momento de la

determinacion farmacocinética, tal como se observa en las siguientes ecuaciones:
Para ciclosporina:

., C2 Ciclosporina
Relacion C,/D =

Dosis
Para tacrolimus:

L, CO Tacrolimus

Relacion Cy/D = —
Dosis

Donde:

C,: concentracion de masa (ug/L) de ciclosporina en sangre a las 2 horas de su

administracion.

Co: concentracion de masa (ug/L) de tacrolimus en sangre pre-dosis o basal.

Dosis: dosis diaria de farmaco (mg/kg/dia).

3.3.2. Variables clinicas

Para poder estudiar la relacion entre las variantes genéticas seleccionadas y el perfil
de eficacia y seguridad del régimen inmunosupresor, en términos de profilaxis del

rechazo agudo y aparicion de efectos adversos, respectivamente, se seleccionan las

siguientes variables clinicas:

3.3.2.1. Incidencia de rechazo agudo

La variable incidencia de rechazo agudo se incluye en el estudio como indicador de la

eficacia del tratamiento. La presencia de rechazo agudo fue confirmada con biopsia.
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3.3.2.2. Aparicién de efectos adversos

Las variables que se incluyen en el estudio como indicadores de toxicidad son las

siguientes:

- Neurotoxicidad: consiste en la apariciobn de sintomas neurologicos no explicados

por otras causas, con pruebas de imagen compatibles y con mejoria parcial o total

tras la disminucién o retirada del farmaco.

- Nefrotoxicidad: valorada por la disminucion del MDRD por debajo de 60
mL/min/1,73 m? atribuible al uso de anticalcineurinicos, descartando otras causas,

y/o confirmada por biopsia.

- Hipertensién arterial: su aparicién se asume por evidencia clinica, es decir, por un

mal control de la tension arterial tras el trasplante que requiere incrementar el
namero de farmacos antihipertensivos. Se considera que existe hipertension
cuando la presion arterial sistdlica supera los 140 mmHg, y la diastélica supera los

90 mmHg, o cuando se esta en tratamiento con farmacos antihipertensivos.

- Diabetes mellitus _de novo: Aparicibn de DM de novo tras el trasplante, con

concentraciones de glucosa basal superiores a 7 mmol/L (166) o HbA1c% superior

a 6,5% (166) que requiere tratamiento con antidiabéticos orales o insulina.

Ademas, se estudia el siguiente efecto adverso para valorar si podria ser un indicador

de toxicidad:

- Recidiva VHC: Alteracién de las magnitudes relacionadas con la funcién hepatica,
ademas de la cuantificacion del VHC en suero, excluyendo otras causas y confirmado

con biopsia hepatica compatible.

Con el estudio de este indicador se pretende valorar si existe alguna relaciéon entre la
presencia de recidiva de VHC en el 6rgano trasplantado, y alguna de las variantes

genéticas estudiadas.

En el estudio de los indicadores de toxicidad, se han descartado los pacientes con
comorbilidades previas al trasplante hepatico, tales como nefrotoxicidad, diabetes

mellitus e hipertension arterial.

72



3.4. METODOS

3.4.1. Obtencion de la muestra y principios de medi da de las magnitudes

relacionadas con el seguimiento del paciente traspl antado

Las muestras de los pacientes se obtuvieron mediante puncion venosa. En el caso del
suero, se recogio la sangre en un tubo sin ningun aditivo y con gel separador. Se
espero6 a la retraccion del coagulo, se centrifugé a 2000 g durante 12 minutos a una
temperatura entre (18-22) °C, y se obtuvo el suero. En el caso del plasma, se recogi6
la sangre en un tubo EDTA-K3, se centrifugd a 2000 g durante 12 minutos a
temperatura entre (18-22) °C, y se separé el plasma en un tubo para proceder a su
conservacion entre (-10 — (-20)) °C hasta su procesamiento. En el caso de la sangre,

se recogio en un tubo con EDTA-K3 como aditivo.

La extraccion se realiz6 siempre a primera hora de la mafana tras ocho horas de
ayuno, y la determinacién de las magnitudes bioquimicas se realiz6 el mismo dia de la

extraccion (excepto en el caso de la carga viral del VHC).
Los principios de medida empleados son los siguientes:

¢ Srm—-Creatinina; c.subst. (umol/L)

Espectrometria de absorcion molecular a 505 y 570 nm. Procedimiento de lectura
a diferentes puntos a 37 °C. Método de Jaffé, sin desproteinizacion, con blanco de
muestra y compensado. El método se ha estandarizado por IDMS (Isotopic Dilution

Mass Spectrophotometry).

*  Srm—Glucosa; c.subst. (mmol/L)

Espectrometria de absorcion molecular a 340 y 700 nm, con el método enzimético

de referencia empleando hexoquinasa.

* Srm—Alanina-aminotransferasa; c.cat. (pukat/L)

Espectrometria de absorcion molecular a 340 y 700 nm. Este procedimiento sigue

las recomendaciones de la IFCC.

« Srm—Aspartato-aminotransferasa; c.cat. (ukat/L)
Espectrometria de absorcién molecular a 340 y 700 nm. Este procedimiento sigue

las recomendaciones de la IFCC.

* Srm—y-Glutamiltransferasa,; c.cat. (pkat/L)
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Espectrometria de absorcion molecular a 415 y 700 nm. Procedimiento de lectura
en diferentes puntos a 37 °C, empleando como sustrato la y-glutamil-3-carboxi-4

nitroanilida.

Srm—Fosfatasa alcalina; c.cat. (ukat/L)

Espectrometria de absorcion molecular a 450 y 480 nm. Procedimiento de lectura
en diferentes puntos a 37 °C y pH=10,4, empleando como sustrato el p-

nitrofenilfosfato.

Srm—Bilirrubina; c.subst. (umol/L)

Espectrometria de absorcion molecular a 546 y 600 nm. Utiliza el ién diazonio que,

a pH acido y con un disolvente se acopla a la bilirrubina.

Srm—Urea; c.subst. (mmol/L)

Espectrometria de absorcion molecular a 340 y 700 nm. Reaccién de la ureasa-

glutamato deshidrogenasa.

Srm—AlbUmina; c.subst. (umol/L)

Espectrometria de absorcion molecular a 570 y 505 nm con el método del Verde

de bromocresol.

Srm—Colesterol; c.subst. (mmol/L)

Espectrometria de absorcion molecular a 505 y 700 nm. Reaccion de la colesterol

esterasa/colesterol oxidasa/peroxidasa.

Srm—Triglicéridos; c.subst. (mmol/L)

Espectrometria de absorcion molecular a 505 y 700 nm. Reaccion de la Glicerol-

fosfato-oxidasa y peroxidasa.

San—Hemoglobina; c.masa (g/L)

Espectrometria. Lectura de absorbancia a 540 nm por el método de la

cianmetahemoglobina. Analizador Pentra (ABX).

San—Leucocitos; c.num. (x10%L)

Citometria de flujo por Impedanciometria. Analizador Pentra (ABX).

San—Plaquetas; c.num. (1/L)

Citometria de flujo por Impedanciometria. Analizador Pentra (ABX).

Las medidas de las magnitudes en suero se llevaron a cabo en el analizador Modular

System (Roche Diagnostics) hasta septiembre de 2009. Posteriormente este

analizador fue sustituido por el Cobas c711 (Roche Diagnostics), por lo que antes de

comenzar a utilizarse para la medida de las diferentes magnitudes bioquimicas se
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verifico la intercambiabilidad entre ambos. Los principios de medida empleados son los

mismos en ambos analizadores.

«  Srm—ARN Virus Hepatitis C (deteccidn cuantitativa por PCR a tiempo real); carga

virica (Ul/mL)

La medida cuantitativa en suero de la carga viral del VHC se llevé a cabo mediante el
kit LCx HCV RNA assay (Abbott). Dicho kit utiliza la reacciébn en cadena de la
polimerasa por transcripcion reversa para la cuantificacion del ARN del VHC en suero
y plasma humano. Para hacer dicha cuantificacibn comparable entre los diferentes
métodos, el Instituto Nacional de Estandares y Controles Bioldgicos y la Organizacién
Mundial de la Salud desarrollaron y certificaron un patrén estandar para medir el ARN
del VHC en unidades internacionales (Ul) (167).

* Hb(san)—Hemoglobina A1c; fr.subst. (%)

Cromatografia en fase liquida de alta eficacia en gradiente. La deteccion de las
diferentes fracciones eluidas se realiza leyendo las absorbancias a 415 nm mediante
espectrometria de absorcion molecular. El célculo del porcentaje de la hemoglobina
Alc (HbAlc) respecto a la hemoglobina, se hace dividiendo el area de integracion del

pico correspondiente de la HbAlc por el area total del cromatograma.

La medida en sangre de la HbAlc se llevé a cabo en el equipo HI-AutoA1C HA-8140
(Menarini-Arkray) hasta septiembre de 2004. Posteriormente este equipo fue sustituido
por el Adams HI-AutoAlc 8160 (Menarini), por lo que antes de comenzar a utilizarse
se verificd la intercambiabilidad entre ambos. Los principios de medida empleados son

los mismos en ambos equipos.

3.4.2. Obtencion de la sangre y principios de medid a de las magnitudes

farmacoldgicas.

La sangre de los pacientes se obtuvo mediante puncién venosa, recogiendo la sangre
en un tubo con EDTA-K3 como aditivo. La extraccidén se realizdé a primera hora de la
mafiana: antes de la administracion del farmaco para la determinacién de tacrolimus
(pre-dosis), y 2 horas después de la administracion del farmaco para la determinacion

de ciclosporina.
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Los principios de medida empleados fueron los siguientes:

+ San—Ciclosporina; c.masa. (a los 120 min de su administracion) (ug/L)

Enzimoinmunoanalisis homogéneo  competitivo (EMIT: Enzyme-Multiplied
Immunoassay Technique). El farmaco marcado se une a un anticuerpo especifico
produciendo la inhibicion de la enzima por impedimentos estéricos. En presencia de
farmaco en la muestra, se une a los anticuerpos especificos quedando la enzima libre,
que reacciona con el farmaco generando un producto coloreado (intensidad de sefal

directamente proporcional a la concentracién de farmaco en la muestra).

¢ San—Tacrolimus; c.masa. (ug/L)

Enzimoinmunoanalisis por microparticulas (MEIA: Micropatrticle
Enzyme Immunoassay ). Emplea microparticulas de latex como soporte para el
anticuerpo especifico. Cuando éste se une al farmaco marcado, se produce un
conjugado que genera fluorescencia a través de una reaccién enzimatica. En
presencia de farmaco en la muestra, se une a los anticuerpos especificos inhibiendo la
formacion del conjugado que reacciona con la enzima (intensidad de sefial

inversamente proporcional a la concentracién de farmaco en la muestra).

La medida en sangre de ciclosporina y tacrolimus se llevé a cabo en el analizador

Cobas Mira (Roche Diagnostics) y en el analizador IMX (Abbott), respectivamente.

3.4.3. Obtencion del ADN y amplificacion por PCR

Muestras de sangre:

Se extrajo el ADN a partir de una muestra de sangre obtenida en un tubo con EDTA-
K3 como anticoagulante mediante puncion venosa. Las muestras se conservaron entre
(2-8) °C hasta el momento de realizar la extraccion del ADN (como maximo una

semana tras la obtencion de la muestra).

La extraccion de ADN se llevé a cabo mediante el sistema High Pure™ PCR Template

Preparation Kit; Roche 1796828. El protocolo de extraccion de ADN es el siguiente:

1. Se lisan las células de 200 pL de sangre mediante la incubacién con 200 pL de
una mezcla de guanidina-HCI 6 M, urea 10 mM, Tris HCI 10 mM, 20% Triton X-

100 (v/v) a pH=4,4 y 40 pL de proteinasa K que permite la inactivacion de la
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DNAsa enddgena. Se agita en un vortex y se incuba a 70°C en el bafio durante
10 minutos.

2. El equipo proporciona unos tubos que tienen una capa de fibra de vidrio, en la
que se fijan los acidos nucleicos mediante la adicién de 100 uL de isopropanol.
Se traspasa el contenido del tubo al correspondiente tubo con filtro, colocado
sobre un tubo colector y se centrifugan los tubos durante 1 minuto a 9000 rpm.
Se pasa el tubo con filtro a un nuevo tubo colector y se desecha el usado.

3. Se realiza un lavado con 500 uL de guanidina-HCI 5 M, Tris HCI 20 mM a
pH=6,6 en etanol para eliminar los contaminantes inhibidores de la PCR. Se
repite la centrifugacion y se desecha el filtrado.

4. Se realizan dos lavados con 400 pL NaCl 20 mM, Tris HCI 2 mM, a pH= 7,5 en
etanol para liberar a los acidos nucleicos de sales, proteinas y otras impurezas
celulares. En cada ocasion, se repite la centrifugacion y se desecha el filtrado.

5. El ADN se eluye de la fibra de vidrio con 200 pl una solucién de Tris HCI 10
mM, a pH de 8,5.

Muestras de tejido parafinado:

Para la extraccion del ADN de células de tejido parafinado, se empled principalmente
tejido procedente de vesicula biliar, y excepcionalmente de pancreas. Se utilizo el
equipo High Pure™ PCR Template Preparation Kit; Roche 1796828, basado en un
sistema manual de separacion de tubos con filtro, cuyo protocolo fue modificado y
optimizado (el protocolo de base es el mismo que para las muestras de sangre). El

protocolo empleado fue el siguiente:

1. Se elimina la parafina de 2 cortes de 2-3 um de grosor procedentes del bloque
de tejido parafinado, mediante una primera incubacion con xilol y dos
posteriores con etanol absoluto.

2. El pellet se seca en un termobloque a 56°C durante 15 minutos, para evaporar
el etanol restante.

3. Los cortes de tejido son disgregados y lisados mediante incubacion con 180 pL
de la solucién tampdn de lisis y 70 UL de proteinasa K. Se agita en un vortex.

4. Se incuban en un termobloque con agitacién a 56°C y 1100 rpm, durante 1
hora.

5. Posteriormente se incuban en un termobloque a 90°C durante 1 hora.
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6. Se acaban de lisar las células mediante la incubacién con 200 pL de una
mezcla de guanidina-HCI 6 M, urea 10 mM, Tris HCI 10 mM, 20% Tritobn X-100
(v/v) a pH=4,4 y 40 uL de proteinasa K que permite la inactivacion de la DNAsa
enddgena. Se agita en un vortex y se incuba a 70°C en el bafio durante 10
minutos.

7. El equipo proporciona unos tubos que tienen una capa de fibra de vidrio, en la
que se fijan los acidos nucleicos mediante la adicién de 100 uL de isopropanol.
Se traspasa el contenido del tubo al correspondiente tubo con filtro, colocado
sobre un tubo colector y se centrifugan los tubos durante 1 minuto a 9000 rpm.
Se pasa el tubo con filtro a un nuevo tubo colector y se desecha el usado.

8. Se realiza un lavado con 500 pL de guanidina-HCI 5 M, Tris HCI 20 mM a
pH=6,6 en etanol para eliminar los contaminantes inhibidores de la PCR. Se
repite la centrifugacion y se desecha el filtrado.

9. Se realizan dos lavados con 400 pL NaCl 20 mM, Tris HCI 2 mM, a pH= 7,5 en
etanol para liberar a los &cidos nucleicos de sales, proteinas y otras impurezas
celulares. En cada ocasion, se repite la centrifugacion y se desecha el filtrado.

10. EI ADN se eluye de la fibra de vidrio con 100 pl una solucién de Tris HCI 10

mM, a pH de 8,5y previamente calentado a 70°C.

Para verificar que las extracciones, tanto procedentes de muestras de sangre como de
tejido parafinado, se habian realizado correctamente, se corrieron los productos de
ADN en un gel de agarosa estandar al 1% que se tifid con bromuro de etidio y se

ilumind con luz UV para visualizar las bandas de ADN.

Una vez extraido, el ADN se guardd congelado a -80°C hasta el estudio de las

variantes genéticas.

Esqguema general:

En la figura 10 se puede ver el procedimiento general seguido para analizar las
muestras que llegaron al Area de Bioquimica y Biologia Molecular del Laboratori Clinic

del Hospital Universitari de Bellvitge.
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Pacientes

NS

Recogida de datos clinicos y de Extraccién de DNA

laboratorio

Polimorfismo CYP3A5, CYP3A5*22, ABCB1 Polimorfismo CYP3A4*1B

' '

PCR a tiempo real con PCR - RFLP
sondas alelo-especificas

Figura 10. Esquema de los métodos empleados

3.4.3.1. PCR-RFLP

El estudio del SNPs del gen CYP3A4*1B (rs2740574; c.-392A>G), se realiz6 mediante
amplificacibn por PCR clasica seguida de digestion con enzimas de restriccion y

separacion por electroforesis de los fragmentos obtenidos (RFLP).

CYP3A4*1B (rs2740574; c.-392A>G)

En primer lugar se lleva a cabo la reaccion de amplificacion por PCR empleando los

siguientes cebadores:

Cebador A: 5"-GGA CAG CCA TAG AGA CAACTG CA -3
Cebador B: 5"-CTT TCC TGC CCT GCA CAG -3

Estos cebadores permiten amplificar un fragmento de ADN de 334 pb e introducen una

diana para la enzima de restriccion Pst .
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La mezcla de reaccion empleada para un volumen final de 25 pL es:

* Supermix (2x) 12,5 L
e Dimetilsulféxido (DMSQO) 2 uL
e Cebador A (100 umol/L) 0,25 pL
e Cebador B (100 umol/L) 0,25 pL
* Agua estéril 5uL
* Muestra de ADN 5puL

La Supermix (iQ™ Supermix, Bio-Rad) es un tampdn que contiene la polimerasa (iTaq

DNA polymerase), dNTPs, MgCl, 6 mM y estabilizadores.

OTM

Se emplea el termociclador T10
de PCR:

Thermal Cycler (Bio-Rad) y el siguiente programa

Ciclos Temperatura Tiempo
1x 94°C 5 min
94°C 20s
35x 55°C 30s
72°C 30s
1x 72°C 5 min
1x 12°C 0

El producto de 334 pb se somete a electroforesis en un gel de agarosa estandar al
1,5% y se tifie con bromuro de etidio, para verificar que se obtenga producto tras la
amplificacion. Tras esto, se lleva a cabo su digestion con la enzima de restriccion Pst |

durante toda la noche a 37°C.
Para realizar la digestidn se prepa la siguiente mezcla:

e Tampdn H (10X) 1,2 uL
e« EnzimaPst | 0,5 uL
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* Producto de ADN 10 pL
Los fragmentos obtenidos tras la digestion corresponden a los tamafios:

* Homocigoto normal *1/*1 (AA): 223+78+33 pb
* Homocigoto mutado *1B/*1B (GG): 200+78+33+23 pb
» Heterocigoto *1/1B (AG): 223+200+78+33+23 pb

Los fragmentos obtenidos son sometidos a una electroforesis en gel de agarosa
estandar a una concentracion del 2%, y posteriormente el gel se tifie con bromuro de

etidio para poder visualizarlo con luz UV (se muestra un ejemplo en la figura 11).

En el gel, los fragmentos de 33 y 23 pb no se observan, debido a su pequefio tamafio,
pero su deteccién no es necesaria para la identificacion de los genotipos de las

muestras.

. e S S R D . . —— —

P

HOMOCIGOTO
HETEROCIGOTO
MUTADO
334 pb
su(;n gieset:ﬁ) 223 pb
g 200 pb
HOMOCIGOTO 78 pb
Figura 11: Genotipos posibles del SNP CYP3A4*1B.
3.4.3.2. PCR a tiempo real con sondas alelo-especif icas

Se denomina PCR a tiempo real al tipo de amplificacion de ADN que permite seguir el

proceso mientras ocurre, lo cual se consigue incorporando a la reaccién fluorocromos

81




que al ser excitados emiten luz a diferentes longitudes de onda. En este estudio se

empleo esta tecnologia para detectar SNPs con sondas alelo-especificas marcadas.

Se emplearon sondas Tagman® (Applied Biosystem). Estas sondas son secuencias
complementarias disefiadas una para reconocer el alelo normal y otra el alelo mutado,
gque se afaden a la mezcla de reaccién de la PCR e hibridan perfectamente con el

fragmento de ADN correspondiente.

Cada sonda contiene el flourocromo en posicion 5’ y un atenuador o quencher en el
extremo 3'. El atenuador es una molécula que impide la emisién de luz por el
flourocromo, de manera que mientras la sonda esta en la mezcla de reaccién o unida
al ADN no se emite fluorescencia. Al llevarse a cabo la PCR, la polimerasa se une al
ADN monocatenario y comienza la copia de la cadena, por lo que degrada y libera la
sonda, produciéndose la emision de la fluorescencia, que es detectada. Esta

fluorescencia es proporcional a la cantidad de ADN amplificado.

Para el estudio de cada SNP se emplean dos sondas, cada una de ellas marcada con
un flourocromo que emite luz a diferente longitud de onda, por lo que se puede

identificar el genotipo. En este estudio, los fluorocromos son FAM® y VIC®.

El estudio de las variantes de los genes CYP3A5, CYP3A4*22 y ABCB1 se llevd a
cabo con el termociclador iCycler con modulo iQ™S5 (Multicolor Real-time PCR

Detection System, Biorad).

Se empleo la siguiente mezcla de reaccion de la PCR a tiempo real con sondas alelo-

especificas en un volumen final de 10 pL:

e Supermix (2x) 5uL
» TagMan Validated SNP Genotyping Assay (20x) 0,5 uL
* Muestra de ADN 4,5 uL

La Supermix (iQ™ Supermix, Bio-Rad) es un tampon que contiene la polimerasa (iTaq
DNA polymerase), dNTPs, MgCl, 6 mM vy estabilizadores. El reactivo TagMan
Validated SNP Genotyping Assay Mix (Applied Biosystems) contiene los cebadores y
las sondas especificas para cada SNP, marcadas con los fluorocromos FAM® y VIC®
y los quenchers. No se conocen las secuencias de las sondas y cebadores, ya que la

casa comercial no las proporciona.
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A continuacion, se expone el perfil térmico empleado para la PCR, asi como la base
reconocida por cada una de las sondas marcadas con fluorocromos para cada

polimorfismo.

Programa

Ciclos Temperatura Tiempo

1x 95°C 10 min
92°C 15s
40x
60°C 1 min
1x 15°C 1 min

Marcaje de las sondas

. Base
Variante Flourocromo )
reconocida
VIC® A
CYP3A5 (c.6986A>G)
FAM®
G
VIC® Cc
CYP3A4 (c.522-191C>T)
FAM®
T
VIC® T
ABCBL1 (c.3435C>T)
FAM®
C
VIC® G
ABCB1 (c.2677G>A)
FAM®
A
VIC® G
ABCB1 (c.2677G>T)
FAM® T
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3.4.3.3. Interpretacion de resultados de PCR a tiem po real con sondas

alelo-especificas.

En el termociclador iCycler la interpretacion de los resultados se realiza con el
programa informatico iQ5 2.0 (Standard Edition Optical System Software V2.0, Bio-
Rad).

Al final de cada ciclo de PCR se mide la sefial de fluorescencia emitida. Se puede
medir la emision de fluorescencia mediante las URFs (unidades relativas de
fluorescencia) o mediante AR, cambio normalizado de fluorescencia. Las URF se
obtienen dividiendo la fluorescencia final entre la basal o fluorescencia inespecifica, y
el AR es la diferencia desde la linea base a la maxima fluorescencia alcanzada. El
grafico de resultados de iCycler muestra las URFs de cada sonda (figura 12). Para
cada muestra se miden las URF o AR de FAM y VIC, de manera que en funcion de la
fluorescencia emitida por cada sonda se pueden clasificar los genotipos. Si ambos
fluorocromos emiten fluorescencia de similar intensidad se trata de un paciente
heterocigoto, y si mayoritariamente sélo emite uno de ellos, homocigoto. En las
imagenes se puede ver que si se divide la grafica en 4 partes, en el cuadrante inferior
derecho se encuentran los homocigotos normales, en el cuadrante superior derecho
se encuentran los casos en que ambas sondas emiten fluorescencia a similar
intensidad, tratandose de heterocigotos. En el cuadrante superior izquierdo se sitan
los homocigotos mutados y en el cuadrante inferior izquierdo se encuentra una
muestra sin amplificacién (muestra sin ADN). Esta Ultima no debe emitir fluorescencia
ya que de ser asi podria tratarse de una sefial inespecifica o de contaminacién de la

reaccion.
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Figura 12: Resultados de iCycler. Se representa las URF de FAM frente a las URF de VIC.L os circulos rojos son los

homocigotos normales, el cuadrado verde el homocigoto mutado y los triangulos verdes los heterocigotos. El circulo

azul corresponde a una muestra de agua, que no se amplifica porque no hay ADN.

3.5. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

3.5.1. Prevalencia de las variantes seleccionadas e n los receptores y en los

donantes de los 6rganos trasplantados

Se realiza un analisis descriptivo de frecuencias de cada genotipo para cada
polimorfismo, tanto en donantes como en receptores, en el grupo de pacientes
tratados con ciclosporina y en el grupo de pacientes tratados con tacrolimus. Ademas

se estudia el cumplimiento del equilibrio de Hardy-Weinberg.
3.5.2. Estudio de las variables farmacocinéticas

3.5.2.1. Efecto individual de cada polimorfismo sob re las variables

farmacocinéticas.

El estudio se realiza en el grupo de pacientes tratados con ciclosporina y en el grupo

tratado con tacrolimus.
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Andlisis descriptivo

Se describen los datos mediante la media y desviacion estandar de la dosis (D), la
concentracion (C) y la relacion concentracion/dosis (C/D) en los dias 3, 7, 14, 30 y 90,
para los portadores y los no portadores de las variantes genéticas estudiadas, tanto en
donantes como en receptores. Para tener una representacion mas visual, se obtienen
graficas longitudinales que nos permiten tener una vision global de lo que ocurre a lo

largo del tiempo.

Inferencia estadistica

Dado que las variables concentracion y dosis se recogen en diferentes momentos a lo
largo de tres meses, se evallan las diferencias entre genotipos (portador vs no
portador) para cada SNP con un modelo lineal mixto (modelo de medidas repetidas
gue puede incluir efectos aleatorios y fijos). Este modelo incorpora la interdependencia
de las observaciones de un mismo individuo en diferentes momentos (ya que las
mediciones realizadas a un mismo paciente a lo largo del tiempo estan relacionadas),
incluyendo al individuo en si como un efecto aleatorio (mediante algoritmos
matematicos) (168). El modelo incluye, como efectos fijos, el SNP, el tiempo y la
interaccion entre ambos. Si la interaccion no es significativa (p-int>0,05) nos indicaria,
en caso de que el SNP tuviese un efecto significativo (p-snp<0,05), que este efecto es
constante en el tiempo. Si por el contrario, la interaccién resulta significativa, indica
gue el efecto del SNP sobre la concentracion es diferente en funcion del momento en

el que se recoge esta medida.

El uso del modelo mixto permite evaluar simultdneamente si el SNP tiene algun efecto,
y si este efecto es constante a lo largo del tiempo. Esto ayuda a ganar potencia
estadistica frente a otras estrategias mas clasicas que se basan en pruebas

independientes calculadas para cada momento del tiempo.

3.5.2.2. Estudio multivariante de medidas repetidas para las variables

farmacocinéticas

El objetivo principal de este modelo es analizar si se mantiene o no la significacién
estadistica de la influencia de los SNPs sobre las variables farmacocinéticas, después

de incluir las variables confusoras. Este modelo, al igual que los comentados
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anteriormente, también contempla la dependencia de las observaciones en diferentes

momentos de un mismo individuo, incluyendo al individuo como efecto aleatorio.
Para la eleccion del modelo multivariante se procede de la siguiente manera:

1. Sélo se consideran los polimorfismos que en el estudio univariante tienen un
valor p inferior a 0,2 (p<0,2).

2. Se incluyen en el estudio las siguientes variables demograficas y clinicas
(covariables o posibles variables confusoras): edad, sexo, peso, indicacién del
trasplante, presion arterial, y las siguientes magnitudes bioquimicas medidas
previamente al trasplante (albumina, creatinina, urea, MDRD, colesterol,
triglicéridos y glucosa en suero; y leucocitos, hemoglobina, plaquetas y
hemoglobina glicosilada en sangre).

3. Se realizan andlisis univariantes para las potenciales covariables (o variables
confusoras):

- Correlacion de Spearman para las covariables continuas.
- ANOVA /test t de Student para las covariables categoricas.

4. Se consideran incluibles en el modelo las covariables que a nivel univariante
tienen un valor p inferior a 0,2 (p<0,2).

