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0.1. Resumen

Introduccién: El trasplante cardiaco contintia siendo el tratamiento defini-
tivo en pacientes con insuficiencia cardiaca terminal. La ciclosporina (CsA) es
uno de los farmacos mas empleados para evitar el rechazo. Sin embargo, existe
gran variabilidad interindividual en su comportamiento farmacocinético y far-
macodindmico. Diversos estudios sobre el efecto de polimorfismos de nucleétido
anico (SNP) de MDR1, CYP3A4 y CYP3A5, implicados en la farmacocinética
de la CsA, muestran discrepancia en los resultados. Ademas, muy pocos tra-
bajos han sido realizados en trasplantados cardiacos y tan sélo uno analiza el

efecto de dichos polimorfismos sobre el riesgo de apariciéon de rechazo agudo.

Hipétesis de trabajo: SNPs en genes relacionados con la farmacocinética
y farmacodinamia de la CsA condicionan la variabilidad observada en el efecto

inmunosupresor de este farmaco en trasplantados cardiacos.

Objetivo principal: Determinar el papel de los polimorfismos genéticos
MDR1 3435G>A, CYP3A4 -290A>G (CYP3A4*1/*1B) y CYP3A5 6986A>G
(CYP3A5*1/*3) sobre la farmacocinética de la CsA y la tasa de rechazo agudo

en el primer ano en pacientes adultos sometidos a un primer trasplante cardiaco.

Objetivos secundarios: 1.-Analizar diferencias en los parametros clinicos,
farmacocinéticos y farmacogenéticos en funciéon del rechazo agudo tras un mes,
tres meses y un ano del trasplante. 2.-Analizar los factores que condicionan el
tiempo libre de rechazo. 3.-Elaborar un modelo estadistico con los factores cli-
nicos, farmacocinéticos y farmacogenéticos analizados que permita predecir las
posibilidades de rechazo agudo tras un mes, tres meses y un ano del trasplante.
4.-Disenar una estrategia de Biologia Computacional para seleccionar SNPs en
genes implicados en la farmacodinamia de CsA analizando después su influencia

en la aparicién de rechazo agudo.

Poblacién, diseno y metodologia: Estudio descriptivo retrospectivo con
67 adultos trasplantados de corazén en el Hospital Universitario Reina Sofia que

habian recibido CsA durante, al menos, un ano. Se obtuvo informacién sobre
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aspectos demograficos, antropométricos y clinicos, tanto de los receptores como
de los donantes, sobre la monitorizaciéon terapéutica y la farmacocinética de
la CsA (D, Co0, C2, C0/D, C2/D, tC0, tC2, AUCO0-12h, AUCO0-12/D, Cmax,
Cl, Css) y sobre los episodios de rechazo agudo diagnosticados en el primer
ano postrasplante mediante biopsia endomiocardica (BEM). A cada paciente se
realiz6 el genotipado por PCR-RFLP de MDRI1 3435G>A, CYP3A4 -290A>G
(CYP3A4*1B/*3) y CYP3A5 6986A>G (CYP3A5*1/*3).

Resultados: La incidencia de rechazo agudo significativo fue de 31,3 % al
mes, 40,3 % a los tres meses y 55,2 % al afio del trasplante. Se asoci6 una mayor
incidencia de rechazo agudo en el primer mes a una FEVI del receptor baja
antes del trasplante (p=0,05); en el tercer mes, al grupo sanguineo A del do-
nante (p=0,023); y en el primer afio postrasplante, a mayor edad (p=0,037) y a
la hemorragia intracraneal como causa de muerte en el donante (p=0,026). Los
portadores del genotipo TT para el polimorfismo MDR1 3435G>A se asociaron
a menor riesgo de rechazo agudo en el primer mes postrasplante (p=0,026), sin
evidenciarse dicho efecto con el resto de polimorfismos analizados. Dicho ge-
notipo se asocia a mayores valores de CO en la primera semana postrasplante
(p=0,003) asi como mayores valores de AUC0-12 (p=0,05) y Css (p=0,05) frente
a los portadores de los genotipos CT y CC. Se observaron mayores valores de
C0/D (p=0,04) y CO/D/peso (p=0,03) el dia +3 y de C2/D/peso (p=0,04) el
dia +7 entre los pacientes que no presentaron ningtun episodio de rechazo agudo
significativo en el primer mes postrasplante. Sélo tuvieron capacidad discrimi-
nativa las curvas ROC de C0/D (AUC=0,714; p=0,001; punto de corte=0,346
ng.mLt.mg?) y de CO/D/peso (AUC=0,696; p=0,003; punto de corte=23,67
ng.Kg. mLt.mg?!) en el dia +3 y de C2/D/peso en el dia +7 (AUC=0,758;
p=0,001; punto de corte=200,2 ng.Kg. mL'.mg!) para el rechazo al primer
mes. También se analiz6, de igual forma, el efecto de los polimorfismos PPTA
4C>A, NFATC1 751G>C y PRKCZ 268G>C, que habian resultado de la bus-
queda de nuevas dianas por métodos de Biologia Computacional, encontrando

una mayor tasa de infecciones en el primer afio postrasplante asociada a los
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portadores en homozigosis de T para NFATC1 751G>C. Con el fin de crear un
modelo que permitiese predecir el riesgo de rechazo agudo en el primer mes, se
incluyeron en un analisis de regresion logistica la edad, el género del receptor, el
genotipo de MDRI1 3435G>A, C0/D y C0/D/peso del dia +3 y la FEVI del re-
ceptor antes del trasplante. Las tinicas variables que quedaron en el modelo final
fueron el genotipo MDRI1 y el género del receptor. De este modo, ser portador
del genotipo T'T supone un menor riesgo (p=0,0237) y el género mujer un mayor
riesgo (p=0,0184) de presentar rechazo agudo en el primer mes postraplante.

Conclusiones: 1) La incidencia de rechazo agudo significativo fue méxima
en el primer mes tras la cirugia. 2) Los factores demograficos y clinicos relacio-
nados con una mayor incidencia de rechazo agudo en el primer mes, tercer mes
y el primer ano postrasplante fueron el género femenino y una baja fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo del receptor antes del trasplante, asi como una
mayor edad, el grupo sanguineo A y la hemorragia intracraneal como causa de
muerte en el donante. 3) Ser portador del genotipo TT para el polimorfismo
MDR1 3435G>A se asocia a un menor riesgo de rechazo agudo en el primer
mes postrasplante frente a los portadores de los genotipos CT y CC. 4) El ge-
notipo TT para el polimorfismo MDR1 3435G>A se asocia a la presencia de
concentraciones més altas de ciclosporina en la primera semana postrasplante
asi como a una mejor absorciéon de la misma, en comparaciéon con los portado-
res de los genotipos CT y CC. 5) Concentraciones bajas de CsA en la primera
semana postrasplante se asocian a una frecuencia mayor de rechazo agudo en
el primer mes postrasplante. 6) Estrategias basadas en Biologfa Computacional
pueden ayudar a seleccionar posibles genes candidatos para realizar estudios
farmacogenéticos.

Conflicto de intereses: Este trabajo carece de conflicto de intereses.



0.2. Introduccion

0.2.1. El trasplante cardiaco ortotépico
0.2.1.1. Concepto y epidemiologia

El trasplante cardiaco ortotopico continta siendo el tnico tratamiento defini-
tivo para algunos pacientes con insuficiencia cardiaca terminal [88]. Consiste en
la sustituciéon del corazén de una persona que presenta una cardiopatia terminal
por el corazon sano de una persona fallecida [118]. Se reserva generalmente para
aquellos casos en estadio final de la enfermedad con un pronostico de superviven-
cia sin trasplante menor de un ano y que no son candidatos o no han mejorado
con el tratamiento médico convencional [145][116]. Cada ano se benefician de
este procedimiento un 1% del total de enfermos con insuficiencia cardiaca. La
mayoria de las indicaciones se realizan en pacientes con disfunciéon severa del
ventriculo izquierdo secundaria a cardiopatia dilatada de origen isquémico o
idiopéatico [197]. Otras indicaciones, que representan en la mayoria de las series
menos del 15 % de todos los pacientes trasplantados, son las miocardiopatias se-
cundarias a enfermedades valvulares cardiacas, algunas cardiopatias congénitas
y arritmias ventriculares sintomaéticas rebeldes al tratamiento médico o quirtr-
gico. La desproporcién entre el nimero de pacientes con una cardiopatia severa
sin respuesta al tratamiento médico y el ntimero de receptores potenciales exige
la realizacion del trasplante cardiaco iinicamente a aquellos pacientes que no se
pueden beneficiar de otro tratamiento médico o quirirgico, como, por ejemplo,
la revascularizacién miocardica mediante bypass aortocoronario o la correcciéon
mediante anuloplastia mitral en pacientes con insuficiencia valvular secunda-
ria a miocardiopatia. Algunos pacientes presentan contraindicaciones para el
trasplante cardiaco, como la hipertension pulmonar (en este caso estd indica-
do el trasplante cardiopulmonar), la presencia de infeccion activa, neoplasia o
enfermedad sistémica con corto pronéstico de vida, insuficiencia renal severa o
inestabilidad psicosocial. Ademés, es necesario que exista compatibilidad a ni-

vel de grupo sanguineo ABO entre donante y receptor, asi como la presencia de
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un cross match negativo al enfrentar los linfocitos del donante con el suero del
receptor.

El donante cardiaco debe ser una persona fallecida sin dano cardiaco. Ha-
bitualmente el diagndstico de la muerte se establece al comprobar el cese de la
actividad cardiaca que posteriormente, debido a la isquemia originada, conlleva
la muerte cerebral. Sin embargo, en el 1% de las personas fallecidas ocurre el
proceso inverso, es decir, se produce primero la muerte cerebral y, secundaria-
mente, tras unas horas o varios dias, se produce la parada cardiaca. El donante
ha de ser, pues, una persona fallecida por criterios neurolégicos', que mantie-
ne la actividad respiratoria al estar conectada a un respirador y que, durante
las primeras horas o dias, hasta que sobreviene la parada cardiaca, el corazon
mantiene la funcion del resto de érganos y sistemas.

En Espana disponemos de una gran experiencia en el trasplante cardiaco,
siendo nuestros resultados equiparables con los de otros paises, tanto de nuestro
entorno como norteamericanos [29][199]. En 2006, el nimero de centros activos
en los hospitales espanoles creci6, mientras que el niimero de donantes 6ptimos
ha permanecido constante (con tendencia a disminuir), probablemente debido
al menor niimero de muertes por traumatismo y a la mejora de los cuidados en
las unidades médicas especializadas (Medicina Intensiva, Neurocirugia). Esto
conlleva un incremento en el tiempo de espera de un donante 6ptimo, lo que ha
aumentado el riesgo de fallecer en lista de espera (10 %) o tras salir de la misma
por un empeoramiento (7 %).

Segun el ultimo informe publicado con datos del Registro Espanol de Tras-

11. Coma profundo con cese de todas las funciones cerebrales valorables clinicamente como
la ausencia de los siguientes reflejos cerebrales (reaccion pupilar a la luz, reflejos oculocefalicos,
reflejos oculovestibulares, reflejo corneal, reflejos orofaringeos, reflejos respiratorios mediante
el test de apnea) mediante un test de confirmacién en caso de duda.

2. Cese irreversible de todas las funciones cerebrales:

-Se conoce la causa del coma y es suficiente para que se pierdan las funciones cerebrales.

-Exclusién de posibilidades de recuperaciéon de las funciones cerebrales, descartando intoxi-
cacion metabolica o por drogas, hipotermia o shock.

-El cese de las funciones persiste tras un adecuado periodo de observacion.

-El periodo de observacion depende del juicio clinico (cuando el EEG es plano es necesario
una observacion clinica durante 6 horas; cuando no se cuenta con EEG, durante 12 horas; En
la anoxia cerebral: observacion clinica durante 12 horas (menos si se hace alguna otra prueba).

3. Pruebas de confirmacion: EEG o diagnéstico del cese del flujo cerebral Angiografia Gam-
magrafia Doppler.
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plante Cardiaco, en sus 22 anos de actividad (1984-2006), se han realizado 5.241
trasplantes en 18 centros, de los cuales, el 94 % han sido aislados ortotopicos en
adultos [6]. Desde que se se inicio el programa de trasplante cardiaco en el Hospi-
tal Universitario Reina Soffa de Cérdoba el 6 de mayo de 1986, se han realizado
487 trasplantes en pacientes adultos y pediatricos. El perfil clinico medio del
paciente al que se realiza un trasplante cardiaco en Espana es el de un hom-
bre de 52 anos, diagnosticado de cardiopatia isquemica no revascularizable con
depresion severa de la funcion del ventriculo izquierdo y en situacién funcional
avanzada (NYHA IV?), al que se le implanta, tras un tiempo de espera de 125
dias, el corazon de un donante de 34 anos fallecido por traumatismo craneal.

La mortalidad precoz (primeros 30 dias postrasplante) es del 13 % y las pro-
babilidades de supervivencia actuarial al primer, quinto, décimo y decimoquinto
anos son del 75 %, 64 %, 51 % y 31 % respectivamente, con una esperanza media
de vida de 11,4 anos. La causa mas frecuente de fallecimiento es la infeccion
(21 %), seguida del fallo agudo del injerto (18 %), enfermedad vascular del in-
jerto mas muerte subita (13 %), tumores (10 %) y rechazo agudo (8 %).

La indicaciéon para el trasplante cardiaco urgente (codigo ’'0’) es un tema
que esta en revision, debido a la controversia que ha suscitado, ya que este tipo
de intervenciones tienen un peor prondstico que las programadas, debido a sus
caracteristicas especiales (receptores en peor condicion clinica, donantes subop-
timos y mayores tiempos de isquemia). Las guias europeas para la insuficiencia
cardiaca consideran que es mejor estabilizar al paciente que indicar el trasplan-
te. Sin embargo, la Organizacion Nacional de Trasplantes (ONT) cree necesario
mantener esta opciéon para poder resolver situaciones extremas de pacientes en
estado critico, aunque se recomienda la realizaciéon de auditorias externas en
este grupo de pacientes para poder verificar que se han cumplido los requisitos
para establecer esta indicacion.

Los criterios de inclusién pueden modificarse anualmente segin la evolucién

de estos pacientes y la apariciéon de nuevas medidas de apoyo cardiaco. Se puede

2New York Heart Association: Grado I (sin disnea), II (disnea con grandes esfuerzos), IT1
(disnea con moderados-leves esfuerzos) 6 IV (disnea de reposo).
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Figura 1: Porcentaje de trasplantes cardiacos realizados de forma urgente con
respecto al total en Espafia (2007).

plantear el trasplante cardiaco urgente, en todo paciente con schock cardiogénico
o con IC créonica agudizada (a la espera de trasplante cardiaco electivo), con
menos de 65 anos de edad y alto riesgo de muerte a pesar del tratamiento

optimizado y sin otras opciones quirtargicas razonables [95].

0.2.1.2. Factores pronosticos del trasplante cardiaco
Factores relacionados con el donante

El nimero de pacientes esperando un trasplante cardiaco ha aumentado
progresivamente en los ultimos 10 anos; sin embargo, el nimero de trasplante
cardiaco realizados esta disminuyendo debido a que el nimero de donantes no
ha aumentado [199]. Un 10 % de los receptores en lista de espera se mueren y
un alto porcentaje de la lista de espera nunca recibiré el trasplante.

En 2007, el namero absoluto de trasplantes cardiacos realizados en Espana
fue de 241, la cifra més baja de los dltimos 15 afios, segiin datos proporciona-
dos por la ONT2. Debido a la necesidad de aumentar el ntimero de donantes
cardiacos, se estan reevaluando los criterios para promover la expansién de su
namero.

Existe una serie de factores relacionados con el donante que se han demos-
trado determinantes para el éxito del trasplante:

Fdad del donante

Shttp://www.ont.es/donacion/estadistica/home.htm
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Figura 2: Evolucion de la lista de espera global para el trasplante cardiaco en
Espana (2007).
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Figura 3: Actividad del trasplante cardiaco en Espana (1993-2007).
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Figura 4: Evolucion de la edad del donante cardiaco en Espana (1991-2007).

Dentro de los criterios de seleccion del donante cardiaco, la edad es un criterio
que ha creado a lo largo del tiempo una gran controversia. La edad avanzada es
un factor que determina mayor riesgo de desarrollar lesiones arteriosclerdticas
o vasculopatia del injerto a largo plazo [30][76][222]. Sin embargo, esta relacion
no se ha observado cuando se ha estudiado el efecto sobre la supervivencia en
el primer afo.

Como tnico criterio de valoraciéon no se puede establecer una edad limite en
la aceptacion del donante cardiaco. En nuestro pais, en los 10 ultimos anos, se
ha incrementado 11 anos la media de edad de los donantes y se ha reducido 23
puntos el porcentaje de donantes menores de 45 anos. La edad es un predictor
independiente de mortalidad tras el trasplante cardiaco, aunque en experiencias
individuales, no hay impacto en la mortalidad precoz ni en la tardia con el uso
de donantes mayores de 40 anos y, en cualquier caso, la mortalidad en lista
de espera es superior al incremento de mortalidad hospitalaria por el uso de
donantes mayores de 40 anos. Para mejorar los resultados, en la evaluacién del
donante mayor de 40 anos es obligatorio disponer de un ecocardiograma reciente.
En la Conferencia de Consenso de los Grupos Espanioles de Trasplante Cardia-
co se propuso incrementar el pool de donantes consensuando el uso “obligado”,
mediante la creacion de listas alternativas o complementarias, de corazones pro-
cedentes de donantes mayores de 55 afios que cumplan: a) ecocardiograma sin

afectacion estructural; b) tiempo de isquemia previsto <180 min, y c) uso de
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Figura 5: Causas de muerte de los donantes cardiacos en Espana (1993-2007).

dosis moderadas de farmacos inotropicos.
Causa de muerte del donante

La causa de muerte del donante es otro factor prondstico de forma que si la
causa de muerte fue una hemorragia cerebral el riesgo de muerte precoz en los
pacientes trasplantados de corazén es mayor que si la causa de muerte fue un

traumatismo craneoencefalico [177].
Funcion cardiaca del donante

La funcion cardiaca del donante debe seguir un manejo cuidadoso que optimi-
ce la situacion hemodinamica y corrija los desequilibrios respiratorios y endocri-
nometabolicos, con los menores requerimientos de farmacos simpaticomiméticos.
El electrocardiograma (ECG) es necesario siempre, para descartar hipertrofia
ventricular izquierda, ondas de necrosis y arritmias. La determinacion de las
concentraciones de enzimas cardiacas no es obligatoria, aunque seria deseable
poder interpretar sus valores junto con el resto de variables. El hecho de que
el paciente donante haya requerido de farmacos inotroépicos suponen un mayor
riesgo de disfuncion del injerto, pero nunca deben excluir la donacién por si
solo. La ecocardiografia es recomendable en todos los donantes y disponer de un
ecocardiograma en las ultimas 24h es obligatorio en el donante sub6ptimo (edad
mayor de 40 anos, altas dosis de inotropicos, hipertrofia ventricular izquierda

en el ECG o traumatismo toracico).
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Compatibilidad inmunitaria

Una discordancia de HLA (2DR o 4 en total) entre donante y receptor se ha
asociado a mayor riesgo de rechazo y menor supervivencia [129][147]. Sin embar-
go, en la practica no es posible la preseleccion por el HLA debido a la escasez de
donantes. La compatibilidad ABO es un requisito indispensable, mientras que la
compatibilidad Rh no lo constituye. La ausencia de anticuerpos linfocitotoxicos
en el suero del receptor es un requisito en la evaluaciéon pre-trasplante. Una
reactividad mayor del 10 % en un panel de 30 células obliga a realizar pruebas
cruzadas de forma prospectiva frente a linfocitos del donante.

Tiempo de isquemia

Se considera isquemia 6ptima la menor a 180 minutos y prolongada la de
més de 240 minutos. La supervivencia al afio es similar en ambos casos, aunque
los datos a largo plazo (10 anos) son insuficientes para llegar a una conclusion al
respecto [138]. Se considera isquemia libre la de 300 minutos; partir de este valor
no se dispone de datos clinicos suficientes, por lo que no se debe superar este
tiempo, sobre todo si concurren otros factores de riesgo como la edad avanzada
[138][161]. Los trasplantes con isquemia prolongada deben considerarse de riesgo
y la protecciéon miocardica debe optimizarse durante la cirugia.

Otros factores

Un menor peso del donante con una diferencia respecto al receptor mayor
al 25 % supone un factor de riesgo anadido. El género femenino del donante se
asocia a una mayor mortalidad precoz [206], independientemente del género del
receptor, asi como a un curso postoperatorio con mayor riesgo de complicaciones,
como la aparicion de insuficiencia renal, de episodios de rechazo celular agudo
del injerto y una menor supervivencia en el primer afio [155]. En este caso es
recomendable individualizar y considerar el resto de las variables (peso, tiempo
de isquemia, dosis de ionotropicos). La existencia de antecedentes de abuso de
alcohol y cocaina inhalada en el donante se asocia a mayor riesgo de disfunciéon
del injerto y de coronaropatia en el caso de la cocaina. Esto obliga al estudio de

la funcién cardiaca y a individualizar cada caso.
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Figura 6: Técnica bicava. La figura muestra los manguitos preimplante (1:vena
cava inferior; 2:vena cava superior; 3: aorta ascendente; 4: arteria pulmonar
comun; 5: cara posterior de la auricula izquierda donde se ven los ostium de las
venas pulmonares) y tras la sutura de los manguitos con el corazon del donante,
antes de realizarse la liberacion de los clampajes vasculares (6).

Factores relacionados con la intervencién quirturgica

La técnica bicava de Sievers y cols. [175] se caracteriza por una completa
excision de la auricula derecha y un pequeno corte de la auricula izquierda alre-
dedor de las venas pulmonares, permitiendo la anastomosis directa del injerto
a las venas cava superior e inferior. Se trata de una modificacion de la técnica
de Dreyfus y cols., [52]que vino a sustituir a la estandar descrita por Lower y
Shumway [121]. Ambas técnicas tienen sus ventajas y sus inconvenientes, entre
los que se encuentra una mayor tasa de arritmias, bloqueos, dilatacion auricular
e insuficiencia mitral/tricuspidea asociados a la técnica estandar y un mayor
tiempo de isquemia, debido a la mayor complejidad de la técnica bicava [136].
Se han realizado diversos estudios para intentar determinar cuél de las dos téc-
nicas es la mas efectiva para el trasplante ortotopico cardiaco [14]. Aunque los
resultados de estos estudios no son concluyentes, actualmente en la mayoria de
los centros hospitalarios se realiza la técnica bicava. Otros factores relacionados
con la cirugia son los tiempos de isquemia y de circulacién extracorporea prolon-

gados, una mala técnica de preservacion y el fenémeno de rechazo hiperagudo.



0.2 Introduccion 27

Figura 7: Al corazon extraido del donante se le infunde solucién cardiopléji-
ca y sele aplican medidas para conseguir la hipotermia tépica e inducir una
parada en diastole. Se coloca envuelto en hielo en un contenedor con soluciéon
de preservacion y se traslada al centro donde espera el equipo que realizara la
implantaciénen el receptor.

Factores relacionados con las caracteristicas del receptor

Pacientes pedidtricos y retrasplantes

Los receptores de un trasplante cardiaco suelen pertenecer a uno de los si-
guientes grupos: adultos, pediatricos y retrasplantes. Tanto los pacientes pe-
diatricos como los retrasplantados constituyen una pequena fraccion del total
de trasplantados cardiacos cada afo. Sin embargo, constituyen dos grupos con
una caracteristicas especiales que condicionan peores resultados del trasplante.
En primer lugar, los pacientes pediatricos, aunque no tienen factores de ries-
go cardiovascular, presentan una mayor tasa de hipertension arterial pulmonar
secundaria a la cardiopatia que sienta la indicacion del trasplante y que sue-
le corresponder a una enfermedad cardiaca congénita o a una miocardiopatia
dilatada idiopatica o hipertrofica/restrictiva (muchas veces asociadas a enfer-
medades sistémicas o genéticas). Por otro lado, los pacientes retrasplantados
suelen presentar mas factores de riesgo cardiovascular y mayor tasa de enfer-
medad vascular del injerto que los pacientes sometidos a un primer trasplante
cardfaco.

Codigo "0"

El caso de los trasplantes urgentes también condiciona los resultados ya
que, se trata de pacientes que, por lo general, llegan al trasplante en peores
condiciones clinicas, la compatibilidad con el donante no es la idénea y el periodo

de isquemia suele ser mayor. El porcentaje de trasplantes urgentes ha aumentado
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en los tltimos afios?, probablemente, debido al menor nimero de donantes, lo
que hace que el receptor permanezca durante més tiempo en lista de espera y
aumenten las posibilidades de que empeore su situacién pasando a ser incluido
como codigo 0.

Edad del receptor

También se ha observado que la edad del receptor condiciona los resultados
del trasplante. Inicialmente, el trasplante cardiaco fue restringido a pacientes
menores de 50 afios [44]. Como los resultados del trasplante cardiaco mejora-
ron, el nimero de pacientes en lista de espera fue marcadamente en aumento
y, con ello, la edad de los pacientes incluidos en lista, pasando de 55 a 70 anos
[205][27](33][80]. Algunos estudios han aportado datos de supervivencia equipa-
rables y menor ntimero de rechazos en pacientes mayores [137][23][47][139][141].
Sin embargo, en otros trabajos se ha comprobado una disminucién en la su-
pervivencia tras el trasplante en este grupo de pacientes [27][67][33]. Debido a
que en los tltimos anos se ha producido un descenso en el nimero de donantes,
actualmente se debate si se debe seguir incluyendo en lista de espera a este tipo
de pacientes [137]. Segtn Tjang y cols., el resultado del trasplante cardiaco en
pacientes de mayor edad es menos favorable que en personas jovenes, observan-
do que el riesgo relativo de mortalidad es de un 25 % para pacientes de 55 a 65

anios y de 58 % para pacientes mayores de 66 afios[205].

Factores relacionados con el régimen inmunosupresor

Los efectos generales de los inmunosupresores pueden condicionar el resul-
tado del trasplante [1]. Se trata de farmacos muy eficaces pero con un estrecho
margen terapéutico, por lo que su uso conlleva un riguroso control de sus nive-
les plasmaéticos y una constante vigilancia de las otras terapias farmacologicas
utilizadas en el paciente trasplantado, ya que existen frecuentes interacciones
que modifican los efectos. Debido a ello, se pueden producir efectos secundarios

que condicionen el curso del trasplante, principalmente a largo plazo. De este

427 % del total de trasplantes realizados en 2007 (frente al 22 % de 2005).
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modo, se han descrito una mayor tasa de infecciones oportunistas y neoplasias,
sobre todo cutaneas y linfomas, especialmente en los primeros 18 meses tras el

trasplante [78][186][108].

La incidencia de neoplasias de novo en pacientes trasplantados es 3-4 veces
superior al resto de la poblacién general, aumenta con la edad del receptor y
es mayor en hombres que en mujeres. Es més frecuente la presencia de melano-
mas mailgnos, siendo factores de riesgo la exposiciéon al sol, la edad, el género
masculino, tener ojos azules y piel blanca. Como medidas preventivas hay que
mantener la minima inmunosupresion posible y evitar el uso de AZA [87]. El
pronostico de los tumores no cuténeos es malo, con casi un 50 % de mortalidad
al ano del diagnostico. El desarrollo de linfomas se asocia a la infeccion por
CMYV, Epstein-Barr y al uso de OKT-3 a dosis mayores a 70mg durante la evo-
lucion [192][191]. El cancer de pulmon es el tumor sélido mas frecuente y esta

relacionado con el antecedente de tabaquismo [11].

Debido al estado de inmunosupresion del paciente trasplantado, actualmente
se realiza profilaxis habitual de infecciones por Pneumocystis jiroveci, citomega-
lovirus (CMV) y Mycobacterium tuberculosis. Es aconsejable la profilaxis frente
a CMYV en pacientes de alto riesgo, es decir, aquellos receptores seronegativos con
donantes seropositivos para CMV. El valganciclovir oral durante los primeros
100 dias tras el trasplante cardiaco es eficaz en la prevenciéon de la enferme-
dad precoz por CMV, pero puede incrementar el riesgo de enfermedad tardia
ocasionada por CMV resistentes a ganciclovir [152][176]. El tratamiento de los
episodios de rechazo agudo con repercusion hemodindmica o corticoresistentes
con anticuerpos antilinfocitarios o anti IL-2R aumenta el riesgo de desarrollar
una infeccion por CMV, por lo que debe reservarse la profilaxis en estos casos,
ya que no existen ain evidencias para recomendarla fuera de estas situaciones.
Sin embargo, la estrategia de terapia anticipada a este tipo de pacientes ha de-
mostrado en algunas series reducir la incidencia de enfermedad por CMV [150].
La profilaxis con cotrimoxazol se realiza en todos los trasplantados cardiacos

durante los primeros 6-12 meses, siendo eficaz en la prevencion de la neumo-
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nia por Pneumocystis jiroveci, Lysteria monocytogenes y Nocardia asteroides.
La profilaxis de la infeccion tuberculosa se realiza con isoniacida (300mg/dia
durante 6-12 meses) en aquellos pacientes que hayan presentado una prueba
de la tuberculina positiva, una vez se haya descartado enfermedad activa en la
evaluacion pretrasplante. La profilaxis antifangica con nistatina, itraconazol o
voriconazol y la profilaxis contra el virus de herpes simple con aciclovir se rea-
lizan en algunos programas de trasplante cardiaco, pero su eficacia no ha sido

demostrada.

