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Abreviaturas

ABCB1: ATP binding cassette B1
ACr: aclaramiento de creatinina
AE: efecto adverso

ALG: antilymphocyte globulin
ALT: alanina aminotransferasa
ARN-m: ARN mensajero

ARN: acido ribonucleico

ATG: antithymocyte globulin

ATP: adenosin trifosfato

AUC: area bajo la curva

Aza: azatioprina o 6-mercaptopurina

Bt: bilirrubina total

Co/D: ratio concentacion / dosis

CC: colangiocarcinoma

CEIC: comité de ética en investigacidn clinica
Cmin: concentracion minima

CMV: citomegalovirus

Cr: creatinina

CRD: clinical research document

CsA: ciclosporina

CYP: citocromo P450

CYPS3ADS5: citocromo P450, isoenzima 3A5
DNA: acido desoxirribonucleico

ECG: electrocardiograma

EDTA: acido etildiaminotetraacético

EE. UU.: Estados unidos de América

EMIT: inmunoanélisis multiplicacién enzimatica
FA: fosfatasa alcalina

FDA: federal drugs agency

FG: filtrado glomerular

FK: tacrolimus

FKBP: tacrolimus binding protein

FPIA: fluorescence polarization inmunoassay
GGT: gammaglutaril transferasa

GOT: transaminasa glutamicooxalacética

GPT: transaminasa glutamico-piruvica

HBeAg: antigeno E de la hepatitis B

HBV: Virus de la hepatitis B

HCC: hepatocarcinoma

HDA: hemorragia digestiva alta

HPLC: high performance liquid chromatography
HTA: hipertension arterial

ICN: inhibidores de la calcineurina

IECA: inhibidor de la enzima de angiotensina

IL: interleuquina

IMPDH: inosina monofosfato deshidrogenasa
INR: international normalized ratio

ITT: intencion de tratar

LAMG: lesiones agudas mucosa gastrica
m-TOR: mammalian target of rapamycin
MARS: molecular adsorbentes recirculating
system

MDR1: multiple drugs resistence tipo 1

MELD: model for end-stage liver disease
MMF: micofenolato mofetilo

MPA: acido micofenélico

NIH: national institute of health

OKTS: anticuerpos anti-CD3

ONT: organizacion nacional de trasplantes
P-gp: glicoproteina P

PBE peritonitis bacteriana espontanea

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
PIC: presién intracraneal

posTH: postrasplante hepatico

PP: poblacion por protocolo

PPD: derivado proteico purificado
PXR: receptor del pregnano X
RAC: rechazo agudo

RMN: resonancia magnética nuclear
SETH: sociedad espanola de
hepéatico

SHR: sindrome hepatorrenal
SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida
SNC: sistema nervioso central

SNP: single nucleotide polymorphisms

Tac: tacrolimus

TC: tomografia computarizada

TH: trasplante hepatico

TIPS: transyugular intrahepética portosistémica
TMD: dominio transmembrana

UCI: unidad cuidados intensivos

UDPGA: 5’ difosfoglucurénico de uridina
UGT: UDP-glucuronil transferasa

UNOS: united network for organ sharing

VEB: virus de Epstein Barr

VHB: virus de la hepatitis B

VHC: virus de la hepatitis C

VHD: virus hepatitis delta

VHS: virus herpes simple

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

trasplante
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1. Abstract



1.1. INTRODUCCION

La supervivencia de los pacientes receptores de un trasplante hepatico ha
mejorado significativamente durante la Gltima década, tanto por la mejora de las
técnicas quirtrgicas, como por la incorporacion de nuevos inmunosupresores y la gran
experiencia acumulada por los equipos de trasplante. La tasa de supervivencia tras el
primer afio postrasplante se sitia en cifras superiores al 80% segun los datos del
registro europeo, (que contrasta significativamente con el 44% reportado por este
mismo registro en 1987) y, en el momento actual, el mayor reto consiste en mejorar la
evolucién a largo plazo del érgano trasplantado y, por ende, la del paciente.

Entre las principales complicaciones a largo plazo en el trasplante hepatico se
encuentran factores tanto relacionados con el injerto (la recidiva de la enfermedad
primaria, principalmente en el caso de las hepatitis virica, el rechazo crénico o el
rechazo agudo refractario), como aspectos no relacionados con el injerto
(complicaciones cardiovasculares y neoplasias).

La inadecuada exposicibn a los agentes inmunosupresores, tanto por
sobreexposiciéon, como por infraexposicion, constituye un elemento que impacta de
forma muy significativa en ambos grupos de factores: La infraexposicion aumenta el
riesgo de rechazo y, en el trasplante hepético, las tasas de rechazo agudo todavia se
encuentran en cifras que oscilan entre el 25 y el 35%. El rechazo agudo habitualmente
sucede en las primeras semanas tras el trasplante, con un pico de aparicién al final de
la primera semana, de ahi la importancia de conseguir niveles terapéuticos adecuados
en los primeros dias postrasplante. Por otra parte, la aparicion de episodios de
rechazo agudo tardio o de rechazo cronico (habitualmente como consecuencia de un
rechazo agudo no controlado) suele ocurrir si el tratamiento inmunosupresor no se
maneja de forma adecuada.

Por lo que respecta a la sobreinmunosupresion, ésta parece estar relacionada,
ademas de con el conocido aumento del riesgo de infecciones y neoplasias, con el
desarrollo de insuficiencia renal crbnica, ademas de con una mayor toxicidad
metabdlica dosis-dependiente.

La cinética de los agentes inmunosupresores es muy variable intra e
interindividualmente, influyendo en ello variables demogréficas y genéticas, variables
clinicas fisiologicas y patologicas, asi como las dependientes de interacciones
medicamentosas. La variabilidad en la farmacocinética de los inmunosupresores
constituye un factor critico en el manejo del tratamiento inmunosupresor,
especialmente en el postrasplante inmediato. Durante afios, la monitorizacion
terapéutica de los farmacos, principalmente de los ICN, ha sido la estrategia utilizada
para optimizar los niveles sanguineos, pero tiene la gran limitacion de que, al
instaurarse después de iniciado el tratamiento, no tiene ningun valor predictivo en el
momento critico del inicio del tratamiento, por lo que no ayuda a determinar la dosis
Optima de inicio de los inmunosupresores. Las dosis iniciales se basan generalmente
en el peso del paciente 0 son dosis fijas por protocolo, que posteriormente se ajustan
para conseguir el rango de niveles preestablecido y pueden variar segun las
caracteristicas del donante y del receptor, asi como segun la terapia inmunosupresora
concomitante empleada. Dado que esta pauta de utilizacion de los agentes
inmunosupresores no predice la exposicidbn que un determinado paciente conseguira
en el postrasplante inmediato, es dificil alcanzar inmediatamente unos niveles de
farmaco dentro de una ventana terapéutica eficaz y segura, con el riesgo subsiguiente
de infraexposicion (pérdida de eficacia) o sobreexposicion (toxicidad).

La farmacogenética pretende identificar las variantes genéticas que se
expresan de una forma estable en un individuo, y que pueden utilizarse como
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variables predictivas de las propiedades farmacocinéticas o farmacodinamicas de un
farmaco concreto.

El metabolismo de los ICN se lleva cabo por determinadas enzimas codificadas
por cierto genes; genes que a su vez pueden presentar diversos polimorfismos. La
existencia de polimorfismos en los genes que codifican por los enzimas de
biotransformacién de estos farmacos y sus proteinas transportadoras, se revela dia a
dia como un factor critico a la hora de justificar la variabilidad farmacocinética
interindividual, por lo que el conocimiento de las implicaciones farmacocinéticas que
tiene la presencia de determinados alelos, tanto en los receptores de un trasplante
hepatico, como en los injertos procedentes del donante, podria ayudar a disponer de
una herramienta predictiva, que orientara sobre la correcta dosificacidn inicial de los
inmunosupresores y ayudara a optimizar el tratamiento inmunosupresor de estos
pacientes.

De forma general, la farmacogenética esta basada en la identificacion de
polimorfismos de un Unico nucleétido (SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms) en
genes involucrados en la absorcion, distribucion y mecanismo de accion de los
farmacos.

Respecto a su nomenclatura, esta ampliamente aceptado el nombrar a los genes
salvajes con el nombre del gen, seguido de *1, y a las variaciones en los alelos con
nameros secuenciales: gen*2, gen*3, aunque esta nomenclatura se ha adaptado para
los polimorfismos del CYP3A, pero no del ABCB1.

El citrocromo P450, conocido como CYP, esta constituido por una superfamilia
que implica a 57 genes que codifican por una serie de proteinas clasificadas en
familias y subfamilias en funcion de la similitud de su secuencia de aminoacidos, con
una gran variedad de funciones, que van desde el metabolismo de farmacos, a la
sintesis de vitamina D3 o la hidroxilacién del acido retinoico.

Los miembros de la subfamilia CYP3A estan involucrados en el metabolismo del
45-60% de los farmacos utilizados en la actualidad, y también en el metabolismo de
moléculas procarcinogénicas. Las diferencias interindividuales en su expresiéon
contribuyen de forma significativa a la variacidbn en la biodisponibilidad oral y el
aclaramiento sistémico de sus sustratos, por lo que las caracteristicas de su expresion
son un determinante muy importante de la eficacia y seguridad de los farmacos.

Uno de los SNP descritos para CYP3A5 es la mutacion conocida como
CYP3A5*3, que codifica por una proteina CYP3AS5 no funcional. Este SNP se presenta
de forma homocigética en el 80% de los caucasianos y en el 30% de los
afroamericanos-.

CYP3A5 se expresa en los portadores del gen salvaje CYP3A5*1, tanto en
individuos homocigéticos (CYP3A5*1/*1) como heterocigéticos (CYP3A5*1/*3),
mientras que los homocigotos para los alelos mutantes CYP3A5*3 no sintetizan
proteina funcional.

Esta ampliamente constatada la presencia de una concentracion de Tac
significativamente inferior en los expresores de CYP3A5 y algunos autores afirman
que la determinacién del genotipo de CYP3A5 es predictiva de la dosis de Tac
requerida por los pacientes trasplantados renales, destacando la relevancia de este
hecho en la determinacién de la dosis inicial ideal para cada paciente individual, que
garantice una adecuada inmunosupresion sin exceso de nefrotoxicidad.

Por otro lado, la P-gp es una proteina transmembrana, codificada por el gen
ABCB1 (ATP-binding cassette B1), dentro de la familia de los transportadores de
membrana (subfamilia B), también conocido como MDR1 o gen de multirresistencia a
farmacos, que se expresa en el higado, el rifidn, el pancreas, el intestino delgado y el
colon.

Esta proteina dependiente de ATP, es capaz de bombear muchas sustancias
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exogenas y farmacos, incluidos los ICN, del interior de la célula (citoplasma o
membrana) al espacio extracelular, bilis, orina o luz intestinal, actuando asi de barrera
protectora.

Se han descrito mas de 30 mutaciones en el gen ABCB1 o MDR1, pero muchas
de ellas no se han relacionado con la farmacocinética, ni la farmacodinamia de los
farmacos.

El primer SNP identificado en relacion con la actividad de la P-gp fue el C3435T,
que presenta un genotipo salvaje (CC) y mutante (TT), con una presencia de ambos
genotipos muy diferenciada entre los grupos étnicos: los individuos de raza negra
presentan el genotipo C3435T CC en el 50-80% de los casos, mientras que, en otros
grupos étnicos, la prevalencia es inferior al 30%. Por lo que respecta a la mutacién TT,
esta practicamente ausente de forma homocigética en la poblacién africana, aunque
aparece de forma heterocigoética en el 20-40% de la poblacién.

Existe ademas del C3435T, otro SNP sinénimo de éste, el C1236T y también el
G2677T, todos ellos unidos en el MDR1*2.

La relacion entre la expresién de la P-gp y la concentracion de Tac se ha
estudiado, tanto en trasplante hepatico, como renal y de intestino delgado.

El importante metabolismo hepético de los inmunosupresores y su impacto en la
variabilidad farmacocinética, hace necesario el estudio farmacogenético no sélo de los
receptores de un trasplante hepatico, sino también de los érganos trasplantados.

El objetivo de este estudio fue evaluar la prevalencia y el tipo de los
polimorfismos de los genes que se codifican por los enzimas de biotransformacién y
proteinas transportadoras de Tac, en pacientes portadores de un trasplante hepatico
primario, asi como en los 6rganos trasplantados. Ademas se analiz6 el impacto de los
polimorfismos genéticos de los enzimas de biotransformacién y proteinas
transportadoras de Tac en el coeficiente concentracion/dosis de dichos farmacos.

1.2. MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio observacional multicéntrico post-autorizacion prospectivo,
de una Unica cohorte, para evaluar la prevalencia y la relevancia clinica de los
polimorfismos de los genes que codifican por los enzimas de biotransformacion y
proteinas de transformacién de Tac en pacientes receptores de un trasplante hepatico
primario.

Se incluyeron en el estudio pacientes que fueran a recibir un trasplante hepatico,
y candidatos a recibir una terapia inmunosupresora basada en la combinacién de
esteroides, MMF y Tac y que cumpliesen los criterios de inclusion y exclusién.

Los pacientes incluidos en el estudio se sometieron a una determinaciéon
genética que pretendia identificar la presencia de polimorfismos a nivel de los genes
que codifican por uno o varios de los enzimas encargados de la metabolizacion y
transporte de Tac. Los mismos polimorfismos genéticos serian analizados en el injerto.
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1.3. RESULTADOS

Se analizaron 186 sujetos (98 receptores y 88 donantes hepaticos). Todos
fueron pacientes espafoles de raza. Todos los paciente recibieron triple terapia
basada en Tac + MMF + Prednisona. La etiologia que motivd el TH con mayor
frecuencia fue la cirrosis de origen etilico con un 56,1%.

En el 85,7% de los receptores de un TH estuvo presente el genotipo CYP3A5
para el alelo *3/*3, y de un 14,3% para el alelo CYP3A5*1/*3. En el caso del grupo de
donantes el 84% portaban el alelo del gen CYP3A5*3/*3, un 13,6% el heterocigoto
CYP3A5*1/*3 y un 2,3% el CYP3A5*1/*1.

En cuanto a la influencia del los polimorfismos en el metabolismo del tacrolimus
en el caso del CYP3AS5 en el grupo receptor se alcanzan diferencias estadisticamente
significativas en el séptimo dia de seguimiento con una ratio concentracion/dosis de
tacrolimus menor para el SNP *3/*3. En el grupo donante se alcanza significacion
estadistica el dia 90 de seguimiento para dosis menores en el SNP *3/*3

En el caso de gen ABCB1, durante los 90 dias de seguimiento y para ambos
grupos de estudio (donante y receptor) no se hallaron diferencias estadisticamente
significativas.

La tasa de rechazo agudo en el grupo receptor para el CYP3A5 fue menor para
el genotipo *3/*3 , al igual que en grupo donante. Ademas aparecié de forma mas
temprana en el SNP expresor.

Para el gen ABCB1, en ningun caso se obtuvo significacion estadistica. No hubo
tampoco diferencias en cuanto al tiempo de desarrollo de rechazo agudo.

Se apreciaron diferencias estadisticas en la funciéon renal, en cuanto a
aclaramiento de creatinina en el caso de receptores para el CYP3A5*1/*3, asi como
para el SNP 1235C>T, 3435C>T y 2677G>T/A con un menor aclaramiento para los
mutantes.

Un 40,9% de los pacientes desarrollaron uno o mas alteraciones relacionadas
con la inmunosupresion con tacrolimus. Destaca un incremento de alteraciones
neurolédgicas para el SNP 2677TT. De forma global aparecieron 10 rechazos agudos,
32 alteraciones neurolégicas, 24 casos de diabetes mellitus, 8 hipercolesterolemias,
12 casos de hipertension arterial y 14 casos nuevo de insuficiencia renal.

1.4. DISCUSION

En nuestro analisis de resultados, con una muestra de raza caucasica (tanto
donantes como pacientes receptores) se observa una prevalencia de genotipo
CYP3A5*3 de un 84% tanto en los receptores como en los donantes, lo que significa
que la isoenzima metabdlicamente activa (*1) sblo esta presente en un 16% en la
poblacién caucasica.

Considerando que en la primera semana, el injerto hepatico es funcionalmente
deficiente, cobra una mayor importancia el metabolismo intestinal por el CYP3AS5.
Como veremos, el genotipo del receptor parece cobrar importancia en el metabolismo
del tacrolimus en los primeros dias postrasplante, dado que el organismo se encuentra
en un periodo de adaptacion al nuevo 6rgano. Sin embargo, y dado que el mayor
volumen de citocromo CYP3A5 se encuentra en el higado, vemos como con el paso
de los dias la condicion alélica del receptor va perdiendo importancia, igualandose las
ratios, practicamente, a partir de las dos semanas de seguimiento.
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La repercusion clinica mas destacable surge de que a pesar de los controles
exhaustivos de los niveles sanguineos del farmaco, se hace dificil mantener los
niveles ajustados sobre todo en las dos primeras semanas, apareciendo igualmente
diferencias estadisticas en cuanto a dosis administrada de tacrolimus (mayor en los
expresores), asi como en los niveles sanguineos (menores en los expresores).

Los hallazgos anteriores corroboran, que los pacientes espafoles de raza
blanca, beneficiarios de un trasplante hepatico, con al menos un alelo CYP3A5*1
tienen requerimientos de dosis de tacrolimus mas altos que los que no lo tienen.
Aunque las diferencias estadisticamente significativas entre expresores (ratio mas baja
de tacrolimus Co/D; p=0.002; n=14) y no expresores (n=84) fueron solamente
alcanzadas en el dia 7, la consistencia general de los resultados entre expresores y no
expresores sugiere fuertemente que los primeros requieren dosis superiores de
tacrolimus para alcanzar las concentraciones minimas terapéuticas.

Esta interpretacién es también vélida para expresores (n=14) y no expresores
(n=74) en el grupo definido como genotipo de los donantes, es decir, la del higado
trasplantado, aunque la significacion estadistica de nuevo sélo se logré en una
ocasioén: por aumento de la dosis (p=0,031) y menor proporcién de Co/D (p=0,019) en
el dia 90. El hecho de que esto ocurra mucho mas tarde que en el grupo de receptores
coincide con la idea de que los niveles de tacrolimus estan fuertemente influidos por el
polimorfismo CYP3AS5 intestinal a principios del periodo postrasplante, pero que el
CYPS3AS5 hepatico se vuelve mas importante con el tiempo.

En cuanto al gen ABCB1, parece que en nuestra poblacion de estudio,
aproximadamente un tercio de la poblacion expresaria de forma homocigota el alelo
salvaje (CC, GG) y por lo tanto, la proteina seria funcionante como bomba de
expulsiébn del farmaco. La mayor proporcidbn de individuos se agruparia como
heterocigotos (40% aproximadamente) con una proteina no funcionante. La menor
parte quedaria reservada para el alelo homocigoto mutante, TT.

En cuanto a la influencia del genotipos ABCB1 en los receptores o donantes
sobre las variables de tacrolimus, nuestros resultados no revelaron ninguna asociaciéon
significativa entre estos genotipos y los requisitos dosis de tacrolimus y de la relacién
Co/ D.

A lo lardo del de seguimiento los valores Co/D de tacrolimus en los genotipos
“wild-type”, con actividad en el receptor P-gp, presenta valores mas bajos, frente a los
mutados, no activos; tanto para el alelo C3435T, como para sus sinébnimos C1236T,
G2677T.

En cuanto a la influencia del genotipo ABCB1 en el grupo donante, los
resultados obtenidos, como era de esperar, no arrojan ninguna relevancia ni clinica ni
estadistica, ya que, como se ha dicho, esta proteina no se expresa en el higado, ni
tiene una funcion directa sobre el mismo. El Gnico interés de estos hallazgos radica en
el andlisis de la prevalencia de los diversos genotipos discutidos en el apartado
anterior.

Hemos visto, respecto al CYP3A5 una repercusion tanto clinica como
estadistica en lo que a aclaramiento de creatinina se refiere. Los pacientes portadores
del gen expresor *1, presentan un deterioro en el aclaramiento de creatinina a lo largo
de todo el seguimiento de unos 20-25 mil/min. Esto sugiere, una vez establecido el
tratamiento con tacrolimus, que los pacientes expresores, fruto de su metabolismo
elevado y de las dosis medias mas altas de farmaco, presentan un efecto lesivo sobre
las nefronas. Si bien, clinicamente no supondria un grado de insuficiencia renal que
requiriese ninguna medida especial, es importante tenerlo en cuenta como marcador
de un efecto perjudicial de la sobrexposicién al farmaco. Sin embargo, como hemos
dicho, estos valores pueden estar influenciado por otras causas como, en este grupo,
una filtraciébn glomerular disminuida a dia 3 en el grupo expresor. Esto nos haria
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pensar en un sesgo al interpretar los resultados, ya que este grupo presentaba una
funcion renal menor ya al comienzo del trasplante.

En relacién a la nefrotoxicidad de tacrolimus, influenciado por el citocromo, la
proporcién de pacientes en cada grupo no permiten identificar una asociacion clara
basandonos en numeros absolutos. Sin embargo, la proporcion de portadores *1 que
desarrollan insuficiencia renal es del 33%, frente a un 12% en el caso de los no
expresores (grupo receptor). De nuevo, como se coment6 en el apartado anterior, una
exposicion a dosis medias mas altas de tacrolimus, asi como un ajuste mas complejo
para obtener niveles éptimos en sangre, podrian influenciar en este hallazgo. En el
grupo de donantes, el efecto es muy similar, motivado por las misma causas.

En cuanto al receptor intestinal MDR1 y su influencia en el desarrollo de
insuficiencia renal, los datos obtenidos son poco significativos con porcentajes de
desarrollo de fracaso renal muy similar entre mutantes y salvajes.

Referente a las alteraciones neurolégicas para el CYP3A5 en ambos grupos,
expresores y no expresores, el porcentaje de aparicibn de estos sintomas fueron
idénticos, con un 33% para ambos. Esto nos permite pensar de forma razonable, que
no existe una relacion directa entre la expresidon del CYP3A5 y el desarrollo de
complicaciones neuroldgicas.

Algo similar ocurre para el ABCB1 en los SNPs 1236 C>T y 3435 C>T, con
porcentaje de complicaciones neuroldgicas parecidas.

Llama la atencién que en el caso del SNP 2677 G>T/A hasta un 45% de los
mutantes (proteina no eficaz para eliminar el farmaco), frente a un 13%, en los
funcionantes, desarrollaron alteraciones neuroldgicas. Estos resultados se han
relacionado con el hecho de que la expresion de esta glicoproteina se asocia con una
menor entrada de farmaco al sistema nervioso central, motivada por una mejor barrera
hematoencefalica, por lo que los bajos expresores de P-gp serian susceptibles de una
mayor neurotoxicidad.

1.5. CONCLUSIONES

Por lo tanto podemos concluir que la prevalencia del CYP3A5 expresor (*1/*3,
*1/*1) en pacientes trasplantados hepaticos de raza caucasica en Espana es de 14%,
frente a un 86% de pacientes con un genotipo no expresor (*3/*3). De la misma forma
las dosis diarias de tacrolimus necesarias para alcanzar los niveles objetivo son mas
altas en los receptores que expresan CYP3A5 (CYP3A5*1) y en los que reciben un
higado de donante expresor de (CYP3A5*1) comparado con los homocigotos para el
CYP3A5*3/*3. Por otro lado, no existe asociacion entre el CYP3AS5 y la incidencia de
rechazo agudo en los pacientes con trasplante hepatico, sin embargo los pacientes
expresores del gen CYP3A5*1 desarrollan mas precozmente el rechazo agudo, en
caso de presentarlo, que los no expresores.

Los polimorfismos del gen ABCB1 no influyen en la biodisponibilidad de
tacrolimus en el trasplante hepatico. Por lo tanto, tampoco se asocian a la aparicion de
rechazo agudo. Los pacientes expresores CYP3A5*1, asi como los mutantes del gen
ABCB1 presentan un deterioro renal mas acusado en términos de aclaramiento de
creatinina, que los no expresores del gen CYP3AS5 y wild-type del gen ABCB1.

El SNP 2677G>T/A mutante homocigoto (TT) predispone a mayor
neurotoxicidad por tacrolimus frente a los portadores heterocigotos y no mutados.
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2. Introduccion
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2.1. EVOLUCION HISTORICA DEL TRASPLANTE
HEPATICO

El primer trasplante hepatico (TH) se realiz6 en 1963 por Thomas Starzl (1),
aunque hasta 5 afios después, en 1968, no fueron publicados los primeros éxitos (2)
en el TH. En los 70 la cirugia del TH se caracterizé por una puesta a punto de la
técnica quirdrgica. En Europa, hasta 1980, el numero de TH realizados, apenas
alcanzaba los 20 (3). Hasta esta fecha existian no mas de 10 centros de TH en todo el
mundo. A partir de 1980, Starzl (4) publica la mejoria de la supervivencia de los
receptores de TH al introducir de ciclosporina y prednisona, surgiendo un renovado
interés por el TH.

En junio de 1983 se celebro la primera conferencia de consenso de la “National
Institute of Health” (NIH). En esta conferencia se lleg6é a las siguientes conclusiones
que: “el TH es una modalidad terapéutica valida para las enfermedades hepaticas en
estadio terminal” (5). Desde entonces hubo una rapida expansion de centros de TH en
todo el mundo, de forma que a finales de 1988 se realizaban aproximadamente 1000
TH/afo tanto en EE.UU. como en la Unién Europea. En 2012 se contabilizaron unos
143 centros de TH en EE.UU., con similar volumen en Canada, Europa y Asia,
realizandose entre 7.000 y 8.500 TH/afio en todo el mundo.

En Espafa actualmente existen 24 centros de TH en adultos y 4 para TH
infantil, con un volumen de trasplantes de 1000/afno. En Andalucia hay 4 centros de
TH de adultos y 1 de infantil, realizando unos 200 trasplantes /afio (Datos de la ONT,
Memoria anual de la actividad de donacion y trasplante 1984-2016) (6).

La evolucion histérica del trasplante hepatico se ha caracterizado por 4 grandes
lineas de actuacion:

2.1.1. Desarrollo de la técnica quirurgica

El inicio del TH coincidié con el avance en técnicas de cirugia vascular por A.
Carrel. A pesar de ello, tras este trabajo pionero de Carrel, el desarrollo del TH estuvo
en letargo durante mas de cincuenta afnos, hasta que en 1955 C.S. Welch (7) publicé
los primeros intentos de TH, utilizado como trasplante auxiliar heterotdpico. En el
mismo afno J.A. Cannon publica su primer TH ortotépico (8). Sin embargo, siendo
rigurosos, s6lo dos programas desarrollaron el TH experimental: el programa de “P.
Bent, Brigham Hospital” (Boston) bajo la direccién de F. Moore y el programa de la
“Northwestern University” de Chicago, bajo la direccidon de Thomas E. Starzl. Durante
este periodo (1958 a 1963) fue desarrollada y descrita la técnica de la hepatectomia
total utilizada en la actualidad. El primer TH en humanos se lleva a cabo en 1963 en
un nifio de 3 anos diagnosticado de atresia biliar, falleciendo por coagulopatia durante
el procedimiento (1). Este tragico desenlace condujo al desarrollo del
tromboelastograma. El primer TH realizado de forma exitosa en humanos se realiz6 en
1967, también en un nino, afecto de hepatocarcinoma (2). La sustitucién de la solucion
de Ringer lactato por la de Collins y posteriormente por solucién Wisconsin (9,10) para
la preservacion, permitid que los injertos se pudiesen conservar durante mas tiempo.
Posteriormente se desarroll6 la técnica del piggy-back y del shunt portocava para la
preservacién de la vena cava y derivacién portal en el receptor, siendo posible la
ensefanza de la técnica a numerosos cirujanos, con lo que los centros de trasplante
proliferaron rapidamente (11). La técnica para la reconstruccion biliar también pasé por
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varias fases, concluyendo en que los procedimientos méas exitosos eran la colédoco-
coledocostomia término-terminal y la colédoco-yeyunostomia en Y de Roux.

2.1.2. Desarrollo de farmacos inmunosupresores

Si bien es cierto que el desarrollo de la técnica quirurgica fue fundamental para
llevar a cabo un el TH factible, su existencia hubiera estado limitada si no fuese por el
desarrollo conjunto de los inmunosupresores (Tabla 1). Los primeros TH en los afos
50 se produjeron sin ningun tipo de inmunosupresion. De modo experimental y con
intencion de evitar la aparicion del rechazo agudo se utilizaron glucocorticoides y
radioterapia. A finales de los 50 y principios de los 60, Dameshek y col. (12)
introdujeron la 6-mercaptopurina o azatioprina en monoterapia sin éxito. Sin embargo
al emplearlos en combinacién con glucocorticoides, se obtuvieron los primeros éxitos
en el trasplante de rindn. Por otro lado, se descubri6 que el empleo de bolos de
glucocorticoides revertian el rechazo celular agudo (13). Pronto se descubrié también
la dificultad de los rechazos corticorresistentes y la necesidad de empleo de globulina
antilinfocitica (ALG) y globulina antitimocitica (ATG) en suero de caballo (14). A pesar
de todo, la supervivencia al afio no subié por encima del 30% durante los siguientes
15 afos. En 1978, Calne introdujo la ciclosporina (CsA), demostrando su gran
potencial inmunosupresor aunque a expensas de una gran toxicidad y de un dificil
manejo clinico (15).

Tabla 1.-Desarrollo histérico de la inmunosupresion

<1989 >1989

Glucocorticoides OKT3

Irradiacién corporal total Tacrolimus

6-mercaptopurina MMF

Azatioprina Sirolimus, Everolimus

Aza + ciclofosfamida + drenaje conducto | Anti-IL-2R monoclonal (quimérico Basiliximab/

torécico Aza + glucocorticoides humanizado Daclizumab)

ALG/ATG Otros en investigacion: Brequinar, 15-

Ciclosporina + glucocorticoides deoxyspergualin, bloqueadores de moléculas
adhesion, inhibidores de células
presentadoras de antigenos, FK 778,
timoglobulina

Mas tarde Starzl utilizé la CsA en asociaciéon con corticoides, doblando la tasa
de supervivencia al afio (4). De esta forma la combinacion de CsA + prednisona, y
posteriormente, CsA + prednisona + azatioprina fue la combinacion con mejores
resultados durante mas de una década. El desarrollo de los anticuerpos monoclonales
permitié la produccion de OKT3 (16), sustituyendo a las antiguas ALG y ATG. En
1989, el Tacrolimus (Tac) (17) se introdujo como inmunosupresor en el TH,
consiguiendo supervivencias al afio del 90%. Por ultimo, se llevd a cabo la
introduccion farmacos antiproliferativos tales como mofetii micofenolato (MMF) e
inhibidores de la m-TOR (sirolimus y everolimus) permitiendo establecer nuevas
pautas terapéuticas y avanzar en el tratamiento a largo plazo de los problemas de la
inmunosupresion, como son el rechazo croénico, las neoplasias y la nefrotoxicidad,
permitiendo adaptar individualmente la pauta inmunosupresora mas adecuadas segun
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sus caracteristicas clinicas, evolucidn y/o presencia de complicaciones.