5. Se construye un modelo multivariante de medidas repetidas inicial con las
variables que cumplen los apartados 1 y 4. El modelo de medidas repetidas
incorpora la dependencia de las observaciones en diferentes momentos de un
mismo individuo en el modelo, incluyendo el individuo como efecto aleatorio.

6. Se hace un analisis paso a paso eliminando en cada paso aquella variable con

aporte insignificante en el modelo.

3.5.2.3. Efecto de la interaccion conjunta de dos p  olimorfismos sobre las

variables farmacocinéticas.

Para llevar a cabo una primera evaluacién (a modo de cribado) de la interaccion
(epistasia) entre los efectos de cada pareja de SNPs se utilizan los tests de razon de
verosimilitudes (likelihood ratio tests). Estas pruebas estadisticas se presentan en
forma de graficas que permiten seleccionar las interacciones de SNP que han
resultado significativas segun la escala de color, para posteriormente realizar el
estudio especifico de interaccion (mediante un modelo lineal mixto) y observar la

tendencia de dicha interaccion.

87



El modelo de los test de razén de verosimilitud consiste en que, para cada par de
SNPs (i, j), se calcula la verosimilitud del modelo nulo LO (ausencia de efecto); la
verosimilitud de cada uno de los SNPs por separado L(i) y L(j); la verosimilitud de un
modelo de SNPs aditivo La(i, J); y la verosimilitud bajo un modelo que incluye la
interaccion SNPi-SNPj, Lf (i, j). Se construyen graficas que permiten visualizar todos
los resultados simultaneamente. En ellas se representan los valores p mediante una
gama de verdes: cuanto mas oscuros, mayor significacion estadistica (el valor p de
cada cuadrito es el correspondiente a cada test de verosimilitud). En la figura 13 se
muestra una imagen de dicha gréfica a modo de ejemplo.

SNPs interactions -- codominant model
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Figura 13. Ejemplo de grafica de los test de razén de verosimilitud, donde se
muestra como los valores p se representan mediante una gama de verdes, y el valor
p de cada cuadrito es el correspondiente a cada test de verosimilitud.
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En resumen, en estas gréficas se obtienen 3 tipos de analisis:

1.- La diagonal del grafico que representa los valores p del efecto de cada SNP de
forma individual sobre la variable de estudio (dosis, concentracion o

concentracién/dosis).

2.- El tridngulo inferior que contiene los valores p del andlisis aditivo de pares de SNPs
(no estudiado en el presente trabajo, pero se menciona por deferencia al aparecer en

las graficas).

3.- El triangulo superior que contiene los valores p del analisis para la interaccién

(epistasis) entre los pares de SNPs (es el andlisis empleado en el presente trabajo).

Esta es una forma rapida de identificar potenciales interacciones significativas. Los
valores p en las gréficas de los test de razén de verosimilitudes usan los datos
medidos en cada momento del tiempo como si fueran independientes, y tienden a ser
inferiores al valor p corregido por la dependencia de las observaciones de un mismo
paciente medidos en diferentes momentos. Puesto que las interacciones con valores p
superiores a 0,05 no seran significativas cuando se corrijan por la dependencia de los

datos, permite descartar muchos estudios especificos de interaccion.

A las interacciones entre SNPs significativas se les realiza un estudio especifico de
interaccion mediante un modelo lineal mixto. Se obtienen unas graficas que muestran
la tendencia de dicha interaccion entre las diferentes combinaciones de genotipos.
3.5.3. Estudio de las variables clinicas

3.5.3.1. Efecto individual de cada polimorfismo sob  re las variables clinicas.

Para evaluar dicha relacion, se emplea el test exacto de Fisher. Los efectos, ademas,
se ven representados de forma gréafica en la diagonal de las figuras que se explican en
el apartado 3.5.2.2.

3.5.3.2. Efecto de la interaccion conjunta de dos p  olimorfismos sobre las

variables clinicas.
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Se realiza el andlisis de interaccion de pares de polimorfismos con las variables
clinicas mencionadas en el apartado 3.3.2. La estrategia empleada es la misma que la

utilizada y explicada en detalle en el apartado 3.5.2.2.

3.5.4. Otros test estadisticos empleados

Para las comparaciones entre dos grupos se empled el test t de Student para las
variables que se ajustasen a una distribucion gaussiana, y el de U de Mann-Whitney
para las que no. Para el célculo de las prevalencias genotipicas se analizé el

cumplimiento del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para todos los andlisis estadisticos se usa como nivel de significacion un 5%. Todos

los andlisis se han hecho con SPSS version 20 y R version 2.15.1 (169).

3.6. PROGRAMAS INFORMATICOS

Para obtener los resultados de las magnitudes bioquimicas de los pacientes se emple6
el programa de laboratorio Omega 3000 (Roche Diagnostics). Para recoger la
informacion clinica se consulto la historia clinica del paciente en la estacion de trabajo
clinica del hospital (SAP) y las historias clinicas en formato papel de la Unidad de
Trasplante Hepatico (UTH). Ademas también se utilizaron los datos clinicos, analiticos
e histologicos (recogidos de forma prospectiva durante el seguimiento de los pacientes

con THO) en la base de datos informatizada Europa perteneciente a la UTH.

Para la interpretacion de los resultados de PCR a tiempo real se trabajé con el
programa iQ5 2.0 (Standard Edition Optical System Software V2.0, Bio-Rad).

Para el estudio estadistico se emple6 el programa SPSS version 20 y el programa
estadistico R, software version 2.15.1 (169).
3.7. DIRECCIONES DE INTERNET

Toda la informacion relativa a los polimorfismos en estudio proviene de la base de
datos de la National Center for Biotechnology Information (NCBI)- National Institutes of

Health (NIH) de Estados Unidos: http://www.ncbi.nim.nih.gov/.
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4.1. DESCRIPCION DE LA POBLACION

Datos demogréficos

Las caracteristicas demogréficas de la poblacion estudiada se representan en las
tablas 7 y 8, donde la edad (variable continua) se expresa en forma de media y
desviacion estandar, ya que la prueba de Kolmogorov-Smirnov constaté que seguia
una distribucion normal, y el sexo (variable categérica) se expresa en forma de
frecuencias (%).

Tabla7. Datos demogréficos de los pacientes receptores en el grupo CSA.

Tamafio muestral n=69

Edad, afios (media + SD) 55,2+9,1

Sexo:

Masculino 52 (75,4%)
Femenino 17 (24,6%)
Inmunosupresion CSA+Prednisona
Prednisona 90 d (% S/N) 56/44

Tipo de Donante:

Donante cadaver 68 (99%)
Donante vivo (domind) 1 (1%)

Enfermedad original (indicacion TH):

Cirrosis hepatica endlica 26 (38%)
Cirrosis hepatica VHC 26 (38%)
Cirrosis hepatica endlica + VHC 4 (6%)
Cirrosis biliar primaria 1 (1%)
Cirrosis biliar secundaria 2 (3%)
Cirrosis hepatica VHB 6 (9%)
Hepatitis fulminante 3 (4%)
Cirrosis hepatica criptogénica 1 (1%)
Raza Caucésica

Tabla 7. SD: desviacion estandar; d: dias; S: si; N: no; CSA: ciclosporina; TH:
trasplante hepatico; VHC: virus de la hepatitis C; VHB: virus de la hepatitis B.
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Grupo CSA (pacientes tratados con ciclosporina + prednisona), con un total de 69
pacientes seleccionados (de los 375 potenciales de los que se partia). La poblacion
seleccionada es de origen caucésico, con una media de edad de 55,2 + 9,1 afios
(hombres 75,4 % (n=52) y mujeres 24,6 % (n=17) (tabla 7).

Grupo TAC (pacientes tratados con tacrolimus + prednisona), con un total de 67
pacientes seleccionados (de los 154 potenciales de los que se partia). La poblacion
seleccionada es de origen caucasico, con una media de edad de 54,1 + 10,8 afios
(hombres 70,1 % (n=47) y mujeres 29,9 % (n=20)) (tabla 8).

Tabla 8. Datos demograficos de los pacientes receptores en el grupo TAC.

Tamafio muestral n=67
Edad, afios (media + SD) 54,1 +10,8
Sexo:

Masculino 47 (70.1%)
Femenino 20 (29,9%)
Inmunosupresion TAC<+Prednisona
Prednisona 90 d (% S/N) 79/21

Tipo de Donante:

Donante cadaver 65 (97%)
Donante vivo (domind) 2 (3%)

Enfermedad original (indicacion TH):

Cirrosis hepatica endlica 18 (27%)
Cirrosis hepatica VHC 31 (46%)
Cirrosis hepética endlica + VHC 5 (7%)
Cirrosis biliar primaria 2 (3%)
Cirrosis biliar secundaria 2 (3%)
Cirrosis hepatica VHB 1 (1%)
Hepatitis fulminante 2 (3%)
Polineuropatia amiloidética familiar 3 (5%)
Cirrosis hepatica criptogénica 3 (5%)
Raza Caucésica

Tabla 8. SD: desviacién estandar; d: dias; S: si; N: no; TAC: tacrolimus; TH:
trasplante hepatico; VHC: virus de la hepatitis C; VHB: virus de la hepatitis B.
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4.2. PREVALENCIA DE LAS VARIANTES SELECCIONADAS EN LOS
RECEPTORES Y EN LOS DONANTES DE LOS ORGANOS TRASPLA NTADOS

Para el estudio de la prevalencia se analizaron, para el grupo CSA y para el grupo
TAC, los siguientes SNPs:

- Grupo CSA:

e 1s2740574 (NM_017460.5:c.-392A>G) del gen CYP3A4 (CYP3A4*1/*1B)

e 1s35599367 (NM_017460.5:¢.522-191C>T) del gen CYP3A4 (CYP3A4*1/*22)
e 151045642 (NM_000927.4:c.3435C>T) del gen ABCB1.

* 152032582 (NM_000927.4:c.2677G>A/T) del gen ABCBL1.

- Grupo TAC:

e 1S776746 (NM_000777:c.6986A>G) del gen CYP3A5 (CYP3A5*1/*3).

«  rs35599367 (NM_017460.5:c.522-191C>T) del gen CYP3A4 (CYP3A4*1/+22).
e 151045642 (NM_000927.4:c.3435C>T) del gen ABCB1.

e 152032582 (NM_000927.4:¢.2677G>A/T) del gen ABCB1.

En las tablas 9 y 10 se muestran las frecuencias genotipicas obtenidas y la p
correspondiente a la prueba del cumplimiento del equilibrio de Hardy-Weinberg para
los dos grupos conjuntamente. Se considera que la poblacién estd en equilibrio si
p>0,05.
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Tabla 9. Frecuencias de los genotipos de las variantes estudiadas en donantes y

receptores en el grupo CSA.

Polimorfismo/Genotipo Receptores Donantes Total P
(n=69) (n=69) (n=138)
CYP3A4 c.-392A>G:
(*1/+1) /A 63 (91,3%) 58(84,0%) 121 (87,7%) 0,07
(*1/*1B) AIG 5 (7,2%) 10 (14,5%) 15 (10,9%)
(*1B/*1B) G/G 1 (1,5%) 1 (1,5%) 2 (1,4%)
CYP3A4 €.522-191C>T:
(*1/1) C/IC  65(94,2%) 67 (97,1%) 132 (95,7%) 0,79
(*1/¥22) CIT 4 (5,8%) 2 (2,9%) 6 (4,3%)
(*22/*22) T/IT 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
ABCB1 €.3435C>T:
C/IC 21 (30,4%) 16 (23,2%) 37 (26,8%) 0,46
C/T 35(50,8%) 38 (55,1%) 73 (52,9%)
T/T 13(18,8%) 15 (21,7%) 28 (20,3%)
ABCB1 €.2677G>T/A:
G/G 18 (26,1%) 24 (34,7%) 42 (30,5%) 0,22
GIT 34(49,3%) 35 (50,8%) 69 (50,0%)
T/IT  9(13,0%) 9 (13,0%) 18 (13,0%)
G/IA&T/IA 8 (11,6%) 1 (1,5%) 9 (6,5%)

p: p del equilibrio de Hardy-Weinberg correspondiente a la columna “Total”

Tabla 10. Frecuencias de los genotipos de las variantes estudiadas en donantes y

receptores en el grupo TAC.

Polimorfismo/Genotipo Receptores Donantes Total P
(n=67) (n=67) (n=134)
CYP3A5 C.6986A>G:
(*3/*3) G/IG 59 (88,1%) 54(80,6%) 113 (84,3%) 0,91
(*3/%1) GIA 7 (10,4%) 13 (19,4%) 20 (14,9%)
(*11) A/A - 1 (1,5%) 0 (0,0%) 1 (0,8%)
CYP3A4 €.522-191C>T:
(*1/#1) C/IC 57 (87,7%) 55(82,1%) 112 (84,8%) 0,35
(*1/%22) CIT 8 (12,3%) 12 (17,9%) 20 (15,2%)
(*22/*22) TIT 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
ABCB1 €.3435C>T:
C/IC 15(22,4%) 22 (32,8%) 37 (27,6%) 0,44
C/T 37(55,2%) 34 (50,8%) 71 (53,0%)
TT 15(22,4%) 11 (16,4%) 26 (19,4%)
ABCB1 C.2677G>T/A:
G/G 18(26,9%) 26 (39,4%) 44 (33,1%) 0,68
G/T 34(50,8%) 30 (45,5%) 64 (48,1%)
T/T 13 (19,3%) 7 (10,6%) 20 (15,0%)
G/A&T/A 2 (3,0%) 3 (4,5%) 5 (3,8%)

p: p del equilibrio de Hardy-Weinberg correspondiente a la columna “Total”
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Las distribuciones de frecuencias genotipicas para todos los polimorfismos estudiados
se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg, en ambos grupos. Se observan bajas
frecuencias para los alelos CYP3A4*1B (alelo G) y CYP3A5*1 (alelo A), con 2y 1
individuos portadores de dichos alelos en homocigosis en los grupos CSA y TAC,
respectivamente. Ademdas, no se han encontrado portadores de la variante
CYP3A4*22 (alelo T) en homocigosis en la poblacion estudiada para ninguno de los

dos grupos.

Para este estudio se decidi6 agrupar a los participantes como portadores o no
portadores de la variante para cada uno de los polimorfismos estudiados. Como se
puede observar, el nimero de homocigotos para el alelo minoritario para los genes
CYP es muy bajo o incluso nulo en la poblacién estudiada. Asi que en estos casos el
criterio de agrupacion en portadores y no portadores de la variante fue matematico. En
el caso del gen ABCB1, aunque los tres genotipos estaban bien representados, se
agruparon también en portadores y no portadores por homogeneidad del tratamiento
estadistico. Por lo tanto, en todos los casos se agruparon los pacientes heterocigotos
con los homocigotos para el alelo minoritario, formando el grupo de portadores de la
variante. Una vez creados los grupos, se realiz6 un estudio para eliminar posibles
valores aberrantes empleando el test estadistico de Grubbs. Se estudiaron los datos
relativos a las variables incluidas en el estudio, pero no se encontré ningun valor

aberrante.
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4.3. VARIABLES ESTUDIADAS

A continuacién se presentan las variables estudiadas divididas en 2 grupos: las
variables farmacocinéticas (relacionadas con la respuesta farmacocinética) y las

variables clinicas (relacionadas con la respuesta clinica).

4.3.1. Variables farmacocinéticas.

Tal como se desarrolla en el apartado 3.3 de material y métodos se han establecido
las variables farmacocinéticas, Dosis (D), Concentracion (C) y Concentracion relativa a
la Dosis (C/D) como indicadores de la exposicion a ciclosporina y tacrolimus. La
relacién de los SNPs mencionados en el apartado 3.2.3 de material y métodos con
estas variables se ha estudiado con el objetivo de identificar alguna influencia del

genotipo del paciente en sus resultados farmacocinéticos.

Como se explica en el apartado 3.5 de material y métodos, esta influencia se ha
estudiado para cada polimorfismo de forma individual y como interacciébn de dos
polimorfismos de forma conjunta, tanto para donantes como para receptores, en los

dias 3, 7, 14, 30 y 90 post-trasplante.

A continuacion se muestran las tablas, gréficas y figuras obtenidas, representando la
D, la C y la C/D de los pacientes para cada polimorfismo agrupandolos en subgrupos
en funcién del genotipo que presenten (portador vs no portador). Para el grupo CSA,
no ha sido posible realizar el estudio estadistico del SNP CYP3A4*1/*22 por tamafio
muestral insuficiente de alguno de los subgrupos, por lo que no aparecen tablas ni

gréficas de éste.

4.3.1.1. Efecto individual de cada polimorfismo sob re las variables

farmacocinéticas.

GRUPO CSA

Los resultados de las siguientes tablas representan medias + desviacion estandar y los
valores p que resultan del andlisis de la t de Student para grupos independientes.
Cuando la asuncién de homogeneidad de varianzas no se cumple se usa la correccion

sobre los grados de libertad de Welch.
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CYP3A4*1/*1B

Tabla 11. Influencia del polimorfismo CYP3A4*1/*1B sobre la dosis administrada de

CSA (D), su concentracion en sangre a las dos horas de su administracion (C,), y

sobre la ratio de su concentracion a las dos horas de su administracion y la dosis
administrada (C,/D).

Genotipo Receptor

Genotipo Donante

AA (n=63) AG+GG (n=6) p AA (n=58) AG+GG (n=11) p
(*1/*1) (*1/*1B + *1B/*1B) (*1/*1) (*1/*1B + *1B/*1B)

Dia 3

D’ 9,16 + 0,49 9,93+ 1,35 0,637 9,10 0,53 9,91+0,70 0,518
c’ 856,65 * 62,52 842,67 + 218,60 0,948 | 878,74 +68,78 734,55 + 91,65 0,377
c,/D¢ 106,84 + 8,64 116,49 + 54,33 0,764 112,68 + 10,33 81,82 £ 13,90 0,088
Dia 7

D 9,085 10,48 9,60+1,43 0,749 8,77 £ 0,47 11,01 +1,22 0,068
(o 1375,77 + 59,60 1296,00 + 77,14 0,429 | 1381,35% 62,64 1302,91 + 98,12 0,508
C,/D 186,00 + 17,14 156,86 + 31,70 0,609 | 193,57 +18,44 130,21 + 13,64 0,008
Dia 14

D 7,65 0,39 7,8811,26 0,862 7,38 £0,39 9,15+1,01 0,082
C, 1489,90 + 48,93 1528,50 £ 211,58 0,821 1475,91 £ 49,81 1583,46 + 147,02 0,501
C,/D 224,14 +11,30 221,60 + 45,36 0,948 | 229,32+11,73 195,91 + 29,37 0,264
Dia 30

D 5,69 0,26 4,90+ 1,05 0,413 5,65+0,27 5,53+0,75 0,866
C, 1393,84 £ 50,33 1361,50 + 205,99 0,852 1382,32 £49,82 1434,82 + 161,81 0,762
C,/D 270,95 + 14,53 275,45 + 57,33 0,933 | 269,61+ 14,83 280,59 + 41,92 0,779
Dia 90

D 4,12+0,19 3,94 0,59 0,789 | 4,063 +0,203 4,30 +0,36 0,625
C, 1197,10 +48,85 1172,83 £ 128,34 0,881 1166,70 £ 50,32 1338,64 + 102,69 0,165
C,/D 314,08 £ 14,45 324,62 + 23,26 0,832 313,13 £ 15,62 324,26 £ 18,16 0,646

2 (mg/kg/ dia); ® (ng/mL); ¢ (ng/mL)/(mg/kg/dia)

No se observan diferencias con significacion estadistica para ninguna de las variables

cuando se comparan segun el genotipo del receptor.

Cuando se comparan segun el genotipo del donante, se observan diferencias

significativas entre los portadores y los no portadores para la C,/D en el dia 7

(p=0,008). En los dias 3, 14, 30 y 90 no se observan diferencias con significacion

estadistica para ninguna de las variables (tabla 11).
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ABCB1 ¢.3435C>T

Tabla 12. Influencia del polimorfismo ABCB1 ¢.3435C>T sobre la dosis administrada

de CSA (D), su concentracion en sangre a las dos horas de su administracion (C,), y

sobre la ratio de su concentracion a las dos horas de su administracion y la dosis
administrada (C,/D).

Genotipo Receptor

Genotipo Donante

CC (n=21) CT+TT (n=48) p CC (n=16) CT+TT (n=53) p

Dia 3

D’ 8,57 £ 0,63 9,51 +0,60 0,345 8,74 £ 0,67 9,38 £ 0,56 0,556
Czb 765,95 £ 91,45 895,38 + 75,92 0,320 1021,25 + 134,43 804,39 £ 65,29 0,124
CZ/DC 105,05 + 15,01 108,87 + 11,30 0,846 123,64 + 18,15 102,78 £ 10,39 0,330
Dia 7

D 8,34+0,78 9,48 + 0,55 0,248 8,20+ 0,86 9,41 +£0,52 0,259
C, 1444,71+ 87,48 1335,65 + 68,87 0,364 1336,75 £ 103,00 1378,53 + 64,66 0,750
C,/D 217,75 £ 36,00 168,47 £ 16,34 0,155 227,86 £ 51,46 170,07 £ 13,54 0,292
Dia 14

D 6,69 + 0,66 8,09+0,44 0,084 7,71£0,75 7,6510,43 0,950
C, 1534,86 + 95,60 1474,75 £ 54,89 0,565 1466,44 £ 107,88 1501,58 + 53,52 0,758
C,/D 262,29 + 21,95 206,77 £ 11,73 0,018 214,42 + 21,45 226,84 + 12,77 0,633
Dia 30

D 5,30+0,52 5,79+0,28 0,366 5,58 +£0,55 5,65+0,28 0,900
C, 1426,75 £ 85,67 1375,70 £ 59,77 0,636 1408,06 = 105,52 1385,57 + 55,56 0,846
C,/D 301,128 £ 27,50 258,04 + 15,88 0,156 278,24 £ 29,14 269,03 + 16,08 0,779
Dia 90

D 4,08 £0,33 4,11+0,21 0,923 3,97 +£0,32 4,14 +£0,21 0,673
C, 1212,45 + 98,54 1187,47 £ 50,58 0,805 1200,13 + 76,08 1193,29 + 55,45 0,950
C,/D 332,12 £31,31 307,33 £13,62 0,475 331,03 £29,04 309,79 £ 15,15 0,502

2 (mg/kg/dia); ® (ng/mL); ¢ (ng/mL)/(mg/kg/dia)

Segun el genotipo del receptor, se observan diferencias estadisticamente significativas

entre los portadores y los no portadores para la C,/D en el dia 14 (p=0,018). En los

dias 3, 7, 30 y 90 no se observan diferencias con significacion estadistica para

ninguna de las variables.

Segun el genotipo del donante no se observan diferencias con significacion estadistica

para ninguna de las variables (tabla 12).
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ABCB1 c.2677G>T/A

Tabla 13. Influencia del polimorfismo ABCB1 ¢.2677G>T/A sobre la dosis administrada
de CSA (D), su concentracion en sangre a las dos horas de su administracion (C,), y
sobre la ratio de su concentracion a las dos horas de su administracion y la dosis
administrada (C,/D).

Genotipo Receptor Genotipo Donante
GG GT+GA+TA+TT p GG GT+GA+TA+TT p
(n=18) (n=51) (n=24) (n=45)

Dia 3

D’ 8,08 +0,68 9,64 £0,57 0,132 9,06 + 0,80 9,31+0,56 0,799
c’ 755,89 + 99,60 891,24 + 72,67 0,321 863,39+108,01 | 851,33+72,67 0,925
C,/D° 106,83 + 10,78 106,83 + 10,78 0,875 112,43 + 16,57 105,27 + 10,80 0,710
Dia 7

D 8,13 £0,87 9,48 £ 0,52 0,187 8,71+0,71 9,35+0,58 0,505
C, 1310,94 + 107,55 1389,28 + 64,07 0,534 1281,58 + 87,89 | 1415,38+69,43 0,248
C,/D 210,23 + 42,48 174,03 £ 15,50 0,320 192,90 + 35,72 178,44 + 15,48 0,668
Dia 14

D 6,94 + 0,69 7,92 +0,44 0,251 8,20 £ 0,59 7,38 0,48 0,296
C, 1490,83 + 119,15 1494,20 + 49,73 0,979 1535,83 +£82,56 | 1470,11+58,95 0,515
C,/D 243,57 + 25,08 216,83 + 11,83 0,284 208,33 + 16,09 232,42 + 14,41 0,296
Dia 30

D 5,50 £ 0,65 5,68 +0,26 0,794 5,77 £0,43 5,56 £0,31 0,689
C, 1446,94 + 92,87 1371,90 £ 57,61 0,508 1409,67 + 84,78 | 1380,49 60,31 0,777
C,/D 304,65 + 32,43 260,41 + 15,11 0,175 264,89 + 21,29 275,05 + 18,50 0,693
Dia 90

D 3,88+0,38 4,17 £0,20 0,492 3,98 £0,26 4,18 £ 0,24 0,579
C, 1188,61 + 106,76 1197,25 £ 49,41 0,934 1158,58 £ 80,97 | 1215,21+55,49 0,556
C,/D 342,79 * 36,49 306,04 + 13,31 0,357 303,59 + 22,21 322,09 + 16,88 0,506

2 (mg/kg/dia); ® (ng/mL); ¢ (ng/mL)/(mg/kg/dia)

Para el grupo de pacientes estudiado, no se observan diferencias con significacién
estadistica entre ser portador y ser no portador, para ninguna de las variables, ni
cuando se estudian segun el genotipo del receptor ni cuando se estudian segun el

genotipo del donante (tabla 13).
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GRAFICAS DE SEGUIMIENTO EN EL TIEMPO

A continuacién se muestran las graficas de seguimiento a lo largo del tiempo obtenidas
aplicando el modelo lineal mixto. Los resultados de las siguientes graficas muestran de
una forma muy visual si hay diferencias con significacion estadistica entre genotipos
para las variables D, C y C/D a lo largo del tiempo, y se cuantifica mediante el
parametro p-snp (p<0,05). Ademas también se muestra el parametro p-int, que informa
sobre la interaccion entre el SNP y el tiempo. Si la interaccion no es significativa (p-
int>0,05) nos indicaria, en caso de que el SNP tuviese un efecto significativo (p-
snp<0,05), que este efecto es constante en el tiempo. Si, por el contrario, la
interaccion resulta significativa, indica que el efecto del SNP sobre la concentracion es

diferente en funcion del momento en el que se recoge esta medida.

CYP3A4*1/*1B

Grafica 1. Influencia del polimorfismo CYP3A4*1/*1B, sobre la dosis administrada de
CSA (D), su concentracién en sangre a las dos horas de su administracion (C,), y
sobre la ratio de su concentracion a las dos horas de su administracién y la dosis
administrada (C,/D).

CYP3A4"1A/*1B (recipients) CYP3A4*1A/*1B (donors)

Dosage
Dosage

~.,
— e

i1z

p-int=0.8941, p-snp=0.7226 p-int=0.3622, p-snp=0.1790
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CYP3A4'1A/*1B (recipients) CYP3A4*1A/*1B (donors)

- = AA - = AA
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1
1
»

p-int=0.9996, p-snp=0.8236 p-int=0.5869, p-snp=0.7553

CYP3A4*1AI"1B (recipients) CYP3A4*1A/"1B (donors)
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1
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200
NN\,
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200
1
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150
1

150
1
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1
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1

p-int=0.9994, p-snp=0.8738 p-int=0.2969, p-snp=0.3576

AA: grupo de pacientes no portadores; AG+GG: grupo de pacientes portadores; p-snp:
parametro que indica si existe significacion estadistica entre las variables D, C, y C,/D y el
genotipo; p-int: parametro que indica si la significacion estadistica de p-snp es constante en el

tiempo (p>0,05);

Para el grupo de pacientes estudiado, no se observan diferencias con significacion
estadistica entre ser portador y ser no portador para ninguna de las variables, ni
cuando se estudian segun el genotipo del receptor ni cuando se estudian segun el

genotipo del donante (grafica 1).
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Los perfiles de las curvas de las gréficas, en general, muestran una disminucion
progresiva de las D a lo largo del tiempo que se acompafan de una disminucion de las
C, (donde sélo las D parece que tienden a estabilizarse). Las C,/D muestran una
tendencia a hacerse constantes a los 3 meses. Ademas, las curvas son casi
coincidentes para las 3 variables en el grupo de pacientes tanto cuando son

estudiados segun el genotipo del receptor como del donante.

ABCB1 c.3435C>T

Gréfica 2. Influencia del polimorfismo ABCB1 ¢.3435C>T sobre la dosis administrada
de CSA (D), su concentracion en sangre a las dos horas de su administracion (C,), y
sobre la ratio de su concentracion a las dos horas de su administracion y la dosis
administrada (C,/D).