También son comunes las complicaciones no inmunolégicas como la hiper-
tension arterial sistémica, la insuficiencia renal postrasplante y la hiperlipidemia
asociada a la ciclosporina, asi como diabetes y osteoporosis asociadas al uso de
corticosteroides. Tras la introduccion de la CsA, la hipertension arterial sisté-
mica probablemente sea la complicaciéon mas frecuente en el trasplante cardiaco
[17][130]. El tacrolimus (TAC) tiene unos efectos similares a los de la CsA, si bien
la prevalencia de hipertension arterial en regimenes basados en TAC es menor
[153]. Entre las combinaciones de farmacos para su tratamiento se emplean los
antagonistas del calcio y los IECA. La insuficiencia renal es una complicaciéon
muy frecuente, cuya incidencia aumenta con el paso del tiempo tras el tras-
plante [79] y que empeora el prondstico de estos pacientes [162][172]. Aunque
esté claro el papel que representa la CsA en su desarrollo, también se han visto
relacionados otros factores como la edad del receptor, el grado de deterioro de
la funcién renal previo al trasplante, la etiologia isquémica de la cardiopatia del
receptor previa al trasplante o el desarrollo de otros factores de riesgo vascu-
lar como la hipertension aterial o la diabetes mellitus [37][171]. El diagnoéstico
de novo de diabetes mellitus y la intolerancia a los hidratos de carbono, son
complicaciones frecuentes del trasplante cardiaco a largo plazo que se asocian
al uso de corticoides y CsA, siendo la incidencia estimada a los 5 anos del 32 %
[100][125]. La incidencia de osteopenia u osteoporosis es de hasta el 50 % en
los pacientes con insuficiencia cardiaca terminal [173], sumandose hasta en un

5% de casos fracturas vertebrales [115]. Después del trasplante hay una mayor
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aceleracion en la pérdida ésea, pues se produce un aumento de la resorciéon, cau-
sada fundamentalmente por CsA y TAC, y una formacion 6sea inadecuada, por
el efecto inhibitorio sobre los osteoblastos que ejercen los corticoides. Debido a
ello, se puede llegar a perder hasta un 20% de la masa 6sea en el primer afio
postrasplante [24] con una incidencia de fracturas vertebrales de hasta un 35 %

[174].

0.2.1.3. Farmacos inmunosupresores utilizados en el trasplante car-

diaco.

El tratamiento inmunosupresor ha sido determinante en mejorar el pronos-
tico de los pacientes sometidos a trasplante de 6rgano solido. La introducciéon
de farmacos eficaces como ciclosporina, azatioprina y corticoides permitio el
desarrollo de los programas de trasplante cardiaco en todo el mundo. En los
ultimos 15 anos han aparecido nuevos farmacos que han ampliado las opciones
terapéuticas. Los farmacos inmunosupresores disponibles hoy se pueden clasi-
ficar en farmacos inductores (muromonad-CD3, timoglobulinas y antagonistas
de los receptores de IL-2, daclizumab (DAC) y basiliximab (BAS); anticalcineu-
rinicos (ciclosporina (CsA) y tacrolimus (TAC)); antimetabolitos o inhibidores
de la sintesis de purinas (micofenolato mofetil (MMF) y azatioprina (AZA));
corticosteroides y antiproliferativos o inhibidores de mTOR (sirolimus (SRL) y
everolimus (EVE)).

Los farmacos inmunosupresores utilizados en el trasplante cardiaco se pueden
combinar de diversas formas, constituyendo diferentes pautas de tratamiento,
que se pueden clasificar segtiin el objetivo que se persiga: induccion, manteni-
miento y rechazo.

El régimen de induccion tiene por finalidad bloquear la respuesta inmune
en el periodo inicial del trasplante. Se pretende conseguir un estado de inmu-
nosupresion més intenso, aunque esto pueda aumentar el nimero de infecciones
y neoplasias. En esta fase se han empleado tradicionalmente agentes antilinfo-

liticos, como la timoglobulina en los primeros 7 a 14 dias post-trasplante [32].
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En los ultimos diez anos se han introducido los anticuerpos bloqueadores de los
receptores de IL-2, que parecen reducir los episodios de rechazo sin aumentar
mucho la tasa de infecciones ni tumores [18][45]. En algunos centros, la induccion
con anticuerpos monoclonales se reserva soélo para los pacientes con disfunciéon
renal pretrasplante (porque permite retrasar el uso de anticalcineurinicos) y/o
para pacientes con alto riesgo de rechazo [34]. Segun el registro del ISHLT, apro-
ximadamente el 50 % de los receptores de trasplante cardiaco han recibido una
pauta de induccion.

En el régimen de mantenimiento se suele emplear la combinacién de un anti-
calcineurinico, un antimetabolito y un esteroide. En los tltimos anos han surgido
nuevas pautas para reducir el riesgo de nefrotoxicidad asociada los anticalcineu-
rinicos y los problemas metabélicos de los corticoides, mediante la introducciéon
de un inhibidor de mTOR para reducir las dosis o eliminar alguno de los an-
teriores, con buenos resultados [68][154]. También existe un creciente uso de
pautas en las que se elimina el corticoide entre los 6 meses y 2 afnios sin que ello
implique un mayor riesgo de rechazo [196].

La decision de tratar los episodios de rechazo agudo depende de la magnitud
del episodio (si hay o no compromiso hemodinamico) asi como del tipo (celular
o humoral) y grado histologico. El tratamiento de rutina del rechazo agudo
significativo consiste en dosis altas de metilprednisolona intravenosa durante 3
dias. Posteriormente, en el caso de que haya existido mas de 3 episodios de
rechazo significativo, se suele dejar la prednisona oral durante un periodo de
tiempo para luego disminuirla lentamente hasta dejar una dosis pequena de
mantenimiento. En pacientes con inestabilidad hemodindmica o episodios de
rechazo agudo refractarios a los glucocorticoides, esta indicado el tratamiento

de rescate con globulina antitimocito o inmunoglobulinas mono/policlonales.

Inhibidores de la calcineurina

Dos de los principales farmacos inmunosupresores utilizados tras el tras-

plante de corazén son la ciclosporina (CSA) y el tacrolimus (TAC). Diferentes
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Figura 8: Estructura de ciclosporina A (izquierda) y de tacrolimus (derecha).

estructuralmente, como puede apreciarse en la figura ° ©

, sin embargo poseen
rutas metabélicas de distribucién, excreciéon y mecanismos de acciéon similares
[53][180].

Ambos actiian bloqueando la calcineurina celular activada por calcio, aunque
se ha visto que TAC también inhibe pasos distales a este punto en la cascada de
activacion de las células T, que incluyen el bloqueo de la expresion del receptor
de citoquinas y los efectos de las citoquinas sobre las células diana. Sus concen-
traciones tisulares presentan una estrecha correlacién con las concentraciones
sanguineas, de modo que estas ultimas son de potencial utilidad para predecir
sus efectos en el lugar de accién. Sin embargo, ambos farmacos poseen una gran
variabilidad interindividual en el comportamiento farmacocinético y un mar-
gen terapéutico muy estrecho. A concentraciones sanguineas supraterapéuticas,
estos farmacos producen efectos toxicos (nefrotoxicidad, hipertension, hiperlipi-
demia, diabetes mellitus, neurotoxicidad, trombopenia, hirsutismo y sintomas
digestivos) y favorecen condiciones en las que existe mayor probabilidad de apa-
ricion de infecciones oportunistas y tumores asociados [198]. Por otro lado, las
concentraciones infraterapéuticas conllevan un menor efecto inmunosupresor vy,

por tanto, mayor probabilidad de reaccién inmunologica que media el rechazo

Shttp://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary /summary.cgi?cid=5280754&loc=ec_rcs
6http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary /summary.cgi?cid=445643&loc=ec_rcs
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agudo.

Se conocen multiples factores que contribuyen a la variabilidad en el perfil
cinético de estos farmacos, tales como la edad, el género, la etnia, la enfermedad,
la exposicién ambiental y la hora de dia en que se administran. Hoy en dia, tan
s6lo la monitorizaciéon peridédica de sus concentraciones plasmaéticas permite el
control de dichas variaciones, de modo que, con los valores obtenidos y un juicio
clinico apropiado, el facultativo establece si ha de modificarse o no la siguiente
dosis del farmaco. De este modo, se pretende que los niveles del farmaco estén,

en la medida de lo posible, dentro de su margen terapéutico.

Igual que con otros farmacos, se ha querido ver si el componente genético
influye tanto en la eficacia como en la probabilidad de que se produzca una
reaccion adversa a dichos medicamentos. La biodisponibilidad de los farmacos
que se administran a través del tracto gastrointestinal depende en gran medida
de la actividad de una familia de proteinas transportadoras expresadas en la
superficie del epitelio intestinal y de las enzimas de la subfamilia CYP3A del
complejo del citocromo P450. La mayoria de los estudios farmacogenéticos rea-
lizados hasta la fecha en pacientes trasplantados se han encaminado a dilucidar
el papel que juegan la P-glicoproteina (P-gp) intestinal y las isoformas hepé-
ticas CYP3A4 y CYP3AS5 del citocromo P450 en relacién con los procesos de

absorcién y biotransformacion de CsA y TAC.

Una de estas proteinas es la proteina P-gp cuya secuencia aminoacidica esta
codificada por el gen de la proteina 1 asociada a la resistencia a drogas (MDR1
6 ABCBI1). Recientemente se han descrito 15 polimorfismos de nucleotido tni-
co (SNPs) relacionados de MDRI1, de los que solo el existente en el exon 26
(C3435T) se ha visto que es de importancia funcional. Se trata de un poli-
morfismo de tipo no sinénimo, por lo que no origina cambios en la secuencia
aminoacidica de la proteina. Recientemente se ha publicado un interesante tra-
bajo que demuestra que el cambio en la funcionalidad de la proteina se produce
porque el ARNt correspondiente al nuevo codon esté4 menos representado en la

célula. En situaciones metabolicas de gran actividad en la sintesis proteica, en
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las que existe una mayor demanda general de ARNt, el retraso relativo en la
incorporacion de dicho ARNt a la subunidad ribosémica origina una alteracion
conformacional de la proteina durante su empaquetamiento [102]. Los indivi-
duos que expresan en homozigosis el alelo T tienen una menor expresion de
P-gp a nivel duodenal, mayor actividad in vivo y mayores concentraciones de
los sustratos de esta proteina. Se han observado diferentes frecuencias alélicas
para este polimorfismo en distintas poblaciones. Asi, el alelo T se ha encontra-
do en un 54 % en la raza caucésica y en la poblacion japonesa, mientras en la
africana tan solo representa un 13 %. Bernal y cols. han realizado un analisis de
las frecuencias alélicas encontradas en Espana, encontrando que C esta en un
52 % de la poblacion y las frecuencias genotipicas para C/C, T/T Y C/T y son
26 %, 22 % y 52 % respectivamente [19].

La isoforma CYP3A4 del citocromo P450 se encuentra en grandes canti-
dades en la superficie de los enterocitos y en el higado. Tanto CYP3A4 como
P-gp tienen una gran coincidencia en la especificidad de sustratos y una gran
proximidad anatémica. Se han identificado diversas variantes alélicas, siendo la
més frecuente la que representa una transicion A—G en la regiéon promotora 5’
(CYP3A4*1B). Esta ausente en chinos y japoneses, siendo baja su frecuencia

en caucasicos e hispanos y mucho mayor en individuos de raza negra.

CYP3A5 es también polimorfica y su expresion en el higado es muy variable.
La mayor razén para explicar esta variabilidad reside en un SNP del intréon 3 del
gen de CYP3A5 (conocido como alelo CYP3A5*3), que causa fallo en el proceso
de corte y empalme. Se detecta en cantidades apreciables s6lo en un 10-30 %
de individuos de raza caucésica y asiatica. Sin embargo, hasta un 50 % de los
afroamericanos expresa la proteina, siendo el alelo predominante en estos casos

CYP3A5*1.

La existencia de una relaciéon entre la informacién genética de cada indi-
viduo con la respuesta farmacocinética observada para una dosis determinada
permitiria a priori individualizar el tratamiento para cada paciente. Este es el

objetivo de la farmacogenética: seleccionar un régimen posologico individua-
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lizado en funcién de la composicién genética del individuo para alcanzar una
eficacia maxima y minima toxicidad , con el fin de evitar problemas terapéuticos
y lograr resultados clinicos 6ptimos. Cuando se han llevado a cabo estudios para
determinar dicha relacion en pacientes trasplantados que tomaban inhibidores

de la calcineurina, se han encontrado resultados discordantes.

Balram y cols. estudiaron la frecuencia y la expresion del polimorfismo
C3435T en pacientes asiaticos trasplantados de corazén que recibian tratamien-
to con CsA, observando que se asociaba a una menor expresion de P-gp [15].
Chowbay y cols. analizaron el impacto de varios polimorfismos de los genes
CYP3A4 (en la region promotora y exones 5, 7y 9) y MDRI1 (exones 12, 21 y
26) sobre los parametros farmacocinéticos de la CsA en pacientes trasplantados
de corazon de varias poblaciones de origen asiatico [40]. Las concentraciones
de CsA (AUCO0-4h, AUCO0-12h y Cmax) fueron mayores en los que tenian ha-
plotipo T-T-T comparado con aquellos con C-G-C. Yates y cols. indentificaron
el genotipo C3435T del gen MDR1 como el mejor predictor de las variaciones
plasmaéticas de CsA en trasplantados renales. Este grupo considera que este SN-
Ps explica hasta el 43 % de la variabilidad interindividual del aclaramiento oral
del farmaco, encontrando menores concentraciones en los portadores del alelo
T [218]. Sin embargo, también existen estudios negativos, como el de Angli-
cheau D y cols. que evaluaron de forma retrospectiva en trasplantados de rinion
los efectos de 4 SNPs del gen MDR1 (T-129C, C1236T, G2677(T,A), C3435T)
y uno de CYP3A5 (CYP3A5*1/*3). Estos autores no encontraron asociacion
estadisticamente significativa de estos polimorfismos con la farmacocinética de
CsA [9].

En relacion las dosis de TAC, Zheng y cols. encontraron que los portadores
del haplotipo MDR1 G2677T/C3435T tenian mayores concentraciones plasméa-
ticas del farmaco [225]. En el estudio de Hoffmeyer y cols. el genotipo TT 3435
MDRI1 se asoci6 con una baja expresion de P-gp en los enterocitos. Tada y
cols. observaron que los trasplantados renales de Japén portadores del genotipo

CYP3A5*1 requerian mayores dosis de TAC que aquellos con CYP3A5%3/*3,
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indicando una menor AUCO0-12h [194]. Sin embargo, el polimorfismo C3435T
de MDRI1 parecié no ser un factor determinante en la farmacocinética de dicho
farmaco. Estos resultados fueron reproducidos en los trabajos de Zhao y cols.
en poblaciéon china, de MacPhee y cols. en poblaciéon caucasica y del sur de
Asia [123] y de Thervet y cols. en poblacion caucésica, afro-americana e inda
[203], cuando se analiz6 la relacion entre las concentraciones de TAC y el po-
limorfismo CYP3A5*1/*3. Zheng y cols. encontraron resultados similares con
los polimorfismos MDR1 C3435T, MDR1 G2677T y CYP3A5*1/*3 en adultos
trasplantados de pulmon [224].

Existen dos trabajos publicados por Hesselink y cols. que analizan, enpacien-
tes trasplantados de rinén y corazoén, polimorfismos de los tres genes anteriores
en relacion a la cinética de CsA y TAC [83][81]. Concluyen que ninguno de
los polimorfismos analizados se correlaciona con las concentraciones predosis de
CsA. Sin embargo, en relacion a TAC observaron que los portadores del alelo
CYP3A5*1 o del alelo CYP3A4*1B, tanto en homozigosis como en heterozigo-
sis, tenfan niveles menores del firmaco, no se observo relacién alguna con el
polimorfismo MDR1 C3435T. S6lo un trabajo realizado por Von Ashen y cols.
relaciona la farmacogenética de CsA y TAC con el pronostico del paciente. En-
contraron que el polimorfismo C3435T del gen MDR-1 y el CYP3A4*3 no eran
determinantes mayores de la incidencia de rechazo en trasplantados renales de

origen caucasico.

Corticosteroides

Desde 1950 los corticoides han sido utilizados en enfermedades autoinmunes
y, mas tarde, para prevenir el rechazo agudo de 6rgano trasplantado so6lido, La
terapia esteroidea es un componente estandard en la induccién, mantenimiento
y terapia antirechazo. Altas dosis de corticoides son generalemte administrados
intraoperatoriamente y posteriormente en pauta descendente por via oral du-
rante meses. En bolus IV también son utilizados cuando se evidencia rechazo

significativo. Los esteroides a largo plazo estan ligados a un gran ntmero de
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efectos adversos, entre otros: hipertension, osteopenia, diabetes, tlcera gastrica.

cataratas, fragilidad emocional o Sd de Cushing.

» Estas moléculas interaccionan con receptores especificos citosolicos (GR,
receptores de Glucocorticoides), formando un complejo hormona-receptor
que migra al interior del nucleo, donde se fija a elementos reguladores
de las regiones promotoras, conocidos como “elementos de respuesta a
glucocorticoides” formando el complejo “GRE”. Este complejo modula la
transcripciéon de genes involucrados en la respuesta inmune e inflama-
toria. Los glucocorticoides afectan al namero, distribucion y funcion de
todos los tipos de leucocitos (linfocitos T y B, granulocitos, macrofagos
y monocitos) asi como células endoteliales. En las células presentadoras
de antigeno afecta a la expresién génica de IL-1, IL-6 y TNF-a; en la cé-
lula T activada, el complejo GRE bloquea la transcripcion génica de la
IL-2 ya que fija los factores nucleares NFATc¢/NFATp y NFATn/AP1 ac-
tivadores e impide su interacciéon con los elementos de potenciacion AP1.
También se ha comprobado que inhiben la migracién hacia el nucleo del
factor Kappa B (NF-kB), factor fundamental para la transcripcion génica
de un espectro amplio de citosinas. Esta accién depende de la induccién
de la transcripcion del gen IkBa que atrapa el nuclear FNkB en forma de
complejo inactivo a la altura del citoplama. El concepto de resistencia a
glucocorticoides es relevante en el tratamiento de alergias y de enferme-
dades autoinmunes. Ademaés, se ha estimado que 20-30 % de los rechazos
agudos del injerto son resistentes a esteroides [42]. El origen de este fe-
némeno es multifactorial; sin embargo, la herencia parece jugar un papel
importante [221][163][7][113]. Se han identificado varios SNPs en el gen
del receptor de los glucocorticoides [221][163] que se han correlacionado
con una resistencia mayor a su accién antiinflamatoria. Por el contrario,
otros investigadores [7] han hipotetizado que los polimorfismos genéticos
dentro del gen de la glutation-S-transferasa (GST) pueden ser importan-

tes clinicamente en la resistencia a glucocorticoides. Homocigotos para la
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deleccién de GSTT1 confiere una reduccion 6,7 veces del riesgo de tener
una peor respuesta a la prednisona. La respuesta a esteroides puede estar
también influenciada por polimorfismos en los genes del factor de necro-
sis tumoral (TNF) e interleukina-10 (IL-10)[113]. El polimorfismo G/G
para IL-10 confiere un efecto protector en pacientes con leucemia frente
a una peor respuesta a prednisona, mientras que la expresion del alelo
TNF2 tiene mayor riesgo de recaida. Todos estos polimorfismos pueden

ser importantes en el manejo de los pacientes transplantados.

Inhibidores de la sintesis de nucleétidos
Azatioprina (AZA)

La azatioprina es un un profarmaco con efecto antimetabolito citotoxico que
se transforma in vivo en 6-mercaptopurina (6-MP), cominmente usada como in-
munosupresor y para el tratamiento de neoplasias, como la leucemia aguda linfo-
bastica. En el trasplante es usado generalmente como terapia de mantenimiento
en combinaciéon con esteroides e inhibidores de la calcineurina. El compuesto
activo 6-MP requiere de la conversion intracelular a nucledtidos de tiogunina
(principalmente 6-tioguaninas) a través de la ruta de la hipoxantina guanina
fosforibosil transferasa (HG-PRT) para ejercer su actividad biologica. La AZA
tambien es metabolizada a las formas inactivas 6-metilmercaptopurina por la
enzima tiopurina S-metil transferasa (TPMT) o acido 6-tioturico por la enzi-
ma xantino oxidasa. Estas rutas reducen la formacion de nuclebdtidos activos y
disminuyen la toxicidad [39]. El efecto adverso mas importante es la mielosupre-
sion, incluyendo leucopenia, anemia, y trombocitopenia, que son generalmente
dosis dependiente.

La AZA se ha utilizado en clinica desde 1960, lo que explica porqué la mayo-
ria de los primeros estudios farmacogenéticos se centraron en este farmaco y en
las enzimas implicadas en su metabolismo, y més concretamente en la TPMT
[EC 2.1.1.67] y HGPRT [EC 2.4.2.8]. El principal polimorfismo genético de la

TPMT fue comunicado por primera vez en 1980 [214]. Posteriormente se de-
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mostro que la actividad de esta enzima tenia una herencia de tipo autosémica
codominante. Las primeras observaciones también documentaron que se pue-
de clasificar a la poblacién blanca en tres grupos de acuerdo a la actividad de
TPMT (baja/baja, baja/alta, alta/alta). Aproximadamente el 90 % de la po-
blacion tiene una actividad alta (fenotipo silvestre), el 10 % tiene una actividad
intermedia (heterozigotos) y el 0,5-1 % tiene una actividad baja o indetectable.
Posteriormente, cuando se cloné el gen de esta enzima, se descubrieron dos al-
teraciones en la secuencia de aminoacidos como resultado de polimorfismos de
nucleodtido tinico. TPMT*1 es el alelo comun (silvestre), mientras que los tres ale-
los mutantes, llamados TPMT*2 (G238C) y TPMT*3 (A719G y/o G460A) son
responsables de la frecuencia trimodal de la actividad de TPMT en la poblacion
blanca[Yates:1997p3910]. La presencia de los alelos menores (TPMT*2 y *3) se
asoci6 a una mayor probabilidad de mielosupresion en un grupo de 30 pacientes
trasplantados de corazén. Ademés, no se observo agranulocitosis en pacientes
con el genotipo silvestre y si en los que tenfan la mutacion TPMT3/A719G.
Debido a ello, los pacientes con una actividad de TPMT reducida tenian mayor
riesgo de toxicidad grave, incluyendo la mielosupresion fatal después de recibir
una dosis estandar de AZA [169][168]. Por otro lado, aquellos pacientes con una

actividad de TPMT incrementada podian

no beneficiarse de dicho tratamiento. Dervieux y cols. analizaron el genotipo
y midieron las variaciones inter e intraindividual de la actividad de TPMT en
eritrocitos de 22 pacientes pediatricos sometidos a trasplante renal [48]. Com-
probaron que una mayor actividad de TPMT se asociaba con un mayor riesgo
de rechazo, probablemente debido a mayor tasa de metabolizacion del farma-
co. Estos resultados concuerdan con estudios previos que mostraban cé6mo una
alta actividad de TPMT se relacionaba con resultados peores, definidos como
mayor incidencia de rechazos [202] y menor suprevivencia del injerto [39], en
pacientes adultos trasplantados renales. Como alternativa, se pueden determi-
nar la concentraciones en sangre de 6-MP o de sus metabolitos, los nucle6tidos

de tioguanina. Sin embargo, aunque se ha utilizado ampliamente AZA duran-
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te 40 anos, la monitorizacién en clinica de la actividad inmunosupresora no se
ha establecido atin. Dado el existe desacuerdo en el uso de la matriz biologica
mas adecuada, el analito y la relevancia de su monitorizaciéon. Parece que es
la actividad de TPMT el marcador méas importante para predecir la actividad

inmunosupresora y los efectos adversos asociados a este farmaco.

Las mutaciones soméaticas aparecen de forma regular en los linfocitos T hu-
manos, siendo mucho més frecuentes en condiciones en que esta aumentada la
proliferacién de estas células como ocurre en las enfermedades autoinmunes o
durante la respuesta activa frente al injerto. El gen HPRT1 esta localizado en
humanos en el cromosoma X y es constitutivamente expresado en todas las cé-
lulas. Se ha detectado mutaciones de dicho gen que alteran el fenotipo celular
originando mutantes resistentes a la la citotoxicidad de los analogos de la puri-
na, como la AZA, ya que requiere la fosforibosilacion para adquirir su actividad
intracelular. En un estudio realizado en pacientes trasplantados cardiacos, una
elevada presencia de linfocitos T con dichas mutaciones se asocié a una mayor

tasa de rechazos agudos [10].

Los polimorfismos en los genes de ambas enzimas, TPMT y HPRT1, pueden
ser importantes mediadores de las resistencias al efecto de la AZA encontradas
con frecuencia en la clinica. Por ese motivo, su genotipado podria ayudar a un
uso mas efectivo de este inmunosupresor. Ademas, estas alteraciones podrian
ser de especial importancia teniendo en cuenta el renovado interés por la AZA.
Recientemente, de hecho, se ha demostrado que los metabolitos de este farmaco
pueden bloquear la senal coestimuladora CD28 en los linfocitos, lo que origina-
ria la apoptosis de los linfocitos T en proliferacion y el consecuente efecto de
tolerancia especifica al injerto. De este modo, el estudio farmacogenético me-
diante el genotipado de estos polimorfismos también podria tener relevancia en

predecir la tolerancia antigeno-especifica.
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Acido micofenélico (MPA)

El 4cido micofendlico (MPA), compuesto activo derivado del profarmaco mi-
cofenolato de mofetilo (MMF) y, en su nueva formulacién, como micofenolato
sédico, actiia como inhibidor selectivo, no competitivo y reversible de la inosina
monofosfato deshidrogenasa (IMPDH), enzima clave en la biosintesis de nucle6-
tidos, sustratos imprescindibles para la sintesis de ADN y ARN. A diferencia
de otros tipos celulares, los linfocitos B y T s6lo pueden usar la sintesis de novo
para la generacion de guanosina [59]. Asi MMF es inhibidor selectivo de la proli-
feracion de linfocitos en ausencia de la inhibicion del crecimiento de otras lineas
celulares. MMF es considerado tan eficaz como la AZA pero produce menos
mielosupresion. En general es bien tolerado; los efectos adversos mas frecuentes
incluyen nausea, vomitos y diarrea.

Existen dos isoformas de la IMPDH, la tipo I y la tipo II. La primera se
expresa de forma constitutiva en todos los tejidos y la otra puede ser inducida
por activacion de los linfocitos T o tras un periodo largo de tratamiento con el
MMF.

MPA sufre una metabolizaciéon primaria mediante glucuronoconjugaciéon que
origina la forma inactiva 7-O-glucuronido (MPAG) por la uridina difosfato glu-
curonotransferasa (UDP-GT). Se han identificado tres formas de UDP-GT res-
ponsables de la glucuronoconjugaciéon de MPA, llamadas UDP-GT1AS8, UDP-
GT1A9 y UDP-GT1A10. Estas enzimas se expresan en el tracto gastrointestinal,
el higado y el rinén.

MMF se administra generalmente en dosis diaria fija y en principio no se
recomendo la monitorizacion de sus concentraciones plasméaticas para controlar
su actividad y los posibles efectos secundarios, pero cada vez hay més evidencias
que apuntaN a que la monitorizacién de los niveles se asocia a una mejoria en
los resultados clinicos [35].