2.1.3. Evoluciéon historica de Ila seleccion de
candidatos para trasplante hepatico

Los primeros pacientes candidatos a TH eran enfermos con tumores hepaticos
muy avanzados o con hepatopatias muy graves, por lo que la morbimortalidad fue muy
elevada. Sin embargo, con el empleo de la CsA y los corticoides como terapia
inmunosupresora la expectativa de vida mejor6 de forma notoria, forzando asi una
adecuada seleccion de los enfermos. Muy pronto, las necesidades estimadas de
injertos pasaron de 10-15/milldbn de habitantes a unos 50/millén de habitantes. Asi el
fin Gltimo del TH no fue Unicamente la preservacion de la vida, sino también su
prolongacién con una buena calidad. Poco a poco, las indicaciones de TH fueron
aumentando hasta recoger la mayoria de las patologias hepaticas admitidas a dia de
hoy. En contra, la lista de contraindicaciones de TH fue disminuyendo,
incrementandose el nUmero de candidatos en lista de espera de forma exponencial.
Dado que no ha habido el mismo crecimiento de donantes, en la actualidad, el niumero
de posibles receptores supera el nUimero de donantes ofertados. Existen numerosos
estudios sobre factores predictivos de morbimortalidad que intentan definir al enfermo
que por su escasa supervivencia no deberia incluirse.

2.1.4. Desarrollo de las técnicas de extraccidén y de
preservacion hepatica

Junto al avance de la técnica quirdrgica, hubo grandes innovaciones en cuanto
a la técnica de extraccion de érganos, junto a una mejor calidad de la solucién de
preservacion. De la soluciéon con Ringer lactato se pasé a la de Collins y por Gltimo a la
solucion Wisconsin (10). La introduccion de la solucion de Wisconsin posibilité el
intercambio de érganos entre instituciones distantes, pues al aumentar el tiempo de
preservaciéon (12 a 18 horas), un higado extraido en un hospital podria ser implantado
en otro.

En esta época también, se desarrollan los conceptos de muerte encefélica y la
aceptacion de las extracciones organicas multiples en un mismo donante.
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Tabla 2.-Nuevos métodos para aumentar el pool de donantes

1. Empleo de donantes suboptimos

2. Reduccién de injertos

3. Técnica de split

4. Donante vivo

5. Donante en asistolia

6. Perfusion rapida y extraccion en bloque

7. Xenotrasplante

8. Aplicacién de técnicas alternativas que permiten
reducir o retrasar la necesidad de trasplante:
radiofrecuencia, quimioembolizacién, alcoholizacion,
reseccién, TIPS

Dado el numero creciente de indicaciones de TH junto a la escasez de
donantes obligaron al desarrollo otras técnicas para aumentar el “pool” de donaciones
(Tabla 2). Los injertos reducidos posibilitaron el empleo de higados de donantes
adultos en nifios (18). El split hizo posible utilizar un injerto en dos receptores (19,20).
El empleo de donante vivo ha tenido mucho éxito en paises como Japén, ya que el
concepto de muerte encefalica no es bien recibido por la sociedad (21). Esta, unida a
la técnica de extraccion de érganos en donantes en asistolia podrian ser una medida
al bajo numero de donantes (22) y al incremento de las listas de espera de muchos
hospitales.
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2.2. ESTADO ACTUAL DEL TRASPLANTE HEPATICO

2.2.1. Indicaciones del trasplante hepatico

En Espafia la diferencia entre candidatos a TH y de donantes es de 4/1 (23). El
efecto de esta diferencia supone un claro incremento del tiempo en lista de espera y
por lo tanto, un empeoramiento de la enfermedad de base y de sus consecuencias en
el resto del organismo (24). Por ello, uno de los objetivos primordiales en el proceso
de TH, es en primer lugar llevar a cabo una correcta seleccién de los receptores,
quedando definidas por las indicaciones y contraindicaciones, y en segundo lugar
estimar el momento idéneo para el TH dentro de la evolucibn natural de la
enfermedad.

Tanto la indicaciébn como las contraindicacién al TH son procesos dinamicos
sujetos a la evolucién de los tratamientos médicos, avances en la técnica quirurgica,
investigacion de los procesos etiopatoldgicos, etc. Esto causa que las indicaciones
(Tabla 3) y contraindicaciones de TH (Tabla 6) puedan cambiar entre diferentes
centros, quedando reflejada la experiencia personal y el interés investigador de cada
programa (Tabla 4).

Clasicamente se han utilizado como indicadores de gravedad de la enfermedad
aquellas manifestaciones clinicas que ponen en peligro inminente y a corto plazo la
vida del paciente (peritonitis bacteriana espontanea, encefalopatia hepéatica, ascitis
refractaria a diuréticos, coagulopatia, hipoalbuminemia, hiperbilirrubinemia, colangitis
recurrente, sangrado por varices esofagicas, sindrome hepatorrenal...). También
disponemos de los denominados indicadores de calidad de vida, que aunque son
incapacitantes, no ponen en peligro inmediato la vida del paciente (fatiga
incapacitante, prurito severo, afectacidén 6sea...). Estos indicadores van cobrando cada
dia mas importancia.

Tabla 3.- Indicaciones de TH en la actualidad

1. ENFERMEDADES HEPATICAS CRONICAS
Enfermedades crdénicas hepatocelulares

« Cirrosis hepatica virus B y delta

« Cirrosis hepatica virus C

« Cirrosis hepatica autoinmune

+ Cirrosis hepatica toxica

« Cirrosis criptogenética

« Cirrosis alcohdlica

Enfermedades hepaticas crénicas colostasicas

« Cirrosis biliar primaria y secundaria

+ Colangitis esclerosante primaria

« Atresia de las vias biliares

+ Sindrome de Byler

« Sindromes colostasicos familiares

Enfermedades vasculares con afectacion crénica avanzada
+ Sindrome de Budd-Chiari (déficit de proteinas anticoagulantes...)
» Enfermedad venoclusiva hepética

« Cirrosis de origen cardiaco
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2. INSUFICIENCIA HEPATICA AGUDA
+ Hepatitis B,ALD.Ey C

+ Drogas: paracetamol, isoniacida, rifampicina...

» Metabdlicas: enfermedad de Wilson

« Toxicos: tetracloruro de carbono (uso industrial) y setas (Amanita Phalloides)

+ |diopéticas

+ Hepatitis isquémicas (shock, Budd-Chiari agudo, trombosis portal, arterial, ligadura

arterial), esteatosis aguda del embarazo...

» Traumatismos hepaticos o accidentes quirargicos

3. ENFERMEDADES METABOLICAS
* Hemocromatosis

+ Enfermedad de Wilson

+ Deficiencia de alfa 1-antitripsina

* Hiperoxalosis primaria

+ Enfermedades del almacenamiento del glucégeno (tipo 'y 1V)

* Tirosinemia

« Fibrosis quistica

+ Hipercolesterolemia familiar homocigota
+ Polineuropatia amiloidética familiar

4. TUMORES HEPATICOS PRIMITIVOS O METASTASICOS
+ Tumores hepéticos benignos (adenomatosis hepatica, hiperplasia nodular...)
* Neoplasias primarias de higado (hepatocarcinoma y hematoma fibrolamelar)

+ Colangiocarcinoma

+ Hepatoblastoma, hemangioendotelioma epitelial y angiosarcoma

Tabla 4.-Tasa de indicaciones de TH en EEUU vs. Espafia

OPTN/SRTR 2012

1. Cirrosis endlica (23.9%)

. Cirrosis por VHC y VHB (30.1% y 2.8%)
. Cirrosis colostatica (8.5%)

. Hepatitis fulminante (2.1%)

. Atresia vias biliares (2%)

. Enfermedades metabdlicas (1.6%)

. Hepatocarcinoma (6.9%)

. Otras (16.7%)

. Retrasplante 10%

ONO O PS~WMNDN

ONT 2012

. Cirrosis alcohélica (30%)

. Cirrosis por VHC y VHB (24.5% y 4.3%)
. Hepatocarcinoma (17.8%)

. Fallo Hepético Agudo (4.7%)

. Cirrosis Biliar Primaria (3.3%)

. Enf. Biliares congénitas (3.5%)

. Otras: 12%

. Retrasplante 8.5%

ONO O~ WN =
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2.2.1.1.Cirrosis biliar primaria

La cirrosis biliar primaria fue la primera patologia que se aceptdé como
indicacién de TH. Es una patologia que compromete sobre todo al genero femenino
fundamentalmente de edad media. Su etiologia es desconocida, aunque suele
asociarse a fenbmenos autoinmunes, sobre todo a los autoanticuerpos
antimitocondriales. Histolégicamente se trata de una colangitis cronica destructiva no
supurativa cuya evolucion es hacia la fibrosis portal y cirrosis. Los sintomas
presentados son ictericia, prurito y problemas por malabsorcion de vitaminas
liposolubles y calcio. Posteriormente aparecen los sintomas tipicos de la cirrosis. Se
ha intentado su tratamiento con multitud de farmacos, siendo el acido ursodesoxicolico
el unico que parece afectar en la evolucion y morbilidad de la cirrosis (25,26).

2.2.1.2.Colangitis esclerosante primaria

Supone hasta un 8.5% de las indicaciones en EE.UU., siendo la 4® causa de
TH en Europa. En nuestro pais las cirrosis colostaticas suponen hasta un 4-5% de las
indicaciones. Histoldgicamente se produce una inflamacién crénica y posterior fibrosis
de los conductos biliares, fundamentalmente de grueso y mediano calibre, aunque
también pueden verse involucrados los de pequeno calibre (interlobares). Esto da
lugar a la estenosis y dilataciones de los conductos biliares confiriendo un aspecto
arrosariado en las pruebas de imagen. Evoluciona hasta la cirrosis. Es de etiologia no
conocida. Las manifestaciones clinicas son secundaria a colangitis bacterianas de
repeticién, sintomas de colostasis crénica y sintomas secundarios a la cirrosis(27).

La colangitis esclerosante primaria se relaciona hasta en un 6-10% de los
individuos a colangiocarcinoma, siendo el TH una contraindicacion relativa. También
se asocia en un 50-75% a colitis ulcerosa, siendo TH una indicacion aceptada con
mejoria, incluso, de la patologia inflamatoria intestinal, sin olvidar que la
inmunosupresion eleva el riesgo de padecer cancer de colon (28) obligando a
colonoscopias regulares.

2.2.1.3.Cirrosis virica

La cirrosis por VHC es una de las indicaciones mas frecuentes en nuestro pais
representando entre el 30-50% (29), aunque en numerosas ocasiones va ligada a
otras etiologias: cirrosis enélica, por VHB, hepatocarcinoma, etc.

Teniendo en cuenta que la recidiva del virus en el injerto hepético es universal
(portador crénico), provoca lesiones histoldgicas hasta en el 50% de los injertos y en
un 25% el desarrollo de cirrosis, hasta la fecha las posibilidades de detener la
evolucion de la hepatitis créonica hacia el desarrollo de la cirrosis eran escasas, sin
embargo en la actualidad, la introduccién de nuevos farmacos antivirales (30,31) como
el interferon y ribavirina, boceprevir, telaprevir, sofosbuvir.... para tratar la hepatitis C y
abren nuevas expectativas terapéuticas.

Los pacientes trasplantados por VHC presentan una tasa de supervivencia a
medio y largo plazo menor que para el resto de indicaciones (32,33,34).

Por otro lado, la cirrosis hepética secundaria a la infeccién por VHB representa
el 8-10% de las indicaciones de TH en Espana (35).

La cirrosis crénica por VHB es considerada como indicaciéon de TH valida cuando el
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HBeAg y el DNA del VHB son negativos por hibridacion o PCR. Previamente, la
tendencia era la de no trasplantar a aquellos enfermos que tuvieran datos de
replicacion viral activa dados los malos resultados obtenidos de forma precoz con
pérdidas tempranas del injerto. Afortunadamente, la aparicion de farmacos que logran
negativizar dicha replicacion han permitido su inclusion en lista de espera y mejorar los
resultados, considerandose actualmente sélo una contraindicacion relativa.

Los principales farmacos antivirales empleados son la lamivudina, tenofovir y
gammaglobulina que logran la negativizacibn del DNA-VHB en practicamente la
totalidad de los pacientes positivos previamente y garantizar la proteccion tras el TH.

2.2.1.4.Cirrosis endlica

Supone la segunda etiologia en frecuencia en EEUU (24%) (datos de la UNOS)
y la primera en nuestro pais (30%) (datos del RETH) (6). Sin embargo, esta
demostrado que la abstinencia absoluta de alcohol es capaz de frenar la progresioén de
la cirrosis en un nimero no desdefable de pacientes.

Con una cuidadosa seleccion, sobre todo de la patologia extrahepatica
(cardiomiopatia, malnutricidon, dafio neurologico), estos pacientes presentan una
supervivencia similar a la de los no alcohdlicos. Hay que tener en cuenta que la
abstinencia inferior a 6 meses, el entorno familiar poco favorable, o el deterioro
psicologico, son factores de riesgo para el fracaso terapéutico, asi como la patologia
extrahepatica importante, ya sea pancreatica neuroldgica respiratoria, o cardiaca.

2.2.1.5.Hepatitis fulminante

La causa mas habitual en Espana son las hepatitis viricas fundamentalmente la
VHB y muy de lejos la A, D, E y C. El paracetamol es el medicamento mas frecuente,
seguido de la isoniacida y de la rifampicina. Los agentes toxicos méas frecuentes son el
tetracloruro de carbono (de uso industrial) y las setas (Amanita Phalloides). Menos
frecuentes son: las hepatitis isquémicas, las hepatitis metabdlicas (enfermedad de
Wilson), la esteatosis aguda durante el embarazo, sepsis, etc.

La clinica consiste en ictericia mucocutanea y encefalopatia hepatica, siendo el
tiempo entre la aparicion de la ictericia y el desarrollo de la encefalopatia lo que
determinard el pronéstico (36,37). El edema cerebral, las alteraciones de la
coagulacion, las alteraciones metabdlicas, la insuficiencia renal aguda, alteraciones
circulatorias o respiratorias, son las complicaciones mas frecuentes, encaminadas al
fracaso multiorganico por hipoxia mantenida a corto plazo.

El tratamiento (38) puede ser:

1. Médico: soporte hemodinamico.

2. Soporte temporal: perfusidén extracorpédrea de la sangre del enfermo a
otro higado o bien de un sistema bioartificial (MARS)

3. Quirurgico temporal: TH heterotépico y el trasplante de hepatocitos
(en fase experimental)

4. Quirurgico definitivo: el TH ortotdpico total o parcial.

Se recogen como factores para la contraindicacion de TH en estos casos
(39,40):

* Fallo multiorganico con inestabilidad hemodinamica, enfermedad

cardiovascular grave, pancreatitis necrohemorragica, sindrome de distress
respiratorio del adulto.
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* Mejoria espontanea de la funcién hepética.

* Infecciones sistémicas, sobre todo las fungicas.

* Dano cerebral irreversible.

* PIC>50mmHg o presion de perfusion cerebral <40 durante 2 horas.
* Trombosis portal 0 mesentérica extensa.

2.2.1.6.Enfermedades metabdlica con afectacion hepatica

En EEUU, la enfermedad metabdlica supone el 1.6% de las indicaciones,
mientras que en nuestro medio son el 2.7%. Se suelen manifestar en torno a la
adolescencia y juventud, y en algunos casos en la edad adulta. En afectos de
enfermedades metabodlicas con repercusion extrahepatica, habria que considerar el
trasplante combinado, en ciertos casos.

La polineuropatia amiloidética familiar se produce por la acumulacién de una
sustancia proteica denominada amiloide. Es un enfermedad hereditaria que afecta al
sistema conectivo, especialmente al sistema nervioso periférico, provocando con el
paso de los afos una neuropatia sensitiva, motora y autonémica. Se indica TH una
vez que el paciente desarrolla los primeros sintomas. Ademas, esta patologia permite
el empleo del higado explantado en un subtipo de TH especial denominado TH
secuencial o domino.

La hemocromatosis causada por el almacenamiento excesivo de hierro en el
organismo, se considera indicacibn de TH cuando el paciente presenta cirrosis
descompensada (similar a las cirrosis alcohdlica o viricas) o desarrollen
hepatocarcinoma. Seria contraindicacion en el caso de prestar cardiomiopatia,
enfermedad diabética de pequeno vaso o ateromatosis avanzada.

La enfermedad de Wilson se produce por deposito excesivo de cobre. La
indicacién de TH aparece ante el desarrollo de fallo hepético fulminante, cirrosis
descompensada y progresion tras 2-3 meses con quelantes del cobre. En el caso de
hepatitis aguda en individuos entre 5 y 45 afos, con historia familiar de alteraciones
neuroldgicas, junto a ictericia intensa con hemdlisis y cirrosis, debemos sospechar una
enfermedad de Wilson, confirmada mediante analitica con ceruloplasmina y fosfatasa
alcalina sérica bajas.

El déficit de alfa 1-antitripsina requiere una adecuada evaluacién de la cirrosis,
junto con un examen que descarte la afectacién pulmonar grave. Una vez debuta la
cirrosis con descompensacion, el curso es rapidamente progresivo.

2.2.1.7.Enfermedades vasculares con afectacion hepatica

El Sindrome de Budd-Chiari (0.5% de las indicaciones) es la patologia mas
frecuente en este grupo. Consiste en la trombosis de las venas suprahepéticas
fundamentalmente en el contexto de trastornos de la coagulacién (déficit de proteina S
o C), procesos hematoldgicos del tipo mieloproliferativo como la policitemia, etc. La
cirrosis de origen cardiaco como en el caso de la pericarditis constrictiva o la
cardiopatia valvular grave, causan cirrosis por estasia sanguinea crénica.
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2.2.1.8.Tumores hepaticos

1. Tumores hepaticos benignos. Existiria indicacion de TH en funcién del
tamano, localizacion , riesgo de degeneracion siempre que no puedan ser extirpados.

2. Hepatocarcinoma o carcinoma hepatocelular (CHC). EI CHC se suele
desarrollar sobre higados cirréticos. Es la tercera causa de TH en nuestro medio,
suponiendo casi un 18% a dia de hoy (25). Actualmente, se ha llegado a la conclusién
de que la cirrosis hepéatica es un estado preneoplasico, ya sea por el potencial
cancerigeno de ciertas infecciones como el VHC y el VHB, o por sobrestimulacién
dado el estado hiperregenerativo de la cirrosis. Para el manejo del paciente con CHC
en lista de espera, contamos con otras armas terapéuticas para el tratamiento del
CHC, como son la reseccién quirdrgica, complementadas con alcoholizacion, la
radiofrecuencia, la quimioembolizacién arterial o la quimioterapia adyuvante. La
ventaja d el TH frente al resto de terapias es que no sélo elimina el CHC sino que
también resuelve la cirrosis subyacente (41). En la bibliografia, la mayoria de los
grupos restringe las indicaciones de TH a enfermos que cumplan los criterios de Milan
(tumor Unico < a 5 cm, o un maximo de tres nédulos < 3 cm, sin afectacién vascular,
sin invasion capsular, sin enfermedad a distancia) (42). Estas premisas, mantenidas
en la actualidad, consideran a aquellos que las cumplan, como pacientes con mejores
resultados, tanto de recidiva, como de supervivencia.

3. Colangiocarcinoma (CC). La forma extrahepatica es la presentacion mas
habitual, donde se incluyen los tumores del conducto hepatico comun, de la
bifurcacion (Tumor de Klastkin), de la vesicula biliar, del conducto cistico y del
colédoco; aunque también pueden ser intrahepaticos y perihiliares La colangitis
esclerosante tiene una fuerte asociacion con el CC. El tratamiento con mejores
resultados consiste en la reseccion quirurgica y quimioterapia (5-Fluoracilo/Mitomicina-
C, y actualmente Gemcitabina) y radioterapia, con una tasa de recidiva de hasta el
78.5%. ElI TH ofrece malos resultados en general, si bien puede ofrecer buenas
expectativas en pacientes muy seleccionados y con tumores iniciales.

4. Neoplasias metastasicas. Se han publicado resultados con buena
supervivencia en algunos tumores neuroendocrinos pancreaticos (gastrinomas,
glucagonomas, vipomas, carcinoides y apudomas), aunque el mejor resultado se
presenta en el tumor carcinoide (43,44). En el registro presentado por el hospital Mont
Sinai y en un estudio multicéntrico francés, la supervivencia a los cinco anos fue del
36%, llegando a un 69% en el grupo de pacientes con tumor carcinoide (45).
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2.2.2. Contraindicaciones al trasplante hepatico

Tabla 6.-Contraindicaciones de TH

CONTRAINDICACIONES ABSOLUTAS

-Céancer metastésico hepatico en otros
organos (excepto tumor carcinoide)
-Enfermedad extrahepética mortal a corto
plazo

-Drogodependencia activa en los Ultimos 6
meses

-Cancer hepatico primario avanzado
-Enfermedades activas extrahepaticas
incontroladas

-SIDA

FACTORES DE RIESGO

-Enfermedades asociadas renal, cardiaca
o pulmonar avanzadas

-Edad mayor de 70 afios

-Pacientes alcohélicos con un periodo de
abstinencia menor de 6 meses

-VIH+, VHB ADN+

-Anomalias anatémicas (trombosis portal,
cirugia previa...)

-Mal estado nutricional

-Causas psicosociales, con entorno social
y familiar inadecuado

Nota: las “clasicas” contraindicaciones relativas, actualmente han pasado a denominarse factores de
riesgo, dado el avance el la técnica en los ultimos arnos.

2.2.2.1. Enfermedad extrahepatica mortal a corto plazo

Las neoplasias extrahepatica no operable, el SIDA (excepto tuberculosis), la
enfermedad multisistémica irreversible son contraindicaciones universales al TH.
Aunque en el caso de enfermedad multiérgano la opcién de trasplantes de varios

organos nos obliga a
seleccionados.

2.2.2.2. Infecciones
incontroladas

reconsiderar estas contraindicaciones en

activas

activas

pacientes

extrahepaticas

En general, las infecciones tienen un caracter temporal dejando de ser una
contraindicacién una en que la infeccion esta resuelta.
* Tras 48 horas de tratamiento antibi6tico la peritonitis bacteriana espontanea
(PBE) no supone una contraindicacién para TH. Hasta un 95% de los cultivos

del liquido peritoneal de una PBE se negativizan tras 48 horas de tratamiento

antibiético (46).

* La colangitis aguda retrasara el TH hasta que haya una respuesta clinica al
tratamiento, sin bacteriemias durante 48h y ausencia de abscesos 0 procesos

locales hepaticos.

* Los pacientes con PPD+ son tratados de acuerdo con los protocolos existentes
para esta. La tuberculosis activa obliga a tratamiento especifico al menos dos
semanas, e idealmente varios meses antes del TH y continuar con el mismo al

menos un ano tras el mismo.
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2.2.2.3. Pacientes VIH +

Existen terapias antirretrovirales que consiguen frenar la actividad del VIH,
disminuir su carga sérica e incluso en algunos casos negativizarla, lo que mejora la
expectativa de los pacientes VIH trasplantados. Se ha demostrado que los
coinfectados de VIH y VHC presentan una hepatitis r@pidamente progresiva a cirrosis,
lo que lleva a considerar el TH en estos pacientes algo muy controvertido. La infeccion
por VIH supone una factor de riesgo para TH, pudiéndose incluir en lista a los
pacientes que cumplen los siguientes criterios:

* Ausencia de SIDA clinico, excepto tuberculosis.

* Carga viral VIH-1 ARN indetectable a tras tratamiento antiretroviral, o carga
detectable sin antirretrovirales, con supresiéon postrasplante predecible.

* Presentar antes al TH una cifra de CD4>100 cel/mm3.

* Abstinencia a drogas ilegales (sobre todo cocaina, heroina) de 2 afios como
minimo y de alcohol de 6 meses como minimo.

* Los criterios aplicables a la poblacién no infectada por el VIH-1.

2.2.2.4. Causas psicosociales

El entorno sociofamiliar no adecuado para cumplir las revisiones en consulta y
la toma de farmacos, se puede considerar una causa de contraindicacion.

34



2.2.3. Seleccidén de candidatos a trasplante hepatico

El TH debe efectuarse en el momento adecuado, cuando la hepatopatia esta
suficientemente avanzada pero no tanto para que la repercusion organica sea muy
grave. El éxito reside en indicar el TH cuando la supervivencia esperable sea
claramente superior a la supervivencia si el paciente solo recibe el tratamiento
convencional (47).

En 1984 40 varones de cada100.000 hab y 17 mujeres de cada 100.000 hab,
fallecian por una hepatopatia evolucionada o deterioro de una de una hepatopatia
cronica. Esta tasa ha tendido a estabilizarse en el caso de las mujeres y a disminuir en
el caso de los varones, presentado una tasa de mortalidad en 2012 de 13,6/100.000
hab para las mujeres y 34,6/100.000 hab en el caso de los varones (49). En cuanto a
la edad, analizandola por grupos etarios, se observa claramente un incremento de la
mortalidad a mayor edad.

Existen entidades nosolégicas, que en si mismas, ofrecen unas expectativas de
supervivencia limitadas:

* El desarrollo de ascitis refractaria al tratamiento habitual, junto a los
siguientes indicadores, suponen una tasa de supervivencia menor al 50% a los
2 anos, con una mortalidad al afo del 50-80% (50,51). Indicadores de mal
pronostico: alteracion en la funcibn renal (sindrome hepatorrenal,
hiponatremia<133mEq/L, disminuciébn de la excrecion de sodio<2mEq/dia,
disminucion del aclaracion de agua libre<6mL/min), peritonitis bacteriana
espontanea previa, hipotensiéon <85mmHg, incremento de la renina plasmatica,
albuminemia <2.8g/dL, mal estado nutricional y ausencia de hepatomegalia.

* La aparicion de encefalopatia hepatica aguda se asocia a una supervivencia
por debajo del 30% a los 3 anos (52,53). Si ademas, se hace refractaria al
manejo conservador con dieta, antibidticos y laxantes, la mortalidad asciende
hasta un 40% segun las series. No debemos confundir esta situacion a la
presencia de encefalopatia crénica, con la cual se puede vivir muchos afos,
aunque el deterioro en la calidad de vida hace que la indicacién de TH se lleve
a cabo con independencia del pronéstico a corto plazo.

* Una vez que ocurre el primer sangrado por varices esofagicas, el riesgo de
recurrencia del mismo es de un 70% en los dos afios siguientes, confiriendo
una mortalidad del 30-50% en cada episodio. La clasificacion de Child
modificada tiene una relacibn muy estrecha con la probabilidad de
supervivencia tras uno de estos episodios (54).
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2.2.3.1. Modelos predictivos mas utilizados en las
hepatopatias parenquimatosas cronicas

1. CHILD-PUGH. Sistema de estadificacion usado para evaluar el pronéstico de una
enfermedad hepatica crdnica, principalmente la cirrosis. Aunque originalmente se usé
para predecir la probable mortalidad asociada a la cirugia, se emplea actualmente
para determinar el pronéstico y la necesidad de un trasplante de higado. La indicacién
de TH se establece a partir del grado B o C.

2. CHILD-PUGH MODIFICADA. Agrupa las mismas variables de la clasificacion
tradicional de Child, pero afade la desnutricion, las varices esofagicas y el sindrome
hepatorrenal (SHR) (Tabla 7).

Tabla 7.-Clasificacion Child-Pugh modificada

1 2 3 4
Ascitis No Tratada Refractaria +SHR
Encefalopatia No -1l -1v Cronica
Desnutricion No Leve Moderada Grave
Albumina >3.5 3.5-3 2.9-2 <2
Bilirrubina <2 2-3 3-10 >10
Protrombina >60 60-50% 49-40% <40%
Varices v HDA-LAMG HDA-Varicosa

La desnutricion no se valora por parametros bioquimicos ni inmunitarios, dado
que estan alterados por la propia hepatopatia, por lo tanto se recurre a una relacion
entre la creatinina en orina de 24h (mg), con altura (cm), ponderada en la siguiente
tabla:

Normal Leve Moderada Grave
Hombres 10.5-9.5 9.5-8.4 8.4-7.4 <7.4
Mujeres 5.8-4.8 4.8-3.7 3.7-2.7 <2.7

La indicacidbn de TH se estableceria en funcién del puntaje obtenido tras la
suma de los diferentes signos y sintomas:

GRADO A (10-23 puntos): indicacién de TH.

GRADO B (<10 puntos): no indicacion salvo CHC, ascitis refractaria al

tratamiento, HDA incontrolable.

GRADO C (incluidos en lista activa): pueden presentar contraindicacién relativa

“momentanea” por sepsis o por PBE.

GRADO D (>23 puntos): contraindicacion absoluta.

3. UNOS. Esta establecido que el estado preTH va a marcar la supervivencia posterior

del paciente (32). La clasificaciébn mas utilizada se puede resumir en la siguiente tabla
(Tabla 8):
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Tabla 8. -Clasificacion UNOS

UNOS-IV Pacientes en domicilio

UNOS-III Pacientes en sala de hospitalizacion convencional.
UNOS-II Pacientes en UCI.
UNOS-I Pacientes en UCI en urgencia 0.

De la misma forma, hay una relaciéon directa entre el coste TH y el estado
previo al mismo (55). Hasta un 80% de los pacientes que esperan un higado,
ingresados en UCI, desarrollan fracaso multiorganico, sin embargo es muy infrecuente
que esto ocurra en pacientes que esperan en su domicilio. Este fracaso multiorganico,
ademas aumenta el coste del TH al doble, y presenta una tasa de mortalidad del 42%
(56).

4. MELD (Model for end-stage liver disease). Este baremo, inicialmente utilizado para
predecir la mortalidad postcirugia en pacientes portadores de TIPS, se utiliza como un
predictor del riesgo de mortalidad del paciente en lista de espera de un trasplante
hepéatico. La puntaciébn se obtiene mediante una ecuacién que incluye el INR
(internacional normalizated ratio), la bilirrubina total y la creatinina (48) (Tabla 8):

Tabla 8.-Formula MELD

| MELD = 3.78[Ln bilirrubina (mg/dL)] + 11.2[Ln INR] + 9.57[Ln creatinina (mg/dL)] + 6.43 |

Tras el calculo, se multiplica por 10 y se redondea al nimero entero mas proximo. Se
indica el trasplante para valores de MELD mayores de 15 puntos.

Tabla 9.-Mortalidad porcentual a los 3 meses segtun MELD.

40 6 mas 71,3%
30-39 52,6%
20-29 19,6%
10-19 6,0%
Menos de 9 1,9%

2.2.3.2. Screening basico a pacientes candidatos a
trasplante hepatico

La decision final de indicar el TH debe llevarse a cabo por un equipo
multidisciplinar que involucre a hepatbélogos, cirujanos, anestesistas, infectélogos,
patdlogos salud mental, etc.