ABCB1 3435C>T (recipients) ABCB1 3435C>T (donors)

A CT+TT A CT+TT
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p-int=0.4028, p-snp=0.1510 p-int=0.4998, p-snp=0.5457
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Concentration

Concentration/Dosage

ABCB1 3435C>T (recipients)
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p-int=0.3099, p-snp=0.6929
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p-int=0.5356, p-snp=0.0720
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ABCB1 3435C>T (donors)

A CT+TT

p-int=0.2560, p-snp=0.5819

ABCB1 3435C>T (donors)

A CT+TT

20 40 60 80

p-int=0.8647, p-snp=0.3551

CC: grupo de pacientes no portadores; CT+TT: grupo de pacientes portadores; p-shp:
parametro que indica si existe significacion estadistica entre las variables D, C y C/D vy el
genotipo; p-int: parametro que indica si la significacion estadistica de p-snp es constante en el

tiempo (p>0,05).

Para el grupo de pacientes estudiado, no se observan diferencias con significacion
estadistica entre ser portador y ser no portador para ninguna de las variables, ni
cuando se estudian segun el genotipo del receptor ni cuando se estudian segun el
genotipo del donante (grafica 2). Sin embargo, cabe destacar que, segun el genotipo

receptor, la C,/D presenta una tendencia a la significacion (p-snp=0,07), es decir que
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los portadores tienden a presentar C,/D més bajas, y que esa tendencia es constante

a lo largo del tiempo (p-int>0,05).

Los perfiles de las curvas de las gréficas, en general, muestran una disminucion
progresiva de las D a lo largo del tiempo que se acompafan de una disminucion de las
C,. Las C,/D muestran un aumento importante al principio que tiende a estabilizarse a
los 3 meses. Ademas, en el grupo de pacientes estudiados segun el genotipo del
receptor, para este ultimo parametro se hace visible la diferencia entre los portadores y

no portadores.

ABCB1 c.2677G>T/A

Gréfica 3. Influencia del polimorfismo c.ABCBl1 2677G>T/A, sobre la dosis
administrada de CSA (D), su concentracion en sangre a las dos horas de su
administracion (C,), y sobre la ratio de su concentracion a las dos horas de su

administracion y la dosis administrada (C.,/D).

ABCB1 2677G>T/A (recipients) ABCB1 2677G>T/A (donors)
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p-int=0.2012, p-snp=0.1377 p-int=0.9032, p-snp=0.9663
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GG: grupo de pacientes no portadores; GT+GA+TA+TT: grupo de pacientes portadores; p-snp:
parametro que indica si existe significacion estadistica entre las variables D, C y C/D vy el
genotipo; p-int: parametro que indica si la significacion estadistica de p-snp es constante en el

tiempo (p>0,05).

Para el grupo de pacientes estudiado, no se observan diferencias con significacion
estadistica entre ser portador y ser no portador para ninguna de las variables, ni
cuando se estudian segun el genotipo del receptor ni cuando se estudian segun el

genotipo del donante (grafica 3).

Los perfiles de las curvas de las gréficas, en general, muestran una disminucion

progresiva de las D a lo largo del tiempo que se acompafan de una disminucion de las
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C,. Las C,/D muestran un aumento importante al principio que tiende a estabilizarse
hacia los 3 meses. Ademas, segun el genotipo del receptor, para este ultimo
parametro se hace ligeramente visible la diferencia entre portadores y no portadores

(sin significacion estadistica).

GRUPO TAC

Los resultados de las siguientes tablas representan medias + desviacion estandar y los
valores p que resultan del andlisis de la t de Student para grupos independientes.
(Nota estadistica: cuando la asuncién de homogeneidad de varianzas no se cumple se

usa la correccién sobre los grados de libertad de Welch).

CYP3A5*1/*3

Tabla 14. Influencia del polimorfismo CYP3A5*1/*3 sobre la dosis administrada de
TAC (D), su concentracion basal en sangre (C), y sobre la ratio de su concentracion

basal y la dosis administrada (C/D).

Genotipo Receptor Genotipo Donante
GG (n=59) GA+AA (n=8) p GG (n=54) GA+AA (n=13) P
(*3/*3) (*3/*3 + *1/*1) (*3/*3) (*3/*3 + *1/*1)

Dia 3

D’ 0,10 £0,01 0,09 +0,02 0,710 0,10 £0,01 0,10 £0,01 0,608
c® 10,58+ 0,88 8,86 1,49 0,498 11,06 £ 0,88 7,85+ 1,74 0,101
c/p¢ 135,21+ 17,80 151,24 + 70,87 0,774 141,72 + 18,28 119,31 + 48,18 0,605
Dia 7

D 0,14 £0,01 0,15+ 0,03 0,579 0,14 £0,01 0,15 0,02 0,504
C 9,53 £0,56 7,63 1,40 0,233 9,79 £ 0,60 7,31+0,79 0,057
c/D 87,06 + 9,30 60,24 + 18,57 0,333 88,95 + 9,72 59,56 + 14,81 0,207
Dia 14

D 0,15 +0,01 0,20 £0,03 0,119 0,15 0,01 0,18 £0,03 0,181
C 11,52 40,62 11,50+ 1,79 0,992 11,53 40,63 11,46 1,51 0,962
c/D 93,26 + 7,90 68,36 + 9,47 0,064 92,26 7,96 81,85+ 17,17 0,599
Dia 30

D 0,15 +0,01 0,18 +0,02 0,099 0,15 +0,01 0,17 £0,03 0,460
C 11,90+ 0,71 11,00+ 1,73 0,664 12,35+0,79 9,46 + 0,75 0,011
c/D 115,97 £ 20,11 72,76 + 15,12 0,452 119,26 * 21,37 71,07 +11,57 0,032
Dia 90

D 0,13 0,01 0,16 +0,02 0,313 0,13 +0,01 0,16 £0,09 0,249
C 12,33+0,62 14,25 + 2,04 0,293 12,62 40,66 12,33 +1,45 0,852
c/D 120,89 + 13,57 105,16 + 22,79 0,677 126,25 * 14,55 90,52 + 16,78 0,024

2 (mgl/kg/day); ® (ng/mL); ¢ (ng/mL)/(mg/kg/day)
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Para el grupo de pacientes estudiado, no se observan diferencias con significacion
estadistica entre ser portador y ser no portador (*3/*3) para ninguna de las variables,

cuando se estudian segun el genotipo del receptor.

Segun el genotipo del donante, se observan diferencias estadisticamente significativas
entre los portadores y no portadores, para la C en el dia 30 (p=0,01) y para la C/D en
los dias 30 y 90 (p=0,03 y p=0,02, respectivamente). Se observa que las C/D son mas
altas en el grupo de no portadores. En los dias 3, 7 y 14 no se observan diferencias

con significacidn estadistica para ninguna de las variables (tabla 14).

CYP3A4*1/*22

Tabla 15. Influencia del polimorfismo CYP3A4*1/*22 (portadores CT) sobre la dosis
administrada de TAC (D), su concentracion basal en sangre (C), y sobre la ratio de su

concentracion basal y la dosis administrada (C/D).

Genotipo Receptor Genotipo Donante
CC (n=57) CT (n=8) p CC (n=55) CT (n=12) p

Dia 3

D’ 0,10 + 0,006 0,09 0,012 0,390 0,10 + 0,042 0,09 + 0,030 0,449
c® 10,46 + 0,86 11,67 2,50 0,660 10,48 £ 0,92 10,00+ 1,58 0,814
c/D° 130,63 £17,22 224,31+ 89,61 0,349 139,49 + 20,86 126,75 + 25,43 0,776
Dia 7

D 0,14 £ 0,009 0,14 £ 0,029 0,796 0,14 £0,010 0,13 £0,015 0,791
C 9,04 0,50 12,00+ 2,36 0,265 9,56 + 0,60 8,17 £0,83 0,302
c/D 84,99 + 9,84 87,80 + 18,87 0,915 88,49 + 10,17 64,57 £ 9,53 0,096
Dia 14

D 0,16 £ 0,011 0,13+0,021 0,231 0,16 £ 0,011 0,14 £0,014 0,550
C 11,46 0,63 13,00+ 1,83 0,418 11,83 40,67 10,08 £ 1,10 0,190
c/D 90,85 + 8,04 94,69 + 17,98 0,862 93,21+ 8,14 78,56 + 14,93 0,440
Dia 30

D 0,15+0,011 0,14 £0,021 0,524 0,15+0,011 0,16 £ 0,015 0,645
C 11,47 £ 0,68 15,13 42,42 0,076 12,1140,78 10,33 40,82 0,127
c/D 110,03 + 21,50 128,76 + 28,80 0,718 118,17 £ 20,98 71,17 £ 8,68 0,354
Dia 90

D 0,14 +0,011 0,12 +0,027 0,551 0,13+0,012 0,15+0,019 0,498
C 12,5140,61 13,384 2,42 0,640 12,354 0,66 13,80+ 1,34 0,382
c/D 117,63 £ 13,76 134,20 £ 32,25 0,644 122,87 £13,91 95,51 + 16,64 0,438

2 (mgl/kg/day); ° (ng/mL); ¢ (ng/mL)/(mg/kg/day)

Para el grupo de pacientes estudiado, no se observan diferencias con significacion

estadistica entre ser portador y ser no portador para ninguna de las variables, ni
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cuando se estudian segun el genotipo del receptor ni cuando se estudian segun el

genotipo del donante (tabla 15).

ABCB1 ¢.3435C>T

Tabla 16. Influencia del polimorfismo ABCB1 ¢.3435C>T sobre la dosis administrada

de TAC (D), su concentracién basal en sangre (C), y sobre la ratio de su concentracion

basal y la dosis administrada (C/D).

Genotipo Receptor

Genotipo Donante

CC (n=15) CT+TT (n=52) p CC (n=22) CT+TT (n=45) p

Dia 3

D’ 0,10+0,01 0,10+0,01 0,757 0,10+0,01 0,10+0,01 0,459
c® 9,67 1,24 10,62 + 0,98 0,613 9,40 1,31 10,86 + 1,00 0,397
c/D° 123,99 + 28,06 141,18 + 21,34 0,677 117,65 + 31,66 146,25 + 21,03 0,448
Dia 7

D 0,12 £+ 0,02 0,14 +£0,01 0,276 0,16 £ 0,01 0,13+0,01 0,068
C 9,87 +0,77 9,14 + 0,63 0,560 8,46 £ 0,58 9,73+0,72 0,251
c/D 99,62 + 10,68 79,82 + 10,50 0,344 56,68 5,30 97,50 + 11,91 0,003
Dia 14

D 0,14 £ 0,02 0,16 £ 0,01 0,309 0,19 + 0,06 0,14 + 0,01 0,012
c 11,67 £ 1,44 11,47 £ 0,63 0,889 10,7340,91 11,90%0,75 0,344
Cc/D 107,97 £ 14,92 85,85+ 8,12 0,209 74,20 £ 14,25 97,73 £ 8,09 0,133
Dia 30

D 0,12 +0,02 0,16 +0,01 0,100 0,20 + 0,02 0,13 + 0,01 <0,001
C 12,73 +1,33 11,52 +0,77 0,450 11,00 £ 0,98 12,78 £ 0,86 0,408
c/D 136,45+ 29,34 103,65 + 21,63 0,451 65,79 £ 12,01 127,33 £ 23,60 0,133
Dia 90

D 0,10 +0,02 0,14 +0,01 0,114 0,18 £ 0,02 0,11 +0,01 0,015
c 12,00 1,14 12,74 0,70 0,604 11,77 +1,08 13,004 0,71 0,342
c/D 144,83 £ 32,12 112,33 +12,84 0,287 74,92 + 15,89 138,39 + 15,06 0,015

2 (mg/kg/day); ® (ng/mL); ¢ (ng/mL)/(mg/kg/day)

Para el grupo de pacientes estudiado, no se observan diferencias con significacién

estadistica entre ser portador y ser no portador para ninguna de las variables, cuando

se estudian segun el genotipo del receptor.

Segun el genotipo del donante se observan diferencias estadisticamente significativas

entre los portadores y no portadores para la D en los dias 14, 30 y 90 (p=0,012,

p<0,001 y p=0,015, respectivamente) y para la C/D en los dias 7 y 90 (p=0,003 y

p=0,015, respectivamente). Se observa que las C/D son mas altas en el grupo de los

portadores. En el dia 3 no se observan diferencias con significacion estadistica para

ninguna de las variables (tabla 16).
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ABCB1 c.2677G>T/A

Tabla 17. Influencia del polimorfismo ABCB1 ¢.2677G>T/A sobre la dosis administrada

de TAC (D), su concentracion basal en sangre (C), y sobre la ratio de su concentracion

basal y la dosis administrada (C/D).

Genotipo Receptor Genotipo Donante
GG (n=18) GT+GA+TA+TT p GG (n=26) GT+GA+TA+TT p
(n=49) (n=40)

Day 3

D* 0,11 £0,01 0,10 £ 0,01 0,417 0,10 £ 0,01 0,10 £ 0,01 0,548
(o 8,72 £1,15 11,07 1,01 0,183 9,58 +1,16 11,14+ 1,11 0,340
c/D¢ 103,55 + 24,17 150,72 22,36 0,223 111,26 + 17,90 158,67 + 27,56 0,155
Day 7

D 0,14 £0,01 0,14 £0,01 0,824 0,16 £ 0,02 0,12 +0,01 0,027
C 8,89 £0,83 9,46 0,65 0,629 8,15 + 0,47 10,08 * 0,80 0,043
c/D 75,02 +9,71 87,56 +11,21 0,519 68,21 +13,51 94,88 + 11,16 0,137
Day 14

D 0,17 £0,02 0,15 +0,01 0,305 0,19 £ 0,02 0,14 +0,01 0,013
C 11,06 + 1,24 11,69 + 0,66 0,633 11,08 0,78 11,80 + 0,85 0,534
c/D 80,48 + 10,89 94,29 + 8,97 0,400 82,04 + 13,48 95,72 £8,21 0,361
Day 30

D 0,17 £0,02 0,15 +0,01 0,438 0,19 £ 0,02 0,13 +0,01 0,008
C 13,56 + 1,25 11,14 £ 0,77 0,107 13,27+ 1,13 10,95+ 0,80 0,091
c/D 116,49 + 20,78 109,13 + 22,64 0,859 98,19 + 19,12 118,27 + 26,04 0,597
Day 90

D 12,96 + 0,03 0,14 £0,01 0,777 0,16 £ 0,02 0,12 £0,01 0,107
C 13,22 40,98 12,31+0,74 0,501 13,96 + 0,99 11,77 £ 0,73 0,075
c/D 145,31 + 33,47 110,42 + 11,96 0,343 135,45 + 27,72 109,39 + 10,70 0,390

2 (mg/kg/day); ® (ng/mL); ¢ (ng/mL)/(mg/kg/day)

Para el grupo de pacientes estudiado, no se observan diferencias con significacién
estadistica entre ser portador y ser no portador para ninguna de las variables, cuando

se estudian segun el genotipo del receptor.

Segun el genotipo del donante, se observan diferencias estadisticamente significativas
entre los portadores y no portadores para la D en los dias 7, 14 y 30 (p=0,027,
p=0,013 y p=0,008, respectivamente) y para la C en el dia 7 (p=0,043). En los dias 3 y
90 no se observan diferencias con significacion estadistica para ninguna de las

variables (tabla 17).

112



GRAFICAS DE SEGUIMIENTO EN EL TIEMPO

A continuacién se muestran las graficas de seguimiento a lo largo del tiempo obtenidas
aplicando el modelo lineal mixto. Los resultados de las siguientes graficas muestran de
una forma muy visual si hay diferencias con significacion estadistica entre genotipos
para las variables D, C y C/D a lo largo del tiempo, y se cuantifica mediante el
parametro p-snp (p<0,05). Ademas también se muestra el pardmetro p-int, que informa
sobre la interaccion entre el SNP y el tiempo. Si la interaccion no es significativa (p-
int>0,05) nos indicaria, en caso de que el SNP tuviese un efecto significativo (p-
snp<0,05), que este efecto es constante en el tiempo. Si, por el contrario, la
interaccion resulta significativa, indica que el efecto del SNP sobre la concentracion es

diferente en funcion del momento en el que se recoge esta medida.

CYP3A5*1/*3

Grafica 4. Influencia del polimorfismo CYP3A5*1/*3 sobre la dosis administrada de
TAC (D), su concentracion basal en sangre (C), y sobre la ratio de su concentracién

basal y la dosis administrada (C/D).
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GG: grupo de pacientes no portadores (*3/*3); GA+AA: grupo de pacientes portadores (*1/*1 +
*1/*3); p-snp: parametro que indica si existe significacion estadistica entre las variables D, C y
C/D y el genotipo; p-int: parametro que indica si la significacion estadistica de p-snp es

constante en el tiempo (p>0,05).

Para el grupo de pacientes estudiado, no se observan diferencias con significacion
estadistica entre ser portador y ser no portador para ninguna de las variables, cuando

se estudian segun el genotipo del receptor.

Segun el genotipo del donante, se observan diferencias con significacion estadistica
entre genotipos para las variables C y C/D (p-snp=0,04 y p-snp=0,05,

respectivamente), y para ambos dichas diferencias son constantes en el tiempo (p-
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int>0,05). Los portadores presentan C y C/D mas bajas que los no portadores (grafica
4).

Los perfiles de las curvas de las graficas, muestran un comportamiento similar en los
pacientes tanto cuando son estudiados segun el genotipo del donante como el del
receptor. Para la C, destaca la diferencia entre genotipos que tiende a desaparecer a
los 3 meses, a pesar de las diferencias mantenidas en las D administradas en funcion
del genotipo. En cuanto a las C/D, se observa una diferencia mayor entre ser portador

0 no cuando se miran segun el genotipo del donante, llegando a ser significativo.

CYP3A4*1/*22

Gréfica 5. Influencia del polimorfismo CYP3A4*1/*22 (portadores CT) sobre la dosis
administrada de TAC (D), su concentracion basal en sangre (C), y sobre la ratio de su

concentracion basal y la dosis administrada (C/D).

Dosage

010 012 014 016 018 0.20

0.08

CYP3A4°22 (recipients)

Iﬁ

Dosage

p-int=0.8805, p-snp=0.5110

80

115

010 012 014 016 018 0.20

0.08

CYP3A4*22 (donors)

Ae
[

Iﬁ

—a

p-int=0.9858, p-snp=0.8513



CYP3A4'22 (recipients) CYP3A4°22 (donors)

3 N N
@4 / . P 24
N T . .

o] at a o N\ A

o e \. V2 = .7 NN ././
S \ - s 5 "~ ~ //
g ¢4 . - s ¢4 \ - — .
£ - AN -/' 8 [] 3 R s
. \ T - 2 N\ N e
524\ IR "

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Day Day
p-int=0.9297, p-snp=0.0591 p-int=0.8235, p-snp=0.3722
CYP3A4°22 (recipients) CYP3A4*22 (donors)

180
1
180
1

160
1
160
1

Concentration/Dosage
120
1
» \
/
N
!
»
|
»
|
1
Concentration/Dosage
120
1
»
-
|
\
\
-

100
1

80 100
1 1
N\
80
1
» \
\>
\
[
|
i
i
|
\
\
\b
|
\

60
1
60
1

p-int=0.3510, p-snp=0.3435 p-int=0.9927, p-snp=0.3560

CC: grupo de pacientes no portadores; CT: grupo de pacientes portadores; p-snp: parametro
que indica si existe significacion estadistica entre las variables D, C y C/D y el genotipo; p-int:

parametro que indica si la significacion estadistica de p-snp es constante en el tiempo (p>0,05).

Para el grupo de pacientes estudiado, no se observan diferencias con significacion
estadistica entre ser portador y ser no portador para ninguna de las variables, ni
cuando se estudian segun el genotipo del receptor ni cuando se estudian segun el
genotipo del donante (grafica 5). Sin embargo, cabe destacar, que para la variable C
en el grupo de pacientes cuando son estudiados segun el genotipo receptor se

observan diferencias entre genotipos con una tendencia a la significacion (p-
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snp=0,06); ademas, dicha tendencia es constante a lo largo del tiempo (p-int>0,05).

Los portadores presentan C mas altas que los no portadores.

ABCB1 ¢.3435C>T

Gréfica 6. Influencia del polimorfismo ABCB1 ¢.3435C>T sobre la dosis administrada

de TAC (D), su concentracion basal en sangre (C), y sobre la ratio de su concentracion

basal y la dosis administrada (C/D).
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CC: grupo de pacientes no portadores; CT+TT: grupo de pacientes portadores; p-shp:
parametro que indica si existe significacion estadistica entre las variables D, C y C/D vy el
genotipo; p-int: parametro que indica si la significacion estadistica de p-snp es constante en el

tiempo (p>0,05).

Para el grupo de pacientes estudiado, no se observan diferencias con significacion
estadistica entre ser portador y ser no portador para ninguna de las variables, cuando

se estudian segun el genotipo del receptor.

Segun el genotipo del donante, se observan diferencias con significacion estadistica
D y C/D (p-snp<0,05 y p-snp=0,03,

respectivamente). Para la variable D, dichas diferencias se observan en los dias 14, 30

entre genotipos para las variables

y 90 (p-int<0,05), donde los portadores muestran D mas bajas que los no portadores.

Para la variable C/D, dichas diferencias son constantes en el tiempo (p-int>0,05), y los

portadores muestran C/D mas altas que los no portadores (gréfica 6).

ABCBL1 c.2677G>T/A

Grafica 7. Influencia del polimorfismo ABCB1l c¢.2677G>T/A sobre la dosis
administrada de TAC (D), su concentracion basal en sangre (C), y sobre la ratio de su

concentracion basal y la dosis administrada (C/D).
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GG: grupo de pacientes no portadores; GT+GA+TA+TT: grupo de pacientes portadores; p-snp:
parametro que indica si existe significacién estadistica entre las variables D, Cy C/D y el
genotipo; p-int: parametro que indica si la significacion estadistica de p-snp es constante en el
tiempo (p>0,05).

Para el grupo de pacientes estudiado, no se observan diferencias con significacién
estadistica entre ser portador y ser no portador para ninguna de las variables, cuando

se estudian segun el genotipo del receptor.

Segun el genotipo del donante, se observan diferencias con significacion estadistica
entre genotipos para las variables D y C (p-snp<0,05). Para la variable D, dichas
diferencias se observan en los dias 14, 30 y 90 (p-int<0,05), donde como se puede
observar en la gréfica los portadores muestran D mas bajas que los no portadores. En
cuanto a la variable C, dichas diferencias se observan en los dias 30 y 90 (p-int<0,05),
donde los portadores muestran concentraciones mas bajas que los no portadores

(gréfica 7).

En general, las graficas muestran una mayor diferencia entre portadores y no
portadores para las variables D, C y C/D, cuando los pacientes son estudiados segun
el genotipo del donante que segun el genotipo receptor. Para la C/D no llegan a ser

significativas.

4.3.1.2. Estudio multivariante de medidas repetidas para las variables

farmacocinéticas

Se analiza si la influencia de los SNP sobre las variables farmacocinéticas mantiene o
no la significacién estadistica, después de incluir las posibles variables confusoras en
el analisis (descritas en el apartado 3.5.2.2 de material y métodos). Este modelo,
ademas contempla la dependencia de las observaciones en diferentes momentos del
seguimiento de un mismo individuo, incluyendo al individuo como efecto aleatorio (tal y
como se detalla en el apartado 3.5.2.2 de material y métodos). En las tablas se
muestran las variantes genéticas que influyen sobre las variables farmacocinéticas (D,
C y C/D) y el parametro “estimacion del efecto” después de incluir a las variables
confusoras en el modelo. Este parametro indica el peso y el sentido de la influencia (si

la hay) para cada variable.
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En el grupo CSA no ha sido posible establecer ningin modelo multivariante ya que
ningan polimorfismo tiene una influencia significativa en las variables farmacocinéticas,

ni por si sélo ni en conjunto con otros.

Para el grupo TAC se obtienen los siguientes modelos multivariantes, para cada una

de las variables:
Variable Dosis

En la tabla 18 se muestran las variantes genéticas que tienen influencia sobre la Dosis
administradas de tacrolimus, y la estimacién de su efecto. En concreto, el parametro
estimacion del efecto nos informa a nivel cuantitativo, de qué orden es la diferencia
que existe entre las dosis medias observadas entre ambos grupos de pacientes (entre
los portadores y no portadores) después de haber tenido en cuenta en el modelo las

variables confusoras.

Tabla 18. Variantes genéticas que influyen sobre la Dosis y la estimacion de su efecto

en el modelo multivariante de medidas repetidas.

Estimacion Desviacion |
Efecto * Estandar valorp
d3: (CT+TT) — (CC) -0,002 0,015 0,885
d7: (CT+TT) — (CC) -0,026 0,030 0,143
3435C>T_DTE | d14: (CT+TT) — (CC) -0,043 0,031 0,011
d30: (CT+TT) — (CC) -0,058 0,032 0,001
d90: (CT+TT) — (CC) -0,052 0,032 0,003

DTE: donante; d: dia; * (mg/kg/ dia).

Los resultados indican que la variante ¢.3435C>T presente en el donante mantiene su
efecto significativo sobre la variable dosis, y que ademas este efecto varia en el
tiempo. Los individuos que recibieron injertos de donantes portadores (genotipo
CT+TT) recibieron dosis un 33% mas bajas a partir de la segunda semana post-
trasplante (dia 14) (unos 0,051 mg/kg/dia) respecto a los no portadores (genotipo CC).
La dosis media fue de 0,156 mg/kg/dia.

La influencia del SNP ¢.2677G>T/A del donante sobre la Dosis, pierde su significacion

estadistica cuando se corrige por las variables confusoras.
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Variable Concentracion:

En la tabla 19 se muestran las variables que tienen influencia sobre la Concentracion
de TAC en sangre, y la estimacion de su efecto. En concreto, el parametro estimacion
del efecto nos informa a nivel cuantitativo, de qué orden es la diferencia que existe
entre las concentraciones medias observadas entre ambos grupos de pacientes (entre
los portadores y no portadores) después de haber tenido en cuenta en el modelo las
variables confusoras.

Tabla 19. Variables que influyen sobre la Concentracién de tacrolimus y la estimacion

de su efecto en el modelo multivariante de medidas repetidas.

Variables Categorias Estim acion | Desviacion valor
9 Efecto* Estandar P
CYP3A5*1/*3_DTE | (GA+AA) - (GG) -1,760 0,820 0,036
CYP3A4*22_REC | (CT) - (CC) 1,853 1,052 0,084
d3: (GT+GA+TA+TT) — (GG) 1,418 1,300 0,280
d7: (GT+GA+TA+TT) — (GG) 1,813 3,030 0,848
2677G>T/A_DTE | d14: (GT+GA+TA+TT) — (GG) 0,342 3,020 0,534
d30: (GT+GA+TA+TT) — (GG) -2,992 3,024 0,011
d90: (GT+GA+TA+TT) — (GG) -3,067 3,040 0,016
ALT dO Continua 1,134 0,430 0,011
GGT dO Continua -0,538 0,228 0,022
GLUC dO Continua 0,299 0,125 0,021
MDRD_dO Continua 0,053 0,018 0,005

DTE: donante; REC: receptor; d: dia; ! (ng/mL); ALT: Srm—Alanina-aminotransferasa; c.cat.;
GGT: Srm—y-Glutamiltransferasa; c.cat.; GLUC: Srm—Glucosa; c.subst.; MDRD: Velocidad de
filtracion glomerular (MDRD-IDMS).

Los resultados indican que la presencia de las variantes CYP3A5*1/*3 y ¢.2677G>T/A
en el donante, y de CYP3A4*22 en el receptor, mantienen un efecto significativo sobre
la variable concentracion; para CYP3A5*1/*3 y CYP3A4*22 dicho efecto es constante

en el tiempo y para ¢.2677G>T/A varia en el tiempo.

Los individuos que recibieron injertos de donantes portadores de la variante CYP3A5*1
(genotipo GA+AA) presentan concentraciones un 54% mas bajas que los pacientes
que recibieron injertos de individuos no portadores (unos 1,760 ng/mL sobre la

concentracion media de los no portadores, que es de 3,227 ng/mL).
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Los pacientes (receptores) portadores de la variante CYP3A4*22 (genotipo CT)
tienden a presentar concentraciones un 57% mas altas (unos 1,853 ng/mL sobre la

concentracion media de 3,227 ng/mL) respecto a los no portadores.