Se han observado diferentes patrones de exposicion al farmaco y su me-
tabolismo que podrian estar relacionados con la existencia de polimorfismos

genéticos de la enzimas implicadas en su biodisponibilidad. Se han identificado
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varios polimorfismos en la superfamilia de UDP-GT que afectan al metabolismo
de compuestos endégenos como la bilirrubina y que también se han relacionado
con la toxicidad de diferentes farmacos antineoplasicos. Recientemente, Huang
y cols. identificaron varios polimorfismos funcionalmente significativos que origi-
na cuatro alelos relacionados con UGT1A8 (UGT1A8*1a A255G 7; UGT1A8*1
AIT3C27T7; UGT1A8*2 GI73C277; UGT1A8*3 A1T3Y2778) [61]. Las frecuencias
alélicas varian desde 0’22 a 0’551. Se ha comprobado que la presencia del ale-
lo UGT1A8%*3 se asocia con una marcada reduccion de la actividad catalitica
de la enzima. Sobre el resto de alelos se dispone de menos informacion en la
actualidad.

Se ha observado que algunos pacientes trasplantados presentaban rechazos
agudos a pesar de que mantenian niveles de MPA en sangre dentro del rango
terapéutico. Esto se podria deber a mutaciones en el gen de IMPDH, tanto en
el sitio de union al farmaco como a los sitios de unién al sustrato enzimatico. Se
ha comprobado que mutaciones inducidas experimentalmente en el sitio activo
(G326A, D364A) reducen la actividad de IMPDH II a menos del 0’1 % con
respecto a la forma silvestre. La mutacion, L310A también origina un descenso
de 10 veces en la constante inhibitoria K; para la inhibicion por MPA y un
fuerte incremento en la K, para IMP y NAD, sustratos ambos de IMPDH.
El polimorfismo E431Q provoca un descenso de seis veces en la K; para MPA,

mientras que el doble mutante mostré una sensibilidad a MPA 20 veces mayor.

Inhibidores de la proteina mTOR

Representan una familia relativamente nueva de inmunosupresores con pro-
piedades antiangiogénicas. Sirolimus o Rapamicina (SRL) es un macrolido lipo-
soluble e hidrofébico, de estructura quimica similar a tacrolimus que se aisl6é por
primera vez en la isla de Pacua (Rapa-Nui, Islandia) del hongo Streptomyces

hygroscopicus [207][170]. Al igual que ocurre con TAC, se une a la familia de las

7Una sustitucién nucleotidica origina una mutacién silente.
8Sustituciones de aminoécidos en las posiciones 173 y 277
9Constante de Michaelis-Menten
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inmunofilinas. Everolimus (EVE) se obtiene modificando la estructura quimica
de sirolimus tras la inclusién de un grupo hidroxilo en la posiciéon-40, EVE. Este
cambio aumenta la solubilidad en solventes organicos y excipientes galénicos y
reduce de dos a tres veces la afinidad de unién a su receptor citosolico (inmu-
nofilina FKBP 12). EVE esta indicado en la profilaxis de rechazo tanto renal

como cardiaco.

A diferencia de la CsA y el TAC, que interfieren en las fases iniciales de
la activacion de los linfocitos (bloquean la progresion G0-G1 del ciclo celular),
los mTOR (mammalian Target of Rapamycin) afectan a fases ulteriores, impi-
diendo que las células progresen de la fase G1 a la fase S. SRL y EVE poseen
dos dominios de unién, uno que media la interacciéon con FKBP12 y otro que
interacttia especificamente con una kinasa citosélica que interviene en el ciclo
de division celular llamada mTOR . El complejo inmunosupresor-mTOR inhibe
la activacién de p70S6K y estimula la expresion de la kinasa inhibidora de la
division celular p27Kipl. El tratamiento con EVE 6 SRL produce una reducciéon
aguda del proceso de la divisiéon celular, un acumulo de glucégeno y un aumento
de tamano de las vacuolas intracelulares. La deplecion de la proteina mTOR
detiene el ciclo de divisién celular a nivel de G1. En ausencia de mTOR las
células son incapaces de sintetizar CLN3, un activador de la transcripcién de

genes expresados en la fase G1 de la division celular.

Los inhibidores de mTOR poseen también propiedades antiproliferativas so-
bre misculo liso y celulas endoteliales. En el trasplante cardiaco es muy habitual
que se produzca vasculopatia del injerto, un engrosamiento arterial en el recha-
zo créonico, manifestandose como una aceleracién de la aterosclerosis. Debido al
efecto antiproliferativo que ejercen estos famacos sobre las células del misculo
liso, constituye una terapia de interés en trasplante cardiaco con alto riesgo de
desarrollo de tumores [54]. Los principales efectos adversos de EVE y SRL son la

trombopenia, neutropenia, anemia, hiperlipemia e hipertrigliceridemia. [97][96].

Datos recientes indican que mutaciones genéticas pueden influir en la resis-

tencia a rapamicinas [86]. Estas mutaciones han sido identificadas en genes de
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FKBP y mTOR [120][20] asi como mutaciones o delecciones que pueden afectar
a proteinas reguladoras de mTOR, incluyendo RPS6KB1, EIF4EBP1, PPP2R4

y PSMD9 que puede ocasionar resistencia a rapamicina [193].

Anticuerpos antilinfocitarios

Existen tres tipos de anticuerpos antilinfocitarios:

Anticuerpos policlonales: las globulinas antilinfociticas y antitimociticas equi-
nas (ATG) y de conejo, son obtenidas tras un proceso de purificacion del suero
de animales hiperinmunizados con timocitos o linfocitos humanos [31]. No ac-
tuan selectivamente, ya que durante el tratamiento se ofertan una gran cantidad
y variedad de anticuerpos que se fijan a diversos determinantes antigénicos de
los linfocitos T del paciente provocando la lisis linfocitaria indeterminada [26].
Los anticuerpos policlonales son usados para la induccién y para el tratamiento
de rechazo resistente a corticoides en el trasplante cardiaco. Son pocos los estu-
dios que comparan ambos farmacos y es predominatemente en trasplante renal,
en las que las inmunoglobulinas antilinfociticas y antitimociticas de conejo pa-
recen moderadamente maés eficaz que las de origen equino [60][32]. ATG ha sido
usada en el perioperatorio de pacientes con insuficiencia renal para retrasar el
tratamiento con inhibidores de la calcineurina.

Anticuerpos monoclonales murinos: muromonab CD3, fue el primer anti-
cuerpo CD3 aprobado para uso en trasplantes. Se indic6 inicialmente para la
prevencion del rechazo agudo y para el tratamiento de rescate del rechazo agudo
corticorresistente. Se trata de una Ig2a dirigida contra la cadena ¢ del CD3 del
TCR. Bloquea el reconocimiento antigénico conduciendo a una rapida desapa-
ricién de los linfocitos T CD3+-. Se sintetiza mediante técnicas de hibridaciéon
y clonacion, obteniendo al final del proceso una solucién purificada de inmuno-
globulinas homogéneas. Como consecuencia de la uniéon de OKT3 al complejo
TCR-CD3 se liberan una gran cantidad de citokinas que pueden provocar una
reaccién sistémica grave.

Anticuerpos monoclonales humanizados y quiméricos: mediante técnicas de
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ingenieria genética se han disenado dos tipos de anticuerpos mixtos, murinos-
humanos, que se caracterizan por su menor inmunogenicidad gracias a su re-
ducida porcién xenogénica. Basiliximab es un anticuerpo quimérico cuya region
constante es humana y la regiéon variable murina, mientras que Daclizumab es
un anticuerpo humanizado, dado que tnicamente las regiones determinantes de
complementariedad de la region variable son de origen murino. Son més espe-
cificos que OKT3, ambos se unen a la subunidad o del receptor para la IL-2
(IL-2R), presente tnicamente en los linfocitos T activados. Bloqueando la pro-
liferacion y diferenciacion de los linfocitos T una vez expuestos al antigeno,
paso crucial en el desarrollo del rechazo [18]|[98], aunque, no es suficente para
prevenir el rechazo [201]. Ambos farmacos han conseguido disminuir el nimero
de rechazos [128][208], sin haberse evidenciado un incremento acompanante en
el namero de infecciones o tumores, aunque sin modificar la supervivencia del
injerto ni la mortalidad [143][98], ambos farmacos se usan por los equipos de

trasplantes con similares resultados.

0.2.2. Rechazo del 6rgano trasplantado.

La barrera inmunologica es la principal limitacion para el éxito del trasplante
de 6rganos. El codigo de actuacion del sistema inmune del receptor consiste en
reconocer péptidos del injerto presentados en moléculas HLA de células especia-
lizadas llamadas presentadoras de antigeno (APC). El rechazo agudo no es mas
que la respuesta del sistema inmune frente algo que reconoce como no propio y
el acontecimiento primario que lo inicia es el reconocimiento de los antigenos del
sistema mayor de histocompatibilidad (CMH). En el rechazo agudo intervienen
tanto la respuesta inmune innata como la adquirida. La primera predomina en la
fase precoz, cuando la adhesion celular y las quimiocinas juegan un papel esen-
cial en la emigracion de los leucocitos a los 6rganos linfoides secundarios y en la
circulacion de células dendriticas y de linfocitos T activados desde los ganglios
linfaticos al 6rganos trasplantado. En una segunda fase, la inmunidad innata

y adquirida funcionan de forma sincronizada por vias no exclusivas, en las que
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se incluyen la citotoxicidad dependiente de células T, células NK, el sistema de
complemento, la formaciéon de anticuerpos y la activaciéon de granulocitos por
citocinas derivadas de los linfocitos Thl y Th2.

Cuando se trasplanta un 6rgano, en términos inmunoldgicos, se esta tras-
plantando una enorme masa de antigenos. Pero los linfocitos T no responden
o reconocen dichos antigenos por contacto directo, sino que previamente deben
haber sido activados por APCs en érganos linfoides secundarios. El 6rgano tras-
plantado expresa dos tipos de aloantigenos capaces de inducir dicha respuesta:
antigenos mayores y menores. Los antigenos mayores son las moléculas del MHC
de clase I y II. Las variantes polimorficas de estas moléculas permiten una enor-
me disparidad entre individuos no relacionados de la misma especie. Dado que
los linfocitos T reconocen la diferencia de composicién de estas moléculas, los

antigenos HLA representan el mayor obstaculo para el trasplante de érganos.

Tipos de rechazo

El rechazo del 6rgano trasplantado representa un problema significativo ya
que puede suponer tanto la disfuncién temporal como la pérdida del injerto. Los
estudios en modelos experimentales de trasplante cardiaco demostraron que en
el corazon, igual que en otros 6rganos sélidos, se produce una reacciéon inmune
del huesped que, si no es controlada, origina la destruccién y mal funcionamiento
del injerto. Se consideran cuatro tipos de rechazo:

a) rechazo hiperagudo: como complicacion infrecuente que condiciona el fra-
caso del corazén en los primeros minutos u horas después del trasplante. Entre
los factores de riesgo identificados cabe destacar la politransfusion (multiparas
y politransfundidos) y el trasplante con incompatibilidad ABO. Su evolucion es
rapida, con un brusco deterioro de la funcién del injerto que, casi invariable-
mente, lleva a la muerte. Afortunadamente, en la actualidad es raro, debido a
las precauciones que se toman en el periodo perioperatorio.

b) rechazo agudo celular: caracterizado por un infiltrado inflamatorio celular

que, segun el grado, puede producir necrosis miocardica. Ocurre habitualmente
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dentro de los primeros 3 a 6 meses de realizado el trasplante. Cuando ocurre
después de los primeros 6 meses, se observa en quienes tuvieron episodios pre-
vios de rechazo moderado o severo, reciente reduccién en la inmunosupresion,
infeccién intercurrente o que no han cumplido con la pauta de inmunosupre-
sores. El 95% de estos rechazos agudos, si son diagnosticados precozmente y
tratados, se resuelven sin secuelas. En el caso del trasplante cardiaco, el rechazo
agudo conlleva la muerte en un 11 % (es la causa mas frecuente de fallecimiento
durante la etapa temprana), lo que implica una disminucién considerable de la

tasa de supervivencia a los 10 anos (25 % frente al 54 %).

c) rechazo agudo vascular: puede ocurrir dias o semanas después del trasplan-
te. como episodios con compromiso hemodinamico, sin evidencias de infiltracion
celular en la biopsia o con baja puntuacion ISHLT, en este caso presentan peores
resultados que aquellos con un alto score. Estos episodios de rechazo con com-
promiso hemodinédmico y biopsia de bajo grado, pueden ser explicados por un
error de muestreo (falso negativo) o por rechazo humoral; por el contrario, pue-
den encontrarse biopsias de alto grado sin evidencias de rechazo clinico, lo que
ha generado controversia sobre la necesidad de aumentar la inmunosupresiéon en

estos casos.

d) rechazo crénico: se conoce como enfermedad vascular del injerto (EVI) y
afecta a las arterias coronarias del corazon.

En los tltimos anos, la incidencia de rechazos ha disminuido notablemente
con el desarrollo de nuevos inmunosupresores. Su aparicién depende de las ca-
racteristicas inmunogénicas del é6rgano, de las caracteristicas del receptor y de
nuestra capacidad de diagnostico. Con el objetivo de prevenirlo, inmediatamente
después del procedimiento quirtrgico, se inicia el tratamiento inmunosupresor,
realizandose de forma periddica biopsias endomiocardicas (BEM) para evaluar
el posible rechazo y poder instaurar el tratamiento oportuno de forma precoz.

En nuestro centro esté protocolizado que estas ultimas se lleven a cabo en
todos los pacientes en los dias 14, +21 y 428 tras el trasplante. Posteriormente,

cada 2 semanas durante 2 meses, luego cada mes durante 3 meses y finalmente
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cada 2 meses hasta el final del primer ano. De este modo, se detectan los casos
de rechazo hiperagudo y el agudo. A pesar de todo, en Espana, el rechazo se
observa en un 50-80 % de los enfermos en este primer afio, con una media de 2-3
episodios por paciente.

Los signos y sintomas sugestivos de rechazo agudo corresponden a los de
fallo cardiaco (edema, disnea, fatiga, ritmo de galope o aumento de la presion
venosa central). Sin embargo, también se puede sospechar cuando aparecen otras
evidencias de disfuncién cardiaca (disminucion de la fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo, disminucién del voltaje en el electrocardiograma, nueva
arritmia auricular) o clinica no especifica como febricula, mal estado general o

cuadro gripal en ausencia de una explicacién alternativa.

Procedimientos para el diagndstico y el tratamiento precoz del recha-

zo agudo.

La biopsia endomiocardica (BEM) es considerada el método de eleccion para
el diagnostico del rechazo. Se introdujo por primera vez como método clinico
para el diagnostico del rechazo agudo del injerto cardiaco en 1974. En aquella
época el tratamiento inmunosupresor estaba limitado al uso de corticosteroides,
azatioprina e inmunoglobulinas antitimocito. Como consecuencia, la frecuencia
de rechazos agudos era relativamente alta y constituia una causa frecuente de
mortalidad postransplante. Por ese motivo se establecio realizar BEM de forma
protocolizada, para detectar el rechazo en una fase precoz antes de que apareciese
el compromiso hemodinédmico.

Posteriormente se ha usado también como un objetivo en los ensayos clinicos
con farmacos inmunosupresores donde se han establecido la realizacién de 10 a 15
BEM durante el primer ano. Una BEM adecuada es aquella que permite tomar 4
muestras con al menos un 50 % de miocardio valorable. La gradacion histologica
se realiza de acuerdo a los criterios de la 1990 International Society for Heart and
Lung Transplantation (ISHLT) y contempla desde 0 (sin rechazo) a 4 (rechazo

severo), en la que a partir de rechazo 3A debe recibir tratamiento especifico
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Figura 9: Realizaciéon de cateterismo para toma de biopsias endomiocéardicas en
la Unidad de Hemodinamia del Servicio de Cardiologia del Hospital Universita-
rio Reina Soffa de Coérdoba.

para el rechazo (3A, 3B y 4). Este sistema es compatible con la reciente revision
del grado de rechazo celular elaborado también por la ISHLT en diciembre
2004 [184]. Fruto de los avances y del las nuevas opciones terapéuticas para
prevenir y/o tratar el rechazo, se ha considerado necesaria una reevaluacion de

la nomenclatura en el diagnostico del rechazo cardiaco.

El rechazo agudo humoral es una entidad clinica controvertida, con un gra-
do variable de incidencia (en torno al 15% en el primer aflo) entre diferentes
centros, carente de una presentacion clinica caracteristica y sin consenso acerca
de si su diagnostico es histologico o inmunologico. Se trata de un rechazo agudo
mediado por anticuerpos que se origina en pacientes que han sido previamen-
te sensibilizados (al haber recibido previamente un trasplante, transfusiones de
sangre, tras multiples embarazos o por el uso de sistemas de soporte ventricu-
lar). Histologicamente se reconoce por dafo en los capilares miocardicos mediado
por el sistema de complemento (C3d, C4d y/o Clq) e inmunoglobulinas (IgG,
IgM y/o IgA), asi como un acumulo intravascular de macrofagos. La presencia
o ausencia de anticuerpos en plasma mediadores de rechazo (AMR) puede ser

representada como AMRO o AMRI.

La BEM es una prueba cruenta que no esté exenta de riesgos para el paciente.

Aunque poco frecuentes, pueden ocasionar una serie de complicaciones graves
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1990
edema in absence of cellular infiltrate) recorded as additional

Humoral rejection (positive immunoflourescence, vasculitis or severe
required information

2004
Negative for acute antibody-mediated rejection

No histologic or immunopathologic features of AMR
staining for AMR (positive CD68, C4d)

Positive for AMR
Positive immunofluorescence or immunoperoxidase

Histologic features of AMR

0

o [am
2 =
Figura 11: Criterios de la ISHLT para el diagnéstico de rechazo agudo humoral
(AMR). (a): Tincion positiva para inmunoperoxidasa para CD68, confirmando
la presencia de actimulo macrofagos en el espacio endovascular; (b): Inmuno-

fluorescencia positiva a C4d en los capilares miocardicos; (c): Tincién positiva
para inmunoperoxidasa para C4d en los capilares miocardicos.
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(infarto de miocardio, insuficiencia tricuspidea severa, taponamiento cardiaco o
neumotorax) o menos graves (fistula asintoméatica de la rama coronaria septal
con el ventriculo derecho, sindrome de Horner, fistula arteriovenosa en el lugar
de acceso).

Avances posteriores en los regimenes de farmacos inmunosupresores han per-
mitido una menor incidencia y severidad de los rechazos agudos y la consecuente
caida en las tasas de mortalidad relacionadas. Aunque un rechazo severo en los
primeros 7-10 dias es raro (salvo en pacientes sensibilizados), cualquier deterioro
de la funcion cardiaca después de una recuperacion inicial tras la cirugia debe
considerarse como un posible rechazo agudo. Signos clinicos: palidez, aumento
de la frecuencia cardiaca, dolor abdominal, galope y oliguria, son sugestivos de
rechazo severo. Ante ello se debe realizar BEM.

Los pacientes que han superado el periodo postoperatorio precoz, normal-
mente son dados de alta e ingresan a un programa de seguimiento ambulatorio.
En los que se marcan como objetivos la detecciéon precozmente del rechazo, va-
loracion de la funcién del injerto, evaluacion general del estado de salud del
receptor. El protocolo de vigilancia puede variar dependiendo del centro, pero
en términos generales implica la realizaciéon de revisiones cuya periodicidad se
va reduciendo en la medida que pasa el tiempo hasta llegar a una frecuencia
de dos veces al ano. Dentro de estas revisiones, ademas de la valoraciéon clinica
bésica, se incluye BEM y una serie de pruebas como analisis de sangre, electro-

cardiograma, ecocardiograma, radiografia de térax y cateterismo cardiaco.

0.2.3. Farmacocinética y farmacodinamia de la Ciclospo-

rina
0.2.3.1. Caracteristicas quimicas de la Ciclosporina

Es un antibioético extraido del hongo Tolipocladium inflatum Gams. Es in-
soluble en agua, pero soluble en varios solventes orgénicos y en lipidos. Esta

formado por 11 aminoacidos en disposicion ciclica, varios de los cuales son N-
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Figura 12: En el intestino, P-gp y CYP3A forman una barrera a la absorcién
de CsA y TAC. Una vez se produce, ambos farmacos son metabolizados en el
higado y excretados a la bilis.

metilados. La cadena lateral no saturada de la N-metil-L-treonina de la posiciéon

1 y los aminoéacidos 2, 3 y 11 son necesarios para la actividad inmunodepresora.

0.2.3.2. Farmacocinética.

La farmacocinética de los inhibidores de la calcineurina se caracteriza por
una biodisponibilidad oral generalmente pobre, altamente variable e imprede-
cible, que esta en torno al 30% (rango 4-89%) [53][180]. Tras su absorcién
intestinal, es transformada en el intestino y el higado en 15-30 metabolitos. La
eliminacién es principalmente biliar con un aclaramiento renal de <1 %. Ademaés
de la baja biodisponibilidad oral, se suma la gran variabilidad interindividual
en el metabolismo de primer paso y en el aclaramiento sistémico. Desde hace
unos anos se sabe que gran parte de dicha variabilidad se debe a las diferencias

de actividad en las proteinas P-gp, CYP3A4 y CYP3A5 [82].

La secuencia aminoacidica de la P-gp estd codificada por el gen MDRI1
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(ABCB1) localizado en el cromosoma 7q21.1. Esta glicoproteina pertenece a
la familia de transportadores de membrana ABC (subfamilia B). La actividad
de P-gp es dependiente de ATP y consiste en hacer de bomba para una gran
diversidad de sustancias tanto endogenas como exogenas (inluidos lo inhibido-
res de la calcineurina, sirolimus y corticosteroides), de modo que los transporta
desde el citoplasma al espacio extracelular [55][165][223]. En estados fisiologicos,
P-gp se expresa de forma constitutiva en sélo algunos tejidos como el higado
(en la superficie canalicular de los hepatocitos), el rifion (en el borde en cepillo
de las células de tubulo proximal), el pancreas y en la superficie apical de los

enterocitos del intestino delgado y colon [66].

Esta selectividad sugiere que la proteina funciona como barrera protectora,
eliminando de forma activa metabolitos potencialmente téxicos y xenobidticos
hacia el exterior del organismo mediante su excreciéon biliar, urinaria o fecal.
P-gp también se expresa en el testiculo, en la placenta (trofoblasto), en la su-
perficie luminal del endotelio de los capilares cerebrales y en el plexo coroideo,
donde contribuye a mantener las barreras hematotesticular, placentaria y he-
matoencefalica. Ademés, la P-gp se expresa en varios leucocitos, incluyendo los

linfocitos T y B y las células dendriticas [107][157].

La familia enzimética CYP la constituyen més de 50 isoenzimas que son res-
ponsables del metabolismo oxidativo de muchos compuestos endogenos y exo-
genos [55]. La subfamilia CYP3A, que representa la mayoria de las proteinas
CYP en el higado humano, metaboliza mas del 50 % todos los farmacos utiliza-
dos en la actualidad [109][99][12]. Esta constituida por la isoenzimas CYP3A4,

CYP3A5, CYP3A7 y CYP3A43[109][99][215].

CYP3A4 y CYP3AS5 tienen un perfil de especificidad por sustratos muy
similar y, en base a la cantidad existente, suponen las formas mas importantes
de esta subfamilia. CYP3A4 estd constitutivamente expresada en el higado,
yeyuno, colon, rinén y pancreas. Existe una gran variabilidad interindividual en
la actividad enzimatica que puede llegar a ser de hasta 40 veces [148]. El grado

de expresion de CYP3A5 en higado, rinén e intestino delgado, es globalmente
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menor y de mayor variabilidad interindividual que CYP3A4 [89]. El significado
funcional de los otros dos miembros de la subfamilia, CYP3A7 y CYP3A43, no
se conoce atun con detalle. Parece que CYP3AT7 tendria un papel importante
solo en la etapa fetal y CYP3A43 representa menos del 1% de la actividad de
la subfamilia CYP3A, por lo que su contribucion al metabolismo oxidativo seria
minimo [215].

Diversos estudios han establecido la importancia de P-gp y CYP3A en la
disposicion de los farmacos inhibidores de la calcineurina. En primer lugar, P-
gp limita la absorcién de estos farmacos mediante su transporte activo desde el
interior del enterocito hacia la luz intestinal. Se ha demostrado que una baja ex-
presion o actividad de P-gp en el intestino delgado implica un incremento en las
concentraciones plasméticas del farmaco en pacientes trasplantados de intestino
[127], higado [74][65] y riion [122]. Ademas, diversos estudios han demostrado
que el diferente grado de metabolizaciéon a nivel intestinal y hepatica guarda
relacion con la variabilidad interindividual observada de los niveles plasméaticos
de dichos farmacos [223]. El que la CsA se metabolice casi por completo en el
higado por el citocromo P-450 (CYP3A), explica la posibilidad de que se pro-
duzcan interacciones farmacolégicas. Dada la frecuencia con que estos pacientes
requieren tratamiento concomitante, las interacciones representan un problema
clinico importante, debiendo intensificar la vigilancia del paciente y la monito-
rizaciéon de las concentraciones de CsA para evitar consecuencias toxicas o de

rechazo. En la siguiente tabla se muestran las interacciones mas relevantes.

0.2.3.3. Farmacodinamia.

La CsA actia como un profairmaco que se activa al unirse a una proteina
o receptor intracelular llamado genéricamente inmunofilina. Su unién inhibe la
proliferacion del linfocito T de la fase GO a G1. El complejo farmaco-inmunofilina
en el citoplasma de la célula se une a la calcineurina e inhibe su actividad
fosfatasa. Ello bloquea las senales calcio dependientes que intervienen en la

actividad del linfocito T. Su mayor receptor intracelular o inmunofilina es la
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Figura 13: Activacion del linfocito T. La sefial originada en la superficie de la
célula se transduce mediante una cascada de activaciéon de proteinas a través
de fosforilaciones,/defosforilaciones y la accion de segundos mensajeros como
el calcio, liberado al citosol desde el reticulo endoplamico. La activacion de la
calcioneurina por la calmodulina unida a dicho calcio permite la activacién de
NF-AT. Este se transloca al ntcleo donde induce la transcripcion de varios genes
relacionados con la respuesta proinflamatoria, como la interleuquina 2.

ciclofilina, que es una enzima llamada peptidil-propil-isomerasa que cataliza la

isomerizacion cis-trans de los puentes peptidil-propil de las proteinas.

Mecanismo de accién de la ciclosporina:

1. Inhibe la calcineurina:

e Ello impide la desfosforilacion de NFAT y su translocacion al nucleo para
iniciar la transcripcion de citocinas, entre ellas la IL-2.

e Inhibe el factor de trascripcion jun.

2. Bloquea la translocaciéon de NF-xB al nticleo. El NF-xB se encuentra en
el citoplama del linfocito T inactivo asociado a su inhibidor IxB. Cuando el
linfocito se activa, el factor de transcripcion NF-xB se fosforila y se disocia
de su inhibidor, lo que le permite su translocacién al niicleo para activar la

transcripcion de citocinas: 1L-2, IL-3, IL-4,IL-5, INF-y, TNF-o y GM-CSF. La
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Figura 14: Ciclosporina (CsA) y Tacrolimus (FK506) son dos de los principales
farmacos utilizados como inmunosupresores en el transplante de 6rgano solido.
Tras unirse de forma especifica a proteinas citosblicas actiian bloqueando la
activacion del linfocito T.

CsA bloquea la disociacion NF-xB+ IxB porque inhibe kinasas que activan la
disociacion. Ademas este proceso lleva implicito el bloqueo de la expresion de
IL-2R. No afecta la transcripcion de IL-10.

3. Inhibe la apoptosis que sigue a la activacién de los linfocitos T por:

e Inhibicion de los factores de trascripcion (NUR 77 y MEF 2) implicados
en la apoptosis.

e Aumento de la sintesis de Bcl-2(Un protooncogen fundamental en la pro-
gresion del ciclo de la célula).

4. Actua sobre las sefiales dependientes de AMPc. Disminuye la actividad
del AMPc dependiente de la proteina kinasa A y del AMPc sensible a proteinas
de union (CREB). Estas acciones pueden modular sus propiedades inmunosu-
presoras y sus efectos diabetogeno y nefrotoxico.

5. Actua sobre los receptores de los esteroides. Los receptores de esteroides no
activados forman complejos con HPS. Las HPS estan implicadas en actividades

tales como el plegamiento de proteinas, acompanamiento molecular, carga de
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Figura 15: Ciclosporina tras unirse de forma especifica a ciclofilina acttia blo-
queando la accién que la calcineurina celular activada por calcio ejerce sobre las
proteinas de la familia NFAT.

péptidos en las moléculas del CMH y en la translocacion de proteinas al nicleo.
La CsA se une al complejo formado por HPS90 y la ciclofilina 40 y ello activa

a los receptores de los glucocorticoides.

