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RESUMEN

Ciclosporina (CsA) es un farmaco inmunosupresor utilizado para prevenir el
rechazo de o6rganos en pacientes trasplantados. Sin embargo, esta droga se
caracteriza por poseer un rango terapéutico estrecho y una alta variacion
farmacocinética inter- e intra-individual por lo cual se recomienda monitorear este
medicamento constantemente para prevenir efectos adversos. Por lo tanto, explicar,
modelar y predecir la variabilidad farmacocinética de CsA es de crucial importancia
para maximizar los resultados clinicos de los pacientes trasplantados de 6rganos.
Ademas, se desconoce el impacto en la variabilidad farmacocinética de esta droga
en pacientes chilenos.

En este estudio se investigd variantes genéticas involucradas en la
metabolizacidn y transporte de Csa que pueden afectar la farmacocinética de este
farmaco, con el objetivo de establecer una relacion entre el perfil farmacogenético
de las variantes responsables de la metabolizacién de las ciclosporinas, las
concentraciones sanguineas de ciclosporina (CsA) y la seguridad y eficacia del
tratamiento durante los primeros tres meses del tratamiento inmunosupresor. Para
esto, pacientes trasplantados renales seran genotipificados para las variantes
genéticas CYP3A4*1B rs2740574, CYP3A4*22 RS25599367, CYP3A5*3 rs776746,
POR*28 rs1057868, MDR1 3435 rs1045642, MDR1 2677 rs2032582 y MDR1 1236
rs1128503 mediante gPCR utilizando sondas TagMan. Los genotipos obtenidos se
asociaron con las concentraciones sanguineas de ciclosporina (CsA), los niveles de
creatinina y presion arterial dentro de los primeros tres meses post-trasplante. De
los andlisis se obtuvo que los pacientes heterocigotos para CYP3A4*1B presentaron
un menor nivel de creatinina a partir de la segunda semana. En cuanto a la presion
arterial se obtuvo que los pacientes heterocigotos de MDR1 2677 presentaron
mayores presiones arteriales a partir de la primera semana, asi mismo se encontrd
una correlacién positiva entre la isquemia fria y los niveles de creatinina en la
primera semana. Finalmente, para las concentraciones ajustada de Csa se observé
un aumento significativo para los pacientes tanto het/mut de CYP3A5*3, a partir de

la segunda semana.
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SUMARY

Ciclosporin (CsA) is an immunosuppressant drug used to prevent organ
rejection in transplant patients. However, this drug is characterized by have a narrow
therapeutic range and high inter- and intra-individual pharmacokinetic variability, it is
recommended to monitor this medication constantly to prevent adverse effects.
Therefore, explaining, modeling and predicting the pharmacokinetic variability of
CsA is of crucial importance to maximize the clinical outcomes of organ transplant
patients. In addition, the impact on the pharmacokinetic variability of this drug in
Chilean patients is unknown. In this study, we investigated genetic variants involved
in the metabolism and transport of CsA and the effect on pharmacokinetics to make
a profile of safety and efficacy of the treatment during the first three months of the
immunosuppressive treatment. For this, kidney transplant patients were genotyped
for the genetic variants CYP3A4 * 1B rs2740574, CYP3A4 * 22 RS25599367,
CYP3A5 * 3 rs776746, POR * 28 rs1057868, MDR1 3435 rs1045642, MDR1 2677
rs2032582 and MDR1 1236 rs1128503 using gPCR using TagMan probes. The
genotypes were associated with blood levels of ciclosporin (CsA), creatinine levels
and blood pressure within the first three months’ post-transplant. Patients
heterozygous for CYP3A4 * 1B had a lower creatinine level from the second week.
About blood pressure, heterozygous patients with MDR1 2677 had higher blood
pressures after the first week, and a positive correlation was found between cold
ischemia and creatinine levels in the first week. Finally, for the adjusted Csa
concentrations a significant increase was observed for Het / Mut patients of CYP3A5
* 3 from the second week.

VI



1. INTRODUCCION

1.1. Trasplante renal

El trasplante renal es un procedimiento quirargico para situar un rifién funcional
desde un donante en un receptor, reemplazando un riidn que no funciona correctamente
en un paciente con patologia renal severa. Es el tratamiento de eleccion para los pacientes
afectados de insuficiencia renal cronica terminal (Lillo, 2005). El riesgo de muerte es menos
de la mitad comparando con los pacientes tratados con dialisis (Wolfe et al., 1999).

En Chile, en el afio 2015 la tasa de trasplante renal fue de 16,7 trasplantes por millén
de habitantes y hasta ese mismo afio en nuestro pais se han realizado 7.565 trasplantes
renales, sin embargo, 1.726 pacientes se encuentran aln en espera de un rifidén (Instituto
Salud Publica, n.d.) y de 7.025 pacientes trasplantados un 41% presentd un rechazo.

1.2 Manejo del paciente trasplantado

Los pacientes candidatos a trasplante antes del procedimiento quirdrgico son
sometidos a diversos tipos de examenes con el fin de evaluar el estado completo de salud
y ademas tratar y controlar enfermedades tales como diabetes, hipertensién, anemia y
otros. Entre estos exdmenes, se incluyen del tipo inmunoldgico, cardiaco, sanguineo,
ginecolégico y urolégico. Ademas, se realizan interconsultas dentales, otorrinas vy
oftalmoldgicas para descartar cualquier tipo de infeccién en los 6rganos asociados (Lillo,
2005).

Uno de los principales problemas de los trasplantes en general, es que el sistema
inmune reconoce el 6rgano trasplantado como foraneo y, por lo tanto, lo ataca conduciendo
al rechazo del érgano. La activacion del sistema inmune compromete dos vias. La via
directa compromete la activaciéon de células T CD4+ por células presentadoras de antigenos
del donante (APC). La via indirecta compromete el procesamiento de los antigenos
generados por el dononante por las células APC del receptor que luego activan el sistema
inmune. Ademas, se sabe que la presencia de células plasmaticas y células B CD20+ se
asocian a injuria irreversible (Bhatti & Usman, 2015).

El tratamiento de inmunosupresién en trasplante renal es bastante complejo, al
disponer de una gran cantidad de farmacos en distintas combinaciones. Un alto grado de
inmunosupresion puede llevar a evitar el riesgo de rechazo, pero puede aumentar el riesgo
de infeccion y cancer (Gallagher et al., 2010). El riesgo de rechazo aumenta durante el
periodo post trasplante inmediato, rechazo agudo (RA). Por esta razén en el primer periodo
es necesario tener un mayor nivel de inmunosupresiéon (dosis altas, mayor nimero de
farmacos o asociar un farmaco de induccién). Luego se va produciendo una adaptacion al
injerto. Sin embargo, el uso a largo plazo con inhibidores de calcineurina, puede generarse
un cuadro de Nefropatia Crénica del Injerto (CAN). La inmunosupresion considera las
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terapias de induccién con anticuerpos monoclonales o policlonales y una terapia de
mantencion (anticalcineurinicos, antiproliferativos, esteroides), que se inician en el post
trasplante inmediato o secuencialmente (Pefaur et al,, 2010). Dentro de los agentes
importantes en el tratamiento farmacologico, podemos encontrar a los farmacos
Anticalcineurinicos (CNI) como la Ciclosporina.

1.3 Mecanismos de accion y toxicidad de Ciclosporina

La ciclosporina es un polipéptido ciclico, lipofilico producido por distintas cepas de
hongos. Es una de las drogas mas efectivas utilizadas para reducir el rechazo de érganos
ya que posee una alta actividad inmunosupresora. Su efecto inmunosupresor se debe a la
habilidad de bloquear la activacion temprana de linfocitos T para inhibir la sintesis de
citoquinas y en particular interleuquina-2 (IL-2) (Bauer, 2008).

Las células T poseen un receptor llamado Receptor de Linfocito T (T cell receptor;
TCR) el cual al activarse eleva el calcio intracelular y activa la subunidad catalitica de
calcineurina. Una vez activada, ésta desfosforila el factor de transcripcion, NFAT (Nuclear
Factor of Activated T-Cells), y causa su translocacion al nucleo donde regula la expresion
de mudltiples citoquinas y otras moléculas necesarias para la activacibn completa de las
células T (Figura 1). En este punto actla ciclosporina, la cual se une a proteinas
intracelulares llamadas inmunofilinas, especificamente ciclofilina, formando un complejo
proteico. Este complejo se une a calcineurina inhibiendo su actividad y por lo tanto, la
activacion de las células T (Azzi et al, 2013). (Figura 1)

La nefrotoxicidad (10% al 38%) puede aparecer como nefrotoxicidad aguda, la cual
es caracterizada por ser dosis dependiente y es causada principalmente por efectos toxicos
en la vasculatura renal y efectos sistémicos de ciclosporina. Ocurre en la etapa temprana
post-trasplante presentandose con aumentos de niveles de creatinina e hipertension arterial
en la mayoria de los casos, ambos de los cuales son normalizados al reducir la dosis de
ciclosporina. La nefrotoxicidad crénica no es dosis dependiente, por lo tanto, en pacientes
trasplantados renales se requiere una biopsia para diferenciar entre el rechazo y
nefrotoxicidad por ciclosporina. La hipertensién puede ocurrir aproximadamente entre un
8% al 53% de los pacientes; nausea (23%); edema (5% al 14%); hirsutismo (21% al 45%);
hipertricosis (5% al 19%); hiperplasia gingival, aparece entre un 4% y 15% (Busauschina,
Schnuelle, & van der Woude, 2004; Lexi-Comp, 2011). Una frecuencia importante es la
aparicion de cancer (Dantal et al., 1998; Gallagher et al., 2010).



Antigeno

™ ®
o fe o
- '.\. ¢ @ @ Ciclosporina Proteinas IL-2
=== — @
Reticulo Endoplasmdtico Pi Ciclofilina
Pos (D e NFATe
RMAm IL-2

WMMW_/

FIGURA 1. Mecanismo de accién de ciclosporina. (Figura adaptada de Goodman and
Gilman’'s The Pharmacological Basis of Therapeutics 12th Edition. 2011)

1.4. PROPIEDADES FARMACOCINETICAS DE CICLOSPORINA

La ciclosporina posee una absorcion erratica e incompleta y ocurre principalmente
en el intestino delgado. El pico de concentracion se ha observado entre 1 a 6 horas luego
de la administracién oral. La variabilidad en la absorcion ocurre principalmente durante las
primeras 4 horas post dosis (Belitsky et al., 2001). La vida media varia entre 5 a 18 horas,
con un promedio de 8,4 horas. Tiene una biodisponibilidad promedio de 23% y puede estar
afectada por mdltiples variables tales como el consumo de alimentos y la cantidad de bilis
secretada, dentro de las mas importantes. Su volumen de distribucion varia entre 4 a 6
L/Kg. El 90% al 98% se une a proteinas plasmaticas, principalmente lipoproteinas. Se
metaboliza principalmente en el higado (>99%) via el sistema citocromo P450 (CYP),
principalmente por la enzima CYP3A4 y ademas es sustrato de glicoproteina-P. Finalmente,
su eliminacién es principalmente biliar y menos del 1% de la dosis administrada es
excretada sin cambios en la orina (Lexi-Comp, 2011).

1.5. POSOLOGIA Y MONITORIZACION DE CICLOSPORINA
La ciclosporina es un farmaco de uso crénico y debe ser administrado en dos dosis
divididas por un intervalo de 12 horas (mafiana y tarde). El método mas utilizado y
respaldado por estudios farmacocinéticos para determinar la dosis de inicio de ciclosporina
es mediante el peso (Han, Pillai, & Venkataramanan, 2013), el cual usualmente se
encuentra en un rango de 3 a 6 mg/Kg/dia en pacientes adultos. A largo plazo la dosis se



va disminuyendo a un ritmo que depende de la respuesta de cada paciente y de acuerdo
con el protocolo segun el riesgo (Anexo ).