1. Es fundamental el registro de antecedentes personales, especialmente de la
esfera vascular (dngor, claudicacién) y pulmonar.

2. En la exploracién fisica hay que prestar especial interés por los signos
cardiacos y vasculares (soplos precordiales, carotideos, abdominales o inguinales,
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signos de vasculopatia), asi como signos de patologia pulmonar (arafias vasculares,
dedos en palillo de tambor, cianosis)
3. El estudio basico debe incluir las siguientes valoraciones:
+ Analitica: hemograma, coagulacion, bioquimica con funcion hepatica y
renal completa y gasometria arterial.
« Serologias: VHB, VHC, VIH, CMV, VHS, VEB.
+ Si HBsAg (+): HBeAg, anti-HBe, VHB-DNA, VHD.
+ Seroldgica bacteriana-fungica-protozoaria: sifilis, toxoplasma, PPD.
+ Pruebas inmunoldgicas: grupo sanguineo ABO y Rh, y anticuerpos
antihematies y anticuerpos circulantes.
+ ECG, Rx de térax y abdomen.
+ Ecografia doppler abdominal.
* Endoscopia.
* Pruebas funcionales respiratorias.
+ Ecocardiografia
+ Estudio psicologico

2.2.3.3. Estudios especiales

Estos estudios no son rutinarios ni imprescindibles para todo los
candidatos a TH, pero si el comité lo considera oportuno se deben llevar a cabo, con el
fin de rentabilizar el TH:

1. Biopsia hepatica (de forma excepcional, ya que el estudio vascular se realiza
con angioTC o angioRMN y sabes que los parametros radiologicos permiten definir en
el 97% las LOESs)

2. Arteriografia de tronco celiaco y arteria mesentérica superior, con retorno
venoso, sobre todo si se sospecha trombosis vascular u otras anomalias.

3. TC, Angio-TC, RNM. Si bien no se realizan de rutina cada vez estan
tomando mas protagonismo a la hora de detectar incidentalomas.

4. Examen ginecoldgico en mujeres.
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2.2.4. Seleccion de donantes

La ampliacion de los criterios de aceptacion del donante conlleva asociado un
mayor riesgo de disfuncion primaria del injerto. Si bien las indicaciones son cada vez
mas amplias, las contraindicaciones a la aceptacion de donantes son mas laxas,
fundamentalmente en cuanto a contraindicaciones relativas.

Contraindicaciones absolutas

* Neoplasias malignas, excepto tumores primarios del SNC o carcinoma
basocelular.

* Arterioesclerosis avanzada.

* Colagenosis con afectacion hepatica ( p. Ej. Lupus)

* Sepsis.

* Enfermedades hematoldgicas: hemofilia, trombocitopenia, anemia
drepanocitica y hemoglobinopatias.

* Enfermedades sistémicas y neuroldgicas de posible etiologia viral.

* SIDA, HBsAg +.

Donantes de riesgo

* Consumo de farmacos hepatotdxicos.

* Drogodependencia o alcoholismo.

* Enfermedades de trasmisién sexual.

* Estancia en UCI superior a una semana.

* Inestabilidad hemodinamica con paro cardiaco u oligoanuria.
* Farmacos vasoactivos a dosis elevadas.

* AntiVHC+
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2.3. INMUNOSUPRESION EN EL TRASPLANTE
HEPATICO

Los protocolos de inmunosupresién han ido variando desde el primer TH. Sin
embargo, todos tienen en comun una primera fase de induccién, con dosis altas de
inmunosupresores, y una fase de mantenimientos, con dosis mas estables y mucho
menores. Es por ello, que se hace imprescindible la monitorizacién de los niveles
plasmaticos de inmunosupresor, ya que el exceso es tan peligrosos como el defecto.
El equilibrio entre estos dos extremos permite prevenir tanto el rechazo, por defecto de
dosis, como infecciones o alteraciones en otros 6rganos por exceso, por lo que el
manejo de estos medicamentos deben estar reservados a profesionales expertos en
su administracion y seguimiento.

2.3.1. Antecedentes

La supervivencia de los pacientes receptores de un TH ha mejorado
significativamente durante la ultima década, tanto por la mejora de las técnicas
quirdrgicas, como por la incorporacion de nuevos inmunosupresores y la gran
experiencia acumulada por los equipos de trasplante. La tasa de supervivencia tras el
primer afio postrasplante se sitta en cifras superiores al 80% segun los datos del
registro europeo (57), (que contrasta significativamente con el 44% reportado por este
mismo registro en 1987) (58) y, en el momento actual, el mayor reto consiste en
mejorar la evolucion a largo plazo del érgano trasplantado y, por ende, la del paciente.

las principales complicaciones a largo plazo relacionadas con el injerto
hepatico son las recidiva de la enfermedad primaria, principalmente en el caso de las
hepatitis, el rechazo cronico o el rechazo agudo refractario. Y entre los factores no
relacionados con el injerto son los eventos cardiovasculares y las neoplasias de novo
las que suponen mayor impacto en la supervivencia del pacientes trasplantado de
higado.

La inadecuada exposicibn a los agentes inmunosupresores, tanto por
sobreexposiciéon, como por infraexposicion, constituye un elemento que impacta de
forma muy significativa en ambos grupos de factores: en el TH, las tasas de rechazo
agudo celular (RAC) todavia se encuentran en cifras que oscilan entre el 25 y el 35%
(59), la infraexposicién aumenta este riesgo de rechazo. El RAC habitualmente sucede
en las primeras semanas tras el trasplante, con un pico de aparicion al final de la
primera semana (62), lo que llama la atencién sobre la relevancia de conseguir niveles
terapéuticos adecuados en los primeros dias postrasplante. Por otra parte, la apariciéon
de episodios de rechazo agudo tardio o de rechazo cronico (habitualmente como
consecuencia de un rechazo agudo no controlado) suele ocurrir si el tratamiento
inmunosupresor no se maneja de forma adecuada, o bien por un cumplimiento
inadecuado por parte de los pacientes.

Por lo que respecta a la sobreinmunosupresién, ésta parece estar relacionada,
ademas de con el conocido aumento del riesgo de infecciones y neoplasias de novo,
con el desarrollo de insuficiencia renal cronica (un problema que afecta a casi el 20%
de los pacientes trasplantados hepéticos a los 5 afos de seguimiento) (60), ademas
de con una mayor toxicidad metabélica dosis-dependiente (61,65) y con un incremento
en la tasa y agresividad de las recidivas virales, entre las que hay que destacar la
recidiva de la infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) (62).

La cinética de los agentes inmunosupresores es muy variable intra e
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interindividualmente, influyendo en ello variables demogréficas y genéticas, variables
clinicas fisiologicas y patologicas, asi como las dependientes de interacciones
medicamentosas. La variabilidad en la farmacocinética de los inmunosupresores
constituye un factor critico en el manejo del tratamiento inmunosupresor,
especialmente en el postrasplante inmediato. Durante afios, la monitorizacion
terapéutica de los farmacos, principalmente de los ICN, ha sido la estrategia utilizada
para optimizar el ajuste de los niveles sanguineos de los ICN, pero tiene la gran
limitacidbn de que, al realizarse después de iniciado el tratamiento, no tiene ningun
valor predictivo en el momento critico del inicio del tratamiento, por lo que no ayuda a
determinar la dosis 6ptima de inicio de los inmunosupresores. Las dosis iniciales se
basan generalmente en el peso del paciente o son dosis fijas predefinidas, que
posteriormente se ajustan para conseguir el rango de niveles requerido por protocolo y
pueden variar segun las caracteristicas del donante y del receptor, asi como segun la
terapia inmunosupresora concomitante empleada. Dado que esta pauta de utilizacién
de los agentes inmunosupresores no predice la exposicibn que un determinado
paciente conseguira en el postrasplante inmediato, es frecuente que éste no alcance
rapidamente tras el trasplante unos niveles de farmaco dentro de una ventana
terapéutica eficaz y segura, con el riesgo subsiguiente de infraexposicién (pérdida de
eficacia) o sobreexposicion (toxicidad).

La existencia de polimorfismos en los genes que codifican por los enzimas de
biotransformacién de estos farmacos y sus proteinas transportadoras, suponen un
factor critico a la hora de justificar la variabilidad farmacocinética interindividual.

2.3.2. Farmacocinética del Tacrolimus y MMF

2.3.2.1. Farmacocinética del Tacrolimus

Tac es un macrélido lactona cuya actividad inmunosupresora se basa en la
inhibicidbn de la calcineurina. Para inhibir la calcineurina, Tac ha de unirse a una
inmunofilina o receptor citoplasmatico denominado FK binding protein-12 (FKBP-12) y
es el complejo Tac-FKBP-12 el que, tras su unién a la calcineurina, determina su
inhibicién (69).

Figura 1.- Estructura quimica del tacrolimus
Una vez administrado por via oral Tac se absorbe en las porciones proximales

del intestino delgado (70). La absorcibn de Tac es en general pobre, con una
biodisponibilidad oral media del 20-25%, aunque sometida a importantes variaciones
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interindividuales, con un rango de 5-93% (71,72). Una vez que Tac penetra en el
enterocito esta sometido al efecto de la P-glicoproteina, una bomba que como se
comentara mas adelante, esta implicada en la expulsién del farmaco desde la célula a
la luz intestinal. La absorcion no depende del flujo biliar ni de la integridad de la
mucosa intestinal.

Tac se distribuye ampliamente por el organismo, y su metabolizacién depende
del citocromo P-450, fundamentalmente de su isoenzima CYP3A4 (80,81) , que
presenta unos polimorfismos que se relacionan con diferentes grados de expresion y
por tanto de actividad enziméatica.

El aclaramiento de Tac es lento, con una semivida de eliminacién de
aproximadamente 40 horas (73). Como consecuencia, y teniendo en cuenta ademas la
amplia distribucion tisular del farmaco, los cambios en la dosificacién requieren varios
dias hasta alcanzar valores estables en sangre.

2.3.2.2. Farmacocinética del MMF

MMF es un profarmaco que, tras su administraciébn oral, se hidroliza
rapidamente a 4cido micofendlico (MPA), su metabolito activo, un potente inhibidor de
la inosina monofosfato deshidrogenasa (IMPDH) a la que inhibe de forma selectiva y
reversible, lo que provoca la inhibicién de la ruta de novo de la sintesis de purina en
los linfocito By T (74).
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Figura 2.- Estructura quimica del acido micofendlico

MPA se metaboliza principalmente por glucuronidacion en el grupo hidroxilo
fendlico, formandose el conjugado 7-O-glucurénido (MPAG), un metabolito inactivo. La
enzima responsable de la conversion de MPA a MPAG, que tiene lugar
preferentemente en el tracto gastrointestinal, el higado y posiblemente en el rifién, es
la UDP-glucurénido-transferasa.

MPAG sufre una importante circulacion enterohepatica: una fraccion del
metabolito sintetizado en el higado se excreta en la bilis y llega al intestino, donde
puede sufrir una deconjugacion por parte de la glucuronidasa de la flora intestinal, que
provoca una nueva sintesis de MPA, que a su vez es reabsorbido. El porcentaje de
MPA reabsorbido a partir de la circulacién enterohepatica supone de media un 37%
sobre el metabolito activo total y en la curva concentracion-tiempo, este MPA
reabsorbido se identifica como un pico de concentracion secundario (75).

Ademas de MPAG, también se han identificado en el plasma de receptores de
trasplante hepatico, renal y cardiaco tratados con MMF otros dos metabolitos menores
del MPA (76): 7-O-glucésido fendlico (identificado como M-1) y AcMPAG (identificado
como M-2).
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2.3.3. Efectos adversos de la terapia inmunosupresora

Como hemos comentado, existe una amplia variabilidad tanto intraindividual
como interindividual, que afecta a la farmacocinética de estos farmacos, que unido a
su estrecho margen terapéutico hacen precisa la monitorizacion sanguinea para
ajustar las dosis y evitar efectos indeseables. El mejor método para ello es la medicidén
del area bajo la curva, ya que representa la exposicion total al principio activo, y
presenta buena correlacion con la evolucién de los paciente, tanto en lo relativo a
efectos por infraexposicion (rechazo agudo) como por exceso (efectos adversos). Si
bien, esta medicion es muy dificultosa y se consensua el seguimiento por muestras de
sangre puntuales, de acuerdo a rangos establecidos para cada farmaco, aumentando
o disminuyendo la dosis dentro este margen de seguridad, y segln los requerimientos
(tabla 10) (143).

Tabla 10.- Rango terapéutico de algunos de los inmunosupresores, en funcion
del 6érgano trasplantado y del tiempo trascurrido.

CICLOSPORINA A

C2 (ng/ml) 0-6 meses 6-12 meses >1 aho
Higado 1000 800 600
RiA6n
1er mes 1700 - -
2° mes 1500 - -
3°-4° mes 1200 - -
5°-6° mes 1000 - -

800 800
CO0 (ng/ml) HPLC FPIA EMIT
Induccién
RiA6n 150-225 250-375 125-200
Higado 225-300 250-313 (300-375%) 125-200*
Corazén 250-325 300-400 275-374
Mantenimiento
RiA6n 100-150 100-250 75-150
Higado 100-150 (100-150%) 135-200 (150-250%) 75-150*
Corazén 125-175 150-250 150-250
TACROLIMUS
1-4 semanas 1-12 meses >12 meses
Higado 15-20 8-12 5-10
1 semana- 6 meses 6-12 meses >12 meses
Rif6n 10-15 8-12 5-10
Inicial Mantenimiento
Corazobn 10-18 8-15
ACIDO MICOFENOLICO
Co ABC (mgxh/l)
Micofenolato de 1-3,5 35-70 (30-60) segun técnica de analisis
mofetilo
Micofenolato sédico No se ha establecido rango terapéutico

Nota: (CO: concentracion predosis; C2: concentracion a las 2 horas; ABC: area bajo la curva; *:
si doble terapia; HPLC: High-performance liquid chromatography; FPIA: Flourescence Polarization
ImmunoAssay; EMIT: Inmunoanélisis de multiplicaciéon enzimatica)
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2.3.3.1. Tacrolimus y ciclosporina

No existen aun niveles establecidos como dosis 6ptimas en el empleo en
monoterapia para estos farmacos. El mecanismo por el cual, ese grupo farmacolégico,
presenta multitud de efectos adversos, ain no es bien conocido. Se intenta explicar,
por la ubicuidad de la inmunofilina y la calcineurina, y las multiple funciones que
desempenan (144) .

Tanto CsA como Tac pueden producir efectos adversos graves, generalmente
dosis-dependientes. Destaca la presencia de nefrotoxicidad (144, 145), en relacion
con la dosis administrada, que puede contraindicar el uso de estos farmacos, y que
desde luego contraindican su combinacion. Esta nefrotoxicidad aparece hasta en le
25-37% de los pacientes, pudiendo hacerse crdnica en el 15%. Esta toxicidad renal se
ve potenciada cuando se combina con otros farmacos nefrotoxicos como sin los
aminoglucosidos, anfotericina B, trimetroprim, IECAs, etc.

En casi el 50% de los paciente en tratamiento con CsA o Tac pueden
desarrollar hipertensiéon arterial (HTA)(144), provocada por retencion de sodio y
liquidos, que se suele comportar como buena respondedora a diuréticos y
betabloqueantes. La HTA mas refractaria y grave se suele asociar al empleo de CsA.

Otros efectos adversos habituales son los sintomas neurolégicos (145), que
aparecen sobre todo con la administracibn de Tac, siendo los mas frecuentes el
temblor distal y las parestesias; aunque en algunas ocasiones puede aparecer cefalea,
insomnio e incluso convulsiones.

Ambos, reducen la secrecidon endocrina del pancreas, con la consecuente
disminucion de la insulina, desarrollando en muchos casos diabetes mellitus, en
especial al emplear Tac. También se produce una alteracion en el metabolismo
lipidico, provocando hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia sobre todo con la
CsA. En muchas ocasiones el empleo de ICN desarrolla hiperpotasemia e
hipomagnesemia. También se han descrito manifestaciones gastrointestinales,
tales como diarrea, y elevacion de las enzimas hepaticas. Es un efecto advero raro
pero tipico de la CsA el desarrollo de hipertricosis e hiperplasia gingival, que si bien
no son graves, provocan un deterioro psicolégico importante en el paciente
(143,144,145)

Ademas, al suprimir parte de la respuesta inmune, provoca un aumento de las
infecciones, de las neoplasias (sobre todo linfomas B, en relacion con el virus de
Epstein Barr) y de tumores cutaneos (carcinomas y sarcoma de Kaposi).

2.3.3.2. Corticosteroides

La actividad inmunosupresora de los corticoides se traduce de su efecto sobre
la funcion de los linfocitos y macrofagos en cuanto a la quimiotaxis, procesamiento y
presentacién de antigenos, sintesis y liberacion de IL-1 y otras citoquinas, que a su
vez activan a los linfocitos. Interfiere de esta forma con el linfocito T helper y en su
capacidad de producir IL-2, impidiendo la propagacion de la respuesta inmune. Sin
embargo, a pesar de limitar la liberacion de IL-1 que estimula a los linfocitos B, los
corticoides tiene poco efecto en cuanto a la produccién de anticuerpos.

Los corticoides producen multiples efectos sobre el metabolismo de gran
variedad de tejidos del organismo, tales como intolerancia hidrocarbonada,
retencion hidrosalina, HTA, atrofia muscular y osteoporosis. Ademas, el uso
cronico y a altas dosis, pueden generar un sindrome de Cushing. Por ello, la
tendencia actual es la disminucién de la dosis, llegando incluso a suspenderlos,



gracias a la asociacion con otros inmunosupresores.

Otro efecto importante es la alteracion del desarrollo en nifos y jévenes. Es
por ello, que se prefiere prescindir de este grupo farmacol6gico en menores de 16
afos.

2.3.3.3. Acido micofenolico

El MMF, en sus dos formas de administracion, suele ser un farmaco bien
tolerado, aunque puede desarrollar gastritis, vOmitos y nauseas, anorexia,
meteorismo en relacion a la dosis administrada.

Ocasionalmente, pueden provocar leucopenia, anemia y pancitopenia,
resultado de la inhibicién de la sintesis de las purinas (115, 116, 117)

2.3.3.4. Otros inmunosupresores

* Inhibidores de la mTOR: hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia,
mielosupresion, alteraciones  gastrointestinales, hepatotoxicidad,
ototoxicidad, pancreatitis, reacciones psicoticos.

* Azatioprina: mielotoxicidad, hepatitis, urticaria.

* Anticuerpos anti CD3/ anti CD25: fiebre, escalofrios, edema pulmonar
( en las primeras horas), hipo-hipertensién, diarreas, artromialgias,
neoplasias e infecciones
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2.3.4. Rechazo agudo celular en el trasplante hepatico

El rechazo es la causa mas frecuente de disfuncidén primaria del injerto en el
TH. El estado inmunolbgico propio de cada paciente determina el desarrollo del
rechazo.

El RAC suele ocurrir en las primeras semanas y meses postrasplante, si bien
“agudo” no hace referencia al tiempo trascurrido desde el implante, sino a los
hallazgos anatomopatolégicos y la reversibilidad del cuadro. Presenta una incidencia
del 12-19% (hasta 80% si se realiza biopsia en la primera semana) (145). Su
deteccion precoz es fundamental por el riesgo que supone para el injerto hepéatico. La
maxima incidencia ocurre generalmente en las primeras 6 semanas.

La presentacion clinica del RAC es muy inespecifica. Los sintomas varian
desde su ausencia, hasta fiebre elevada, astenia y dolor en hipocondrio derecho.
Puede existir un descenso en la excreciéon de la bilis 0 un cambio en su fluidez, por lo
que las bilirrubina y las enzimas de colestasis (GGT, FA) son las primeras en alterarse.
En cambio, en los estadios iniciales, las transaminasas no suelen presentar un gran
ascenso. No es rara la presencia de eosinofilia y leucocitosis.

La histologia hepatica sigue siendo el gold-estandar para el diagnéstico de
rechazo. Existe un documento de consenso internacional donde se recomienda un
examen de al menos dos secciones a dos niveles diferentes, obtenidas mediante
biopsia con aguja gruesa, que contenga al menos cinco triadas portales observadas
con tincién de hematoxilina y eosina (145).

Estan bien establecidos los criterios histopatologicos para definir RAC como
“inflamacion del aloinjerto, provocada por una disparidad genética entre el donante y el
receptor, lo que afecta principalmente a las vias biliares y el endotelio vascular
interlobulillar, incluyendo las ramas del territorio portal”. EI RAC es un fendbmeno
reversible, en la mayoria de los casos, con tratamiento inmunosupresor adecuado
(146). Existe una triada histologica tipica del RAC; se deben cumplir al menos dos de
los tres criterios para llegar a un diagnéstico:

e reaccion inflamatoria pleomoérfica de los espacios portales (con
presencia de linfocitos activados, polimorfonucleares, y a veces
eosindfilos).

e cambios inflamatorios y displasicos en el epitelio biliar.

* endotelitis subendotelial de ramas venosas portales y/o venas
centrolobulillares.

La alteracion del epitelio biliar es la que mas repercusion funcional va a tener, sin
embargo es muy inespecifica para el RAC. Sin embargo, la endotelitis si es muy
especifica.

El pat6élogo no suele encontrar dificultades par el diagnostico del RAC cuando
este se da en el primer mes postTH, en cambio, el diagnostico se dificulta si ocurre
mas alla, ya que el desarrollo de endotelitis disminuye con el paso del tiempo. En
estos casos, el diagnostico es dificultoso ya que las caracteristicas histolégicas son
muy similares al de la reinfecciébn por VHC y con la recidiva de otras etiologia
autoinmunes, dado que en ambos casos existe dafo del epitelio biliar y procesos
inflamatorios periportales.

El inicio del tratamiento del RAC, va a depender de varios factores. En primer
lugar, el tiempo desde el TH; la aparicidén de un RAC grave o moderado dentro de las
primeras 4 semanas postTH suelen tener un pronostico favorable, frente al RAC
tardio. En segundo lugar, la gravedad histologica; los episodios graves y la mayor
parte de los moderados deben recibir tratamiento. En cambio, el RAC leve no requerir
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un tratamiento activo, resolviéendose con la optimizacibon de la medicaciéon
inmunosupresora de base. Por ultimo, hay que tener en cuenta las alteraciones
bioquimicas; de esta forma, un RAC diagnosticado por biopsias rutinarias sin
alteracién analitica, dificilmente va a tener repercusion sobre el prondstico del injerto, y
por lo tanto no requerira tratamiento. No hay que olvidar, que en presencia del VHC,
hay que sopesar la administracion de dosis altas de corticosteroides, dado el riesgo de
aumentar la agresividad de la infeccion latente.

La base del tratamiento del RAC contintan siendo los corticosteroides a altas
dosis. Su efectividad esta basada en el potente efecto modulador de la respuesta
inmune que provocan a distintos niveles. La pauta habitual consiste en administrar 1
gr. de metilprednisolona intravenosa durante 3 dias consecutivos. Algunos grupos
consideran una mejor opcion utilizar dosis menores (500 mg/dia durante tres dias
consecutivos) o corticoides por via oral (prednisolona 100-200 mg al dia durante tres
dias). Se considera que el tratamiento esta siendo efectivo cuando las pruebas
bioquimicas tienden a la normalidad, no siendo necesaria una biopsia de control.
Estos medicamentos resuelven hasta el 90% de los RAC precoces (primeras 4
semanas) y entre el 50-70% de los RAC tardios (148). Si tras 3 gr. de corticoides no
existe una mejoria analitica, estaria indicada la realizacibn de una biopsia que
confirme el RAC y descarte otras etiologias de disfuncion del injerto hepatico. Ante la
confirmacion de RAC persistente se permite realizar un segundo ciclo de 3gr. de
corticoides o bien cambiar la terapia de inmunosupresor.

El tacrolimus queda reservado para el tratamiento del RAC corticorresistente,
evitando asi el uso de anticuerpos monoclonales como en el pasado. Incluso, algunos
grupos consideran al tacrolimus el farmaco de primera linea para el RAC, sobre todo
para el leve, a fin de evitar las altas dosis de corticoides y sus efectos indeseables. La
pauta de Tac va a depender del inmunosupresor de base que tome el paciente. Si
toma CsA, se suspendera y comenzara con Tac a dosis de 0.10mg/kg/dia, en dos
tomas diarias, ajustable posteriormente segun los niveles sanguineos y de la evolucion
del RAC. Si el paciente tomaba ya Tac, se incrementaran 1-2 mg cada dos dias hasta
que las bioquimicas hepaticas comiencen a mejorar 0 se alcancen niveles proximos a
15-20ng/ml.

En el pasado se empleaban anticuerpos tipo OKT3, que quedaban reservados
para aquellos casos de RAC que no respondian a las terapias anteriores. Estos
farmacos actuan sobre el complejo CD3 de la membrana a de los linfocitos inactivando
esta proteina, inhibiendo consecuentemente la activacion de los linfocitos T CD8
(citotoxicos). La dosis empleada es de 5mg/dia (2,5 mg/dia si el peso es inferior a 30
kg) durante 10-14 dias, en infusion lenta durante 5 minutos. Hay que asociar 500mg
de metilprednisolona 1-4h antes de la primera y segunda dosis de OKT3. Ademas hay
que administrar también un antihistaminico y 500mg de paracetamol 1h antes. Se
debe indicar una profilaxis contra el citomegalovirus con ganciclovir en todos los
pacientes expuestos a OKT3. Debe evitarse su uso en paciente con insuficiencia
cardiaca, con historia de convulsiones, en hipersensibilidad a derivados murinos o que
ya hayan recibido OKT3 en otra ocasién.

Se ha demostrado que tan solo el 17% de los RAC histologicos son
clinicamente relevantes (147). La existencia de RAC se relaciona, obviamente, con un
defecto en la inmunosupresién y a la realizacion de biopsias hepaticas de forma
sistematica, que permitiria el diagnéstico de lesiones compatibles con RAC sin
manifestaciones clinicas ni analiticas en muchos casos.

El grado histologico de rechazo fue analizado y clasificado por Banff (145) y se
aplica sélo al rechazo agudo de tipo celular. El rechazo predominantemente humoral
(por ejemplo, en casos de incompatibilidad de grupo sanguineo ABO) y el rechazo
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crénico no estan incluidos en esta clasificacion. Deben observarse los aspectos
siguientes, antes de la aplicacion de este sistema:

En primer lugar, debe evaluarse la biopsia para comprobar su idoneidad. En
general, al menos deben presentarse cuatro triadas. Sin embargo, pueden estar
presentes hallazgos diagnosticos, incluso cuando se identifican menos de cuatro
triadas. Por consiguiente, la idoneidad debe determinarse segun el juicio del patdélogo
que informe.

Cada biopsia debe clasificarse segun la presencia 0 ausencia de rechazo
agudo, basandose en los criterios expuestos en la Tabla 11. Después, deben
puntuarse los hallazgos histopatol6gicos individuales enumerados en la Tabla 12
hasta llegar a un indice de actividad de rechazo para cada biopsia.

No es infrecuente que en una biopsia esté presente mas de un proceso
patologico. Por ejemplo, inmediatamente tras el trasplante, pueden observarse juntos
lesion de conservacion y rechazo agudo. Cuando en una biopsia se produce mas de
un proceso patologico, el patblogo debe enumerar primero la que considere mas
importante, seguida por la siguiente mas importante, y asi sucesivamente.

Tabla 11.- Clasificacion del rechazo agudo celular del aloinjerto de higado

Evaluacién global Criterios

Ausencia de rechazo Ausencia de infiltrado o inflamacién relacionado
con una causa que no es rechazo (por ejemplo,
hepatitis)

Indeterminado Infiltrado inflamatorio portal que no cumple los

criterios para el diagnéstico de rechazo agudo
(véase “leve”, a continuacion)

Leve Infiltrado de rechazo en una minoria de triadas,
que generalmente es leve, y esta confinado en
los espacios portales mas, al menos, uno de los
siguientes: 1. Lesion clara del conducto biliar o
2. Inflamacién subendotelial de la vénula
hepatica o portal.

Moderado Igual que antes, infiltrado de rechazo, que se
extiende a la mayoria o a todas las triadas.
Intenso Igual que para la moderada, con extension a las

areas periportales e inflamacion perivenular de
moderada a grave que se extiende al interior del
parénquima hepatico y que esta asociada con
necrosis de hepatocitos perivenulares.
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Tabla 12- indice de actividad de rechazo (RAI).

Categoria

Criterios

Puntuacion

Inflamacién portal

Inflamacién principalmente linfocitica que afecta, pero no se
extiende apreciablemente, a una minoria de las triadas

1

Expansion de la mayoria o de todas las triadas, mediante un
infiltrado mezclado que contiene linfocitos con blastos, neutréfilos y
eosinofilos ocasionales.

2

Expansion notable de la mayoria o de todas las triadas mediante un
infiltrado mezclado que contiene numerosos blastos y eosinéfilos
con extension inflamatoria al interior del parénquima periportal

Lesiéon de
inflamacion del
conducto biliar

Una minoria de conductos estan revestidos e infiltrados por células
inflamatorias y sélo muestran leves cambios reactivos, tal como un
aumento de la razén citoplasmica nuclear de las células epiteliales

La mayoria o todos los conductos estan infiltrados por células
inflamatorias. Mas de un conducto ocasional muestra cambios
degenerativos, tales como pleomorfismo nuclear, polaridad alterada
y vacuolizacion citoplasmatica del epitelio

Igual que para 2, mostrando la mayoria o todos los conductos
cambios degenerativos o interrupcion focal de la luz

Inflamaciéon
endotelial venosa

Infiltracion linfocitica subendotelial que afecta a algunas, pero no a
una mayoria, de las vénulas portales y/o hepaticas

Infiltracion subendotelial que afecta a la mayoria o a todas las
vénulas portales o hepaticas

Igual que para 2, con inflamacion perivenular de moderada a
intensa que se extiende al interior del parénquima perivenular y que
esta asociada con necrosis de hepatocitos perivenulares

PUNTUACION TOTAL (Suma de los componentes) =

Parece que cierto grupos de pacientes tiene mayor predisposicion al desarrollo
de un RAC, lo que nos permitiria un ajuste 6ptimo de la inmunosupresion en estos
casos. A tales efectos Wierner y cols (148) identifican algunos factores de riesgo par el
RAC, como son: edad joven del receptor, ausencia de insuficiencia renal, ALT
elevada, ausencia de edemas previos al trasplante, baja concordancia de HLA, tiempo
de isquemia fria de mas de 15 horas, edad del donante mayor de 30 afnos, etiologia
metabolica y autoinmune sobre la alcohdlica, infeccion por VHC, Child A y en general
hepatopatias poco evolucionadas (148-152).