6. Inhibe la bomba multidrug resistance o fenomeno MDR. Los mecanismos
moleculares implicados son varios, pero el mas importante es el que desempe-
fia la glicoproteina P. Esta proteina esta codifica por el gen MDR1 que esta
relacionado con otros genes que codifican proteinas de transporte iénico. La gli-
coproteina P actia como una bomba de flujo que expele sustancias hidrofébicas
del citoplasma celular. La CsA interfiere su funcion y expresion por inhibiciéon

competitiva, lo que produce un acumulo intracelular de metabolitos del farmaco.

7. La CsA aumenta la sintesis de TGF-$ en linfocitos T y en las células

endoteliales y renales.
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0.2.4. Estudios farmacogenéticos en pacientes transplan-

tados cardiacos
Estudios sobre farmacogenética y farmacocinética

La influencia que tienen ciertos polimorfismos genéticos en la farmacocinética
de CsA en pacientes trasplantados cardiacos esta atn por dilucidar. La mayoria
de estudios publicados son en pacientes trasplantados de rinén, aunque también

se han publicado algunos trabajos en trasplante hepatico y cardiaco.

En personas sanas, se ha observado que tanto el AUC como el aclaramien-
to oral de CsA se ven afectados por el polimorfismo CYP3A5*3. Resultados
previos habian demostrado un efecto significativo del polimorfismo del intron
3 de CYP3AS5 sobre las concentraciones sanguineas de CsA (datos similares a
los encontrados previamente en pacientes trasplantados de rifiién), mostrando
que los portadores del alelo CYP3A5*3 requerian dosis menores para alcanzar
los niveles terapéuticos que aquellos que tenian el alelo CYP3A5*1 [133]. Sin
embargo, estos hallazgos no se han podido replicarse en otros estudios. De es-
te modo, Hesselink y cols (2003) no encontraron diferencias significativas en la
variabilidad farmacocinética de CsA (C0, C0/dosis) en relacion a los polimorfis-
mos CYP3A4*1B/*3, CYPA5*3/*6 y MDR1 C3435T en 110 pacientes de raza
blanca, negra y asiatica trasplantados de rifién en fase estable (entre 3 a 12
meses tras la cirugia) [83].

El papel de los polimorfismos de MDR1 en la disposicion de CsA es también
una cuestion discutida. Por un lado muchos estudios, llevados a cabo en dife-
rentes poblaciones de pacientes trasplantados, no han mostrado que exista un
efecto diferente en funcion de los genotipos de C3435T o G2677(T/A) sobre los
parametros farmacocinéticos, incluso cuando se realiz6 un analisis por haploti-
pos [124]. Otro estudio, en un subgrupo de pacientes chinos trasplantados de
corazén mostré que la mediana del AUCO-4h era un 11 % menor en los porta-
dores del genotipo CC respecto al TT al analizar C3435T [15]. Estos resultados

también se vieron en pacientes trasplantados de higado. Esto sugiere que los
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portadores del alelo T tienen una menor actividad intestinal de P-gp [25].

Balram y cols. (2003) investigaron la relacion de frecuencias de los genotipos
de MDR1 C3435T en 290 voluntarios sanos de varias poblaciones asiaticas (chi-
nos, malayos e inddes). En el mismo trabajo publicaron los resultados derivados
del anélisis de dichos genotipos en relaciéon con el area bajo la curva abreviada
(AUCO0-4h), realizada a 10 pacientes chinos trasplantados de corazon en fase es-
table. Observaron que soélo la distribuciéon de frecuencias genotipicas observada
en la poblacion indu era significativamente diferente a la malaya, y la poblaciéon
asiatica, en su conjunto, diferente a la raza caucéasica y la africana. Estos autores
tampoco pudieron demostrar diferente comportamiento en la AUCO0-4h de CsA
en funcién del genotipo [15].

Chowbay y cols (2003) analizaron la relacion de frecuencias de los genoti-
pos de los polimorfismos de CYP3A4 (CYP3A4*1B, CYP3A4*4, CYP3A4*5,
CYP3A4*6) y de MDR1 (C1236T, G2677T/A y C3435T) en 275 voluntarios
sanos de varias poblaciones asiaticas (chinos, malayos e indtes). En este mismo
estudio analizaron la relacion de los haplotipos més frecuentes de los polimorfis-
mos de MDRI1 con varios parametros farmacocinéticos (AUC0-4h, AUCO0-12h,
Cmax y Cmin) en 14 pacientes chinos trasplantados de corazon en fase estable.
Encontraron que las variables polimoérficas de CYP3A4 eran practicamente au-
sentes en esta poblacion y que el haplotipo TT-TT-TT frente a CC-GG-CC de
los tres polimorfismos de MDRI1 analizados se asociaba a mayores valores en los

parametros farmacocinéticos analizados [40].

Barnard y cols (2006) estudiaron el efecto de los polimorfismos MDR1 C3435T
y G2677T/G, en 170 pacientes trasplantados de corazén sobre los niveles de CsA
alos 3 y 12 meses y el tiempo libre de rechazo significativo (>0 =3A) en el pri-
mer ano. Observaron que los pacientes con genotipo T'T de cualquiera de los dos
genotipos tenian mayores valores medios de CsA ajustada por peso, asi como
un tiempo libre de rechazo mayor en el primer afio [16].

Se han propuesto varias hipotesis para intentar explicar la disparidad de re-

sultados. En primer lugar, los estudios se realizaron en poblaciones con diferente
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origen étnico, lo que conlleva una variabilidad ambiental, como los hébitos ali-
mentarios, o el efecto no explorado de otros factores genéticos y que también po-
drian influir en las diferencias farmacocinéticas encontradas. En segundo lugar,
los estudios se realizaron en pacientes sometidos a diferente tipo de trasplante
(renal, cardiaco, hepatico), en momentos diferentes tras el trasplante y con di-
ferente medicaciéon concomitante (como los bloqueantes de los canales de calcio
o0 los esteroides). En tercer lugar, se usaron diferentes parametros farmacociné-
ticos (CO, C2, AUC, CL/F) y diferentes técnicas para medir las concentraciones
sanguineas del farmaco (HPLC-MS vs inmunoensayo). Y finalmente, puede que
algunos estudios no tuvieran el suficiente poder estadistico, para encontrar di-

ferencias estadisticamente significativas entre los diferentes genotipos.

0.2.5. Estrategias de biologia computacional en la biisque-

da de nuevas dianas para estudios farmacogenéticos
0.2.5.1. Variaciones genéticas

Aunque dos individuos no relacionados conservan una identidad del 99,9 % en
la secuencia del ADN nuclear, el 0,1 % restante es importante ya que contiene
las variantes genéticas que influyen en el diferente riesgo de desarrollar una
enfermedad o en la respuesta a un medicamento. La variabilidad genética es un
mecanismo natural del proceso selectivo que permite la variabilidad fenotipica
de las especies. La aparicion de variaciones en su secuencia puede aparecer en
cualquier punto del genoma, aunque se ha observado que la probabilidad de que
ocurra es variable de unas zonas a otras. Independientemente de si se produce en
regiones génicas (codificantes o no) o intergénicas (regiones reguladoras), dicha
modificacién puede ocasionar tanto una alteracion en la expresion de los genes
como en la funcionalidad de sus productos.

Las variaciones génicas observadas en el genoma humano pasan desde gran-
des reorganizaciones génicas visibles microscopicamente a variaciones que afec-

tan a un solo nucleotido. Sin embargo, los tipos de variaciones que se observa
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con mas frecuencia son los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) y las

variaciones en el namero de copias (CNV) de regiones genémicas.

SNP

Los SNPs son mutaciones génicas que conllevan el cambio de un ntcleotido
por otro en la secuencia del ADN. Se asume que dichos cambios son bialélicos,
es decir, que s6lo dos de los cuatro nucle6tidos pueden encontrarse en dicha
posicién, y que el alelo menos frecuente estad presente en mas del 1% de la
poblacion.

Los efectos sobre la funcion celular que tienen los SNP dependen de la natu-
raleza de la variacién y la region del genoma donde se produce. Diversos estudios
sugieren que el 95 % de los SNPs caen en regiones no codificantes del genoma.
Cuando los SNPs se encuentran en las poximidades o en el interior de un gen, el
efecto que pueden tener sobre la funciéon del mismo es dificil de determinar. Pue-
den ocasionar una alteracion en la funciéon del ADN (modificacion de la region
promotora de un gen), del ARN (alteracion del proceso de splicing alternativo,
de la estructura secundaria del ARNm o la creacion/destruccion de dianas de
microARNSs) o de las proteinas que codifica dicho gen (alteracion de la secuencia
de la proteina).

Cuando el SNP se encuentra en la region codificante de un gen se distinguen
tres tipos de variaciones:

1) Silenciosa (synonimous mutation): si no origina cambio en la secuencia
de aminoacidos;

2) No sinénima (non-synonimous mutation): si el cambio en el nucleotido
del codon de ARNm origina un cambio en el aminoacido correspondiente;

3) Inserciones/delecciones (frameshift mutation): si se produce un desplaza-
miento en el marco de lectura dando lugar a la sintesis de una proteina defec-
tuosa, generalmente con la aparicién de inserciones o delecciones en la misma.

Una de las principales bases de datos de SNP es dbSNP alojada en el NCBI'?.

Ohttp://www.ncbi.nlm.nih.gov /sites/entrez?db=snp
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Actualmente contiene informacion validada sobre més de 10 millones de SNPs
que han sido identificados en diferentes poblaciones humanas. En ella se puede
consultar mediante una clave de identificacion tnica (denominada dbSNP ID,
mas conocido como rs#) la ficha para cada SNP, donde se encuentra, entre
otras, informacién acerca de su posicién en el genoma, el cambio de nucle6tidos
originado, la naturaleza de dicho cambio y las frecuencias alélicas asociadas a
cada nicleotido.

El modo de indentificar la presencia de variaciones genéticas en una especie
es mediante el analisis de comparaciéon de secuencias entre individuos de la
misma especie. Precisamente el objetivo del proyecto HapMap, iniciado en 2002
en colaboracién con cientificos de Japon, Reino Unido, Canadéa, China, Nigeria
y Estados Unidos de América, ha sido desarrollar un mapa de los SNPs que
hay en el genoma humano'!. Para ello se han secuenciado y comparado los
genomas completos de 270 personas de estos paises. De este modo se han podido
localizar los SNPs y establecer sus frecuencias alélicas para cada una de estas
poblaciones. Con esta informacion, existen varios métodos para determinar el
genotipo de cada SNP, que incluyen PCR-RFLP (polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism), RT-PCR (real time-polymerase chain
reaction), pirosecuenciacion, primer extension analysis, oligonucleotide ligation
assay, Tagman genotyping assay de ABI, Molecular Inversion Probe assay de
Affymetrix y Golden Gate assay de Illumina.

El método de PCR-RFLP se basa en la amplificacion mediante PCR de una
region del genoma que incluya el SNP que se quiere genotipar y el analisis del
patron de bandas obtenido al realizar una electroforesis en gel de la digestion
mediante una enzima de restricciéon del producto obtenido en el paso anterior.
Para ello son imprescindibles 2 requisitos: 1) que el producto de la PCR con-
tenga, al menos, una diana para la enzima de restricciéon que se utilizara antes
de realizar la electroforesis; 2) que la presencia de uno u otro alelo en el ADN

analizado determine un cambio en el patrén de bandas tras la digestion con la

Mhttp://www.hapmap.org
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Figura 16: Esquema del proceso de genotipado mediante PCR-RFLP.

enzima de restriccion (es decir, que, al menos una de las dianas de la enzima se

modifique en funcion de si esta presente un alelo u otro).

CNV

Recientemente se ha descrito en la especie humana la existencia de un gran
ndimero de variaciones submicroscopicas en el ntumero de copias (inserciones, de-
lecciones, duplicaciones y variantes complejas multisitio) de ciertos segmentos
de ADN de Kb a Mb de tamaifio[159]. A este tipo de variaciones se le denomina
variaciones en el nimero de copias (CNV) y se diferencia de la ‘grandes reogani-
zaciones cromosomicas’ por el menor tamano medio de los segmentos afectados.
Las CNV pueden afectar también la expression génica, de modo que constituyen

otro mecanismo importante de variacion fenotipica.

0.2.5.1 Redes de interaccién proteina-proteina
Conceptos basicos: la teoria de Grafos

Los genes y sus productos interaccionan en diferentes niveles [90]. A nivel
genodmico, los factores de trasncripcion pueden activar o inhibir la transcripcion
de genes, lo que origina ARNm. Debido a que estos factores de transcripcion

son en si mismo producto de otros genes, el efecto ultimo es que unos genes
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regulan la expresion de otros como parte de una red de interacciéon reguladora
de la expresion génica en una célula. De forma similar, las proteinas pueden
participar en diversas interacciones postraduccionales que originen modificacio-
nes funcionales de otras proteinas o la formaciéon de complejos multiproteicos
con una nueva funciéon. A la totalidad de estas relaciones se le denomina red
de interaccién proteina-proteina. Un sistema de elementos que interaccionan
o se regulan entre si puede ser representado mediante un objeto matematico

denominado grafo.

En matemaéticas y ciencias de la computacion, la Teoria de Grafos estudia
las propiedades de los grafos. Los elementos del sistema que se quieren estu-
diar quedan representados en un grafo de forma simplificada mediante puntos
(nodos) que quedan conectados por lineas (aristas). Las redes de interacciones
entre proteinas también pueden representarse mediante grafos. En este caso, las
proteinas estara representadas por los nodos y las interacciones fisicas que se pro-
ducen entre ellas por las aristas. El grafo que representa la red de interacciones
proteina-proteina de una célula se denomina interactoma. Tiene una estructura
muy compleja, por lo que se hacen necesarios tratamiento computacionales para
su analisis. Por todo ello es necesario que tengamos en consideracion la Teoria de
Grafos y algunas caracteristicas propias de las redes de interacciéon de proteinas

[126].

Parametros para describir una red: - Los nodos de un grafo se pueden
caracterizar por el nimero de aristas que tienen (o lo que es lo mismo, el niimero
de otros nodos que conectan con éste)[3]. Esta propiedad se denomina grado del
nodo. En las redes dirigidas se pueden distinguir para cada nodo un grado de
salida y otro de entrada, segin sean aristas que apuntan al nodo o que salen de
él. En las redes no dirigidas, el grado k de un nodo n es el nimero de aristas

conectadas al mismo.

- El analisis de la distribucion de los grados de todos los nodos de una red

permite describir la diversidad de grados existentes en una red. La distribucion
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Figura 17: Grafos constituidos por nodos (azul) y aristas en una red dirigida
(aristas de llegada: rojas y de salida: verdes) y en otra no dirigida. Se representa
un cliqué (inferior izquierda) y dos moédulos conectados por un hub (inferior
derecha). En este tltimo grafo se puede apreciar como la mayoria de nodos
tienen un bajo grado de conectividad (periferia) cercanos a los nodos con un
alto grado (constituyendo los modulos).

de grados de los nodos P(3¢) representa la fraccion de nodos que tienen un
grado x y se obtienen contando el nimero de nodos N(x) que tienen k=1,2,3,4,
... ki aristas y dividiéndolo todo por el ntimero de nodos N. Los mapas de
interaccion proteina-proteina siguen una ley definida por la siguiente férmula
P(x)=Ax-y donde A es una constante que asegura que el valor maximo de
P(x) sea 1 y el grado exponencial y est4 normalmente en el rango de 2<y
<3. Cuando se analiza esta funciéon en diferentes redes de interacciéon proteina-
proteina, se observa que las redes estudiadas poseen una gran heterogeneidad de
grados de nodos, no existiendo ningin nodo caracteristico en la red que pueda
utilizarse como representativo del resto de nodos. Debido a la ausencia de un
nodo representativo del conjunto (o tipico de escala) se conoce a este tipo de
redes como libres de escala. De este modo, la representacion de la distribucion
de los grados de una red permite distinguir entre una topologia de red aleatoria
y otra libre de escala!2.

- La cohesion de los nodos vecinos de un nodo n se cuantifica habitualmente

mediante el coeficiente de clustering (i, donde kn es el nimero de vecinos

12 Scale-free networks
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de n y en es el nimero de pares de nodos conectados entre todos los vecinos
de n. Es una razon N/M donde N es el namero de las aristas entre los vecinos
de n y M es el méaximo nimero de aristas que podrian existir entre los vecinos
de n, de tal modo que el valor de Cn siempre estd entre 0 y 1'3[213]. En otras
palabras, el coeficiente de clustering cuantifica lo cercano que estd un conjunto
de nodos vecinos de ser un cliqué . Varias redes, incluidas las de interaccion de
proteinas y de metabolitos muestran en promedio altos coeficientes de clustering,
lo que indica un alto nivel de redundancia y cohesion [211][220]. La distribucion
de coeficientes de clustering promedios proporciona la media de coeficientes de
clustering para todos los nodos n con k vecinos siendo k=2, ... Varias medidas
experimentales indican que se produce un descenso en C(x) que sigue la formula
C(x)=B. x-f donde B es una constante y f3 esta entre 1 y 2. Esto sugiere que
los nodos de bajo grado tienden a tener nodos vecinos muy cohesionados entre

si y viceversa [158][220].

- Dos nodos estan conectados en un grafo si una secuencia de nodos adyacen-
tes los une (una trayectoria). La longitud del camino mas corto entre dos
nodos n y m es L(n,m). La distribucion de las longitudes de los caminos
mas cortos representa la frecuencia de parejas de nodos (n,m) con L(n,m)=k;
para k;=0,1,2,3...1i. Esta propiedad caracteriza a casi todas las redes y esta en
relacién con el concepto de robustez de la Biologia de Sistemas [3]. El diAametro
de la red es el valor maximo de los caminos més cortos entre dos nodos. El ana-
lisis tanto de la distribucion de las longitudes de los caminos méas cortos como
del diametro de la red pueden proporcionar propiedades de “pequeno-mundo”
de la red analizada. En la mayoria de las redes existe una trayectoria relativa-
mente corta entre dos nodos cualesquiera y su longitud guarda relaciéon en orden

logaritmico con el tamano de la red.

-La conectividad de un nodo es el niumero de nodos vecinos. La conecti-

vidad de vecindario de un nodo n se define como la conectividad media de todos

BCn=2en/kn(kn — 1)
1Un cliqué es una region del grafo (o subgrafo) en la que todos los nodos estan conectados
entre si.
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los vecinos de n. La distribuciéon de la conectividad del vecindario proporciona
el promedio de las conectividades de vecindario de todos los nodos n con ki

grados (vecinos), siendo ki =0,1,2,...1

Interpretacion desde la Biologia de Sistemas de las propiedades de

los grafos

Modularidad Del estudio de redes de interaccion de proteinas se ha estable-
cido una vision del funcionamiento celular organizado por modulos [51]. En esta
vision modular, las proteinas se asocian de forma coordinada en distintos niveles
de organizacioén segiin requerimientos funcionales y se ha comprobado que deter-
minan los mecanismos implicados en algunas enfermedades complejas [114][28].
Con los datos experimentales de interaccién de proteinas y la Teoria de Grafos
se han revelado asociaciones entre proteinas que trabajan de forma cooperativa
para realizar una funcion [106, 105, 103, 104]. Esta unidad discreta funcional
separable de otras unidades es lo que se conoce como modulos. Este modulo
puede interaccionar con otros modulos. Se han empleado diversos métodos para
identificar médulos funcionales en base a su localizacion fisica, la funcion de sus
componentes o la topologia de la red. El problema es que la modularidad no
siempre supone subredes claramente delimitadas, sino que suelen producirse so-
lapamientos y cruces entre ellas. En las redes modulares jerarquicas suele existir
una distribucion de grados heterogénea, asi como una relacion inversa entre el

grado y el coeficiente de clustering [71][64].

"Hubs": robustez y fragilidad En las redes libre de escala, como son las re-
des de interaccion proteina-proteina, la mayoria de los nodos son de bajo grado,
pero también existen nodos que tienen un alto grado. Estos ultimos, llamados
"hubs", son fundamentales para conectar los diferentes modulos de una red.
Debido a la heterogeneidad de las redes libres de escala, si eliminasemos al azar
algiin nodo de la red, no supondria una pérdida importante en la conectividad

de dicha red (robustez). Sin embargo, si eliminasemos un "hubs", se produciria
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la rotura de la red en diferentes "clusters"/modulos aislados (fragilidad). De
este modo, la probabilidad de que un gen sea esencial (una alteracion funcional
origina un dafio a la célula) guarda relaciéon con el valor del grado que tiene la
correspondiente proteina en una red de interaccion proteina-proteina [94][166].

Asi pues, la célula es vulnerable a la pérdida de "hubs" [69][63].

Redundancia Cualquier respuesta a una perturbaciéon requiere que la infor-
macion acerca de dicha perturbacion se extienda a través de la red para asegurar
una respuesta rapida. Por lo tanto, la longitud de las trayectoria méas cortas de
una red (su propiedad a pequeiia escala) es una caracteristica muy importante
que asegura una rapida y eficiente reacciéon ante perturbaciones externas. Otra
propiedad global importante en las trayectorias es la redundancia de trayecto-
rias. Esta define como la posibilidad de que existan diferentes trayectorias entre
dos nodos. La redundancia de trayectorias permite el funcionamiento robusto
del sistema [151]. La frecuencia de participacion de nodos en trayectorias que
conectan diferentes componentes se conoce como centralizaciéon. El estudio de
la centralizacion de los nodos puede ser otra forma de identificar "hubs" impor-

tantes.

0.2.5.2 Text mining y Literature mining

El objetivo de la investigacion en Biologia estéd cambiando rapidamente desde
el anélisis de genes y proteinas individuales a los Sistemas Bioldgicos completos
[57]. Para el investigador medio, ponerse a realizar una tarea de "literature mi-
ning" significa la busqueda de una/s palabra/s clave en PubMed. Sin embargo,
los métodos para extraer informacion biomédica de la literatura cientifica han
mejorado considerablemente y las herramientas y estrategias que han aparecido
recientemente en este campo pronto seran ampliamente usadas en muchos labo-
ratorios para anotar y analizar de forma automatica la gran cantidad de datos
que se obtienen en los estudios experimentales a gran escala [92]. Debido al enor-

me cuerpo de material cientifico disponible, literature mining se ha convertido
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también en una forma 1til de generaciéon de nuevas hipotesis y descubrimientos
cientificos [8][217]. Las herramientas existentes para realizar literature mining
se basan en métodos que permiten identificar de forma automética las publi-
caciones relevantes en torno a una serie de términos/expresiones clave (proceso
denominado recuperacion de la informacion). Otros métodos utilizan el listado
de publicaciones seleccionadas para identificar los elementos de interés biologi-
co incluidos en el texto (reconocimiento de las entidades), como pueden ser los
genes y las proteinas. Por ltimo, existen otros métodos que permiten identi-
ficar la naturaleza y el sentido de las relaciones que vinculan dichas entidades

(extraccion de la informacion).

Recuperacion de la informacion: encontrando los textos cientificos
PubMed!® es una herramienta ampliamente usada desde hace afios para la re-
cuperaciéon automatizada de informacién. Se trata de un sistema ad hoc que
selecciona publicaciones a partir de segmentos de texto (articulos completos,
abstracts, parrafos o frases) que contienen informacion relacionada con un te-
ma determinado. Para ello utiliza una metodologia basada en un modelo boo-
leano o un modelo vectorial. El modelo booleano permite al usuario recuperar
documentos que contienen ciertas combinaciones de términos relacionados con
operaciones logicas. El modelo vectorial representa cada documento como un
vector de términos con diferentes pesos basados en la frecuencia de apariciéon en
el texto. Estos vectores-documentos pueden ser comparados con el vector con-
sultado en base a la importancia relativa de cada término. Este modelo es el que
utiliza el sistema de busqueda de articulos ‘relacionados’ de Pubmed [160][91].
La salida de una busqueda con estas herramientas es un listado de documentos
que el usuario puede consultar para realizar una revisién y anélisis manual de
la informacion en ellos contenida [189]. Algunas herramientas de recuperacion

de la informacion méas avanzadas como MedMiner!® [195] y Textpresso 17[140]

Shttp:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov /sites/entrez/
16http: //discover.nci.nih.gov/textmining /main.jsp
Thttp: / /www.textpresso.org/
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también utilizan métodos de reconocimiento de entidades para clasificar los do-

cumentos extraidos segin las diferentes entidades que contienen [84].

Recuperacion de la informacion

E-BioSci
EBIMed!®
Google Scholar!?
GoPubMed?°
PubFinder?!
MedMiner
PubFinder
PubMed
Textpresso

XplorMed??

Reconocimiento de las entidades: identificando las moléculas El ob-
jetivo de los métodos para el reconocimiento de entidades es identificar aquellos
términos o expresiones que hacen referencia a genes o proteinas en los textos
cientificos. Esta tarea habitualmente esta dividida en dos. En primer lugar, es
necesario reconocer las palabras que hacen referencia a entidades y, en segundo
lugar, se procede a identificar de forma tinica como genes o proteinas las enti-
dades en cuestion. Aunque puede parecer una labor sencilla, probablemente el
proceso de reconocimiento de entidades sea lo mas complicado en text mining.
Constituye un requisito previo tanto para la extracciéon de informaciéon como
para los métodos avanzados de recuperacion de informacion. Para ello pueden
utilizarse colecciones de genes y proteinas etiquetadas a partir de la literatura
(literature corpora) o diccionarios de términos (alias y claves) para la identi-
ficacion de genes y proteinas. Los principales problemas son la tasa de falsos
positivos (casi siempre por confusién con otros términos lingiifsticos en inglés
o con términos que hacen referencia a procedimientos metodologico y técnicas)

[38][117][56], asi como por la ambigiiedad de los distintos términos que hacen
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referencia a una misma entidad [131][72]. Aunque el proceso de reconocimiento
de entidades generalmente forma parte de las herramientas de recuperacion y
de extraccién de la informacién, también existen herramientas como iHOP??
(Information Hyperlinked over proteins) [84][85], una herramienta web que per-
mite al usuario buscar oraciones de abstracts de Medline en base a entidades

proteicas.

Extraccion de la informacion: estableciendo la relaciones Los méto-
dos de extraccion de informacion tienen como finalidad identificar las relaciones
existentes entre las entidades de un texto cientifico. Para ello se utilizan dos
estrategias diferentes: la concurrencia y el analisis del lenguaje natural (natural-
language processing). La concurrencia es la forma méas sencilla de identificar
entidades que concurren en diferentes textos cientificos [49][2]. La premisa es
que si dos entidades concurren de forma repetida en diferentes textos cientificos,
es probable que dichas entidades estén relacionadas [50, 156, 43|. Sin embargo,
esta estrategia no permite conocer la naturaleza ni la direccién de dicha rela-
cion. Se trata de un método muy sensible, pero menos preciso que el analisis
del lenguaje natural [182, 93, 204]. El analisis del lenguaje natural combina el
analisis sintactico y seméntico para establecer la naturaleza y direccion de las
relaciones entre entidades. El texto cientifico es sometido primero a la fragmen-
tacion en unidades gramaticales (tokenizacion) para posteriormente identificar
los diferentes componentes de las frases y realizar su etiquetado (nombre, verbo,
adjetivo, adverbio, etc). De este modo, para cada frase se construye un arbol
que represente la relaciéon de todos sus elementos sintacticos. Mediante el uso
de literature corpora y de diccionarios, se asignan a cada entidad del &rbol sin-
tactico las etiquetas seménticas adecuadas. Finalmente, a través un sistema de
reglas se extrae informacion acerca de la naturaleza y la direccién de las rela-
ciones existentes entre las entidades del arbol sintactico [142, 43, 49]. Diferentes

aplicaciones informaticas (denominadas parsers) permiten el analisis sintactico

23http://www.ihop-net.org/UniPub/iHOP/
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e interpretacién semantica a partir de literature corpora como GENIA2* [101]

o PennBiolE?® [56, 167].

Reconocimiento de las entidades

iProLINK?¢
JournalMine?”

PreBIND?®

PubGene?

Este proceso de text mining permite crear hipotesis cientificas y descubrir
nuevas relaciones a partir de textos cientificos usando estrategias basadas en
literature mining [50, 46, 58, 200]. Podria parecer imposible, a simple vista,
para una computadora realizar nuevos descubrimientos solamente en base a la
informacion existente en la literatura cientifica, ya que los métodos de extraccion
de informacion so6lo pueden extraer hallazgos ya publicados. El truco esta en
usar hallazgos de diferentes publicaciones (A lleva a B y B lleva a C) para
inferir nuevas relaciones indirectas (A lleva a C) [190, 22]. Como la literatura es
tan extensa, el investigador solo puede leer una pequena fraccion, casi siempre
relacionada con un area o unas pocas areas cientificas de su interés. De este
modo es muy dificil que el investigador pueda identificar por si solo este tipo de
relaciones indirectas, especialmente si corresponden a dos areas muy diferentes
o si el niimero de articulos publicados sobre dicho tema sobrepasa la capacidad

para su anélisis [164, 73, 216].