Estudios indican que la concentracion plasmética post 2 horas de ingesta (C,) es el
punto mas efectivo para predecir la concentracion del area bajo la curva post 4 horas de
ingesta ( AUCo.4) (Belitsky et al., 2001; Yatscoff, 1991), sin embargo, en 2 estudios clinicos
controlados, no se han observado diferencias entre la incidencia de rechazo agudo, pérdida
del injerto o eventos adversos, entre utilizar C> y Co (Kyllonen & Salmela, 2006), de hecho,
en las recomendaciones con nivel de recomendacion KDIGO 2D, mencionadas en el Anexo
I, indican que la monitorizacion puede ser realizada usando 12 horas en el nivel mas bajo
(Co), 2 horas post dosis (C2) o AUC abreviado.

La dosis de CsA estandar puede ser definida como C, de 200 ng/mL o C, de 1400-
1800 ng/mL en etapas tempranas y 800-1200 ng/mL en etapas posteriores al trasplante (H
Ekberg et al., 2007; Henrik Ekberg et al., 2007). También se ha descrito una baja dosis
definida como C, 75 ng/mL.

1.6. EVIDENCIA FARMACOGENOMICA

Dentro de las fuentes que conducen a la variabilidad inter-sujeto en la respuesta a
las terapias farmacol6gicas podemos encontrar la adherencia al tratamiento, interacciones,
dieta, y variabilidad genética (R. S. Huang & Ratain, n.d.) (Feero, Guttmacher, et al, 2011,
Walko & McLeod, 2009). Las variaciones genéticas pueden cambiar la estructura y la
funcionalidad de las proteinas (transportadores, enzimas metabolizadoras de farmacos,
etc.). Lo anterior puede llevar a cambios en la cantidad de farmaco que logra alcanzar el
torrente sanguineo y llegar al blanco terapéutico, es decir, modificando la farmacocinética
del farmaco (Evans & McLeod, 2003).

1.6.1. CYP3A4 Y CYP3A5

Ciclosporina es sustrato de la subfamilia de enzimas citocromo P450, familia 3,
subfamila A, polipéptido 3 y 4, CYP3A4 y CYP3A5, respectivamente. Las diferentes
variantes genéticas de CYP3A4 y CYP3AS5 causan una variacion en el metabolismo de este
farmaco. Esto puede conducir a diferentes concentraciones de la droga dentro del sistema
circulatorio y en los sitios blancos, influenciando tanto la eficacia del farmaco como la
susceptibilidad del individuo ante las interacciones del medicamento o la toxicidad de éste
(Kuypers, et al, 2014; Thervet, et al, 2008).

El gen CYP3A4 esta localizado en el cromosoma 7g22.1 y tiene 27Kb de largo
aproximadamente y consiste en 13 exones y 12 intrones. Han sido identificados hasta la
fecha mas de 23 SNP de CYP3A4 (http://www.cypalleles.ki.se/cyp3a4.htm). La variante
CYP3A4*1A se ha referido como silvestre, ya que fue la primera en ser descubierta, es mas
frecuente y presenta una actividad enzimatica considerada normal. CYP3A4*1B
(rs2740574) es el SNP mas estudiado, el cual posee una transicion de A a G en la posicion
-392 en la region promotora 5 del gen CYP3A4. El efecto de este polimorfismo es
controversial. Algunos estudios in vitro han demostrado que su expresion lleva a un
aumento en la actividad de transcripcion de CYP3A4, mientras que otros estudios, no han
mostrado efectos funcionales en el metabolismo de algunas drogas (Staatz, et al , 2010).



La frecuencia del polimorfismo varia dependiendo del grupo étnico. CYP3A4*1B
esta presente en aproximadamente en el 2 a 9,6% de los caucasicos, 35 a 76% de los
africanos, 9,3 a 11% de los hispanicos y 0% en los asiaticos. En la poblacion Chilena, la
frecuencia es de 5% (Roco et al., 2012).

Otra variante recientemente descrita es CYP3A4*22 el cual se describié por primera
vez en 2011 (Wang, Guo, Wrighton, Cooke, & Sadee, 2011), y se caracteriza por una
sustitucion C> T (rs35599367) en la posicion 15389 en el intron 6 de CYP3A4 con una
frecuencia de 5-7% en la poblaciéon caucasica (Elens, van Gelder, Hesselink, Haufroid, &
van Schaik, 2013). En un estudio transversal que incluyd a 50 receptores de trasplante de
rindn estable, el alelo CYP3A4*22 se asocid con concentraciones de CsA 1,6 veces mas
altas (IC del 95%: 1,1-2,6; p = 0,019), lo que sugiere que los portadores de esta variante
necesitan menores dosis de CsA para alcanzar los niveles plasmaticos necesarios cuando
se compara con pacientes homocigotos wild type (Elens et al., 2011).

En estudio realizado por en 298 trasplantados renales que estaban utilizando CsA
se observd que los portadores del alelo CYP3A4*22 estaban asociados significativamente
con una disminucién de la depuracion de la ciclosporina de un 15 % en comparacién con
los no portadores (Moes et al., 2014).

Por su parte, el gen CYP3AS esté localizado en el cromosoma 7g21-g22.1y contiene
13 exones. Hasta la fecha se han identificado 11 SNPs siendo el mas estudiado una
transicion de G a A en la posicion 6986 en el intron 3 del gen CYP3A5, llamado también
CYP3A5*1 (Kuehl et al.,, 2001), el cual codifica una proteina activa responsable de un
aumento en el metabolismo de las drogas. El alelo variante es CYP3A5*3 (rs776746) y
codifica una proteina no funcional, debido a un splicing alternativo que lleva a un
truncamiento de la proteina y, por lo tanto, ausencia de expresion.

La frecuencia de CYP3A5*1 también depende de la etnia. Est4 presente en
aproximadamente el 5% a 15% de los caucasicos, 45 a 73% de los afroamericanos, 15 a
35% de los asiaticos y 25% de los mexicanos (Schuetz et al., 1992). En la poblacién Chilena
la frecuencia de esta variante es de 24% (Roco et al., 2012).

Varios SNPs en el gen de la oxidorreductasa P450 (POR) se han relacionado con
actividades diferenciales de CYP, incluyendo CYP1A2, CYP2C19y CYP3A (Agrawal, et al,
2010; Agrawal, Huang, & Miller, 2008). La actividad de POR es un requisito previo
importante para la oxidacion de la CYP porque transfiere los electrones de nicotinamida-
adenina-dinucleétido fosfato-oxidasa a las enzimas CYP (Hubbard, Shen, Paschke, Kasper,
& Kim, 2001; Masters, 2005). POR es una proteina de 78 kDa que contiene 680
aminoacidos y esta codificada en el cromosoma 7 que contiene 16 exones (Yamano et al.,
1989). POR es altamente polimérfico y posee mas de 40 SNP, siendo el SNP 1508C > T
(rs1057868; POR*28) el mas comun (N. Huang, Agrawal, Giacomini, & Miller, 2008).

POR*28 codifica la variante de aminoacidos A503V, que se encuentra en el dominio
de union flavina-adenina-dinucle6tido. Esta variante se ha asociado con la actividad
enzimatica diferencial de CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A, con la naturaleza y la
magnitud del efecto dependiendo de la isoforma CYP investigada (Gomes et al., 2008;



Sandee et al., 2010). Para CYP3A4, se ha sugerido que el impacto de la variante POR*28
es incluso especifico del sustrato. Se ha observado que pacientes trasplantados tratados
con CsA, los que presentan POR*28/*28 poseen una disminucion del 15% de la
concentracion ajustada comparados con los que no son portadores (Elens et al., 2014).

1.6.2. PROTEINAS TRANSPORTADORAS

Ciclosporina es transportada fuera de la célula por la bomba de eflujo, glicoproteina-
P (P-gp) la cual es producto del gen de Multi-resistencia a Drogas (MDR-1 o ABCB1 ATP-
bindingcassettel), que constituye una gran familia de proteinas que transportan una gran
variedad de compuestos enddgenos y exdgenos a través de la membrana en contra de la
gradiente de concentracion mediante la utilizacion de ATP. Por lo tanto, reducen la carga
de sustancias potencialmente dafinas en el cuerpo, causando resistencia a las drogas. La
familia ABC estd compuesta por subfamilias, las cuales son ABCB1 (MDRZ1/glicoproteina-
P de la subfamilia ABCB), subfamilia ABCC (MRPs), y ABCG2 (BCRP de subfamilia ABCG),
y que son expresados en varios érganos (Brunton, et al, 2011; Choudhuri & Klaassen,
2006).

La proteina de ABCB1 (MDR1 o P-gp), se encuentra en el epitelio del intestino,
higado, rifién, barrera hemato-encefalica, testiculos, placenta y pulmones. La ciclosporina
es un sustrato de ABCB1, por lo que a nivel intestinal puede ser la responsable de la
reducida absorcién de ésta en el intestino (Lown et al., 1997; Sakaeda et al, 2003). Ademas,
las variaciones interindividuales en su expresion y funcién pueden deberse a factores
genéticos. Varios SNPs han sido identificados para MDR1 (Allabi, Gala, & Horsmans, 2005).
El polimorfismo 3435 C>T (rs1045642) produce un cambio de nucleétido de citocina a timina
en el exdn 26, el cual corresponde a un cambio sinénimo, es decir que no lleva a cambios
en la secuencia aminoacidica de la proteina; sin embargo, puede reducir la estabilidad del
ARNm de ABCBL1 en el higado, como también cambiar el doblamiento de la proteina y su
actividad. El homocigoto para el alelo T ha resultado en una reduccién de dos veces de la
expresion de P-gp en el estbmago (Hoffmeyer et al., 2000). Otro polimorfismo estudiado es
el 2677 G>T/A (rs2032582) y corresponde a un cambio del nucleétido guanina a timina o
adenina en el exdn 21, que deriva en un cambio aminoacidico de alanina a serina o treonina,
respectivamente. Similarmente a 3435 C>T, el homocigoto para el alelo T o A se ha
encontrado con una menor actividad (Komar, 2007) y finalmente el polimorfismo 1236 C>T
gue es el cambio de una citosina por una treonina en el exén 12. Se ha observado que
estos tres polimorfismos al estudiarlos como haplotipo, se asocian a una alteracion en la
farmacocinética de la ciclosporina, en especifico el haplotipo TT (1236TT-2677TT-3435TT)
con respecto a los otros haplotipos estudiados (Chowbay, Cumaraswamy, Cheung, Zhou,
& Lee, 2003).



PROBLEMA

Los ajustes de dosis para los inhibidores de calcineurina (CNIs) son terrenos poco
investigados en nuestro pais y son cruciales para guiar los tratamientos en los pacientes
con trasplante renal. Especificamente, falta por descifrar si la variacibn en las
concentraciones sanguineas de ciclosporina a lo largo del tratamiento y la presencia de
eventos adversos pueda ser explicada por la presencia de variantes genéticas relacionadas
con el metabolismo de ciclosporina, lo que nos lleva a plantear la siguiente hipétesis:

2. HIPOTESIS

Variantes genéticas implicadas en la farmacocinética de ciclosporina modifican las
concentraciones plasmaticas, la seguridad y eficacia del tratamiento en pacientes
chilenos con trasplante renal durante los primeros tres meses.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Establecer una relacién entre el perfil farmacogenético de las variantes responsables de la
metabolizacion de las ciclosporinas, las concentraciones sanguineas de ciclosporina (CsA)
y la seguridad y eficacia del tratamiento durante los primeros tres meses del tratamiento
inmunosupresor.