La explicaciobn mas logica podria estar en la persistencia del sistema inmune
hiperactivo en las primeras semanas postrasplante en individuos sin demasiada
repercusion organica, frente a individuo con un compromiso inmunitario previo en
relaciéon a téxicos (alcohol), edad y diversas causas.
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2.4. FARMACOGENETICA

La farmacogenética es el estudio de la respuesta farmacologica del individuo
segun el genotipo. Su objetivo es optimizar el tratamiento a nivel individual, ir a una
terapia personalizada mas segura y eficiente que permita al clinico seleccionar el
farmaco correcto, a la dosis adecuada, para el paciente indicado.

Tal y como mencionaron Evans y McLeod en su revisibn sobre
farmacogenomica (77), “la farmacogenética tiene el potencial de ayudar a identificar el
farmaco correcto y la dosis correcta para cada paciente individual”.

De forma general, la farmacocinética estd basada en la identificacion de
polimorfismos de un Unico nucleétido (SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms) en
genes involucrados en la absorcion, distribucion y mecanismo de accion de los
farmacos.

Respecto a su nomenclatura, esta ampliamente aceptado el nombrar a los
genes salvajes con el nombre del gen, seguido de *1, y a las variaciones en los alelos
con numeros secuenciales: gen*2, gen*3, aunque como se vera a continuacién, esta
nomenclatura se ha adaptado para los polimorfismos del CYP3A, pero no del ABCB1.

En los siguientes apartados, se revisara la informacion disponible hasta el
momento sobre las caracteristicas de los genes que codifican por los enzimas de
biotransformacién y proteinas transportadoras de Tac y MMF, los polimorfismos que
se han descrito de estos genes y su posible relevancia en términos de exposicion a
dichos agentes inmunosupresores.

2.4.1. Enzimas de biotransformacién y proteinas
trasportadoras de tacrolimus y MMF

Actualmente, parece que ya ha quedado claramente establecido que gran parte
de las diferencias interindividuales en la farmacocinética de los ICN, se deben a la
variabilidad en la actividad de las enzimas implicadas en su metabolismo (CYP3A) vy,
en menor medida, de sus proteinas transportadoras, fundamentalmente la P-
glicoproteina (P-gp) (78).

Las enzimas oxidativas de la familia CYPS3, y en particular CYP3A4 y CYP3A5
estan involucradas en el metabolismo intestinal y hepatico de los ICN. La P-gp es una
proteina expresada en las membranas celulares que, a nivel intestinal, expulsa a los
farmacos desde el interior del enterocito a la luz intestinal. La P-gp esta codificada por
el gen de resistencia mdultiple a farmacos-1 (MDR1 multiple drug resistance-1) o
ABCB1 (ATP-binding casette B1).

El conocimiento de los polimorfismos de los genes que codifican por estas
proteinas, asi como del impacto que la presencia de cada uno de ellos tiene en la
farmacocinética de los ICN, constituye una oportunidad para individualizar la
inmunosupresion a partir de un estudio genotipico, con la gran ventaja de que este
estudio se podria realizar antes del inicio del trasplante, y los cambios de dosificacion
de los ICN se podrian implantar desde la primera administracion del farmaco,
aumentando las oportunidades de conseguir unos niveles terapéuticos 6ptimos mas
rapidamente.
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2.4.1.1. Citocromo P450

El citocromo P450 es un complejo enzimatico, formado por cientos de enzimas,
que involucran a un complejo de hemoporfirina que actia como centro catalitico, a su
vez rodeado por multitud de estructuras proteicas que le conferiran especificad hacia
diferentes sustratos En el ser humano, 57 genes son los encargados de expresar las
proteinas que componen el citocromo. Solo un pequeno numero de ellas se relacionan
con el metabolismo de farmacos (82). Las mas importantes son 3 familias y 7
isoenzimas: CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8/9/10, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 vy
CYP3A4. El CYP3A4 es el responsable de metabolizar la mayoria de los farmacos
(>50%) de aplicacibn en humano. La nomenclatura se basa en la similitud que
muestran las secuencias genéticas que codifican cada isoenzima. Asi, es necesario al
menos un 40% de similitud entre dos cadenas de ADN codificantes para 2 isoenzimas,
para que se consideren de la misma familia. Las familias denominaran por un niamero
(p-ej- CYP3). A su vez las subfamilias se designaran por una letra (p.ej. CYP3A). El
ultimo digito indicaria la isoenzima concreta que lo formaria (p.ej. CYP3A4). Por otro
lado, el gen que codifica la enzima se expresara en cursiva (p.ej. CYP3A4) (83). Los
alelos (mutaciones, wild-type) se identifican con asterisco continuando con un digito.
Se reserva el numero 1 para los alelos originales o “wild-type” (p.ej. CYP3A4*1).

Las diferencias interindividuales en su expresion contribuyen de forma
significativa a la variacién en la biodisponibilidad oral y el aclaramiento sistémico de
sus sustratos, por lo que las caracteristicas de su expresion son un determinante muy
importante de la eficacia y seguridad de los farmacos (y pueden también afectar a la
predisposicion individual para el desarrollo de determinados canceres) (83).

Debido al polimorfismo genético de las enzimas encargadas del metabolismo
de ciertos farmacos, existe una variabilidad en el aclaramiento plasmatico de hasta 10
veces entre individuos. Existen 2 alelos para cada gen, ya que cada individuo porta
una pareja de cromosomas. Estos diferentes alelos hacen que existan variaciones
hereditarias dentro de una misma poblacién. Si ambos alelos son distintos, uno de
ellos (dominante) se puede expresar sobre el otro (recesivo). Ademas, un gen que
codifique una proteina funcional, como puede ser una enzima, pueden ademas tener
una expresion diferente en los distintos tejidos. El polimorfismo genético ocurre
cuando en una poblacién coinciden 2 0 mas genotipos posibles en una proporcidén
elevada, por encima del 1%, dando lugar a una distribucion polimodal. Esto da lugar a
dos tipos de individuos: los metabolizadores rapidos (que suelen se la mayoria de la
poblacion) o lentos (83). Cuando un medicamento tiene metabolismo
fundamentalmente hepatico, por una enzima determinada, la presencia de
polimorfismos se traduce como consecuencias clinicas importantes. Asi, los
metabolizadores lentos sufriran las consecuencias de su baja capacidad metabdlica,
con un riesgo aumentado de toxicidad en el caso de un farmaco activo; o su defecto
de eficacia cuando se trate de un profarmaco que requiera activacion enzimatica. Los
polimorfismo afectaran también en la capacidad para desarrollar interacciones
metabdlicas; en el caso de los metabolizadores lentos existe menor riesgo de
interaccion, tanto por induccién como por inhibicion, ya que de entrada su actividad
metabdlica basal esta disminuida y dificilmente se puede inducir o inhibir. En cuanto a
los metabolizadores rapidos existe una amplia gama de variabilidad interindividuo; de
esta forma, las interacciones por inhibicion tienen una amplia repercusion clinica
cuanto mayor sea la actividad metabdlica basal de la enzima; en las interaccion por
induccion, se haran mas evidentes en aquellos cuya actividad metabdlica basal sea
baja. (85). Las consecuencias clinicas de estas posibilidades basadas en las
interacciones, dependera sobre todo de si la ruta enzimatica involucrada desempefia
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un papel principal en la via de eliminacion del farmaco, asi como en su margen
terapéutico (83).

2.4.1.1.1. Efecto de primer paso

El CYP3A se encuentra fundamentalmente en el higado e intestino delgado
(dos tercios proximales), aunque también expresa en rifion, placenta, pulmén y
cerebro.

Su presencia en el intestino es relevante para farmacos que poseen un elevado
efecto de primer paso, que se administran por via oral como son la CsA, el Tac o el
midazolam (86) (figura 3). El midazolam es un buen ejemplo de sustrato especifico del
CYP3A4/5, que ademas no presenta afinidad por la glicoproteina-P (involucrada en el
metabolismo de los inmunosupresores como se vera mas adelante), que permite
explicar el efecto de primer paso (87).

Dosis del
farmaco A
Biodisponibilidad
del farmaco A

Higado

o / \
< Intestino delgado
Lamen intestinal

A s
- .
s Enterocito

/ \
/ —————

Sinusoide

-~

Figura 3.- Efecto de primer paso (82).

El efecto de primer paso ocurre cuando un farmaco de via de administraciéon
oral es ampliamente metabolizado antes de su incorporacién a la circulacion sistémica,
y por lo tanto dosis finalmente efectiva. La Figura 3 muestra la interaccion de un
farmaco A (como el tacrolimus) que presenta un amplio metabolismo mediado por el
citocromo P-450 y el zumo de pomelo. Los isoenzimas CYP3A que se encuentran en
los enterocitos metabolizan ampliamente el farmaco, de manera que sélo un 30%
llegaria a la circulacion portal (linea continua). Posteriormente, los isoenzimas CYP3A
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ubicados en los hepatocitos prosiguen metabolizando ese 30% del farmaco que llega
al higado resultando un 15% del total de la dosis inicial, que llegaria a la circulacién
sistémica, y que por lo tanto realizaria su funcién farmacol6gica. Por otro lado, es
conocido que el zumo de pomelo inhibe selectivamente al CYP3A de los enterocitos
(linea discontinua). Esto ocurre porque una vez ingerido el zumo, las enzimas
intestinales se exponen a una alta concentracion del mismo; sin embargo, los
componentes bioactivos del zumo de pomelo se inactivan en casi su totalidad en la luz
intestinal, no llegando apenas a la circulacién portal, por lo que no afectarian al
metabolismo hepatico del farmaco (85). Unos 200cc de zumo de pomelo causan una
inhibicién del citocromo intestinal de 24-48h de duraciéon (87). Por otra parte, se ha
demostrado que el zumo de pomelo, puede incrementar la actividad de expulsién de
farmacos de la glicoproteina-P. Adicionalmente, se ha demostrado que el zumo de
pomelo puede aumentar la actividad de la glicoproteina P (88). Como se observa en la
figura 3, el metabolismo del farmaco se reduce drasticamente en el intestino, llegando
al higado, y por ende a la circulacion sistémica, una concentracion mas alta del
medicamento Sin embargo, el efecto inhibitorio del zumo de pomelo es muy variable,
en funcion de los principios activos, cantidad ingerida, etc., por lo que no se
recomienda su uso para reducir el efecto de primer paso.

De forma general, podemos decir, que cuando un inhibidor actiua Uunicamente
en la luz intestinal se incrementara la Cmax del sustrato sin que se afecte su semivida
de eliminacion (82).

2.4.1.1.2. Mecanismo de induccidon enzimatica del CYP3A

En el caso de farmacos inductores, estos propiciaran un aumento del
metabolismo del citocromo P450, y por lo tanto una disminucion de la concentracion
del sustrato, con su consecuente potencial riesgo de fracaso terapéutico. Existen dos
alternativas para corregirlo: incrementando la dosis o retirando el inductor enzimatico.
La rifampicina, la fenitoina y la carbamazepina serian buenos ejemplos de farmacos
inductores, asi como algunos farmaco antirretroviral como el efavirenz o la nevirapina.

El mecanismo de induccion enzimatica es un proceso lento que precisa de
dias 0 semanas para llegar a un estado de equilibrio, determinado por un incremento
de la transcripcion de ADN a ARN-m que a su vez permite una traduccion suficiente de
la proteina enzimética implicada en la induccién (figura 4). Tras eliminar el farmaco
inductor, la vuelta a la normalidad de la funcion enzimatica, dependera de la vida
media del mismo.
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Figura 4.- Mecanismo de induccion enzimatica.

Como se observa en la figura 4, el farmaco inductor actua en el nacleo celular
en el receptor PXR (receptor de pregnano X 6 NR112 6 receptor de esteroide X), que a
su vez forma un heterodimero con el receptor RXR (receptor de retinoide) que se une
a zonas de reconocimiento afines a la region 5’ de la porcion reguladora del gen
CYP3A4 (no ocurre asi en el CYP3A5 ) y actuando como factor de transcripcion (89).
El resultado es un incremento de la transcripcion de ADN y como consecuencia un
aumento de la sintesis de la isoenzima CYP3A4. Esto produce un incremento del
metabolismo del farmaco sustrato de esta enzima, reduciendo la concentracion del
mismo y aumentando la concentracion de sus metabolitos. Este mecanismo no queda
limitado solo al CYP3A4, sino que involucra a otras isoenzimas y por los
trasportadores de membrana encargados de la biodisponibilidad del farmaco (82, 90).

2.4.1.1.3. Mecanismo de inhibicidbn enzimatica del CYP3A

La administracién de farmacos inhibidores disminuiran el metabolismo hepético
del sustrato, y en consecuencia aumentara su concentracién, pudiendo aumentar su
toxicidad. Esto es fundamental en aquellos casos donde el sustrato es un farmaco con
un estrecho margen terapéutico o los niveles sanguineos alcanzados son muy



elevados.

Se conocen diversos mecanismos de inhibicion enzimatica. El mas frecuente
es la inhibicion reversible, producida porque la union entre el farmaco inhibidor y la
enzima es débil, no inactivandola de forma permanente. Esta inhibicion puede ser
competitiva, si tanto el inhibidor como el sustrato tiene su sitio de unién en la misma
parte de la enzima, o no competitiva , cundo ambos ocupan distintos sitios de unién.
Esta inhibicién va a depender de dos factores: la afinidad tanto del sustrato como del
inhibidor; y la concentracidén de inhibidor en el sitio de union. La afinidad (Ki) se define
como la concentraciéon de inhibidor que se precisaria para reducir a la mitad la
velocidad méaxima de la reaccidbn. A menor Ki mas potente serd el inhibidor. Los
inhibidores potentes del CYP3A (itraconazol, ketoconazol, ritonavir) presenta un Ki<1
mcM. Los farmacos con un Ki>100 mcM no afectan de forma clinicamente relevante al
CYP3A (91).

La inhibicibn de una enzima del citocromo puede tener también un
comportamiento denominado inhibicién lentamente reversible, debido a que una
vez unido el inhibir a la enzima, este sufre un proceso de oxidacién mediado por el
grupo hemo. Ocurre en el caso de los macrélidos, que a pesar de no ser inhibidores
potentes, pueden generar interaccién relevantes clinicamente (92).

Por ultimo, puede ocurrir la inhibicion irreversible (o inhibicion suicida)
donde, mediada por el propio citocromo, se produce un metabolito reactivo unido de
forma covalente al sitio de union del sustrato; lo que inactiva la enzima de forma
permanente. Es el caso del zumo de pomelo ya comentado. Las consecuencias de
esta inhibicidbn permanente van a depender de la concentracion tanto de enzima como
de inhibidor, asi como la capacidad de sintesis de nuevas enzimas de la maquinaria
celular (85).

2.4.1.1.4. Polimorfismos del CYP3A5 implicados en el
metabolismo de los inhibidores de la calcineurina

Se han estudiado polimorfismos en CYP3A4, CYP3A5 y CYP3AP1 que afectan
a la biodisponibilidad de los ICN.

CYP3A4 se expresa en el higado, yeyuno, rifibn y pancreas y existen unas
marcadas diferencias interindividuales en su actividad. En pacientes trasplantados
renales se han detectado variaciones de hasta 10 veces en el contenido de esta
enzima (93). Las actividades del CYP3A4 son la suma de las actividades de, al
menos, tres isoenzimas: CYP3A4, CYP3A5 y CYP3A7

CYP3A5, el segundo miembro de la subfamilia CYP3A en importancia, y
altamente homologo a CYP3A4 (83%) estd también presente en el higado, rifidén e
intestino delgado, y su expresion es incluso mas variable que la de CYP3A4. En
pacientes caucasianos, CYP3A5 se detecta solamente en el 10-40% de los higados
estudiados (94), pero sin embargo puede constituir hasta el 50% del las enzimas
CYP3A hepaticas en algunos pacientes.

Por lo que se refiere a CYP3A7, parece que se expresa en el higado fetal, y no
tiene un papel relevante en adultos.

Por ultimo, CYP3A43, con un 75% de coincidencia en su secuencia de
aminoacidos con CYP3A4 y CYP3A5, contribuye también al mediado por CYP3A,
aunque parece que de forma minima (93)
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2.4.1.1.4.1. CYP3A4

Se han descrito 5 SNPs en los promotores de los genes y 19 SNPs en la regién
de codificacion. EI SNP mas estudiado es el CYP3A4*1B,-392A—G , pero se relaciona
mas con un incremento de riesgo oncol6gico que con un impacto farmacocinético (95).

Aunque hay muy pocos estudios al respecto, no se han descrito efectos
farmacocinéticos de los polimorfismos del CYP3A4 en la farmacocinética de CsA, con
la excepcion de un estudio realizado en voluntarios sanos (96) donde se determin6 un
AUC de CsA significativamente inferior en pacientes CYP3A4*1B. Tampoco se han
establecido asociaciones entre el polimorfismo CYP3A4*1B y la expresion enzimatica
de CYP3A4 en bancos de tejidos de donantes.

2.4.1.1.4.2. CYP3A4 y Tac

Por lo que respecta a Tac, s6lo un estudio ha establecido el requerimiento de
mayores dosis de Tac para alcanzar unos niveles objetivo en pacientes trasplantados
CYP3A4*1B, respecto a pacientes homocig6ticos CYP3A4*. En este estudio (97) se
incluyeron 174 pacientes trasplantados renales estables (con un tiempo de evolucién
del trasplante de al menos un ano), 64 de ellos tratados con Tac. Durante visitas
rutinarias al hospital se extrajeron muestras para el genotipado. Los valores de dosis y
Cmin de los ICN estudiados correspondian a los 3 y 12 meses postrasplante. El estudio
revel6 que los pacientes CYP3A4*1B requerian aproximadamente un tercio mas de
dosis de Tac que los pacientes homocigéticos CYP3A4*1, para alcanzar unos niveles
objetivo.

2.4.1.1.4.3. CYP3A5

Se estima que la isoenzima CYP3AS5 esta sblo presente en un 10-30% de las
muestras de higado analizadas. El alelo mutado CYP3A5*3 provoca una pérdida de
las trascripcion del gen CYP3AS5 lo que conlleva una disminucidén de su actividad. Esta
mutacion se encuentra mas frecuentemente en la poblacién caucasica. En cambio,
los portadores del alelo “wild-type” CYP3A5*1, el CYP3A5 se expresa en grandes
cantidades y, por ejemplo, se ha demostrado que los portadores de al menos uno de
los alelos CYP3A5*1, la eliminacibn de midazolam aumenta hasta 2,5 veces. Las
poblaciones presenta mayor expresion del gen no mutado (CYP3A5*1) son los
afroamericanos, habitantes del sureste asiatico, de islas del Pacifico e indios
americanos del suroeste, lo que les confiere un metabolismo mas rapidos de los
sustratos des CYP3A, disminuyendo el efecto terapéutico del farmaco (83).

A diferencia de lo que ocurre con CYP3A4, que se expresa universalmente, los
individuos pueden ser “expresores” 0 “no expresores” de CYP3A5, en funcién de los
polimorfismos que presentan.

Otro de los SNP descritos para CYP3A5 es la mutaciébn conocida como
CYP3A5*3, que codifica por una proteina CYP3AS5 no funcional. Este SNP se presenta
de forma homocigética en el 80% de los caucasianos y en el 30% de los
afroamericanos (94,98)

CYP3AS5 se expresa en los portadores del gen salvaje CYP3A5*1, tanto en
individuos homocigéticos (CYP3A5*1/*1) como heterocigéticos (CYP3A5*1/*3),
mientras que los homocigotos para los alelos mutantes CYP3A5*3 no sintetizan
proteina funcional (99).
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Otros polimorfismos descritos son CYP3A5*2 (1% en caucasianos), CYP3A5*6
(0,1% en caucasianos y 13% en afroamericanos) y CYP3A5*7 (10% en
afroamericanos) y estas mutaciones, en combinacién con el alelo CYP3A5*1, también
pueden impedir la sintesis de CYP3AS5 funcional (94, 100).

También ligado a la expresion de CYP3A5 esta el polimorfismo ligado al
CYP3AP1*3. Los Individuos que son homocigéticos para este alelo no expresan
proteina funcional, mientras que si lo hacen aquellos que presentan CYP3AP1*1, al
menos en un alelo.

En lo que respecta a la distribucién de individuos “expresores de CYP3A5” en
relacién con el grupo étnico, MacPhee y cols. (101) establecieron que entre el 5y el
30% de los sujetos de raza caucasiana, y entre el 73 y el 87% de los de raza negra
serian expresores.

El polimorfismo de CYP3A5 tiene un mayor efecto que el polimorfismo de
CYP3A4 sobre la farmacocinética de los inmunosupresores. En el caso de CsA, de
nuevo la mayoria de los estudios publicados no han encontrado asociaciones
significativas entre la presencia de CYP3A5*3 y la farmacocinética de este farmaco,
aunque el grupo de Min (que habia encontrado relacion entre la presencia de
CYP3A4*1B y una menor AUC de CsA), encontré una AUC de CsA significativamente
mas baja en los expresores de CYP3A5 (102). También el grupo de Hesselink (97), en
el estudio anteriormente mencionado, encontr6 una relacibn entre una menor
concentracion de CsA y expresores CYP3A5, pero sélo en individuos de raza
caucasica. Por otra parte, existe un estudio en pacientes trasplantados renales, en que
el que se ha establecido una relacion entre los no expresores de CYP3A5 (103) y la
necesidad de mayores dosis de CsA para alcanzar unos niveles determinados, pero
este resultado es opuesto al esperado y entra en contradiccion con el resto de los
estudios publicados.

2.4.1.1.4.4. CYP3A5 y Tac

Esta ampliamente constatada la presencia de una concentraciéon de Tac
significativamente inferior en los expresores de CYP3A5, tanto en trasplante renal
(97,104-107), como cardiaco (108) y pulmonar (109), y algunos autores afirman que la
determinacion del genotipo de CYP3AS5 es predictiva de la dosis de Tac requerida por
los pacientes trasplantados renales, destacando la relevancia de este hecho en la
determinacion de la dosis inicial ideal para cada paciente individual, que garantice una
adecuada inmunosupresién sin exceso de neurotoxicidad (104).

MacPhee y cols, a partir de la caracterizacion del genotipo de CYP3A5 en 180
pacientes trasplantados renales, con una inmunosupresibn basada en Tac,
establecieron que los pacientes expresores de CYP3A5 tienen unos requerimientos
que ascienden al doble de dosis de Tac para alcanzar una concentracion determinada,
en comparacién con los no expresores (110). Este mismo autor y sus cols. (111) han
descrito no sb6lo las modificaciones en la farmacocinética de los ICN debido a los
polimorfismos, sino la implicacién directa en la evolucion del trasplante. En este
estudio retrospectivo, los autores confirmaron que a pesar del uso de la monitorizacién
terapéutica de Tac, los expresores de CYP3A5 tenian unos niveles valle de Tac
significativamente inferiores durante las dos primeras semanas postrasplante,
alcanzaron los niveles objetivo mas tarde y sufrieron episodios de rechazo agudo
antes que los no expresores (media de 8 dias frente a 13).

Por lo que respecta al trasplante hepatico, dos estudios chinos, uno de ellos
retrospectivo realizado en 53 pacientes tratados con un régimen inmunosupresor

57



basado en triple terapia Tac + MMF + esteroides (112), y otro recientemente publicado
realizado en 50 pacientes (113) también tratados con Tac + MMF + esteroides, han
descrito la asociacion entre el polimorfismo de CYP3A5 y la razdn concentracion-dosis
de Tac. Los pacientes receptores de oOrganos con genotipos del donante no
expresores de CYP3A5 mostraban un cociente concentracién dosis superiores a los
expresores.

2.4.1.2. UDP-glucuronil transferasa (UGT)

Las glucuroniltransferasas son las responsables del proceso de la
glucuronidacién, una parte importante del metabolismo de la fase Il. Posiblemente, la
UGT sea la enzima mas importante de la fase Il (conjugacién). La UGT ha sido objeto
de estudio cientifico desde mediados y finales de la década de 1990.

La reaccion catalizada por la enzima UGT implica la adicion de un resto de
acido glucurénico al sustrato y es la via mas importante para la eliminacion del
organismo humano de mas de 200 medicamentos. Es la principal via de eliminacién
para algunos farmacos, residuos dietética, ambientales, toxinas y sustancias
endogenas perjudiciales. La UGT esté presente en los seres humanos, otros animales,
plantas y bacterias. Curiosamente, no estan presentes en el género Felis (114), lo que
explica una serie de toxicidades inusuales en la familia de los felinos.

La reaccion glucuronidacion consiste en la transferencia del grupo glucurdnico
del acido 5'-difosfo-glucurénico de uridina (UDPGA) al sustrato de moléculas que
contienen oxigeno, nitrogeno, azufre o grupos funcionales carboxilo (115). El
glucurénido resultante es mas polar (hidréfilo) y mas facilmente excretado. La
solubilidad del producto en la sangre se incrementa permitiendo que se elimine del
organismo por excrecion renal.

La UDP-glucurdnido-transferasa (UGT) es la enzima responsable del
metabolismo del acido micofendlico glucuronizado (MPAG), el principal metabolito
activo de MMF-.

Existen al menos 10 isoformas de la UGT vy, entre ellas, la UGT1A9 (figura 5)
es la mas eficiente en la sintesis de MPAG, y la UGT2B7 la unica que sintetiza acil-
MPAG en cantidades significativas, presumiblemente debido a su expresion hepatica y
renal (116).

Figura 5.- Estructura cuaternaria de la UGT

Aunque no se ha localizado ningln estudio que evalle estos polimorfismos en
pacientes trasplantados hepaticos, Kuypers y cols (117) si han comenzado a
estudiarlos en el ambito del trasplante renal. Estos autores estudiaron en 95
trasplantados renales de novo dos SNPs de la UGT1A9 (117): T--275A y C--2152T,
asociados a una elevada expresiéon de UGT1A9 y a un incremento de la actividad de
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glucuronizacion del MPA, asi como la mutacion UGT1A9*3 y establecieron que la
presencia de ambos SNPs en el gen de la UGT1A9 en los pacientes tratados con dos
gramos diarios de MMF, se asociaba con una exposicion a MPA significativamente
menor, en parte debido a la interrupcién de la recirculacién enterohepatica del MPA.

2.4.1.3. Glicoproteina P

La familia de transportadores ABC (ATP-binding cassette) esta presente en la
mayoria de organismos y estas proteinas poseen una estructura altamente
conservada que sugiere un papel importante en la funcién celular. La relevancia
farmacolégica de este importante grupo de transportadores, cuya funcion es expulsar
sus sustratos fuera de las células, se debe a que son responsables de la
multirresistencia frente a compuestos antitumorales debilitando su accién
quimioterapeutica en las células (118). Por otra parte, ejercen una funcion protectora
al limitar el transporte de diversos compuestos a través de las barreras existentes
entre la circulacion sistémica y diversos 6rganos (119).

Si consideramos el ambito terapéutico, la funcién de los transportadores ABC
tiene consecuencias directas en la biodisponibilidad de farmacos (incluyendo la
excrecion a leche), distribucién tisular y principalmente afecta a la eficacia de la accién
farmacolégica. La modulacion de los transportadores relacionada con la accion
inhibitoria de diversos compuestos cobra una importancia creciente en el ambito
terapéutico y en el manejo de la multirresistencia. Por otra parte, la propia fisiologia de
los organismos puede verse afectada cuando los sustratos son vitaminas o
compuestos endogenos.

El conocimiento de factores que pueden afectar a la funcibn de los
transportadores es especialmente relevante. Este conjunto de factores es muy diverso
y objeto de un amplio campo de investigacién que no sélo se restringe a los agentes
farmacolégicos que actian como moduladores, sino también a factores presentes en
la dieta que pueden afectar a la expresién y funcidén de los transportadores ABC.

La influencia de las variaciones entre géneros, especies o individuos sobre
todo asociadas a la existencia de polimorfismos ha suscitado el interés de multiples
estudios. Los cambios en un Unico aminoacido debidos a polimorfismos como las
diferencias entre los homélogos de diferentes especies pueden afectar de forma
relevante tanto a la actividad como a la especificidad del transportador. Ademas, las
variaciones interespecificas en el caso de las propiedades inhibitorias de diversos
compuestos, pueden tener implicaciones clinicas.

El término de transportadores ABC fue introducido por primera vez por Chris
Higgins en 1992 (120) y hace referencia a la principal caracteristica de esta
superfamilia: la presencia del sitio de uniébn a ATP. Sin embargo, la primera evidencia
directa de transporte activo relacionado con resistencia a farmacos fue ya descrita en
los afos 70 por Dano (121), quien observé un flujo de salida de daunomicina mediado
por transportadores en contra de un gradiente electroquimico en células resistentes.
Muchos de estos transportadores poseen un papel protector, ya que limitan el
transporte de farmacos y compuestos toxicos a través de las barreras existentes entre
la circulacién sistémica y diversos 6rganos, tales como cerebro, tracto gastrointestinal
y placenta. Ademas, también tienen otras muchas funciones fisiolégicas como el
transporte de lipidos, sales biliares, colesterol, hormonas, esteroides y metabolitos
(122). Este transporte de compuestos se produce en contra de un gradiente de

59



concentracion siendo dependiente de ATP, e independiente tanto de un potencial
electroquimico transmembrana como de un gradiente de protones.

Todos los transportadores ABC comparten wuna estructura basica
independientemente de que su funcibn sea importar o exportar el compuesto
transportado. Esta estructura basica puede estar presente en una Unica proteina de
una cadena polipeptidica (full-transporters), o en dos proteinas separadas
(halftransporters).

Asi, estdn compuestos de uno o dos dominios transmembrana
(Transmembrane domain, TMDs) y de uno o dos dominios de unién a ATP (Nucleotide
Binding Domain, NBDs) (figura 6a). Las regiones TMD participan en la estructura del
canal de transporte y estan formadas por proteinas plegadas en hélice alfa que
atraviesan varias veces la membrana plasmatica, presentando una alta variabilidad
estructural dependiendo del tipo de transportador ABC. El numero de hélices
transmembrana oscila entre 8 y 20 para los transportadores cuya funcion es importar y
12 para los exportadores. En cambio, las regiones NBD estan altamente conservadas
en toda la familia de proteinas ABC y presentan los motivos caracteristicos Walker Ay
B y el motivo signature (figura 6b). Estas regiones se encargan de participar en la
union e hidrélisis de ATP para la obtencién de energia. Esta unién ocasiona cambios
conformacionales en los dominios NBDs haciendo que se aproximen y, a su vez,
provocando que los dominios TMDs abran el conducto hacia la parte exterior o interior

de la célula (123).
A B

Full transportors:

Walker A Signalture Walker B
GrxxGxGKS/ LSGGQ DD DY

Figura 6.- Estructura general de los transportadores ABC.

a) Representacion esquematica de un transportador ABC: 2 dominios transmembrana
(verde) y dos dominios de union a ATP (azul). Algunos transportadores reciben el
sustrato (rojo) desde la bicapa lipidica y otros desde la fase acuosa. Existen proteinas
(amarillo) capaces de dirigir el sustrato hacia el transportador ABC (123).

b) Estructura de un full-transporter y de un half-transporter de la familia ABC (122).
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La secuenciaciébn del genoma humano ha permitido caracterizar, hasta el
momento, 49 genes ABC, 16 de los cuales tienen una funcién conocida y 14 estan
asociados con enfermedades genéticas (124), como son el sindrome Dubin-Johnson
(125), la fibrosis quistica (126), epilepsia y Alzheimer (126) y la sitosterolemia
(hiperabsorcion de esteroles)(127).