0.2.5.3 Prediccion de los efectos deletéreos de una sustitucion nucleo-

tidica sobre la proteina

La mayoria de las variantes genéticas se consideran neutrales aunque susti-
tuciones de una sola base en la regién génica o en su zona promotora pueden
afectar la funcién o la expresion de su producto, la proteina. Una variaciéon no

sinénima o sin sentido es un cambio de una sola base en una regiéon codificante

24http:/ /www-tsujii.is.s.u-tokyo.ac.jp/GENIA /home /wiki.cgi
25http://bioie.ldc.upenn.edu/publications/latest _release/
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que causa un cambio en un aminoécido en la proteina correspondiente. Si una
variaciéon no sinénima altera la funciéon de una proteina, dicho cambio puede
tener una consecuencia drastica en el fenotipo.

La mayoria de las variaciones génicas son deletereas y son habitualmente
eliminadas por la seleccién natural. Sin embargo, la mutaciones neutrales pue-
den permanecer en la poblacion y hacerse fijas y, de este modo, contribuir la
diferenciacion de las especies. La importancia de las sustituciones no sinénimas
en humanos se ilustra en dos bases de datos que contienen variaciones géni-
cas causantes de enfermedades como son Online Mendelian Inheritance in Man
(OMIM)3°[70] y Human Gene Mutation Database (HGMD)3! [181]. En ambas
bases de datos, los cambios no sinénimos suponen aproximadamente la mitad de
todos los cambios génicos que se conocen como causa de enfermedad. Se estima
que la poblacion humana tiene 67.000-200.000 SNP no sinénimos (nsSNP) en
comun y que cada persona sea heterozigota para 24.000-40.000 de ellos. Con-
sumiria mucho tiempo, esfuerzo y recursos caracterizar experimentalmente el
impacto de cada nsSNP en la funcién de la proteinas correspondientes. Basado
en que el cambio en un aminoéacido puede tener un gran impacto en la salud,
cualquier método que predijese si la sustituciéon de un aminoécido puede afectar
la funcién de una proteina podria ser de utilidad para los investigadores que
podrian asi priorizar sobre qué nsSNP realizar estudios experimentales comple-
mentarios.

Se ha observado que las mutaciones que originan enfermedad es mas pro-
bable que se sitien en regiones altamente conservadas desde el punto de vista
evolutivo, lo que apoya que el método de predicciéon deberia estar basado en la
homologia de secuencias [134, 185, 135]. También se ha observado que los ami-
noacidos que originan enfermedad tienen caracteristicas estructurales comunes
que los distinguen de aquellos que aparecen en la sustituciones neutras, lo que
sugiere que los aspectos estructurales deben tenerse en cuenta también [209].

Desde que se establecieron estas premisas, se han desarrollado una serie de apli-

30http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites /entrez?db=omim
31http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
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Aplicacion Interfaz ‘Caracteristicas Algoritmo
Entrada: Secuencia de proteinas y AAS o Val d itivo: 60%
alineamiente de secueneias de proteinas y alor predictive positiva: Utiliza homelegia de seeuencias para ealeular
SIFT AAS o identificador dbSNP (rs#) o FP:20% la puntuacién en base a matrices de
identificador de proteina. FMN:31% puntuacion especificas ¢ posicion con Dirichlet
Salida: Puntuacion en range de 0 (dafio) a dBSNP: 25% deletiress priors
| (neutral).
Entrada: Secuencia de proteinas y AAS o . oL
identificador dbSNP {5#) o Idenificador de | Y07 Predictive positivo: B0%
PalyPhen proteina o identificador HGVbBASE FP:9% Utiliza homelegia de seeuencias, andlisis
oy Salida: Puntuacion en range de 0 (neutral) | FN:31% estructural y la anotacion de SWISS-FROT
a cualguier cifra mayor de O (cuanto mayor, dbSNP: 32% deletéreos
mas probable efecto deletereo)
Puntuacién basede en secuencia:
Entrada: Identficador dbSNP (rs#) o Valar predictive positivo: 71%
identificador de proteina o fiterature mining o [ FP: 10%
Gene Ontology FN:20% El método basado en Maguinas Vectoriales
SNPs3D Salida: Se muestra la puntuacion del Puntuacitn basada en estructura: {SVM) utiliza 5 pardmetros para la prediceidn

analisis de homologia de secuencias y la
puntuacién estructural de forma separada,
siendo potencialmente deletéreas
puntuaciones < 0.

Valor predictive pesitive: 14%
FP:20%

FN:31%

dbSNP: 25% deletérens

por homologia de secuencias y |3 parametros
para la prediccion por andlisis estructural

PANTHER PSEC

Entrada: Secuencia de proteinas y AAS
Salida: Puntuacion en rango negative
(deletéreo), 0 (neutral) o positivo (aumento
de funcion).

Malor predictivo positivo: 40%
FP:NA

FM: 60%

dbSNP: 3% deletéress

Utiliza homologia de secuencias caleulando las
puntuaciones en base a familias de modelos
ocultos de Markov (HMM) de PANTHER

FP:17%

Entrada: Identificador de proteina o

. . h FN:21% El método basado en una o dos redes
PMUT secuencia de proteinas o alineamiento -
. . . . neuronales utiliza parimetros de andlisis de

multiple de secuencias de proteinas. Cuando se incluyen informacion estructural: secuencias y estructural procedentes de bases

Salida: Puntuacion en rango de 0 (neutral) | gp. g% LERCIAS ¥ estructural pi

al {efecto deleterec) de datos internas.

FMN: 2%

Entrada: Identificador de proteina o

secuencia de proteinas FP:NA Utiliza alineamientos basados en Pfam y
TopoSNP Salida: Se muestra de forma independiente [ FN:12% localiza la mutacién en |a superficie o en un

el resultado del andlisis de conservacion de
secuencia y la localizacion estructural,

db5SNP: 68% deletéreos

pocket de la estructura de la proteina.

Figura 18: Aplicaciones y servicios web para la prediccion de alteracion de la
funcion proteica de polimorfismos genéticos.

caciones y servicios web basados en diversos métodos de prediccién que realizan

el analisis de secuencias y/o estructuras.

Dichos métodos utilizan informacion de la secuencia y/o estructural. La pre-

diccidn es posible porque las mutaciones que afectan a la funcién de las proteinas
tienden a ocurrir en lugares evolutivamente conservados y ocultos en la estruc-
tura de la proteina. Estas observaciones proceden de diferentes estudios previos
que analizaron los aminoacidos causantes de enfermedades genéticas en indivi-
duos determinados. Estos estudios asumian que estas sustituciones afectaban
la funcién de la proteina y de ese modo se producia la enfermedad. También
asumian que la mayoria de los nsSNPs en el ser humano o las sustituciones
observadas entre el ser humano y especies estrechamente relacionadas son fun-
cionalmente neutrales.

Cuando Wang et al. [212] modelaron mutaciones causantes de enfermedad

en el interior de las correspondientes proteinas silvestres, encontraron que en el
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83 % de casos se producia una alteraciéon de la estabilidad proteica. Al aplicar el
criterio de estabilidad y otros diferentes criterios estructurales, fueron capaces de
detectar el 90 % de las mutaciones causantes de enfermedad. En contraste, soélo el
30 % de los nsSNP neutrales fueron detectados con el mismo conjunto de reglas,
lo que sugiri6 que éstas podrian ser utilizadas para distinguir entre mutaciones
causantes de enfermedad y variaciones genéticas de caraceter neutro. Mediante
el uso de criterios de secuencia y estructurales, Sunyaev et al. [188]pudieron
detectar el 70 % de las mutaciones causantes de enfermedad y solo el 17 % de la

sustituciones neutrales.

Basados en estas observaciones, se han desarrollado diferentes métodos de
prediccion que utilizan informacién de la secuencia aminoacidica, informacion
estructural y/o de la anotacién en las bases de datos para dichas proteinas.
Los algoritmos pueden ser Vector Suport Machine, Redes Neuronales o Hidden
Markov Models (HMM). Los métodos que aceptan una secuencia de aminoécidos
realizan una busqueda de secuencia homoélogas en una base de datos. Posterior-
mente se efectiia un alineamieno multiple con la secuencia problema y todas
las secuencias homologas encontradas, mostrando las posiciones més conserva-
das evolutivamente, infiriendo que dichas posiciones son importantes para la
funcién de la proteina. Entonces, se genera una matriz de sustituciones que
permite puntuar la sustituciéon de cada aminoédcido en cada posicién, lo que se
traduce en probabilidad de que dicha sustitucion suponga una alteraciéon funcio-
nal en la proteina. Si el aminoacido problema no esté presente en las secuencia
homoélogas la prediccion se establece en base al grado de tolerancia fisicoquimi-
ca segun las propiedades presentes en el resto de aminoacidos presentes en el
alineamiento. Por ejemplo, si un alineamiento muestra tirosinas y triptoéfanos
en una region determinada en la proteina, se esperaria que la sustitucién de
cualquiera de ellos por otro aminoacido también aromético como la fenilalanina
seria, bien tolerada. La probabilidad de observar un aminoacido particular en
una posicion puede estimarse desde un modelo apropiado de conservacién pro-

teica y las sustituciones que son poco probables de ser observadas en un lugar
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determinado se espera que reduzcan la estabilidad proteica o su funciéon. Los
métodos de prediccidon basados en el analisis de la estructura proteica toman
como entrada la secuencia aminoacidica y encuentran el mejor resultado frente
a una base de datos estructural. Entonces, se examina el efecto de la sustitucion
del aminoécido sobre pardmetros como accesibilidad del solvente, densidad de
carbonos beta, el factor cristalografico B y la diferencia de energia libre de la
estructura nueva y la antigua. Basado en dicho analisis, estos métodos permiten
establecer unas reglas para llegar a la prediccion.

Por ultimo, cualquiera de los métodos anteriores pueden incorporar anota-
ciones para mejorar la prediccion. Las fichas de cada proteina que hay recogidas
en la base de datos Swiss-Prot contienen informacién sobre la posicion de los
aminoacidos que forman parte del centro activo de las proteinas, los que estan
implicados en la unién al ligando, los que forman puentes disulfuro o los rela-
cionados directamente con otros tipos de interacciones proteina-proteina. Por
ejemplo si un aminoacido forma parte del sitio de unién a un ligando, esta in-
formacion puede incorporarse al valor de puntuaciéon resultante del analisis de

la secuencia y estructura.
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0.3. Hipébtesis

Se ha comprobado que polimorfismos en los genes que codifican la P-glicoproteina
y las isoenzimas del CYP3A guardan relacion con la farmacocinética de CsA ya
que se asocian a variaciones de sus concentraciones sanguineas basales y de sus
parametros cinéticos. Podria ser que el analisis de la presencia de dichos SN-
Ps en estos genes permitiese relacionar esta variabilidad en el comportamiento
farmacocinético y el riesgo de rechazo a largo plazo. Hasta la fecha se han pu-
blicado resultados de numerosos estudios farmacogenéticos relacionados con la
farmacocinética (MDR1, CYP3A4, CYP3A5) de los inhibidores de la calcineuri-
na, sin embargo no existe ningin trabajo publicado que analice la influencia de
SNP de genes cuyas proteinas pueden estar implicadas en la farmacodinamia de
dichos farmacos. La Biologia Computacional aborda el tratamiento y el anélisis
de grandes cantidades de datos biologicos mediante el uso de procedimientos,
métodos y sistemas basados en las tecnologias de la informatica. Dado que no
existen ain evidencias experimentales, podrian utilizarse métodos basados en
aplicaciones de Biologia Computacional para intentar seleccionar una serie de
SNPs de genes que codifican proteinas relacionadas con las rutas metabdlicas
implicadas en los mecanismos de accién de la CsA y que pudieran predecir una

posible afectacién funcional/estructural.
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0.4. Objetivos

1.-Objetivo principal: Determinar el papel de los polimorfismos de nucle6-
tido tinico MDR1 3435G>A, CYP3A4 -290A>G (CYP3A4*1B/*1) y CYP3A5
6986A>G (CYP3A5*1/*3) en la variabilidad interindividual en el comporta-
miento farmacocinético y en la tasa de rechazo agudo durante el primer ano, en
pacientes adultos sometidos a un primer trasplante cardiaco.

2.-Objetivos secundarios:

2.1.- Analizar si existen diferencias en los parametros clinicos, farmacociné-
ticos y farmacogenéticos en funciéon de la existencia o no de rechazo agudo tras
un mes, tres meses y un ano del trasplante.

2.2.- Realizar un analisis de los factores que condicionan el tiempo libre de
rechazo y elaborar un modelo estadistico que, teniendo en cuenta los factores
clinicos, farmacocinéticos y farmacogenéticos analizados, permita predecir las
posibilidades de rechazo tras un mes, tres meses y un ano del trasplante.

2.3.-Aplicar una estrategia de Biologia Computacional para seleccionar SNPs
en genes que codifican proteinas relacionadas con las rutas implicadas en la
farmacodinamia de CsA analizando depués la influencia que tiene cada SNP

sobre la apariciéon de rechazo agudo precoz en nuestra poblacion.
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0.5. Diseno y metodologia

0.5.1. Caracteristicas de los pacientes y protocolo de trans-

plante

Estudio clinico de tipo descriptivo retrospectivo. Como candidatos para en-
trar en el estudio se consideraron todos los pacientes en el programa de tras-
plante cardiaco del Hospital Unversitario Reina Sofia de Cérdoba desde enero
de 2000 a mayo de 2007 con los siguientes criterios:

1.Criterios de inclusion:

(a) Pacientes sometidos a un primer trasplante ortotopico de corazon.

(b) Adultos (mayores de 16 afios).

(¢) CsA como tratamiento inmunosupresor.

(d) Pacientes sin complicaciones mayores durante o después del procedimien-
to quirtargico3?.

2.-Criterios de exclusion:

(a) Fallo multiorgénico.

(b) Trasplante multiorganico.

(c) Retirada de la medicacién inmunosupresora.

(d) Pacientes que murieron dentro de los 7 dias postrasplante.

Se registraron los siguientes datos sociodemograficos, antropométricos, cli-
nicos y biologicos de la historia clinica de cada paciente, con especial atenciéon
a los eventos clinicos y a la medicacién concomitante®® que recibieron durante

la primera semana tras la cirugia.

1. Datos sociodemogréaficos del receptor:

328e consideraron complicaciones menores que no se consideraron criterio de exclusion,
aunque si de obligado registro:

i. Bajo gasto cardiaco.

ii. Hemorragia y/o transfusion.

iii. Reintervencion.

iv. Ventilacién mecanica prolongada.

v. Medicacion por sonda nasogastrica.

vi. Medicacion por via endovenosa.

33Especialmente medicamentos que pueden interaccionar con los inhibidores de la calcioneu-
rina como bloqueantes de los canales de calcio (diltiazem, nicardipino, verapamilo), antiepi-
lépticos (fenitoina y carbamazepina), antimicoticos (fluconazol y ketoconazol) o antibi6ticos
macrolidos (eritromicina y claritromicina) y quinolonas (ciprofloxacino).
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a) Fecha de nacimiento

(b) Género

(c) Raza o etnia

2. Datos antropométricos del receptor:

(a) Peso (kg)

(b) Talla (cm)

3. Antecedentes medicoquirtrgicos del receptor:
(a) Antecedentes medico-quirtrgicos 34.
(b) Factores de riesgo cardiovascular®>.

(c) Habito tabaquico3S.

4. Enfermedad cardiovascular del receptor:
a) Enfermedad que motivo el trasplante.

(

(b) Grado de disnea segtin la NYHAS37.

(¢) Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) ( %).
(

d) Antecedentes de cirugia cardiovascular previa, enfermedad vascular pe-

riférica, asistencia circulatoria con balén de contrapulsacion aértica o portador

de desfibrilador automatico implantable (DAI)

e) Presencia de disfuncién renal®®.

(f) Presencia de anticuerpos anticitotoxicos.

(g) Tratamiento previo al trasplante con farmacos ionotropos.
5. Datos del donante:

(a) Edad.

(b) Género.

(c) Peso (Kg).

(d) Grupo sanguineo del sistema ABO.
(e) Talla (cm).

34Infeccién o neoplasia

35Especialmente antecedentes de hiperuricemia, hipertension arterial, hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia o diabetes mellitus

36No fumador o exfumador de >10 afios; b) Exfumador de 1-10 afos; c) Fumador en el
altimo ano

37Grado T (sin disnea), IT (disnea con grandes esfuerzos), ITI (disnea con moderados-leves
esfuerzos) 6 IV (disnea de reposo)

38Creatinina plasméatica mayor a 2 mg/dl
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(f) Causa de muerte.

(g) Uso de aminas (dopamina, adrenalina, noradrenalina) en la Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI).

(h) Dias en UCI.

6. Datos del trasplante:

(a) Fecha del trasplante.

(b) Codigo del trasplante (electivo o urgente).

(c) Tiempo de isquemia fria (minutos).

(d) Tiempo de circulacion extracorpérea (CEC) (minutos).

(e) Complicaciones intraoperatorias.

7. Datos postrasplante:

(a) Administracion o no de tratamiento de induccion (ATG, BAS).

(b) Esquema terapéutico con inmunosupresores (MMF, AZA, SIR, EVE, y
corticoides)3?.

(c) Registro de medicacion concomitante no inmunosupresora en la primera
semana postrasplante 4°.

(d) Diagnéstico de infecciones oportunistas.

(e) Valor maximo de creatinina durante el primer mes.

(f) Registro de complicaciones (neurologicas, digestivas, dseas y renales).

(g) Diagnostico de novo de hiperuricemia, hipertension arterial, hipercoles-

terolemia, hipertrigliceridemia o diabetes mellitus tras el trasplante.

0.5.2. Tratamiento inmunosupresor

Todos los pacientes recibieron tratamiento con CsA junto a corticoides, MMF
0 AZA y EVE o SRL, asociado o no a tratamiento inductor con BAS o ATGAM.
La CsA se comenzé en las primeras 24h siguientes al trasplante a dosis de

4mg/kg/d (dividida en dos dosis). Después, la dosis fue ajustada para alcanzar

398e recogieron las dosis y concentracion (en los farmacos susceptibles de monitorizacion)
de estos farmacos en la primara semana
40Especialmente la que suponia riesgo mayor de interaccionar con CsA



84 0.5 Diseno y metodologia

un rango terapéutico recomendado para la CO de 200-400 ng/ml el mes 1, 200-
300 ng/ml los meses 2 y 3, 150-250 ng/ml desde el mes 4 al 6, y 100-200 ng/ml
desde el mes 6 al 12.

La pauta de corticoides fue de 500-1000 mg de metilprednisolona IV intraope-
ratorios, seguidos de 125 mg IV x 3 dosis en las primeras 24 h postoperatorias.
Posteriormente se continué con deflazacort P.O. a dosis de 0,2-0,3 mg/kg/d el
primer mes, de 0,15-0,2 mg/kg/d hasta el tercer mes, de 0,1-0,2 mg/kg/d hasta
el sexto mes y de 0,05 mg/kg/d hasta el fin del primer afio postrasplante. La
azatioprina (AZA) se inicié con una dosis de 1,5 mg/keg/d, que posteriormente
fue ajustada en funcién de la existencia de toxicidad medular, que era evaluada
mediante realizacion de anélisis periddico del hemograma. Cuando se adminis-
tr6 MMF, se inici6 con una dosis de 1g dos veces al dia cada 12 horas, siendo
ajustada mediante monitorizaciéon periddica para mantener una concentraciéon
minima en sangre de acido micofenolico (MPA) entre 2,5-4,5 ug/mL. Los pa-
cientes en tratamiento con EVE recibieron, tan pronto como fue posible tras el
trasplante, una dosis inicial de 0,75 mg, dos veces al dia. Después, la dosis fue
ajustada mediante monitorizaciéon periddica para alcanzar un rango terapéutico
recomendado de 3-8 ng/mL. En el caso de SIR la dosis de induccion fue de 6 mg,
seguida de 2 mg una vez al dia. La dosis se individualiz6 para obtener niveles

valle en sangre total de 4 a 12 ng/mL.

La dosis total estandar de basiliximab fue de 40 mg, administrada via IV en
dos dosis de 20 mg, la primera durante las dos horas previas al trasplante y la
segunda 4 dias después. A los pacientes en los que se uso ATG, se administré a

unas dosis de 10-15 mg/kg/d IV cada 8h durante 3-14dias.

El tratamiento habitual del rechazo agudo significativo consitié en 4 dosis
diarias de 250mg de metilprednisolona via IV durante 3 dias. Cuando se pro-
dujeron méas de 3 episodios de rechazo significativo se anadia al continuaba este
tratamiento con 1 mg/kg de prednidona oral, que luego lentamente se dismi-
nuirfa hasta dejar una dosis de mantenimiento de 0’05 mg/Kg/d. En pacientes

con inestabilidad hemodinédmica o episodios de rechazo agudo refractarios a los
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glucocorticoides, se inicié tratamiento de rescate con globulina antitimocito o

inmunoglobulinas mono/policlonales.

0.5.3. Seguimiento clinico y farmacoterapéutico

Después del alta hospitalaria, los pacientes se revisaron en la consultas ex-
ternas del Servicio de Cardiologia del Hospital Universitario Reina Soffa. Las
visitas se programaron mensualmente durante los primeros 6 meses y cada 3
meses hasta el final del primer ano. En las mismas se evaluaron los signos y
sintomas del paciente, realizando una exploracién fisica general y valorando los
resultados del analisis del hemograma, de la funciéon hepética, de la funcion re-
nal, de los niveles en sangre de farmacos inmunosupresores y de las exploraciones
ecocardiograficas. Con dichos datos se valoraba la modificacion del tratamiento
0, en el caso de que existiera sospecha clinica de rechazo agudo, la indicaciéon de

una nueva BEM que se sumaba a las establecidas por protocolo.

0.5.4. Genotipado de los polimorfismos genéticos de nu-

cle6tido tnico
0.5.4.1. Aislamiento de ADN

El ADN se extrajo a partir de 10 mL de sangre recogida en tubos de ED-
TA (1mg/dL) como anticoagulante. Posteriormente se centrifugaron (2500 rpm,
20°C, 15 min) en una centrifuga Beckmam modelo J-6 (Beckmam™ Coulter
Espafia S.A, Espaiia) para separar la capa de leucocitos. Todo el proceso se reali-
76 en condiciones de esterilidad para evitar la contaminaciéon. La extraccién de
DNA genomico se hizo a través del kit Purificacion DNA genémico (Domini-
on MBL™ Cérdoba, Espafa). El protocolo incluye los siguientes pasos: lisis,
precipitacién de proteinas, precipitacion alcoholica del DNA, lavado e hidrata-
cién. Se obtuvo un rendimiento de 3-6 pg de DNA /200uL de sangre total con
una pureza aproximada de 1,8 en la relaciéon de absorbancia UV 260nm /280nm.

La cuantificacién se realiz6 mediante espectrofotometria UV /V con NanoDrop
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1000 (Termo™ Scientific, Boston, EEUU). Ademés se realizd una electroforesis

en un gel de agarosa al 0,7 % para verificar la calidad del DNA.

0.5.4.2. Genotipado de MDR1 (ABCB1) 3435G>A

La determinacion del genotipo del SNP 3435G>A (rs1045642) de MDR1
(ABCB1) se realizo mediante RFLP utilizando para la PCR 300 ng de ADN ge-
noémico, 0,2 uL de Taq polimerasa 5 U/pL (Dominion MBL, Cérdoba, Espafia),
2 uL de PCR Buffer 10x sin Mg?" (Dominion MBL, Cérdoba, Espafa), 1,6 nL
de MgCl; 25 mM (Dominion MBL, Cérdoba, Espafa), 1,6 L. de ANTPs 2 mM
(Dominion MBL, Cérdoba, Espafia) y 1 pL (15 pmol/uL) de cada cebador (Fw:
5-TGT TTT CAG CTG CTT GAT GGC AAA-3’ y Rev: 5'- GGT AAC AAC
TAA CCC AAA CAG GA-3’) (Isogen Life Bioscience B.V, Maarssen, Holanda),
todo ello en un volumen final de 20 pL. de H,O. La PCR se realiz6 con el ter-
mociclador FTGENE2D (Techne Duxford, Cambridge, UK), de modo que, con
cada muestra, el ADN fue desnaturalizado a 94°C durante 5 min, seguido de
40 ciclos consistentes cada uno de una primera fase de desnaturalizacion (94°C,
35 s), otra de alineamiento (56°C, 35 s) y finalmente una de elongacion (72°C,
40 s), con una extensioén final de 7 min a 72°C. A continuacién, 10 uL del pro-
ducto obtenido de la PCR fueron sometidos a digestion con 10 U de la enzima
de restriccion Mbo I y 2 pL 10x Buffer R (Fermentas, Madison, WI, EEUU)
en un volumen final de 30 uL durante 16h a 37°C. Los productos obtenidos
fueron separados mediante electroforesis no desnaturalizante de agarosa al 2 %.
Se visualizaron en el transiluminador ultravioleta Gel Printer Plus (Tecnologia
para Diagnostico e Investigacion S.A, Madrid, Espana). Las bandas observadas
correspondian a los genotipos TT (390pb), CT (390pb+230pb+160pb) y CC
(230pb+160pb).

0.5.4.3. Genotipado de CYP3A4 -290A>G

La determinacion del genotipo del SNP -290A>G (rs11539969) de la region
promotora de CYP3A4 se realizé6 mediante RFLP utilizando para la PCR 300
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ng de ADN genomico, 0,2 uL de Tag polimerasa 5 U/puL (Dominion MBL,
Coérdoba, Espaiia), 2 pL. de PCR Buffer 10X sin Mg? ™ (Dominion MBL, Cérdoba,
Espafia), 1,6 pL. de MgCly 25 mM (Dominion MBL, Cérdoba, Espana), 1,6 nL
de dNTPs 2 mM (Dominion MBL, Cordoba, Espana) y 1 pL (15 pmol/nL)
de cada cebador (Fw: 5'- GGA ATG AGG ACA GCC ATA GAG ACA AGG
GGA -3 y Rev: 5- CCT TTC AGC TCT GTG TTG CTC TTT GCT G-
3’) (Isogen Life Bioscience B.V., Maarssen, Holanda), todo ello en un volumen
final de 20 puL. de H,O. La PCR se realizé con el termociclador FTGENE2D
(Techne Duxford, Cambridge, UK), de modo que, con cada muestra, el ADN
fue desnaturalizado a 94°C durante 5 min, seguido de 40 ciclos consistentes cada
uno de una primera fase de desnaturalizacion (94°C, 35 s), otra de alineamiento
(59°C, 35 s) y finalmente una de elongacion (72°C, 40 s), con una extension final
de 7 min a 72°C. A continuacion, 10 uL del producto obtenido de la PCR fueron
sometidos a digestion con 5U de la enzima de restriccion Mbo II y 2 uL 10x Buffer
B (Fermentas, Madison, WI, EEUU) en un volumen final de 30 pL, durante
16h a 37°C. Los productos obtenidos fueron separados mediante electroforesis
no desnaturalizante de agarosa al 4 %. Se visualizaron en el transiluminador
ultravioleta Gel Printer Plus (Tecnologia para Diagnostico e Investigacion S.A.,
Madrid, Espafia). Las bandas observadas correspondian a los genotipos GG
(210pb + 175pb), GA (210pb +175 pb 4169 pb + 41pb) y AA (175pb + 169pb
+ 41pb).