3.2. Objetivos especificos

Objetivo 1: Relacionar la presencia de variantes genéticas implicada en la farmacocinética
de ciclosporina con la seguridad y eficacia del tratamiento los tres primeros meses
posteriores al trasplante renal.

e Establecer larelacidn entre dosis de ciclosporina y los niveles de creatinina y presion
arterial durante los 3 meses post trasplante.

e Determinar la presencia de las variantes CYP3A4*1B, CYP3A5*3, MDR1 3435,
MDR1 2677, MDR1 1236, CYP3A4*22 y POR*28 en pacientes trasplantados
renales.

e Asociar la presencia de las variantes genéticas individuales o combinadas y los
niveles de creatinina y presion arterial durante los 3 meses post trasplante.

Objetivo 2: Asociar la presencia de variantes genéticas implicada en la farmacocinética de
ciclosporina con las variaciones en las concentraciones sanguineas de Ciclosporina durante
los tres primeros meses posteriores al trasplante renal.



e Establecer la relacion entre la dosis y los niveles de Csa basal y a las 2 horas post
ingesta de ciclosporina durante los primeros 3 meses de tratamiento.

e Asociar la presencia de las variantes genéticas previamente determinadas,
individuales o combinadas y los niveles plasméticos de ciclosporina.

4. VOLUNTARIOS, MATERIALES Y METODOS

4.1. DISENO DE ESTUDIO
4.1.1. TIPO DE ESTUDIO Y VARIABLES DE EVALUACION

El estudio es observacional del tipo caso-control, se definen los casos como los
pacientes que presentan eventos adversos (niveles de creatinina y presion arterial) durante
los primeros 3 meses del tratamiento (“‘outcome primario”). El factor de exposicion es
presentar variantes genéticas desfavorables para el tratamiento imunosupresor con
ciclosporina en trasplante renal. Para el grupo de pacientes se evaluara la diferencia en los
niveles sanguineos y dosis de ciclosporina durante los primeros 3 meses a diferentes
tiempos (“outcome secundario”) segun las variantes genéticas desfavorables.

4.1.2. PACIENTES

Se invité a participar al estudio a pacientes que fueron sometidos a un trasplante
renal entre los afios 2004 y 2016 en el Hospital San Juan de Dios y que habian sido tratados
con ciclosporina como parte del esquema inmunosupresor.

Todos los pacientes fueron informados, a través de su médico tratante, sobre el
estudio en cuanto a los riesgos y beneficios, se llevé a cabo el proceso de consentimiento
informado (ANEXO 1). Los pacientes fueron reclutados desde la unidad de trasplante de la
Hospital San Juan de Dios.

4.1.3. CRITERIOS DE ELEGIBILIDAD

Posterior a la aceptacion del consentimiento informado por parte de cada paciente,
se accedio a sus fichas clinicas correspondientes con el fin de analizar la evolucion clinica
posterior al trasplante renal y la obtencién de datos relevantes para el estudio hasta un afio
después del procedimiento. Los criterios de elegibilidad fueron los siguientes:

Criterios de inclusién:

Pacientes con trasplante renal

Mayores de 18 afios

No presentar nefrotoxicidad debido a la Csa (Creatinina mayor 12 mg/dL)

En tratamiento con ciclosporina dentro del esquema terapéutico con més de 3
meses desde el inicio del reclutamiento. Apto para comprender su participacion en
el estudio.



Criterios de exclusion

e Pacientes con trasplante renal que comenzaron su tratamiento farmacologico en
otro centro asistencial.

4.2. CONCENTRACION DE CICLOSPORINA

La medicién de ciclosporina se llevé a cabo en el Hospital San Juan de Dios
mediante un sistema de inmunoensayo homogéneo en el equipo Cobas e-411.

Desde el sistema informatico del Hospital San Juan de Dios, se obtuvieron las
concentraciones de ciclosporina disponibles en el periodo de un afio post-trasplante. Estos
niveles corresponden a la concentracion encontrada en sangre antes de la primera dosis el
dia de control (Co) y a las 2 horas luego de la administracion de ciclosporina (C2).

Se debe destacar, que las concentraciones C2 que se utilizaron en esta
investigacion estan ajustada a dosis y peso (ng/mL por mg/kg) de cada dia en que se
registran niveles, por cada paciente (Concentraciones C2 ajustada). Ademas, para asegurar
gue las concentraciones C2 ajustada de ciclosporina se encuentren en estado estacionario,
se considerara la vida media maxima de ciclosporina (18 horas) utilizando cinco vidas
medias para el calculo; por lo tanto, desde el dia 3,75 (~4 dias), se comenzaron los andlisis.

4.3. REVISION DE FICHAS CLINICAS Y SEGUIMIENTO CLINICO

El acceso a la revision de la ficha clinica se realizé con el fin de obtener los datos
clinicos de respuesta terapéutica y fueron transferidos a un formulario de reporte de caso
(CRF) detallados en el Anexo II. Dentro de los parametros clinicos analizados, los valores
de creatinina, presion arterial y concentracion de ciclosporina CO y C2 reportados
corresponden a mediciones realizadas el mismo dia.

4.4. EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN

A los pacientes seleccionados, un profesional capacitado realiz6 la extraccion de
sangre en tubos con EDTA como anticoagulante en la unidad de toma de muestra en el
Hospital San Juan de Dios. Posteriormente las muestras fueron transportadas en una
nevera al laboratorio de Carcinogénesis Quimica y Farmacogenética (CQF), se
centrifugaron a 2500 r.p.m. por 25 minutos a 10 °C con el fin de obtener una concentracion
de células blancas y plaquetas (BuffyCoat). Posteriormente se extrajeron 400 pL de buffy
coat y se aislé el ADN en duplicado con el kit High Pure PCR Template Preparation (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania). Una vez extraido el ADN de cada paciente se
almacenoé a -20°C.



4.5. ANALISIS DE BIOLOGIA MOLECULAR

4.5.1. ANALISIS DE VARIANTES GENETICAS MEDIANTE DISCRIMINACION ALELICA
CON SONDAS TAQMAN.

El andlisis de las variantes genéticas mediante discriminacion alélica se realiz6
mediante sondas Tagman. Las muestras de ADN mediante el método de extracion por
columnas fueron cuantificadas y diluida hasta concentracion final de 30 ng/mL. Posterior a
la extraccion, las muestras se almacenaron a -20°C hasta su analisis. Este se realizo
mediante discriminacion alélica con sondas Tagman. Luego de cargar la muestra, el
protocolo de PCR que se llevo a cabo es el siguiente: un periodo de activacién de 10 min a
95°C, un periodo de denaturacién de 15 Segs a 95°C (40 ciclos) y un periodo de
alineamiento/elongacién de 1 min a 60°C. La determinacién de los genotipos mediante
discriminacién alélica se observd mediante el registro de las curvas de amplificacién.

Tabla 1. Polimorfismos en genes candidatos que afectan la farmacocinética de Inhibidores
de Calcineurina (Fuente: Elaboracion propia).

GEN MUTACION RS FRECUENCIA ALELICA*
CYP3A4  ¢.-392A>G rs2740574 0,06 (Chile)* 0,23 (ALL)
CYP3A4 c.522- rs35599367 0,04 (IBS) 0,02 (ALL)

191C>T
CYP3A5 c.-253-1 rs776746 0,24 (Chile complemento
A>G del 0,76 reportado en*)

POR c.1508C>T rs1057868 0,29 (poblacién general

mundial)

MDR1 €.1236C>T rs1128503 0,59 (Chile complemento
del 0,41 reportado en **)
MDR1 C.2677A>T rs2032582 0,09 (Chile)**

MDR1 €.3435C>T rs1045642 0,33 (Chile)**

4.6. ASPECTOS ETICOS

El protocolo de este estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Evaluacion
Etico Cientifico de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y cuenta con la
autorizacion del Hospital San Juan de Dios, bajo la supervisién de la Dra. Maria Soledad
Rodriguez, Jefa de Unidad de Nefrologia y Trasplante.

En todos los procedimientos se respetaron rigurosamente las normativas
nacionales en internacionales, que incluyen la Ley 20.120 que versa sobre la investigacion
cientifica en el ser humano y su genoma, las buenas practicas clinica (GCP) y la Ley de
derechos y deberes del paciente (Ley 20.584).

4.7. ANALISIS ESTADISTICO
Se utilizd estadistica descriptiva para calcular medidas de tendencia central y
dispersién de datos para caracteristicas antropométricas. Para comparar los promedios

entre grupos en un solo punto en el tiempo se utilizé test t de student. Para evaluar el riesgo
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de la presencia de efectos adversos y episodios de rechazo asociados a los genotipos de
cada paciente, se utilizé calculo de odd ratios (OR), mediante tablas de calculo de 2x2. Los
andlisis se realizaron con el programa STATA 12.0 y se utilizé como criterio de significancia
un p-value de 0,05.

5. RESULTADOS

5.1. PACIENTES

Posterior a la autorizacién mediante la firma de un consentimiento informado y el
procedimiento normado de acuerdo con la Ley 20.584, se pudo acceder a las fichas clinicas
de los 89 pacientes de las cuales se recopil6 informacion desde el primer dia post-trasplante
hasta los 3 meses. La informacion extraida corresponde a caracteristicas morbidas y
clinicas, como también los niveles de Ciclosporina, creatinina y presion arterial indicadas
en el periodo.

Los pacientes estudiados, (n = 89) tenian una edad promedio de 41,6 + 13,9 afios,
(rango etario 11-71 afios), un peso de 64.7 + 11.8 kg, IMC 24.47 + 3.6 kg/m2 y una isquemia
fria (IF) de 20,55 + 6,08 horas. Al momento del trasplante, el 81% de éstos tiene insuficiencia
renal crénica terminal (IRCT) por causa desconocida, para el 98% corresponde a su primer
trasplante y el 99% recibié un injerto de donante cadavérico. Los parametros fenotipicos
(dosis, niveles de ciclosporina, niveles de creatininemia y presion arterial) se muestran en
la Figura 2.

TABLA 2. Caracteristicas de los pacientes. * Promedio + desviacién estdndar
IMC: indice de masa corporal, IRCT: insuficiencia renal crénica terminal(Fuente: Elaboracion

propia).

Sexo (n)
Mujeres 39
Hombres 50
Edad (afios) * 416 £13.9
Peso (Kg) * 64.7 £ 11.8
Talla (metros) * 1.63 + 0.098
IMC (kg/m?) * 2447 £36
Isquemia Fria (horas) * 2055+ 6.08
Numero de trasplantes

Primer trasplante 87 (98%)

Segundo trasplante 2 (2%)
Tipo de donante

Cadaver 88 (99%)

Vivo 1(1%)

Etiologia de la IRCT n (%)
Pielonefritis Cronica 5
Nefrosclerosis 4
Rifén Poliquistico 2

Nefropatia Diabética 1

1
2
2
2

Glomerulopatia
Malformacién renal
Glomerulonefritis
Desconocida 7
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Figura 2. ParAmetros de medicion promedio durante los 3 primeros meses de tratamiento.
A) Dosis ajustadas por peso, B) Concentracion de ciclosporina, C) Niveles de
creatininemia, D) Niveles de presion arterial (Fuente: Elaboracion propia).

