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RESUMEN

Introduccion: La monitorizacion de farmacos revela una gran variabilidad interindividual en la
farmacocinética del Tacrolimus, principalmente en la dosis requerida para atingir los niveles
sanguineos terapéuticos y evitar la nefrotoxicidad tras el trasplante renal. La presencia del
polimorfismo genético rs776746 del gene CYP3AS resulta en la reduccion de la actividad enzimatica
y, consecuentemente en la disminucion del aclaramiento renal, aumentando su biodisponibilidad, la
posibilidad de toxicidad y rechazo agudo del rifion.

Objetivo: Generar una base de datos farmacogenéticos personalizada y complementaria a los datos
clinicos estandares de los pacientes.

Pacientes y método: Estudio observacional descriptivo transversal, pacientes mayores de 18 afios en la
lista de espera para el trasplante renal en el periodo de Enero a Mayo de 2010 en el Hospital Virgen de
las Nieves de Granada. El ADN ha sido extraido de una muestra de sangre total y el polimorfismo del
gene CYP3AS ha sido determinado por PCR seguida por secuenciacion.

Resultados: Setenta y nueve pacientes fueron genotipados, edad media de 57+13.4, 60% hombres. Los
resultados del genotipado fueron: 77.2% CYP3AS *3/*3 (homocigoto mutado) y 22.8% *1/*3
(heterocigoto).

Discusion: El 77.2% de los pacientes en la lista de espera para el trasplante de rifién en este hospital
van a necesitar una dosis inicial de Tacrolimus cerca de 2 veces menor que los demas pacientes. Por lo
tanto, con la traslacion de este protocolo farmacogenético a la practica clinica, se espera optimizar la
terapia con Tacrolimus, asi como contribuir al aumento de casos de éxito en los trasplantes renales.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: drug monitoring reveals a great variability in the pharmacokinetics of tacrolimus,
mainly in order to reach the required dose therapeutic blood levels and prevent nephrotoxicity after
renal transplantation. The genetic polymorphism rs776746 of the CYP3AS5 gene results in reduced
enzymatic activity and consequently in decreased renal clearance, increasing its bioavailability, the
possibility of toxicity and kidney acute rejection.

OBIJECTIVE: To create a personalized pharmacogenetic database to complement the patient’s
standard clinical data.

METHOD: Descriptive study, patients over 18 years in the waiting list for renal transplantation in the
period from January to May 2010 at the Hospital Virgen de las Nieves de Granada. The DNA was
extracted from a sample of whole blood and CYP3AS5 gene polymorphism was determined by PCR
followed by sequencing.

RESULTADOS: Seventy-nine patients were genotyped, mean age 57+13.4, 60% men. The results of
the genotyping were: 77.2% CYP3AS5 *3/*3 (homozygous mutant) and 22.8% *1/*3 (heterozygous).
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DISCUSSION: The 77.2% of patients on the waiting list for kidney transplantation in this hospital will
need an initial dose of tacrolimus about 2 times lower than other patients. Therefore, the translation of
this protocol pharmacogenetics into clinical practice, is expected to optimize therapy with Tacrolimus
and contribute to increased cases of successful kidney transplants.

KEYWORDS: CYP3AS5, kidney transplantation, polymorphism, Tacrolimus.

INTRODUCCION:

La Insuficiencia Renal Crénica (IRC) es un proceso fisiopatolégico con multiples
causas, cuya consecuencia es la pérdida inexorable del ntimero y el funcionamiento de
nefronas, y que a menudo desemboca en la Insuficiencia Renal Terminal (IRT). A su vez, la
IRT es un estado o situacion clinica en la que se ha producido la pérdida irreversible de
funcion renal endogena, de una magnitud suficiente como para que el paciente dependa de
forma permanente del tratamiento sustitutivo renal (didlisis o trasplante) con el fin de evitar la
uremia (sindrome clinico y analitico que refleja la disfuncion de todos los sistemas organicos
como consecuencia de la insuficiencia renal aguda o cronica no tratada), que pone en peligro
la vida. Dada la capacidad de los rifiones de recuperar su funciéon después de una lesion
aguda, la inmensa mayoria de los pacientes con IRT (mas del 90%) llega a esta situacion
como consecuencia de la IRC'.

Segun la guia de practica clinica para Enfermedad Renal Crénica Kidney Disease
Outcomes Quality Initiative (K/DOQI)?, la IRC es un importante problema de salud publica y
es definida como una disminucién de la funcion renal, expresada por un filtrado glomerular
(FG) o por un aclaramiento de creatinina estimados < 60 ml/min/ 1,73m?, 0 como la presencia
de dafio renal de forma persistente durante al menos 3 meses. El principal marcador de dafo
renal es una excrecion urinaria de albiimina o proteina elevada. La IRC est4 dividida en 5
estadios (de I a V) dependiente del grado de dafio renal y/o FG. En el estadio V, los pacientes
necesitan una terapia renal sustitutiva que puede ser la inclusion en el programa de dialisis o
el trasplante de rifion.