Los individuos que recibieron injertos de donantes portadores de la variante ABCB1
2677AIT (genotipo GT+GA+TA+TT) presentan concentraciones un 93% mas bajas
(unos 3 ng/mL sobre la concentracion media de 3,227 ng/mL) a partir del primer mes

post-trasplante (dia 30) respecto a los no portadores (genotipo GG).

Ademas de los SNPs mencionados, las variables ALT, GGT, GLUC y MDRD también
muestran tener una influencia en el modelo con un aporte de 1,134 (35%), -0,528
(16%), 0,299 (9%) y 0,053 (2%), respectivamente, sobre la concentracion media de
3,227 ng/mL. Es decir, por cada pkat/L de ALT que tiene de mas el paciente, la
concentracion de tacrolimus es 1,134 ng/mL mas alta; por cada pkat/L de GGT que
tiene de mas el paciente, la concentracion de tacrolimus es 0,528 ng/mL mas baja, por
cada mmol/L de GLUC que tiene de mas el paciente, la concentracion de tacrolimus es
un 0,299 ng/mL més alta; y por cada unidad de MDRD que tiene de mas el paciente, la

concentracion de tacrolimus es un 0,053 mas alta.

Variable Concentracién/Dosis:

En la tabla 20 se muestran las variables que tienen influencia sobre las ratios de
concentracion relativa a las dosis administradas de tacrolimus, y la estimacion de su

efecto.

Tabla 20. Variables que influyen sobre la Concentracién/Dosis de tacrolimus y la

estimacion de su efecto en el modelo multivariante de medidas repetidas.

Variables Categorias Estimaciqn Desviacion valor p
Efecto Estandar

CYP3A5*1/*3 DTE (GA+AA) - (GG) -22,663 18,384 0,096

3435C>T DTE (CT+TT) — (CC) 35,217 15,247 0,025

FAL DO Continua -9,149 3,631 0,015

AST DO Continua 37,228 8,569 0,001

DTE: donante; REC: receptor; d: dia; ' (ng/mL)/(mg/kg/dia); FAL: Srm—Fosfatasa alcalina;
c.cat.; TBIL: Srm—-Bilirrubina; c.subst.;AST: Srm—Aspartato-aminotransferasa; c.cat.; PAD:

Presion arterial diastélica (mmHg).
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El polimorfismo ¢.3435C>T en el donante mantiene un efecto significativo sobre la
relacion concentracion/dosis, y ademas dicho efecto es constante en el tiempo. Los
individuos que recibieron injertos de donantes portadores del alelo T (genotipo CT+TT)
presentan valores de C/D un 329% mas altos respecto a los pacientes que recibieron
injertos de individuos no portadores (genotipo CC) (unos 35,217 (ng/mL)/(mg/kg/dia)
sobre la relacion concentracion/dosis media de los no portadores, que es de 10,698
(ng/mL)/(mg/kg/dia)).

El polimorfismo CYP3A5*1/*3 en el donante, mantiene un efecto significativo sobre la
relaciébn concentracién/dosis, y ademas dicho efecto es constante en el tiempo. Los
individuos que recibieron injertos de donantes portadores del alelo A (genotipo
GA+AA, es decir portadores de *1) tienden a presentar valores de C/D un 212% mas
bajos respecto a los pacientes que recibieron injertos de individuos no portadores
(genotipo GG, *3/*3) (unos 22,663 (ng/mL)/(mg/kg/dia) sobre la relacion
concentracion/dosis media de los no portadores, que es de 10,698
(ng/mL)/(mg/kg/dia)).

Ademas de éstas, las variables FAL y AST, también parecen tener una influencia en el
modelo con un aporte de -9,149 (85%) y 37,228 (348%), respectivamente, sobre la
relacion concentracion/dosis media de 10,698 ng/mL/mg/kg/dia. Es decir, por cada
pkat/L de FAL y AST que tiene de mas el paciente, la concentracion de tacrolimus es

9,149 mas baja y 37,228 mas alta, respectivamente.

4.3.1.3. Efecto de la interaccién de dos polimorfis  mos sobre las variables

farmacocinéticas.

A continuacién se muestran las figuras obtenidas después de realizar la primera
evaluacion de los datos a través de los tests de razdon de verosimilitudes. Cada
cuadrito se corresponde con cada valor p, representado en una gama de verdes: de
oscuros (mas significativos) a claros (ausencia de significacion estadistica). El
tridngulo superior contiene los valores p del analisis de la interaccion entre los pares
de SNPs. Los cuadros de la diagonal representan el efecto de cada SNP por si solo
sobre la D, la C y la C/D. Los datos para la D, la C y la C/D se expresan como datos
acumulados de las sumas de todas las medidas recogidas para cada dia. (Nota: para
el grupo CSA, no es posible realizar el estudio estadistico del SNP CYP3A4*1/*22 por

tamafio muestral insuficiente, por lo que no aparecen tablas ni gréficas de éste).
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Con ayuda de estas graficas se identifican las posibles interacciones significativas, y
s6lo en éstas se lleva a cabo el estudio de interaccion especifico (teniendo en cuenta
la dependencia de las medidas de cada variable realizadas a un mismo paciente en
diferentes momentos, mediante un modelo lineal mixto, tal y como se explica en el
apartado 3.5.2.2 de material y métodos). Soélo las interacciones cuyo estudio
especifico resulta estadisticamente significativo (p<0,05) son representadas
graficamente para visualizar la tendencia de dicha interaccién entre SNPs segun

genotipos.

Aunque a continuacién se muestran las figuras de los tests de las razones de
verosimilitud, que permiten identificar visualmente las interacciones significativas, los
resultados y valores p expuestos son Unicamente los obtenidos en los estudios

definitivos (los especificos de interaccion).
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GRUPO CSA

Figuras 14-16. Efecto de la interaccion de los pares de SNPs CYP3A4*1/*1B, ABCB1
€.3435C>T y ABCB1 ¢.2677G>T/A, en receptores, R, y donantes, D, sobre las

variables farmacocinéticas en el grupo de pacientes tratados con ciclosporina.
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Concentracion (C ; Ciclosporina)

SNPs interactions -- codominant model
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No se observan diferencias para ningun SNP como efecto individual. Sin embargo, se

observan diferencias con significacion estadistica cuando se considera la combinacion
ABCB1 3435 + ABCB1 2677 en el donante (p=0,05). Los pacientes cuyos donantes
eran portadores ABCB1 2677 (genotipos GT+GA+TA+TT) presentaron C, de

ciclosporina significativamente mas bajas cuando ademas eran homocigotos normales
(genotipo CC) para el SNP ABCB1 3435

combinaciones de genotipos de estas variantes (grafica 8).

Gréfica 8. Estudio especifico de la
interaccion ABCB1 ¢.3435C>T vy
ABCB1 ¢.2677G>T/A en donantes para
la C, en el grupo de pacientes tratados
con CSA.
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Segun el genotipo receptor, los portadores del SNP ABCB1 ¢.3435C>T muestran
diferencias con los no portadores con una tendencia a la significacion estadistica
(p=0,072), cuando se estudia como efecto individual. Estos resultados se

correlacionan con los obtenidos en los apartados anteriores.

También se observan diferencias con significacion estadistica para la combinacion de
los SNPs ABCB1 ¢.3435C>T + ABCB1 c.2677G>T/A en el donante (p=0,02). Los
pacientes cuyos donantes eran portadores ABCB1 2677 (genotipos GT+GA+TA+TT)
presentan C,D de ciclosporina més bajas cuando ademas eran homocigotos normales
(genotipo CC) para el SNP ABCB1 3435 en comparacion con el resto de

combinaciones de genotipos de estas variantes (gréfica 9).
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Gréfica 9. Estudio especifico de la
interaccion ABCB1 ¢.3435C>T vy
ABCB1 ¢.2677G>T/A en donantes
para la C,/D en el grupo de pacientes
tratados con CSA.
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Figuras 17-19. Efecto de la interaccibn de los pares de SNPs CYP3A5*1/*3,
CYP3A4*1/*22, ABCB1 ¢.3435C>T y ABCB1 ¢.2677G>T/A, en receptores y donantes,
sobre las variables farmacocinéticas en el grupo de pacientes tratados con tacrolimus.
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ABCB13435R .
CYPIAL22D
CYPIAL2R

cYPaasD -

CYPIASR —

0

0.05 0.001

0.1

0.3

CYPRMSR
CYPSD —
CYPIMU2Z2R —

CYPIA22D —

ABCB134BR
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Se observan diferencias con significacion estadistica en los siguientes SNPs como

efecto individual del genotipo del donante:

ABCB1 ¢.3435C>T (p=0,029)

ABCB1 c.2677G>T/A (p=0,032)

También se observan diferencias con significacién estadistica para la combinacion:
CYP3A5*1/*3 + ABCB1 ¢.3435C>T en el receptor (p=0,028)

Tendencia a la significacion:

CYP3A4*1/*22 en receptor + ABCB1 ¢.2677G>T/A en donante (p=0,075)

ABCBL1 ¢.3435C>T + ABCBL1 ¢.2677G>T/A en receptor (p=0,103).

CYP3A5*1/*3-R * ABCB1c.3435C>T-R (p=0,028): los pacientes (receptores) con
genotipo portador CYP3A5*1 (genotipo GA+AA) que ademas son no portadores
ABCB1 ¢.3435C>T (genotipo CC), reciben dosis de tacrolimus mas altas que si se

considera el resto de combinaciones de

genotipos entre ambos SNPs (Gréfica 10).
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Gréfica 10. Estudio especifico de la
interaccion  CYP3A5*1/*3 + ABCB1

€.3435C>T en el receptor para la D en el 2
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grupo de pacientes tratados con TAC.
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CYP3A4*1/*22-R * ABCB1c.2677G>T/A-D (p=0,075): los pacientes (receptores) con
genotipo portador CYP3A4*22 (genotipo CT) que ademds recibieron injertos de
donante portador ABCB1 2677T/A (genotipo GT+GA+TA+TT), reciben dosis de

tacrolimus mas bajas que los que son no portadores ABCB1 2677G (genotipo GG). A

su vez, la dosis que recibieron los pacientes (receptores) con genotipo no portador
CYP3A4*1 (genotipo CC) no se ve
influenciada por el genotipo de ABCB1
€.2677G>T/A del donante (Grafica 11).

0.18

ABCB1.2677.0

---- GG
— GT+GA+HTA+T

mean of Dp
0.14 0.16
| |

0.12
1

0.10
1

ccC CT

CYP3A4.22.R

ABCB1c.3435C>T-R * ABCB1c.2677G>T/A-R
(p=0,103): los pacientes (receptores) con
genotipo portador ABCB1 3435T (genotipo
CT+TT) que ademas son no portadores
ABCB1 2677G (genotipo GG), reciben dosis
de tacrolimus mas altas que para el resto de
combinaciones de genotipos entre ambos
SNPs (Grafica 12).

Gréfica 12. Estudio especifico de la
interaccion ABCB1 ¢.3435C>T y ABCB1
€.2677G>T/A en receptor para la D en el grupo

de pacientes tratados con TAC.
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Grafica 11. Estudio especifico de la
interaccion CYP3A4*1/*22 y ABCB1
€.2677G>T/A en receptor e injerto de

donante respectivamente para la
el grupo de pacientes tratados
TAC.
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Concentracion (C , Tacrolimus)

SNPs interactions -- codominant model

o
ASCE12677D - —
o
<
o
ABCE126T7R —
w
R—— o 4
ABCB1.3435D0 o
ASCH13L35R
-
o
CYPIAL22D -
cYPiat 2R ol |
o
CYPIASD
CYPIASR

CYPRASR —
CYPRASD —

CYPMU2Z2R —
CYPRI22D —
ABCBIJIBR —
ABCB1343B0
ABCBI2GTT R —
ABCBI25T7.D

No se observan diferencias con significacion estadistica para la combinacién de SNPs.

Se observan diferencias con significacion estadistica en los siguientes SNPs como
efecto individual: CYP3A5*1/*3 (p=0,046) y ABCB1l c.3435C>T (p=0,037) en el
donante, y CYP3A4*1/*22 (p=0,052) en el receptor.
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Concentracién/Dosis (C ,/D Tacrolimus)

SNPs interactions -- codominant model

0

ABCB1267T70 —

0.001

ABCB126T7TR —

o
ABCB13435D0 o
ABCB13435R -

5

- 5
o
CYPIAL 22D -
CYPIAL22R ] « 5
o
CYPIASD
CYPIASR

CYPRASR —

CYPRASD —
CYPIU2Z2R —
CYPR22D —
ABCBISEBR
ABCBI34BD
ABCBIZGTT.R —
ABCBI25TT.D

Se observan diferencias con significacion estadistica como efecto individual del

genotipo del donante:
ABCB1 ¢.3435C>T (p=0,021)

Se observan diferencias con significacion estadistica para las siguientes

combinaciones:

CYP3A4*1/*22 + ABCB1 ¢.3435C>T en receptor (p=0,016)
CYP3A4*1/*22 + ABCB1 ¢.2677G>T/A en receptor (p=0,007).
Y con tendencia a la significacion para:

CYP3A5*1/*3 + CYP3A4*1/*22 en receptor (p=0,06)

CYP3A4*1/*22 en receptor + ABCB1 ¢.2677G>T/A en donante (p=0,06).
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CYP3A5*1/*3-R * CYP3A4*1/*22-R (p=0,06): los pacientes (receptores) con genotipo
portador CYP3A5*1 (genotipo GA+AA) que ademéas son portadores CYP3A4*22

CYP3A4,

- C(Q
— CT

GA-AA GG

CYP3A5.R

R2.R

(genotipo CT), presentan C/D de tacrolimus
mas altas que los que son no portadores
CYP3A4*1 (genotipo CC). A su vez, los que
presentan genotipo receptor no portador
CYP3A5*3 (genotipo GG) no se ven
influenciados por el genotipo  de
CYP3A4*1/*22 (Gréfica 13).

Grafica 13. Estudio especifico de la
interaccion CYP3A5*1/*3 y CYP3A4*1/*22
2677G>T/A en receptor para la C/D en el

grupo de pacientes tratados con TAC.

CYP3A4*1/*22-R * ABCB1c.3435C>T-R
(p=0,016): los pacientes (receptores) con
genotipo portador CYP3A4*22 (genotipo
CT) que ademas son no portadores ABCB1
€.3435C>T (genotipo CC), presentan C/D de
tacrolimus mas altas que para el resto de
combinaciones de genotipos entre ambos
SNPs (Grafica 14).

Grafica 14. Estudio especifico de la
interaccion  CYP3A4*1/*22 'y ABCB1
€.3435C>T en receptor para la C/D en el

grupo de pacientes tratados con TAC.
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ABCB1.2677.R
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CYP3A4*1/*22-R * ABCB1c.2677G>T/A-R
(p=0,007): los pacientes (receptores) con
genotipo portador CYP3A4*22 (genotipo
CT) que ademas son no portadores ABCB1
2677G (genotipo GG), presentan C/D de
tacrolimus mas altas que para el resto de
combinaciones de genotipos entre ambos
SNPs (Gréfica 15).

Gréfica 15. Estudio especifico de la
interaccion CYP3A4*1/*22 'y ABCB1
€.2677G>T/A en receptor para la C/D en el

grupo de pacientes tratados con TAC.

CYP3A4*1/*22-R * ABCB1c.2677G>T/A-D (p=0,06): los pacientes (receptores) con
genotipo portador CYP3A4*22 (genotipo CT) que ademds recibieron injertos de
donante portador ABCB1 2677T/A (genotipo GT+GA+TA+TT), presentan C/D de

tacrolimus mas altas que los que son no
portadores ABCB1 2677G (genotipo GG). A
su vez, el genotipo receptor no portador
CYP3A4*22 (genotipo CC) no se ve
influenciado por el genotipo de ABCB1
€.2677G>T/A (Grafica 16).

Grafica 16. Estudio especifico de la
interaccion CYP3A4*1/*22 y ABCB1 2677 en
receptor e injerto de donante,
respectivamente, para la C/D en el grupo de

pacientes tratados con TAC.

135

mean of ConcDp

100 120 140 160

80

ABCB1.2677.0

-- GG
— GT+GA+H

cC

CYP3A4.22.R

CT

TA+T



4.3.2. Variables clinicas

En el apartados 3.3.2 de material y métodos se han definido las variables de interés
clinico (incidencia de rechazo agudo, neurotoxicidad, nefrotoxicidad, hipertension
arterial, diabetes mellitus de novo y recidiva por VHC) utilizadas para relacionar el
genotipo del paciente con la eficacia o toxicidad del tratamiento con ciclosporina o

tacrolimus tras el trasplante hepético.

Se ha estudiado la relacion de las variables clinicas con los SNPs mencionados en el
apartado 3.2.3 de material y métodos, con el objetivo de identificar alguna influencia
del genotipo del paciente con la eficacia y seguridad de ambos farmacos, en términos

de profilaxis del rechazo agudo y aparicion de efectos adversos, respectivamente.

Dicha influencia se ha estudiado como se define en el apartado 3.5 de material y
métodos, para cada polimorfismo de forma individual (test exacto de Fisher) y como
interaccion de dos polimorfismos de forma conjunta (test de razon de verosimilitudes),

bien sea considerando el genotipo de los donantes o el de los receptores.

A continuacion se muestran las tablas y figuras obtenidas para cada variable y para
cada polimorfismo, agrupandolos en subgrupos en funcion del genotipo que presenten

(portador vs no portador).

4.3.2.1. Efecto individual de cada polimorfismo sob  re las variables clinicas

Rechazo agudo

Del total de pacientes en seguimiento, presentaron rechazo agudo, durante los 3
primeros meses post-trasplante, el 10,1% de los pacientes (n=7) en el grupo CSA vy el
3% de los pacientes (n=2) en el grupo TAC. En las tabla 21 y 22 se muestra la
influencia del genotipo en la incidencia de rechazo agudo para los grupos CSA 'y TAC,

respectivamente.
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Tabla 21 Influencia de los SNPs CYP3A4*1B, CYP3A4*22, ABCB1 c.3435C>T y
ABCB1 ¢.2677G>T/A en la incidencia de rechazo agudo en los tres primeros meses
post-trasplante en el grupo CSA.

SNP R:gcgggo Genotipo Receptor Genotipo Donante
AA AG+GG AA AG+GG
(n=63) (n=6) (n=58) (n=11)
No 56 (88,9%) 6 (100%) 51 (87,9%) 11 (100%)
CYP3A4 (-392A>G)
Si 7 (11,1%) 0 (0,0%) 7 (12,1%) 0 (0,0%)
p >0,99 0,59
CcC CT CcC CT
(n=64) (n=4) (n=67) (n=2)
No 57 (89,1%) 4 (100%) 60 (89,6%) 2 (100%)
CYP3A4*22(-191C>T)
Si 7 (10,9%) 0 (0,0%) 7 (10,4%) 0 (0,0%)
p >0,99 >0,99
CcC CT+TT cC CT+TT
(n=21) (n=48) (n=16) (n=53)
No 18 (85,7%) 44 (91,7%) 16 (100%) 46 (86,8%)
ABCB1 ¢.3435C>T
Si 3 (14,3%) 4 (8,3%) 0 (0,0%) 7 (13,2%)
p 0,67 0,19
GG GT+GA+TA+TT GG GT+GA+TA+TT
(n=18) (n=51) (n=24) (n=45)
No 16 (88,9%) 46 (90,2%) 23 (95,8%) 39 (86,7%)
ABCB1 c.2677G>T/A
Si 2 (11,1%) 5 (9,8%) 1 (4,2%) 6 (13,3%)
p >0,99 0,41

En el grupo CSA, cuando se estudia segun el genotipo donante, se observa que para
el SNP ABCB1 ¢.3435C>T existe una tendencia a la significacion (p=0,19): cuando el
donante es no portador (genotipo CC) se observa un menor porcentaje de pacientes

(0%; n=0) con rechazo agudo del injerto en los 3 primeros meses post-trasplante.
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Tabla 22. Influencia de los SNPs CYP3A5, CYP3A4*22, ABCB1 ¢.3435C>T y ABCB1
€.2677G>T/A en la incidencia de rechazo agudo en los tres primeros meses post-
trasplante en el grupo TAC.

SNP R:gcgggo Genotipo Receptor Genotipo Donante
GG GA+AA GG GA+AA
(n=59) (n=8) (n=54) (n=13)
No 57 (96,6%) 8 (100%) 52 (96,3%) 13 (100%)
CYP3A5 (6986 A>G)
Si 2 (3,4%) 0 (0,0%) 2 (3,7%) 0 (0,0%)
p >0,99 >0,99
CcC CT CcC CT
(n=57) (n=8) (n=55) (n=12)
No 56 (98,2%) 7 (87,5%) 54 (98,2%) 11 (91,7%)
CYP3A4*22(-191C>T)
Si 1 (1,8%) 1 (12,5%) 1 (1,8%) 1 (8,3%)
p 0,23 0,33
CcC CT+TT cC CT+TT
(n=15) (n=52) (n=22) (n=45)
No 15 (100%) 50 (96,2%) 21 (95,5%) 44 (97,8%)
ABCBL1 (c.3435C>T)
Si 0 (0,0%) 2 (3,8%) 1 (4,5%) 1 (2,2%)
p >0,99 >0,99
GG GT+GA+TA+TT GG GT+GA+TA+TT
(n=18) (n=49) (n=26) (n=40)
No 17 (94,4%) 48 (98,0%) 25 (96,2%) 39 (97,5%)
ABCBL1 (c.2677G>T/A)
Si 1 (5,6%) 1 (2,0%) 1 (3,8%) 1 (2,5%)
P 0,47 >0,99

En el grupo TAC y para el resto de polimorfismos estudiados en el grupo CSA, no se
observa una relacion estadisticamente significativa entre el genotipo de los pacientes y
la incidencia de rechazo agudo (p>0,05), ni cuando son estudiados segun el genotipo
de donante ni de receptor.
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Neurotoxicidad

Del total de pacientes en seguimiento presentaron aparicion de sintomas de
neurotoxicidad, durante los 3 primeros meses post-trasplante, el 7,2% de los pacientes
(n=5) en el grupo CSA Yy el 7,5% de los pacientes (n=5) en el grupo TAC. En las tablas
23 y 24 se muestra la influencia del genotipo en la aparicibn de sintomas de

neurotoxicidad para los grupos CSA y TAC, respectivamente.

Tabla 23. Influencia de los SNPs CYP3A4*1B, CYP3A4*22, ABCB1 ¢.3435C>T y
ABCB1 c.2677G>T/A en la presencia de sintomas de neurotoxicidad en los tres

primeros meses post-trasplante en el grupo CSA.

SNP Neurotoxicidad Genotipo Receptor Genotipo Donante
AA AG+GG AA AG+GG
(n=63) (n=6) (n=58) (n=11)
No 60 (95,2%) 4 (66,7%) 53 (91,4%) 11 (100%)
CYP3A4 (-392A>G)
Si 3 (4,8%) 2 (33,2%) 5 (8,6%) 0 (0,0%)
p 0,05 0,58
CcC CT CcC CT
(n=64) (n=4) (n=67) (n=2)
No 60 (93,8%) 3 (75,0%) 62 (92,5%) 2 (100%)
CYP3A4*22(-191C>T)
Si 4 (6,2%) 1 (25,0%) 5 (7,5%) 0 (0,0%)
p 0,27 >0,99
cC CT+TT cc CT+TT
(n=21) (n=48) (n=16) (n=53)
No 19 (90,5%) 45 (93,8%) 16 (100%) 48 (90,6%)
ABCBL (c.3435C>T)
Si 2 (9,5%) 3(6,2%) 0 (0,0%) 5 (9,4%)
p 0,64 0,58
GG GT+GA+TA+TT GG GT+GA+TA+TT
(n=18) (n=51) (n=24) (n=45)
No 16 (88,9%) 48 (94,1%) 23 (95,8%) 41 (91,1%)
ABCBL1 (c.2677G>T/A)
Si 2 (11,1%) 3(5,9%) 1 (4,2%) 4 (8,9%)
p 0,60 0,65

Segun el genotipo de receptor, para el grupo CSA se observa una influencia del SNP
CYP3A4*1B. En los pacientes portadores (genotipo AG+GG) se observa un mayor
porcentaje de casos (33,2%; n=2) con aparicion de sintomas de neurotoxicidad en los

3 primeros meses post-trasplante.
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Para el resto de polimorfismos estudiados, no se observa una relacion
estadisticamente significativa entre el genotipo de los pacientes y la presencia de
sintomas de neurotoxicidad (p>0,05), ni cuando son estudiados segun el genotipo de

donante ni de receptor.

Tabla 24. Influencia de los SNPs CYP3A5, CYP3A4*22, ABCB1 ¢.3435C>T y ABCB1
€.2677G>T/A en la presencia de sintomas de neurotoxicidad en los tres primeros

meses post-trasplante en el grupo TAC.

SNP Neurotoxicidad Genotipo Receptor Genotipo Donante
GG GA+AA GG GA+AA
(n=59) (n=8) (n=54) (n=13)
No 55 (93,2%) 7 (87,5%) 49 (90,7%) 13 (100%)
CYP3A5 (6986 A>G)
Si 4 (6,8%) 1 (12,5%) 5 (9,3%) 0 (0,0%)
p 0,48 0,57
CcC CT CcC CT
(n=57) (n=8) (n=55) (n=12)
No 52 (91,2%) 8 (100%) 51 (92,7%) 11 (91,7%)
CYP3A4*22 (-191C>T)
Si 5 (8,8%) 0 (0,0%) 4 (7,3%) 1 (8,3%)
p >0,99 >0,99
CcC CT+TT CcC CT+TT
(n=15) (n=52) (n=22) (n=45)
No 18 (86,7%) 49 (94,2%) 19 (86,4%) 43 (95,6%)
ABCBL (c.3435C>T)
Si 2 (13,3%) 3 (5,8%) 3(13,6%) 2 (4,4%)
p 0,31 0,32
GG GT+GA+TA+TT GG GT+GA+TA+TT
(n=18) (n=49) (n=26) (n=40)
No 17 (94,4%) 45 (91,8%) 21 (80,8%) 40 (100%)
ABCB1 (c.2677G>T/A)
Si 1 (5,6%) 4 (8,2%) 5 (19,2%) 0 (0,0%)
p >0,99 0,01

Para el grupo TAC se observa una influencia del genotipo del SNP ABCB1
€.2677G>T/A segun el genotipo de donante. Es decir que cuando el donante es no
portador (genotipo GG) se observa un mayor porcentaje de pacientes (19,2%; n=5)

con aparicién de sintomas de neurotoxicidad en los 3 primeros meses post-trasplante.

Para el resto de polimorfismos estudiados, no se observa una relacién

estadisticamente significativa entre el genotipo de los pacientes y la presencia de
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sintomas de neurotoxicidad (p>0,05), ni cuando son estudiados segun genotipo de

donante ni de receptor.

Nefrotoxicidad

El 17,4% de los pacientes presentaron nefrotoxicidad durante los tres primeros meses
post-trasplante (n=12), en el grupo CSA Yy el 16,4% de los pacientes (n=11) en el grupo
TAC. De los cuales, el 17,4% (n=4) se confirm6 mediante biopsia renal y el 82,6%
(n=19) fue sospecha por presentar una disminucién del MDRD < 60 mL/min/1,73 m?
asociado a concentraciones elevadas de farmaco inmunosupresor en sangre. En las
tabla 25 y 26 se muestra la influencia del genotipo en la presencia de nefrotoxicidad en

los tres primeros meses post-trasplante para los grupos CSA y TAC, respectivamente.

Tabla 25. Influencia de los SNPs CYP3A4*1B, CYP3A4*22, ABCB1 ¢.3435C>T y
ABCBL1 c.2677G>T/A en la presencia de nefrotoxicidad en los tres primeros meses

post-trasplante en el grupo CSA.

SNP Nefrotoxicidad Genotipo Receptor Genotipo Donante
AA AG+GG AA AG+GG
(n=63) (n=6) (n=58) (n=11)
No 51 (81,0%) 6 (100%) 48 (82,8%) 9 (81,8%)
CYP3A4 (-392A>G)
Si 12 (19,0%) 0 (0,0%) 10 (17,2%) 2 (18,2%)
p 0,58 >0,99
CcC CT CcC CT
(n=64) (n=4) (n=67) (n=2)
No 52 (81,2%) 4 (100%) 56 (83,6%) 1 (50,0%)
CYP3A4*22(-191C>T)
Si 12 (18,8%) 0 (0,0%) 11 (16,4%) 1 (50,0%)
p >0,99 0,32
CcC CT+TT CcC CT+TT
(n=21) (n=48) (n=16) (n=53)
No 18 (85,7%) 39 (81,2%) 14 (87,5%) 43 (81,1%)
ABCBL (c.3435C>T)
Si 3 (14,3%) 9 (18,8%) 2 (12,5%) 10 (18,9%)
p 0,74 0,72
GG GT+GA+TA+TT GG GT+GA+TA+TT
(n=18) (n=51) (n=24) (n=45)
No 14 (77,8%) 43 (84,3%) 21 (87,5%) 36 (80,0%)
ABCBL1 (c.2677G>T/A)
Si 4 (22,2%) 8 (15,7%) 3 (12,5%) 9 (20,0%)
p 0,50 0,52
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Tabla 26. Influencia de los SNPs CYP3A5, CYP3A4*22, ABCB1 ¢.3435C>T y ABCB1

€.2677G>T/A en la presencia de nefrotoxicidad en los tres primeros meses post-

trasplante en el grupo TAC.