0.5.4.4. Genotipado de CYP3A5 6986A>G

La determinacion del genotipo del SNP 6986A>G (rs776746) en el intrén 3
de CYP3ADS se realiz6 mediante RFLP utilizando para la PCR 300ng de ADN
genomico, 0,2 pL de Taq polimerasa 5 U/pL (Dominion MBL, Cordoba, Espa-
fia), 2 pL. de PCR Buffer 10X sin Mg?* (Dominion MBL, Cérdoba, Espaiia),
1,6 uL de MgCl; 25 mM (Dominion MBL, Cérdoba, Espana), 1,6 uL. de dNTPs
2 mM (Dominion MBL, Cérdoba, Espana), 2uL. de Buffer Mbl-Y Enhacer 10X
(Dominion MBL, Cérdoba, Espana) y 1 pL (15 pmol/ pL) de cada cebador (Fw:
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5- CAA TTT TTC ACT GAC CTC ATA TTC T -3’ y Rev: 5- TGC GTT
CCG AAG TAT ACT ACT ACC CAT TAC ACC AGG TTT GTC CCT TCT
TTA T-3’) (Isogen Life Bioscience B.V., Maarssen, Holanda), todo ello en un
volumen final de 20 ulL de HyO. En el diseno de los cebadores se realizaron
una serie de modificaciones en la secuencia de modo que en Fw se cambi6é un
nucledtido para eliminar el sitio de reconocimiento natural de Ssp I y en Rev se
generaba un sitio de corte para dicha enzima si R=A. La PCR se realiz6 con el
termociclador FTGENE2D (Techne Duxford, Cambridge, UK), de modo que,
con cada muestra, el ADN fue desnaturalizado a 94°C durante 5 min, seguido de
40 ciclos consistentes cada uno de una primera fase de desnaturalizacion (94°C,
35 s), otra de alineamiento (52°C, 35 s) y finalmente una de elongacion (72°C,
40 s), seguida de la extension final de 7 min a 72°C. A continuacién, 10 pL del
producto obtenido de la PCR fueron sometidos a digestion con 10 U de la enzi-
ma de restriccion Sspl y 2 uL 10X Buffer G (Fermentas, Madison, WI, EEUU)
en un volumen final de 30 pL, durante 16h a 37°C. Los productos obtenidos
fueron separados mediante electroforesis no desnaturalizante de agarosa al 2 %.
Se visualizaron en el transiluminador ultravioleta Gel Printer Plus (Tecnologia
para Diagnostico e Investigacion S.A., Madrid, Espana). Las bandas observadas
correspondian a los genotipos AA (167pb -+ 50pb), AG (217pb + 167pb + 50pb)
y GG (217 pb).

0.5.4.5. Genotipado de PPIA 4C>A

La determinacion del genotipo del SNP 4C>A (rs11539969) de PPIA, se
realizo6 mediante RFLP utilizando para la PCR 300ng de ADN genomico, 0,2
nL de Taq polimerasa 5 U/. pL. (Dominion MBL, Cordoba, Espana), 2 uL de
PCR Buffer 10X sin Mg?" (Dominion MBL, Cérdoba, Espaiia), 1,6 pL. de MgCl,
25 mM (Dominion MBL, Cérdoba, Espana), 1,6 pL. de ANTPs 2 mM (Dominion
MBL, Cordoba, Espana) y 1 pL (15 pmol/pL) de cada cebador (Fw: 5-AAG
TCG CAG ACC CGA TTG-3’ y Rev: 5-ACT TTC TGG GCC CCA TTC-3)

(Isogen Life Bioscience B.V., Maarssen, Holanda), todo ello en un volumen final
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de 20 pL de H30. La PCR se realizo con el termociclador FTGENE2D (Te-
chne Duxford, Cambridge, UK), de modo que, con cada muestra, el ADN fue
desnaturalizado a 94°C durante 5 min, seguido de 40 ciclos consistentes cada
uno de una primera fase de desnaturalizacion (94°C, 35 s), otra de alineamiento
(52°C, 35 s) y finalmente una de elongacion (72°C, 40 s), seguida de la exten-
sion final de 7 min a 72°C. A continuacion, 10 uL del producto obtenido de la
PCR fueron sometidos a digestiéon con 10 U de la enzima de restriccion Dra IIT
y 2 yL 10X Buffer G (Fermentas, Madison, WI, EEUU) en un volumen final
de 30 pL, durante 16h a 37°C. Los productos obtenidos fueron separados me-
diante electroforesis no desnaturalizante de agarosa al 2%. Se visualizaron en
el transiluminador ultravioleta Gel Printer Plus (Tecnologia para Diagnostico
e Investigacion S.A., Madrid, Espaifia). Las bandas observadas correspondian a

los genotipos CC (250 pb), CA (250 pb +152pb + 98pb) y AA (152pb + 98pb).

0.5.4.6. Genotipado de NFATC1 751G>C

La determinacion del genotipo del SNP 751G>C (rs754093) de NFATC1
se realizo6 mediante RFLP utilizando para la PCR 300ng de ADN genémico,
0,2 pL de Tag polimerasa 5 U/pL (Dominion MBL, Cordoba, Espafia), 2 nL
de PCR Buffer 10X sin Mg?" (Dominion MBL, Cérdoba, Espafa), 1,6 uL de
MgCly 25 mM (Dominion MBL, Cérdoba, Espana), 1,6 nL. de dNTPs 2 mM
(Dominion MBL, Cérdoba, Espana) y 1 puL (15 pmol/uL) de cada cebador (Fw:
5-TTT TTC CTT CTC ACA GTT CCA AT-3" y Rev: 5-GAG AAA GGT
CGT GGA GCT TG-3) (Isogen Life Bioscience B.V.~, Maarssen, Holanda),
todo ello en un volumen final de 20 pLL de HyO. La PCR se realiz6 con el
termociclador FTGENE2D (Techne Duxford, Cambridge, UK), de modo que,
con cada muestra, el ADN fue desnaturalizado a 94°C durante 5 min, seguido de
40 ciclos consistentes cada uno de una primera fase de desnaturalizacion (94°C,
35 8), otra de alineamiento (62°C, 35 s) y finalmente una de elongacion (72°C,

40 s), seguida de la extension final de 7 min a 72°C. A continuacién, 10 uL del

producto obtenido de la PCR fueron sometidos a digestién con 10 U de la enzima
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de restriccion Ava IT y 2 pL 10x Buffer R (Fermentas, Madison, WI, EEUU)
en un volumen final de 30 pL, durante 16h a 37°C. Los productos obtenidos
fueron separados mediante electroforesis no desnaturalizante de agarosa al 2 %.
Se visualizaron en el transiluminador ultravioleta Gel Printer Plus (Tecnologia
para Diagnostico e Investigacion S.A., Madrid, Espana). Las bandas observadas
correspondian a los genotipos GG (70pb + 66pb + 10pb), GT (171pb + 105pb
+ 70pb + 66pb) y TT (171pb + 70pb).

0.5.4.7. Genotipado de PRKCZ 268G >C

La determinacion del genotipo del SNP PRKCZ 268G>C (rs9629827) se
realiz6 mediante RFLP utilizando para la PCR 300 ng de ADN gendémico, 0,2
nL de Taq polimerasa 5 U/ pL (Dominion MBL, Cordoba, Espafia), 2 pL de
PCR Buffer 10X sin Mg?" (Dominion MBL, Cérdoba, Espana), 1,6 uL. de MgCly
25 mM (Dominion MBL, Cérdoba, Espana), 1,6 pL. de ANTPs 2 mM (Dominion
MBL, Cordoba, Espafia) y 1 pL (15 pmol/uL) de cada cebador (Fw: 5-ACT
CGG TGA TGG CTG TGT G-3" y Rev: 5-GTA CGC TTT GCA TGG CAC
T-3’) (Isogen Life Bioscience B.V., Maarssen, Holanda), todo ello en un volu-
men final de 20 pL. de H,O. La PCR se realizo con el termociclador FTGENE2D
(Techne Duxford, Cambridge, UK), de modo que, con cada muestra, el ADN fue
desnaturalizado a 94°C durante 5 min, seguido de 40 ciclos consistentes cada
uno de una primera fase de desnaturalizacion (94°C, 35 s), otra de alineamiento
(58°C, 35 s) y finalmente una de elongacion (72°C, 40 s), seguida de la exten-
sién final de 7 min a 72°C. A continuacion, 10 uL del producto obtenido de
la PCR fueron sometidos a digestion con 10 U de la enzima de restriccion Tagq
I y 2 yL 10x Buffer Taq I (Fermentas, Madison, WI, EEUU) en un volumen
final de 30 pL, durante 16h a 65°C. Los productos obtenidos fueron separados
mediante electroforesis no desnaturalizante de agarosa al 2 %. Se visualizaron en
el transiluminador ultravioleta Gel Printer Plus (Tecnologia para Diagnostico
e Investigacion S.A., Madrid, Espafia). Las bandas observadas correspondian a

los genotipos GG (269pb), GC (269pb + 172pb + 97pb) y CC (172pb + 97pb).
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0.5.5. Andlisis farmacocinético
0.5.5.1. Extracciéon de muestras

La determinacion se realiz6 en sangre total, utilizando EDTA como anticoa-
gulante. Para la determinacion de la concentracion minima (CO0), la extraccion
se realizo dentro de la hora previa a la dosis matinal de CsA. Para la deter-
minacién de la concentracion C2, la extracciéon se realizdé 2 horas después de la
dosis de la maniana de CsA. Se registraron los niveles C0 y C2 de los dias 3,
5, 7, 10, 14, 21, 28, y de los meses 3, 6, 9 y 12 postrasplante, ademas de las
medias ponderadas de cada periodo. Para el calculo del AUC 0-12h, los tiempos
de estraccion fueron 0’5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 y 12 horas tras la dosis matutina de CsA.
Se realizaron una vez que el farmaco alcanzo el estado de equilibrio estacionario
(una vez pasados 3 dfas sin precisar ajuste de dosis) en las 2 primeras semanas

post-trasplante, sin sobrepasar el primer mes.

0.5.5.2. Determinacion analitica de los fArmacos

La concentracion de CsA en sangre se determind por inmunoensayo de fluo-
rescencia polarizada FPTA-Axsym (Abbott Diagnostic, Abbott Park, IL, USA).
La concentracion plasméatica de MMF se determinar6n mediante enzimoinmu-
noensayo (EMIT, Dade Behring Inc., Cupertino, CA, USA). Se realiz6 un in-
munoensayo de fluorescencia polarizada FPIA-TDX/FLX (Abbott Diagnostics,
Abbott Park, IL, USA) para determinar la concentracion plasmatica de EVE.
La concentracion en sangre de SRL se determiné por enzima inmunoensayo de

microparticulas MEIA /TMX (Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, USA).

0.5.5.3. Parametros farmacocinéticos

Los pardmetros farmacocinéticos que se consideraron para el anélisis fueron:
CO0 (ng/mL)=concentracion pre-dosis y C2 (ng/mL)=concentracion a las 2 horas
de la dosis.

AUC ¢.12n (ng.h/mL)=éarea de concentracion bajo la curva entre las 0 y 12
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horas de la dosis*!.
Css(ng/mL)= concentracion media en estado de equilibrio (calculada como
AUC g.121/intervalo de dosisficacion).
Chax (ng/mL)=concentracion méaxima observada.
Thax (h)=tiempo en alcanzar la maxima concentracion observada.
Chin(ng./mL)=media de la concentraciéon plasmatica al comienzo y al final

del intervalo (CO y C12).

0.5.6. Diagnostico histolégico de rechazo agudo

Como variable principal se evaluo la incidencia de episodios de rechazo agu-
do postrasplante. Para ello se realiz6 de forma protocolizada y/o cuando existia
alta sospecha clinica de rechazo agudo una biopsia endomiocardica (BEM) los
dias +14, +21 y +28 posttrasplante. Posteriormente cada 2 semanas durante
2 meses, luego cada mes durante 3 meses y, finalmente, cada 2 meses hasta el
final del primer ano. La sospecha clinica de rechazo agudo se establecié cuando
se comprobo6 en la ecocardiografia una fraccion de eyeccién menor al 50 %, hipo-
quinesia septal, derrame pericardico y/o una medida de presion arterial media
menor a 65 mmHg asociada a nauseas, debilidad y/o dolor toracico o abdomi-
nal. El rechazo agudo significativo se definio histoldégicamente como aquel que

tiene un grado 3A o mayor segtn los criterios de la ISHLT [21].

0.5.7. Herramientas de Biologia Computacional

Utilizando la informacién existente en Biomolecular Interaction Network Da-
tabase (BIND)*? se confecciond una red de interaccion protefna-proteina (PPI)
de 2 niveles, que tenia como nucleo las familias de proteinas con relaciéon méas
estrecha con la farmacodinamia de CsA. Se utilizo Information Hyperlinked over
Proteins (iHOP)*3, en base a referencias bibliogréficas, para la extracciéon auto-

matica de nuevas interacciones y de asociacién de otras proteinas con nuestra red

41F] calculo del AUC, se realizé por la regla trapezoidal (analisis no compartimental)
42http://www.bind.ca/
3http://www.ihop-net.org/UniPub/iHOP/
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inicial de PPI. Se utilizo el plugin NetworkAnalyzer de la aplicacion Cytoscape
2.6.0% para analizar la topologia de dicha red e identificar las principales protei-

nas conectoras (hubs). Con estas tltimas y el sistema BioMart*®

, se elabor6 una
lista de SNPs candidatos localizados en regién codificante, no sinénimos y con
una frecuencia alélica en HapMap mayor de 0.2 para raza caucésica. La aplica-
cién PolyPhen*® se utilizé para realizar prediccciones sobre possible afectacion
funcional de cada SNP seleccionado sobre la correspondiente proteina. Para el
genotipado de los polimorfismos se utilizaron dos aplicaciones web: NEBCut-
ter*” para identificar la enzimas de restriccion con dianas en el sitio polimérfico

348

y Primer3*® para el disefio de los cebadores utilizados en la PCR.

0.5.8. Aspectos éticos

El estudio se ha realizado respetando los principios fundamentales estableci-
dos en la Declaracion de Helsinki (1964), en el Convenio del Consejo de Europa
relativo a los derechos humanos y la biomedicina (1997), en la Declaracion Uni-
versal de la UNESCO sobre el genoma humano y los derechos humanos (1997),
asi como cumpliendo los requisitos establecidos en la legislaciéon espanola en el
dmbito de la investigacion biomédica, la protecciéon de datos de caracter per-
sonal y la bioética. El proyecto fue sometido a evaluaciéon por el Comité de
Etica e Investigacion Clinica del Hospital Universitario Reina Soffa. Todos los
pacientes fueron informados acerca del estudio y se les solicito el consentimiento

informado escrito antes de entrar en el mismo.

0.5.9. Procesamiento de los datos y analisis estadistico

La variable principal del estudio fue la incidencia de rechazo agudo signi-
ficativo en el primer mes, tercer mes y tras un ano de la fecha del trasplante.

Otras variables estudiadas recogian los datos demogréficos y antropométricos,

44http://www.cytoscape.org/
45http://www.biomart.org/
46http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/
4Thttp://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php
48http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm
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antecedentes clinicos y la situacién de la enfermedad cardiaca de la poblacion,
los aspectos mas relevantes sobre el donante y el periodo peritrasplante (cirugia
y tiempo en UCI, las principales complicaciones relacionadas con la medicaciéon
inmunosupresora, los parametros cinéticos de CsA y los genotipos para los di-
ferentes SNPs seleccionados. Se calcul6 el indice de masa corporal (IMC) para
los donantes y los receptores mediante la formula peso/talla? (kg/m2), asi co-
mo el tiempo libre de rechazo al mes, a los tres meses y al ano y el tiempo en
alcanzar los rangos terapéuticos recomendados en el primer mes para C0O (tC0)
y C2 (tC2). Se normalizaron por la dosis (D) y el peso correspondientes a cada
paciente los valores de C0 ( C0/D, C0/D /peso) y C2 (C2/D, C2/D/peso) y
AUCq.1on (AUCq.121/D, AUCq.121/D/peso). Los nombres de todas la variables
y su respectivos valores para los 67 pacientes se almacenaron en un archivo de

texto con formato tabulado por comas (.csv).

Los pardmetros estadisticos utilizados para describir la centralidad y dis-
persion de los datos fueron la frecuencia relativa (frecuencia absoluta) seguidas
del (valor minimo y méximo) para la variables categoricas y la media aritméti-
catdesviacion estandar de la media (valor minimo y maximo) para las variables
cuantitativas. Para analizar diferencias estadisticamente significativas entre dos
6 mas grupos de variables categoricas se utilizo el test de ¥? y para las variables
cuantitativas se realizo el andlisis de la varianza (ANOVA) de uno o mas facto-
res seguido del test HSD de Tukey para comparaciones multiples. Previamente
se realizaron analisis para ver si dichas variables cumplian las hipétesis de nor-
malidad (mediante graficas QQ y el Test de normalidad de Shapiro-Wilk), de
semejanza de las varianzas u homocedasticidad (mediante el test de Barlett)
y de independencia o no colinealidad. Cuando no cumplian estos criterios, se
utilizo el test no paramétrico de Kruskal Wallis. Aquellas variables que mos-
traron diferencias estadisticamente significativas se incluyeron en un modelo de
regresion lineal logistica que permitiera predecir de la apariciéon o no de recha-
zo significativo en el periodo estudiado. Se realiz6 un analisis de supervivencia

de Kaplan-Meier para analizar diferencias en el tiempo libre de rechazo agudo
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en funcion de las concentraciones medias de CsA en la primera semana y en
funcién del genotipo de cada uno de los polimorfismos. Se construyé una curva
ROC para determinar la concentracion de CsA que permitiese discriminar con
mayor sensibilidad y especificidad el grupo de pacientes con mayor frecuencia
de riesgo de rechazo agudo. Para comprobar si las frecuencias genotipicas de
cada polimorfismo estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg se realiz6 un anali-
sis de bondad de ajuste mediante un test de y? con el paquete HardyWeinberg
implementado para R*°. Los contrastes de hipotesis se realizaron asumiendo un
error tipo II de 0,8. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas,
permitiendo rechazar la hipotesis de trabajo, si el valor de p era igual o menor
de 0,05 (error tipo I).

Los valores de las diferentes variables se procesaron y analizaron con diver-
sos paquetes de CRAN®Y para R (GNU, Free Software Foundation, Inc., Boston,
MA, USA), un lenguaje y entorno de software libre para el analisis estadisti-
co y grafico®®. Para las busqueda bibliografica en MEDLINE se utilizé Entrez
de PubMed, los gestores bibliograficos Papers® 1.8 (Mekentos™ Aalsmeer,
The Netherlands) y Bibdesk v. 1.3.17%2 (GNU, Free Software Foundation, Inc.,
Boston, MA, USA) y el editor de texto Iy’X 1.5.5°% (GNU, Free Software Foun-
dation, Inc., Boston, MA, USA).

4%http://pbil.univ-lyonl.fr/library/genetics /html/HWE.test.html
50http://cran.es.r-project.org/
5lhttp://www.r-project.org/index.html
52http://bibdesk.sourceforge.net/

53ftp.lyx.org
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0.6. Resultados

0.6.1. Caracteristicas de la poblaciéon estudiada.
0.6.1.1. Caracteristicas demogréaficas y clinicas

Se incluyeron en el estudio un total de 67 pacientes de origen caucésico
(51 hombres y 16 mujeres) que tenian una edad media de 46+12 afnos(16-68)
cuando fueron sometidos a un trasplante cardiaco ortotépico en el Hospital Uni-
versitario Reina Sofia (Cérdoba) (tabla 1). Todos habian sido seguidos en la
consulta externa del Servicio de Cardiologia, al menos, un ano postrasplante.
El peso medio fue de 72,21+14 Kg y el indice de masa corporal (IMC) medio
de 24,8444,60 Kg/m™. Tan solo el 26,8 % de los pacientes nunca habia fumado
o eran exfumadores desde hacia mas 10 afios y un 6,1 % eran fumadores hasta
la fecha del trasplante. Los factores de riesgo cardiovascular més frecuentes fue-
ron la hipercolesterolemia (28,3 %), la hipertension arterial (20,8 %), la diabetes
mellitus (16,4 %) y la hipertrigliceridemia (4,5 %). La presencia de anticuerpos
citotoxicos se demostré en 7 casos, mientras que 4 pacientes habian tenido una

neoplasia previa y 4 una infecciéon meses antes del trasplante.

0.6.1.2. Enfermedad cardiaca del receptor

La patologia mas frecuente que motivo la indicaciéon de trasplante fue la
miocardiopatia dilatada idiopatica (46,3 %) seguida por la cardiopatia dilatada
isquémica (28,4 %) (tabla 2). La mayoria de los pacientes llegaban al trasplante
en una situacion avanzada de la insuficiencia cardiaca, correspondiente a un
grado NYHA superior a III (88%) y un valor de la fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo (FEVI) de 24,9% +12,2. La hipertension pulmonar y la
enfermedad arterial periférica estaban presentes en el 15 % y 2,9 % de los casos,
respectivamente. En el periodo de permanencia en lista de espera, el 25,4 % de
los pacientes habia recibido tratamiento con amiodarona, un 8,9 % habia sido
sometido a cirugfa cardiovascular, el 13,4 % necesitaron de un sistema de soporte

cardiovascular (DAI) y el 5,9% el uso de balon de contrapulsacion aoértico. Por



0.6 Resultados 97

altimo, el 31,4% de los pacientes estaban en tratamiento con ionotropos dias

antes del trasplante.

0.6.1.3. Caracteristicas de los donantes

En la tabla 3 se puede ver que los donantes fueron en su mayoria hombres
(85 %) jovenes (31+11 afios) que habian fallecido tras permanecer en UCI de 0
a 10 dias (3,11 £2,78) después de sufrir un traumatismo craneoencefélico por
accidente de trafico (38,9 %) o una hemorragia cerebral espontanea (20,9 %). El
peso oscild entre 50-95 Kg con valores correspondientes de IMC de 25,694+3,70
Kg/m?. El grupo sanguineo ABO maés frecuente fue el O (46,2 %). Un 64,3 % de
los donantes recibieron en la UCI tratamiento con ionotropos (noradrenalina,

dobutamina o dopamina).

0.6.1.4. Cirugia y tratamiento inmunosupresor

El tiempo de isquemia fria del injerto fue 209,24+54,3 min y el tiempo de cir-
culacién extracorporea del receptor fue 114,6427,9 min. En 10 casos el trasplan-
te se realizé de forma urgente (codigo “0”). Se utilizé tratamiento de induccion
con anticuerpos antilinfocitarios en 33 casos (28 BAS y 5 ATG). En el periodo
postrasplante todos los pacientes estuvieron en tratamiento con corticoides y
CsA asociados a otros farmacos inmunosupresores en diferentes combinaciones,

siendo el esquema mas utilizado el de CsA+MPA (tabla 4).

0.6.1.5. Complicaciones no inmunolégicas postrasplante

Como se pueder ver en la tabla 5 infecciones fueron las complicaciones pos-
trasplante més frecuentes, siendo 43 pacientes (64,1 %) los que presentaron algtn
episodio de infeccion (bacteriana, viral o fingica) en el primer mes. La hiper-
colesterolemia fue la enfermedad metabdlica que con mayor frecuencia aparecid
de novo en los pacientes trasplantados (37,3%) durante el afio de seguimien-
to. Otras complicaciones fueron el desarrollo de hipertension arterial (37,3 %),

complicaciones neurologicas (19,4 %), renales (19,4 %) y digestivas (11,9 %).
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0.6.2. Caracteristicas de la poblacién estudiada en funcién

de la presencia o no de rechazo significativo.

0.6.2.1. Frecuencia de rechazo significativo en la poblaciéon de estu-
dio

En el primer ano postrasplante se realizaron 656 BEM, de la cuales, 53 se
llevaron a cabo fuera del protocolo establecido ante la sospecha clinica de re-
chazo agudo. La incidencia de rechazo agudo significativo fue de 31,3% (21)
al mes, 40,3% (27) a los tres meses y 55,2% (37) al afio del trasplante. De
los 37 pacientes que habian presentado algin rechazo significativo en el primer
aflo postrasplante, 8 pacientes (21,6 %) sufrieron dos episodios y 4 pacientes
(10,8 %) tres episodios de rechazo en este periodo. La grafica siguiente muestra
la distribucién de frecuencias relativas en cada mes para los diferentes grados
histologicos (histogramas), asi como la frecuencia relativa de rechazo significati-
vo (3A+3B+4 del ISHTL) en cada mes (linea discontinua) y su valor acumulado

(linea continua) en el primer ano postrasplante.
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0.6.2.2. Rechazo significativo en el primer mes postrasplante

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas demograficas y clinicas de la
poblacion en funcién de la presencia o no de rechazo > 3A ISHTL en el primer
mes. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el género,
la edad ni en los parametros antropométricos entre los pacientes que sufrieron
algin rechazo significativo en este periodo en comparaciéon con los que no lo
presentaron. Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre estos dos grupos de pacientes cuando se analizaron los factores de riesgo
cardiovascular, la presencia de anticuerpos citotéxicos y los antecedentes de

tumores o infecciones previas al trasplante.

Las variables relacionadas con la cardiopatia previa al trasplante se muestran
en la tabla 2. Los valores de la FEVI ( %) en los receptores antes del trasplante
fue significativamente menor en el grupo de pacientes que habia presentado al
menos un rechazo > 3A durante el primer mes en comparacién con los que no
lo presentaron (p=0,05). No se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre ambos grupos al analizar el tipo de cardiopatia y los antecedentes
de hipertension pulmonar, enfermedad arterial periférica y de cirugia cardiovas-
cular, asi como el uso de amiodarona, DAI, balén de contrapulsacién aértico o

inotropos previo al trasplante.

Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las
caracteristicas de los donantes ni en las variables relacionadas con la cirugia y el
esquema de tratamiento inmunosupresor al comparar los pacientes que sufrieron
algtin rechazo significativo en el primer mes con los que no lo presentaron (tablas

3y4).

Por ultimo, se observd que las complicaciones neuroldgicas fueron mucho
més frecuentes en el grupo de pacientes libres de rechazo agudo significativos
en el primer mes en comparaciéon con los que si lo presentaron en este periodo
(p=0,038). El resto de complicaciones postrasplante tuvieron una distribucion

similar entre ambos grupos (tabla 5).
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0.6.2.3. Rechazo significativo en los primeros tres meses postras-

plante

Aunque , como ocurria también en el primer mes, se mantiene la tenden-
cia de una mayor edad media en el grupo que sufrié rechazo, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas al analizar las caracteristicas demo-
graficas y clinicas del receptor, la cirugia, el esquema inmunosupresor utilizado
ni las complicaciones postrasplante, en funcién de la presencia o no de rechazo
significativo (tablas 6, 7, 9 y 10). Tan sélo la frecuencia de donantes portado-
res del grupo sanguineo A fue significativamente mayor entre los pacientes libres
de rechazo agudo durante los tres primeros meses postrasplante en comparacion
con el grupo de pacientes que sufrieron algin rechazo en este periodo (p=0,023)

(tabla 8).

0.6.2.4. Rechazo significativo en el primer ano postrasplante

Las tablas 10-15 muestran las caracteristicas de la poblacién estudiada en
funcién de la presencia o no de rechazo significativo en el primer ano. Se observo
que la edad media del donante era significativamente menor en el grupo de
pacientes libres de rechazo en el primer ano del trasplante cardiaco (p=0,037)
(tabla 13). Por otro lado, la hemorragia cerebral fue la principal causa de
muerte del donante en el grupo de pacientes que presentaron algin rechazo
significativo durante el primer afno postrasplante en comparacién con el otro
grupo libre de rechazo en este periodo, en el que la causa mas frecuente de
muerte de los donantes fue el traumatismo craneoencefalico por accidente de
trafico (p=0,026) (tabla 13). El diagnostico de novo de hipercolesterolemia fue
significativamente mayor en el grupo de pacientes que presentaron un rechazo
agudo significativo (p=0,049), resultado acorde con las tendencias observadas al
mes y a los tres meses postrasplante (tabla 15). No se observaron diferencias

significativas para el resto de variables analizadas en este periodo.
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Figura 19: Representacion de la red de interaccién proteina-proteina estudiada.

0.6.3. Genotipos de los SNPs seleccionados
0.6.3.1. Nuevas dianas para genotipar

Se confeccion6 una red de interaccion proteina-proteina a partir de una lista
inicial de proteinas relacionadas con el mecanismo de accion de la CsA: 1) la
familia de ciclofilinas (PPIA, PPIB, PPIC, PPID, PPIE); 2) las isoformas de
las subunidades de la calcineurina (PPP3CA, PPP3CB, PPP3CC, PPP3R1,
PPP3R2), y 3) las isoformas de NFAT (NFATcl, NFATc2, NFATc3, NFATc4,
NFATc2IP). La red creada estaba compuesta por 1328 nodos y 1871 aristas. El
diametro de la red era de 8 y el coeficiente de clustering medio de 0,048. La
figura 19 muestra la representacion gréafica de la red mediante la aplicacion
Cytoscape.

A continuacion se detallan las principales caracteristicas topologicas que
definen nuestra red:

a) Distribucion de grados: En la figura 20 se representa la distribucion
de los grados de nuestra red. Se puede observar que muestra una topologia
caracteristica de red sin escala, propia de las redes biologicas.

b) Conectividad del vecindario: En la figura 21 se representa la distribu-
cion de la conectividad de vecindario de nuestra red. Se puede ver como este

parametro es una funcion que decrece si aumenta k, prevaleciendo las aristas
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Figura 20: Distribucién de los grados de los nodos de la red de interacciéon
proteina-proteina analizada.

que conectan nodos poco conectados y otros altamente conectados.

c¢) Caminos mds cortos: La distribucién de caminos méas cortos de nuestra
red se puede ver en la figura 22. Se aprecia como este parametro es una funciéon
que decrece si aumenta o disminuye k, prevaleciendo las aristas que conectan

nodos poco conectados y otros altamente conectados.

d) Coeficientes de clustering: En la figura 23 se puede observar la funcion
de distribuciéon de los valores de clustering de la red de interacciéon proteina-

proteina analizada.