Los pacientes sometidos a dialisis son candidatos al trasplante de rifidén, si cumplen
con los criterios clinicos necesarios. En el afio 2009, se han realizado 381 trasplantes renales
en Andalucia y 2093 en Espaiia’. Cerca de 30% de los pacientes en la lista de trasplante renal
han tenido un trasplante anterior que ha fallado®. Una de las causas principales del rechazo es
la dosis inadecuada de inmunosupresor en la fase de preparo para el trasplante y la toxicidad
de estos medicamentos. El Tacrolimus, un inhibidor de la calcineurina, es uno de los
inmunosupresores mas usados en el trasplante renal, posee un margen terapéutico estrecho y
es nefrotoxico. El gen CYP3AS es el responsable por su metabolizacion y diversos estudios
han demostrado que el polimorfismo un solo nucleétido (SNP), rs776746, esta asociado con

e e . . .. 56
la dosis individual requerida y el surgimiento de eventos adversos™®”.

La farmacogenética es una disciplina que estudia la variabilidad genética
individual entre los pacientes, concretamente de aquellos genes especificos que codifican
estructuras moleculares involucradas en el mecanismo de accidén o metabolizacion de un
farmaco, llamados “Farmacogenes™. Esta 4rea avanza muy rdpidamente mediante la
realizacion de numerosos estudios de investigacion que determinan su futuro impacto en la
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medicina molecular’. La transferencia a la practica clinica de los resultados validados en
investigacion es un reto y una necesidad, que permitird la aplicacion de farmacoterapias
personalizadas con las consecuentes mejoras en los rendimientos farmacéuticos y su coste-
efectividad en los Sistemas de Salud'®.

El analisis genético en IRC tiene el potencial para crear terapias individualizadas a
través de la identificacion de las mutaciones en los genes involucrados en la metabolizacion
de farmacos''. Los polimorfismos genéticos de la enzima de metabolizacién (CYP3A5) son
conocidos por influir en la dosis requerida de Tacrolimus y en sus niveles sanguineos en
pacientes trasplantados'”. La practica diaria de monitorizacion de farmacos revela una grande
variabilidad inter-individual en la farmacocinética del Tacrolimus y particularmente en la
dosis requerida para atingir los niveles sanguineos terapéuticos' >,

En un estudio reciente, se ha descrito que pacientes trasplantados que presentaban
el alelo mutado *3 han necesitado una dosis 2 veces menor que los pacientes homocigotos
#1/%11,

Por lo tanto, como el andlisis farmacogenético de los SNP involucrados en la
metabolizacion del Tacrolimus tiene un papel importante en la practica clinica porque permite
optimizar su farmacoterapia y evitar el rechazo agudo de rifidn, el objetivo de este trabajo ha
sido analizar el polimorfismo del gene CYP3AS5 (6986A>G) de pacientes en la lista de espera
para el trasplante renal para crear una base de datos farmacogenética personalizada y
complementaria a la historia clinica estandar del paciente.

PACIENTES Y METODO
Diseiio: Estudio observacional descriptivo transversal

Tamaiio muestral y ambito del estudio: todos los pacientes con IRC en
programa de didlisis en el Hospital Virgen de las Nieves de Granada, en el periodo de Enero a
Mayo de 2010.

Criterios de inclusion: pacientes mayores de 18 afios en programa de
hemodialisis o dialisis peritoneal, en la lista de espera para el trasplante renal.

Criterios de exclusion: pacientes mayores de 75 afos, patologias que impiden el
transplante renal.

Genotipado: De una muestra de 3 ml de sangre total se extrajo el ADN usandose
el QlAamp~ DNA Mini Kit (Qiagen”, Duesseldorf, Germany), conforme protocolo
establecido por el fabricante, en la Unidad de Farmacogenética del Servicio de Farmacia de
este hospital. El fragmento especifico del gen CYP3AS5 ha sido amplificado por PCR, volume
final de 25 pl, conforme protocolo: 400 nM dNTPs (Qiagen GmBH, Hilden, Germany), 600
mM de cada primer especifico (Tabla 1), 2 mM MgCl,, 1x PCR Gold Buffer y 0.2 U de
AmpliTaq Gold (Life Technologies Corporation, Carlsbad, USA). Touchdown PCR ha sido
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realizada en un teremo ciclador Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, California, USA) con las siguientes condiciones: danaturacion inicial
de 15 minutos a 94°C, seguida por 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 60 segundos a 65-55°C
(la temperatura de alineamiento ha sido reducida en 0.5°C en cada ciclo), 30 segundos a 72°C
y un paso de elongamento final de 7 minutos a 72°C. Los productos de PCR (196 bp) han sido
analizados en gel de agarose 2% y purificado usando el MiniElute” PCR Purification Kit
(Qiagen'], Duesseldorf, Germany). Los productos de secuenciacion han sido purificados
usando DyeEx 2.0 Spin Kit y secuenciados en el ABI PRISM" 3100 Genetic Analyzer (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, California, USA).

Tabla 1: Primers y metodologia de PCR.