5.2. TERAPIA FARMACOLOGICA Y EVENTOS ADVERSOS

Los pacientes, en el periodo de induccidn recibieron una terapia inmunosupresora
gue consistid en azatioprina, metilprednisolona y ciclosporina. La dosis inicial de
ciclosporina fue ajustada al peso de cada paciente (7,14 + 0,9 mg/dia) y luego segun la
evolucion clinica fue disminuyendo. En el periodo de mantenimiento, la metilprednisolona
fue reemplazada por dosis decrecientes de prednisona.

En ambos periodos se observaron farmacos indicados para el tratamiento y
profilaxis de las principales reacciones adversas de la terapia de inmunosupresion con
ciclosporina. La hipertension y las infecciones orales son unas de estas, por lo tanto, todos
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los pacientes reciben tratamientos que estan indicados por protocolo para estas
enfermedades.

Se registré que el 44,8% de los pacientes presentaron efectos adversos los cuales
han sido asociados a ciclosporina y se pueden observar en la Figura 3. La presencia de
infeccidn del tracto urinario (ITU) es lo mas frecuente en estos pacientes, reflejo del estado
de inmunosupresion. Con menos frecuencia, se observa la aparicion de edema,
probablemente debido a una mala funcion del rifién, localizado en piernas y brazos.

Infeccidon  Hipertricosi, Cefalea, 1 Malestar
otros, 2 Epigastrico
1
Anemia, 2
Sindrome Vémito, 2

Convulsivo
1

Aumento
Triglicérido
s, 3
Diarrea, 1

FIGURA 3. Efectos adversos registrados. ITU: Infeccién del Tracto Urinario (Fuente: Elaboracion
propia)

Al momento de analizar los niveles de creatinina y presion arterial se evidencio que
en las primeras semanas hay un alto nivel de alteracion en estos parametros los cuales a

medida que trascurre el tiempo se tienden a normalizar como se observa en la Figuras
4A,4B.

1 semana 2 semana 1 mes 2 mes 3 mes

Frecuencia (%)

[68.83%) 48.72% 56 .79% 57.50%] N IEEEEED|

— [31.25% |[31 25%)]

32.05% —— [EEEERD|

E 19 23% 23 46%

[12.75=¢]

[18.18%]

12.99%

T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 1.00 2.00 3.00 1.00 2.00 3.00 1.00 2.00 3.00 1.00 z2.00 3.00

Grado de Creatinina

FIGURA 4A. Alteracion en los niveles de creatinina, Grado 1 (0 — 1,2 mg/dL), Grado 2 (1,3
—1,5mg/dL) y Grado 3 (> 1,6 mg/dL) (Fuente: Elaboracion propia).
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_ _ 2 semana J 1 mes

Frecuencia (%)

48.35%

53.09% [seg1z] |] |58.79%]

T 39.51%

|29.83%| 28.57%

[23.46%] 22.08%
- k [23.26%] 1
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Grado Presion Sistolica

FIGURA 4B. Alteracion en los niveles de presién arterial sistélica, Grado 1 (90 — 120
mmHg) , Grado 2 (130 — 140 mmHg) y Grado 3 (> 141 mmHg) (Fuente: Elaboracion

propia).

5.3. ANALISIS GENOTIPICO

Luego de la extraccion de ADN de cada muestra de sangre, se procedio a realizar
la genotipificacion de CYP3A4*1B, CYP3A5*3, MDR1 3435, MDR1 2677, MDR1 1236,
CYP3A4*22 y POR*28, de la forma en que se describié anteriormente. Los gréaficos que
representan las curvas de amplificacion mediante PCR real-time, se muestran en los Anexo
VIII (Gréficos 1, 2y 3). La Tabla 3, muestra las frecuencias genotipicas y alélicas para los
polimorfismos analizados en los 89 pacientes trasplantados renales.

Se puede apreciar que para el polimorfismo CYP3A4*1B, 74 pacientes resultaron
ser homocigotos silvestres mientras que 14 pacientes son heterocigotos y 1 paciente
homocigoto mutado. En cuanto a CYP3A4*22 no se encontrd ningun paciente homocigoto
mutado, 2 heterocigoto y 87 homocigotos silvestres y la frecuencia alélica para este
genotipo fue de 1%. Por otra parte, para el polimorfismo CYP3A5*3 se identificaron, 55
pacientes homocigotos mutados, 31 heterocigotos y 3 pacientes a homocigoto silvestre
(*1/*1). Para el genotipo POR*28 se encontré 34 pacientes homocigotos silvestres, 47
pacientes heterocigotos y 8 pacientes homocigotos mutados, la frecuencia alélica fue de
35%. Para los genotipos MDR1 3435,1236 y 2677 se observaron que sus frecuencias
alélicas fueron 46, 50 y 16% respectivamente.

Para estudiar el efecto de la combinacién de los diferentes polimorfismos se
considero solo la presencia del alelo de riesgo, es decir se dividieron en WT vs Hetero/Mut.
En los pacientes analizados todos poseian al menos un polimorfismo por lo que se
considero la suma de los diferentes SNP (Tabla 4).
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TABLA 3. Frecuencias genotipicas y alélicas de los pacientes trasplantados renales para los
diferentes polimorfismos (Fuente: Elaboracidn propia)

CYP3A4*1B N % CYP3A4*22 N % CYP3A5*3 N % POR*28 N %
WT 74 83,1 WT 87 97,8 WT 3 3.4 WT 34 38,2
HETERO 14 15,7 HETERO 2 2,2 HETERO 31 34,8 HETERO 47 52,8
MUT 1 1,1 MUT 0 0 MUT 55 61,8 MUT 8 9,0
TOTAL 89 | 100,0 Total 89 100,0 Total 89 100,0 Total 89 100,0
fA 0,91 fC 0,99 fA 0,21 fC 0,65
fG 0,09 T 0,01 fG 0,79 T 0,35
MDR1 3435 N % MDR1 1236 N % MDR1 2677 N %
WT 30 33,7 WT 22 24,7 WT 70 78,7
HETERO 36 40,4 HETERO 45 50,6 HETERO 10 11,2
MUT 23 25,8 MUT 22 24,7 MUT ) 10,1
Total 89 100,0 Total 89 100,0 Total 89 100,0
fC 0,54 fC 0,50 fA 0,84
T 0,46 T 0,50 T 0,16

f: frecuencias alélicas fC: frecuencia Citocina

fA: frecuencia Adenina

fT Frecuencia Timina

fG frecuencia Guanina /

TABLA 4. Frecuencia de la cantidad de SNP que present6 cada paciente (Fuente:
Elaboracién propia)

SNP POR PACIENTE

N° SNP N %
1 4 4.5
2 14 15,7
3 26 29,2
4 33 37,1
5 11 12,4
6 1 11
Total 89 100,0
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CONCENTRACION AJUSTADA BASAL

5.4 CORRELACION ENTRE LA DOSIFICACION Y LOS NIVELES SANGUINEOS DE CICLOSPORINA SOBRE LOS NIVELES DE
CREATININEMIA Y PRESION ARTERIAL
5.4.1 Correlacion entre dosis y concentracion ajustada de Csa.

Como se muestra en la Figura 2 B, las concentraciones de CsA van aumentando con el paso de las semanas y se correlacionan
con una disminucién en la dosis requerida (Figura 6). Cuando se realiz6 un andlisis por cada tiempo, se observo que al mes de
tratamiento, la C2 de CsA se correlaciona con una dosis mayor (Figura 5b), sin embargo, la CO de CsA al mes de de tratamiento, es
inversa la dosis utilizada en ese momento (Figura 5a).
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FIGURA 5. Comparacion de medias entre Nivel de Dosis a diferentes tiempos y CO (A), Grado 1 (200 — 350 mg/dia), Grado 2 (351 —
450 mg/dia) y Grado 3 (451 - 550 mg/dia) y C2 (B). En los graficos de la derecha se muestran las correlaciones al mes de
tratameinto (Fuente: Elaboracién propia).
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FIGURA 6. Correlacion entre promedio de Dosis, CO y C2 (Fuente: Elaboracién propia)

5.4.2 Correlacion entre Concentracion de CsA y creatinemia

Al observar el comportamiento de la concentracion de ciclosporina durante el tiempo y los niveles de creatinina sanguinea, se
encontré una correlacién positiva entre los niveles de creatininemia y los niveles de concentracién CO y C2 de CsA al mes de
tratamiento (Figura 7 ay b). Sin embargo, al considerar el promedio de creatinina sanguinea versus los niveles CO y C2 de CsA, se
observé que la creatina disminuyé a mayor CO y C2. Por otro lado, la creatinina promedio se correlacion6 positivamente con las dosis
promedio de CsA (Figura 8).
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FIGURA 8. Correlacion entre promedio de Creatinina y Dosis, CO y C2 (Fuente: Elaboracion propia).

5.4.3 Correlacion entre Concentracion de Csay presion arterial.

Al momento de analizar las presiones arteriales sistélicas, se observé el mismo efecto que en los niveles de creatinina, mayor
en las primeras semanas para después ir disminuyendo al paso del tiempo (Figura 2 d). A correlacionar el aumento de la concentracion
CO0, se observé que se correlaciond con una mayor presion arterial al mes de tratamiento (Figura 9 a). Por otro lado, el aumento en la
C2, se correlacion6 con un aumento en las presiones arteriales a las 2 semanas de tratamiento y una disminucion al mes de tratamiento
(Figura 9b). Cuando se analiza el promedio de las presiones arteriales sistélicas, se observé que disminuyen los niveles a medida que
aumenta la CO, C2 y la dosis (Figura 10).
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FIGURA 10. Correlacion entre promedio de Presion arterial y Dosis, CO y C2 (Fuente: Elaboracion propia).
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5.4.4 Correlacion entre grado de creatininay C2

Al analizar el nivel de creatinina segin grado y la concentracion de Csa, se observé
gue a mayores niveles de creatinina disminuye la concentracion C2 a la semana 2 de
tratamiento (p = 0,041) (Figura 11). Los demdas tiempos analizados no muestran diferencias
estadisticamente significativas.

ara00 *

T
1.00 2.00 3.00
Grado de nivel de creatinina

Concentracion ajustada de Csa alas 2
horas en la 2 semana
T

FIGURA 11. Comparacion de medias entre la C2 y los niveles de creatinina segun rango:

Grado 1 (0 - 1,2 mg/dL), Grado 2 (1,3 —1,5mg/dL) y Grado 3 (> 1,6 mg/dL). * p = 0,041 al

analizar con test student el grado 1 de creatinina a la segunda semana y los niveles de C2
(Fuente: Elaboracion propia).

5.4.5 Correlacion entre Isquemia Friay creatinina.

La isquemia fria (IF) es definida como el periodo desde el inicio de la perfusion con
liquido de preservacion en frio después del cese de la circulacion, debido a un paro cardiaco
0 pinzamiento arterial, hasta el inicio de la primera anastomosis vascular en implantacion.

Se observd que existe una correlacion positiva entre la creatinina a la primera
semana con la IF (Figura 12), es decir, que a mayor tiempo de IF mayor sera la creatinina
sanguinea a la primera semana.



R2 Linear = 0.061
35,00

30,004

25,007

IF

20,004

15.007

10.007

o]

5007 T T T T T T
0o 2100 4.00 6.00 800 1000 1200

CREATININA SEMANA 1

FIGURA 12. Correlacion entre IF a la primera semana y C2 (Fuente: Elaboracion propia).

5.5 EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS SOBRE LA RELACION DOSIS-
RESPUESTA DE CICLOSPORINA

5.5.1 Efecto de los polimorfismos genéticos sobre los niveles de dosificaciony
niveles sanguineos de ciclosporina durante los 3 primeros meses.