SNP Nefrotoxicidad Genotipo Receptor Genotipo Donante
GG GA+AA GG GA+AA
(n=59) (n=8) (n=54) (n=13)
No 51 (86,4%) 5 (62,5%) 47 (87,0%) 9 (69,2%)
CYP3A5 (6986 A>G)
Si 8 (13,6%) 3 (37,5%) 7 (13,0%) 4 (30,8%)
p 0,12 0,20
CcC CT CcC CT
(n=57) (n=8) (n=55) (n=12)
No 46 (80,7%) 8 (100%) 46 (83,6%) 10 (83,3%)
CYP3A4*22(-191C>T)
Si 11 (19,3%) 0 (0,0%) 9 (16,4%) 2 (16,7%)
p 0,33 >0,99
CcC CT+TT CcC CT+TT
(n=15) (n=52) (n=22) (n=45)
No 14 (93,3%) 42 (80,8%) 20 (90,9%) 36 (80,0%)
ABCBL1 (c.3435C>T)
Si 1 (6,7%) 10 (19,2%) 2 (9,1%) 9 (20,0%)
p 0,43 0,32
GG GT+GA+TA+TT GG GT+GA+TA+TT
(n=18) (n=49) (n=26) (n=40)
No 17 (94,4%) 39 (79,6%) 24 (92,3%) 31 (77,5%)
ABCBL1 (c.2677G>T/A)
Si 1 (5,6%) 10 (20,4%) 2 (7,7%) 9 (22,5%)
p 0,26 0,18

En el grupo TAC, cuando se estudia segun el genotipo de receptor, se observa que

para el SNP CYP3A5 existe una tendencia a la significacion (p=0,12). Los portadores

(genotipo GA+AA) tienden a presentar un mayor porcentaje de casos de nefrotoxicidad

(37,5%; n=3) en los 3 primeros meses post-trasplante.

En el grupo CSA y para el resto de polimorfismos estudiados en el grupo TAC, no se

observa una relacién estadisticamente significativa entre el genotipo de los pacientes y

la presencia de sintomas de nefrotoxicidad (p>0,05), ni segun genotipo de donante ni

de receptor.
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Hipertensién arterial

Del total de pacientes en seguimiento, presentaron hipertension arterial, durante los
tres primeros meses post-trasplante, el 44,9% de los pacientes (n=31) en el grupo
CSA y el 31,3% de los pacientes (n=21) en el grupo TAC. En las tablas 27 y 28 se
muestra la influencia del genotipo sobre la hipertension arterial para los grupos CSA y

TAC, respectivamente.

Tabla 27. Influencia de los SNPs CYP3A4*1B, CYP3A4*22, ABCB1 ¢.3435C>T y
ABCBL1 ¢.2677G>T/A sobre la hipertension arterial en los tres primeros meses post-

trasplante en el grupo CSA.

SNP HTA Genotipo Receptor Genotipo Donante
AA AG+GG AA AG+GG
(n=63) (n=6) (n=58) (n=11)
No 35 (55,6%) 3 (50,0%) 31 (53,4%) 7 (63,6%)
CYP3A4 (-392A>G)
Si 28 (44,4%) 3 (50,0%) 27 (46,6%) 4 (36,4%)
p >0,99 0,74
CcC CT CcC CT
(n=64) (n=4) (n=67) (n=2)
No 33 (51,6%) 4 (100%) 36 (53,7%) 2 (100%)
CYP3A4*22 (-191C>T)
Si 31 (48,4%) 0 (0,0%) 31 (46,3%) 0 (0,0%)
p 0,12 0,50
CcC CT+TT CcC CT+TT
(n=21) (n=48) (n=16) (n=53)
No 10 (47,6%) 28 (58,3%) 10 (62,5%) 28 (52,8%)
ABCBL (c.3435C>T)
Si 11 (52,4%) 20 (41,7%) 6 (37,5%) 25 (47,2%)
p 0,44 0,57
GG GT+GA+TA+TT GG GT+GA+TA+TT
(n=18) (n=51) (n=24) (n=45)
No 7 (38,9%) 31 (60,8%) 15 (62,5%) 23 (51,1%)
ABCBL1 (c.2677G>T/A)
Si 11 (61,1%) 20 (39,2%) 9 (37,5%) 22 (48,9%)
p 0,17 0,45

En el grupo CSA, cuando se estudian los pacientes segun el genotipo del receptor, se
observa que los SNPs CYP3A4*22 y ABCB1 2677 presentan una tendencia a la
significacion (p=0,12 y p=0,17, respectivamente). Para el SNP CYP3A4*22, los

portadores (genotipo CT) tienden a presentar un menor porcentaje de casos (0,0%;
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n=0) con hipertension arterial en los 3 primeros meses post-trasplante. Para el SNP
ABCB1 2677, los no portadores (genotipo GG) tienden a presentar un mayor
porcentaje de casos (61,1%, n=11) con hipertension arterial en los 3 primeros meses

post-trasplante.

Para el resto de polimorfismos, no se observa una relacion estadisticamente
significativa entre el genotipo de los pacientes y la presencia de hipertension arterial

(p>0,05), ni segun genotipo de donante ni de receptor.

Tabla 28. Influencia de los SNPs CYP3A5, CYP3A4*22, ABCB1 ¢.3435C>T y ABCB1
€.2677G>T/A sobre la hipertension arterial en los tres primeros meses post-trasplante

en el grupo TAC.

SNP HTA Genotipo Receptor Genotipo Donante
GG GA+AA GG GA+AA
(n=59) (n=8) (n=54) (n=13)
No 43 (72,9%) 3(37,5%) 40 (74,1%) 6 (46,2%)
CYP3A5 (6986 A>G)
Si 16 (27,1%) 5 (62,5%) 14 (25,9%) 7 (53,8%)
p 0,10 0,09
CcC CT CcC CT
(n=57) (n=8) (n=55) (n=12)
No 39 (68,4%) 6 (75,0%) 38 (69,1%) 8 (66,7%)
CYP3A4*22 (-191C>T)
Si 18 (31,6%) 2 (25,0%) 17 (30,9%) 4 (33,3%)
p >0,99 >0,99
CcC CT+TT CcC CT+TT
(n=15) (n=52) (n=22) (n=45)
No 12 (80,0%) 34 (65,4%) 17 (77,3%) 29 (64,4%)
ABCBL (c.3435C>T)
Si 3(20,0%) 18 (34,6%) 5 (22,7%) 16 (35,6%)
p 0,36 0,40
GG GT+GA+TA+TT GG GT+GA+TA+TT
(n=18) (n=49) (n=26) (n=40)
No 15 (83,3%) 31 (63,3%) 18 (69,2%) 28 (70,0%)
ABCBL1 (c.2677G>T/A)
Si 3(16,7%) 18 (36,7%) 8 (30,8%) 12 (30,0%)
p 0,15 >0,99

En el grupo TAC, se observa que para el SNP CYP3A5 (cuando se estudia tanto
segun el genotipo de receptor como del donante), y para el SNP ABCB1 2677 (s6lo

segun el genotipo del receptor) existe una tendencia a la significacion (p=0,10, p=0,09
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y p=0,15, respectivamente). Para el SNP CYP3AS5, los portadores (genotipo GA+AA,
es decir los portadores *1) presentan un mayor porcentaje de pacientes (62,5% y
53,8%, n=5 y n=7, respectivamente) con hipertension arterial en los 3 primeros meses
post-trasplante. Para el SNP ABCB1 2677, los no portadores (genotipo GG) presentan
un menor porcentaje de casos (16,7%, n=3) con hipertension arterial en los 3 primeros

meses post-trasplante.

Para el resto de polimorfismos, no se observa una relacion estadisticamente
significativa entre el genotipo de los pacientes y la presencia de hipertension arterial

(p>0,05), ni en el grupo de donantes ni en el de receptores.

Diabetes mellitus

Del total de pacientes incluidos en el estudio, 18 pacientes eran diabéticos antes del
trasplante, por tanto se excluyeron del analisis. Del resto, presentaron diabetes
mellitus de novo el 9,7% de los pacientes (n=6) en el grupo CSA y el 12,5% de los
pacientes (n=7) en el grupo TAC. En las tabla 29 y 30 se muestra la influencia del
genotipo sobre la presencia de diabetes mellitus de novo para los grupos CSA 'y TAC,

respectivamente.
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Tabla 29. Influencia de los SNPs CYP3A4*1B, CYP3A4*22, ABCB1 ¢.3435C>T y
ABCB1 ¢.2677G>T/A sobre la diabetes mellitus de novo en los tres primeros meses

post-trasplante en el grupo CSA.

SNP DM Genotipo Receptor Genotipo Donante
AA AG+GG AA AG+GG
(n=56) (n=6) (n=51) (n=11)
No 51 (91,1%) 5 (83,3%) 47 (92,2%) 9 (81,8%)
CYP3A4 (-392A>G)
Si 5 (8,9%) 1 (16,7%) 4 (7,8%) 2 (18,2%)
p 0,47 0,29
CcC CT CcC CT
(n=57) (n=4) (n=60) (n=2)
No 52 (91,2%) 4 (100%) 54 (90,0%) 2 (100%)
CYP3A4*22 (-191C>T)
Si 5 (8,8%) 0 (0,0%) 6 (10,0%) 0 (0,0%)
p >0,99 >0,99
CcC CT+TT CcC CT+TT
(n=17) (n=45) (n=15) (n=47)
No 16 (94,1%) 40 (88,9%) 15 (100%) 41 (87,2%)
ABCBL1 (c.3435C>T)
Si 1 (5,9%) 5 (11,1%) 0 (0,0%) 6 (12,8%)
p >0,99 0,32
GG GT+GA+TA+TT GG GT+GA+TA+TT
(n=15) (n=47) (n=22) (n=40)
No 14 (93,3%) 42 (89,4%) 21 (95,5%) 35 (87,5%)
ABCBL1 (c.2677G>T/A)
Si 1 (6,7%) 5 (10,6%) 1 (4,5%) 5 (12,5%)
p >0,99 0,41

En el grupo CSA no se observa una relacion estadisticamente significativa entre el

genotipo de los pacientes y la aparicion de diabetes mellitus de novo (p>0,05), ni

segun genotipo de donante ni de receptor.
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Tabla 30. Influencia de los SNPs CYP3A5, CYP3A4*22, ABCB1 ¢.3435C>T y ABCB1
€.2677G>T/A sobre la diabetes mellitus de novo en los tres primeros meses post-

trasplante en el grupo TAC.

SNP DM Genotipo Receptor Genotipo Donante
GG GA+AA GG GA+AA
(n=49) (n=7) (n=48) (n=8)
No 43 (87,8%) 6 (85,7%) 41 (85,4%) 8 (100%)
CYP3A5 (6986 A>G)
Si 6 (12,2%) 1 (14,3%) 7 (14,6%) 0 (0,0%)
p >0,99 0,58
CcC CT CcC CT
(n=48) (n=6) (n=46) (n=10)
No 42 (87,5%) 5 (83,3%) 40 (87,0%) 9 (90,0%)
CYP3A4*22 (-191C>T)
Si 6 (12,5%) 1 (16,7%) 6 (13,0%) 1 (10,0%)
p >0,99 >0,99
CcC CT+TT CcC CT+TT
(n=13) (n=43) (n=17) (n=39)
No 12 (92,3%) 37 (86,0%) 13 (76,5%) 36 (92,3%)
ABCBL1 (c.3435C>T)
Si 1 (7,7%) 6 (14,0%) 4 (23,5%) 3(7,7%)
p >0,99 0,18
GG GT+GA+TA+TT GG GT+GA+TA+TT
(n=14) (n=42) (n=20) (n=35)
No 12 (85,7%) 37 (88,1%) 17 (85,0%) 31 (88,6%)
ABCBL1 (c.2677G>T/A)
Si 2 (14,3%) 5 (11,9%) 3 (15,0%) 4 (11,4%)
p >0,99 0,70

En el grupo TAC, se observa que existe una tendencia a la significacion (p=0,18) para
la relacion entre el genotipo del SNP ABCB1 3435 en los donantes y la aparicién de
diabetes. Cuando el donante es no portador (genotipo CC) aparece un mayor
porcentaje de casos (23,5%; n=4) de diabetes mellitus de novo en los 3 primeros

meses post-trasplante.

Para el resto de polimorfismos estudiados en el grupo TAC, no se observa una
relacién estadisticamente significativa entre el genotipo de los pacientes y la aparicién

de diabetes mellitus de novo (p>0,05), ni segun genotipo de donante ni de receptor.
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Recidiva Virus de la Hepatitis C (VHC)

Del total de pacientes incluidos en el estudio, 65 pacientes presentaban infeccion por
el VHC antes del trasplante (27 del grupo CSA y 38 del grupo TAC). De estos 65

pacientes, presentaron recidiva del VHC el 25,9% de ellos (n=7) en el grupo CSA y el

7,9% (n=3) en el grupo TAC. En las tabla 31 y 32 se muestra la influencia del genotipo

sobre la recidiva de VHC para los grupos CSA y TAC, respectivamente.

Tabla 31. Influencia de los SNPs CYP3A4*1B, CYP3A4*22, ABCB1 ¢.3435C>T y

ABCB1 ¢.2677G>T/A sobre

trasplante en el grupo CSA.

la recidiva de VHC en los tres primeros meses post-

SNP VHC Genotipo Receptor Genotipo Donante
AA AG+GG AA AG+GG
(n=23) (n=4) (n=22) (n=5)
No 17 (73,9%) 3 (75,0%) 15 (68,2%) 5 (100,0%)
CYP3A4 (-392A>G)
Si 6 (26,1%) 1 (25,0%) 7 (31,8%) 0 (0,0%)
p >0,99 0,28
CcC CT CcC CT
(n=25) (n=1) (n=25) (n=2)
No 18 (72,0%) 1 (100%) 18 (72,0%) 2 (100%)
CYP3A4*22 (-191C>T)
Si 7 (28,0%) 0 (0,0%) 7 (28,0%) 0 (0,0%)
p >0,99 >0,99
CcC CT+TT CcC CT+TT
(n=11) (n=16) (n=7) (n=20)
No 6 (54,5%) 14 (87,5%) 7 (100%) 13 (65,0%)
ABCBL (c.3435C>T)
Si 5 (45,5%) 2 (12,5%) 0 (0,0%) 7 (35,0%)
p 0,08 0,14
GG GT+GA+TA+TT GG GT+GA+TA+TT
(n=10) (n=17) (n=8) (n=19)
No 6 (60,0%) 14 (82,4%) 8 (100%) 12 (63,2%)
ABCBL1 (c.2677G>T/A)
Si 4 (40,0%) 3(17,6%) 0 (0,0%) 7 (36,8%)
p 0,36 0,07

En el grupo CSA se observa que para los genotipos de los SNPs ABCB1 3435 en

receptores y donantes, y ABCB1 2677 de donantes, existe una tendencia a la
significacion (p=0,08, p=0,14 y p=0,07, respectivamente). Para el SNP ABCB1 3435,

en los receptores no portadores (genotipo CC) aparece un mayor porcentaje de
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pacientes (45,5%; n=5) con recidiva por VHC en los 3 primeros meses post-trasplante.

Cuando el genotipo del donante es portador (genotipo CT+TT) se observa un mayor

porcentaje de casos (35,0%; n=7) con recidiva por VHC en los 3 primeros meses post-
trasplante. Para el SNP ABCB 2677, los portadores (genotipo GT+GA+TA+TT)

presentan un mayor porcentaje de casos (36,8%, n=7) con recidiva por VHC en los 3

primeros meses post-trasplante.

Tabla 32. Influencia de los SNPs CYP3A5, CYP3A4*22, ABCB1 ¢.3435C>T y ABCB1

€.2677G>T/A sobre la recidiva de VHC en los tres primeros meses post-trasplante en

el grupo TAC.
SNP VHC Genotipo Receptor Genotipo Donante
GG GA+AA GG GA+AA
(n=33) (n=5) (n=31) (n=7)
No 30 (90,9%) 5 (100,0%) 28 (90,3%) 7 (100%)
CYP3A5 (6986 A>G)
Si 3(9,1%) 0 (0,0%) 3(9,7%) 0 (0,0%)
p >0,99 >0,99
CcC CT CcC CT
(n=33) (n=4) (n=34) (n=4)
No 30 (90,9%) 4 (100%) 31 (91,2%) 4 (100%)
CYP3A4*22 (-191C>T)
Si 3(9,1%) 0 (0,0%) 3 (8,8%) 0 (0,0%)
p >0,99 >0,99
cc CT+TT cc CT+TT
(n=10) (n=28) (n=8) (n=30)
No 10 (100%) 25 (89,3%) 7 (87,5%) 28 (93,3%)
ABCB1 (c.3435C>T)
Si 0 (0,0%) 3 (10,7%) 1 (12,5%) 2 (6,7%)
p 0,55 0,52
GG GT+GA+TA+TT GG GT+GA+TA+TT
(n=11) (n=27) (n=14) (n=24)
No 10 (90,9%) 25 (92,6%) 12 (85,7%) 23 (95,8%)
ABCB1 (c.2677G>T/A)
Si 1 (9,1%) 2 (7,4%) 2 (14,3%) 1 (4,2%)
p >0,99 0,54

En el grupo TAC y para el resto de polimorfismos estudiados en el grupo CSA, no se

observa una relacién estadisticamente significativa entre el genotipo de los pacientes y

la recidiva por VHC (p>0,05), ni segun genotipo de donante ni de receptor.
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4.3.2.2. Efecto de la interaccién de dos polimorfis  mos sobre las variables

clinicas

A continuacion se muestran las figuras obtenidas después de realizar la primera
evaluacion de los datos a traves de los test de razon de verosimilitudes. Cada cuadrito
se corresponde a cada valor p, representado en una gama de verdes oscuros (mas
significativos) a claros (ausencia de significacion estadistica). El triangulo superior
contiene los valores p del analisis de la interaccion entre los pares de SNPs. En la
diagonal se representa el efecto de cada SNP por si solo sobre las diferentes variables
clinicas (se corresponde con los resultados obtenidos en el Test exacto de Fisher).
(Nota: para el grupo CSA, no es posible realizar el andlisis de interaccién para la
variable recidiva por VHC debido a tamafio muestral insuficiente en alguno de los

subgrupos, por lo que no aparece la gréfica).

Después de identificar las posibles interacciones significativas para las variables
clinicas mediante estas gréaficas, se seleccionan las interacciones que han sido
significativas. Solo a éstas, se les realiza el estudio de interaccion especifico y solo las
interacciones cuyo estudio especifico resulta estadisticamente significativo (p<0,05)
son representadas graficamente para visualizar la tendencia de dicha interaccion entre

SNPs segun genotipos.

Aungque a continuacion se muestran las figuras de los test de las razones de
verosimilitud, pudiendo identificar visualmente las interacciones significativas, los
resultados y valores p expuestos son Unicamente los obtenidos de los estudios

definitivos (después de haber realizado los estudios especificos de interaccion).

GRUPO CSA
Figuras 20-25. Efecto de la interaccion de los pares de SNPs CYP3A4*1B,

CYP3A4*22, ABCB1 ¢.3435C>T y ABCBL1 ¢.2677G>T/A, en receptores y donantes,

sobre las variables clinicas en el grupo de pacientes tratados con ciclosporina.
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Rechazo agudo en los 3 primeros meses post-trasplante

SNPs interactions -- codominant model

RETIGQTA

Da3sCHT

R33SCT

DCYP3AL1AIE

RCYP3ALIAIE

0

0.001

01 0.05

0.3

RCYPIALIAIE —
DCYPRALIAIE —

Para la variable incidencia de

RIECGT —
DTG —
RITIGGTA —
DATIGGTA —

rechazo agudo, no se observan diferencias con

significacion estadistica ni para la combinacion de genotipos ni para ningiin SNP como

efecto individual.
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Neurotoxicidad en los 3 primeros meses post-trasplante

SNPs interactions -- codominant model

o
-
D2677GGTA — o
267G =
o
RETIGQTA -
o 4
o
Dascgm —
- N
o
R3scom -
« X
o
DCYP3ALIAIS —
RCYPIALIAIS

DCYPRAHIAIE —
RaECGT —
paECGT —
RATIGGTA —]
DANIGGTA —]

RCYPIALIAIE

Para la variable neurotoxicidad, no se observan diferencias con significacion

estadistica para la combinacion de genotipos.

Se observan diferencias con significacion estadistica como efecto individual, en el SNP
CYP3A4*1B (p=0,05) en el grupo de pacientes estudiado segun el genotipo del

receptor.
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Nefrotoxicidad en los 3 primeros meses post-trasplante

SNPs interactions -- codominant model

o
DSTIGGTA — é
o
ROSTIGQTA —
v
o
o
D3LISCHT
- _
o
R3LsCHT |
«
o
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. |

DCYPAAIIAIE —]
RIBCGT —]
DIFCGT —
R2TIGQITA —
DARTIGGITA —

RCYPIALIAIE —

Para la variable nefrotoxicidad, no se observan diferencias con significacion estadistica

ni para la combinacion de genotipos ni para ningin SNP como efecto individual.
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Hipertension arterial en los 3 primeros meses post-trasplante

D2677GQTA

R2STIGQTA

D3435CgT

R3435CQT

DCYPIALIAIE

RCYP3AL1AIE

SNPs interactions -- codominant model
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DCYPIALIAIE —

RIFCGT —

DIFCGT —

RAATGGTA —

DARTGGTA —

0

0.001

05

0.

0.3

Para la variable hipertension arterial, no se observan diferencias con significacion

estadistica para ningin SNP como efecto individual.

Sin embargo, si se observan diferencias con significacion estadistica para la siguiente
combinacion de SNPs: CYP3A4*1B en el donante y ABCB1 3435 en el receptor
(p<0,05). Los pacientes que recibieron injertos de donantes portadores CYP3A4*1B

(AG+GG) presentan menor incidencia de HTA de novo cuando ademds son receptores

no portadores para ABCB1 3435 (CC) (grafica 17).

Gréfica 17. Estudio especifico de la
CYP3A4*1B

interaccion

en

el

donante y ABCBl1 3435 en el

receptor para la HTA en el grupo de
pacientes tratados con CSA.
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Diabetes mellitus de novo en los 3 primeros meses post-trasplante

SNPs interactions -- codominant model

o
=
D267T7GGTA o
<
o
R26T7GQTA
w
o 4
o
D3435CyT
- B
o
R3435CoT !
« 5
o
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- O

RCYPAAIAIE —]
DCYPAAIAIE —]
RIAECGT —
paECgT —
R2TIGGTA —]
D2IGGTA —]

No se observan diferencias con significacion estadistica para ningun SNP como efecto

individual.

Para la variable diabetes mellitus de novo, se observan diferencias con significacién
estadistica para la siguiente combinacion de SNPs: ABCB1 3435 en el receptor y
ABCB1 2677 en el donante. Sin embargo, estos resultados son espurios ya que
cuando se hacen los subgrupos no disponemos de pacientes suficientes para hacer

inferencia estadistica (no se muestran los datos).
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GRUPO TAC

Figuras 26-31. Efecto de la interaccion de los pares de SNPs CYP3A5, CYP3A4*22,
ABCB1 ¢.3435C>T y ABCB1 ¢.2677G>T/A, en receptores y donantes, sobre las

variables clinicas en el grupo de pacientes tratados con tacrolimus.

Rechazo agudo en los 3 primeros meses post-trasplante

SNPs interactions -- codominant model

o
D2BTIGTA -
o
o
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RSTIGQTA
w
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-
g
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RCYPIASI3 —
— 3

RCYPZ2 —|

ncvrz —
RIECT
DIECGT
R2TTGGTA —
DARTGGTA —

RCYPAAS13 —
DCYPAASI3 —

Para la variable incidencia de rechazo agudo, no se observan diferencias con
significacion estadistica ni para la combinacién de genotipos ni para ningiin SNP como

efecto individual.
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Neurotoxicidad en los 3 primeros meses post-trasplante

SNPs interactions -- codominant model

o
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Q
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w
o 4
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DAL —
R2STIGQITA —
DATIGGTA —

Para la variable neurotoxicidad, se observan diferencias con significacién estadistica
para la siguiente combinacion de SNPs: CYP3A5 + ABCB1 3435 en receptores y
ABCB1 3435 en receptores + ABCB1 3435 en donantes. Sin embargo, estos
resultados son espurios ya que cuando se hacen los subgrupos no disponemos de

pacientes suficientes para hacer inferencia estadistica (no se muestran los datos).

Se observan diferencias con significacion estadistica en los siguientes SNPs como
efecto individual: ABCB1 2677 en donantes (p=0,01).
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Nefrotoxicidad en los 3 primeros meses post-trasplante

SNPs interactions -- codominant model
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Para la variable nefrotoxicidad, no se observan diferencias con significacion estadistica
ni para la combinacion de genotipos ni para ningin SNP como efecto individual.
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Hipertension arterial en los 3 primeros meses post-trasplante

SNPs interactions -- codominant model

o
D2677GGTA — -
o
<
o
R6TIGQTA —
v
o 4
D343Cam o
RIISCYT -]
-
o
oC =
RCYP22 — o _|
o
DCYP3AS13
RCYPIASI3

DIIBCGT —
R2STIGQITA —
D2TIGGTA —

RCYPAASIZ —
DCYPRASI3 —
RCYPZ2 —
DCYPZ2 —
RIBCGT —

Para la variable hipertension arterial, se observan diferencias con significacion
estadistica para la siguiente combinacion de SNPs: CYP3A5 en receptores + ABCB1
3435 en donantes (p<0,05); CYP3A5 en receptores + ABCB1 2677 en donantes
(p<0,05); CYP3A4*22 en donantes y ABCB1 3435 en receptores (p<0,05). También se
observan diferencias con significacion estadistica para el SNPs CYP3AS5 en receptores

como efecto individual.

Los receptores portadores CYP3AS5 (genotipo GA+AA) presentan mayor incidencia de
HTA de novo cuando ademas poseen injertos de donantes portadores para ABCB1
3435 (genotipo CT+TT) o para ABCB1l 2677 (GT+GA+TA+TT) (grafica 18 y 19,

respectivamente).
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Grafica 18. Estudio especifico de la interaccion CYP3A5 en receptor y ABCB1 3435

en injerto de donante para la HTA de novo en el grupo de pacientes tratados con TAC.
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Gréfica 19. Estudio especifico de la interaccion CYP3A5 en receptor y ABCB1 2677
en injerto de donante para la HTA de novo en el grupo de pacientes tratados con TAC.
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Los pacientes que poseen injertos de donantes portadores CYP3A4*22 (genotipo CT)
presentan mayor incidencia de HTA de novo cuando ademas son no portadores de
ABCB1 3435 (genotipo CC) (grafica 20).