Para identificar nuestras proteinas candidatas seleccionamos, a partir de la
red anterior, una subred no dirigida compuesta por 76 nodos y 83 aristas y que
contenia todas nuestras proteinas iniciales relacionadas con la farmacodinamia
de la CsA. En la figura 24 se representa esta subred, donde se pueden apreciar,
en amarillo, los nodos iniciales utilizados para construir la red y, en rojo, los

nodos identificados como hubs entre dos modulos funcionales (A y B).
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Figura 21: Distribucién de la conectividad del vecindario de los nodos de la red
de interaccion proteina-proteina analizada.
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Figura 22: Distribucién de los caminos mas cortos de la red de interaccién
protefna-proteina analizada.
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Figura 23: Distribucién de clustering de agrupamiento de la red de interacciéon
proteina-proteina analizada.

0.6.3.2. Frecuencias alélicas

Las frecuencias genotipicas de cada SNP analizado fueron: CC(23), CT(31) y
TT(13) para MDRI1 3435G>A; AA(*1/*T) (62), AG(*I/*IB) (5) y GG(*IB/*IB)
(0) para CYP3A4 -290A>G (CYP3A4*1/*1B); GG(59), GA(8) y AA(0) pa-
ra CYP3A5 6986A>G (CYP3A5*1/*3); v TT(30), TG(24) y GG(12) para
NFATC1 751G >T. Se observo en nuestra poblacion que los diferentes genotipos
se encontraban en equilibrio de Hardy- Weinberg: MDR1 3435G>A (%%=0,192,
p—0,661, D—0,87), CYP3A4 -290A>G (CYP3A4*1/*1B) (y2=0,1, p—0,751,
D-0,93), CYP3A5 6986A>G (CYP3A5*1/*3) (¥2=0,27, p—0,603, D—-0,23) y
NFATC1 (323,030, p—0,081, D—-3,27)54.

Las frecuencias alélicas de PRKCZ 268G>C y PPIA 4C>A no eran conoci-
das en la base de datos de HapMap al inicio del estudio y en nuestra poblacion
fue de 1 para ambos casos, por lo que no se pudieron incluir en los posteriores

analisis estadisticos para analizar su contribucién a la variabilidad interindi-

54Gegiin los analisis de bondad de ajuste efectuados mediante un test de 2
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Figura 24: Subred que contenia todas nuestras proteinas iniciales relacionadas
con la farmacodinamia de la CsA.
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vidual en el comportamiento farmacocinético de la CsA y su efecto sobre la
incidencia de rechazo agudo, al ser todos los pacientes homozigotos para el alelo

mayor.

0.6.4. Analisis por genotipos de la presencia de rechazo

agudo significativo

La tabla 16 muestra la distribucion de los genotipos en funcion de las exis-
tencia o no de rechazo agudo significativo en el primer mes, tercer mes y primer
afio después del trasplate. Se observaron diferencias estadisticamente significa-
tivas en la distribucién de genotipos de MDR1 3435G>A, presentando mayor
frecuencia rechazo agudo significativo en el primer mes postrasplante los por-
tadores del alelo C en comparacion con los portadores del alelo T (p=0,026).
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas al analizar el resto de

polimorfismos en relacion a la frecuencia de rechazo agudo.
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0.6.5. Analisis por genotipos de las principales variables

farmacocinéticas de CsA
0.6.5.1. Valores de C0 y C2 en la primera semana postrasplante

La tabla 18 muestra la distribucién de los valores medios de C0 y C2 en la
primera semana , ajustados por dosis y peso, asi como el tiempo en alcanzar sus
niveles terapéuticos recomendados en el primer mes postrasplante, en funcién de
los diferentes genotipos analizados. Se observaron diferencias estadisticamentes
significativas en los valores de la CO media en la primera semana en funcién
de los genotipos de MDR1 3435G>A (p=0,003). El anélisis post hoc mostrd
que los portadores del genotipo TT tenian valores de la CO media mayores en
compacion con los genotipos CT (p=0,004) y CC (p=0,01). También se observan
mayores valores medios de CO /D, C2 y C2/D en la primera semana y menores
tiempos hasta alcanzar el rango terapéutico recomendado para C0 y C2 en los
portadores del genotipo TT en comparaciéon con los portadores de CT y CC
de MDR1 3435G>A, aunque estas diferencias no llegan a ser estadisticamente
significativas. También se pudieron comprobar diferencias significativas en los
valores medios de CO/D durante la primera semana postrasplante en funcion de
los genotipos de NFATC1 751G>T (p=0,043). De este modo, los portadores del
genotipo GG mostraron mayores valores de C0/D/peso que los portadores de
TT (p=0,03).

Al analizar estos pardmetros cinéticos al primer, tercer, sexto, noveno y duo-
décimo mes postrasplante (tabla 19) se observaron diferencias estadisticamente
significativas en funcion de los genotipos de MDR1 3435G> A al primer mes para
los valores medios de CO (p=0,05) y al afio para C0 (p=0,016), C0/D (p=0,003)
y C0/D/peso (p=0,005). En todos estos casos se observd como los portadores
del genotipo TT presentaban valores mayores para estos parametros en com-
paracién con los portadores de CT (CO 1 mes, p=0,046; CO 12 meses, p=0,01;
C0 /D 12 meses, p=0,04) y/o TT (CO 12 meses, p=0,01; CO/D 12 meses, p=

0,002; C0/D /peso, p=0,003). No se observaron diferencias estadisticamente sig-
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nificativas para los valores de C2/D ni C2/D/peso en relacion a los genotipos
de MDR1 3435G>A en estos periodos.

Cuando se analiz6 la influencia del polimorfismo MDR1 3435G>A sobre
los valores de C0O, CO /D y CO /D/peso de los dias +3, +5, +7, +10, +14,
+21 y +28 después del trasplante, se observaron diferencias estadisticamentes
significativas en los valores de la CO media el dia +5 (p=0,046) y +7 (p=0,040)
postrasplante, de modo que eran mayores en los portadores del genotipo TT
frente a los portadores de CT (p=0,043). Aunque se observa la misma tendencia
esos dias para los valores medios de C0/D y las dosis, no fueron diferencias
estadisticamente significativas (tabla 20).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas durante este pe-
riodo en los diferentes parametros farmacocinéticos analizados en relacién a
los genotipos de CYP3A4 -290A>G (CYP3A4*1B/*3) y CYP3A5 6986A>G
(CYP3A5*1/*3).

0.6.5.2. Estudio farmacocinético de CsA

La tabla 21 muestra los resultados del anéalisis de diferentes parametros far-
macocinéticos (AUCq.1on, AUCq.10n/D, AUCq.10n/D/peso, CI/F, Chax; Tmax,
Css) determinados en el primer mes postrasplante en funciéon de los genotipos de
MDRI1 3435G>A. Se observo que los portadores del genotipo TT tenian valores
mayores de AUCq 12, (p=0,05) y de Css (p=0,05) frente a los portadores de
CT y CC. No se encontraron diferencias significativas al realizar el analisis en

funcion de los genotipos de NFATC1 751G>T..
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0.6.6. Analisis de las principales variables farmacocinéti-
cas de CsA en funcién de la presencia de rechazo

significativo.

Se realizo el analisis de los valores de CO y C2, normalizados por la dosis y
el peso, en funcion de la presencia de rechazo agudo significativo en el primer
mes, tercer mes y tras un ano del trasplante. Se observaron menores valores de
C0/D (p=0,04) y C0/D/peso (p=0,03) el dia +3 y de C2/D/peso (p=0,04) el
dia 47 entre los pacientes que no presentaron ningin episodio de rechazo agudo
significativo en el primer mes postrasplante (tabla 22). También se comprobd
coémo esta relacion se invertia significativamente el dia +21 y +28, encontrando
valores de CO mayores en el grupo que presentoé algin episodio de rechazo agudo
en comparacion con los pacientes que estuvieron libres de rechazo en el primer
mes (tabla 22).

Cuando se analizaron los pardmetros cinéticos en funcion de la presencia de
rechazo en los tres pimeros meses (tabla 23), se comprobaron menores valores
de C0/D y C0/D/peso en el dia +7 (p=0,045 y p=0,05 respectivamente) y
+14 (p=0,02 y p=0,05, respectivamente) en los pacientes que tuvieron algin
episodio en este periodo. Por dltimo, el analisis efectuado teniendo en cuenta la
frecuencia de rechazo en el primer ano so6lo mostr6 diferencias significativas en
los valores de CO/D/peso (p=0,05) y de C2/D (p=0,04) y C2/D/peso (p=0,03)
al sexto mes del trasplante, siendo mayores en el grupo que permanecio libre de

rechazo (tabla 24).
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0.6.7. Curvas ROC para niveles de CsA e incidencia de

rechazo.

Se realizaron analisis mediante curvas ROC (Receiver Operating Characteris-
tics) con las variables cinéticas de la primera semana que mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes que sufrié rechazo en
comparacion con el que no lo presenté en el primer mes (C0/D y C0/D/peso en
el dia +3, C2/D/peso en el dia +7), tercer mes (CO/D y CO/D/peso en el dia
+3) y en el primer ano postrasplante (C0/D/peso en el dias +3).

Tan solo tuvieron capacidad discriminativa las curvas ROC de C0/D (AUC=0,714;
p=0,001; punto de corte=0,346 ng.mLt.mg! y de CO/D/peso (AUC=0,696;
p=0,003; punto de corte=23,67 ng.Kg. mLt.mg?) en el dia +3 y de C2/D/peso
en el dia +7 (AUC=0,758; p=0,001; punto de corte=200,2 ng.Kg. mL-*.mg!)para
el rechazo al primer mes, como se puede apreciar en las figuras siguientes. Los
indices de la restantes variables presentaron areas bajo la curva que no diferian

significativamente de 0,5.
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0.6.8. Analisis actuarial de tiempo libre de rechazo.

Se analizo el tiempo libre de rechazo al primer mes, tercer mes y al afio del
trasplante en funciéon de los genotipos de MDR1 C3435T y de las variables que
resultaron significativas en el anélisis discriminante con las curvas ROC. Para
ello se recodificaron dichas variables en funcion de si los pacientes presentaban o
no valores mayores de 0,346 ng. mL™!.mg™! para C0/D y mayores de 23,67 ng.Kg.
mLt.mgtpara CO/D/peso en dia +3 y mayores de 202,2 ng.Kg. mLt.mg!
para C2/D/peso en el dia +7. Solo se observaron diferencias significativas para
MDR1 C3435T en relacion al tiempo libre de rechazo en el primer mes (X2=8,1,

p=0.017) como se puede ver en las siguientes graficas.
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0.6.9. Factores predictores de rechazo agudo precoz. Mo-

delo de regresion logistica para rechazo agudo.

Con el fin de crear un modelo que permitiese predecir el riesgo de rechazo
agudo en el primer mes, se incluyeron en un analisis de regresion logistica la
edad y el género del receptor, el genotipo de MDR1, C0/D y C0/D/peso del
dia +3 y FEVI del receptor antes del trasplante. En la tabla 25 se muestran
las diferentes variables y su contribucién en el modelo. Las tnicas variables que
quedaron en el modelo final fueron el genotipo MDRI1 y el género del receptor.
De este modo, ser portador del genotipo T'T supone un menor riesgo (p=0,0237)
y el género mujer un mayor riesgo de presentar rechazo agudo en el primer mes

postraplante (p=0,0184).

parametro Estimacion (IC 95%)  Error estandar  Z-value p
(intercept) 0,696 (0,02-214,5) 2,986 0,305  0,7600
MDR1_CT ~1,467 (0,037-1,125) 0,847 1,731 0,0835
MDR1 TT -3,167 (0,011-0,451) 1,399 -2,262 0,0237
mujer receptor 2,258 (1,655-7,753) 0,958 2,357 0,0184
edad _receptor 20,032 (0,895-1,039) 0,037 0,874 0,3823
C0/D del dia +3 2,755 (0,003-5705) 4,119 0,669  0,5036
C0/D/peso del dia +3  -0,042 (0,843-1,086) 0,063 20,675 0,4994
FEVI 0,020 (0,962-1,086) 0,029 0,691  0,4894




0.7 Discusion 141

0.7. Discusion

0.7.1. Incidencia de rechazo

En nuestra poblacién se observa una incidencia de rechazo similar a la des-
crita en otros estudios[13][16]. Observamos que la mayor incidencia de rechazo
significativo se producia en el primer mes, siendo maxima en las dos primeras
semanas. Ademas, en los tres primeros meses ya se habian presentado el 70 %
de todos los episodios de rechazo significativo que aparecen en el primer ano de
seguimiento. Estos datos estan apoyan los estudios que resaltan la importancia
de analizar los factores relacionados con las primeras semanas tras la cirugia ya
que pueden ser decisivos sobre los resultados del trasplante [13]. Uno de los fac-
tores que se ha postulado, como veremos méas adelante, es el hecho de alcanzar
concentraciones terapéuticas de inmunosupresores como la CsA en este periodo

inicial.

0.7.2. Factores poblacionales y rechazo

Diversos trabajos han identificado factores que pueden condicionar los re-
sultados del trasplante cardiaco sobre la incidencia de rechazo del injerto, in-
fecciones oportunistas, de complicaciones no inmunolégicas (insuficiencia renal,
neoplasias) y/o la supervivencia del paciente, teniendo en cuenta su aparicion
tanto en una fase precoz (en el primer mes o tres primeros meses), temprana (en
el primer ano) como tardia (a partir del afio de trasplante)[177]|. En nuestro ca-
so, consideramos que, para poder realizar un adecuado analisis farmacogenético,
era imprescindible identificar aquellos factores demogréaficos, antropométricos y
clinicos del donante y el receptor que mostrasen diferencias en relacién a la
incidencia de rechazo, con el fin de considerarlos como posibles cofactores en
posteriores analisis.

Al comparar los pacientes que presentaron al menos un episodio de rechazo
agudo significativo frente a los que estuvieron libres de rechazo significativo,

solo encontramos diferencias significativas en la FEVI del receptor antes del
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trasplante y en el grupo ABO, edad y causa de muerte del donante.

La FEVI se determina mediante ecocarfiograma Doppler y representa la
capacidad funcional del miocardio del ventriculo izquierdo. La FEVI previa al
trasplante fue menor para el grupo de pacientes presentaron algin episodio
de rechazo significativo en el primer mes postraplante. Esto podria explicarse
porque habrian llegado al trasplante en muy mala situaciéon cardiogénica ya que
tener una FEVI <20% es un criterio para la indicaciéon de trasplanta urgente
[5].

Por otro lado, se ha visto que la edad del donante puede tener especial tras-
cendencia en la evolucién del trasplante. En nuestro caso, la edad del donante fue
mayor en el grupo de pacientes que presentaron algtin rechazo significativo tras
un ano del trasplante. Esto podria deberse a que el corazon de estos donantes de
mayor edad podria presentar lesiones ateroscleroticas o vasculopatia coronaria
que, junto a la respuesta inmune que media el rechazo agudo, condicionase una

peor respuesta al tratamiento inmunosupresor [110].

En nuestra poblacion de estudio, la hemorragia cerebral fue la causa principal
de muerte entre el grupo de pacientes que presentaron algin rechazo significativo
en el primer ano postrasplante frente a los pacientes que no lo presentaron.
Este hecho esta de acuerdo con lo publicado por otros autores, que lo sitian
entre uno de los factores relacionados con la evolucion del trasplante [177]. En
modelos animales de hemorragia cerebral se produce el reflejo de Cushing que
conlleva un incremento de la presion arterial sistémica de hasta 400/250 mmHg
y taquicardia de hasta 250 lpm precidida por un corto perido de bradicardia.
Concomitante se produce un incremento del gasto cardiaco y de las resistencias
vasculares periféricas. Estos cambios son reversibles tras unos 45 minutos, pero
en el caso de que la muerte cerebral se haya debido a hemorragia, se prolongan
durante mas tiempo. Entonces se anaden cambios especificos como el aumento
dramatico de la presion intracraneal y la alteracién en los niveles plasmaticos
de triyodotironina (T3), levotiroxina (T4) y la hormona antidiurética (ADH).

Podria existir una posible relacion entre la edad y la causa de muerte del donante
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(siendo una de las dos un simple factor de confusion), ya que la mayoria de
hemorragias cerebrales se producen en los donantes de mayor edad, mientras que
los traumatismos craneoencefalicos por accidentes de trafico son mas frecuentes

en los donantes jovenes.

La edad del receptor es un importante factor que ha sido relacionado con la
supervivencia del paciente trasplantado [222, 155]. En nuestra poblacion, obser-
vamos que el grupo de pacientes que sufrieron algin rechazo agudo significativo
en el primer ano postrasplante presentaba una edad media mayor en el momen-
to del trasplante que el grupo que libre de rechazo, aunque estas diferencias no
llegaron a ser estadisticamente significativas. Segtin datos del registro espanol
del trasplante cardiaco y otras series, una edad del receptor mayor de 65 anos
en el momento del trasplante se asocia a una mayor mortalidad precoz y tardia
[4, 139]. Tjang y cols. observaron mayor mortalidad al mes postrasplante, prin-
cipalmente por rechazo, infecciéon, fallo cardiaco o multiorganico, en pacientes

mayores de 55 anos [205].

También se ha descrito que el género femenino del donante parece estar li-
gado a un mayor nimero de complicaciones postrasplante [206]. Existen varias
hipétesis que intentan explicar este fenémeno, la primera podria ser un tamano
desigual, ya que la diferencia entre el peso del donante y del receptor no deberia
exceder el 20 %, pero ain manteniendo esta relacion, el corazéon de una mujer
presenta un ventriculo izquierdo menor [177]. En nuestro estudio, la mayoria de
los donantes fueron hombres y el anélisis por rechazos no mostré diferencias es-
tadisticamente significativas en la frecuencias de género. Es posible, que el escaso
nimero de donantes de género femenino un motivo por el que no se observaran

diferencias lo que haria dificil extraer conclusiones en nuestra poblacion.

Un tiempo de isquemia del injerto mayor de 240 minutos parece estar aso-
ciado con disminucion de la supervivencia a un afio [199]. En nuestro estudio,
el tiempo de isquemia medio estuvo por debajo de esta cifra, dentro de los mar-
genes de calidad. Al igual que otros autores encontramos diferencias entre la

duracién de la isquemia y el rechazo agudo, sin embargo esta diferencia no fue
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signicativa estadisticamente [138].

Los avances en los régimenes inmunosupresores han hecho posible dismi-
nuir la incidencia de rechazo y mejorar el manejo del paciente trasplantado,
con progresivo aumento de la supervivencia. Las complicaciones postrasplante
contintian limitando el beneficio que supone el trasplante cardiaco. Nosotros no
encontramos diferencias significativas entre los distintos esquemas en relaciéon a
la incidencia de rechazo en el primer ano postrasplante. En este mismo sentido,
Agiiero y cols, en un trabajo reciente con pacientes trasplantados cardiacos en
otro centro de Espana, no observaron diferencias en la incidencia de rechazo
entre los diferentes regimenes inmunosupresores utilizados [1].

La necesidad de mantener niveles en sangre de inmunosupresores aumenta
el riesgo a sufrir infecciones. En los tltimos anos, se han introducido nuevos
régimenes para la prevencién y tratamiento de infecciones oportunistas, que
han disminuido considerablemente el ntimero de infecciones y han retrasado su
presentacién. Sin embargo las infecciones contintian siendo la mayor causa de
reingreso en el hospital en el primer afio postrasplante [198]. En nuestro trabajo
las infecciones también fueron la complicaciéon mas frecuente. La incidencia de
hipercolesterolemia aunque con menor que la que publican otros autores[198], la
causa suele ser multifactorial, incluyendo historia de cardiopatia isquemica, tra-
tamiento con prednisona, altas cifras de glucosa en sangre, sobrepeso. Una gran
parte de los pacientes trasplantados desarrollan hipertensién arterial, neuroto-
xicidad, osteoporosis y tumores, siendo ésta la mayor causa de muerte tardia,

fruto del tratamiento crénico con inmunosupresores.

0.7.3. Nuevas dianas obtendidas por Biologia Computacio-

nal

El analisis realizado con las herramientas de Biologia Computacional para
buscar posible dianas que permitan el genotipado de nuevos SNPs relacionados
con la farmacodinamia de la CsA mostroé tres genes candidatos: PPIA, PRKCZ

y NFATCI1. Las principales limitaciones de este tipo de estrategia son la escasez
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de polimorfismos que cumplan todos los requisitos impuestos (region codificante,
no sinénimos, frecuencia alélica >0.2, prediccién de alteraciéon funcional en la
proteina, y contenido de dianas para enzimas de restriccién que contengan la
region variable a analizar) y la falta de informacién en la literatura que apoye
las hipotesis establecidas sobre su implicaciéon en el mecanismo de accién del

farmaco.

PPIA (peptidylprolyl isomerase A)
5 Es un gen que codifica una proteina citosoélica conocida como ciclofilina A
a la que se une la CsA. Forma parte de una de las tres familias de proteinas
conocidas como peptidyl-prolil cis/trans isomerasas (PPlasas) cuya funcion es
la de catalizar la isomerizacion cis-trans de los puentes peptidicos imidicos de la
prolina y acelerar asi el empaquetado de la proteina. Otras PPIasas son la familia
de proteinas de union a TAC (FKBPs) y las parvulinas. La inmunosupresion
producida por la CsA se produce gracias a la acciéon del complejo formado entre
CsA-ciclofilina que acttia inhibiendo la activacién de NFAT por la calcineurina.
La ciclofilina A es una proteina altamente conservada que se mantiene con un
nivel alto en las células de mamiferos. Colgan y cols. realizaron un estudio con
ratones en el que demostraron que, a pesar de que las células mamiferas expresan
multiples ciclofilinas, PPIA es la predominante, si no la tnica mediadora del

efecto inmunosupresor[41].

PRKCZ
Otro gen seleccionado para genotipar un polimorfismo fue PRKCZ®® (protein
kinase C, zeta) cuya proteina es miembro de la familia PKC serina/treonina
quinasas las cuales estan involucradas en una variedad de procesos celulares
tales como proliferacion, diferenciacion y secrecion. De este modo, tanto las

propiedades bioquimicas como su estructura muestran que esta subespecie zeta

55Tiene otros alias (CYPA, CYPH, MGC117158, MGC12404, MGC23397, PPlase A) y
designaciones (T cell cyclophilin; cyclosporin A-binding protein; peptidyl-prolyl cis-trans iso-
merase A; peptidylprolyl isomerase A; rotamase A).

56Tiene otros alias: PKC-ZETA y PKC2.
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esta relacionada, pero es distinta a las otras isoenzimas de PKC. A diferencia
de la isoenzima cléasica de la PKC dependiente de calcio, PKC zeta exhibe una
actividad quinasa independiente del calcio y del diacilglicerol, siendo insensible
a los clasicos inhibidores de la PKC. En cuanto a su estructura, tan sélo se
parece a PKC en que muestra solo un motivo de dedo de zinc. El splicing alter-
nativo produce multiples variantes en la transcripciéon de este gen, dando lugar
a diferentes isoformas. No hemos encontrado ningtn estudio que relacione este
gen con exposicion a CsA ni con el rechazo en pacientes sometidos a trasplante.
Existen algunos trabajos publicados sobre la asociaciéon de PRKCZ y diabetes

tipo 2[119][187].

NFATC1
NFATC? (nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent
1) es el gen que codifica para la proteina NFATcl. Esta proteina pertenece a
una familia de factores de transcripcion, integrada por 5 miembros, de los cuales
NFATcl, NFATc2, NFATc3 y NFATc4 se expresan en el citoplasma de células en
reposo mientras que NFATc5, se caracteriza por presentar una localizaciéon cons-
titutivamente nuclear. Desde un punto de vista estructural, los distintos NFATS,
son proteinas que presentan dos secuencias de gran homologia entre los diferen-
tes miembros: a) el dominio de unién a ADN (DNAbinding domain 'DBD’), que
presenta una homologia moderada con la DBD de la familia de proteinas Rel
(NFxB); b) la region homologa para NFAT (NFAT homology region 'NHR»”),
situada en el extremo amino terminal de la proteina y que constituye su dominio
principal que regula su transactivaciéon. Los NFATs expresados en el citoplasma
de células en reposo se translocan al niicleo tras la activacion celular, donde for-
man un complejo compuesto por la unidad citosoélica, integrada por los propios
miembros de la familia de NFAT, y la unidad nuclear, que se asocia con estos

miembros y que puede estar formada por el factor de transcripcion AP1, cuya

57Tiene otros alias (MGC138448, NF-ATC, NFAT2, NFATc) y designaciones (NFAT trans-
cription complex cytosolic component; nuclear factor of activated T-cells, cytosolic component

1).



0.7 Discusion 147

interaccion con NFAT ha sido bien caracterizada, aunque también se ha descrito
asociacion con los factores GATA4 y cMAF[146]. Funcionalmente, NFAT juega
un papel fundamental en la induccién de la transcripcion de algunos genes que
son criticos en la respuesta inmune. NFAT se identifico en células T como un
complejo inducible que se unia al elemento de respuesta a antigeno del promotor
del gen de la interleucina 2 (IL-2). Hoy dia se sabe que NFAT también estd im-
plicado en la regulacién de la expresion de otros muchos genes, tanto dentro del
sistema inmune, como fuera de él. Asi, esta claramente determinado su papel en
la expresion de las citocinas 112, IL,4, TNF-a, GM-CSF, e IFN-y en células T o
de receptores de superficie como FasL. o CD40L, existiendo también evidencias
de su implicacion en la regulaciéon de la expresion de I1-3 e IL-5 en células T,
de TNF-u en células B o de IL-4 e IL-5 en mastocitos[111][149]. Dado el papel
central que estas citocinas desempenan en el control y desarrollo de funciones
efectoras y reguladoras del sistema inmune, es comprensible que la inhibicién de
NFAT y, por consiguiente, también de la expresion de los genes que regula, tenga
efectos tan dramaticos en el funcionamiento del sistema inmune y conduzca a

situaciones de inmunosupresion.

Esta es una buena diana molecular para farmacos inmunosupresores tales
como la CsA. No hemos encontrado ningun trabajo publicado que relacione las
diferentes variables polimorficas de NFATC1 con la exposicion a CsA ni con
la incidencia de rechazo en pacientes trasplantados. Los trabajos publicados en
humanos muestran el efecto de la CsA y NFATCI1 en relacién al metabolismo
del hueso[219][183]. En nuestra poblacion, la distribucion alélica para el SNP
751G>T no explico la incidencia de rechazo. Sin embargo cuando analizamos
la influencia del genotipo de NFATCI sobre los parametros farmacocinéticos
observamos cémo los pacientes portadores del genotipo GG presentan mayor
exposicion a la CsA y mayor frecuencia de infecciones oportunistas en compara-
cién con los homocigotos para el alelo T. Estos hallazgos estan en consonancia
con un par de trabajos publicados recientemente y que proponen una novedosa

estrategia para la monitorizacion de la CsA, basada en la cuantificacion de la
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expresion de los genes regulados por NFAT. De este modo, Sommerer y cols.
estudiaron en el tiempo 0 y 2h post- dosis la relaciéon entre la expresion de 18
genes regulados por NFAT como variable predictora de infecciones, controlada
con parametros clinicos y farmacocinéticos. Observaron que aquellos pacientes
que presentaron menor expresion génica tenian menor nimero de infecciones,
resultando esta correlacion mejor que la establecida con las concentraciones plas-
maéticas del farmaco[179]. Este mismo grupo demostré que la monitorizacion de
los productos génicos que regula NFAT puede ser una nueva herramienta pa-
ra predecir el riesgo de rechazo, de modo que un incremento en la expresion

residual del gen NFAT puede indicar un rechazo agudo[178].

0.7.4. Frecuencias alélicas

Se conoce que existe una gran variabilidad interracial en las frecuencias alé-
licas de los polimorfismos de genes implicados en la farmacocinética. Estas dife-
rencias podrian justificar algunas de las discrepancias en los estudios publicados
hasta la fecha, por lo que consideramos importante comparar nuestros resulta-
dos con los de otras poblaciones, con el fin de realizar una anélisis critico més
exhaustivo.