Los analisis de comparacion de los diferentes polimorfismos y las dosis diarias
mostraron que durante las primeras semanas las dosis de Csa son altas en todos los
polimorfismos para después ir diminuyiendo, pero no arrojaron diferencias significativas al
ser comparados con los diferentes alelos de riesgo. Del mismo modo, el analisis que
considera como subgrupos pacientes con diferentes numeros de SNPs de riesgo, tampoco
mostro diferencias significativas (Tabla 5).

Para estudiar el efecto de la combinacién de los diferentes polimorfismos se
considero solo la presencia del alelo de riesgo, es decir se dividieron en WT vs Hetero/Mut.
Es por esto que al momento de analizar la presencia del polimorfismo CYP3A4*1B se
relacioné con una disminucion de la concentracién basal ajustada de Csa, llegando a ser
significativa a la semana 2 y mes 1 con un p=0,032 y 0,010, respectivamente (Tabla 6). Al
analizar las concentraciones ajustadas a las dos horas, se observé que la presencia del
alelo variante se relaciona con una disminuciéon C2 a la primera semana (p= 0,020), para
luego ver una tendencia al aumento (Tabla 7).

Los pacientes heterocigotos para el polimorfismo CYP3A5*3 presentaron un
aumento en las C2 a la segunda semana de tratamiento (p=0,039), mientras que para los
doble variantes se observé una diferencia en la C2 a la primera y segunda semana, p=
0,029 y 0,001, respectivamente (Tabla 7).

En el caso de los pacientes con la presencia del polimorfismo MDR1 3435, se
observé una disminucion de la concentracion basal ajustada de Csa, tanto para los
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pacientes heterocigotos como mutados, llegando a ser significativa en los pacientes
heterocigotos a la primera semana (p= 0,034) (Tabla 6).

Para el polimorfismo MDR1 1236, se observé que los pacientes tanto heterocigotos
como doble variantes, presentaron una elevacién del nivel de concentracién basal ajustada
de Csa, al comparar ambos grupos se observa un aumento en la CO en los heterocigotos
al primer mes (p=0,040) (Tabla 6).

Al estudiar MDR1 2677, se observo que los pacientes homocigotos para la variante
presentaron una disminucién al primer mes en la CO (p=0,036 wt/het vs mut, p=0,015 het
vs mut) (Tabla 6).

Los andlisis de comparacion considerando el polimorfismo POR*28 y el MDR1 3435
no arrojaron diferencias significativas. Del mismo modo, el analisis que considera como
subgrupos pacientes con diferentes nimeros de SNPs de riesgo, tampoco muestra
diferencias significativas.
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Tabla 5, Analisis de comparacion de medias de dosis segtin genotipos (Fuente: Elaboracion propia)

Dosis promedio (£D,E,) p-value Dosis promedio (= D,E,) p-value Dosis promedio (= D,E,) p-value
Dias CYP3A4*1b CYP3A4*1b Dias CYP3A4*22 CYP3A4%22 Dias CYP3A5*3 CYP3A5*3
wt het+ mut wt
Het + mut wt Mut + het
7 432,2464 419,2308 0,500 7 430,5556 375,0000 0,252 7 433,3333 429,0625 0,829
(58,64610) (63,04252) (59,42432) (35,35534) (28,86751) (60,38428)
14 344,1176 358,3333 0,312 14 346,7949 325,0000 0,820 14 383,3333 344,8052 0,134
(52,92166) (41,74236) (50,54235) (106,06602) (28,86751) (51,67231)
30 290,6250 270,8333 0,052 30 287,3333 275,0000 0,896 30 300,0000 286,6667 0,834
(51,07961) | (25,74643) (47,28674) | (106,06602) (70,71068) |  (48,16451)
60 260,7143 250,0000 0,386 60 255,7143 350,0000 0,009 60 250,0000 258,5714 0,822
(39,33979) (26,72612) (33,80617) (35,00000) (37,34914) (45,00000)
0 235,7143 212,5000 0,169 20 232,0000 , - 90 , 232,0000 --
(35,85686) | (25,00000) (37,0000) (35,00000)
Dosis promedio (* D,E,) p-value Dosis promedio (== D,E,) p-value
Dias POR*28 POR*28 Dias MDR1 MDR1 3435
3435 het + mut
wt het + mut
wt
7 422,5806 433,1731 0,434 7 425,0000 431,1404 0,658
(58,93317) (60,86932) (57,00877) (60,92309)
14 348,3871 344,8980 0,771 14 344,0000 347,2727 0,787
(52,41481) | (51,79698) (48,56267) | (53,07069)




30 291,3793 284,3750 0,534 30 290,0000 285,5769 0,736
(46,42383) (52,80589) (57,73503) (43,54009)

60 261,5385 256,5217 0,716 60 250,0000 261,5385 0,490
(41,60251) (34,79262) (47,14045) (32,58126)

90 233,3333 231,2500 0,875 90 225,0000 234,2105 0,638
(25,00000) (41,27102) (41,83300) (33,55191)

Dosis promedio (= D,E,) p-value Dosis promedio (= D,E,) p-value

Dias | MDR11236 A MDR1 1236 Dias MDR1 MDR1 2677
wt het + mut 2677 wt mut + het

7 430,0000 428,9683 0,500 7 431,1538 422,2222 0,541
(54,77226) (61,27120) (61,56024) (52,08088)

14 339,4737 348,3607 0,312 14 344,4444 352,9412 0,551
(48,81640) (52,41439) (51,67447) (51,44958)

30 289,4737 286,2069 0,052 30 285,8333 291,1765 0,701
(42,74910) (50,25645) (47,91559) (50,72997)

60 250,0000 261,1111 0,386 60 256,8966 264,2857 0,709
(25,00000) (40,03204) (34,65168) (47,55949)

90 221,4286 236,1111 0,169 90 230,9524 237,5000 0,676
(26,72612) (37,59520) (37,00064) (25,00000)
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Tabla 6, Analisis de comparacion de medias de concentracion CO segln genotipos (Fuente: Elaboracion propia)

Concentracion c0 promedio

p-value

Concentracion c0 promedio

p-value Concentracion c0 promedio p-value
(= D,E) (£ D,E) (= D,E))
Dias CYP3A4*1b CYP3A4*1b Dias CYP3A4*22 CYP3A4*22 Dias | CYP3A5*3 CYP3A5*3
wt het + mut wt
Het + mut wt Mut + het
7 34,1739 28,1000 0,145 7 33,3178 28,5500 0,758 7 36,3667 33,0547 0,792
(15,86601) (12,98461) (15,46307) (16,89985) (18,95055) (15,37929)
14 44,3079 31,2818 0,032 14 42,5849 26,8000 0,490 14 31,0000 42,8521 0,405
(23,00673) (15,95837) (22,57922) (38,000000) (19,58239) (22,60899)
30 54,7883 38,6917 0,010 30 52,1507 48,9000 0,927 30 41,2333 52,5783 0,151
(37,43195) (12,56181) (35,25100) (45,098976) (9,13090) (35,65726)
Concentracion cO promedio | p-value Concentracion c0 promedio p-value
(+' DIEI) (+' DrEr)
Dias POR*28 wt POR*28 Dias MDR1 MDR1 3435
3435 wt het + mut
het + mut
7 34,1007 32,6014 0,687 7 39,4731 30,3549 0,034
(15,69759) (15,34983) (17,57544) (13,55934)
14 44,5677 40,7884 0,475 14 46,1333 40,5660 0,330
(21,70991) (23,17430) (23,03301) (22,24555)
30 51,5897 52,4535 0,914 30 53,5125 51,4021 0,794
(28,37521) (39,16921) (28,91618) (37,95073)
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Concentracion c0 promedio

p-value Concentracion c0 promedio p-value
(£ D,E) (£ D,E)
Dias | MDR1 1236 | MDR1 1236 Dias MDR1 MDR1 2677
wt het+rmut 2677 wt mut + het
7 32,9250 33,2617 0,934 7 32,1155 36,7882 0,264
(13,65399) (15,95416) (15,58734) (14,60830)
14 37,1706 43,9228 0,144 14 43,7000 38,2389 0,239
(13,18260) (24,48594) (24,65326) (13,54427)
30 45,0059 54,3000 0,174 30 55,1357 41,5000 0,036
(17,69691) (38,69685) (38,43604) (15,11688)
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Tabla 7, Analisis de comparacion de medias de concentracion C2 seguln genotipos (Fuente: Elaboracion propia)

Concentracion c2 promedio | p-value Concentracion c2 promedio p-value Concentracion c2 promedio p-value
(i DIEI) (i DIEI) (i DIEI)
Dias | CYP3A4*1b | CYP3A4*1b Dias | CYP3A4*22 CYP3A4*22 Dias | CYP3A5*3 CYP3A5*3
wt het+ mut wt
Het + mut wt Mut + het
7 167,6209 134,3600 0,020 7 161,2750 172,0000 0,799 7 127,9667 148,4600 0,052
(65,23876) (42,55724) (63,38955) (46,38620) (20,00033) (63,60006)
14 223,9926 189,3083 0,198 14 219,8924 131,7000 0,252 14 162,7667 226,0857 0,039
(74,29440) (83,29819) (76,01717) (80,987658) (30,93870) (76,66701)
30 267,4154 247,5000 0,355 30 263,3133 356,0000 0,231 30 270,8000 247,6038 0,565
(78,68930) (61,40011) (76,16143) (86,16143) (56,69709) (77,38501)
60 284,2438 265,3708 0,609 60 273,7074 - 60 371,1480 262,1629 0,083
(69,16895) (110,41349) (78,73853) (3,24138) (81,88312)
90 280,8955 270,7892 0,818 90 281,8680 90 , 249,7113 --
(67,38846) (87,26066) (69,71112) (69,86569)
Concentracion c2 promedio | p-value Concentracion c2 promedio p-value
(= D,E) (= D,E)
Dias POR*28 wt POR*28 Dias MDR1 MDR1 3435
het + mut 3435 wt het + mut
7 161,5394 161,5347 1,000 7 168,9621 157,4736 0,401
(67,02217) (60,56567) (53,53096) (67,52592)
14 225,3500 214,4167 0,510 14 226,7333 214,7434 0,486
(63,33344) (84,01775) (67,99473) (80,34007)
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30 255,1100 270,6783 0,395 30 274,9440 259,4294 0,386
(79,19067) (74,75216) (68,96245) (79,94270)
60 280,0554 277,4727 0,926 60 297,9611 264,5599 0,223
(75,21059) (88,87210) (73,02619) (88,04406)
90 2449104 301,5169 0,054 90 274,5171 281,7791 0,791
(70,80449) (61,41420) (55,37392) (79,83746)
Concentracion c2 promedio | p-value Concentracion c2 promedio p-value
(+' DIEI) (+' DIEI)
Dias MDR1 1236 MDR1 1236 Dias MDR1 MDR1 2677
wt het+mut 2677 wt mut + het
7 147,4850 166,0694 0,234 7 160,4254 165,2211 0,790
(58,11102) (64,07385) (61,00539) (70,21324)
14 228,5750 215,5283 0,462 14 218,3823 220,1944 0,922
(63,57489) (80,1550) (79,71293) (64,51773)
30 250,1250 269,6786 0,330 30 270,6633 241,5438 0,102
(75,57940) (76,69921) (80,35170) (55,42635)
60 279,7228 277,8542 0,949 60 269,4510 301,9449 0,285
(78,2376) (86,50110) (84,45560) (77,10905)
920 267,9091 282,3370 0,635 90 277,9465 | = -
(59,07180) (74,06923) (71,21087)
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5.5.2 Efecto de los polimorfismos genéticos sobre los niveles de creatininemia
durante los 3 primeros meses

Al analizar los niveles de creatinina (Tabla 8), se observd una disminucién en la
semana 2, mes 1 y mes 2 (p<0,001, p=0,007 y p = 0,010) en sujetos portadores del alelo
CYP3A4*1B. Por otro lado, al comparar el promedio de creatinina durante los 3 primeros
meses de acuerdo con la presencia del polimorfismo CYP3A4*1B, muestra una disminucién
en sujetos heterocigotos (p= 0,07, Figura 13).