Gréfica 20. Estudio especifico de la interaccion CYP3A4*22 y ABCB1 3435 en injerto
de donante para la HTA de novo en el grupo de pacientes tratados con TAC.
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Diabetes mellitus de novo en los 3 primeros meses post-trasplante

SNPs interactions -- codominant model

o
D26T7GQTA
D2677GQT 5
-
o
R2STIGQTA
w
o
D3435Cm S
R343SCT
. =
o
oCYP22 —
RCYP2 — ™ 5
o
DCYP3AS13 —
RCYP3AS13 —
S

pIBCT —
RITIGQITA —
DATIGGITA ]

RCYPAAS13 —
DCYPRASI —
RCYPZ2 —
DCYPZ2 —
RICGT —

Para la variable diabetes mellitus de novo, no se observan diferencias con significacion
estadistica ni para la combinacion de genotipos ni para ningin SNP como efecto

individual.
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Recidiva por VHC en los 3 primeros meses post-trasplante

SNPs interactions -- codominant model

o
D26T7GQTA o
=
o
R6TIGQTA ]
w
o 4
D343ISCHT o
R3ISCHT
S
oCYP2 -
RCYP22 @ _
o
DCYP3AS13 -
RCYP3AS13 -
—

DITCGT
RATIGGTA —
DATIGGTA

RCYPAAS13 —
DCYPARS13 —
RCYPZ2 —|
ocvrz —
RIECGT

Para la variable recidiva por VHC, no se observan diferencias con significacion
estadistica ni para la combinacion de genotipos ni para ningin SNP como efecto

individual.
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5. Discusion
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5.1. Farmacogenética y Trasplante Hepatico

Los inhibidores de calcineurina (ICN), ciclosporina y tacrolimus, son considerados la
base de la terapia inmunosupresora en el trasplante hepatico. Sin embargo,
frecuentemente suelen estar asociados a la aparicion de efectos adversos en el
paciente trasplantado. Es amplio el conocimiento sobre su farmacocinética (absorcion,
distribucion, metabolizacion y eliminacién) y su farmacodinamia (modo de accién y
efectos adversos), incluso han sido bien descritas las moléculas implicadas en estos
procesos. En los Ultimos afios también se han realizado numerosos estudios
farmacogenéticos relacionados con estos farmacos, con el objetivo de identificar la
mejor terapia para cada paciente. En ellos se evidencia una relacion entre sus
caracteristicas farmacocinéticas y determinadas variantes en los genes que codifican
para las enzimas metabolizadoras (como el citocromo P450) y proteinas
transportadoras de membrana de estos farmacos (como la P-glicoproteina). Sin
embargo, existe aun cierta discrepancia entre los resultados publicados hasta el

momento.

Las dosis iniciales se basan generalmente en el peso del paciente o son dosis fijas
predefinidas, y posteriormente se ajustan para conseguir el intervalo de concentracion
terapéutico preestablecido mediante la monitorizacion terapéutica (TDM). Sin
embargo, esta estrategia no siempre asegura alcanzar rdpidamente la concentracion

de farmaco dentro de un intervalo terapéutico eficaz y seguro.

Alcanzar una concentracion en sangre correcta del ICN en el post-trasplante inmediato
se convierte en el pilar basico de la inmunosupresién. En consecuencia, seria muy
ventajoso poder disponer de informacidén antes del trasplante que orientara sobre su
previsible farmacocinética, asi como también saber cual de los dos posibles ICN
podria ser el mas adecuado para cada paciente (debido a sus posibles efectos
adversos). Controlar este primer momento después del trasplante, parece ser de
especial relevancia, ya que hay estudios en los que se evidencia que los eventos
acontecidos durante los primeros dias o semanas después del trasplante, marcan los
eventos que ocurriran durante los siguientes afios (en cuanto a funcion renal, funcién

hepética, funcién biliar, etc.) (170).

El estudio farmacogenético de la presente tesis pretende aportar la identificacion de

variantes de los genes CYP3A4, CYP3A5 y ABCB1 que podrian utilizarse como
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predictivas de las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de los ICN en el

paciente trasplantado hepdtico.

5.2. Justificacion del estudio

Tanto ciclosporina como tacrolimus son farmacos imprescindibles para la prevencién
del rechazo del trasplante hepatico. Sin embargo, todavia esta pendiente de explicar
una gran parte de la variabilidad farmacocinética y farmacodinamica de estos
farmacos. La inconsistencia general de los estudios realizados puede estar
relacionada con la variabilidad étnica, con el pequefio nUmero de pacientes incluidos
en los estudios, con la inespecificidad de los sistemas de medida empleados para la
determinacion de la concentracidén de estos farmacos en sangre, con la variacion en el
punto del tiempo en el que se obtienen los resultados, y con el impacto del genotipo
del donante (137). Por ello, en el presente trabajo se ha intentado minimizar las
posibles variaciones debidas al disefio del estudio con el fin de ayudar a resolver parte
de esta variabilidad y obtener resultados consistentes: incluyendo Unicamente
pacientes de la misma etnia y con un Unico inmunosupresor en monoterapia durante
los tres primeros meses post-trasplante, realizando todas las medidas de la
concentracion de los farmacos inmunosupresores en sangre con el mismo sistema de
medida, considerando el parametro “ratio concentracion dosis” (C/D) en el estudio,
empleando modelos estadisticos que tienen en cuenta la dependencia de los datos de
un mismo individuo en el tiempo e incluyendo el genotipo tanto del receptor como del

donante.

Ademas la gran mayoria de los estudios descritos en la literatura hasta el momento se
han centrado en un solo SNP por estudio. En el presente trabajo se ha pretendido
investigar el papel potencial de los genotipos, tanto a nivel individual como en
combinaciones de distintas variantes genéticas (haplotipos). Es posible que
combinaciones de SNPs tengan efectos sinérgicos sobre la farmacocinética o

farmacodinamia de tacrolimus y ciclosporina.

También se ha querido evaluar la relevancia clinica de los hallazgos obtenidos,
estudiando la influencia de dichas variantes genéticas sobre la eficacia clinica
(incidencia de rechazo agudo) y/o sobre la seguridad (incidencia de aparicion de los
efectos adversos) en el paciente trasplantado hepatico. El genotipar a los pacientes

antes del tratamiento con estos farmacos inmunosupresores podria ayudar a prevenir
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los efectos secundarios de éstos. Sin embargo, actualmente no hay genes (o
variaciones dentro de estos genes) que muestren asociaciones consistentes con

parametros farmacodindmicos.

La farmacogenética de ciclosporina y tacrolimus es compleja, y como ya se ha
comentado, hay un gran nimero de factores que probablemente contribuyen en su
variabilidad farmacocinética y farmacodinamica. Mejorar la comprensién en esta area
tendria un impacto significativo en la salud y el bienestar de los pacientes tratados con
estos farmacos. Ademas, encontrar el equilibrio entre un efecto inmunosupresor
Optimo con un minimo riesgo de aparicion de efectos secundarios, mediante la
eleccion del farmaco méas adecuado y de una dosis ajustada de éste, supondria una
maxima efectividad del tratamiento, lo que se traduciria en una reduccién de costes
derivados no solo de la disminucion de la dosis administrada, sino también de la
reduccion de la aparicion de los posibles efectos adversos y su tratamiento

consecuente.

Realizar una inmunosupresion personalizada en funcién de las caracteristicas
farmacogenéticas del paciente, permitiria hacer una seleccion del tratamiento
inmunosupresor mas adecuado en funcion del perfil del paciente en el momento del
trasplante (presencia de hipertension arterial, diabetes mellitus, insuficiencia renal,

etc.).

5.3. Discusion de los resultados obtenidos

En primer lugar se discutirAdn los resultados obtenidos para la prevalencia de las

variantes seleccionadas en la poblacion estudiada.

Posteriormente se discutiran el resto de los resultados obtenidos para el grupo de
pacientes tratados con ciclosporina, y después para el grupo de pacientes tratados con
tacrolimus. Dentro de cada grupo, se discutiran los resultados obtenidos

comparandolos con los hallazgos descritos en la bibliografia.

Para facilitar la compresién e interpretacion de los comentarios de la discusién, en la
tabla 33 se muestra un resumen general a modo de guia sobre el impacto esperado de
las variantes de los SNPs estudiados en la PK de los ICN (137). Las flechas indican el
aumento/disminucién de la actividad enzimatica debido al aumento/disminucion de la

expresion del correspondiente gen.
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Tabla 33. Esquema sobre el impacto esperado de las variantes de los SNPs

estudiados en la PK de los ICN.

Variante Genqtlpo Efecto Proteina SUREIMES R
asociado sobre la PK
" *1/*1B
CYP3A4*1B “1B/*1B t CYP3A4 1C/D
CYP3A4*22 *1/*22 | CYP3A4 1C/D
" *1/*3
CYP3A5*3 Ny~ t CYP3A5 1C/D
ABCB1 : ]
3435C>T CT+TT | P-glicoproteina 1C/D
ABCB1
GT+GA+TT .
s
2677G>T/A +AATA Desconocido L

PK: Farmacocinética; C/D: Concentracion relativa a la dosis

5.3.1. Prevalencia de las variantes seleccionadas

Las distribuciones de frecuencias genotipicas para todos los polimorfismos estudiados
se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto para el grupo de pacientes
tratados con ciclosporina como para el grupo de pacientes tratados con tacrolimus.
Las frecuencias obtenidas coinciden con las esperadas en poblacién de raza blanca.
La baja frecuencia observada para los alelos CYP3A4*1B (alelo G) y CYP3A5*1 (alelo
A), confirma la descrita previamente en la literatura (138), con tan solo 2 y 1 individuos
portadores de dichos alelos en homocigosis en los grupos CSA y TAC,
respectivamente. Lo mismo puede decirse de la variante CYP3A4*22 (alelo T) para la
que no se han encontrado portadores en homocigosis en la poblacion estudiada para

ninguno de los dos grupos (138).

Nota: en cuanto al SNP CYP3A4*1B del grupo CSA, se observa un valor p de 0,07
para el cumplimiento del equilibrio de Hardy-Weinberg. Aunque este valor p presenta
una tendencia a la significaciébn aparentemente por un exceso de homocigotos *1, el
verdadero motivo es que hay mas individuos *1B/*1B de los esperados. Sin embargo,
como después se agrupan los genotipos *1/*1B y *1B/*1B para el estudio estadistico,

esta situacion deja de tener trascendencia.
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5.3.2. Influencia de los genes estudiados sobre la farmacocinética y

farmacodinamia de Ciclosporina.

A continuacion se muestra una tabla resumen con los resultados obtenidos sobre la
farmacogenética de ciclosporina: la relacién entre las diferentes variantes genéticas
estudiadas y las variables relacionadas con su farmacocinética y farmacodinamia. Los
resultados obtenidos se discuten para cada polimorfismo en particular en los

siguientes apartados.

Tabla 34. Resumen de los resultados farmacogenéticos de Ciclosporina.

Variante Senp PK1 PK2 PD1 PD2
asociado
CYP3A4*1B AL S NS t Neurotoxicidad en R IHTA:en D +3435CCenR
*1B/*1B (D: |C,/D d7) .
CYP3A4*22 *1/%22 - - | HTAen R? NS
t Rechazo Agudo en D'
ABCB1 NS
3435C>T i (R: |C/Dd14) NS LVHC enR NS
t VHC en D?
ABCB1 1Cy:en D+3435CCenD | HTAen R?
2677G>T/A GT+GA+TT g ’ NS
+AA+TA 1C,/D:en D+3435CCenD tVHCenD

! tendencia a la significacion;

PK1: Farmacocinética (estudio de variantes individuales); PK2: Farmacocinética (estudio de la combinacion de 2
SNPs). Las variables PK son: Dosis (D), Concentracién a las 2 horas de la administraciéon del farmaco (C,) y
Concentracion relativa a la dosis a las 2 horas de la administracién del farmaco (C,/D).

PD1: Farmacodinamica (PD) (estudio de variantes individuales); PD2: Farmacodinamica (estudio de la combinaciéon de
2 SNPs). Las variables PD son: Rechazo agudo, Nefrotoxicidad, Neurotoxicidad, Hipertension arterial (HTA), Diabetes
mellitus de novo (DM), Recidiva VHC (VHC). La no mencién de estas variables en el cuadro indica que son no
significativas (NS).

D: donante; R: receptor; D: dosis; d: dia; -: no hay datos.

5.3.2.1. Gen CYP3A4: rs2740574 (CYP3A4*1B) y rs35599367 (CYP3A4*22)

rs2740574 (CYP3A4*1B)

En general, el impacto de las variantes de CYP3A4 en la farmacocinética de

ciclosporina se define en la literatura como controvertido (138,139). Los resultados

obtenidos en el presente trabajo indican que no existe asociacidén significativa entre el
alelo *1B, de forma individual o combinada con los otros polimorfismos estudiados, y la

farmacocinética de ciclosporina. Estos hallazgos coinciden con lo descrito en varios
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estudios (139-142), aunque también se ha encontrado algun trabajo donde se ha
relacionado este alelo con un aumento del aclaramiento del farmaco y un aumento de
las necesidades de dosis (96).

Teniendo en cuenta que CYP3A4 es la enzima predominante en la metabolizacion de
ciclosporina, y que la variante *1B se asocia a un aumento de la cantidad de enzima
activa (como consecuencia de una actividad transcripcional aumentada del gen) (73) lo
que se esperaria es una disminucion de la C,/D. Sin embargo, los resultados
obtenidos no se corresponden con la hipétesis de que la variante *1B del gen CYP3A4
puede influir en la C,/D de ciclosporina.

Cuando se revisan nuestros datos en detalle, se observa que aunque los pacientes
gue recibieron un injerto procedente de un donante portador del alelo *1B, presentaron
C,/D méas bajas hasta el dia 7 (donde se hacen estadisticamente significativas),
después las C,/D tienden a igualarse entre portadores y no portadores a partir del dia
14. Ademas, cuando se aplica el modelo lineal mixto sobre los datos (modelo que
presenta una mayor potencia estadistica ya que tiene en cuenta la dependencia de los
datos en el tiempo) dicha significacion se pierde, pudiendo considerarse un dato
aislado.

Es posible que los factores no genéticos jueguen un papel mas importante que los
genéticos en la determinacion de la respuesta farmacocinética del paciente a
ciclosporina. Un estudio de epidemiologia genética ha estimado la heredabilidad de la
actividad del CYP3A4 en un 66%, lo que sugiere que los factores genéticos deberian
representar un papel importante sobre la respuesta farmacocinética; sin embargo,
factores ambientales como el tabaquismo y el indice de masa corporal también
pueden influir significativamente en la actividad enzimatica (171). En el presente
trabajo no se puede contrastar esta informacién porque dichos datos no fueron

recopilados.

En cuanto a la farmacodinamia de ciclosporina, se observa una relacion entre la

variante *1B en el receptor y una mayor frecuencia de aparicién de sintomas de

neurotoxicidad en los 3 primeros meses tras el trasplante. En general, un 15-30% de
los pacientes trasplantados de higado presentan convulsiones, encefalopatia, cefaleas
y alteraciones de la consciencia (172), con imagenes de resonancia magnética (RNM)
tipicas, que muestran la lesién de la sustancia blanca (173). Aunque los resultados
obtenidos podrian ayudar a explicar la aparicion de estos sintomas, es dificlil
contrastarlo con la literatura, ya que el efecto de este alelo sobre los pardmetros

farmacodindmicos se ha analizado en muy pocos estudios, y no se ha encontrado
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ninguna relacion en este aspecto (28,139). Ademas es complejo postular una hipotesis
para encontrar justificacion a la aparicion de estos sintomas, cuando la relacion que
muestra la variable *1B con la PK de ciclosporina no es significativa. CYP3A4 ha sido
identificada en cerebro (174), y una posible hipétesis seria que tal vez el aumento de
su actividad enzimatica asociada a este alelo en el receptor esté produciendo un
acumulo de metabolitos de ciclosporina a nivel del tejido nervioso, siendo éstos los

gque estén generando la toxicidad.

En cuanto a la influencia de combinaciones de genotipos, s6lo hay un estudio en el
que se ha analizado la influencia del haplotipo CYP3A4*1B con el rs1045642
(c.3435C>T) de ABCB1 sobre la farmacodinamia de ciclosporina, y no se vieron
resultados significativos (141). En el presente trabajo, sin embargo, se ha encontrado
gue los pacientes que han recibido un injerto de un donante con la variante *1B para
CYP3A4 y que ademas son no portadores de la variante ¢.3435C>T (genotipo CC),

presentan una menor incidencia de HTA de novo. El interés de estos resultados radica

en que son coherentes con la teoria de que la suma de una mayor actividad
enzimatica de CYP3A4 junto con una funcién no reducida de la P-glicoproteina podria
relacionarse con una mayor eliminacién del farmaco y por lo tanto con un menor riesgo
de aparicion de HTA de novo reduciendo la vasoconstriccion de la arteriola aferente, la
consecuente retencion de sodio, el aumento del volumen intravascular y la supresion
de renina. La discrepancia con los datos publicados puede ser debida a que el estudio
mencionado (141) sélo considerd el genotipo del receptor. Puesto que la actividad
principal de CYP3A4 se da en el higado, el aumento de actividad debido a la variante
*1B seria mas notable si se considera su presencia en el donante. Conocer de
antemano que en un determinado trasplante se da esta combinacion de genotipos
entre donante y receptor serviria de ayuda para valorar el riesgo de una determinada
eleccion del farmaco inmunosupresor. Hay que tener en cuenta, ademas, que la
incidencia de HTA como efecto secundario es mayor en pacientes tratados con

ciclosporina que con tacrolimus (43,175).

rs35599367 (CYP3A4*22)

Aunque se ha descrito en la literatura que para el rs35599367 (CYP3A4*22) se ha
observado la existencia de asociacion con la farmacocinética de ciclosporina (145),
dichos hallazgos no se han podido evaluar en el presente trabajo debido al tamafio

muestral insuficiente que presentaban algunos de los subgrupos.
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En cuanto al estudio de la influencia de esta variante en la farmacodinamia de
ciclosporina, los resultados obtenidos indican que los pacientes portadores de

CYP3A4*22 presentan una menor incidencia de HTA de novo en los 3 primeros meses

post-trasplante (tendencia a la significacion). Podria ser que una menor actividad de la
enzima CYP3A4 originara menor cantidad de metabolitos de ciclosporina reduciendo
los factores que desencadenan la aparicion de HTA en el paciente TH. No se han
encontrado trabajos que permitan contrastar estos resultados. Hay un estudio reciente
sobre el efecto de esta variante en pacientes con trasplante renal en el que se
encontré que el alelo *22 estaba asociado con un mayor riesgo de peor funcién del
injerto en comparacién con los homocigotos *1 (146). Los resultados de ese estudio, a
diferencia de los nuestros, si concuerdan con el hallazgo de que los portadores *22

reducen los niveles de ARNm de CYP3A4 y de su actividad enzimatica (134).

Con respecto a las influencias de esta variante en combinacién con otras, no se han

observado resultados significativos.

5.3.2.2. Gen ABCBL1 (rs1045642 (c.3435C>T) y rs2032582 (c.2677G>T/A))

En general, el impacto de las variantes de ABCB1 en la farmacocinética de
ciclosporina también es controvertido segun lo descrito en la literatura (138,139). Los
resultados obtenidos sobre la influencia de los SNPs rs1045642 (c.3435C>T) y
rs2032582 (c.2677G>T/A) de ABCB1 en el presente trabajo, indican que no existe

asociacion significativa entre ser portador de los alelos T y A/T, respectivamente,

cuando son estudiados de forma individual, y los pardmetros farmacocinéticos de
ciclosporina. Estos hallazgos coinciden con lo descrito en la mayoria de los estudios
(42,138). Dado el gran nimero de resultados negativos, es probable que estos SNPs

de ABCBL1 expliquen sélo una pequefia cantidad de la variacion.

En cuanto al rs1045642 (c.3435C>T), teniendo en cuenta que la P-glicoproteina
participa activamente en la depuracién sanguinea de ciclosporina y que la variante T
se asocia a la presencia de una menor cantidad de P-glicoproteina (como
consecuencia de una menor expresion del gen) o de una P-glicoproteina menos
funcional (73), se esperaria un aumento de la C,/D. Sin embargo, los resultados
obtenidos no lo confirman. Cuando se revisan nuestros datos en detalle, se observa

gue los pacientes portadores del alelo 3435T presentan C,/D con una tendencia a ser
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més bajas desde el dia 7 hasta el dia 90 (siendo sélo estadisticamente significativas
en el dia 14). Estos resultados no coinciden con lo esperado y en estos momentos no
es posible encontrar una explicacion para ello, ya que probablemente estén
interviniendo otros factores. Ademas, cuando se aplica el modelo lineal mixto sobre los
datos (modelo que presenta una mayor potencia estadistica porque incluye la

dependencia de los datos en el modelo) dicha significacion se pierde.

En los trabajos de Crettol et al. y Capron et al. (177,178) se expone que podria existir
una fuerte asociacion, pero soOlo cuando se consideran las concentraciones
intracelulares de ciclosporina y no las de sangre. Los portadores del alelo 3435T
tuvieron mayores concentraciones basales de ciclosporina intracelulares, en
comparacion con los no portadores. Para el rs2032582 (c.2677G>T/A) no se

observaron resultados significativos.

En cuanto a las combinaciones de genotipos, los resultados del presente trabajo
indican que existe una influencia combinada de rs2032582 (c.2677G>T/A) y
rs1045642 (c.3435C>T) de ABCB1. Cuando el injerto procede de un donante con la
combinacion portador de los alelos 2677A/T y no portador de 3435T (genotipo CC), los
pacientes presentan C, y C,/D de ciclosporina significativamente mas bajas.

Esto es lo que cabria esperar con respecto a ¢.3435C>T (los homocigotos CC
deberian estar relacionados con una disminucion de C, y C,/D); con respecto a
€.2677G>T/A, aunque todavia no se ha publicado informacion sobre su efecto en la
expresion de P-glicoproteina, el hecho de que la presencia de 2677T/A potencie la
accion de 3435CC, hasta convertir la disminucion de C, y C,/D en significativa, indica
que los alelos 3435C y 2677T/A presentan un efecto en el mismo sentido. O lo que es
equivalente: que las variantes minoritarias 3435T y 2677T/A presentan un efecto
opuesto. Por lo tanto, estos resultados apoyarian la hipétesis de que el efecto del
rs2032582 (c.2677G>T/A) de ABCB1 sobre la P-glicoproteina (todavia desconocido
(137)) produciria un aumento de la depuracién de los ICN en sangre, lo que podria
relacionarse con un aumento de la actividad de la P-glicoproteina. Ademas se pone de
manifiesto la importancia del genotipo del donante para esta proteina transportadora
en el paciente trasplantado de higado. No se han encontrado publicados estudios

previos que corroboren estos resultados.

Los estudios que han analizado la relacion entre los alelos de ABCBl y la

farmacodinamia de ciclosporina han mostrado resultados tanto a favor como en contra
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de que exista. Los resultados obtenidos en el presente trabajo relacionan la presencia

del alelo 3435T en el donante con un aumento de la incidencia de rechazo agudo

(tendencia a la significacion) y un aumento de la incidencia de recidiva por VHC

(tendencia a la significacion). Sorprendentemente, la presencia de este alelo en el

receptor presenta el efecto inverso, asociandose con una disminucion en la incidencia

de la reinfeccién por VHC.

El aumento de la incidencia de recidiva por VHC puede estar asociado al aumento de
las dosis de corticoides administradas, debido al aumento de la incidencia de rechazo
agudo en este grupo de pacientes. Aunque se habria esperado que hubiera ocurrido
menos rechazo en este grupo de pacientes, en estos momentos no somos capaces de
justificar estos resultados si se asume que el rechazo sélo depende de la
concentracion de ciclosporina. En este caso, hay que tener en cuenta que pueden
haberse dado otros factores que no hayan sido considerados y que pudieran haber

influido en la incidencia de rechazo.

Tal vez, el efecto real sea que este alelo esté realmente asociado a una disminucién
de la incidencia del VHC aunque no hayamos podido encontrar ningun estudio con

resultados similares en la literatura para poder contrastarlos con los nuestros.

En cuanto al rs2032582 (c.2677G>T/A), los resultados indican que los pacientes que
recibieron un injerto procedente de donante portador de los alelos A/T presentan un

aumento de la incidencia de recidiva por VHC y una disminucion de la incidencia de

HTA de novo (esta Ultima, con una tendencia a la significacién).

Los resultados observados para la incidencia de HTA, coincidirian con la hipétesis de
que una funciéon aumentada de la P-glicoproteina podria relacionarse con una mayor
eliminacion del farmaco y por lo tanto con un menor riesgo de apariciéon de HTA de
novo. En cuanto a los resultados observados para la incidencia de recidiva por VHC,
no disponemos de ninguna hipétesis para poder justificar estos resultados, ni de

estudios descritos en la literatura para poder contrastarlos con los nuestros.

Con respecto a la influencia de combinaciones de genotipos, no se han descrito en la
literatura resultados significativos para TH. Sin embargo, para trasplante renal si que
se encuentran algunos estudios (149,179,180). En uno de ellos, con una poblacion

relativamente grande que incluy6é 237 pacientes con trasplante renal, se encontré que
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el genotipo TT de ¢.2677G>T/A estaba asociado con un riesgo tres veces mayor de
padecer rechazo agudo confirmado por biopsia en comparacion con los otros
genotipos (179). Se vio que este SNP se encontraba en un alto desequilibrio de
ligamiento con el rs1045642 (ABCB1 ¢.3435C>T) y el rs1128503 (ABCB1 ¢.1236C>T),
y estos dos SNPs también mostraron estar asociados con el rechazo agudo, pero solo
antes del ajuste para el SNP rs2032582 (ABCBL1 ¢.2677G>T/A) (179). Por el contrario,
en un estudio con 832 pacientes trasplantados renales tratados con tacrolimus o
ciclosporina se encontré que el haplotipo T-T-T estaba asociado con un menor riesgo
de rechazo agudo, excepto en el caso en el que se compar6 contra el haplotipo T-G-C
(para los SNPs ¢.3435 C>T, ¢.2677G>T/A y ¢.1236C>T, respectivamente) (149). En
otro estudio diferente con 68 receptores de trasplante renal también se encontré una
asociacion entre el genotipo TT de ¢.2677G>T/A y un mayor riesgo de nefrotoxicidad
(180). En otros estudios de poblacion menor no se encontré ninguna asociacion entre
las variantes de ABCBL1 y el seguimiento clinico (que se resumen en Staatz et al.
(144)).

En el trasplante renal, el genotipo de estos SNPs en el donante podria ser de gran
relevancia, ya que la P-glicoproteina presenta una elevada expresion en las células
epiteliales del tabulo proximal renal, por lo que la actividad en el riidén del donante
podria afectar el desarrollo de los efectos adversos relacionados con los efectos
secundarios de ciclosporina (150,151,181). Si esto es asi, en otros tipos de trasplante,
como el hepatico, deberia ponerse de manifiesto una relacion entre estos genotipos en
el receptor y la presencia de nefrotoxicidad. Sin embargo, dicha hipétesis no ha podido

ser evidenciada en nuestros resultados para el farmaco ciclosporina.

Resumen de la discusiéon para Ciclosporina

En general, se observa una falta de correlacion entre los resultados PK y los
resultados PD. En principio, no se observan diferencias significativas para las variables
PK, excepto para la combinacion de genotipos de ABCB1 en donantes, aunque no
llega a traducirse en ningun efecto clinico. Sin embargo, si se observan resultados
significativos para las variables PD cuando se estudian los SNPs de forma individual,
destacando los efectos adversos encontrados en nuestra poblacion en estudio.
Aunque algunos de ellos no sean consistentes con lo descrito en la literatura, en la
mayoria de los estudios encontrados no se tuvo en cuenta el genotipo del donante en

trasplante hepético. El genotipo del donante parece ser critico en los estudios
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farmacogenéticos. La falta de mas resultados significativos para la PD cuando los
SNPs se estudian en conjunto, posiblemente sea debida a la necesidad de un tamafio
muestral mayor. Segun algunos estudios, podria haber una correlacion mayor de PK 'y
PD de ciclosporina si se midieran las concentraciones intracelulares del farmaco (al
menos para ABCB1).

Es importante mencionar que la trascendencia de estos resultados queda en desuso,
ya que la principal ventaja que ofrecia el farmaco ciclosporina como tratamiento IS
frente a los pacientes VHC se ha perdido, debido a los nuevos farmacos que han

surgido para el tratamiento de esta enfermedad.

5.3.3. Influencia de las variantes estudiadas sobre la farmacocinética vy

farmacodinamia de Tacrolimus.

A continuacién se muestra una tabla resumen con los resultados obtenidos sobre la
farmacogenética de tacrolimus: la relacion entre las diferentes variantes genéticas
estudiadas y las variables relacionadas con la farmacocinética y farmacodinamia. Los
resultados obtenidos se discuten para cada polimorfismo en particular en los

siguientes apartados.

Tabla 35. Resumen de los resultados farmacogenéticos de Tacrolimus.

Genotipo
Variante PK1 PK2 PD1 PD2
asociado
*1/*3 D: |Cy |C/D tD:enR+3435 CCR 1 Nefrotoxicidad en R' 1 HTA:en R +3435T D
CYP3A5*3 1/ 430 90
(d30,90) 1C/D:en R+ *22 R! tHTAen D 'y R! tHTA:en R + 2677 T/AD
1C/D:en R+3435CC R tHTA:en D +3435 CCR
CYP3A4*22 *1/*22 R: 1C1 NS

1C/D:en R+2677 GGR

ABCB1

3435C>T CT+TT D: |Dy1C/D tD: en R + 2677 GG R! 1 DM en D' NS

ABCB1 D D+*22 R | Neurotoxicidad en D
GT+GA+TT |D:en D+*

2677G>T/A +FAAHTA D: D2y |C tHTAen R! NS

1C/D: en D + *22 R?