El primer miembro de esta superfamilia fue identificado en 1976 por el grupo de
Ling y se describi6 como una glicoproteina de membrana de 170kDa que se
sobreexpresaba en células resistentes a la colchicina y se denominé glicoproteina P
(P-gp).

Esta codificada por el gen ABCB1 (MDR1 en humanos; mdria y mdrib en
roedores). Consta de 1280 aminoacidos, con 12 segmentos transmembrana
distribuidos en dos mitades homélogas, cada una de las cuales contiene 6 segmentos
transmembrana que estan unidos por un gran lazo citoplasmatico; ademas presenta
dos sitios de union para el ATP y se caracteriza porque el primer lazo extracelular esta
altamente glicosilado (figura 7).

Extracellukar

Intracellular

Figura 7.- Estructura general de la glicoproteina-P (MDR1)

La proteina se localiza en la membrana plasmatica, especificamente en la
porcion apical/luminal de las células epiteliales pertenecientes al borde en cepillo del
intestino, en la membrana de los canaliculos biliares del hepatocito, la membrana
luminal de las células epiteliales del tubulo proximal del rindn y en las células
endoteliales de la barrera hematoencefalica; ademas, se ha localizado en ovario,
placenta, testiculo, células de la médula espinal, etc. (128,129). Ademas, ensayos con
ratones Mdria/b-/- han demostrado que participa en el transporte de ivermectina,
digoxina, saquinavir, paclitaxel, entre otros compuestos (130).

2.4.1.3.1. Polimorfismos de la glicoproteina-P implicados en el
metabolismo de los inhibidores de la calcineurina

La P-gp contribuye a la absorcién incompleta de CsA y Tac desde el intestino
(131) por la expulsion activa de estos productos desde el interior de los enterocitos a
la luz intestinal. La relacion entre los requerimientos de dosis de los ICN y la expresion
de la P-gp también se ha descrito en pacientes receptores de un trasplante hepatico
(132,133) y también en pacientes trasplantados de intestino delgado (134) y rindn (93).
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2.4.1.3.1.1. ABCB1 (MDR1)

El primer SNP identificado en relacion con la actividad de la P-gp fue el
C3435T, que presenta un genotipo salvaje (CC) y mutante (TT), con una presencia de
ambos genotipos muy diferenciada entre los grupos étnicos: los individuos de raza
negra presentan el genotipo C3435T CC en el 50-80% de los casos, mientras que, en
otros grupos étnicos, la prevalencia es inferior al 30% (133,135). Por lo que respecta a
la mutacién TT, estd practicamente ausente de forma homocigbtica en la poblaciéon
africana, aunque aparece de forma heterocigética en el 20-40% de la poblacion (99).

Existe ademas del C3435T, otro SNP sin6nimo de éste, el C1236T y también el
G2677T, todos ellos unidos en el MDR1*2.

La expresion de la P-gp en los tubulos renales se ha demostrado que es
significativamente superior en los genotipos C3435T CC que en los TT.

Muy pocos estudios han establecido una clara asociacion entre el genotipo
ABCB1 y la concentracion de CsA, tanto cuando se ha buscado esa correlacion
determinando los niveles CO, como C2 e incluso con curvas abreviadas. Si
encontraron esta relacion Bohomme-Faivre y cols. (136) en 44 receptores de
trasplante hepéatico, en los que estudiaron los requerimientos de dosis de CsA y el
cociente concentracion/dosis durante el primer mes tras el trasplante. Los pacientes
C3435T CC homocigébticos tenian una menor concentracion de CsA respecto a la
dosis administrada. Estos autores concluyeron que el polimorfismo de C3435T es un
determinante del cociente concentracion/dosis y predictivo de la dosis de CsA que
debe ser administrada, para alcanzar unos niveles determinados. Por su parte, Yates
y cols (137), al igual que les ocurriera con la expresion de CYP3A5, también
presentaron unos resultados opuestos a los esperados: obtuvieron un AUC de CsA
significativamente mayor en pacientes homocigoéticos para C3435T CC, aunque
existen algunos estudios que apoyan una expresion menor de P-gp en genotipos CC.

24.1.3.1.2. ABCB1y Tac

La relacién entre la expresién de la P-gp y la concentracibn de Tac se ha
estudiado, tanto en trasplante hepatico, como renal y de intestino delgado.

En el trasplante hepatico, Wei-Lin y cols. (113), estudiaron la relacion entre los
SNP del gen ABCB1 y el cociente concentracion/dosis de Tac. Los autores
encontraron que la presencia del genotipo homocigético 3435CC, cuando se
comparaba con los genotipos CT y TT, se correlacionaba con valores mas bajos para
el cociente concentracién/dosis de Tac, en cualquier momento durante el primer mes
postrasplante.

También MacPhee y cols. (138), en pacientes trasplantados renales,
describieron como los pacientes homocigéticos para CC presentan una concentracion
de Tac para una dosis normalizada significativamente inferior que los pacientes con
genotipo C3435T TT y Anglicheau y cols (139) en otro estudio también retrospectivo
realizado en 85 receptores de un trasplante renal, encontraron una correlaciéon
significativa entre la dosis diaria de Tac y el cociente concentracion/dosis para los
pacientes con el SNP G2677T.

En contraposicién a estos datos, existen otros estudios, tanto en trasplante
hepatico como renal, en los que no se ha podido establecer la correlacion entre el
genotipo de ABCB1 y la concentracion de Tac. En el &mbito del trasplante hepatico, en
un estudio prospectivo realizado en 181 pacientes, de los cuales 143 habian recibido
inmunosupresion basada en Tac (140), los autores no encontraron asociacion entre 10
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SNPs del ABCB1 y el cociente concentracion/dosis de Tac. En el area del trasplante
renal, Hesselink y cols. (97), en el estudio también referido anteriormente, no
encontraron relacién entre el polimorfismo de C3435T y los requerimientos de
dosificacién de Tac, ni tampoco lo encontré Zhang (107) en 118 trasplantados renales
chinos, en los que estudié el mismo polimorfismo de C3435T. Tampoco encontraron
ninguna relacion Haufroid (105), ni Tsuchiya (106), cuando estudiaron los
polimorfismos C1236T, G2677T/A y C3435T50 de ABCB1 en 50 y 30 trasplantados
renales, respectivamente.

Desde un punto de vista de impacto clinico, en el ambito del trasplante
hepético, Hebert y cols (141) en un estudio retrospectivo de casos y controles,
establecieron una asociacion entre la presencia de disfuncion renal cronica y la
homocigosis para el SNP 2677T, cuya presencia se habia asociado a una baja
expresion de P-gp.

Por otra parte, otro estudio también retrospectivo en pacientes trasplantados
hepaticos en tratamiento con Tac asoci6é el genotipo 2677T de los pacientes como
predictor de neurotoxicidad de Tac (142). Estos resultados se han relacionado con el
hecho de que la expresion de P-gp se ha asociado con una menor entrada de farmaco
al sistema nervioso central, motivada por una mejor barrera sangre-cerebro, por lo que
los bajos expresores de P-gp serian susceptibles de una mayor neurotoxicidad.

En el caso del trasplante de intestino, ademas de establecerse una buena
correlacion entre la concentracion de Tac y la expresiéon de ABCB1, se ha descrito una
peor supervivencia en los pacientes con una expresion elevada de ABCB1 (132).

2.4.1.4. Polimorfismos del injerto hepatico

El importante metabolismo hepético de los inmunosupresores y su impacto en
la variabilidad farmacocinética, hace necesario el estudio farmacogenético, no sélo de
los receptores de un trasplante hepético, sino también de los 6rganos trasplantados,
tal y como realizaron los autores de los estudios previamente comentados (118-132)

Yu y cols. (112), realizaron un estudio retrospectivo en pacientes receptores de
un trasplante hepatico de donante cadaver, para estudiar el efecto del genotipo del
CYP3A5 del injerto en el cociente concentracion/dosis de Tac. Todos los pacientes
recibieron una inmunosupresion basada en Tac + MMF + esteroides, con una dosis
inicial de Tac de 4 mg/dia y ajustado a unos niveles sanguineos determinados en Cg
de 7-10 ng/ml durante el primer mes, MMF 1000 mg/dia y esteroides en dosificacidén
decreciente hasta 20mg/dia desde la segunda semana. Los pacientes que tomaban
alguna medicacion con interacciones conocidas con los ICN fueron excluidos del
estudio. Los autores establecieron que el cociente concentracion/dosis de Tac era
significativamente mas bajo en pacientes receptores de injertos con genotipos
expresores del CYP3A5, que en aquellos que recibian 6rganos con genotipo no
expresor para esta enzima, tanto a las dos semanas, como al mes del trasplante.
Aunque estos autores también establecen esta correlacion para los genotipos de los
receptores, concluyen que el polimorfismo del CYP3A5 del donante parece contribuir
mas que el del receptor a las diferencias en la farmacocinética de Tac y destacan el
genotipado del CYP3AS5 de los injertos como mas util que el de los receptores, para
individualizar la dosis de Tac en los pacientes.

Goto y cols (140) también analizan el efecto del genotipo del CYP3A5 del
injerto en el cociente concentracion/dosis de Tac y observan que éste no varia durante
las semanas 1-2 postrasplante, pero que existe una tendencia a su reduccion en los
pacientes con genotipos expresores tras la tercera semana (tanto CYP3A5 *1/*1 como
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CYP3A5 *1/*3). Por otra parte, los pacientes trasplantados con injertos con genotipo
*1/*1 mostraban unos cocientes menores que el resto de los grupos.

Por dltimo, Wei-Lin y cols. (113) también estudiaron el efecto de los
polimorfismos de CYP3A5 y ABCB1 de donante y receptor en la farmacocinética de
Tac en un estudio en el que los pacientes receptores de un injerto procedente de
cadaver recibieron un tratamiento basado en Tac + MMF + esteroides, con una dosis
inicial de Tac de 0,08 mg/kg/dia, y unos niveles sanguineos objetivo determinados en
Co durante el primer mes de 7 a 10 ng/ml, MMF 1000 mg/dia y esteroides en un
régimen de reduccion de dosis, con 20 mg/dia desde la segunda semana. Estos
autores también encontraron relacion entre el genotipo del CYP3AS5 de los injertos y la
farmacocinética de Tac: los pacientes receptores de donantes expresores de CYP3A5
tenian un cociente concentracion/dosis de Tac menor. Cuando estudiaron el genotipo
del gen ABCB1, no encontraron relacion entre éste y la farmacocinética de Tac.
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3. Justificacion del
estudio



Los datos revisados ponen de manifiesto, por una parte, el impacto que los
polimorfismos de las enzimas de biotransformacion y de las proteinas transportadoras
de los ICN y de MMF podrian tener sobre la farmacocinética de estos farmacos y, por
otra parte, el potencial que la determinacion del perfil genético, tanto de injertos, como
de receptores, posee en la individualizacion del tratamiento inmunosupresor en
pacientes trasplantados hepaticos.

Hasta la fecha, los estudios disponibles son, en su mayoria estudios
retrospectivos, sin un control adecuado de otras variables con impacto conocido sobre
la cinética de los inmunosupresores (variables demogréficas, clinico-fisiol6gicas,
clinico-patolégicas y las dependientes de interacciones medicamentosas), lo que hace
que las estimaciones en las necesidades de dosis de farmacos en funcién de los
distintos polimorfismos sean sélo aproximaciones y ninguno de ellos ha sido realizado
en una poblacibn caucasica de pacientes trasplantados hepaticos con las
particularidades genéticas de este grupo étnico. Los estudios mas relevantes en el
ambito del trasplante hepatico han sido realizados en poblacién asiatica, por lo que es
muy probable que existan diferencias genéticas importantes respecto a la mayoria
caucasiana de nuestro pais. La necesidad de estudios prospectivos, incluyendo un
namero suficiente de pacientes que permitan extrapolar las conclusiones a la
poblacion trasplantada, es una constante en las discusiones de los estudios
anteriormente revisados.

Existen numerosos estudios sobre esquemas de inmunosupresién en el TH,
pero muy pocos que analicen el impacto genético a la hora de decidir el protocolo
inmunosupresor, asi como sus dosis, en parte por la heterogeneidad de los protocolos,
diferencias en la categorizaciébn de causas de enfermedad hepética y en muchos
casos por pérdida de seguimiento de pacientes o uniformidad en el mismo. Por ello el
planteamiento del estudio tiene como objetivo analizar la implicacion de la expresiéon
de algunos polimorfismos genéticos del injerto hepéatico y del receptor de un
trasplante hepético, con el fin de esclarecer su relacion y optimizar su relacién con la
dosis de tacrolimus y evitar sus efectos adversos. Ello se traduciria en una menor
morbilidad, mayor supervivencia del paciente trasplantado y por tanto en una mejora
de la calidad de vida.

Los regimenes de inmunosupresion mas comunes en el TH estan basados en
el Tac y MMF. Dado que el uso clinico de estos farmacos no esta exento de riesgos, y
basandonos en su farmacocinética, muestran una importante variabilidad intra e
interindividual, siendo necesario controlar los niveles plasmaticos para permitir obtener
concentraciones terapéuticas eficaces evitando la toxicidad.

Las marcadas diferencias entre pacientes podrian ser atribuibles a los
polimorfismos de los genes de codificacidbn de las proteinas metabolizadoras y de
transporte, debiendo jugar un  papel clave en su absorcion, distribucion y
metabolismo.

Es por ello, que el conocimiento del fenotipo enzimatico pretrasplante en
nuestro medio, permitiria un ajuste de la medicacion y una dosis optima de
inmunosupresion, optimizando ademas parte de los recursos de los que disponemos.
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4. Hipotesis y objetivos



4.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

La prevalencia Yy el tipo de polimorfismos para los genes CYP3A5 y ABCB1 en
la poblacién caucasica debe ser similar a la descrita para otras poblaciones.

Los polimorfismos genéticos de los enzimas de biotransformacién y proteinas
transportadoras de Tac (CYP3A5 y ABCB1) deben influr en la ratio
concentracion/dosis de dicho farmaco.

La presencia de los polimorfismos genéticos de los enzimas de
biotransformacién y proteinas transportadoras de Tac deben influir en la aparicién de
rechazo agudo celular.

Los distintos polimorfismos genéticos de los enzimas de biotransformacion y
proteinas transportadoras de Tac deben estar relacionados con la aparicion de efectos
por sobrexposicion.

4.2. OBJETIVOS

4.2.1. Objetivo principal

1. Evaluar la prevalencia y el tipo de los polimorfismos de los genes que
codifican por los enzimas de biotransformacién y proteinas transportadoras
de Tac en pacientes de raza caucasica receptores de un trasplante
hepatico primario, asi como en los 6rganos trasplantados.

4.2.2. Objetivos secundarios

1. Analizar el impacto de los polimorfismos genéticos de los enzimas de
biotransformacién y proteinas transportadoras de Tac en la ratio
concentracion/dosis de dicho farmaco.

2. Evaluar la correlacién entre la presencia de los polimorfismos genéticos de
los enzimas de biotransformacién y proteinas transportadoras de Tac y la
aparicion de rechazo agudo celular.

3. Analizar la relacibn entre los distintos polimorfismos genéticos de los
enzimas de biotransformacion y proteinas transportadoras de Tac vy la
aparicion de efectos por sobreexposicidn tales como insuficiencia renal,
alteraciones neurolGgicas, desarrollo de diabetes, hipertension arterial y
dislipemia.
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5. Material y métodos



5.1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio multicéntrico, observacional, post-autorizacion, prospectivo, de una
Unica cohorte, para evaluar la prevalencia y la relevancia clinica de la expresion de los
polimorfismos de los genes que codifican por los enzimas de biotransformacion y
proteinas de transformacion de Tac en receptores de un trasplante hepatico primario.

Se incluyeron en el estudio pacientes trasplantados hepaticos, candidatos a
recibir una terapia inmunosupresora basada en la combinacién de esteroides, Tac y
MMF y que cumpliesen los criterios de inclusidén y exclusion del estudio.

Los pacientes incluidos en el estudio se sometieron a una evaluacion genética
que pretendia identificar la presencia en el receptor de polimorfismos a nivel de los
genes que codifican por uno o varios de los enzimas encargados de la metabolizacion
y transporte de Tac. Los mismos polimorfismos genéticos fueron evaluados en el
injerto procedente del donante. Los pacientes fueron analizados de manera
protocolizada durante los primeros tres meses postrasplante, tratando de correlacionar
la presencia de los polimorfismos genéticos descritos, con la exposicion a Tac,
evaluada en términos de niveles minimos (Cnn) normalizados por la dosis utilizada del
inmunosupresor vy, la eficacia y seguridad del régimen inmunosupresor, en términos de
RAC vy aparicion de efectos adversos.

5.1.1. Centros participantes en el estudio

Este estudio se lleva a cabo en 7 centros hospitalarios de toda Espafa
especializados en trasplante hepatico:

Hospital Virgen del Rocio, Sevilla.

Hospital Gregorio Marafion, Madrid.
Hospital Clinic i Provincial, Barcelona.
Complejo Hospitalario A Corufia, La Coruna.
Hospital Vall D’Hebron, Barcelona.

Hospital Reina Sofia, Cordoba.

Hospital Virgen de la Arrixaca, Murcia.
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5.1.2. Fases del estudio

5.1.2.1.Fase |: Preseleccion de los pacientes

Se identificaron a los pacientes que cumplian los criterios de seleccion y que
estaban en la lista de espera para recibir un injerto hepatico hepatico. Tras la
informacién detallada del estudio y la aceptacion del paciente se procedié la firma del
consentimiento informado (Anexo 1).

El paciente tuvo que firmar el consentimiento informado antes de someterse al
trasplante hepatico o cualquier procedimiento necesario para determinar su idoneidad
para participar en el estudio.

5.1.2.2.Fase ll: Toma de muestras

En cada momento se llevé a cabo la confirmacién del cumplimiento de los
criterios de seleccidn, trasplante y extraccibn de muestras para determinacion de
polimorfismos genéticos del paciente y del injerto, asi como la ausencia de criterios de
exclusion.

5.1.2.8. Fase lll: Seguimiento

Se llevé a cabo un seguimiento clinico durante los 3 meses posteriores al
trasplante hepatico segln el calendario de visitas del estudio.

5.1.3. Criterios para interrumpir el estudio

El estudio podria ser interrumpido en cualquier momento por parte del
investigador o las autoridades sanitarias, siempre que existiesen riesgos para la
seguridad de los pacientes, que justificaran esta decisidn segln su criterio.

También podia producirse el cierre del estudio en un centro, si existiese
evidencia de que no se estuviesen cumpliendo los procedimientos del estudio
indicados en el protocolo, y no se estableciesen medidas efectivas para solventarlo en
el plazo establecido por el monitor del estudio.

Por otra parte, se podia producir la retirada del estudio de un paciente, bien
porque éste retirara su consentimiento, o siguiendo el criterio del investigador. Las
causas que pudieran motivar estas retiradas se especifican en el apartado criterios y
procedimientos de retirada (apartado 5.2.2)
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5.2. POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes de raza caucasica trasplantados hepaticos de forma electiva en un
periodo comprendido entre enero de 2008 y marzo de 2010, en un total de 7 centros
espafoles con amplia experiencia en el TH.

La inclusién entre los distintos hospitales se realizé de forma acumulativa y
competitiva hasta alcanzar la muestra necesaria.

5.2.1. Criterios de seleccion

—

wn =

© N
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5.2.1.1. Criterios de inclusion

Pacientes de ambos sexos con edad igual o superior a 18 afos.
Pacientes que fuesen a recibir un trasplante hepatico primario
procedente de un donante ABO compatible..

Pacientes si contraindicacién para recibir una terapia inmunosupresora
consistente en la combinacién de Tac, MMF y esteroides.

En el caso de mujeres en edad fértil, las pacientes deberian tener una
prueba de embarazo negativa antes de la inclusion y deberan utilizar un
método anticonceptivo eficaz durante el estudio, a no ser que se
documentara la infertilidad.

Pacientes capaces de entender el propésito y los riesgos del estudio,
que hayan sido informados detalladamente y que hubiesen otorgado su
consentimiento informado por escrito.

5.2.1.2. Criterios de exclusidon

Pacientes receptores de un trasplante multiorganico.

Pacientes receptores de un injerto procedente de donante vivo
Pacientes en los que se fuese a retrasar el inicio de Tac por cualquier
motivo.

Pacientes que presentaron alguna contraindicacién al uso de Tac o
MMF.

Pacientes con neoplasia en curso o antecedentes de neoplasia en los 5
afos previos, excepto carcinoma basocelular o epidermoide de la piel
no metastasico tratado satisfactoriamente. Se permitié la inclusién de
pacientes con carcinoma hepatico primario, que cumplieron los criterios
de Milan valorados radiol6gicamente.

Pacientes con infeccion generalizada que requiriesen tratamiento.
Pacientes o donantes VIH positivos.

Diarrea grave, vomitos, Ulcera péptica activa o trastornos
gastrointestinales que pudieran afectar la absorcion de Tac o MMF.
Pacientes en tratamiento con algin inductor o inhibidor del CYP3A (ver
Anexo 3)

Pacientes con alguna toxicomania, trastorno psiquiatrico o enfermedad
que, segun el criterio del investigador, pudiese dificultar la comunicacién
con el mismo.
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11. Pacientes que estuviesen participando en algin ensayo clinico con un
farmaco experimental o participado en los 28 dias previos a la inclusién
en este estudio.

12. El paciente estuviese recibiendo o ha recibido un farmaco no registrado
en los 28 dias previos a la inclusién en este estudio.

13. Pacientes que probablemente no cumpliesen el programa de visitas del
protocolo.

14. Pacientes que hayan recibido con anterioridad otro injerto hepético

15. Pacientes candidatos a un injerto hepatico parcial

5.2.2. Criterios y procedimiento de retirada del
estudio

Todos los pacientes participantes en el estudio tuvieron derecho a retirarse del
estudio en cualquier momento, retirando su consentimiento, sin tener que justificar
esta decision y sin que ello le supusiera detrimento alguno en su seguimiento clinico.
En caso de retirada, el investigador intentaria que el paciente realizase todas las
evaluaciones necesarias para asegurar que no se presentasen acontecimientos
adversos y para garantizar un seguimiento apropiado en el caso de que se hubiese
presentado algun tipo de problema.

El investigador también tuvo derecho a retirar a los pacientes del estudio en el
caso de que apareciese alguna enfermedad concomitante o acontecimiento adverso
que a su juicio requiriese el abandono del paciente del estudio, si ocurriesen
violaciones del protocolo o por otras razones.

Los motivos de abandono prematuro serian por lo tanto los siguientes:

* Efectos adversos graves relacionados con los farmacos del estudio que
justifiquen su retirada.

* Respuesta terapéutica insatisfactoria.

e Embarazo

* Falta de cumplimiento de los criterios de inclusion o exclusion.

* Necesidad de tratamiento con inductores o inhibidores de CYP3A, (ver
Anexo 8)

* Necesidad de tratamiento con un farmaco de investigacion o con
medicacién prohibida por el protocolo.

e Solicitud de las autoridades sanitarias del abandono del tratamiento por
parte del paciente.

* Incumplimiento sistematico del protocolo del estudio, incluyendo el
calendario de visitas, sin que se objetivasen acciones para intentar
solucionarlo.

* Pérdida del injerto.

* Pérdida de seguimiento del paciente.

* Retirada del consentimiento del paciente.

* Muerte del paciente.

Los pacientes en los que, por motivos de seguridad, fuese necesaria la
suspension temporal de la medicacion no fueron retirados del estudio.

Los abandonos se documentaron detalladamente en el CRD.

El tratamiento inmunosupresor de mantenimiento de los pacientes que
abandonasen el estudio se dej6 a criterio del investigador.
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No se reemplaz6 a los pacientes que abandonaron el estudio,
independientemente de la causa que motivé la retirada, ni su numero de identificacion
fue utilizado por otro paciente del estudio.

5.2.3. Limitaciones del estudio

Si bien la poblacién del estudio es homogénea, pertenece a varios centros del
mismo territorio nacional (multicéntrico) y se han definido de forma precisa los criterios
de inclusion, las indicaciones de TH y la asignacion de injertos en los diferentes
centros participantes podrian no ser homogéneas al no existir un consenso sobre
estos aspectos a nivel internacional.

El periodo de seguimiento propuesto para el evento a analizar (polimorfismos
genéticos) se ha acotado entre los afios 2008-2010 por ser la etapa mas reciente
donde la indicacion de TH estd consolidada y el periodo de aprendizaje deberia estar
superado, pero también corresponde a una etapa donde se han generado cambios
sobre todo en el tipo de donantes e injertos, que pudieran tener influencia en los
resultados globales.

Por otro lado, se seleccionaron los genes CYP3A5 y ABCB1 para el andlisis
por ser los que han presentado mayor relacion con el metabolismo del Tac tras la
revision bibliografica; sin embargo, hay que tener en cuenta que otros polimorfismos, y
condiciones fisioldégicas del propio paciente podrian ejercer su influencia sobre el
metabolismo del Tac.

5.2.4. Descripcion de la muestra

Los pacientes se incluyeron en el periodo entre de enero del afio 2008 y
marzo del ano 2010, todos mayores de 18 afos, que cumplian con los criterios de
inclusidén establecidos, distribuidos entre 7 hospitales espafioles segin se muestra en
la Tabla 13.

Se recogieron 98 pacientes trasplantados hepaticos de forma electiva, 98
genotipos se extrajeron de la sangre de los propios pacientes (receptores) y 88
genotipos de la sangre de los donantes. En 10 donantes no se pudo analizar el
genotipo, bien por perdidas de la muestra o por muestras insuficientes.

Tabla 13- Distribucioén de pacientes por centros.

Centro N° pacientes Porcentaje
Hospital Virgen del Rocio 35 35,7%
Hospital Gregorio Marafon 20 20,4%
Hospital Clinic i Provincial 15 15,3%
Complejo Hospitalario A Corufia 10 10,2%
Hospital de Vall d’Hebrén 8 8,2%
Hospital Reina Sofia 5 5,1%
Hospital Virgen de la Arrixaca 5 5,1%
Total: 7 hospitales 98 100%
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5.4.2.1.Caracteristicas demograficas de receptores y
donantes

Los datos demograficos se representan en la Tabla 14.

5.4.2.1.1. Datos de los receptores

El 26,2% (25) de los receptores fueron mujeres y el 73,8% (73) varones, todos
de raza caucasica.

La edad media de los receptores estudiados fue de 54,0 +8,3 afos (mediana
54,3), con rango: 18-70 anos, (Q1-Q3: 46,3-59,9)

En todos los casos se empleé la triple terapia inmunosupresora basada en Tac
+ MMF + Esteroides

5.4.2.1.2. Datos de los donantes

El 42,6% (36) de los injertos correspondian a mujeres y el 57,4% (52) a
varones, todos de raza caucasica.

La edad media de los injertos estudiados fue de 54,4 +15,3 afios (mediana
51,7), con rango: 22-74 afios, (Q1-Q3: 51,3-61,3)

Tabla 14- Datos demograficos de receptores y donantes.

Receptores Donantes
Total poblacion (n) 98 88
Varones (% del total) 73 (73.8%) 52 (57.4%)
Mujeres (% del total) 25 (26.2%) 36 (42.6%)
Edad (anos) 54+8.3 54.4+15.6
Inmunosupresion Tac + MMF + Pred
Grupo étnico Caucasicos Caucasicos

5.4.2.2.Indicaciones del trasplante hepatico

Entre las causas que motivaron el TH, las hepatopatias hepatocelulares
(cirrosis alcohdlicas y de origen virico VHC/VHB) suponen el 100% de las
indicaciones, siendo la cirrosis hepatica por alcohol con 55 pacientes (56,1%) la
principal indicacion, seguida de la cirrosis alcohdélica asociando hepatocarcinoma con
10 pacientes (10,2%) y en menos frecuencia la cirrosis VHC con hepatocarcinoma en
8 pacientes (Tabla 15). El 95,9% de los pacientes presentan como etiologia de su
hepatopatia el VHC, el alcohol o el hepatocarcinoma, aislados o en combinacién.
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Tabla 15- Indicacion de trasplante hepatico segun patologia del receptor

Etiologia n %
Etanol 55 56,1%
VHB 4 4.1%
VHC 3 3,1%
Etanol + Hepatocarcinoma+VHC | 6 6,1%
Etanol + VHC 6 6,1%
Etanol + Hepatocarcinoma 10 10,2%
VHB + Hepatocarcinoma 6 6,1%
VHC + Hepatocarcinoma 8 8,2%
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5.3. PERIODO DE INCLUSION, OBSERVACION Y
DESARROLLO DEL ESTUDIO

El tiempo estimado para el reclutamiento fue de 12 meses comprendidos entre
enero del 2008 y febrero de 2009). El periodo de seguimiento tuvo un periodo de
duracion de tres meses.

5.4. DESCRIPCION DEL TRATAMIENTO Y EXPOSICION

La pauta de tratamiento de los pacientes se bas6 en Tac + MMF + esteroides,
permitiéndose la induccidén con anticuerpos Anti CD-25, segun pauta habitual de cada
centro y siempre que el objetivo de esta induccion no fuese el retraso en la
introduccién de tacrolimus (Tabla 16)

Tabla 16.- Protocolo de tratamiento inmunosupresor del estudio.

Tac Dia 1 (en las 24 horas postrasplante): 0.1 mg/Kg/dia en dos
dosis.

Las dosis posteriores se ajustarian para alcanzar niveles
Cmin:

8 — 13 ng/mL en los primeros 45 dias postrasplante.

5 — 8 ng/mL a partir del dia 46 postrasplante.

MMF 1 g/12 horas, horas, ajustandose las dosis posteriores de
acuerdo a datos de eficacia y seguridad y de acuerdo a Cmin
segun la practica habitual del centro.

Esteroides Dia 0 (dia del trasplante): 200 mg de metilprednisolona i.v.

Dia 1: 160 mg i.v. de metilprednisolona

Dia 2: 120 mg i.v. de metilprednisolona

Dia 3: 80 mg i.v. de metilprednisolona

Dia 4: 40 mg de prednisona oral 0 equivalente

Dias 5 - 14: 20 mg/dia de prednisona oral o equivalente

Dias 15 — 29: 15 mg/dia de prednisona oral 0 equivalente

Dias 30 y en adelante: 10 mg/dia de prednisona oral o
equivalente y retirada progresiva antes de los 3 primeros
meses

5.4.1. Administracion y determinacion de niveles
de tacrolimus

5.4.1.1. Dosis iniciales de Tac

Tac se administr6 en las primeras 24 horas postrasplante (dia 1 del estudio).