La presencia del polimorfimo CYP3A5*3, heterocigotos y doble variantes, se
relaciona con un aumento en la segunda semana (p=0,003), donde los pacientes con al
menos un alelo variante poseen una creatinina de 2,2 mg/dL, versus 1,3 mg/dL en los
pacientes wild-type.

El analisis comparativo considerando los polimorfismos CYP3A4*22, POR*28,
MDR1 3435, MDR1 2627, MDR1 1236 y la suma de SNPs de riesgo, ho muestran
resultados significativos.

5.5.3 Efecto de los polimorfismos genéticos sobre los niveles de presién arterial
durante los primeros 3 meses

Al analizar los niveles de presion sistdlica en los pacientes segun el genotipo (Tabla
9), se observé que los pacientes portadores del polimorfismo CYP3A5*3 se relacionan con
un aumento de la presioén arterial a la segunda semana (p= 0,003).

En cuanto a MDR1 2677 se observo que los pacientes con al menos un alelo variante
presentaron un aumento de la presion arterial llegando a ser significativo en la primera
semana y al mes 1 con un p = 0,043 y 0,026 respectivamente. Asi mismo al comparar los
niveles de presion durante los tres meses se observd una disminucion en los pacientes
significativa con un p=0,046 con respecto a los pacientes wt y una diferencia de p=0,015 al
comparalo con los pacientes mutados (Figura 14).

Para CYP3A*22 se observé una disminucién a la primera semana de la presion para
después presentar una elevacion a la segunda semana (142 mmHg vs 150 mm Hg) para
posteriormente una disminucion significativa de la presion arterial al mes 1 con al menos un
alelo variante (p= 0,005).
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FIGURA 13. Niveles de creatinina de los tres meses en portadores de CYP3A4*1B
*p=0.007, analizados con test t student contra wt (Fuente: Elaboracién propia).
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FIGURA 14. Promedio de niveles de presion sistdlica de tres meses en portadores de MDR 1 2677

* p=0.046 vs sujetos wt y ** p= 0.015 vs heterocigotos; analizados con test t student (Fuente: Elaboracién propia).
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Tabla 8. Analisis de comparacion de medias de creatininemia seguin genotipos (Fuente: Elaboracion propia)

Creatininemia promedio p-value Creatininemia promedio p-value Creatininemia promedio p-value
(+' DIEI) (+' DlEI) (+' D:Er)
Dias | CYP3A4*1B | CYP3A4*1B Dias | CYP3A4*22 CYP3A4*22 Dias | CYP3A5*3 CYP3A5*3
wt het+ mut wt
Het + mut Wt mut+ het

7 3,3669 2,7021 0,254 7 3,2104 4,7400 0,728 7 4,9667 3,1813 0,364
(2,62524) (1,75512) (2,45774) (4,75176) (2,65769) (2,48432)

14 2,1521 1,3592 0,001 14 1,9862 3,5500 0,650 14 1,3333 2,0514 0,003
(1,59304) (0,37540) (1,43584) (3,60624) (0,20817) (1,51618)

30 1,5058 1,2223 0,007 30 1,4626 1,3500 0,844 30 1,1500 1,4677 0,243
(0,58407) (0,25097) (0,55498) (0,63640) (0,21213) (0,55717)

60 1,6300 1,2000 0,010 60 1,5458 | - | 60 1,5588
(0,64506) (0,24739) (0,61728) (0,60923)

90 1,5072 1,4918 0,915 90 1,5130 1,2000 0,340 90 1,3000 1,5132 0,457
(0,64569) (0,39056) (0,61939) (0,28284) (0,40000) (0,62161)
Creatininemia promedio p-value Creatininemia promedio p-value

(+' DIEI) (+' DrEr)
Dias POR*28 POR*28 Dias MDR1 3435 MDR1 3435
wt het + mut wt het + mut
7 2,9507 3,4318 0,398 7 2,8977 3,4215 0,333
(2,33906) (2,59504) (1,97164) (2,71833)

14 2,0823 1,9892 0,783 14 1,8600 2,0984 0,489

(1,42790) (1,54689) (1,35661) (1,55757)




30 1,3974 1,4992 0,408 30 1,4165 1,4806 0,628
(0,49549) (0,58779) (0,54432) (0,56077)

60 1,4858 1,5718 0,715 60 1,5867 1,5252 0,812
(0,68063) (0,57984) (0,66981) (0,59860)

90 1,4861 1,5174 0,839 90 1,5632 1,4775 0,622
(0,73944) (0,52384) (0,78263) (0,52292)
Creatininemia promedio p-value Creatininemia promedio (+- p-value

(+-D,E) D,E,)
Dias MDR1 1236 | MDR1 1236 Dias | MDR1 2677 MDR1 2677
wt het + mut wt het + mut
7 3,3400 3,2183 0,863 7 3,2267 3,3375 0,877
(2,78985) (2,41444) (2,50413) (2,54660)

14 2,2347 1,9605 0,592 14 2,0117 2,0706 0,871
(2,08184) (1,27701) (1,55883) (1,28059)

30 1,3665 1,4908 0,374 30 1,4695 1,4235 0,735
(0,52564) (0,56244) (0,57677) (0,46721)

60 1,5100 1,5528 0,864 60 1,5489 1,5067 0,880
(0,63722) (0,61078) (0,62149) (0,59604)

90 1,4221 1,5317 0,481 90 1,5260 1,4237 0,438
(0,56626) (0,63109) (0,65914) (0,40076)
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Tabla 9, Analisis de comparacion de medias de presion arterial sistélica seguin genotipos (Fuente: Elaboracién propia)

Presion arterial sistdlica p-value Presion arterial sistodlica p-value Presion arterial sistdlica p-value
promedio (+- D,E,) promedio (+- D,E,) promedio (+- D,E,)
Dias | CYP3A4*1b | CYP3A4*1b Dias | CYP3A4*22 CYP3A4*22 Dias | CYP3A5*3 CYP3A5*3
wt het+ mut wt
Het + mut wt mut+ het
7 147,8507 137,7143 0,057 7 146,4430 132,5000 0,487 7 140,0000 146,2532 0,643
(19,28279) (16,64299) (19,14436) (19,09188) (14,14214) (19,30024)
14 143,4412 141,5385 0,759 14 142,9620 150,0000 ,853 14 135,0000 143,4487 0,385
(21,12040) (19,93579) (20,50606) (42,42641) (13,22876) (21,05629)
30 135,8088 132,3077 0,478 30 135,3797 130,0000 0,005 30 125,0000 135,5063 0,253
(16,26759) (15,89227) (16,34508) (0,5232458) (7,07107) (16,26296)
20 134,0448 128,9091 0,376 90 133,5395 125,0000 0,317 90 129,3333 133,4800 0,743
(13,46312) (17,69438) (14,21308) (7,07107) (19,00877) (14,03216)
Presion arterial sistolica p-value Presion arterial sistodlica p-value
promedio (+- D,E,) promedio (+- D,E,)
Dias POR*28 wt POR*28 Dias MDR1 MDR1 3435
het + mut 3435 wt het + mut
7 148,4839 144,6200 0,363 7 146,5385 145,8909 0,881
(17,29330) (20,24028) (16,91208) (20,26370)
14 140,8387 144,5600 0,435 14 142,1667 143,5439 0,766
(20,51682) (21,09373) (17,39732) (22,24143)
30 136,0938 134,6939 0,719 30 133,6538 136,0000 0,529
(18,47991) (14,62761) (14,93705) (16,78844)
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90 131,7097 134,3830 0,413 90 129,9600 134,9057 0,139
(13,81592) (14,35808) (13,17346) (14,38651)
Presidn arterial sistolica p-value Presion arterial sistolica p-value
promedio (+- D,E,) promedio (+- D,E,)
Dias | MDR1 1236 | MDR1 1236 Dias MDR1 MDR1 2677
wt het+mut 2677 wt het + mut
7 150,4500 144,6721 0,226 7 144,5625 160,0000 0,043
(17,73630) (19,51557) (17,06279) (18,92749)
14 146,7368 142,0323 0,399 14 143,7302 149,5000 0,388
(20,98900) (20,82083) (20,96634) (18,62644)
30 138,6500 134,1311 0,338 30 134,2969 147,1111 0,026
(18,78486) (15,21126) (16,31114) (13,78808)
90 129,2105 134,6441 0,096 920 133,5323 136,6667 0,426
(11,08843) (14,80070) (14,61497) (10,00000)
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5.5.4 Asociacion entre polimorfismos genéticos y aparicion de eventos adversos

Como se sefialé anteriormente, el 44,8% de los pacientes presentaron efectos
adversos, por lo tanto, se analiz6 si estos pacientes poseen una caracteristica genotipica
que los predisponga a estas reacciones. Como se observa en la Tabla 10, no se encontré
relacion significativa entre la presencia de efectos adversos y los genotipos analizados.

TABLA 10. Presentacion de efectos adversos con respecto al genotipo** (Fuente: Elaboracion

propia)
SNP Evento* Sin evento OR** (IC**¥*) p-value
CYP3A4*1B wit 39 35 ref
het + mut 5 10 0,449 (0,140-1,441) 0,171
CYP3A4*22 wt 42 45 ref
het + mut 2 0
CYP3A5*3 wt 2 1
mut+het 42 44 0,477 (0,042-5,462) 0,544
POR*28 wit 21 13 ref
het + mut 23 32 0,445 (0,185 -1,067) 0,067
MDR1 3435 wt 14 16 ref
het + mut 30 29 1,182 (0,490 -2,851) 0,709
MDR1 1236 wit 14 8 ref
het + mut 30 37 0,463 (0,172 -1,251) 0,125
MDR1 2677 wt 34 36 ref
het + mut 10 9 1,176 (0,426 -3,247) 0,754

*Regresion logistica univariada

*Evento adverso definido como al menos un evento

**0Odds ratio

*** Intervalo de confianza




6. DISCUSION

La ciclosporina ha sido el farmaco inmunosupresor por excelencia a nivel mundial,
ya que luego de su introduccion en el mercado en 1983, se observo un aumento en la tasa
de trasplantes de 6rganos debido a la disminucién de rechazos y aumento de la sobrevida
de los pacientes (Churchill Livingstone, 1999). Sin embargo, debido a su alta variabilidad
farmacocinética (inter- e intra-individual) y su estrecho margen terapéutico, la aplicacion
clinica requiere una constante monitorizacion de sus concentraciones para asegurar la
obtencion de una inmunosupresion adecuada evitando nefrotoxicidad y otros efectos
adversos.

Diferentes investigaciones han sugerido que la concentracion de ciclosporina a las
2 horas (C2), es el punto que mejor revela su concentraciébn maxima alcanzada en los
pacientes (Belitsky et al., 2001), es por esto que éste es un parametro fundamental en el
andlisis clinico que realizan los nefrélogos para evaluar la inmunosupresion y la toxicidad.
Otro parametro en constante monitorizacion se refiere a los niveles de creatinina en suero
y la presion arterial, ya que entrega informacién sobre una posible nefrotoxicidad o rechazo
del injerto, sin embargo, es dificil distinguir entre ambas en un trasplantado renal ya que
ademas pueden coexistir (Bennett & Norman, 1986).