TA Producto
(°C) PCR (bp)

SNP Primers (F/R) Metodologia

776746 1> "CCTGCCTTCAATTITTCACT-3 PCR-SEQUENCING  55-65 196

Gen
CYP3AS5
R: 5'-GGTCCAAACAGGGAAGAGGT-3

F= primer Forward; R= primer Reverse; TA= Temperatura de alineamiento; bp=pares de base (base
pairs)

Los resultados del genotipado han sido registrados en la base de datos y
correlacionados con la necesidad de dosis variable de Tacrolimus inicial indicada. Los
genotipos esperados son: homocigoto Wild Type (WT) = *1/*1; heterocigoto *1/*3;
homocigoto mutado = *3/*3. Los datos de historia clinica han sido recogidos de la base de
datos del hospital (Estacion Clinica).

Por ser un estudio observacional, el andlisis estadistico se constituyo en un analisis
descriptivo de los polimorfismo presentes en esta poblacion, usdndose o programa SPSS
version 15.0 para Windows .

RESULTADOS

De enero a mayo de 2010, han sido genotipados 79 pacientes, con edad media de
57+13.4 afios, 60% hombres. La Tabla 2 muestra los datos demograficos de los pacientes por
genotipo y las dosis recomendadas segiin estudios previos. El andlisis del genotipado ha
demostrado que 22.8% (18) de los pacientes expresan la enzima (pacientes que presentan el
alelo *1), sin embargo no hay ninguno con el genotipo WT (*1/*1). El 77.2% (61) de los
pacientes presentan una menor o ninguna expresion de la enzima CYP3AS, por lo tanto
presentaran mayor probabilidad de riesgo de sufrir toxicidad al Tacrolimus. La frecuencia de
pacientes *3/*3 se asemeja a la registrada en HapMap, sin embargo, la de *1/*3 es mas que el
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doble (Grafico 1).

Tabla 2: Datos demograficos y dosis propuestas de acuerdo con el genotipo de los pacientes.
SD=desviacion tipica.

GENOTIPO (n)
VARIABLES
*1/*%3 (18) *3/*3 (61)
Sexo (F/M) 8/10 24/37
Edad (afios; media=SD) 53+13 58+13.5
Dosis propuesta2 0.30mg/Kg/dia 0.15mg/Kg/dia

Grafico 1: Frecuencias genotipicas de los pacientes y HapMap CEU

Frecuencia genotipica de pacientes y HapMap CEU
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DISCUSION

La monitorizacion terapéutica de farmacos utilizados tras el trasplante es realizada
en la practica clinica habitual para ajustar las dosis de acuerdo con el nivel sanguineo y
respuesta clinica del paciente. Sin embargo, esto solo puede ser llevado a cabo después de
implementado el tratamiento, lo que no evita el surgimiento de eventos adversos y el rechazo
agudo del injerto. Se estima que la genética influye en 20-95% en la variabilidad de las
respuestas y efectividad de los medicamentos'®.
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El polimorfismo del CYP3AS5 (6986A>QG) ha sido reportado como responsable por
cerca de 45% de la variabilidad de la respuesta al Tacrolimus'’. Es bien conocido que
pacientes heterocigdticos o homocigoticos portadores del alelo *1 expresan altos niveles de la
proteina CYP3AS, mientras los homocigoticos portadores del alelo *3 producen niveles
funcionales muy bajos o indetectables de la proteinajError! Marcador no definido.. En el
grupo estudiado el 74.4% de los pacientes eran homocigoéticos para el alelo *3 y 25.6% eran
heterocigoticos *1/*3. Al comparar esta frecuencia genotipica con la publicada en HapMap
para caucasicos (CEU)"® se ha observado que la frecuencia encontrada es de aproximadamente
el doble de la esperada para heterocigéticos *1/*3, lo que necesitard de un andlisis mas
completo para verificar la razén de esta diferencia en esta poblacion, mientras que la
frecuencia para *3/*3 es semejante a la esperada.

Segun estudios previos, la dosis inicial de Tacrolimus puede ser estimada de
acuerdo con el genotipo del paciente segiin el SNP en el CYP3AS. Distintos estudios han
descrito que los pacientes *3/*3 suelen necesitar aproximadamente la mitad de la dosis inicial
habitual recomendada para evitar el rechazo del rifion;Error! Marcador no
definido.;Error! Marcador no definido.'’. Segin Thervet (2010), pacientes heterocigotos
*1/*3 necesitan dosis de 0.30 mg/Kg/dia, mientras los homocigotos *3/*3, 0.15 mg/Kg/dia.

Por lo tanto, el 77.2% de los pacientes en la lista de espera para el trasplante de
rindn en este hospital probablemente va a necesitar una dosis inicial de Tacrolimus cerca de 2
veces menor que la habitual recomendada en la ficha técnica. Por lo tanto, con la traslacion de
este protocolo de investigacion a la practica clinica, se espera optimizar la terapia con
Tacrolimus, asi como contribuir al aumento de casos de éxito en los trasplantes renales.
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