La dosis del dia 1 fue de 0,1 mg/Kg de peso del receptor repartida en dos dosis
iguales, administradas cada 12 horas, por boca o a través de una sonda nasogastrica,
si el paciente no pudiera deglutir. Las dosis posteriores se ajustaron para la
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consecucion de los niveles Cmin especificados en el apartado siguiente y siempre
teniendo en cuenta datos de eficacia y seguridad del paciente.

Las capsulas de Tac se debian tragar con un liquido (preferiblemente agua, no
permitiéndose zumo de pomelo) con el estbmago vacio. Era fundamental en el estudio
que las capsulas se ingirieran 1 hora antes de la comida correspondiente 0 al menos 2
horas después.

El dia de las visitas del estudio, se dieron instrucciones al paciente para que no
tomase la dosis de la mafana, antes de la extraccidbn de sangre, con el fin de tener
niveles Cmin de Tac en la muestra de sangre, correspondientes a aproximadamente
12 horas desde la ultima ingesta (= 1 hora).

5.4.1.2. Niveles Cni, objetivo de Tac

La dosis de Tac se ajustd individualmente basandose en las determinaciones
de la concentracion minima en sangre y en los signos y sintomas clinicos de eficacia 'y
seguridad.

Las concentraciones de Tac y MPA se determinaron en el laboratorio de cada
centro por inmunoensayo (IMX® o EMIT®). Para garantizar la consistencia de
resultados entre los distintos laboratorios que van a intervenir, se recogieron los
valores de los controles obtenidos (cuyos valores deben estar + 0,5% respecto al valor
diana del control para los tres niveles, bajo, medio y alto) para Tac en aquellas series
analiticas en las que se incluyeron muestras de pacientes del estudio.

Siempre que fuese clinicamente posible, se intent6 establecer las siguientes
concentraciones minimas en sangre completa:

e 8-13 ng/mL en los primeros 45 dias postrasplante
* 5—8ng/mL a partir del dia 45 postrasplante.

5.4.1.3. Modificacion de la dosis de Tac

El investigador podia ajustar la dosis del paciente y modificar la pauta de
administraciéon de Tac como considerara necesario para minimizar los acontecimientos
adversos y mantener una inmunosupresién eficaz.

Debido a la prolongada semivida de eliminacion de Tac (aproximadamente 16
horas), se recomendé limitar los ajustes de la dosis a un maximo de dos veces por
semana debido a que los cambios en las concentraciones sanguineas minimas se
producen con lentitud, habitualmente 48 a 72 horas después del ajuste de la dosis.
Los cambios en la dosis de Tac se hicieron en etapas del 25% de la dosis en curso.

Se considero la interrupcién temporal de la administracion de Tac cuando se
observaran efectos secundarios inaceptables relacionados con el farmaco.

Cuando estuvo justificado, la dosis y/o los niveles objetivo de Tac se podrian
modificar si, en opinion del investigador, existiese intolerancia al farmaco o la
respuesta terapéutica no fue satisfactoria. Los motivos para los ajustes de dosis y toda
la informacion clinica relacionada/relevante con las desviaciones de los niveles
recomendados se registraron en el apartado correspondiente del CRD.
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5.4.1.4. Determinacion de concentraciones valle
sanguineas de Tac

La determinacién de las concentraciones valle de Tac se realizaron al menos
los dias 3 (+1 dia), 7(+ 2 dias), 14 (= 2 dias), mes 1 (= 7 dias) y mes 3 (+ 7 dias).

Se permitid realizar determinaciones adicionales de Tac si el investigador lo
considerase oportuno. Se recomendd confirmar los niveles Cmin, 2 6 3 dias después
de cualquier cambio en la dosis de Tac.

Ante la sospecha o el diagnéstico de un episodio de rechazo agudo y siempre
que existio un efecto adverso o sospecha de un efecto adverso grave relacionado con
Tac, deberia realizarse una determinacion de niveles Cmin.

5.4.2. Administracion de esteroides

La pauta de esteroides a utilizar sera la recogida en la Tabla 17:

Tabla 17.- Pauta de administracion de esteroides

Dia 0 (dia del trasplante): 200 mg de metilprednisolona i.v.
Dia 1: 160 mg i.v. de metilprednisolona

Dia 2: 120 mg i.v. de metilprednisolona

Dia 3: 80 mg i.v. de metilprednisolona

Dia 4: 40 mg de prednisona oral 0 equivalente

Dias 5 - 14: 20 mg/dia de prednisona oral 0 equivalente
Dias 15 — 29: 15 mg/dia de prednisona oral o equivalente
Dias 30 y en adelante: 10 mg/dia de prednisona oral o
equivalente y retirada progresiva antes de los 3 primeros
meses

5.4.3. Administracién de otros inmunosupresores

No se permiti6 la administracion concomitante de otros farmacos
inmunosupresores, como Ciclosporina, Azatioprina, Micofenolato s6dico, Rapamicina,
Everolimus Probenecid, Vincristina, Metotrexato, Ciclofosfamida, FiTY720, FK778,
Leflunomida, Brequinar y cualquier otro agente inmunosupresor experimental.

No se permitid la realizacion de terapia de induccién con anticuerpos mono o
policlonales cuando conllevase un retraso en el inicio de tacrolimus. Unicamente se
permitié la administracién de anticuerpos ATG, ALG u OKTS3 para el tratamiento de un
rechazo agudo grave. En estos casos, los pacientes no serian retirados del estudio.
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5.4.4. Medicacion concomitante durante el
tratamiento

Se intentd evitar en la medida de lo posible la administraciébn concomitante con
la terapia inmunosupresora, de cualquier medicacién que presentara interacciones
farmacocinéticas con Tac (interacciones farmaco-farmaco) segun el listado adjunto en
el Anexo 2.

En caso de ser necesaria su administracion, deberian monitorizarse
cuidadosamente los posibles cambios en los niveles sanguineos de los farmacos, o el
desarrollo de efectos toxicos.

5.4.5. Valoracién del cumplimiento

La determinacién de niveles de sanguineos de Tac y MMF a partir de muestras
de sangre obtenidas a los pacientes se utilizd como método para verificar que los
pacientes estaban tomando la medicacion segun los regimenes prescritos.

Durante el estudio se registraron las medicaciones utilizadas, asi como las
dosis administradas y los niveles sanguineos obtenidos en las determinaciones
realizadas.

5.4.6. Diagnéstico y tratamiento del rechazo agudo
celular

En el caso de que se sospechara la existencia de un rechazo agudo, se
recomendd confirmacién histopatolégica mediante la realizacibn de una biopsia
hepéatica. Las biopsias fueron valoradas localmente en cada centro participante, y la
lesion histologica se gradud segun el consenso internacional de Banff (Anexo 3).

Los pacientes que experimentaron un episodio de RAC fueron tratados con
pulsos de metilprednisolona a la dosis y frecuencia habitual en cada centro, o con la
optimizacion de la dosis y niveles de Tac y/o MMF, siempre a criterio del investigador y
de acuerdo con la situacion clinica del paciente y la practica habitual en el centro.
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5.5. DETERMINAQION DEL TAMANO DE LA MUESTRA
Y PODER ESTADISTICO

5.5.1. Tamano muestral

La determinacién del tamafio de la muestra se fundamentd en calcular una
cantidad de pacientes, que incluidos en el estudio, permitiesen obtener los datos
suficientes para lograr el objetivo principal del estudio: evaluar la prevalencia y el tipo
de los polimorfismos de los genes que codifican por los enzimas de biotransformacion
y proteinas transportadoras de Tacrolimus y MMF, en pacientes portadores de un
trasplante hepatico primario, asi como en los 6rganos trasplantados.

A continuacion se precisan las hipétesis para fundamentar el calculo del
tamafo muestral.

Una revision sobre la prevalencia y el tipo de los polimorfismos de los genes
que codifican por los enzimas de biotransformacién y proteinas transportadoras de
Tac permitio verificar que existe heterogeneidad en cuanto a la presencia de
polimorfismos en los diversos trabajos encontrados que brindan alguna informacién
sobre el tema en el trasplante hepatico.

Wei-Lin (113) reportd, en un estudio comentado anteriormente en pacientes
chinos receptores de un trasplante hepatico la prevalencia de diversos polimorfismos
para los genes ABCB1 y CYP3A5. Para ABCB1 la prevalencia del genotipo 3435CC
fue de un 16%, mientras que el genotipo 3435CT se observd en el 70% de los
pacientes, y 3435TT en el 14%. En este mismo trabajo, cuando se evaluaron los
polimorfismos de CYP3A5 se detectd el genotipo *1*1 en el 14% de los receptores y
en el 12 % de los donantes, *1*3 se observo en el 52% de los receptores y el 48% de
los donantes y el genotipo *3*3 se observd en el 34% de los receptores y el 40% de
los donantes. Para este mismo gen Yu y cols (112) establecieron la prevalencia del
genotipo *1*1 en el 11,3% de los receptores y el 9,4% de los donantes, en el caso de
*1*3 éste apareci6 en el 50,9% de los receptores y en el 47,2% de los receptores, y
*3*3 se detect6 en un 37,8% y un 43,4% de receptores y donantes respectivamente.

Por otra parte, en el ambito europeo, Hesselink y cols (97) encontr6 el genotipo
3435CC de ABCB1 en un 20,2% de los pacientes incluidos en el estudio, mientras que
el genotipo 3435CT aparecid en el 51,4% de ellos y el genotipo 3435TT en el 28,4%.
En este mismo trabajo se reportd para los polimorfismos de CYP3A5 un 4,6% en el
caso de *1*1 y un 71,6% para *3*3.

La variabilidad encontrada en los diferentes estudios realizados en ambitos
geogréficos diferentes, y ninguno espanol, lleva a plantear el interés en determinar un
tamafo muestral factible que permita hacer una estimacién de la prevalencia de los
anteriores polimorfismos en Espafia, en particular obteniendo los datos de los injertos
y de los pacientes receptores de un trasplante hepatico. A partir de esta informacion,
ademas de disponer de los datos sobre la prevalencia que cada uno de los
polimorfismo estudiados puede tener en el ambito espafol, se dispondria de una mejor
informaciéon para estimar las modificaciones que podrian esperarse en las relaciones
concentracién/dosis en los pacientes trasplantados, en el caso de que efectivamente
dichos polimorfismos actien modificando la relacion concentracion/dosis de
tacrolimus.

A partir del informe de la Organizacion Nacional de Trasplantes del Ministerio
de Sanidad y Consumo, se puede estimar que en Espafia se han realizado
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aproximadamente unos 22.486 trasplantes de higado hasta 2014, con una tasa de
trasplantes cercana a 1000 pacientes anuales en los ultimos tres afos. Sin embargo
se asumi6 que potencialmente toda persona del ambito espafiol podria ser un receptor
o0 donante de higado, por lo que el tamano poblacional a considerar fue el de la
poblacion de Espana. El tamafio muestral a determinar, permitié detectar la presencia
del grupo de polimorfismos que se presenten en una proporcién poblacional como
minimo del 5% con una precisién de +/- 3%. Las conclusiones sobre la prevalencia de
los diversos polimorfismos se hicieron con un alfa de 0,05, una potencia del estudio
del 80%, y mediante un andlisis bilateral. No se habia supuesto ninguna reposicién de
pacientes para el analisis.

Con las hipoétesis anteriores, se necesitarian 90 pacientes trasplantados (180
higados para analizar entre injertos y receptores) para poder detectar la presencia de
dichos polimorfismos en la poblacién de estudio.

Partiendo de los datos presentados por Wei-lin (113) para el estudio de la
relacibn concentracion/dosis en pacientes trasplantados, y comparando los
polimorfismos *1*1 y 3*3* serian necesarios 15 pacientes en el grupo de menor
tamano (*3*3) y 30 en el de mayor tamano (*1*1) para detectar cambios de un 54 % o
mas en la relacion concentracion/dosis entre ambos grupos, con un error alfa de 0,05
y una potencia del 80%. Por lo que en dependencia de la prevalencia en que se
presenten los distintos polimorfismos en la poblacién, podrian encontrarse diferencias
estadisticamente significativas entre las dosis a emplear, en relacion a dichos
polimorfismos.

5.5.2. Poder estadistico

Todos los contrastes utilizados se hicieron para un nivel de significacion del
a=0.05 y un nivel de confianza del 95%
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5.6. VARIABLES E INTRUMENTOS DE MEDIDA

5.6.1. Definicion de variable principal

Prevalencia de polimorfismos genéticos de los enzimas de biotransformacion y
proteinas transportadoras de Tac y MMF en los receptores de un TH y en los injertos
procedentes del donante:

= CYP3A5*1, CYP3A5*3
= ABCB1
o C3435TTT

o C3435T CC
o G2677T

5.6.2. Variables secundarias

Variables secundarias relacionadas con la concentracion/dosis de Tac:

* Cmin ¥ Cmin/dosis diaria de Tac los dias 3, 7 y 14 y los meses 1 y 3
postrasplante.

Variables secundarias relacionadas con los episodios de RAC:
* Incidencia de episodios de rechazo agudo.
» Tiempo hasta el primer episodio de rechazo agudo.

* Intensidad de los episodios de rechazo agudo demostrados por biopsia, de
acuerdo a la clasificaciéon de Banff 1997.

* Funcién hepatica, en términos de GOT, GPT, FA, GGT vy bilirrubina total los
dias 3, 7y 14 y los meses 1y 3 postrasplante.

Variables secundarias relacionadas con la presencia de efectos adversos:

* Funcién renal, en términos de creatinina sérica y aclaramiento de creatinina
estimado (Cockroft-Gault) los dias 3, 7 y 14 y los meses 1 y 3
postrasplante.

* Incidencia global de acontecimientos adversos.
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5.7. TECNICAS DE LABORATORIO

Las muestras de sangre para el seguimiento de la concentracién de tacrolimus
(Co) y determinaciéon de genotipos se recogieron en tubos con EDTA antes de la dosis
de la mafana.

5.7.1. Medicion de las concentraciones del
farmaco

Las concentraciones valle de tacrolimus en sangre total (CO, ng / ml) se
midieron en cada uno de los participantes mediante por inmunoensayo (AxSYM, de
Abbott Diagnostics, 0 Emit 2000, de Siemens).

Las concentraciones dosis ajustada de tacrolimus se calcularon como Cy/D,
donde D es la dosis correspondiente al dia dosis (mg/(kg de peso corporal)).

5.7.2. Analisis de genotipos

Se realiz6 la identificacidn del genotipo para CYP3A5*3 (6986A> G rs776746) y
para el ABCB1 en las variantes 1236C> T (rs1128503), 2677G> T / A (rs2032582) y
3435C> T (rs1045642).

Se recogieron muestras de cinco mililitros de sangre total en tubos con EDTA.
Se extrajo el ADN de submuestras de 200 ml utilizando el High kit Pure PCR
preparation kit (Roche). La PCR en tiempo real (QPCR) se llevdo a cabo mediante
Roche Applied Science LightCycler® Carrousel System empleando Roche Diagnostics
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe kits. Los cebadores y sondas fueron los
siguientes:

Para el CYP3AS5:
-forward, 5 TTTGCCTCTTTGTACTTCTTCATC 3’
- reverse, 5 TAGTTGTACGACACACAGCAACC 3
- sensor, 5" CTTTTGTCTTTCAATATCTCTTCCC-FL3’
- anchor, 5’- LC640- GTTTGGACCACATTACCCTTCATC-PH3’

Para ABCB1 1236C>T:
-forward, 5 GTTCCTATATCCTGTGTCTGTGAAT 3’
-reverse, 5° CATCAgCTggACTgTTgTgCTC 3
-sensor, 5 LC640- TTCAGGTTCAGACCCTTCAAG-PH3’
-anchor, 5 GCCACCGTCTGCCCACTCTGCAC- FL3’

Para el ABCB1 2677G> T/A:
-forward, 5 GCAGGAGTTGTTGAAATGAAAATG 3’
-reverse, 5 CGCCTGCTTTAGTTTGACTCA 3’
-sensor, 5" TTCCCAGTACCTTCT- FL3’
-anchor, 5’ LC640-CTTTCTTATCTTTCAGTGCTTGTCC-PH3’

Para ABCB1 3435C>T:
-forward, 5 TGTTTTCAGCTGCTTGATGG- 3’
-reverse, 5’ AAGGCATGTATGTTGGCCTC 3’
-sensor, 5 LC640- GGAAGAGATCGTGAGGGCAG-PH3’
-anchor, 5 GACAACAGCCGGGTGGTGTCA-FL3’
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5.7.2.1.PCR

La mezcla de PCR contenia 1 ml de 50 ng /ml de ADN genémico, 1.2 a 1.5 pl
de MgCI2 3-5 pM, 1 uL de Master Mix (contiene la enzima y dNTPs), 0,2 a 0,5 pL de
cada disolucién de cebador 0,5-1,0 uM, 0,5 ul de cada disolucion de sonda de 0,4 pM
y agua PCR-grade LightCycler®.

El proceso de PCR se llev6 a cabo de la siguiente forma: 10 minutos a 95° C,
40 ciclos de 10 segundos a 95 °C; 60 segundos a 65-55°C (la temperatura de
alineamiento fue reducida en 0.5°C en cada ciclo), 30 segundos a 72°C y un paso de
elongamiento final de 7 minutos a 72°C; las temperaturas de alineamiento para el
cebador fueron de 54° C para CYP3A5, ABCB1 1236C> T y 3435C ABCB1> T, y de
56° C para ABCB1 2677G> T/A. Las temperaturas de alineamiento para la sonda
fueron 40 ° C en el caso de CYP3A5, 1236C ABCB1> T y ABCB1 3435C> T, y 30° C
para el ABCB1 2677G> T/A.

Como control de calidad interna un 20% de las muestras también se
genotiparon por secuenciacién convencional mediante el método de Sanger en un
secuenciador ABI3730xI.

Los productos de PCR (196 bp) se analizan en gel de agarosa al 2% vy
purificado usando el MiniElute® PCR Purification Kit (Qiagen®, Duesseldorf,
Germany). Los productos de secuenciacion se purificaron usando DyeEx 2.0 Spin Kit y
secuenciados en el ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, California, USA).
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Figura 8.- Electroforesis en gel de agarosa para el CYP3AS5.
*Nota: En la posicién 6, 8 y 18 pacientes heterocigotos (*1/*3) y por lo tanto expresores. El resto,
pacientes homocigotos para la mutacion *3/*3, no expresores.
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Figura 9.- Electroforesis en gel de agarosa para el ABCB1 (SNP 1236C>T).

*Nota: En la posicién 1, 2y 4 pacientes homocigotos no expresores (TT), en posicién 5,11,12,13 y 14
homocigotos no mutados expresores (CC). El resto de muestras son de paciente heterocigotos no
expresores (CT).
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5.8. ANALISIS ESTADISTICO

5.8.1. Método estadistico

Las variables categéricas ordinales o nominales se describieron mediante el
numero de casos en cada categoria incluyendo el niumero de missing o datos faltantes
y calculando el porcentaje respecto al total.

Se compararon mediante la prueba Chi cuadrado o mediante la prueba exacta
de Fisher para restablecer las diferencias entre los grupos.

Las variables cuantitativas continuas se describieron con medidas de
centralizacion y de dispersién: nimero de casos validos, missings o0 casos faltantes,
media, desviacion estandar (DS), minimo, P25, mediana, P75 y maximo.

Se compararon mediante la prueba t de Student y el analisis de la varianza
(ANOVA). Cuando una distribucion normal no estaba presente, las variables continuas
se expresaron como mediana y rango y se compararon mediante la prueba U de
Mann- Whitney.

Un valor de p >0,05 fue considerado significativo en todas las pruebas.

Todos los analisis se realizaron utilizando el software estadistico SPSS, version
20 para Mac.

5.8.2. Analisis de eficacia

Se realizd la descriptiva (prevalencia) de los polimorfismos de las enzimas de
biotransformacién y proteinas transportadoras de Tac.

Se describieron las medidas de tendencia central y de dispersion de las
variables secundarias descritas anteriormente (Cmin y Cmin/dosis diaria de Tac en los
dias 3, 7y 14 y los meses 1y 3 post trasplante, tiempo hasta la consecucién del rango
terapéutico, etc.).

Se hizo un andlisis de la prevalencia del tipo de polimorfismos encontrados y
en dependencia de la cantidad de casos encontrados para cada tipo de polimorfismos,
se pudo hacer una evaluacion multivariada de la prevalencia por métodos de regresion
logistica.

La igualdad de los valores de prevalencia encontrados entre los diversos
polimorfismos se evalué mediante el test de chi cuadrado.

El impacto de los polimorfismos genéticos de los enzimas de biotransformaciéon
y proteinas transportadoras de Tac y MMF, en el coeficiente concentracién-dosis de
dichos farmacos, se analizé6 mediante un ANOVA (si se cumplen las hipétesis para su
aplicacion) o mediante un test de Kruskal-Wallis si no se cumplen las condiciones para
la aplicacion del ANOVA.

Finalmente, la correlacion entre la presencia de los polimorfismos genéticos de
los enzimas de biotransformacion y proteinas transportadoras de Tac y MMF y el perfil
de eficacia y seguridad de dicha combinacién, se evalué, procediendo previamente a
determinar los perfiles de eficacia y seguridad de mayor prevalencia y asignandoles
valores categéricos. Esta asignacién permitié construir las tablas de contingencia para
evaluar la significacion estadistica de relacion entre las variables anteriores y medirla
cuantitativamente mediante el coeficiente de contingencia.

87



5.8.3. Evaluacion de la seguridad

La evaluacion de seguridad tuvo en cuenta la poblacion ITT y se basé
principalmente en la frecuencia de acontecimientos adversos o signos vitales
anormales.

Los acontecimientos adversos se resumieron presentando el numero vy
porcentaje de pacientes que tienen algin acontecimiento adverso, y que tienen cada
acontecimiento adverso individual. También se indic6, cuando fue apropiado, cualquier
otra informacion recogida (por ejemplo, gravedad o relacibn con la medicacién de
estudio).

5.8.4. Criterios para la finalizacién del estudio

El estudio podia ser interrumpido en cualquier momento por parte del promotor
0 las autoridades sanitarias, siempre que, segun su criterio, existiesen motivos que
afecten a la seguridad de los pacientes que justificasen esta decision.

En caso de finalizacion anticipada del estudio, tan pronto como se hubiese
tomado la decisién, ésta se comunicaria en el plazo de un dia laborable a todas las
partes implicadas, incluyendo promotor o autoridades sanitarias (el que procediese,
teniendo en cuenta dénde se hubo originado la decisiébn) e investigadores. Los
investigadores serian los responsables de informar a los pacientes de la finalizacion
del estudio en el menor tiempo posible.

Se explicaria de forma detallada las razones que hubiesen motivado la
decision, asi como los procedimientos a seguir en todos los centros, que garantizaran
la correcta informacion a los pacientes de estos motivos y su futuro seguimiento clinico
fuera del marco del estudio, asi como el cumplimiento de las buenas practicas clinicas
en el proceso de cierre del estudio, incluyendo el analisis de los datos recogidos hasta
la finalizacién anticipada y la presentacion del informe final a los investigadores, y
Autoridades Sanitarias.

5.8.5. Manejo de los datos perdidos o incompletos

Para las variables perdidas o incompletas no se realizd ningun tipo de
imputacion de datos. Unicamente se analizaron los casos observados y se describi6 el
numero de datos faltantes en cada analisis.

5.8.6. Pacientes a incluir en los analisis

El andlisis se realiz6 basandose en la intencién de tratamiento. Se definieron
dos poblaciones en el estudio:

Poblacion por intencién de tratar (ITT): Incluye todos los pacientes que
recibieron al menos una dosis de Tac y/o MMF.

Poblacion por protocolo (PP): Incluye todos los pacientes pertenecientes al
grupo de poblacién por intenciébn de tratar, de los que se disponia del estudio
farmacogenético y que ademas no habian tenido desviaciones mayores del protocolo.

Se considerd desviaciones mayores de protocolo:

* Elincumplimiento de alguno de los criterios de seleccién.
* La retirada de Tac o MMF durante un periodo superior a 14 dias
consecutivos o 30 acumulados.
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5.9. ASPECTOS ETICOS

5.9.1. Consideraciones generales

El presente estudio clinico se realiz6 de acuerdo con el protocolo, los principios
establecidos en la version revisada actual de la Declaracioén de Helsinki (Tokio, 2004)
y de acuerdo con los requisitos reguladores aplicables, en particular la circular
15/2002, que estable las directrices sobre estudios post-autorizacion de tipo
observacional para medicamentos de uso humano.

El investigador consiente, cuando firma el protocolo, en adherirse a las
instrucciones y procedimientos descritos en ellos y de esta manera, seguir los
principios de las buenas practicas clinicas que ellos implican.

5.9.2. Evaluacion beneficio-riesgo

El presente estudio no tiene posibilidad de generar ningun riesgo sobre los
sujetos estudiados al no suponer ningun cambio en el tratamiento ni en los
procedimientos diagnésticos a los que se someteria al paciente en condiciones de
seguimiento clinico habitual.

5.9.3. Hoja de informacion y formulario de
consentimiento

A cada sujeto que se le solicitd la participacion en el estudio, se le entregd un
documento escrito denominado “hoja de informacién para el paciente”, que contenia la
informacién relevante y necesaria sobre el estudio, en una terminologia comprensible
para él (anexo 5). En esta hoja de informacion queda claramente puesto de manifiesto
la realizacion del estudio genético, y el hecho de que las muestras no se utilizarian
para estudios genéticos distintos de los descritos en este protocolo.

Fue responsabilidad del investigador obtener el consentimiento informado por
escrito de cada paciente que participd en el estudio, después de explicarle los
objetivos, métodos, ventajas y riesgos potenciales del estudio. El consentimiento
deberia obtenerse antes de realizar cualquier procedimiento especifico del estudio.
Deberia aclararse completa e inequivocamente a cada paciente que es libre de
rechazar la participacion en el estudio o que puede retirar su consentimiento en
cualquier momento y por cualquier razén, sin que se le ponga ninguna sancién o se le
niegue el tratamiento por parte del investigador. Los investigadores conservaron el
consentimiento informado firmado en un archivo y fue documentado en el cuaderno de
recogida de datos y en los registros médicos de los pacientes.
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5.9.4. Comités éticos de investigacion clinica

En cumplimiento con la circular 15/2002, el promotor present6 Ila
documentacién pertinente al menos a un Comité Etico de Investigacion Clinica para su
evolucion y posterior informe, en este caso al Comité Autondémico de Andalucia.
Ademas el estudio fue presentado para su evaluacién a las Comunidades Autbnomas
en las que se localizaron los centros participantes. También se presentaron antes de
su inicio a la Agencia Espanola del Medicamento y Productos Sanitarios.

5.9.5. Confidencialidad de los datos

Con el fin de garantizar la confidencialidad de los datos de los pacientes
participantes en el estudio, sélo tuvieron acceso a los mismos el investigador y su
equipo de colaboradores, el representante del promotor, el CEIC y las Autoridades
Sanitarias pertinentes.

El contenido de los cuadernos de recogida de datos, asi como los documentos
generados durante el estudio y la base de datos electronica, fueron protegidos frente
al uso por parte de personas ajenas a la investigacion, fueron considerados
estrictamente confidenciales y no serian revelados a terceros excepto a los
especificados en el parrafo anterior. El tratamiento de los datos de caracter personal
requeridos en este estudio se rige por la Ley Orgénica 15/1999 de 13 de diciembre de
Proteccién de Datos de Caracter Personal, exclusivamente para el desarrollo y buen
fin del estudio.

5.9.6. Control y garantia de calidad

Durante el desarrollo del estudio el monitor fue el responsable de asegurar que
se estaba desarrollando el estudio en cumplimento de las buenas practicas clinicas y
la legislacion vigente, verificando, entre otros procedimientos, que se habian obtenido
correctamente los consentimientos informados escritos de todos los pacientes, que se
han seguido los procedimientos del estudio tal y como se detallan en este protocolo y
que se habia realizado una recogida precisa y fiable de los datos, para lo que se
contrasté la informacion disponible en las historias clinicas con los datos registrados
en el CRD.

El investigador principal se comprometié a dar acceso a las historias clinicas de
los pacientes incluidos en el estudio, asi como a los informes de los laboratorios,
imagenes, registros de dispensacion de los farmacos, y cualquier otra documento
fuente que contuviera informacién relacionada con la evolucién y seguimiento de los
pacientes durante su participacién en el estudio, al promotor y/o su representante, al
CEIC y a las Autoridades Sanitarias, con el fin de poder verificar la veracidad y
correccion de los datos recogidos en los CRD.

En caso de falta de informacién o informacién parcial o imprecisa se generaria
informes de discrepancias por parte del departamento de gestion de datos de la
compania Dynamic Solutions, responsable de esta tarea, para la resolucién por parte
el investigador.

Los datos generados en este estudio se manejaron de acuerdo con los
procedimientos normalizados de trabajo de la compania Dynamic Solutions por
determinar responsable de la monitorizacion, gestion de datos y andlisis estadistico
del mismo.
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5.9.7. Interferencia con los habitos de prescripcion
médicos

El proyecto aqui planteado no interfiere en ningun caso con los habitos de
tratamiento, ya que se limita a una recogida de datos de pacientes en los que el
médico ya ha definido el tipo de tratamiento a utilizar para tratar al paciente.
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5.10. CONSIDERCIONES PRACTICAS

5.10.1. Plan de trabajo/ calendario de evaluaciones

El estudio se realizd siguiendo el esquema de visitas que se detalla en la Tabla
18, y recogiendo la informaciéon también indicada en el CRD.

Tabla 18- Plan de trabajo/calendario de evaluaciones.