El descubrimiento de polimorfismos genéticos que codifican para enzimas
metabolizadoras de farmacos y transportadores ha contribuido de manera significativa a la
comprension de la variabilidad inter-individual en la relacién dosis-concentracién y en la
respuesta terapéutica de la droga. El conocimiento de SNPs, que pueden alterar la
capacidad funcional de enzimas metabdlicas y transportadoras, puede ser (til en el disefio
de dosificaciones que sean seguras y efectivas (Chowbay et al., 2003). En base a esto se
ha propuesto en este estudio que la variabilidad farmacocinética de ciclosporina puede ser
explicada en parte, por factores genéticos, incluyendo polimorfismos en genes que codifican
sistemas involucrados en la metabolizacién y absorcion de esta droga.

La ciclosporina se metaboliza principalmente a través del sistema citocromo P-450,
especificamente mediante las isoformas CYP3A4 y CYP3A5. Por lo tanto, se analizé el
polimorfismo genético CYP3A4*1B, el cual se ha asociado, con controversia, a un aumento
de la actividad enzimatica in vivo (Amirimani et al., 2003), el polimorfismo CYP3A4*1B, el
cual se asocia a un aumento de la concentracion plasmatica y ademas el polimorfismo
CYP3A5*3, el cual produce una enzima no funcional (Kuehl et al., 2001). Por otro lado, la
ciclosporina es sustrato del transportador glicoproteina-P (P-gp), una bomba de eflujo que
expulsa sustancias endogenas y exégenas de las células. En particular, en este estudio se
analizaron los tres polimorfismos respecto a este transportador, los SNPs MDR1 2677,
MDR1 3435y MDR1 1236, los cuales son de interés porque poseen efectos farmacol6gicos
significativos y son asociados con la alteracion de la expresion P-gp y su funcién. Asi, se
ha demostrado in vivo que el genotipo homocigoto mutado para estos SNPs ocurridos en
el gen de este transportador produce una menor expresion de P-gp (Llaudé et al., 2013).
Adicionalmente, varios SNPs en el gen de la oxidorreductasa P450 (POR) se han
relacionado con actividades diferenciales de CYP, incluyendo CYP1A2, CYP2C19y CYP3A
(Agrawal et al., 2010, 2008). Por otro lado, la actividad de POR es un requisito previo
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importante para la oxidacién de la CYP porque transfiere los electrones de nicotinamida-
adenina-dinucleétido fosfato-oxidasa a las enzimas CYP (Hubbard et al., 2001; Masters,
2005). Por lo cual, en este estudio se analiz6 POR*28, polimorfismo que se ha asociado
con la actividad enzimatica diferencial de CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6 y CYP3A, con la
naturaleza y la magnitud del efecto dependiendo de la isoforma CYP investigada (Gomes
et al., 2008; Sandee et al., 2010).

Las frecuencias de las variantes de CYP3A4*1B, CYP3A5*3 MDRL1 (3435, 2677
G>T/A) y POR*28 encontradas fueron generalmente consistentes a lo previamente
reportado (Roco et al., 2012). Es asi como para CYP3A4*1B las frecuencias alélicas fueron
cercanas a la encontrada en la literatura (0,09 vs 0,06), para CYP3A4*22 la frecuencia
alélica para este genotipo fue de 1%, semejante al encontrado en la literatura (0,02). Por
otra parte, para el polimorfismo CYP3A5*3 la frecuencia alélica encontrada también es
similar a la encontrada en la literatura (0,76). Para el genotipo POR*28 la frecuencia alélica
fue de 0,35 mientras que la encontrada en la literatura es de 0,29. Finalmente, para los
genotipos MDR1 3435,1236 y 2677 se observd que sus frecuencias alélicas fueron: 0,46;
0,50 y 0,16, respectivamente, resultando mayores a las frecuencias reportadas en la
literatura (0,41; 0,33 y 0,09) (Wielandt, Vollrath, & Chianale, 2004).

Se registraron reacciones adversas en el 44,8% de los pacientes, en los cuales la
presencia de infeccion del tracto urinario (ITU) fue la mas frecuente (32%), a pesar de estar
recibiendo farmacos antibacterianos como profilaxis. Adicionalmente, se presentaron
reacciones adversas como edema (14%), fiebre (12%) y aumento de triglicéridos (9%),
todas asociadas al tratamiento con ciclosporina. En base a la manifestacién o no de
reacciones adversas, se estudid la asociacion de éstas con los distintos genotipos; sin
embargo, los resultados no mostraron asociaciones entre los genotipos estudiados y el
riesgo de presentar reacciones adversas a ciclosporina.

En trasplante renal, la isquemia fria (IF) es definida como el periodo desde el inicio
de la perfusién con liquido de preservacion en frio después del cese de la circulacion,
debido a un paro cardiaco o pinzamiento arterial, hasta el inicio de la primera anastomosis
vascular en implantacion. Este periodo entre la recuperacion y la implantacion se puede
utilizar para la tipificacion de tejido donante, asignacioén, transporte de 6rganos, preparacion
del receptor y planificacion de la sala de operaciones. La preservacion en frio de los injertos
de 6rganos sélidos disminuye el metabolismo anaerébico y su posterior acumulacion de
productos de desecho metabdlico, el agotamiento de los niveles de ATP y la inhibicién de
la bomba de Na-K-ATPasa. En este estudio, al momento de analizar la IF, se encontré una
correlacion positiva entre el tiempo hasta la implantacion y los niveles de creatinina en la
primera semana. Lo anterior, podria constituir un factor de riesgo para un posible rechazo
agudo del 6rgano, en efecto, en estudios realizados en modelos murinos, al aumentar la IF
se ha evidenciado un mayor dafio al rifion los dias post trasplante (Yin, Li, Zou, Li, & Wang,
2016). Considerando lo anterior, la recomendacion es que el rifién no posea mas alla de 20
horas de IF (van der Vliet & Warlé, 2013).

Al analizar los niveles de creatinina en portadores del polimorfismo CYP3A4*1B se
encontré que los pacientes heterocigotos presentaron menores niveles de creatinina (mejor
funcion renal) a partir de la segunda semana, al comparar con los pacientes wt.
Adicionalmente, al analizar el promedio de creatininemia dentro de los tres primeros meses,
también se observé esta disminucion en los valores de los pacientes heterocigotos. Este

39



fendmeno podria deberse a que los pacientes heterocigotos tienen una modificacion en la
enzima metabolizadora CYP3A4, que provoca menor funcién metabdlica, por consiguente
prevalecen mayores niveles de ciclosporina en sangre, alcanzando un mejor nivel de
inmunosupresion y mejorando la calidad de respuesta del rifibn. Esto se confirmé al
comparar los niveles de ciclosporina con los niveles de creatinina, encontrandose una
correlacion inversa de los valores. Estudios clinicos han demostrado que manteniendo los
niveles de ciclosporina al rango terapéutico a lo largo del tiempo se observaba una mejoria
en los niveles de creatinina y una disminucién del rechazo renal (Yu et al., 2015).

En diversos estudios multicéntricos se ha reportado que la ciclosporina genera un
aumento de la presion arterial entre 5y 11 mm Hg (Robert, Wong, & Wright, 2010). En este
estudio se observd que en los pacientes heterocigotos para el polimorfismo MDR1 2677
existe un aumento de la presion arterial a partir de la primera semana. Resultados similares
se encontraron al comparar el promedio de las presiones arteriales dentro de los primeros
tres meses post trasplante. Estos resultados indican que la presencia del polimorfismo
confiere una alteracion en los transportadores encargados en la expulsiéon de la ciclosporina
de las células, tanto intestinales como hepaticas, generando un aumento de ciclosporina en
el sitio de accion.

Por otra parte, se analizé la influencia de los polimorfismos genéticos sobre las
concentraciones C2 de ciclosporina ajustada por dosis y peso. Se consideraron los niveles
de esta droga desde el séptimo dia posterior al trasplante, para asegurar que se encontrara
en estado estacionario. Se encontré6 que existe un aumento significativo de C2 en los
pacientes tanto heterocigotos como homocigotos para la variante en relacién con el
polimorfismo CYP3A5*3, este efecto se observd a partir de la segunda semana para los
heterocigotos y la primera semana para los homocigotos portadores de esta variante.
Posiblemente, este efecto se debe a que dicho polimorfismo genera una alteracién de la
CYP3A5, disminuyendo su actividad y generando una diminucién de la metabolizacion de
ciclosporina, y por ende aumentando de la concentracion. Lo anterior se encuentra
reportado previamente, en donde se observa un aumento en la concentracion ajustada de
ciclosporina en estos pacientes (Masuda & Inui, 2006), como también en la menor dosis
diaria requerida de ciclosporina con respecto a los wt, para mantener una inmunosupresion
adecuada (Hu et al., 2006).

Una de las limitaciones de este estudio fue el tamafio muestral. Para los diversos
polimorfismos y suma de alelos de riesgo, en algunos casos se observaron tendencias de
aumento o disminucion, tanto de los niveles de creatinina como en las concentraciones
ajustadas, sin alcanzar significancia estadistica, posiblemente debido al insuficiente tamafio
de la muestra.

Cabe destacar que, de acuerdo con nuestro conocimiento del &rea, este es uno de
los primeros estudios farmacogenéticos realizado en pacientes trasplantados renales en
Chile, por lo que la continuidad de esta investigacion podria entregar herramientas Utiles
para abordar la alta variabilidad farmacocinética de esta droga, la cual justifica la necesidad
de nuevas estrategias de monitorizacion y ajuste de dosis que maximicen los resultados en
la practica clinica.
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Nos dirigimos a usted con el propdsito de solicitar su colaboracién en el proyecto de
investigacion biomédica “Variabilidad farmacocinética en pacientes con trasplante renal
tratados con ciclosporina: evaluacion de variantes genéticas como covariables”
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OBIJETIVO

Este estudio tiene el objetivo de obtener valiosa informacién que en un futuro permitira
disefar un perfil gendmico (caracteristicas genéticas) y un modelo farmacocinético que
facilite el tratamiento de los pacientes trasplantados y personalizar su tratamiento a
ciclosporina de modo que se obtenga mayor efectividad y menores efectos toxico

PROCEDIMIENTOS

Su colaboracién en este proyecto consiste en la donacion voluntaria de una (1) muestra
sanguinea de sangre periférica, la que serd utilizada para obtener ADN (material genético),
La muestra de sangre sera de aproximadamente 5 cc del antebrazo y por personal calificado,
de tal manera de evitar cualquier riesgo,

La muestra de ADN sera utilizada para analizar los genes de las enzimas y proteina
involucradas en el metabolismo y respuesta terapéutica en tratamientos con Ciclosporina,
Estas muestras no serdn utilizadas para otros estudios,

Ademas, sera necesario extraer algunos datos clinicos relevantes desde su ficha clinica, para
esto, su identidad sera codificada igual que sus muestras sanguineas, Solo el equipo
investigador tendra acceso a su ficha clinica,

Los resultados obtenidos en este estudio son absolutamente confidenciales y pueden ser
dados a conocer por el laboratorio sélo a usted una vez disponibles, En el caso de publicar
los resultados en revistas cientificas y presentaciones en congresos cientificos, su identidad
no serd revelada,

Para oficializar su colaboracién voluntaria en este tipo de estudio, usted debera llenar una
breve ficha clinica de la investigacidn que incluye datos de identificacién personal y médica
a la cual el equipo investigador tendra acceso,

Estos estudios serdn realizados en el Laboratorio de Carcinogénesis Quimica y
Farmacogenética (CQF), Facultad de Medicina de la Universidad de Chile, a cargo del Dr,
Luis Quifiones S,