! tendencia a la significacion; 2 no se mantiene la significacion estadistica después de incluir las variables confusoras
en el modelo multivariante;

PK1: Farmacocinética (estudio de variantes individuales); PK2: Farmacocinética (estudio de la combinacion de 2
SNPs). Las variables PK son: Dosis (D), Concentraciéon basal del farmaco (C) y Concentracion basal relativizada a la
dosis (C/D)).

PD1: Farmacodinamica (PD) (estudio de variantes individuales); PD2: Farmacodinamica (estudio de la combinacién de
2 SNPs). Las variables PD son: Rechazo agudo, Nefrotoxicidad, Neurotoxicidad, Hipertension arterial (HTA), Diabetes
mellitus de novo (DM), Recidiva VHC (VHC). La no mencién de estas variables en el cuadro indica que son no
significativas (NS).

D: donante; R: receptor; D: dosis; d: dia; -: no hay datos.
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5.3.3.1. Gen CYP3A5: rs776746 (CYP3A5*3)

Aunque el SNP CYP3A5*3 ha mostrado tener una fuerte asociacion con la
farmacocinética de tacrolimus (152,155,156), existen muy pocas evidencias
consistentes descritas en la literatura de que afecte a su farmacodinamia. La
asociacion entre el genotipo de CYP3A5 y el metabolismo de tacrolimus se replica una
vez mas con el presente trabajo, del mismo modo que una gran variedad de distintos
estudios (recopilados en Swen et al. (157)). En concreto, los pacientes con injertos
procedentes de donantes portadores de la variante *1 muestran C, y Co/D mas bajas
que los no portadores. Estas diferencias se hacen estadisticamente significativas a
partir del dia 30 post-trasplante y se confirman con la aplicacién del modelo lineal
mixto (en el que se tiene en cuenta la dependencia de los datos en el tiempo). Estos
resultados son consistentes con la teoria de que el alelo *3 estéd asociado a una menor
actividad enzimética de CYP3A5 que lleva a una menor necesidad de dosis (debido a

Co y Co/D mas altas).

Existen numerosos estudios en los que se ha examinado el efecto del genotipo del
donante y del receptor sin tener en cuenta su influencia combinada. Nuestros
resultados son similares a los obtenidos en un estudio con 50 receptores de higado en
los que se observé que, cuando los donantes eran portadores del alelo *1 de CYP3AS5,
tenian ratios Co/D significativamente menores en la semana 2 y en el mes 1 post-
trasplante, en comparacion con los no portadores (homocigotos *3) (186). Otros dos
estudios de 60 (182) y 70 (183) pacientes trasplantados de higado, encontraron que el
genotipo de CYP3A5 del donante afectaba significativamente la ratio Co/D en las

semanas 1, 2 y 3 para un estudio (183), y en los meses 1-12 para el otro (182).

Aunque parece que el genotipo del donante juega un papel significativo en la
farmacocinética de tacrolimus, no esta claro en qué momento se convierte en
relevante. Varios estudios muestran que el genotipo del donante altera
significativamente los valores de la ratio Co/D en la primera semana post-trasplante
(186,183), otros muestran que no comienza a jugar un papel relevante hasta la

segunda semana o incluso hasta el sexto mes post-trasplante (184,185).

En cuanto al efecto del genotipo del receptor, en el estudio de los 50 receptores de
higado, y al igual que en el nuestro, no se observo efecto del genotipo CYP3A5 del
receptor sobre la ratio Co/D en ninguno de los puntos de tiempo estudiados (186). En

el estudio de Yu et al. (185) tampoco se observo efecto del genotipo CYP3A5 del
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receptor sobre la ratio Co/D en ninguno de los puntos de tiempo estudiados, en su
cohorte de receptores de higado, cuando se consideré el genotipo de donante y
receptor por separado. Ademas, mientras que el estudio realizado en 60 pacientes
encontré que el genotipo del receptor sélo fue significativo en las semanas 1y 2 (182),
en el estudio de los 70 pacientes se vio que el genotipo del receptor no tuvo efecto

sobre la ratio Co/D en ningln momento (183).

Por lo tanto, sobre el papel del genotipo del receptor, unos pocos estudios muestran
gue no es relevante (186), mientras que otros muestran que si , pero sélo hasta el

momento en el que el genotipo del donante se vuelve significativo (182,183,186).

En cuanto a la influencia de las combinaciones de genotipos, los requerimientos de
dosis mas altos observados en pacientes con genotipo portador del alelo *1 de
CYP3A5 y no portador (genotipo CC) del rs1045642 (¢.3435C>T), son consistentes
con la teoria de que ambos estarian asociados a una mayor actividad de las proteinas
para las que codifican dichos genes (135,136). Por otro lado, se obtienen Co/D mas
altas en los individuos (receptores) portadores de la combinacion del alelo *1 de
CYP3AS5 y del alelo *22 de CYP3A4. Esto resulta contradictorio, ya que ambos
presentan efectos esperados opuestos sobre la metabolizacién de los ICN, y no es
posible encontrar una explicacién para justificar estos resultados (sin embargo se ha
de tener en cuenta que la n es muy baja y la que la p no llega a ser significativa
(p=0,06)).

Es de notar que, sorprendentemente, el alelo *1 no presenta ningun efecto sinérgico
cuando se combina con otros genotipos. Tal vez esto sea debido al bajo nimero de

individuos de este grupo.

Para finalizar el apartado relacionado con la PK de tacrolimus con respecto a CYP3A5,
cabe destacar que la influencia del alelo *1 del donante sobre la Co/D, se mantuvo
(aunque soélo con una tendencia a la significacion) cuando se introdujeron en el modelo
multivariante las variables confusoras. También se mantuvo en el modelo el efecto del
alelo 3435T (genotipo del donante), mostrando una influencia en el sentido opuesto al
anterior (Co/D mas altas). Estos resultados son coherentes con lo descrito en la
literatura en cuanto a sus efectos sobre las proteinas para las que codifican, y
pondrian de manifiesto unas necesidades de dosis mas altas para los individuos

portadores de un injerto con el alelo *1 y unas necesidades de dosis mas bajas para
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los portadores del alelo 3435T. Para los portadores de la combinacion de ambos alelos

se esperaria que los efectos sobre la PK de tacrolimus estuvieran contrarrestados.

En cuanto a la farmacodinamia de tacrolimus, los resultados parecen indicar que
existe una influencia de la variante *1 del receptor, relacionandose con una mayor

aparicion _de sintomas de nefrotoxicidad en los 3 primeros meses post-trasplante

(tendencia a la significacién). Ademéas también se evidencia un aumento en la

incidencia de HTA de novo cuando se considera tanto el genotipo del donante como

del receptor (tendencia a la significacién). Como ya se ha comentado, nefrotoxicidad e
HTA son eventos clinicos importantes en el paciente trasplantado que pueden ir

ligados (187-castellote).

Aunque estos resultados, a priori, no se correlacionarian con una influencia de las
variables PK segln nuestros resultados, son consistentes con lo observado en varios
estudios realizados con pacientes de trasplante renal, incluyendo uno relativamente
grande de 304 participantes, donde se mostré una asociacion entre el alelo CYP3A5*3
y una disminucion en el riesgo de nefrotoxicidad (159,188,189). El mecanismo que
existe detras de este efecto farmacodindmico no esta claro, pero podria deberse a una
exposicion sistémica menor al fArmaco debido a los requisitos de dosis més bajas para
los individuos portadores del alelo *3 (189), asi como a una reduccion potencial en la
formacion de metabolitos a nivel renal (159). CYP3AS5 es el principal responsable de la
transformacion de tacrolimus en sus metabolitos, y existen experimentos in vitro que
han demostrado que la formacion del metabolito de tacrolimus 13-O-
desmetiltacrolimus fue 13,5 veces mayor en microsomas de rifidn humanos con el
genotipo CYP3A5 *1/*3, que en aquellos con el genotipo CYP3A5 *3/*3 (71). Es
posible que una mayor cantidad de estos metabolitos en las células renales de los
portadores del alelo *1 puedan inducir o agravar tanto la nefrotoxicidad como la HTA
(159). Esto indicaria que la presencia del alelo *3 tendria un efecto protector en cuanto
a nefrotoxicidad e HTA, o lo que es lo mismo, que los individuos portadores del alelo
*1 presentan un mayor riesgo de sufrir dichos efectos secundarios. En contraste con
estos resultados, un estudio mas reducido en pacientes trasplantados renales
encontré que los homocigotos para el alelo *3 tenian una mayor incidencia de
nefrotoxicidad (188). Ademas, en otro estudio con pacientes trasplantados de higado
también se encontré que el receptor con genotipo CYP3A5 *3/*3 se asocié con un
mayor riesgo de nefrotoxicidad. No se observaron resultados significativos cuando se

tuvo en cuenta el genotipo de los donantes. Los autores sugirieron que la enzima
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CYP3AS5 activa en el rifion puede ayudar a reducir la exposicion de las células renales

a tacrolimus, ejerciendo de este modo un papel protector (182).

En cuanto a la influencia de genotipos combinados, el efecto observado sobre el

aumento de la incidencia de HTA de novo para los portadores del alelo *1 estaria

potenciado por la presencia en el injerto de los alelos 3435T y 2677T/A de ABCBL1.

En conjunto se puede decir, segun nuestros resultados, que el alelo *1 esta asociado
con requerimientos de dosis mas altas, que pueden asociarse a un aumento de la
nefrotoxicidad y de la HTA (probablemente debido a un acimulo de los metabolitos de
tacrolimus a nivel renal), y que ademas esta Ultima se ve potenciada cuando ademas
se es portador del alelo T del rs1045642 (c.3435 C>T) o del alelo A/T del rs2032582
(c.2677 G>T/A).

En vista de todos estos resultados, se esperaria que disponer de la informacion
genética para el SNP CYP3A5 tanto del donante como del receptor fuera beneficioso.
Sin embargo, como tacrolimus est4 sometido a una cuidadosa vigilancia de las dosis,
el predecir con precision la dosificacion en base al genotipo de CYP3A5 queda
relegado a una trascendencia clinica relativa. De hecho, Thervet et al. (190)
encontraron que, aunque los pacientes que recibieron dosis de tacrolimus adaptadas
al genotipo tuvieron concentraciones sanguineas basales dentro del objetivo
terapéutico con mas frecuencia que los de la dosificacion estandar, esto no dio lugar a
ninguna mejora en aspectos clinicos tales como la disminucién de la incidencia de

rechazo o de nefrotoxicidad.

5.3.3.2. Gen CYP3A4: rs35599367 (CYP3A4*22)

A diferencia de CYP3A4*1B, el rs35599367 (CYP3A4*22) no esta en desequilibrio de
ligamiento con el rs776746 (CYP3A5*3) y contribuye parcialmente a la variaciéon de los
requisitos de dosis de tacrolimus independientemente del alelo CYP3A5*3 (145).
Nuestros resultados indican que, segun el genotipo del receptor, los portadores del
alelo *22 presentan concentraciones basales de tacrolimus mas altas (que se
mantienen al introducir las variables confusoras en el modelo multivariante), y por
consiguiente requeririan dosis mas bajas. Dichos resultados son consistentes con la
reduccién de la actividad de CYP3A4 y lo descrito en la literatura (134,160).

Ademas, los resultados del presente trabajo indican que el SNP CYP3A4*22 influye de

manera combinada con otros genotipos tanto en la PK como en la PD de tacrolimus.
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Dichas influencias combinadas se comentan en detalle en el siguiente apartado del
gen ABCBL.

No se han encontrado muchos estudios sobre la asociacion entre el alelo CYP3A4*22
y la farmacodinamia de tacrolimus, y los pocos que han estudiado dicha influencia, no
han podido demostrar una implicacién clinica (191,192). En nuestro trabajo, si que se
observa una influencia de este alelo, pero sélo cuando se considera su efecto en

combinacion con otros genotipos (comentado en detalle en el siguiente apartado).

5.3.3.3. Gen ABCBL1 (rs1045642 y rs2032582)

En general, el impacto de las variantes de ABCB1 en la farmacocinética de tacrolimus
es controvertido, con estudios que no han encontrado evidencias consistentes de
asociacion entre las Cy/D y las variantes rs1045642 (¢.3435C>T) (161) y rs2032582
(c.2677G>T/A) (138). En contraposicion, los resultados obtenidos en el presente

trabajo, indican que existe asociacion significativa cuando son estudiados de forma

individual o en combinacion con otros genotipos. Sin embargo, cabe destacar que
algunos de los resultados obtenidos son contradictorios, y se discuten en detalle a

continuacion.

Si el donante es portador de la variante 3435T, los pacientes trasplantados reciben
dosis mas bajas y muestran Co/D mas altas que si los donantes son no portadores.
Para el caso del rs2032582 (c.2677G>T/A), si los donantes son portadores, los
pacientes muestran concentraciones basales mas bajas (la significacién estadistica
para la variable dosis se pierde cuando se introducen las variables confusoras en el

modelo multivariante).

Los resultados obtenidos para el rs1045642 (¢c.3435C>T) son consistentes con los
publicados en un estudio en el que se demostré que existia una fuerte correlacion
inversa entre la ratio de la C/D de tacrolimus y los niveles de ARNm de ABCBL1,
durante los primeros dias tras el trasplante hepatico (193,194). En cuanto al
rs2032582 (c.2677G>T/A), una vez mas se pone de manifiesto en el presente trabajo
que podria estar ejerciendo un efecto positivo sobre la P-glicoproteina (es decir,
aumentando su produccién o incrementando su actividad). Sin embargo, como ya se
ha comentado, no se han encontrado estudios hasta el momento que aporten

informacion al respecto para poder contrastar esta hipotesis.
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En un estudio retrospectivo de 81 pacientes con trasplante renal se encontré que los
homocigotos para el alelo T de los SNPs rs1045642 (c.3435C>T) y rs2032582
(c.2677G>T/A) tuvieron Co/D mas altas en comparacion con los no portadores del
alelo, 1 mes después de la introduccién de tacrolimus (195). En otro estudio, en 83
pacientes con trasplante de pulmén se encontré que los portadores del alelo 2677T
también tuvieron mayores C/D en comparacion con los homocigotos GG, pero sélo en
el primer mes después del trasplante (196). Aunque estos resultados no coinciden con
los observados en el presente trabajo, cabe destacar que estos estudios sélo tuvieron
en cuenta el genotipo del receptor y ademas se realizaron en trasplantes distintos a los
de higado. Por tanto, no puede descartarse que exista una influencia del genotipo del

injerto, es decir, del donante, en el paciente trasplantado de higado.

Segun nuestros resultados, el papel del genotipo del donante para las variantes de
ABCB1 también podria ser relevante, aunque en la mayoria de los estudios descritos
en la literatura s6lo se ha tenido en cuenta el genotipo del receptor. Una posible
explicaciobn seria que la P-glicoproteina, ademas de estar presente en altas
concentraciones en el extremo de las vellosidades de los enterocitos del intestino
delgado (89,90), de las células renales (92,93) y de la barrera hematoencefalica
(197,198), se ha demostrado que también transporta farmacos a través de las

membranas de los hepatocitos (91).

En cuanto a la influencia de combinaciones de genotipos, ademas de las ya
comentadas en el apartado anterior para el SNPs CYP3A5, se obtienen varios
resultados significativos y con tendencia a la significacién. Para exponerlos, se dividen
entre los que son consistentes con lo descrito en la literatura, y los que no los son, y se

enumeran a continuacion.

Entre los que son consistentes con lo descrito, se encuentra la combinacion del alelo
*22 y el genotipo GG del rs2032582 (¢.2677G>T/A) en los pacientes receptores, en los

gque se observan C/D més altas.

Entre los que no son consistentes, se encuentra la combinacion del alelo *22 de
CYP3A4 en el receptor con la variante 2677A/T en el donante, que esta asociada a
requerimientos de dosis mas bajos y a C/D mas altas; el alelo *22 en el receptor con el
genotipo CC del rs1045642 (c.3435C>T) en el receptor, que también muestra C/D mas
altas; y la combinacion de la variante 3435T y del genotipo GG del rs2032582 (c.

2677G>T/A) ambos en el receptor, que muestran requerimientos de dosis mas altos.
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Algunos estudios no han encontrado relacion entre las combinaciones de genotipos de
ABCB1, incluyendo uno en el que las asociaciones del haplotipo no fueron
significativas después de que se tuviera en cuenta el genotipo para CYP3A5 (162).
Aunque esto sugiere que estos alelos probablemente juegan un papel menor sobre la
farmacocinética de tacrolimus comparado con el efecto de los alelos CYP3AS5 (162),
en el presente trabajo se mantiene la significacion incluso teniendo en cuenta el
genotipo de CYP3AS.

Hay publicados andlisis haplotipicos con los tres principales alelos de ABCB1: en
trasplante renal se encontré que los pacientes con el haplotipo C-G-C para los SNPs
rs1045642 (c.3435C>T), rs2032582 (c.2677G>T/A) y rs1128503 (c.1236C>T),
respectivamente, requerian dosis diarias de tacrolimus mas altas en comparacién con
aquellos con el haplotipo T-T-T (195). Los estudios sugieren que estos tres alelos
estan hasta cierto punto, en desequilibrio de ligamiento (92,179,199), por lo tanto, es
dificil saber cual de estos tres alelos es el responsable de la asociacion con
parametros farmacocinéticos o farmacodinamicos para los ICN, o bien si lo es més de
uno de ellos. En concreto, el rs1045642 y el rs2032582, han mostrado un fuerte
ligamiento entre ellos (179,92). Ademds, el rs2032582 es un SNP no sindnimo,
mientras que los otros dos SNPs son sindnimos (dan lugar a mutaciones silenciosas),
lo que sugiere que puede ser el principal efector detras de cualquier influencia en el
gen (199). A pesar de esto, solo el rs1045642 (c.3435C>T) ha demostrado que afecte
a la expresion de ABCB1 (136).

La variante rs1045642 ha demostrado reducir la expresion y la funcién intestinal de la
P-glicoproteina, y por lo tanto tenia a priori el potencial de afectar la biodisponibilidad
del farmaco (136). Una posible explicacion para la inconsistencia de los resultados
observados en el presente trabajo, podria ser la existencia de un factor importante
relacionado con la ubicacion de la P-glicoproteina: ésta esta también relacionada con
el transporte de farmacos dentro de los linfocitos (90,94). La concentracion real
disponible de los ICN con efecto inmunosupresor dentro de estas células podria estar

influenciada por su contenido en P-glicoproteina.

Por lo tanto, es posible que los alelos de ABCB1 puedan desempefiar un papel mas
importante en cuanto a la influencia sobre la concentracion intracelular de tacrolimus
dentro de los linfocitos. En un estudio de 2010 de Capron et al. (177) con 96 pacientes
con trasplante renal se encontr6 que los portadores del alelo 3435T tuvieron un

aumento de 1,3 veces en la concentracion basal intracelular de tacrolimus en PBMCs
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(células mononucleares de sangre periférica) en comparacion con los no portadores.
Este hallazgo coincide con el supuesto efecto del alelo T, que es una reduccion de la
expresion y funcion de la P-glicoproteina (136). Los autores también encontraron que
los portadores de los alelos 2677T/A de ABCB1 mostraron un aumento significativo de
la concentracibn en PBMCs en comparacion con los no portadores (177). En este
caso, tanto el alelo 3435T como el 2677T/A de ABCB1, parecen reducir la actividad de
la P-glicoproteina. Cabe sefalar que sélo el rs1045642 permanecié significativamente
asociado con concentraciones intracelulares después del andlisis multivariante; se
sugirié que la asociacion inicial del rs2032582 fue debida al desequilibrio de ligamiento
con el rs1045642. Ninguno de los tres alelos se asocidé con la concentracion de
tacrolimus en sangre, lo que llevd a los autores a concluir que los polimorfismos del
gen ABCBL1 pueden tener una mayor influencia en las concentraciones intracelulares
gue en las concentraciones en sangre. De hecho, los autores también observaron que
las concentraciones intracelulares en PBMC no se correlacionaban significativamente
con las concentraciones en sangre, lo que demuestra que estas uUltimas pueden no
reflejar con precision la concentracion de tacrolimus con capacidad de
inmunosupresiéon dentro de los linfocitos. Desgraciadamente, aunque se ha
demostrado la existencia de un vinculo entre las concentraciones intracelulares y el
rechazo del injerto, los autores no pudieron encontrar asociacion entre estos
polimorfismos de ABCB1 y el rechazo del injerto en la poblacién. Esto podria ser
debido a la baja incidencia de episodios de rechazo en el grupo, de solo el 6% (177).
Como las concentraciones intracelulares han demostrado ser predictores significativos
de rechazo agudo, entender mas sobre el papel de las variantes de ABCBL1 y su efecto
sobre las concentraciones de farmaco en linfocitos podria potencialmente ayudar a

reducir el riesgo de rechazo del injerto en el futuro.

Aunque la mayoria de los estudios que han analizado la relacién entre los alelos de
ABCBL1 y la farmacodinamia de tacrolimus no han podido demostrar asociacion entre
el rs1045642 y/o el rs2032582, y ningun parametro farmacodinamico, también existen
algunos en los que si se ha demostrado (resumidos en Staatz et al. (144)). Los
resultados obtenidos en el presente trabajo relacionan la presencia del alelo 3435T del

rs1045642 en el injerto del donante con un aumento de la incidencia de diabetes

mellitus de novo (tendencia a la significacion).

También se relaciona la presencia del alelo 2677T/A del rs2032582 en el donante con

una disminucién de la neurotoxicidad, y con un aumento de la incidencia de HTA de

novo en el receptor (tendencia a la significacion).
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Los estudios publicados sobre la asociacion con neurotoxicidad ofrecen resultados
contradictorios: en un caso, se encontr6 que los homocigotos para la variante

mayoritaria, genotipo GG para el rs2032582, tenian un mayor riesqo de eventos

neurotéxicos al tomar tacrolimus (200); sin embargo, otros dos estudios encontraron el
efecto contrario, ya que era la presencia del alelo mutante 2677T en el rs2032582

(201) la que estaba asociada con un mayor riesgo _de neurotoxicidad. Es importante

tener en cuenta que, dentro de los estudios de neurotoxicidad, el primer trabajo incluyé
a 103 pacientes, mientras que los dos Ultimos incluyeron 17 y 63 pacientes,
respectivamente. Aqui, probablemente se ponga en evidencia el importante papel que

estd desempefiando la presencia de la P-glicoproteina en la barrera hematoencefalica.

En cuanto a los resultados obtenidos para la HTA, coincidirian una vez mas en el
presente trabajo con la hipétesis de que la presencia del alelo 2677T/A puede estar
asociada con una funcion aumentada de la P-glicoproteina y por lo tanto que podria
relacionarse con una mayor eliminacioén del farmaco y un menor riesgo de aparicion de
HTA de novo.

No se han encontrado estudios para poder contrastar los resultados obtenidos sobre la
variante 3435T del rs1045642 y la incidencia de DM. Su efecto puede estar asociado a
que las C/D de tacrolimus mas altas en sangre ejerzan un efecto inhibidor de la
secrecion de insulina e inductor de la resistencia periférica a ésta (75). Seria
interesante considerar esta variante antes de pautar tacrolimus, ya que esta bien

descrito que este IS es més diabetdgeno que ciclosporina (75).

Aunque para el resto de variables clinicas estudiadas no se han observado
asociaciones significativas para estos SNPs, como por ejemplo, en el estudio de
Capron et al. (177) donde no se encontré ninguna asociacion entre las tres variantes
de ABCBL y el rechazo, existen algunos estudios en los que si que se han visto. En un
estudio realizado en 117 receptores de trasplante de pulmén, se encontré que los
homaocigotos 3435TT tenian una menor incidencia de rechazo agudo (202). Ademas,
en un estudio con 120 receptores hepaticos se encontré que el alelo 2677T del
rs2032582 estaba asociado con un menor riesgo de disfuncion renal crénica en

comparacion con los genotipos GG, GT, AG, AT (203).

En general, los estudios relacionados con los alelos de ABCB1 y la farmacocinética y

farmacodinamia de tacrolimus son inconsistentes, y la falta de evidencia mecanicista
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gue respalde las asociaciones hace dificil determinar qué conjuntos de resultados son

validos.

Ademas, todavia tiene que aclararse cual es la contribucion que tiene la expresion
alterada de la P-glicoproteina en los linfocitos sobre el efecto inmunosupresor de los
farmacos. Junto con la falta de correlacion observada con las concentraciones de
farmaco en sangre, tal vez, éstas sean las claves para justificar la inconsistencia y
controversia puesta de manifiesto tanto en nuestros propios resultados para poder
correlacionar los resultados observados entre los parametros PK y PD, como en los

encontrados en la literatura.

Resumen de la discusion para Tacrolimus

En general, los resultados observados para la PK de los SNPs estudiados son
consistentes con lo descrito en la literatura cuando se estudian como efecto individual.
Ademas, en el caso de CYP3A5 y ABCB1 (c.3435C>T), se observa correlacion con un
aumento del riesgo de aparicion de eventos clinicos, resultados que podrian ser de
gran trascendencia. Aun asi, todavia no se ha podido demostrar que disponer de esta
informacion a priori reduzca el riesgo de aparicion de estos eventos.

Cabe destacar el papel de la variante ¢.2677G>A/T del gen ABCB1 observado en
nuestros resultados: la hipotesis que se propone es que los alelos A/T podrian estar
correlacionados con un aumento de la actividad de la P-glicoproteina, no descrito en la
literatura hasta el momento.

Los resultados observados para las combinaciones de SNPs cuando interviene
ABCBL1 parecen contradictorios. Esta heterogeneidad entre los resultados obtenidos
seria compatible con la teoria expuesta por algunos autores, los cuales indican que las
variantes de ABCB1 se correlacionan mas con las concentraciones de farmaco en

linfocitos que en sangre.

Entre los efectos adversos encontrados en nuestra poblacidon en estudio, se

encuentran los siguientes a destacar:

- El efecto del alelo CYP3A5*1 sobre la disminuciéon de la C/D de tacrolimus en
donantes y su relacion con un aumento de la nefrotoxicidad y de la HTA en
receptores, donde ésta Ultima se potencia cuando ademas se es portador de la

variante 3435T en el donante.
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- También el efecto del alelo 3435T en donante sobre el aumento de la C/D de
tacrolimus que se traduce en un aumento de la DM.

- Y por dltimo, una disminucién de la Concentracién para los portadores de los
alelos 2677A/T en donantes, que se traduce en una disminucién de la

neurotoxicidad.

No se han encontrado influencias claras en cuanto al genotipo del receptor,
remarcando una vez mas la importancia fundamental del genotipo del donante, al

menos en el TH.

Aunqgue no era uno de los objetivos cuando se disefio la presente tesis, hemos
encontrados algunos resultados interesantes que permiten la comparacion entre
grupos, y se ha aprovechado para hacer un pequeiio inciso y compararlos con lo

descrito en el literatura.

Consideraciones sobre los efectos adversos observados en los grupos CSAy TAC.

Aunqgue los dos farmacos tienen un perfil similar de efectos secundarios, la
frecuencia de aparicion de dichos efectos es distinta para ambos. Nuestros resultados
muestran que, tal y como ya esté descrito en la literatura, el tratamiento con tacrolimus
se asocia a una menor incidencia de rechazo agudo (204,205) e HTA (206), y una
mayor incidencia de DM (207) (aunque en esta Ultima los resultados no fueron
estadisticamente significativos). Para la incidencia de neurotoxicidad y nefrotoxicidad
no se observan diferencias entre ambos grupos (207). A pesar de estas
concordancias, y de que hay que tener en cuenta que nuestros resultados soélo
contemplan los tres primeros meses post-trasplante, en TH se suele observar que lo
gue pasa en las primeras semanas marca la evolucion del injerto y del paciente para
toda la vida (170).

En general, tacrolimus presenta una mayor probabilidad de causar alopecia (208),
temblores (209), y diabetes mellitus de novo (210), mientras que ciclosporina se asocia
con hiperlipidemia (211), hipertricosis e hiperplasia gingival (212). La idea de que
tacrolimus es menos nefrotoxico que ciclosporina genera controversia (213), ya que
particularmente muchos de los estudios de dafio renal estan basados en la evaluacion

de pacientes trasplantados de rifién, haciendo dificil discriminar entre el dafio inducido
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por el farmaco y otras causas de disfuncion del érgano (214). En un estudio reciente
en pacientes receptores de trasplante pancreatico, donde se compararon las biopsias
de rifién al inicio y los 5 afios post-trasplante, se vio que los efectos de nefrotoxicidad
crénica de tacrolimus y ciclosporina eran similares (213). Estos resultados son
concordantes con los observados en el presente trabajo, ya que tampoco se observan
diferencias entre ambos grupos. En cuanto al RA, el uso de tacrolimus parece estar
asociado a una ratio de rechazo del aloinjerto inferior comparado con ciclosporina
(204,205).