Valoraciones Basal Visita 2 Visita 3 Visita 4 Visita 5 Visita 6
Visita 1
Dia 0 Dia 3 (1 Dia7 Dia 14 Mes 1 Mes 3
(Pretx) dia) (x2 dias) | (+2dias) | (+7 dias) (x7dias)
Consentimiento informado’ X
Criterios de inclusién / exclusion X
Datos del paciente? X
Detalles de la cirugia, datos del X
donante y del 6rgano donante®
Diagnéstico primario / Diagnésticos X
secundarios
Antecedentes médicos / Medicacion X
previa al estudio
Exploracién fisica X
Tension arterial X X X X X X
Peso y altura (altura sélo en dia 0) X X X X
Test de embarazo* X
Polimorfismos genéticos del paciente X
y el injerto®
Valoraciones de laboratorio® X X X X X X
Dosis Tac y MMF X X X X X
Niveles C,» de Tac y MPA X X X X X
Medicacion concomitante X X X X X
Episodios de rechazo agudo X X X X X
Acontecimientos adversos X X X X X

1. El consentimiento informado se obtendra antes de la inclusion en el estudio.
2. Edad, sexo, estatura, raza, motivo de la insuficiencia hepatica, trasplantes previos, estado virico [VHB
(HBsAg), VHC, CMV, VEB, VIH], grupo sanguineo ABO, grado PRA (valor maximo en los ultimos seis meses)
y fecha.
3. Datos del donante y del érgano: Edad, sexo, estado virico (VHB, VHC, CMV, VEB, VIH), grupo sanguineo
ABO, tipo de donacion de érgano, solucion de preservacion y tiempo de isquemia fria.
Detalles de la cirugia: fecha y hora de la reperfusion y especificacion de las complicaciones, si es aplicable.
4. Prueba de embarazo en mujeres en edad fértil, sin esterilidad documentada.
5. Se hara una extraccion de sangre adicional al paciente pretrasplante, que se remitira al laboratorio central.
Se enviara también una muestra hepética del injerto (sangre y/o biopsia). El envio de muestras podra realizarse
una vez finalizada la inclusion de los pacientes en el centro. Los detalles sobre la forma de almacenamiento y
envio de las muestras, se detallaran por el laboratorio central en un documento aparte.
6. Hemograma, GOT, GPT, FA, GGT, bilirrubina total, creatinina sérica, colesterol total, HDL colesterol, LDL
colesterol, triglicéridos, sodio, potasio, glucosa.
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5.10.2. Evaluacién de seguridad

Se determind el perfil de seguridad del tratamiento a partir de los
acontecimientos adversos registrados por los pacientes. Se registraron todos los
acontecimientos adversos que se manifiesten hasta 28 dias después de la ultima dosis
de medicacién del estudio.

5.10.3. Registro y comunicacion de acontecimientos
adversos

Fue responsabilidad del investigador notificar todos los acontecimientos
adversos en el CRD, tanto los observados por él como los notificados
espontaneamente por el paciente, independientemente de la relacibn con el/los
farmacos, en el momento en que se registren los datos relacionados con la visita
donde ha tenido conocimiento del mismo.

5.10.4. Definicion de acontecimiento adverso

Un Acontecimiento Adverso (AE), en el marco de este estudio, fue cualquier
evento perjudicial para la salud en un paciente del estudio clinico tratado con un
medicamento, aunque no tenga necesariamente relacion causal con dicho tratamiento.

Por lo tanto, un acontecimiento adverso puede ser cualquier signo desfavorable
y no intencionado (incluyendo un hallazgo de laboratorio anormal si se considera
clinicamente significativo por el investigador), sintoma o enfermedad, asociado
temporalmente con el uso de un producto o dispositivo médico, se considere o no
relacionado con el tratamiento.

Las condiciones pre-existentes que empeoren durante un estudio se
notificarian como acontecimientos adversos. Podrian convertirse en acontecimientos
adversos graves si cumplen uno de los criterios de gravedad descritos mas adelante.

La definicion de acontecimiento adverso incluia las siguientes situaciones:

* Todas las sospechas de reacciones provocadas por los farmacos en
estudio.

e Cualquier signo o sintoma de enfermedad intercurrente, aunque se
considere no relacionado con la medicacién, el cual se presenta en
cualquier momento durante el estudio.

* El empeoramiento de enfermedades pre-existentes, entendiendo por
éstas cualquier alteracibn o sintoma presente antes del inicio del
estudio, y registrada en la historia clinica basal.

* Dafo o accidente.

* Hallazgos de alteraciones psicoldgicas, pruebas de laboratorio o
examen fisico que requieran intervencion clinica o estudios adicionales.

En el caso de identificar un acontecimiento adverso se recogi6é en el CRD la
informacién minima que se detalla a continuacién:

* Descripcion.

* Intensidad.

e Gravedad.

e Duracion.
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* Acciones tomadas para su resolucién (incluyendo tratamiento/s
administrado/s).

* Resolucién.

* Relacion causal con el/los tratamientos del estudio (ver siguiente
apartado).

En el marco de este estudio NO se consideraron efectos adversos los rechazos
agudos o sospecha de los mismos, ni las recurrencias de hepatitis C o hallazgos de
laboratorio relacionados con éstas, independientemente de su gravedad. Estas
patologias se registraron en apartados especificos del CRD.

5.10.5. Definicion de causalidad

Tanto el investigador como el promotor valoro la relacion causal entre el uso de
los farmacos investigados en el estudio y los acontecimientos adversos. La relacion
causal con el producto puede ser:

* Probable: Existe una asociacibn temporal razonable entre el
acontecimiento adverso y la administracibn de los tratamientos del
estudio, y basado en la experiencia clinica del investigador, la
asociacion del acontecimiento adverso con el/los tratamientos del
estudio parece probable.

* Posible: La asociacién del acontecimiento adverso con la medicacidn
del estudio es desconocida, sin embargo no es evidente que el
acontecimiento adverso sea producido por otras causas.

* No relacionado: Existe una pequefia o nula posibilidad de que el
tratamiento del estudio haya causado el acontecimiento adverso.

En el analisis de seguridad de los datos del estudio, todos los AE clasificados
como probable o posiblemente relacionados con los tratamientos del estudio fueron
considerados relacionados con los acontecimientos adversos, por lo que ambas
categorias tuvieron el mismo estatus en los informes de los resultados del estudio.

5.10.6. Definicion de intensidad

Para cada AE notificado se realiz6 una evaluacion de intensidad inicial y
posteriormente en cada visita de seguimiento. Las modificaciones en la intensidad del
acontecimiento adverso fueron notificadas en el CRD.

La clasificacion de intensidad utilizada fue la siguiente:
* Leve: Existe conciencia de los signos o sintomas, pero estos son
facilmente tolerados.
* Moderada: La molestia interfiere con la actividad habitual.
e Grave: El acontecimiento adverso provoca incapacidad para trabajar o
realizar la actividad habitual.

5.10.7. Acontecimientos adversos graves

Cada AE fue valorado por el investigador como grave o no grave. Esta
clasificacion determina los procedimientos de notificacién del acontecimiento adverso.
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En caso de que un acontecimiento adverso fuese clasificado como grave y
relacionado con el/los medicamentos en estudio, segun la definicidbn que se muestra a
continuacién, deberia notificarse al promotor o al representante que éste indique. La
notificacidbn seria inmediata (en 24 horas) desde que se tenga conocimiento del
mismo, en el formulario de “notificacion de sospecha de reaccion adversa” que se
incluye en el Anexo 4.

La informacién minima a incluir en la notificacién inicial del acontecimiento
adverso grave incluyd: identificacidbn del sujeto, identificacion del acontecimiento
adverso, fecha de inicio, tratamiento del mismo y nombre de la persona que
originariamente notifica el acontecimiento.

La notificacidbn inmediata del acontecimiento adverso en el formulario es un
requisito legal y fue adicional a la recogida de estos datos en el CRD.

5.10.8. Definicién de gravedad

Cualquier acontecimiento adverso que cumpliese al menos uno de los
siguientes criterios:

e Sea fatal (produzca la muerte) (nota: la muerte es el resultado de un
acontecimiento, pero no un acontecimiento en si mismo)

* Sea amenazador para la vida.

* Requiera la hospitalizacion del paciente o una prolongacion de una
hospitalizacién existente (se considera “hospitalizacion del paciente" a
una hospitalizacion no planeada, con una duracion minima de al menos
una noche).

* Produzca invalidez o incapacidad permanente o importante.

* Dé lugar a una anomalia o malformacion congénita.

A efectos de su notificacion, se tratdé también como graves aquellas sospechas
de acontecimiento adverso o reaccidén adversa que se consideraron importantes desde
el punto de vista médico, aunque no cumpliesen los criterios anteriores.

En el marco de este estudio NO se consideraron efectos adversos graves los
rechazos agudos ni las recurrencias de hepatitis C, independientemente de su
gravedad, ni las hospitalizaciones provocadas por estas patologias. Tampoco se
consideraron efectos adversos graves las hospitalizaciones para realizar biopsias
hepéaticas.

5.10.9. Seguimiento de los pacientes después de los
acontecimientos adversos

El seguimiento de los pacientes que sufrieran algun acontecimiento adverso,
asi como la evolucion de los mismos y su registro continu6é hasta la finalizacién del
estudio. Sin embargo, si algin acontecimiento adverso estuviese presente en la Gltima
visita de seguimiento del estudio, éste seria seguido hasta su resolucién, o hasta que
el investigador lo valorase como cronico o estable.
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5.10.10. Manejo de los datos y mantenimiento de los
registros

Se mantuvo un archivo en cada centro participante con la documentacién del
estudio, los documentos esenciales, incluyendo protocolo, cuadernos de recogida de
datos, informacion de los productos utilizados en el estudio, originales de
consentimientos informados firmados, notificaciones de reacciones adversas graves y
autorizaciones de los CEICs y Comunidades Autonomas, asi como el resto de la
documentaciéon requerida para asegurar el cumplimiento de las buenas practicas
clinicas.

5.10.11. Uso de medios electronicos

Los datos requeridos para el andlisis se registraron y transfirieron
electronicamente a una base de datos central, por medio de un cuaderno electrénico
de recogida de datos (e-CRD). El sistema funcionaba en Internet, con un sistema de
registro de datos en tiempo real (on line). Los datos, introducidos por los
investigadores se transfirieron directamente por Internet a una base de datos central,
sin que se registrasen en el ordenador local del investigador, utilizando la metodologia
e-Clinical.

Los datos en el e-CRD debian introducirse en el plazo de 7 dias naturales
desde que se realizara la visita del paciente.

Todos los datos recibidos por medio del uso de la metodologia e-Clinical, se
almacenaron en servidores sometidos a los procedimientos de trabajo oportunos para
cumplir con la norma FDA 21 CRF Part 11 y por consiguiente garantizar la
confidencialidad, seguridad y autenticidad de los mismos.

El cumplimiento de la norma 21 CFR Part 11 asegura que los datos recibidos
por medio de transmision electronica son tan validos como los originales recibidos en
papel. Dicha norma marca las reglas para el uso de los datos electrdnicos y define los
requerimientos de todos los sistemas para la recogida, almacenamiento,
mantenimiento y seguridad de los mismos.

A cada investigador se le hizo entrega mediante documento cerrado un nombre
de usuario y una contrasefia compuesta de entre 4 y 6 digitos. Estos codigos fueron
considerados confidenciales e intransferibles y estaban sometidos a las mismas
normas de confidencialidad que el resto de los documentos, incluido el propio
protocolo.

Fue responsabilidad de los investigadores mantener en secreto sus
contrasefas y no revelarlas a terceras partes.

El monitor y el promotor del estudio tenian cédigos de acceso exclusivamente
para la lectura de los datos, también entregados mediante documento cerrado. En
ningn momento podian modificar la informacion registrada en la web por el
investigador.

Una vez introducidos los datos en el sistema, un programa de validacion los
verificaba y de acuerdo con esto se generaban informes de discrepancias
automaticos, para facilitar la correcta cumplimentacion del CRD electrénico. Por otra
parte, el monitor revisaba los datos registrados por el investigador, y contactaba con él
si fuera necesario, para conseguir que completar la totalidad de los datos y garantizar
su congruencia clinica.
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El investigador principal o un miembro de su equipo investigador
cumplimentaba para cada paciente participante un CRD electrénico. Si un paciente se
retiraba del estudio, el motivo debia quedar reflejado en el CRD.

El investigador debia garantizar al promotor que los datos comunicados son
precisos y completos.

La base de datos del estudio fue registrada en la Agencia de proteccién de
datos, en cumplimiento con la Ley Organica 15/1999.

Una vez finalizado el estudio en los centros, la base de datos fue enviada al
departamento de biometria de la compafia Dynamic Solutions, responsable del
analisis estadistico de los mismos.

5.10.12. Informes de seguimiento y final

Tras el cierre de la base de datos se realizé el analisis estadistico y se presento
un informe con los datos descriptivos, que fue revisado y aprobado por el promotor del
estudio.

Una copia del mismo se hizo llegar al Comité Etico de Investigacion Clinica que
autoriz6 la realizacion del mismo.
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6. Resultados



6.1. FRECUENCIAS DE LOS GENOTIPOS CYP3A5 Y
ABCB1

Se analizaron los genotipos de ambos enzimas en funcién de los distintos
SNPs que podian manifestar y se agruparon en funcion de los grupos de estudio
(receptores/donantes).

6.1.1. Frecuencia de los genotipos en los
receptores

6.1.1.1. CYP3A5

La frecuencia para la mutaciéon 6986G=>A en el intrdbn 3 en el SNP *3/*3 (G/G),
fenotipo no expresor, por alelo mutado estuvo presente en un 85,7%; y la frecuencia
del SNP*1/3 (A/G) expresores heterocigotos fue del 14,3%; para el *1/1 (A/A)
expresores “wild type” fue del 0%. (Tabla 19)

Tabla 19.- Frecuencias del genotipo CYP3A5 en el grupo de receptores
hepaticos.

Genotipo | Condicion alélica Frecuencia
n=98

CYP 3A5 G/G (CYP3A5*3/3) | 84 (85.7%)
6986G>A | A/G (CYP3A5*1/3) | 14 (14,3%)
(Intrén 3) A/A (CYP3A5*1/1) 0 (0%)

6.1.1.2. ABCB1

Para el gen 2677G>T en el ex6n 21 la frecuencia del SNP “wild type” (G/G) fue
del 35,7% y de heterocigotos (G/T) del 40,8%

En el caso del gen 3435C>T en el exdn 26 se presentd el SNP “wild type” (C/C)
en un 30,6% y de un 41,8% en los heterocigotos (C/T).

Para el gen 1236C>T en el ex6n 12 el SNP “wild type” (C/C) aparecidé en en
38,8% y en el 41,8% de los casos fue heterocigoto (C/T) (Tabla 20).
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Tabla 20.- Frecuencias del genotipo ABCB1 en el grupo de receptores hepaticos

Genotipo | Condicion alélica Frecuencia
n=98
ABCB1 G/G (wild-type) 35 (35.7%)
2677G>T G/T 40 (40.8%)
(Exén21) [ T/T 20 (20.4%)
G/A & T/A 3 (3.1%)
ABCB1 C/C (wild-type) 30 (30.6%)
3435C>T | C/T 41 (41.8%)
(Ex6n 26) | TIT 27 (27.6%)
ABCB1 C/C (wild-type) 38 (38.8%)
1236C>T cIT 41 (41.8%)
(Exén 12) [ T/T 19 (19.4%)

6.1.2. Frecuencia de los genotipos en los donantes

6.1.2.1. CYP3A5

Para la mutaciéon 6986G>A en el intrén 3 la frecuencia fue: *3/3 (G/G), fenotipo
no expresor, por alelo mutado, con un 84%; *1/3 (A/G) expresores heterocigotos con

13,6%; *1/1 (A/A) expresores “wild type” con una frecuencia del 2,3% (Tabla 21).

Tabla 21.- Frecuencias del genotipo CYP3A5 en el grupo de donantes

hepaticos.

Genotipo | Condicion alélica Frecuencia
n=88

CYP 3A5 | G/G (CYP3A5*3/3) | 74 (84%)

6986G>A | A/G (CYP3A5*1/3) | 12 (13,6%)

(Intrén 3) A/A (CYP3A5*1/1) 2 (2.3%)
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6.1.2.2. ABCB1

Los SNPs mas prevalentes fueron para el gen 2677G>T (G/T) heterocigotos
con un 42%, para el gen 3435C>T (C/T) heterocigotos en un 37,5% y en el caso del
gen 1236C>T (C/T) heterocigotos en el 53,4% de los injertos (Tabla 22)

Tabla 22.- Frecuencias del genotipo ABCB1 en el grupo de donantes
hepaticos.

Genotipo | Condicion alélica Frecuencia
n=88
ABCB1 G/G (wild-type) 27 (30.7%)
2677G>T | G/T 37 (42.0%)
(Ex6n21) | TIT 18 (20.5%)
G/A & T/A 6 (6.8%)
ABCB1 C/C (wild-type) 27 (30.7%)
3435C>T Ccr 33 (37.5%)
(Exén 26) | T/T 28 (31.8%)
ABCB1 C/C (wild-type) 23 (26.1%)
1236C>T cIT 47 (53.4%)
(Exon 12) | T/T 18 (20.5%)
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6.1.3. Frecuencia global de los genotipos

Analizando las 186 muestras (receptores y donantes) los SNPs mas
prevalentes son, para el caso del CYP3A5, el *3/*3 con un 85%; en el caso del
ABCBH1, para el gen 1236C>T el CT heterocigoto en un 47,3%, para el 3435C>T el CT
heterocigoto en un 39,8%, en el caso del SNP 2677G>T/A un 41,3% de heterocigotos
GT (Tabla 23).

Tabla 23.- Frecuencias del genotipo CYP3A5 y ABCB1 en global.

Genotipo | Condicidn alélica | Frecuencia
GLOBAL
n=186

CYP 3A5 G/G (CYP3A5*3/3) | 158 (85%)
6986G>A | A/G (CYP3A5*1/3) | 26 (13.9%)
(Intrén 3) A/A (CYP3A5*1/1) | 2 (1.1%)

ABCB1 C/C (wild-type) 61 (32.8%)
1236C>T | C/T 88 (47.3%)
(Exén 12) | T/T 37 (19.9%)
ABCB1 C/C (wild-type) 57 (30.6%)
3435C>T | C/T 74 (39.8%)
(Exon 26) | 1T 55 (29.4%)
ABCB1 G/G (wild-type) 62 (33.3%)
2677G>T | G/T 77 (41.3%)
(Exén21) | T1/T 38 (20.4%)

G/A & T/A 9 (4.8%)
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6.2. EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS CYP3AS5 EN LA
CONCENTRACION/DOSIS DE TACROLIMUS

Se presenta a continuacion las dosis de tacrolimus empleadas en cada dia de
la visita de seguimiento, asi como los niveles del farmaco medidos en sangre, y la
relacién C/D,. Se comparan los resultados para los distintos SNPs del CYP3AS5 en los
dias 3, 7, 14 y al mes y tres meses de seguimiento.

Se comparan de la misma forma los datos para el grupo segun el genotipo del
receptor como del donante.

6.2.1. Efecto de los polimorfismos CYP3A5 segun el
genotipo del receptor en la concentracion/dosis de
tacrolimus

El tamafio muestral del grupo segun el genotipo del receptor fue de n=98. Se
recogieron las medianas por genotipo, agrupando los heterocigotos y homocigotos
expresores en uno sélo, ya que en ambos el fenotipo es el mismo (expresor).
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6.2.1.1. Visita 1: dia 3 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: en el grupo mutante, no expresor, *3/*3 la dosis mediana

alcanzada fue de 0,081mg/kg/dia. En el grupo de expresores la mediana fue de

0,095mg/kg/dia.

*Concentracién en sangre de Tac (Cmin): la concentracion mediana para el

genotipo *3/*3 fue de 8,3ng/ml, mientras que para los expresores (*1/*1, *1/*3) fue de

6,7mg/ml.

*Ratio C/D: en el grupo de no expresores la ratio fue de 102,3 frente a 70,5 en
el caso de los expresores (Tabla 24, figura 10).

Tabla 24.- Ratio C/D en el grupo de receptores, genotipo CYP3A5, en la primera

visita (dia 3).

n=98

*3/3 13 *1/1 p

(n=84) (n=14) (n=0)

Dosis de Tac (mg/Kg/dia, rango)

0.081 (0.071-0.090) | 0.095 (0.073-0.118) | 0.230

Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.3 (5.3-22.0) 6.7 (2.9-19.3) 0.112
(ng/ml, rango)
Tac Ratio concentracién/dosis 102.3 (46.0-297.0) 70.5 (29.0-129.0) 0.631
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), rango]
0,13 1 24 q
22 A 22
a) 012 1 | 0,118 b) 20 1 193
18 1
0,11 A
0,105 16 1
£ o1 14 A
® g . 12,8
g > 12 1 11,9
£0,09 - I 0,09 = 104
| 0084 0,081 81
" 0,074 | | ’ s o
’ 0,073
0,07 I oom ;' | 2,9
0,06 - 0
*3/*3 *1/*3 *3/*3 *1/*3
320 1
300 A 297
c) 280 -
260 A
240 A
220 1
200 1
180 -1
%60 1
o

100
80
60
40 A
20

112,3
[s
81,7 90,1
58,8
46

29

*3/*3 *1/*1

Figura 10.- Diagrama de maximos y minimos en el dia 3 para el grupo de
receptores: a) dosis, b) concentracion en sangre y c) ratio C/D.
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Resumen visita 1:

Tras la primera visita (dia 3 postTH) se apreciaron unos requerimientos de
dosis de Tac similares en ambos grupos, 1,17 veces superiores para el genotipo
expresor (p=0,230). Como se representa en la figura 10a, el grupo expresor presentd
valores mas dispersos respecto a la media, con valores maximos y minimos mas
extremos.

Los niveles sanguineos medianos obtenidos en el grupo expresor fueron 1,23
veces inferiores que en el grupo no expresor (p=0,112). En la figura 10b, se aprecia un
comportamiento similar en ambos grupos en cuanto a dispersién de datos y valores
extremos.

La ratio C/D fue 1,45 veces mas alta en el grupo no expresor (p=0,631). Los
valores medianos y la dispersién de datos fue similar en ambos grupos, sin embargo,
el grupo no expresor revel6 valores extremos maximos mas acusados (figura 10c).

En definitiva, a dia 3 postTH los valores medianos obtenidos en cuanto a dosis
y concentracién sanguinea de Tac fueron similares, siendo la ratio C/D menos
homogénea entre ambos grupos.
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6.2.1.2. Visita 2: dia 7 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: en el grupo mutante, *3/*3, la dosis mediana administrada
fue de 0,082mg/kg/dia. En el grupo de expresores la mediana fue de 0,109mg/kg/dia.

(p=0,037).

*Concentracién en sangre de Tac (Cmin): la concentracion mediana para el

genotipo *3/*3 fue de 10,1 ng/ml, mientras que para los expresores (*1/1, *1/*3) fue de

6,3 mg/ml (p=0,021).

*Ratio C/D: en el grupo de no expresores la ratio fue de 123,2 frente a 57,8 en

el caso de los expresores ( p=0,002) (Tabla 25, figura 11).

Tabla 25.- Ratio C/D en el grupo de receptores, genotipo CYP3A5, en la segunda

visita (dia 7).

*3/*3 *1/*3 *1/41 P
n=98 (n=84) (n=14) (n=0)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, rango) 0.082 (0.074-0.095) | 0.109 (0.088-0.126) | 0.037
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 10.1 (3.3-21.0) 6.3 (2.9-16.3) 0.021
(ng/ml, rango)
Tac Ratio concentracion/dosis 123.2 (39.0-397.0) 57.8 (29.0-129.0) 0.002
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), rango]
0,13 7 24 -
0,126 i
a) 0,12 1 b) ji 21
0,115
0,11 1 18 1
16 A 16,3
S 0l 4 0,099 — 147 137
E; 0,095 < 12
?0,09 0,088 = 10 A 10,4
0,084 ' 8 8,1
0.08 1 0,078 6 -
0,074 4.8
0,07 1 4 33 | 20
2
0,06 - 0
*3/*3 *1/*3 *3/*3 *1/*3
420
400 397
380
360
340
320
300
c) 260
240
220
200
2180
:;21128 1454 129
U i — |
80 81,2
60
;}8 39 79 36,9

*3/*3

*1/*3

Figura 11.- Diagrama de maximos y minimos en el dia 7 para el grupo de
receptores: a) dosis, b) concentracion en sangre y c) ratio C/D.
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Ante los resultados estadisticamente significativos se realiz6 una
analisis de correlacién bilateral entre las distintas variables mediante el test
Rho de Spearman.

Para el grupo alelo *3/*3 el coeficiente de correlacién entre la dosis de
Tac y los niveles sanguineos fue de 0,933 (p=0,0001); mientras que para la
dosis y la ratios C/D fue de 0,821 (p=0,002); para los niveles y la ratio C/D de
0,981 (p=0,0001) (Tabla 26). En la figura 12 se representa la dispersion de los
resultados de concentracion de Tac respecto a la dosis administrada.

En el alelo *1/*3 el coeficiente de correlacion obtenido para la dosis de
Tac y los niveles sanguineos fue de 0,843 (p=0,0001); mientras que para la
dosis y la ratios C/D fue de 0,689 (p=0,006); para los niveles y la ratio C/D fue
de 0,943 (p=0,0001) (Tabla 27). En la figura 13 se representa la dispersion de
los valores de concentracion respecto a dosis de Tac.

Tabla 26.- Coeficientes de correlacion de los datos continuos en el dia 7 para el
grupo de receptores con alelo *3/*3.

Rho de Spearman (*3/*3) Dosis de Tac Concentracion Ratio C/D
(dia 7)
Dosis Coeficiente 1 0,933 0,821

p 0,0001 0,002
Concentracién Coeficiente 0,933 1 0,981

p 0,0001 0,0001
Ratio C/D Coeficiente 0,821 0,981 1

p 0,002 0,0001

Concentracién (ng/ml)

2,5
0,07 0,075 0,08 0,085 0,09 0,095 0,1

Dosis (ng/kg/dia)

Figura 12.- Grafico de dispersion de los valores concentracion (eje Y) / dosis (eje
X) para el alelo *3/*3 en el grupo de receptores en el dia 7.
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Tabla 27.- Coeficientes de correlacion de los datos continuos en el dia 7 para el
grupo de receptores con alelo *1/*3.

Rho de Spearman (*1/*3) Dosis de Tac Concentracion Ratio C/D
(dia 7)
Dosis Coeficiente 1 0,843 0,689

p 0,0001 0,006
Concentracion Coeficiente 0,843 1 0,943

p 0,0001 0,0001
Ratio C/D Coeficiente 0,689 0,943 1

p 0,006 0,0001

S
N OB O @

Concentracién (ng/ml)
[uy
(@]

S N A O @

0,08

0,09

0,1

0,11

Dosis (ng/kg/dia)

0,12 0,13

Figura 13.- Grafico de dispersion de los valores concentracion (eje Y) / dosis (eje
X) para el alelo *1/*3 en el grupo de receptores en el dia 7.
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Resumen visita 2:

Tras la segunda visita (dia 7 postTH) se apreciaron unos requerimientos de
dosis de Tac diferentes entre ambos grupos, 1,33 veces superiores para el genotipo
expresor (p=0,037). Como se representa en la figura 11a, el grupo expresor presentd
valores mas elevados aunque con una dispersion y unos valores extremos similares
entre ambos grupos.

Los niveles sanguineos medianos obtenidos en el grupo expresor fueron 1,60
veces inferiores que en el grupo no expresor (p=0,021). En la figura 11b, se aprecia un
comportamiento similar en ambos grupos en cuanto a dispersién de datos y valores
extremos.

La ratio C/D fue 2,13 veces mas elevada en el grupo no expresor (p=0,002).
Los valores medianos y la dispersion de datos fue similar en ambos grupos, sin
embargo, el grupo no expresor reveld valores extremos maximos mas altos (figura
11c¢).

Al analizar la correlacion entre concentracion y dosis de Tac mediante es la
Rho de Spearman, se aprecid una asociacion alta para ambos grupos (Tabla 26 y 27),
sin embargo dicha asociacion fue mas elevada en el caso de los no expresores, con
una pendiente de la curva con mayor tendencia al 1 (figura 12 y 13).

En definitiva, a dia 7 postTH los valores medianos obtenidos en cuanto a dosis
y concentracidbn sanguinea de Tac son diferentes entre ambos grupos, siendo la
diferencia en la ratio C/D el parametro que mostré mayor diferencias entre ambos.
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6.2.1.3. Visita 3: dia 14 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: en el grupo mutante, no expresor, *3/*3 la dosis mediana

alcanzada fue de 0,092mg/kg/dia. En el grupo de expresores la mediana fue de

0,103mg/kg/dia.

*Concentracién en sangre de Tac (Cmin): la concentracion mediana para el

genotipo *3/*3 fue de 8,5ng/ml, mientras que para los expresores (*1/*1, *1/*3) fue de

8,9 mg/ml.

*Ratio C/D: en el grupo de no expresores la ratio fue de 92,4 frente a 86,4 en el
caso de los expresores (Tabla 28, figura 14).

Tabla 28.- Ratio C/D en el grupo de receptores, genotipo CYP3A5, en la tercera

visita (dia 14).

*3/*3 *1/*3 *1/*1 p
n=98 (n=84) (n=14) (n=0)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, rango) 0.092 (0.089-0.241) | 0.103 (0.063-0.131) | 0.531
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.5 (2.0-24.4) 8.9 (2.3-11.8) 0.098
(ng/ml, rango)
Tac Ratio concentracion/dosis 92.4 (21.5-386.4) 86.4 (0.8-497.2) 0.229
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), rango]
0,26 7 26 9
0,241 24 1 244
a) 22 4
0,21 A b) 20
18 A
:g 16 4
EO 16 E 14 A
> 012 A 123 118
E
0,131 10 A 9,8
0,11 A 0115 ? 6,9 71
0,089 o’ 0,088 ;_
0,06 J 0,063 2 2 23
0
*3/*3 *1/%3 *3/%3 *1/%3
540 7
520 A
500 A 497,2
480 A
440 1
420 A
4901 386,4
360 1
c) 330 ]
300 A
0280 4
5260 A
©240 A
2220
200 A
~180 A
160 A
HE
50 ] S —
40 A
20 1
0 ] 0,8

*3/*3

*1/*3

Figura 14.- Diagrama de maximos y minimos en el dia 14 para el grupo de
receptores: a) dosis, b) concentracion en sangre y c) ratio C/D.
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Resumen visita 3:

En la tercera visita (dia 14 postTH) se apreciaron unos requerimientos de dosis
de Tac similares entre ambos grupos, 1,11 veces superiores para el genotipo expresor
(p=0,531). Como se representa en la figura 14a, el grupo expresor presentd valores
mas elevados, si bien el grupo no expresor obtuvo unos valores menos dispersos,
aunque valores extremos maximos mas acusados.

Los niveles sanguineos medianos obtenidos en el grupo expresor fueron 1,04
veces inferiores que en el grupo no expresor (p=0,098). En la figura 14b, se aprecia un
comportamiento similar en ambos grupos en cuanto a dispersién de datos y valores
extremos.

La ratio C/D fue 1,07 veces mas alta en el grupo no expresor (p=0,229). Los
valores medianos y la dispersién de datos fue similar en ambos grupos, sin embargo,
el grupo expresor revel6 valores extremos maximos mas altos (figura 14c).

En definitiva, a dia 14 postTH los valores medianos obtenidos en cuanto a
dosis, concentracién sanguinea de Tac y ratio C/D fueron bastante homogéneos y
aproximados en cuanto a su comportamiento.
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6.2.1.4. Visita 4: dia 30 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: en el grupo mutante, no expresor, *3/*3 la dosis mediana
alcanzada fue de 0,100 mg/kg/dia. En el grupo de expresores la mediana fue de

0,102mg/kg/dia.