RIESGOS/BENEFICIOS

La Unica molestia eventual podria ser la aparicién de un pequefio hematoma (moretdn) en
la zona de toma de muestra, lo cual es infrecuente,

No existira un beneficio directo a su persona, sin embargo, los resultados obtenidos con su
muestra podrian permitir a futuro, en pacientes en tratamiento con ciclosporina, utilizar
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esquemas terapéuticos mas personalizados, con menos reacciones adversas y mas
efectivos,

COSTOS

Este estudio no contempla ningln costo en el que usted tenga que incurrir por su
participacién,

CONFIDENCIALIDAD

Se le asegura que tanto el investigador principal como los demas integrantes del grupo de
investigacion garantizaran la privacidad de la informacion que surja de su examen cientifico,
La muestra sera almacenada mediante un cadigo, el cual no revelara informacién personal
y a la cual solo tendra acceso los investigadores y sdlo seran utilizadas para este estudio,
Los resultados obtenidos en este estudio pueden ser dados a conocer a usted, solamente
una vez que estos se encuentren disponibles,

Sus muestras serdn almacenadas por un periodo de 15 afios en el Laboratorio de
Carcinogenésis Quimica y Farmacogenética, bajo la responsabilidad del Dr, Luis Quifiones y
serdn utilizadas exclusivamente para los fines de este estudio,

VOLUNTARIEDAD

Su decisién de participar en el estudio es absolutamente voluntaria, Ud, tiene el derecho de
negarse a participar en el estudio o solicitar la destruccién de su muestra de ADN, sin
expresar razén ni causa y sin que esto signifique perjuicio alguno para usted,

DERECHOS DEL PARTICIPANTE

Usted recibird una copia integra y escrita de este documento firmado, Si usted requiere
cualquier otra informacién sobre su participacién en este estudio puede comunicarse con
el Dr, Luis Quinones S, investigador responsable (F: 6817756, e-mail:
Iquinone@med,uchile,cl), la Dra, Maria Soledad Rodriguez, Investigador Principal (F:
25742019 o 25742013, e-mail: marias,rodriguez@redsalud,gov,cl) y/o con el comité de
ética cientifica de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile (Fono: 29786923 o via
email: comiteceish@med,uchile,cl)

Nota: Este consentimiento informado puede contener palabras que usted no comprenda,
Por favor, consulte al médico responsable o a cualquiera de los colaboradores, cualquier
palabra o informacidén que usted no comprenda claramente, antes o durante el estudio,
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo RUT Fecha: / /

He sido invitado(a) a participar como voluntario(a) en el proyecto de investigacion titulado“Variabilidad
farmacocinética en pacientes con trasplante renal tratados con ciclosporina : evaluacion de variantes genéticas
como covariables”, dirigido por el Dr, Luis Quifiones S, (fono +56 9 29770741, e-mail lquinone@med,uchile,cl),
a realizarse en el laboratorio CQF, de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile,

He leido y comprendido la informacién entregada para mi consentimiento informado, y se me han explicado todas mis
dudas, por lo tanto:

Indique: Aspectos o ambitos
SioNO

Conozco y entiendo el OBJETIVO del estudio,

Comprendo y acepto los PROCEDIMIENTOS a los cuales debo someterme,

Conozco los posibles RIESGOS y BENEFICIOS asociados a mi participacion en este estudio,

Estoy de acuerdo con las COMPENSACIONES y BENEFICIOS asociados a mi participacion en este
estudio,

Acepto los resguardos sobre la CONFIDENCIALIDAD de mis datos personales, resultados médicos,
analisis clinicos de laboratorio,

Estoy totalmente informado(a) sobre la VOLUNTARIEDAD de mi participacién en este estudio y
completamente consciente de la posibilidad de retirarme del estudio si yo asi lo determino,

Se me ha informado que frente a cualquier COMPLICACION derivada de mi participacién en el presente
estudio, y completamente consciente de la posibilidad de retirarme del estudio si yo asi lo determino
He sido instruido sobre mi DERECHO a consultar cualquier duda referente al presente estudio y de
retirarme del estudio si yo asi lo determino,

Leido y entendido el presente consentimiento, asi como sus condiciones, accedo a participar como voluntario(a) en este
estudio, firmando el presente documento,

Nombre: Nombre: Nombre:

Firma Voluntario Firma Investigador Responsable o Firma Investigador Clinico o
Delegado Delegado

Nombre y Firma del Director de la Institucion o su
delegado

*Esta investigacion fue evaluada y aprobada por el comite de etica en investigacion en seres humanos (CEISH), en caso
de dudas sobre sus derechos favor consultar al Fono: 29786923 o via email: comiteceish@med,uchile,cl
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ANEXO Il Formulario de reportes de casos (CRFI),

Hoja clinica de ingreso pacientes voluntarios

INFORMACION PERSONAL

Nombres Apellidos

Fecha de nacimiento

DD/MM/AA: RUT
Edad:

Direccion

Teléfono fijo Celular

ANTECEDENTES MORBIDOS(marcar X cuando corresponda)

Diabetes Mellitus Hipertension Arterial

Asma Epilepsia
Alergias

Infarto Miocardio

Otros

Antecedentes
quirdrgicos:

Habitos de droga Alcohol Fumador
Medicacién concomitante:
No

Si (Nombre medicamento/desde/hasta)

Hipoglicemiantes:

Otro

Antibidticos:

Corticosteroides:

Otros:

TACO:

Terapia Farmacoterapeuticalnicial :

Caodigo Paciente: Grupol Grupo2__ Grupo3
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Fecha: / / Ficha Clinica:

CRITERIOS DE INCLUSION (marcar X cuando corresponda)

1, Paciente con Trasplante Renal Si No
2, Paciente mayor de 18 afios Si No
3, En tratamiento con Ciclosporina o Tacrolimus
Fecha de inicio de tratamiento: / /
Califica para el siguiente grupo (marcar con X):
Grupol  Grupo2__ Grupo3__ Si No
4, El pacientes esta apto para comprender su participaciéon
en el estudio Si:
5, El paciente estd comenzando el tratamiento con
Ciclosporina o Tacrolimus Si No
CRITERIOS DE EXCLUSION (marcar X cuando corresponda)

1,Paciente con trasplante renal que comenzaron su
tratamiento farmacoldgico en otro centro asistencial Si No

Si: excluido/a

INFORMACION AL INVESTIGADOR CLINICO O SU DELEGADO

¢ Paciente firmé el consentimiento informado?

Fecha / /
DD/MM/AA

Si No

No: excluido/a

Nombre y Firma del Investigador Clinico
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ANEXO Il FORMULARIO DE REPORTES DE CASOS (CRFII)

Hoja clinica de seguimiento
Caodigo Paciente:

Fecha: / / Ficha Clinica:

INFORMACION PERSONAL

Nombres Apellidos

DETECCION DE EVENTOS ADVERSOS

Fecha de Trasplante Renal / /
Fecha de inicio de tratamiento inmunosupresor / /
Fecha de registro de CRFII / / Tiempo:

Infecciones | Diagnostico
Fecha / /
Tratamiento / /
Observaciones:

Trastornos Diagnostico
hematologicos | Fecha / /
Tratamiento / /
Observaciones:

Alteraciones | Fecha:

en examenes | Tipo de examen:
de Alteracion:

Laboratorios

Otros eventos | Observacion:

Otros eventos | Observacion:

Nombre y Firma del Monitor Clinico

*si es necesario, utilizar otro formulario cuando existen una mayor cantidad de eventos adversos,
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ANEXO IV FORMULARIO DE REPORTES DE CASOS (CRFIII)

Hoja clinica de seguimiento

INFORMACION PERSONAL

Nombres

Apellidos

Caodigo Paciente:

Fecha:

/ / Ficha Clinica:

Dia /
Mes

Dosis diaria administrada post-
trasplante

Dia / Mes Creatinina
Sanguinea

Dia 2-5

Dia 7

Dia 14

Mes 1

Mes
15

Mes 2

Mes 3

Mes 4

Mes 5

Mes 6

Mes 7

Mes 8

Mes 9

Mes 10

Mes 11

Mes 12

Nombre y Firma del Monitor Clinico
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ANEXO V FORMULARIO DE REPORTES DE CASOS (CRFIV)

Hoja clinica de seguimiento

Cddigo Paciente:

Fecha:

/ /

Ficha Clinica:

INFORMACION PERSONAL

Nombres

Apellidos

Gen

Mutacioén

rs

Fecha de
analisis

Resultado
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ANEXO VI FORMULARIO DE REPORTES DE CASOS (CRFV)
Hoja clinica de seguimiento

Caodigo Paciente:

Fecha:

Ficha Clinica:

INFORMACION PERSONAL

Nombres

Apellidos

Primer mes

Tercer mes

Sexto mes

Doce meses

Tiempo

Cp | RGE

Cp | RGE

Cp RGE

Cp |RGE

Co

C2

C4

C6

Nombre y Firma del Monitor Clinico
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ANEXO VII TRASLADO DE MUESTRAS SANGUINEAS DESDE EL HOSPITAL SAN
JUAN DE DIOS AL LABORATORIO CQF

1. La muestra de sangre en tapa lila con EDTA llegaréa al Laboratorio de Biologia molecular del
Hospital San Juan de Dios

2. Por cada muestra de tubo tapa lila se tomaran 300 uL para analisis de farmaco en sangre y
300 pL de contramuestra, El anélisis se realizara de acuerdo a protocolos internos,

3. La cantidad restante de cada tubo se almacenara en un cooler con refrigerante y se llamara
al Laboratorio CQF al teléfono +56977813174 para que se realice el traslado

4. Elpersonal del laboratorio CQF trasladaré el cooler desde el Hospital San Juan de Dios hasta
el laboratorio CQF

5. En el laboratorio CQF se utilizara el volumen de sangre total restante en cada tubo para
analisis de expresion segun protocolo internos
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ANEXO VIl ANALISIS GENOTIPICO

GRAFICO Curva de amplificacibn WT (Fuente: Elaboracién propia)

2

3
B
£
g

W oW W ® w4 B 0w W ¢ W W % 4 4 @ & & e

Cyas

GRAFICO 4, Curva de amplificacion heterocigoto (Fuente: Elaboracion propia)
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ANEXO IX REPRESENTACION GRAFICA DE LOS RESULTADOS SIGNIFICATIVOS

(Fuente: Elaboracién propia)

Niveles de Creatinina (mg/dL)

'8

I CREATININA SEMANA 1
[ECREATININA SEMANA 2
[CICREATININA MES 1
CREATININA MES 2
[CJCREATININA MES 3

CYP3A4*1B

HETERO

* p<0.001, ** p=0.008 y *** p = 0.010 al analizar con testt student contra wt

200

8§ 3

Presion arterial (mm Hg)

'

PRESION SISTOLICA
SEMANA 1

PRESION SISTOLICA
SEMANA 2

PRESION SISTOLICA MES 1
PRESION SISTOLICA MES 3

HETERO
MDR 1 2677

MUT

*p=0.043y ** p=0.026, al analizar con test t student con respecto a los pacientes wt.

g § § 8

Concentracion ajusta Csa (ng/mL por
mg/kg)

?!

H

CONCENTRACION
AJUSTADA 2 HORAS
1

CONCENTRACION
AJUSTADA 2 HORAS
SEMANA 2
[TJCONCENTRACION
AJUSTADA 2 HORAS MES 1
[ECONCENTRACION
AJUSTADA 2 HORAS MES 2
[JCONCENTRACION
AJUSTADA 2 HORAS MES 3

T
HETERO
CYP3A5*3

MUT

* p=0.039,** p=0.001, * p=0.029 y *° p= 0.001 al analizar con test t student con respecto a los pacientes wt.
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