En la distribuciéon de alelos para MDR1 3435G>A hay grandes diferencias
entre las distintas razas. En poblacion afroamericana es mucho mas predomi-
nante el alelo C que en poblacion caucésica, esto implica que la mayoria de las
personas de origen afroamericano presentan un genotipo CC, asociado a mayor
expresion de gliporoteina P, en cambio en asiaticos existe una baja frecuencia pa-
ra el alelo C. En consecuencia, estas variaciones influyen en la biodisponibilidad
de muchos farmacos, entre ellos la CsA. Las frecuencias alélicas encontradas en
nuestro trabajo son equivalentes a las publicadas en otros trabajos realizados en
poblacion caucésica. Bernal y cols, estudian la distribucion de frecuencias para
C3435T de MDRI1 en poblacion espanola, siendo similar a las frecuencias alélicas
observadas por nosotros para este SNP [19]. Para CYP3A4(*1B/*1) observa-

mos una frecuencia de 7,4 % para el alelo menor (CYP3A4*1B), sin encontrar
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diferencias significativas con lo publicado por otros autores en poblaciones si-
milares a la nuestra. Asi, en poblacion portuguesa se ha observado frecuencias
para CYP3A4*1B entre el 6,4 % [144] y 4 % [36]. Gervasini y cols. observaron en
poblacién espafiola una frecuencia de 4,2 %, ligeramente inferior a la observada
en nuestro estudio [62]. En trabajos publicados anteriormente, se ha observado,
que el alelo CYP3A5*1 se muestra con mucha mayor frecuencia en pacientes
de origen africano, presentandose el alelo CYP3A5*1 en un 70-80 % de los ca-
sos, mientras que en caucésicos ronda solamente el 10% . En nuestro estudio
el alelo CYP3A5*1 present6 una frecuencia de 11,94 %, similar a la encontrada
en otras poblaciones caucasicas [62]. Entre nuestros pacientes no hubo ningtin
homocigoto *1/*1, lo que esta de acuerdo con datos publicados anteriormente
donde se muestra que este genotipo aparece en caucasicos, en menos de 1% .
La frecuencia alélica encontrada en nuestro estudio para NFACTC1 751 G>T
(36 %) fue intermedia entre la publicada en HapMap para poblacion europea
(52 %) y asiatica (46 %). La poblacion africana-subsahariana es la que presenta

la frecuencia alélica menor (17 %).

0.7.5. Genotipo, farmacinética y rechazo

Como ha quedado reflejado en la introduccién, existen algunas discrepan-
cias en los resultados de los diferentes trabajos publicados hasta la fecha que
analizan aspectos genéticos, farmacocinéticos y farmacodindmicos de la CsA en
pacientes trasplantados (bien sea como incidencia de rechazo o como aparicion
de infecciones y otras complicaciones no inmunolégicas secundarias al farmaco).
A nuestro paracer, los factores a tener en cuenta para poder realizar un ade-
cuado analisis de los mismos son: 1) las caracteristicas de la poblacién (tanto la
raza/etnia como el tipo de trasplante influyen en los efectos observados sobre los
aspectos farmacogenéticos y farmacocinéticos, asi como los relacionados con las
peculiaridades de cada tipo de trasplante y los mecanismos de rechazo agudo,
que pueden diferir entre 6rganos); 2) la naturaleza de las variables consideradas

para el analisis farmacocinético y de resultados, principalmente el tiempo en el
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que se realizan las determinaciones, ya que no es lo mismo realizar el anélisis en
las semanas que siguen al trasplante que meses e incluso anos después de la ciru-
gia -lo que se denomina en la mayoria de estos trabajos ’estado de equilibro’-).
Nosotros hemos observado que el genotipo de MDR1 C3435T se relaciona con
diferentes niveles de CsA y determina diferencia en el riesgo de rechazo agu-
do durante el primer mes postraplante. Este resulatdo es similar al publicado
por Barnard y cols. en pacientes trasplantados cardiacos, encuentrando relaciéon
entre el polimorfismo en C3435T y la incidencia de rechazo [16]. Estos autores
encontraron que los pacientes con genotipo CC tenia un riesgo 1,8 veces mayor
de rechazar en el primer ano postrasplante que los portadores del genotipo TT.
Sin embargo, Von Ahsen y cols. no encontraron diferencias entre ambos genoti-
pos en pacientes trasplantados renales[210]. Bonhomme-Faivre y cols tampoco
observaron diferencias la incidencia de rechazo hepatico, confirmado por biopsia,

en funcion de los distintos genotipos de MDR1 C3435T|[25].

En relacion a CYP3A5*1/*3 y CYP3A4*1/*1B, no encontramos ningun efec-
to sobre la incidencia de rechazo. El motivo podria ser que el bajo nimero de
portadores del alelo menor que encontramos dificultase el analisis estadistico
por insuficiente buena poder estadistico. Existen pocos trabajos en la literatu-
ra que analicen la relacién de estos polimorfismos y la incidencia de rechazo.
Hesselink y cols. no encontraron diferencias significativas entre los portadores
del alelo CYP3A5*1 frente a CYP3A5*3 y la incidencia de rechazo en pacientes
trasplantados renales[83]. Von Ahsen y cols observaron, en trasplantados renales
de origen caucasico en situacion estable, una incidencia de rechazo similar en
los portadores del alelo CYP3A4*1B en comparacién con los homocigotos para

el alelo CYP3A4*1 [210].

A diferencia de nuestro trabajo, la mayoria de los estudios llevados a cabo
en diferentes poblaciones de pacientes trasplantados no encontraron relaciéon
entre diferentes polimorfismos de MDR1, CYP3A4 y CYP3A5 y los diferentes

parametros farmacocinéticos de la CsA [83, 75, 9, 210, 132, 124, 77, 112, 81].

Hesselink y cols. realizaron un estudio con 110 pacientes (87 caucésicos, 11
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negros y 12 asiaticos) que habian sido trasplantados renales al menos 1 afo
antes y que estaban tratados con CsA. Al evaluar el efecto de MDR1 C3435T,
CYP3A4*1/*1B y CYP3A5*1/*3 sobre los valores de CO y C0/D, ajustada por
dosis y peso, a los 3 y 12m no encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas para ninguno de los polimorfismos.[83|Haufroid y cols. estudiaron en 50
pacientes trasplantados renales de origen caucasico el efecto de MDR1 C3435T,
MDR1 C1236T y CYP3A5*1/*3 sobre los requerimientos de dosis de la CsA y los
valres de C0, C0/D, en relacion a la altima dosis y a la dosis/dia, todos ellos en
fase estable del trasplante[75]. Observaron que los valores de C0/D fueron meno-
res en los portadores del alelo CYP3A5*1, sélo significativo cuando considero la
ultima dosis de ciclosporina admisnitrada y no la dosis/dia en fase estable. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para los polimorfismos de
MDRI1 por separado ni cuando se realiz6 el analisis por haplotipos. Anglicheau
y cols. estudiaron en 100 pacientes de origen caucésico trasplantados renales
en situacion estable la influencia de los polimorfismos MDR1 (T-129C,C1236T,
G2677(T/A),C3435T) y CYP3A5*1/*3 sobre los valores de C0, Cmax, AUCO-
4h, AUCO0-12h, en valores absolutos y normalizados por la dosis[9]. Tan so6lo
encontraron una asociacion débil entre MDR1 C1236T y los valores de Cmax,/D
y AUCO0-4/D, que no parece ser suficiente para la optimizacion de la dosis en
la practica clinica. Ninguno de los parametros farmacocinéticos se asoci6é con
CYP3A5*1/*3. Von Ahsen y cols. realizaron un estudio con 124 trasplantados
renales de origen caucésico en situacion estable (tras mas de 6 meses de la ciru-
gia) que tomaban CsA como principal inmunosupresor. Analizaron el efecto del
genotipo C3435T de MDR1 y CYP3A4-V sobre la dosis, C0, dosis/peso, CO/D
y el numero de rechazos, teniendo en cuenta otras variables que podian influir
como las concentraciones plasmaticas de creatinina, tiempo desde el trasplante
y dosis de corticosteroides. Aunque la distribucion alélica para ambos SNPs fue
similar a la de otras poblaciones caucasicas, no encontraron diferencias estadis-
ticamente significativas en la distribucion de las variables estudiadas al analizar

por los diferentes genotipos[210]. Min y cols. llevaron a cabo un anélisis en 14
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voluntarios sanos, de los cuales 11 eran de origen afroamericano y 3 caucésico,
del efecto de MDR1 C3435T y CYP3A4*1/*1B sobre la cinética de absorcion
de la CsA (AUCO0-24h, Tmax, Cmax, t1/2 y C1/F). Encontraron que los porta-
dores del alelo CYP3A4*1 presentaron mayores valores de AUC/D y menores
de Cl/F. Respecto a MDR1, aunque la Cmax y AUC en el grupode C/Ty T/T
fue 15% y 22 % mayor que en el grupo C/C, ninguno de estas diferencias fue
estadisticamente significativa[132][132]. Mai y cols. realizaron, en 98 pacientes
trasplantados renales de origen caucasico, un anélisis retrospectivo del efecto de
diferentes haplotipos de MDRI1 sobre la farmacocinética de CsA en situaciéon
estable (al menos 6 meses postrasplante). No se observaron diferencias en el
analisis por haplotipos sobre los valores de C0, C2 ni AUCO0-12h[124]. Hebert y
cols. analizaron en 89 pacientes trasplantados de higado de origen caucasico la
asociacion entre MDR1 G2677(T/A) y MDR1 C3435T sobre los valores de CO,
D y C0/D en estado estable (los primeros 3 afios postrasplante) sin encontrar
diferencias estadisticamente significativas[77]. Kuzuya y cols. realizaron un estu-
dio en 97 pacientes trasplantados renales de origen asiatico, en los que se analizo
el efecto de MDR1 (T-129C, C1236T, G2677(T/A), C3435T). El intervalo desde
el trasplante fue de 2-17 afios (media 7 afios). Los parametros farmacocinéti-
cos analizados fueron AUC 0-2h, Cmax y Cmin. Estos autores no observaron
diferencias entre la dosis requerida de CsA y los polimorfismos estudiados de

MDR1[112].

Sin embargo otros trabajos si encuentran dicha relacién entre diferentes po-
limorfismos de MDR1, CYP3A4 y CYP3AS5 y los diferentes pardmetros farma-
cocinéticos de la CsA. De este modo, el trabajo realizado por Balram y cols.
en un subgrupo de pacientes asiaticos trasplantados cardiacos demostr6 que los
pacientes con genotipo CC presentaban una AUCg_4, un 11 % menor que los por-
tadores del genotipo TT [15]. En otro estudio que se llevd a cabo en pacientes
trasplantados hepéticos, los portadores del genotipo TT presentaron una ma-
yor concentracion C2/D/peso en los primeros dias y al mes del trasplante [25].

Chowbay y cols. analizaron en 275 voluntarios sanos y 14 pacientes trasplanta-
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dos cardiacos de origen asiatico la influencia de MDR1 (C1236T, G2677(T/A),
(C3435T) y CYP3A4*1/*IB sobre los valores de AUC 0-12h, AUC 0-4h, Cmax
y Cmin en situacién estable tras el trasplante. Encontraron que los valores de
AUC 0-12h, AUC 0-4h y Cmax fueron mayores en los pacientes qque presen-
taban el haplotipo T-T-T de MDR1[40]. BEn la misma linea, Barnard y cols.
observaron que fueron necesarias mayores dosis de CsA para los portadores CC
frente a CT y TT a los 3 y 12 meses postrasplante [16]. Nosotros observamos
en la primera semana, que el genotipo TT presentaba mayores concentraciones
C0, comparada con los genotipos CT y CC, datos que se confirmaron también
para el primer mes. Al ano postrasplante la diferencia se hizo evidente no solo
para CO sino también para C0/D y C0/D/peso y se observaron menores tiem-
pos en alcanzar los rangos terapéuticos. Sin embargo, en nuestra poblaciéon no
observamos diferenciassignificativas en los parametros cinéticos analizados para

los SNP del CYP3A4 y CYP3AS5.

Cuando analizamos la relacién entre los pardmetros farmacocinéticos y la in-
cidencia de rechazo encontramos que valores bajos de CsA en la primera semana
tras la cirugia se relacionaban con una mayor incidencia de rechazo agudo en
el primer mes postrasplante. Aumente y cols. también encontraron una asocia-
cién similiar en 70 pacientes trasplantados cardiacos, de modo que aquellos que
tuvieron valores de CO menores a 150 ng/ml en la primera semana presentaron
mayor frecuencia de rechazo agudo en el primer ano postrasplante[13]. Barnard
y cols. analizaron en 170 trasplantados cardiacos el efecto de MDR1 C3435T y
MDR1 G2677T/G sobre los valores de D/peso, C0, CO/D y C0/D/peso sobre
la incidencia de rechazo agudo significativo confirmado por biopsia. Encontra-
ron una relacion significativa entre el polimorfismo C3435T y rechazo, de modo
que los portadores del genotipo CC rechazaban 1,8 veces mas en el primer ano
postransplante. El anélisis por haplotipos mostr6é que el riesgo de sufrir un re-
chazo agudo en el primer afio fue 2,18 veces mayor GG/CC que con GT/CT
y TT/TT. En el analisis multivariable solamente MDR1 C3435T fue factor de

riesgo independiente. La D /peso a los 3 y 12 meses fue mayor para CC que para
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CT y TT[16]. Nosotros no encontramos un valor de CsA con suficientemente
sensibilidad y especificidad como para discriminar en un analisis temporal los
pacientes en funcién del riesgo de sufrir rechazo en este periodo. Sin embar-
go,los genotipos de MDR1 C3435T si fueron ttiles, permitiendo discriminar a
la problacién que sufiria un rechazo agudo en el primer mes postraplante. De
este modo, como se puede ver en el anéalisis temporal efectuado y en el modelo
predictivo elaborado mediante analisis de regresion logistica, ser portador del
genotipo T'T supone un menor riesgo de rechazo en el primer mes postrasplante

frente a los portadores del genotipo CT y CC.
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0.8. Conclusiones

0.8.1. Conclusién principal

El polimorfismo de nucleétido tnico MDR1 3435G>A determina la varia-
bilidad interindividual en el comportamiento farmacocinético de la CsA en la
primera semana y la tasa de rechazo agudo en el primer mes en pacientes adultos

sometidos a un primer trasplante cardiaco.

0.8.2. Conclusiones secundarias

1) La incidencia de rechazo agudo significativo en el primer afio postrasplante
fue mayor al 50 %, siendo maxima en el primer mes tras la cirugia.

2) Los factores demograficos y clinicos relacionados con una mayor incidencia
de rechazo agudo en el primer mes, tercer mes y el primer ano postrasplante
fueron una baja fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo del receptor antes
del trasplante, asi como una mayor dad, el grupo sanguineo A y la hemorragia
intracraneal como causa de muerte en el donante.

3) Ser portador del genotipo TT para el polimorfismo MDR1 C3435 se asocia
a un menor riesgo de rechazo agudo en el primer mes postrasplante frente a los
portadores de los genotipos CT y CC.

4) El genotipo TT para el polimorfismo MDR1 C3435 se asocia a la presencia
de concentraciones mas altas de ciclosporina en la primera semana postrasplante
asi como a una mejor absorcién de la misma frente a los portadores de los
genotipos CT y CC.

5) Concentraciones bajas de CsA en la primera semana postrasplante se
asocian a una frecuencia mayor de rechazo agudo en el primer mes postrasplante.

6) Estrategias basadas en Biologia Computacional pueden ayudar a seleccio-

nar posibles genes candidatos para realizar estudios farmacogenéticos.
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Nomenclatura

6-MP 6-Mercaptopurina

ABCB1 ATP-binding cassette sub-family B member 1
AMR Anticuerpos mediadores de rechazo

ARNm ARN mensajero

ARNt ARN de transferencia

AUCO0-12h Area bajo la curva 0-12h

AZA  Azatioprina

BAS Basiliximab

BEM Biopsia Endomiocardica

BIND Biomolecular Interaction Network Database

Co Concentracion pre-dosis
C2 Concentracion a las 2 h de la dosis
Cl Aclaramiento

Cmax Concentracion maxima

CMV Citomegalovirus

CNV  Copy number variant
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CsA  Ciclosporina A

Css Concentracion en estado de equilibrio

CYP3A4 Citocromo P450, familia 3, subfamilia A, polipeptido 4

CYP3A5 Citocromo P450, familia 3, subfamilia A, polipeptido 5

D Dosis

DAC Daclizumab

DAI  Desfibrilador automatico implantable

ECG Electrocardiograma

EVE Everolimus

FEVI Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo

FKBP FKb506 binding protein

GM-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos-macrofagos

GR Receptores de Glucocorticoides

GST  Glutation-S-tranferasa

HGMD Human Gene Mutation Database

HLA Human leukocyte antigen

HMM Hidden Markov Models

IECA Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina

iHOP Information Hyperlinked over Proteins

IL-1  Interleukina 1

IL-2  Interleukina 2

IL-6  Interleukina 6
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ISHLT International Society for Heart and Lung Transplantation

MDR1 Multidrug resistance protein 1

MHC Complejo Mayor de Histocompatibilidad

MMEF Micofenolato mofetil

MPA Acido micofenolico

mTOR Mammalian Target of Rapamycin

NFAT nuclear factor of activated T-cells

NK Natural Killer

NYHA New York Heart Association

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man

ONT Organizacion Nacional de Trasplantes

P-gp P-glicoproteina

PCR-RFLP Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Poly-

morphism

PPIA peptidylprolyl isomerase A

PRKCZ protein kinase C zeta

SNP  Polimorfismos de nucleétido anico

SRL  Sirolimus

TAC Tacrolimus

tCO Tiempo en alcanzar concentracion pre-dosis en rango terapéutico.

tC2 Tiempo en alcanzar concentraciones a las 2 h postdosis en rango tera-

peutico.
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TNF  Factor de necrosis tumoral
TPMT Tiopurina S-metil transferasa

UDP-GT Uridina difosfato glucuronotransferasa
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Servicio Andaluz de Salud
ERIA 1N

A DE SALUD

Hospital Universitario Reina Sofia

Reunida la Comision Permanente del Comité Local de Ensayos Clinicos del Hospital
Universitario Reina Sofia de Coérdoba en sesién de fecha 2 de diciembre de 2005, y
una vez estudiada la documentacion presentada por D2 Beatriz Isla Tejera,
Farmacéutica Interna Residente de este Centro, tiene a bien informar que el proyecto
de investigacion, del cual figura como investigadora, titulado “Estudio farmacogenético
de los inhibidores de la calcioneurina (ciclosporina y tacrolimus): analisis de los
polimorfismos de los genes CYP3A4, CYP3A5 y MDR-1 en relacion con su
comportamiento farmacocinético y la incidencia de rechazo agudo tras el trasplante
cardiaco”, se ajusta a las normas deontoldgicas establecidas para tales casos.

En consecuencia, este Comité considera que procede la realizacién del mencionado

proyecto.

Y para que conste, lo firmo, en Cérdoba a 02 de diciembre de 2.005

El Presidente del Comité Local de Ensayos Clinicos

" Fdo.: Alberto Rodriguez Benot

Avda. Menéndez Pidal, s/n 14004 Cérdoba
Tel. 957 010 000 www.hospitalreinasofia.org



TRASPLANTE CARDIACO Y . HOSPITAL UNIVERSITARIO
FARMACOGENETICA REINA SOFIA

PROYECTO DE INVESTIGACION
2005-2007

ANALISIS FARMACOGENETICO DE LA CICLOSPORINA EN RELACION
A FACTORES FARMACOCINETICOS-FARMACODINAMICOS
Y LA INCIDENCIA DE RECHAZO AGUDO TRAS EL
TRASPLANTE CARDIACO

3.-CONSENTIMIENTO INFORMADO

Beatriz Isla Tejera
Farmacéutica Interna Residente

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO




TITULO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION: ANALISIS
FARMACOGENETICO DE LA CICLOSPORINA EN RELACION
A FACTORES FARMACOCINETICOS-FARMACODINAMICOS

Y LA INCIDENCIA DE RECHAZO AGUDO TRAS EL TRASPLANTE
CARDIACO

Se le ha invitado a participar en un estudio de investigacion en el que se
analizara la relacion existente entre las variaciones (polimorfismos) de genes
que producen proteinas que tienen que ver con la variaciones de la
concentracion en sangre medicamentos inmunosupresores, como es Sandimun
Neoral (ciclosporina), que ya esta usted tomando, y el riesgo de rechazo de su
organismo al 6rgano que le han transplantado.

Debe decidir si desea tomar parte en él. Tomese el tiempo necesario
para decidir. Lea atentamente lo que sigue y formule al médico del estudio
todas las dudas que tenga. El estudio es llevado a cabo por miembros del

Servicio de Farmacia del Hospital Universitario Reina Sofia de Cérdoba.

¢Por qué se realiza este estudio?

El trasplante cardiaco continta siendo el unico tratamiento definitivo de
la insuficiencia cardiaca. En Espafa disponemos de una gran experiencia,
siendo nuestros resultados equiparables con los de otros paises, tanto de
nuestro entorno como norteamericanos. El rechazo agudo del d&rgano
trasplantado representa un problema significativo ya que puede suponer tanto
la disfuncién temporal como la pérdida del mismo. En los ultimos afos, su
incidencia ha disminuido notablemente con el desarrollo de nuevos
medicamentos inmunosupresores. Su aparicion depende de las caracteristicas
inmunogeénicas del 6rgano, de las caracteristicas del receptor y de nuestra
capacidad de diagnéstico. Con el objetivo de prevenirlo, inmediatamente
después del procedimiento quirurgico, se inicia el tratamiento inmunosupresor.
A pesar de todo, en Espana, el rechazo se observa en un 50-80% de los
enfermos en este primer afio, con una media de 2-3 episodios por paciente.

Uno de los farmacos inmunosupresores utilizados tras el trasplante de

corazon es la ciclosporina (Sandimun Neoral®). Existe una gran variabilidad en




las concentraciones de estos farmacos cuando se analizan en varias personas.
A concentraciones plasmaticas excesivamente altas, estos farmacos producen
efectos toxicos (nefrotoxicidad, hipertensién, hiperlipidemia, diabetes mellitus,
neurotoxicidad, trombopenia, hirsutismo y sintomas digestivos) y favorecen
condiciones en las que existe mayor probabilidad de aparicion de infecciones
oportunistas y tumores asociados. Por otro lado, las concentraciones
demasiado bajas conllevan un menor efecto inmunosupresor y, por tanto,
mayor probabilidad de rechazo agudo.

Se conocen multiples factores que contribuyen a la variabilidad en las
concentraciones en sangre de estos medicamentos, tales como la edad, el
género, la raza, las enfermedades asociadas, la exposicién ambiental y la hora
del dia en que se administran. Hoy en dia, tan sélo la monitorizacién periodica
de las concentraciones plasmaticas de estos farmacos permite el control de
dichas variaciones, de modo que, con los valores obtenidos, su médico
establece si ha de modificarse o no las siguientes dosis en cada visita. De este
modo se pretende que las concentraciones en sangre del medicamento estén,
en la medida de lo posible, dentro de dicho margen terapéutico.

Recientemente se han descubierto algunos genes relacionados con
dichas variaciones. Todo el mundo tiene estos genes, pero hay pequefias
diferencias entre personas, que podrian explicar porqué, tomando una misma
cantidad de inmunospuresores, en unos individuos se alcanzan niveles en
sangre adecuados y en otros son demasiado elevados o demasiado bajos. De
este modo, se pretende investigar si el analisis de las variantes individuales de
estos genes puede ayudar a predecir las concentraciones de ciclosporina que
tendran los enfermos, de modo que se pueda comenzar con dosis mayores 0

menores segun el caso.



Objetivos:

1.-Determinar el papel de los polimorfismos en los genes MDR-1, CYP3A4 y
CYPAS5, en relacion a la variabilidad individual de las concentraciones de
ciclosporina y del riesgo de rechazo en pacientes sometidos a un primer
trasplante cardiaco.

Objetivos secundarios:

1.-Estudiar si existe correlacion entre los diferentes parametros
farmacocinéticos y los eventos clinicos en el primer afio postrasplante en
funcién de los diferentes polimorfismos analizados.

2.-Elaborar un modelo que, teniendo en cuenta los factores genéticos y
farmacocinéticos analizados, permita predecir las posibilidades de rechazo y la
supervivencia tras un afio de trasplante.

3-Aplicar una estrategia de Biologia Computacional para seleccionar nuevos
genes cuyas proteinas estén implicadas en la farmacodinamia de la
ciclosporina y estudiar su relacion con la apariciéon de rechazo agudo precoz en

nuestra poblacion.

¢Por qué se me pide que participe en este estudio?

Se le ha pedido que participe en el estudio y que done muestras de su
sangre para analizar su ADN y otros componentes de la sangre. La informacién
que se obtenga sera utilizada para investigar que relacion existe entre los
genes, las concentraciones en sangre de ciclosporina y la incidencia de
rechazo agudo. Su autorizacién para donar estas muestras de sangre es
opcional y depende por entero de usted. Tanto si decide donarlas como si
decide no hacerlo, recibira el mismo trato médico. Si decide no donar la
muestra o si retira su consentimiento, no perdera ninguno de los beneficios, el
tratamiento médico ni los derechos que le correspondan. El investigador no
desea identificarle en relacion con esta investigacion y utilizara procedimientos
disefiados para impedir que los resultados de la misma sean relacionados con

usted.



¢En qué consistira mi participacion?

Tras ser seleccionado, se le realizara una unica extraccion de sangre
venosa periférica mediante una aguja y una jeringa, con el fin de realizar el
analisis genético. También se realizaran extracciones de sangre venosa
periférica (en los tiempos: pre-dosis, 0’5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 y 12 horas tras la
administracion de la dosis matutina de los farmacos) y biopsia endomiocardica
(los dias +14, +21 y +28 tras el trasplante; posteriormente, cada dos semanas
durante 2 meses, luego cada mes durante 3 meses y, finalmente, cada dos
meses hasta el final del primer ano), tal y como esta especificado en el
protocolo de trasplante cardiaco de este hospital. Con estas muestras se
pretende monitorizar los niveles de ciclosporina a lo largo del primer ano
postrasplante y analizar de forma precoz si existe rechazo del 6rgano

trasplantado.

¢ Qué efectos adversos pueden derivarse de mi donacién de las muestras
de sangre?

Debe saber que se utilizara una aguja para extraerle sangre. La mayoria
de los donantes experimenta un ligero dolor en el punto de insercién de la
aguja y algunos pueden desarrollar un hematoma.

Los procedimientos han sido disefiados para que sea muy dificil
relacionarle a usted con los resultados de la investigacidon genética. No
obstante, existe siempre una remota posibilidad de que la informacion sobre su

participacion en este estudio sea conocida.



CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo ( nombre y apellidos)

He leido y entendido la hoja de informacidén que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio y se han contestado.
He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio.
* Cuando quiera.

* Sin tener que dar explicaciones.
* Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha: Firma del Participante.
(A completar por el paciente)

Fecha: Firma de la persona que llevd la discusion del
Consentimiento informado.

Fecha: Firma del investigador*

* En caso de que sea la misma persona que llevé la discusion del
consentimiento informado, debe firmar también en este apartado.



CONSENTIMIENTO DEL REPRESENTANTE

Yo ( nombre y apellidos)

En calidad de (relacién con el participante): de ( nombre
del participante):

He leido y entendido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio y se han contestado.

He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con (nombre del Investigador)

Comprendo que la participacion es voluntaria,
Comprendo que puede retirarse del estudio.:

10 Cuando quiera.

20 Sin tener que dar explicaciones.

39 Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

En mi presencia se ha dado a toda
la informacién pertinente adaptada a su nivel de entendimiento y esta de acuerdo
en participar.

Y presto mi conformidad con que

participe en este estudio.

Fecha:
Firma del representante.
(a completar por el representante).

Fecha: Firma de la persona que llevd la discusion del
Consentimiento informado.

Fecha: Firma del Investigador*

*En caso de que sea la misma persona que llevd la discusion del
consentimiento informado, debe firmar también en este apartado.



CONSENTIMIENTO ORAL ANTE TESTIGOS

Yo (nombre y apellidos)

Declaro bajo mi responsabilidad que

Ha recibido y entendido la hoja de informacidn sobre el estudio.
Ha podido hacer preguntas sobre el estudio y se han contestado,
Ha recibido suficiente informacién sobre el estudio.

Ha sido informado por

Comprende que su participacién es voluntaria.

Comprende que puede retirarse del estudio:

10 Cuando quiera.

20 Sin tener que dar explicaciones.

39 Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

Y ha expresado libremente su conformidad para participar en el estudio.

Fecha: Firma del Testigo Imparcial.
(A completar por el Testigo)

Fecha: Firma ( o marca o huella digital)
(A completar por el paciente) del paciente:
Fecha: Firma de la persona que llevéd la discusion del

consentimiento informado.

Fecha: Firma del Investigador*

* En caso de que sea la misma persona que llevé la discusion del consentimiento
informado, debe firmar también en este apartado.