En contraposicion, en la recidiva por VHC se observa una mayor incidencia en el
grupo CSA que en el grupo TAC (25,9 vs 7,9 %), mientras que en la literatura se ha
descrito lo opuesto (215-217) o que no existen diferencias significativas (218,219). Una
posible explicacion para estos resultados podria ser que los pacientes tratados con
ciclosporina para los que ya esté descrita la existencia de una mayor incidencia de RA
(218), hayan requerido en mas ocasiones recurrir al tratamiento con bolus de
corticoides; los corticoides se han relacionado con una mayor incidencia de recidiva de
VHC (220). Aunque ciclosporina tiene ciertos efectos antivirales directos, sus posibles
beneficios se pierden porque los esteroides son deletéreos y ya es sabido que una
pauta IS sin esteroides es mejor para los pacientes VHC+ (221). Aun asi, el problema
de la recidiva del VHC sera pronto anecdético, porque las nuevas pautas antivirales

consiguen eliminar el VHC tanto antes como después del trasplante.

54, Limitaciones del estudio

- Tamafio muestral. Algunos grupos se han quedado sin representacién y no se ha
podido realizar analisis estadistico. Ademas, esto también ha impedido estudiar la
combinacion de mas de dos genotipos.

- Motivo de exclusion. La omisién del motivo de rechazo en los pacientes excluidos
0 descartados del estudio (debido a que no se recogié esta informacién), dificulta
la posibilidad de mostrar un arbol de exclusion de los pacientes en el presente

trabajo.

- Sistema de medida. El sistema de medida empleado para la cuantificacion de la
concentracion de los farmacos inmunosupresores en sangre

(enzimoinmunoanalisis) no es el sistema de medida de referencia (cromatografia
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liquida acoplada a la deteccion de masas en tandem (LC-MSMS)). Pese a ello, la
mayoria de los centros, tanto a nivel nacional como internacional, que realizan la
determinacion de inmunosupresores en sangre, han empleado el
enzimoinmunoanalisis (incluso algunos de ellos los siguen utilizando en la
actualidad).

- Estudio retrospectivo. El estudio es retrospectivo, por lo que se han seleccionado
los pacientes con el fin de lograr un grupo lo mas homogéneo posible. Sin
embargo, no es prospectivo.

- Formulaciones diferentes de los farmacos inmunosupresores. Se ha intentado
contrarrestar hablando de dosis/kg/dia, independientemente de la formulacién
empleada. Siempre por administracion oral (ej. Prograf y advagraf).

- Periodo de tiempo estudiado. Tal vez se hubieran podido obtener mas resultados
significativos si se hubiera ampliado el intervalo de tiempo del estudio mas alla de
los 90 dias. Sin embargo, el objetivo principal cuando se disefi6 el presente trabajo
fue el de intentar mejorar las primeras indicaciones de dosis de los farmacos
inmunosupresores. Todo ello, basdndonos en que los acontecimientos que se
observan en los primeros dias/semanas, marcan los acontecimientos del injerto y
del paciente durante los primeros afios (170).

- Agrupacion de genotipos. El agrupar los genotipos de ABCB1 como portadores vs
no portadores de los alelos 3435T y 2677A/T, para el rs1045642 y el rs2032582
respectivamente, puede haber distorsionado resultados que se hubieran puesto de
manifiesto para los portadores de estas variantes en homocigosis exclusivamente.
Sin embargo, este tipo de agrupacion fue necesaria para homogeneizar y facilitar
el estudio e interpretacion de los resultados.

- Consistencia de los resultados. Cuando se observan diferencias en las dosis
administradas y/o en las concentraciones, pero no en las ratios C/D puede ser
debido a que todavia hacia falta mas tiempo para poner de manifiesto dichas
diferencias en la C/D. Esto es asi porque primero se detectan diferencias en las
concentraciones; para corregir esto (porque con el ajuste de dosis tienden a
igualarse), se modifican las dosis, y posteriormente es cuando se ponen de

manifiesto las diferencias entre las ratios C/D.

Dentro de este apartado, cabe afadir algunas reflexiones sobre la variabilidad de
los resultados observados tanto en el presente trabajo como en la literatura. En

diversos estudios realizados en receptores de trasplante hepatico se ha encontrado
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que las concentraciones de ciclosporina (222) y de tacrolimus (223,224) en tejido
hepatico son significativamente mas bajas en pacientes que sufren rechazo. También
se han visto asociaciones entre variantes de ABCB1 y la concentracion de tacrolimus
(177) y de ciclosporina (178) en el espacio intracelular de los monocitos periféricos de
la sangre, asi como entre las concentraciones del espacio intracelular de linfocitos o
monocitos periféricos y el riesgo de rechazo agudo (224,225); los monocitos
periféricos de la sangre representan un compartimento de la sangre enriquecido con
linfocitos (224). En un estudio realizado en 9 pacientes trasplantados de rifidn a los
que se les administré ciclosporina como tratamiento inmunosupresor, se encontré que
el AUC,.1, intracelular de los linfocitos T fue un 182% mas alto en 5 pacientes que no
sufrieron rechazo, comparado con los que si lo tuvieron (225). Cuando se consideré un
grupo mas grande, de 20 pacientes, los autores vieron una disminucion significativa en
las concentraciones intracelulares de los linfocitos T 3 dias después de que ocurrieran
episodios de rechazo en los 7 pacientes en los que se hizo la biopsia de prueba en
rechazo agudo. Por otro lado, se obtuvieron resultados no significativos cuando se
consideraron alguno de los parametros farmacocinéticos en sangre total, incluidas la
dosis, Cy 0 C, (225). Como tanto ciclosporina como tacrolimus usan estos parametros
para su monitorizacion terapéutica (97), este hallazgo es importante en el contexto de
la monitorizacién de farmacos. En un estudio en el que participaban 90 pacientes
trasplantados de higado tratados con tacrolimus se encontraron resultados
concordantes: pacientes que sufrieron rechazo clinico tenian concentraciones de
tacrolimus intracelulares 73, 77 y 76% mas bajas en los dias 3, 5 y 7 post-trasplante,
respectivamente, comparados con pacientes que no sufrieron rechazo, o donde éste
fue leve. Al igual que como con ciclosporina, no se vio ninguna asociacion entre la
incidencia de rechazo y la media de las C, en sangre entre los dias 5-7 (224). Es
importante tener esto en cuenta, ya que en el caso del tacrolimus se usan las Cocomo
monitorizacion terapéutica para el protocolo de ajuste de dosis (95). Se necesitarian
estudios prospectivos mas amplios para evaluar ain mejor la relevancia clinica de
usar las concentraciones intracelulares en linfocitos como parte de la monitorizacion
terapéutica (225). Aunque las ratios de rechazo son bajas empleando los actuales
protocolos de inmunosupresién, todavia puede ocurrir el rechazo del injerto, incluso
cuando las concentraciones de ciclosporina y tacrolimus estan dentro de los intervalos
terapéuticos propuestos (226). Por lo tanto, podria ser mas beneficiosa la
monitorizacion de la concentracion del farmaco en el sitio de accion, ya sea en el tejido
del aloinjerto o incluso dentro de los propios linfocitos, con el fin de predecir mejor la

eficacia del farmaco (144). Por lo que este tipo de monitorizacion podria mostrar una
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correlacion mayor entre los resultados PK y PD de los estudios farmacogenéticos para

ciclosporina y tacrolimus.

5.5.

Fortalezas

Las principales fortalezas del presente trabajo se basan en intentar minimizar las
posibles variaciones debidas al disefio del estudio con el fin de ayudar a resolver
parte de la variabilidad observada en los trabajos publicados hasta el momento. Se

tienen en cuenta los siguientes puntos:

Se incluyen Unicamente pacientes de la misma etnia.

Se incluyen en el estudio paciente con un Unico inmunosupresor en monoterapia

durante los tres primeros meses post-trasplante.

Metodoldgicamente, se realizan todas las medidas de la concentracién de los

farmacos inmunosupresores en sangre con el mismo sistema de medida.

Se considera el parametro ratio concentracion dosis (C/D) en el estudio.

Se emplean modelos estadisticos que tienen en cuenta la dependencia de los

datos de un mismo individuo en el tiempo para aumentar la potencia estadistica.

Se incluye el genotipo tanto del receptor como del donante (hay muchos estudios

descritos en la literatura que no han tenido en cuenta el papel del genotipo del

donante, o si lo han tenido en cuenta, no han estudiado su efecto combinado con

el genotipo receptor).

Se investiga el papel potencial de los haplotipos, tanto a nivel individual como

entre parejas de genes. Es posible que combinaciones de SNPs tengan efectos

sinérgicos sobre la farmacocinética o farmacodinamia de tacrolimus vy

ciclosporina (la mayoria de los estudios descritos en la literatura hasta el

momento se han centrado en un solo SNP por estudio).
También se ha estudiado la correlacion de los resultados farmacocinéticos con los
resultados farmacodindmicos (muchos de los estudios publicados han estudiado
ambos tipos de caracteristicas por separado). Por lo tanto se ha evaluado la
relevancia clinica de los hallazgos obtenidos, estudiando la influencia de dichas
variantes genéticas sobre su eficacia clinica (incidencia de rechazo agudo) y/o
sobre su seguridad (incidencia de aparicion de los efectos adversos) en el paciente

trasplantado hepético, relacionandolos con las C/D de farmaco en sangre.
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REFLEXIONES FINALES

A pesar de haber intentado disminuir la variabilidad derivada de los factores ya
comentados, los resultados obtenidos en el presente trabajo siguen aportando mas
controversia a todo lo ya descrito en la literatura, y sigue habiendo limitaciones que
dificultan la obtencion de resultados robustos. Sin embargo, segun los resultados
obtenidos en nuestra poblacion en estudio, mediante los métodos descritos, se han
identificado y/o al menos corroborado algunas observaciones interesantes que

merecen estudios mas detallados (especificados en las tablas 34 y 35).
Lo que sigue siendo evidente es el papel fundamental que sigue teniendo la TDM.

Es critico acabar de conocer la funcion que desempefia ABCB1 en los linfocitos, asi
como en tejido hepatico, tejido renal y en la barrera hematoencefalica en relacion a los

ICN, ya que parece tener un papel clave no solo a nivel del intestino.

En general, se pone de manifiesto la relevancia del genotipo del donante, y la
necesidad de més estudios que expongan cudl es el papel que juega en el caso del

paciente trasplantado hepético.

Podrian llevarse a cabo estudios prospectivos para verificar los hallazgos
obtenidos, y corroborar si el conocimiento del genotipo tiene repercusion sobre la
prevencion de acontecimientos adversos. En concreto en ciclosporina parece
interesante la influencia de la presencia del alelo *1B en receptores sobre la incidencia
de sintomas de neurotoxicidad, la combinaciéon del alelo *1B en donantes con el
genotipo 3435CC en receptores para la HTA. En el tratamiento con tacrolimus, el alelo
*1 en receptores puede influir sobre el riesgo de nefrotoxicidad e HTA, el alelo 3435T

en donantes sobre la DM y los alelos 2677A/T en donantes en la neurotoxicidad.

Aunque la importancia del papel del donante supone un inconveniente debido a que
éste no puede ser elegido, es indiscutible que seria altamente recomendable en estos
momentos, disponer y generar un Banco de ADN tanto de los pacientes trasplantados
como de los donantes (incluyéndolo en el consentimiento informado) que permitiria el
facil y rapido acceso a este tipo de muestras para la realizacion de futuros estudios

farmacogenéticos.

Serian necesarios mas estudios en los que se investigara la correlacion de las

concentraciones intracelulares de los ICN en linfocitos con el genotipo para estas
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variantes, tanto en donante como en receptor, asi como su relacién con la aparicién de

efectos adversos en los pacientes trasplantados de higado.

Se sabe que la tendencia para el tratamiento del paciente TH es usar varios farmacos
a dosis bajas para sumar sus efectos inmunosupresores, permitiendo disminuir la
toxicidad individual de cada uno de ellos. Esta tendencia complicara el estudio
farmacogenético en este tipo de farmacos, ya que habra mudltiples interacciones
farmacoldgicas que aumenten adn mas la heterogeneidad de los estudios que se

realicen.
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6. Conclusiones
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Ciclosporina — Caracteristicas farmacocinéticas

Los SNPs CYP3A4*1B, CYP3A4*22, ABCB1 ¢.3435C>T y ABCBL1 ¢.2677G>T no
muestran ninguna asociacion significativa con las caracteristicas farmacocinéticas
de ciclosporina en los pacientes trasplantados de higado cuando son estudiados

de manera individual.

Los pacientes cuyo donante es simultaneamente portador del alelo 2677A/T y
homocigoto 3435CC (es decir, no portador), presentan concentraciones de
ciclosporina a las 2 horas de su administracion (C,) y concentraciones de
ciclosporina a las 2 horas de su administracion relativas a la dosis (C,/D) mas

bajas.

Tacrolimus — Caracteristicas farmacocinéticas
1.- Sobre la dosis

Los receptores de un trasplante hepatico cuyo donante es homocigoto 3435-CC
(gen ABCBL1), presentan requerimientos de dosis mas altos. Si los propios
receptores del trasplante son homocigotos 3435-CC y simultdneamente son
portadores de la variante CYP3A5*1, también muestran requerimientos de dosis de

tacrolimus mas altos.

Los receptores de un trasplante hepatico homocigotos 2677-GG que presentan
simultaneamente la variante 3435T (ambas del gen ABCB1), muestran

requerimientos de dosis de tacrolimus més altos.

Los receptores de un trasplante hepético que presentan la variante CYP3A4*22 y
cuyo donante es portador de la variante 2677A/T del gen ABCB1, muestran

requerimientos de dosis de tacrolimus mas bajos.
2.- Sobre la concentracion o la concentracion relat iva a la dosis

Los receptores de un trasplante hepatico cuyo donante es portador de la variante
CYP3A5*1 presentan concentraciones de tacrolimus y concentraciones de

tacrolimus relativas a la dosis mas bajas.
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Los receptores de un trasplante hepatico que presentan la variante CYP3A4*22,

presentan concentraciones de tacrolimus mas altas.

Los receptores de un trasplante hepatico cuyo donante es portador de la variante
3435T del gen ABCB1, presentan concentraciones de tacrolimus relativas a la

dosis mas altas.

Los receptores de un trasplante hepatico cuyo donante es portador de la variante

2677AJ/T del gen ABCBL1 presentan concentraciones de tacrolimus mas bajas.

Los receptores de un trasplante hepético que presentan la variante CYP3A4*22 y
simultdneamente son portadores de CYP3A5*1, o bien homocigotos 3435-CC, o
bien homocigotos 2677-GG muestran concentraciones de tacrolimus relativas a la

dosis mas altas.

Los receptores de un trasplante hepatico que presentan la variante CYP3A4*22 y
cuyo donante es portador de la variante 2677A/T del gen ABCB1, muestran

concentraciones de tacrolimus relativas a la dosis mas altas.

Ciclosporina — Caracteristicas farmacodinamicas

Los receptores de un trasplante hepatico que presentan la variante CYP3A4*1B

del gen muestran un mayor riesgo de neurotoxicidad.

Los receptores de un trasplante hepatico que presentan la variante CYP3A4*22

muestran un menor riesgo de padecer hipertensién arterial de novo.

Los receptores de un trasplante hepatico que presentan la variante 2677A/T del

gen ABCB1, muestran un menor riesgo de padecer hipertension arterial de novo.

Los receptores de un trasplante hepéatico homocigotos 3435-CC (gen ABCB1) y
cuyo donante es portador de la variante CYP3A4*1B, muestran un menor riesgo

de padecer hipertension arterial de novo.

Los receptores de un trasplante hepatico que presentan la variante 3435T del gen

ABCB1, muestran un menor riesgo de recidiva por VHC.
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Los receptores de un trasplante hepatico cuyo donante es portador de la variante
3435T del gen ABCB1, presentan un mayor riesgo de sufrir un rechazo agudo del

injerto y recidiva por VHC.

Los receptores de un trasplante hepatico cuyo donante es portador de la variante

2677A/T del gen ABCB1, presentan un mayor riesgo de recidiva por VHC.

Tacrolimus — Caracteristicas farmacodinamicas

Los receptores de un trasplante hepatico cuyo donante es portador de la variante

2677A/T del gen ABCB1 presentan un menor riesgo de neurotoxicidad.

Los receptores de un trasplante hepatico que presentan la variante CYP3A5*1

muestran un mayor riesgo de nefrotoxicidad.

En los pacientes trasplantados hepaticos, la variante CYP3A5*1 confiere un mayor
riesgo de hipertension arterial teniendo en cuenta tanto el genotipo del donante

como del receptor.

Los receptores de un trasplante hepatico que presentan la variante 2677A/T del

gen ABCB1, muestran un mayor riesgo de padecer hipertension arterial.

Los receptores de un trasplante hepatico que presentan la variante CYP3A5*1 y
cuyo donante es portador de las variante 3435T o 2677A/T del gen ABCB1,

muestran un mayor riesgo de padecer hipertension arterial de novo.

Los receptores de un trasplante hepéatico homocigotos 3435-CC (gen ABCB1)
cuyo donante es portador de la variante CYP3A4*22, muestran un mayor riesgo

de padecer hipertension arterial de novo.

Los receptores de un trasplante hepatico cuyo donante es portador de la variante

3435T del gen ABCBL1 presentan un mayor riesgo de padecer diabetes mellitus.
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Anexo 1

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Estudio retrospectivo para evaluar la relevancia cl inica de diversas variantes en
los genes codificadores de enzimas de biotransforma cion y proteinas
transportadoras de Tacrolimus y Ciclosporina, en pa cientes portadores de un
trasplante hepético primario.

Promotor: Hospital Universitari de Bellvitge
Cdédigo: EPA014/11
Version Final: 23/03/11

Para cumplimentar por el médico:
NOMDBIe del MEAICO: ... e e e e e e e e
1= (0] aTo o [N oX0 ] 0] =10 (o 1SN

Introduccién:

Como sabe, cada vez es mas la informacion que se tiene sobre como el material
genético de cada persona afecta tanto a las caracteristicas del propio individuo como
al desarrollo de distintas enfermedades, y a la forma en que la persona responde a
distintos estimulos y/o a distintas medicaciones.

En los Ultimos afios, se ha empezado también a estudiar como el material genético de
cada paciente trasplantado, afecta a la forma en que éste responde tanto al trasplante,
como a la medicacién que se le administra para conseguir que el 6rgano trasplantado
sea aceptado por el organismo (denominada medicacion inmunosupresora).

El estudio al que se le invita a participar tiene como objetivo conocer las caracteristicas
de una pequefa parte de su material genético, que otros estudios han relacionado con
la respuesta a distintos medicamentos inmunosupresores, sin cambiar el seguimiento
clinico que su médico le esté realizando. Para saber si desea participar conviene que
entienda por qué se va a realizar este estudio y en qué consiste. Por favor, tbmese
todo el tiempo que necesite para leer con cuidado esta informacion y comente lo que
desee con el médico, sus amigos y sus familiares. Es necesario que disponga de
tiempo suficiente para decidir si quiere o no participar.

¢Por qué es importante conocer las caracteristicas del material genético de los
pacientes trasplantados?

Como quizas sepa, el material genético de cada persona se organiza basicamente en
distintos “genes”. Estos genes son responsables de determinadas caracteristicas de
las personas, como su apariencia fisica, y también de cdmo reacciona su cuerpo ante
los distintos medicamentos que toma.

Los genes responsables de cdémo reacciona su cuerpo a los medicamentos
inmunosupresores son los mismos en todas las personas, pero existen pequefas
diferencias entre ellos, que hacen que cada persona responda de forma diferente, de
modo que con una misma dosis de medicacién, unas personas tienen mas farmaco
activo en su organismo que otras.
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Como le comentd su médico, para que su higado evolucione favorablemente es critico
tomar correctamente la medicacion que le indicd, ya que tanto el riesgo de perder el
higado, como de que aparezcan efectos secundarios depende en gran manera de ello.
Pero ahora que sabemos que las caracteristicas de sus genes también influyen en la
cantidad de medicacion activa que hay en su sangre, por lo que es muy importante
conocerlas, sobre todo en los primeros dias de post-trasplante.

¢, Cual es el propdsito de este proyecto?

El propésito del estudio es conocer cudles son las caracteristicas de los genes
implicados en cémo respondidé usted a los medicamentos inmunosupresores que su
médico le prescribié, y ver como cambio la concentracion de estos medicamentos en
su sangre, en funcidn de estas caracteristicas.

¢ Por qué me han elegido a mi?

Cuando usted fue trasplantado, su médico lo traté con la medicacidon inmunosupresora
gue considero ideal para usted.

El estudio al que se le esta invitando a participar estudia como se relacionan las
caracteristicas de los genes responsables de la absorcion, el trasporte y la distribucion
de los farmacos inmunosupresores dentro del cuerpo, con las cantidades de estos
farmacos que permanecen en el organismo después de haberlos tomado, y que usted
recibié. Su médico ha considerado oportuno invitarle a participar en el estudio, para
conocer mejor las caracteristicas de algunos de sus genes, y su respuesta a estos
medicamentos.

¢, Qué me sucedera si participo?

Si participa, se le seguira tratando con los mismos medicamentos que le han estado
administrando hasta ahora, y se le pedira que acuda al hospital para realizar su
seguimiento clinico el mismo numero de veces. El Unico cambio respecto a su
seguimiento habitual sera que, en el caso de que acepte participar, se le extraera una
muestra de sangre, a partir de la cual se estudiaran las caracteristicas de sus genes
relacionados con la absorcion, transporte y distribucion de los medicamentos
inmunosupresores. Esta muestra (que al igual que el resto de sus datos, nunca estara
identificada con su nombre), se enviara a un laboratorio para su analisis. La persona
gue dirige este laboratorio sera la responsable de la custodia de la muestra desde que
la reciba hasta que la destruya. La muestra nunca saldra del laboratorio.

La muestra de sangre adicional, de unos 5 mL, se utilizar4 exclusivamente para
estudiar los genes comentados anteriormente. No se utilizard con ninguna otra
finalidad, ni para estudiar otro tipo de genes. Una vez realizados los estudios, la
muestra se guardara durante un periodo maximo de 5 afios para posibles
confirmaciones de los datos. Si usted lo desea, podra pedir en cualquier momento la
destruccion de su muestra, diciéndoselo a su médico. El/ella se pondra en contacto
con el responsable del laboratorio.

Por lo que respecta a su seguimiento clinico habitual no se vera modificado. Dentro del
marco del estudio se tomaran los datos registrados relacionados con su historia
clinica, el trasplante del higado que recibid, la medicacion que se le administrg, y las
posibles complicaciones, desde el dia del trasplante, hasta 3 meses después de haber
recibido el higado. Se desea valorar como evolucion6 y qué cantidad de
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medicamentos inmunosupresores habia en su sangre, asi como si tuvo algun
problema de salud.

¢ Quiénes patrticiparan en el estudio?

Esta previsto que en el estudio participen aproximadamente 100 participantes, que
como usted, fueron trasplantados en el Hospital Universitari de Bellvitge.

¢, Cudles son los efectos secundarios derivados de la extraccion de sangre?

No existe ningln riesgo adicional por su participacion en este estudio respecto al
seguimiento clinico habitual, ya que la Unica diferencia por participar en el estudio es
que se le realizara una extraccion de sangre que, si no participara en el estudio, no se
le realizaria. El unico riesgo por lo tanto seria el asociado a este pinchazo adicional
(aunque podria ser que se extrajera la sangre durante la extraccién para una analitica
de seguimiento habitual, y ni siquiera fuera necesario pincharle una vez mas). El
riesgo asociado al pinchazo es la aparicién ocasional de un hematoma.

De cualquier manera, le rogamos que consulte con su médico todos los aspectos que
puedan preocuparle, tanto sobre la posibilidad de efectos secundarios, como sobre
cualquier otro tema.

¢ Tengo que participar en el estudio?

Es usted quien tiene que tomar la decision de participar o no libremente y su médico
no tomard partido respecto a la decision que tome, ni juzgara su decision. Si decide
participar en €l se le pedird que firme un formulario de consentimiento escrito. Si
después de pensarlo decide no participar, o0 una vez que esta participando
posteriormente cambia de idea, por favor informe a su médico. Si elige abandonar este
estudio o no participar en él no tendra que explicar los motivos que le han llevado a
tomar esa decision, y se le seguird ofreciendo la misma calidad asistencial, sin
perjuicio alguno en su seguimiento clinico ni en su tratamiento.

Si durante el desarrollo del estudio se pone en conocimiento de la comunidad cientifica
informacion relevante, que pueda afectar al desarrollo del mismo o a su deseo de
participar en él, usted sera puntualmente informado de ello.

¢ Tendré algun beneficio por participar en el estudi  0?

Su participacion en este estudio no implica ningun beneficio directo para usted de
forma inmediata, pero se espera que la informacion que se obtenga en este estudio
afiada conocimientos que permitan utilizar mejor los farmacos inmunosupresores en
todos los pacientes, de una forma mas personalizada, y que esto redunde en el mejor
control y evolucién a largo plazo de los pacientes trasplantados.

¢, Quién conocera mis datos personales?

En ningn documento del estudio apareceran su nombre y apellidos, ni ningin dato
que permita identificarle. Se le identificara solamente por un nimero.

Sus datos registrados en el estudio, asi como su historia clinica, s6lo los podran
revisar personas autorizadas (es decir, las personas directamente responsables del
estudio y las autoridades sanitarias). Toda informacion relacionada con el estudio, en
la que consten sus datos personales, se tratard de manera confidencial y no se
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divulgard, cumpliéndose lo establecido en la Ley Organica 14/1999, de 13 de
diciembre, de Proteccion de datos de Caracter Personal. Todos los datos recogidos
del centro se mantendran anénimos.

Sus datos, asi como la informacion sobre su estado de salud general, sus
caracteristicas genéticas y como ha respondido al tratamiento podrian usarse en
presentaciones o publicaciones cientificas, pero sus datos personales se trataran con
la més estricta confidencialidad y nunca se desvelaran datos que pudieran identificarle.

Al acceder a patrticipar en este estudio, usted consiente en la recogida, tratamiento,
cesion y transferencia (si procede) de sus datos, con respeto del anonimato, a fines de
atencion sanitaria y/o andlisis de los resultados del estudio.

En relacion a las muestras biologicas que se utilicen para el estudio, una vez finalizado
éste, se almacenaran en el Laboratori Clinic del Hospital de Bellvitge, codificadas con
una numeracién de 6 digitos, conforme a la Ley de Investigacion Biomédica 14/2007.

Segun la ley vigente, los pacientes tienen el derecho de acceder a sus datos
personales y ademas, si es por una causa justificada, pueden ejercer el derecho de
rectificacion, cancelacion y oposicién. Si desea hacerlo, sélo tendra que pedirselo al
médico del estudio. El/ella lo pondra inmediatamente en conocimiento del promotor
como responsable de los datos.

Persona de contacto.

Durante todo el estudio podra formular cualquier pregunta que tenga. Si tiene algun
problema o mas preguntas sobre el estudio o sobre sus derechos como paciente,
pdngase en contacto con la persona indicada a continuacion:

Nombre: Dr. Castellote.............ccovviiiiinen, TIf: 932607916........ccvevvveienene

Direccion: Hospital Universitari de Bellvitge, C/ Feixa Llarga s/n, 08907, L’Hospitalet,
Barcelona.
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Formulario de consentimiento informado

Yo, (nombre y apellidos): ..o

He leido la hoja de informacion sobre el “Estudio retrospectivo para evaluar la
relevancia clinica de diversas variantes en los genes codificadores de enzimas de
biotransformacion y proteinas transportadoras de Tacrolimus y Ciclosporina, en
pacientes portadores de un trasplante hepatico primario”.

¢ Se me ha informado ampliamente.

* He podido hacer preguntas sobre el estudio.

e He hablado con el doCtor....... ...t
« Comprendo que mi participacion es voluntaria.

e Comprendo que puedo retirarme del estudio:

o Cuando quiera

0 Sin tener que dar explicaciones
0 Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Entiendo que al acceder a participar en este estudio, consiento a la recogida,
tratamiento, cesion y transferencia (si procede) de mis datos personales con respeto
del anonimato para fines de atencion sanitaria y/o investigacion médica.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y que mis datos puedan

ser utilizados con fines de investigacion. Recibiré una copia firmada de esta hoja de
informacién al paciente y consentimiento informado.

Firma del paciente: Fecha:

Firma del investigador: Fecha:
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