*Concentracién en sangre de Tac (Cmin): la concentracion mediana para el

genotipo *3/*3 fue de 9,7 ng/ml, mientras que para los expresores (*1/*1, *1/*3) fue de

9,4 mg/ml.

*Ratio C/D: en el grupo de no expresores la ratio fue de 97,0 frente a 92,2 en el
caso de los expresores (Tabla 29, figura 15).

Tabla 29.- Ratio C/D en el grupo de receptores, genotipo CYP3A5, en la cuarta

visita (dia 30).
*3/*3 *1/*3 *1/*1 P
n=98 (n=84) (n=14) (n=0)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, rango) 0.100 (0.068-0.221) | 0.102 (0.059-0.125) | 0.377
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 9.7 (1.5-23.2) 9.4 (4.6-12.8) 0.701
(ng/ml, rango)
Tac Ratio concentracién/dosis 97.0 (29.1-371.5) 92.2 (47.1-413.6) 0.391
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), rango]
0,24 A 26 7
221 2 s
o 22 4
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b) 18
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E | ot = 127 118,
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Figura 15.- Diagrama de maximos y minimos en el dia 30 para el grupo de
receptores: a) dosis, b) concentracion en sangre y c) ratio C/D.
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Resumen visita 4:

Tras la cuarta visita (dia 30 postTH) la dosis de Tac administrada en ambos
grupos fue muy similar (1,02 mayor en los expresores). Como se representa en la
figura 15a, el grupo expresor presentd valores mas agrupados con unos valores
extremos menos elevados que el grupo no expresor.

Los niveles sanguineos medianos obtenidos en el grupo expresor fueron 1,03
veces inferiores que en el grupo no expresor (p=0,701). En la figura 15b, se aprecia un
comportamiento similar en ambos grupos en cuanto a dispersién de datos y valores
extremos menos elevados en el grupo expresor.

La ratio C/D fue 1,05 veces mas alta en el grupo no expresor (p=0,372). Los
valores medianos y la dispersidon de datos fueron similares en ambos grupos, sin
embargo, el grupo no expresor reveld valores extremos maximos mas altos (figura
15¢).

Al mes postTH los valores medianos obtenidos en cuanto a dosis,
concentracion sanguinea de Tac y ratio C/D son muy similares entre ambos grupos.
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6.2.1.5. Visita 5: dia 90 (receptores)

Dosis de tacrolimus: en el grupo mutante, no expresor, *3/*3 la dosis mediana
alcanzada fue de 0,068mg/kg/dia. En el grupo de expresores la mediana fue de

0,102mg/kg/dia.

Concentracion en sangre de Tac (Cmin): la concentracion mediana para el
genotipo *3/*3 fue de 8,4 ng/ml, mientras que para los expresores (*1/*1, *1/*3) fue de

7,6 mg/ml.

Ratio C/D: en el grupo de no expresores la ratio fue de 123,5 frente a 74,5 en el
caso de los expresores (Tabla 30, figura 16).

Tabla 30.- Ratio C/D en el grupo de receptores, genotipo CYP3A5, en la quinta

visita (dia 90).
*3/*3 *1/*3 *1/41 P

n=98 (n=84) (n=14) (n=0)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, rango) 0.068 (0.051-0.083) | 0.102 (0.047-0.131) | 0.321
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.4 (1.5-23.2) 7.6 (6.3-10.1) 0.550
(ng/ml, rango)
Tac Ratio concentracion/dosis 123.5 (29.0-340.0) 74.5 (37.3-257.0) 0.372
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), rango]
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Figura 16.- Diagrama de maximos y minimos en el dia 90 para el grupo de
receptores: a) dosis, b) concentracion en sangre y c) ratio C/D.
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Resumen visita 5:

Tras la ultima visita de seguimiento (dia 90 postTH) la dosis de Tac
administrada en ambos grupos fue diferente (1,50 veces mayor en los expresores).
Como se representa en la figura 16a, el grupo expresor presentd valores mas
dispersos con unos valores extremos mas elevados que el grupo no expresor.

Los niveles sanguineos medianos obtenidos en el grupo expresor fueron 1,20
veces inferiores que en el grupo no expresor (p=0,550). En la figura 16b, se aprecia un
comportamiento menos disperso en el grupo expresor.

La ratio C/D fue 1,66 veces mas alta en el grupo no expresor (p=0,372). Los
valores medianos fueron mas altos en el grupo no expresor; por otro lado la dispersidon
de datos fue similares en ambos grupos, sin embargo, el grupo no expresor reveld
valores extremos maximos mas altos (figura 16c).

A los tres meses postTH los valores medianos obtenidos en cuanto a dosis de
Tac y ratio C/D son diferentes entre ambos grupos, comportdndose los niveles
sanguineos en valores aproximados.
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6.2.2. Efecto de los polimorfismos CYP3A5 segun el
genotipo del donante en la concentracion/dosis de
tacrolimus

6.2.2.1. Visita 1: dia 3 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: en el grupo no expresor, *3/*3, la dosis mediana
alcanzada fue de 0,080mg/kg/dia, mientras que en el grupo de expresores la mediana
fue de 0,090mg/kg/dia.

*Concentracién en sangre de Tac (Cmin): la concentracion mediana para el
genotipo *3/*3 fue de 8,1 ng/ml, mientras que para los expresores (*1/*1, *1/*3) fue de
7,0 mg/ml.

*Ratio C/D: en el grupo de no expresores la ratio fue de 101,3 frente a 77,8 en
el caso de los expresores (Tabla 31, figura 17).

Tabla 31.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo CYP3A5, en la primera
visita (dia 3).

*3/*3 *1/*3 *1/*1 p
n=88 (n=74) (n=12) (n=2)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, rango) 0.080 (0.069-0.093) | 0.090 (0.079-0.101) | 0.910
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.1 (8.1-15.2) 7.0 (2.9-17.1) 0.338
(ng/ml, rango)
Tac Ratio concentracién/dosis 101.3 (65.3-411.7) 77.8 (54.6-139.5) 0.808
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), rango]
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Figura 17.- Diagrama de maximos y minimos en el dia 3 para el grupo de
donantes: a) dosis, b) concentracion en sangre y c) ratio C/D.
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Resumen visita 1:

Tras la primera visita (dia 3 postTH) se apreciaron unos requerimientos de
dosis de Tac similares en ambos grupos, 1,12 veces superiores para el genotipo
expresor (p=0,910). Como se representa en la figura 17a, el grupo expresor presentéd
valores medios mas elevados, sin embargo la dispersién de datos respecto a la media
asi como los valores maximos y minimos fueron similares.

Los niveles sanguineos medianos obtenidos en el grupo expresor fueron 1,15
veces inferiores que en el grupo no expresor (p=0,338). En la figura 17b, se aprecia un
comportamiento similar en ambos grupos en cuanto a dispersién de datos y valores
extremos.

La ratio C/D fue 1,29 veces mas alta en el grupo no expresor (p=0,808). Los
valores medianos y la dispersién de datos fue similar en ambos grupos, sin embargo,
el grupo no expresor revel6 valores extremos maximos mas acusados (figura 17c).

En definitiva, a dia 3 postTH los valores medianos obtenidos en cuanto a dosis
y concentracion sanguinea de Tac fueron similares, siendo la ratio C/D menos
homogénea entre ambos grupos.
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6.2.2.2. Visita 2: dia 7 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: en el grupo no expresor, *3/*3, la dosis mediana

alcanzada fue de 0,085mg/kg/dia mientras que en el grupo de expresores la mediana

fue de 0,097mg/kg/dia.

*Concentracién en sangre de Tac (Cmin): la concentracion mediana para el

genotipo *3/*3 fue de 9,1 ng/ml. Para los expresores (*1/*1, *1/*3) la concentracion en

sangre fue de 7,6 mg/ml.

*Ratio C/D: en el grupo de no expresores la ratio fue de 107,0 frente a 77,8 en
el caso de los expresores (Tabla 32, figura 18).

Tabla 32.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo CYP3A5, en la segunda

visita (dia 7).

*3/*3 *1/*3 *1/41 P
n=88 (n=74) (n=12) (n=2)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, rango) 0.085 (0.071-0.098) | 0.097 (0.083-0.106) | 0.120
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 9.1 (8.9-18.6) 7.6 (4.9-21.1) 0.393
(ng/ml, rango)
Tac Ratio concentracién/dosis 107.0 (67.3-411.7) 77.8 (54.6-139.5) 0.111
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), rango]
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Figura 18.- Diagrama de maximos y minimos en el dia 7 para el grupo de
donantes: a) dosis, b) concentracion en sangre y c) ratio C/D.
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Resumen visita 2:

Tras la segunda visita (dia 7 postTH) se apreciaron unos requerimientos de
dosis de Tac similares en ambos grupos, 1,14 veces superiores para el genotipo
expresor (p=0,120). Como se representa en la figura 18a, el grupo expresor presentéd
valores medios mas elevados, sin embargo la dispersién de datos respecto a la media
asi como los valores maximos y minimos fueron similares.

Los niveles sanguineos medianos obtenidos en el grupo expresor fueron 1,19
veces inferiores que en el grupo no expresor (p=0,393). En la figura 18b, se aprecia un
comportamiento similar en ambos grupos en cuanto a dispersién de datos y valores
extremos, si bien los datos estan mas agrupados en el grupo expresor.

La ratio C/D fue 1,37 veces mas alta en el grupo no expresor (p=0,111). El
grupo expresor presenta valores menos dispersos con extremos menos acusados
(figura 18c).

En definitiva, a dia 7 postTH los valores medianos obtenidos en cuanto a dosis
y concentracion sanguinea de Tac fueron similares, siendo la ratio C/D menos
homogénea entre ambos grupos.
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6.2.2.3. Visita 3: dia 14 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: en el grupo no expresor, *3/*3, la dosis mediana
alcanzada fue de 0,094mg/kg/dia mientras que en el grupo de expresores la mediana
fue de 0,100mg/kg/dia.

*Concentracién en sangre de Tac (Cmin): la concentracion mediana para el
genotipo *3/*3 fue de 8,3 ng/ml. Para los expresores (*1/*1, *1/*3) la concentracion en
sangre fue de 8,9 mg/ml.

*Ratio C/D: en el grupo de no expresores la ratio fue de 82,3 frente a 89,0 en el
caso de los expresores (Tabla 33, figura 19).

Tabla 33.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo CYP3A5, en la tercera
visita (dia 14).

*3/*3 *1/*3 *1/*1 P
n=88 (n=74) (n=12) (n=2)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, rango) 0.094 (0.073-0.241) | 0.100 (0.069-0.152) | 0.412
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.3 (2.0-16.4) 8.9 (2.9-16.0) 0.750
(ng/ml, rango)
Tac Ratio concentracién/dosis 82.3 (0.8-614.3) 89.0 (29.3-686.4) 0.646
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), rango]
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Figura 19.- Diagrama de maximos y minimos en el dia 14 para el grupo de
donantes: a) dosis, b) concentracion en sangre y c) ratio C/D.
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Resumen visita 3:

Tras la tercera visita (dia 14 postTH) se apreciaron unos requerimientos de
dosis de Tac similares en ambos grupos, 1,06 veces superiores para el genotipo
expresor (p=0,412). Como se representa en la figura 19a, el grupo expresor presentd
valores medios mas elevados, sin embargo la dispersién de datos respecto a la media
fueron similares. El grupo no expresor presentd valores extremos maximos mas
elevados.

Los niveles sanguineos medianos obtenidos en el grupo expresor fueron 1,07
mas elevados que el grupo no expresor (p=0,750). En la figura 19b, se aprecia un
comportamiento similar en ambos grupos en cuanto a dispersién de datos y valores
extremos.

La ratio C/D fue 1,08 veces mas alta en el grupo expresor (p=0,646). El grupo
expresor presenta valores menos dispersos con extremos mas acusados (figura 19c).

A dia 14 postTH los valores medianos obtenidos en cuanto a dosis,
concentracion sanguinea de Tac y ratio C/D fueron similares entre ambos grupos.
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6.2.2.4. Visita 4: dia 30 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: en el grupo no expresor, *3/*3, la dosis mediana

alcanzada fue de 0,102 mg/kg/dia mientras que en el grupo de expresores la mediana
fue de 0,125mg/kg/dia.
*Concentracién en sangre de Tac (Cmin): la concentracion mediana para el
genotipo *3/*3 fue de 9,2 ng/ml. Para los expresores (*1/*1, *1/*3) la concentracion en

sangre fue también de 9,2 mg/ml.

*Ratio C/D: en el grupo de no expresores la ratio fue de 90,2 frente a 73,6 en el
caso de los expresores (Tabla 34, figura 20).

Tabla 34.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo CYP3A5, en la cuarta

visita (dia 30).
*3/*3 *1/*3 *1/41 o]
n=88 (n=74) (n=12) (n=2)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, rango) 0.102 (0.050-0.221) | 0.125 (0.095-0.190) | 0.477
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 9.2 (4.0-23.2) 9.2 (1.5-19.5) 0.097
(ng/ml, rango)
Tac Ratio concentracion/dosis 90.2 (29.1-271.5) 73.6 (48.6-102.4) 0.120

[(ng/ml)/(mg/kg/dia), rango]
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Figura 20.- Diagrama de maximos y minimos en el dia 30 para el grupo de

donantes: a) dosis, b) concentracion en sangre y c) ratio C/D.
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Resumen visita 4:

Tras la cuarta visita (un mes postTH) se apreciaron unos requerimientos de
dosis de Tac similares en ambos grupos, 1,20 veces superiores para el genotipo
expresor (p=0,477). Como se representa en la figura 20a, el grupo expresor presentd
valores medios mas elevados, sin embargo la dispersién de datos respecto a la media
fueron similares en ambos grupos. El grupo no expresor presentd valores extremos
mas acusados.

Los niveles sanguineos medianos obtenidos en el grupo expresor fueron
idénticos (9,2 ng/ml) en ambos grupos (p=0,097). En la figura 19b, se aprecia un
comportamiento similar en ambos grupos en cuanto a dispersién de datos y valores
extremos.

La ratio C/D fue 1,22 veces mas alta en el grupo no expresor (p=0,120). El
grupo expresor presenta valores menos dispersos con extremos mas acusados (figura
19c¢).

En definitiva, al mes postTH los valores medianos obtenidos en cuanto a dosis,
concentracion sanguinea de Tac y ratio C/D fueron similares entre ambos grupos.
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6.2.2.5. Visita 5: dia 90 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: en el grupo mutante, *3/*3, la dosis mediana administrada
fue de 0,063mg/kg/dia. En el grupo de expresores la mediana fue de 0,115mg/kg/dia.
(p=0,031).

*Concentracién en sangre de Tac (Cmin): la concentracion mediana para el
genotipo *3/*3 fue de 8,1 ng/ml, mientras que para los expresores (*1/*1, *1/*3) fue de
7,7 mg/ml (p=0,019).

*Ratio C/D: en el grupo de no expresores la ratio fue de 128,6 frente a 67,0 en
el caso de los expresores (p=0,023) (Tabla 35, figura 21).

Tabla 35.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo CYP3A5, en la quinta
visita (dia 90).

*3/*3 *1/*3 *1/41 P
n=88 (n=74) (n=12) (n=2)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, rango) 0.063 (0.042-0.074) | 0.115(0.081-0.128) | 0.031
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.1 (4.8-15.7) 7.7 (5.3-11.7) 0.019
(ng/ml, rango)
Tac Ratio concentracion/dosis 128.6 (67.1-344.0) 67.0 (42.6-162.1) 0.023
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), rango]
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Figura 21.- Diagrama de maximos y minimos en el dia 90 para el grupo de
donantes: a) dosis, b) concentracion en sangre y c) ratio C/D.
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Ante los resultados estadisticamente significativos se realiz6 una
analisis de correlacion bilateral entre las distintas variables mediante el test
Rho de Spearman.

Para el grupo del alelo *3/*3 el coeficiente de correlacion entre la dosis
de Tac y los niveles sanguineos fue de 0,919 (p=0,0001); mientras que para la
dosis y la ratios C/D fue de 0,906 (p=0,003); para los niveles y la ratio C/D de
0,925 (p=0,0001) (Tabla 36). En la figura 21 se representa la dispersion de los
resultados de concentracion de Tac respecto a la dosis administrada.

En el alelo *1/*3 el coeficiente de correlacion obtenido para la dosis de
Tac y los niveles sanguineos fue de 0,710 (p=0,002); mientras que para la
dosis y la ratios C/D fue de 0,595 (p=0,008); para los niveles y la ratio C/D fue
de 0,817 (p=0,0009) (Tabla 37). En la figura 22 se representa la dispersion de
los valores de concentracion respecto a dosis de Tac.

Tabla 36.- Coeficientes de correlacion de los datos continuos en el dia 90 para el
grupo de donantes con alelo *3/*3.

Rho de Spearman (*3/*3) Dosis de Tac Concentracion Ratio C/D
(dia 30)
Dosis Coeficiente 1 0,919 0,906
p 0,0001 0,003
Concentracién Coeficiente 0,919 1 0,925
p 0,0001 0,0001
Ratio C/D Coeficiente 0,906 0,925 1
p 0,003 0,0001
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Figura 21.- Grafico de dispersion de los valores concentracion (eje Y) / dosis (eje
X) para el alelo *3/*3 segun genotipo del donante en el dia 90.
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Tabla 37.- Coeficientes de correlacion de los datos continuos en el dia 90 para el
grupo de donantes con alelo *1/*3.

Rho de Spearman (*1/*3) Dosis de Tac Concentracion Ratio C/D
(dia 90)
Dosis Coeficiente 1 0,710 0,595
p 0,002 0,008
Concentracién Coeficiente 0,710 1 0,817
p 0,002 0,0009
Ratio C/D Coeficiente 0,595 0,817 1
p 0,008 0,0009
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Figura 22.- Grafico de dispersion de los valores concentracion (eje Y) / dosis (eje
X) para el alelo *1/*3, *1/*1 segun donantes en el dia 90.
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Resumen visita 5:

Tras la dltima visita visita (tres meses postTH) se apreciaron unos
requerimientos de dosis de Tac diferentes entre ambos grupos, 1,82 veces superiores
para el genotipo expresor (p=0,031). Como se representa en la figura 21a, el grupo
expresor presenté valores mas elevados aunque con una dispersion y unos valores
extremos similares entre ambos grupos.

Los niveles sanguineos medianos obtenidos en el grupo expresor fueron 1,05
veces inferiores que en el grupo no expresor (p=0,019). En la figura 21b, se aprecian
valores mas agrupados y menos extremos para el grupo expresor.

La ratio C/D fue 1,91 veces mas elevada en el grupo no expresor (p=0,023). La
dispersion de datos fue similar en ambos grupos, sin embargo, el grupo no expresor
revel6 valores extremos maximos mas altos (figura 21c).

Al analizar la correlacion entre concentracion y dosis de Tac mediante es la
Rho de Spearman, se aprecid una asociacion alta para ambos grupos (Tabla 36 y 37),
sin embargo dicha asociacion fue mas elevada en el caso de los no expresores, con
una pendiente de la curva con mayor tendencia al 1 (figura 21 y 22).

En definitiva, a los tres meses postTH los valores medianos obtenidos en
cuanto a dosis y concentracién sanguinea de Tac son diferentes entre ambos grupos,
siendo la diferencia en la ratio C/D el parametro que mostr6 mayor diferencias entre
ambos.
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6.2.3. Efecto de los polimorfismos CYP3A5 en la
concentracién/dosis de tacrolimus. Resultados
globales y analisis multivariante.

En la Tabla 40 se recogen, agrupados, los datos durante los 90 dias de
seguimiento tanto para el grupo segin genotipo receptor como donante.

Se representa en la Figura 23 el evolutivo de la ratio C/D en el grupo de los
receptores segun la expresién del CYP3A5. Los requerimientos de Tac en cuanto a
dosis fueron mas altos para el grupo expresor durante todo el seguimiento, para unos
niveles sanguineos mas bajos. Se aprecian en el dia 7 de seguimiento resultados
estadisticamente significativos.

En la Figura 24 se recoge el evolutivo de la ratio C/D en el grupo de los
donantes segun la expresion del CYP3A5. Los valores de dosis de Tac se
mantuvieron elevados durante los 90 dias de seguimiento, con unos niveles
sanguineos de Tac mas bajos en el casos del grupo no expresor. Se aprecia en el dia
90 de seguimiento resultados estadisticamente significativos.

Se realizd un andlisis multivariante para los datos que obtuvieron significacidén
estadistica en el univariante. Para el genotipo del receptor expresor (*1/3) en el dia 7
se obtuvo un coeficiente de correlacion de 1,93 [1,03-7,14] para la dosis de Tac
administrada (p=0,003); para la concentracién sanguinea de Tac de 2,15 [1,91-6,72]
(p=0,041); y en el caso de la ratio C/D de 2,99 [2,12-9,13] (p=0,023). En el grupo
donde comparamos segun el genotipo expresado por el donante el coeficiente
obtenido fue de 2,03 [1,63-7,55] para la dosis administrada de Tac (p=0,012); para los
niveles sanguineos de Tac fue de 1,35 [1,17- 5,19] (p=0,019); y para la ratio C/D de
3,04 [1,42-8,81] (p=0,038).

Tabla 38.- Analisis multivariante para los valores segun el genotipo del receptor
en el dia 7. Variable dependiente: expresion del CYP3AS5.

Coeficiente | Intervalo de p
confianza
Dosis de Tac 1,93 [1,03-7,14] 0.003
Concentracién en sangre de Tac 2,15 [1.91-6,72] 0.041
Ratio concentracién/dosis 2,99 [2,12-9,13] 0.023

Tabla 39.- Analisis multivariante para los valores segun el genotipo del donante
en el dia 90. Variable dependiente: expresion del CYP3A5.

Coeficiente | Intervalo de p
confianza
Dosis de Tac 2,03 [1,63-7,55] 0.012
Concentracién en sangre de Tac 1,35 [1,17- 5,19] 0.019
Ratio concentracién/dosis 3,04 [1,42-8,81] 0.038
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Tabla 40.- Global en ambos grupos, genotipo CYP3A5, durante el seguimiento.

Visita 1: dia 3

Dosis de Tac (mg/Kg/dia, rango)

Concentraciéon en sangre de Tac Cpi, (ng/ml, rango)

Tac Ratio concentracion/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), rango]

Visita 2: dia 7

Dosis de Tac (mg/Kg/dia, rango)

Concentraciéon en sangre de Tac Cpi, (ng/ml, rango)

Tac Ratio concentracion/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), rango]

Visita 3: dia 14

Dosis de Tac (mg/Kg/dia, rango)

Concentraciéon en sangre de Tac Cpi, (Ng/ml, rango)

Tac Ratio concentracion/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), rango]

Visita 4: dia 30

Dosis de Tac (mg/Kg/dia, rango)

Concentraciéon en sangre de Tac Cpi, (Ng/ml, rango)

Tac Ratio concentracion/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), rango]

Visita 5: dia 90

Dosis de Tac (mg/Kg/dia, rango)

Concentracién en sangre de Tac Cpi, (ng/ml, rango)

Tac Ratio concentracion/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), rango]

CYP3A5
Genotipos
RECEPTORES DONANTES
*3/%3 *1/*3 *1/41 *3/*3 *1/73 *1/%1
(n=84) (n=14)  --—--- (n=74) (n=12) (n=2)

0.081 (0.071-0.090)
8.3 (5.3-22.0)
102.3 (46.0-297.0)

0.082 (0.074-0.095)
10.1 (3.3-21.0)
123.2 (39.0-397.0)

0.092 (0.089-0.241)
8.5 (2.0-24.4)
92.4 (21.5-386.4)

0.100 (0.068-0.221)
9.7 (1.5-23.2)
97.0 (29.1-371.5)

0.068 (0.051-0.083)
8.4 (1.5-23.2)
123.5 (29.0-340.0)

0.095 (0.073-0.118)
6.7 (2.9-19.3)
70.5 (29.0-129.0)

0.109 (0.088-0.126)
6.3 (2.9-16.3)
57.8 (29.0-129.0)

0.103 (0.063-0.131)
8.9 (2.3-11.8)
86.4 (0.8-497.2)

0.102 (0.059-0.125)
9.4 (4.6-12.8)
92.2 (47.1-413.6)

0.102 (0.047-0.131)
7.6 (6.3-10.1)
74.5 (37.3-257.0)

0.080 (0.069-0.093)
8.1 (3.1-15.2)
101.3 (65.3-411.7)

0.085 (0.071-0.098)
9.1 (3.9-18.6)
107.0 (67.3-411.7)

0.094 (0.073-0.241)
8.3 (2.0-16.4)
82.3 (0.8-614.3)

0.102 (0.050-0.221)
9.2 (4.0-23.2)
90.2 (29.1-271.5)

0.063 (0.042-0.074)
8.1 (4.8-15.7)
128.6 (67.1-344.0)

0.090 (0.079-0.101)
7.0 (2.9-17.1)
77.8 (54.6-139.5)

0.097 (0.083-0.106)
7.6 (4.9-21.1)
77.8 (54.6-139.5)

0.100 (0.069-0.152)
8.9 (2.9-16.0)
89.0 (29.3-686.4)

0.125 (0.095-0.190)
9.2 (1.5-19.5)
73.6 (48.6-102.4)

0.115 (0.081-0.128)
7.7 (5.3-11.7)
67 (42.6-162.1)
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Rati ncentracion i
0,12
0,08
0,04
0
dia 3 dia 7 dia 14 dia 30 dia 90
M Dosis Tac *3/*3 W Dosis Tac *1/*3

Figura 23.- Efecto del polimorfismo CYP3AS5 (receptor) en la dosis y niveles de tacrolimus. Representacion grafica.
*En el dia 7, se alcanzan diferencias estadisticamente significativas.
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Ratio concentracion/dosis
0,16
0,12
0,08
0,04
0
dia 3 dia 7 dial4 dia30 dia90
M Dosis Tac 3*/3* B Dosis Tac *1/*3,*1/*1

Figura 24.- Efecto del polimorfismo CYP3A5 (donante) en la dosis y niveles de tacrolimus. Representacion grafica.
*En el dia 90, se alcanzan diferencias estadisticamente significativas
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6.3. EFECTO DE LOS POLIMORFISMOS ABCB1 EN LA
CONCENTRACION/DOSIS DE TACROLIMUS

Se desarrollan a continuacion las dosis de tacrolimus empleadas en cada dia
de la visita de seguimiento, asi como los niveles del farmaco medidos en sangre, y la
relacién C/Dy. Se recogen los datos para los distintos SNPs del ABCB1 en dia 3,7y
14, asi como al mes y tres meses de seguimiento.

Se analizan de la misma forma los datos para el grupo de receptores como de
donantes.

Se recogen las medias por genotipo, analizando a los heterocigotos y
homocigotos expresores en distintos grupos. Posteriormente se agruparan por
fenotipo (wild-type, expresores y mutantes, no expresores).

6.3.1. Efecto de Ilos polimorfismos ABCB1
(1236C>T) en la concentracién/dosis de tacrolimus
segun el genotipo del receptor

El tamafio muestral del grupo segun el genotipo del receptor fue de n=98. Se
recogieron las medias = DS por genotipo, agrupando en homocigotos “wild-type”,
aquellos que expresan la proteina transportadora de Tac, homocigotos salvajes (no
expresores) y heterocigotos (no expresores).

6.3.1.1. Visita 1: dia 3 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la primera visita para el grupo
expresor fue de 0.098 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0.091 y 0.086 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 7.30 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,6 y 7,88
mg/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 73.88, mientras que
para los no expresores fue de 83,55y 91,20 segln genotipo CT o TT.

Tabla 41.- Ratio C/D en grupo de receptores, genotipo 1236 C>T, en la primera
visita (dia 3).

_ cC CT 1T p
n=98 (n=38) (n=41) (n=19)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.098 +0.039 0.091 +0.032 0.086 +0.028 0.422
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 7.30 £ 2.64 7.62 +3.68 7.88 +£3.42 0.119
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 73.88 + 10.99 83.55 +20.59 91.20 +£21.90 0.533
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En resumen en la Tabla 41 se recogen los resultados segun el genotipo
1236C>T. La concentracion en sangre, asi como la ratio C/D fue mas baja para el SNP
CC homocigoto expresor, a pesar de unas dosis mayores de Tac.
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6.3.1.2. Visita 2: dia 7 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la segunda visita para el grupo
expresor fue de 0.096 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0.092 y 0.087 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 7.38 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,74 y
8,10 mg/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 76,39, mientras que
para los no expresores fue de 84,31 y 92,25 segln genotipo CT o TT.

Tabla 42.- Ratio C/D en grupo de receptores, genotipo 1236 C>T, en la segunda
visita (dia 7).

[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

_ CcC CT 1T p
n=98 (n=38) (n=41) (n=19)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.096 +0.035 0.092 +0.035 0.087 +0.032 | 0.132
Concentracién en sangre de Tac Cin, | 7.38 £2.60 7.74 £3.43 8.10 + 3.36 0.340
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 76.39 = 20.59 84.31 £21.30 92.25 +24.00 0.512

En definitiva, en la segunda visita, referente al gen 1236 C>T, el grupo CC con
dosis mayores de Tac, obtuvo niveles menores en sangre y ratio C/D por debajo que
para el fenotipo no expresor. (Tabla 42).

6.3.1.3. Visita 3: dia 14 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la tercera visita para el grupo
expresor fue de 0.099 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0.089 y 0.086 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 7.24 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,72 y
7,50 mg/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 73,42, mientras que
para los no expresores fue de 86,93 y 87,20 segln genotipo CT o TT.

Tabla 43.- Ratio C/D en grupo de receptores, genotipo 1236 C>T, en la tercera

visita (dia 14).

_ CcC CT 1T p
n=98 (n=38) (n=41) (n=19)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.099 +0.037 0.089 +0.032 0.086 +0.028 0.533
Concentraciéon en sangre de Tac Cpi, 7.24 +2.38 7.72 £3.40 7.50 = 3.36 0.710
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 73.42 + 20.21 86.93 +21.40 87.20 + 19.28 0.232
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]
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En resumen, en el dia 14 (Tabla 43), el fenotipo expresor (wild-type) obtuvo
niveles de Tac menores en sangre y ratio C/D por inferiores que el genotipo mutante
(CT,TT).

6.3.1.4. Visita 4: dia 30 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la cuarta visita para el grupo
expresor fue de 0.100 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0.088 y 0.089 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 7.12 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,86 y
7,71 mg/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 72,80, mientras que
para los no expresores fue de 89,52 y 86,45 segln genotipo CT o TT.

Tabla 44.- Ratio C/D en grupo de receptores, genotipo 1236 C>T, en la cuarta
visita (dia 30).

CcC CT 1T p
n=98 (n=38) (n=41) (n=19)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.100 £ 0.035 0.088 +0.039 | 0.089 +0.032 | 0.196
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 712 +2.91 7.86 +3.44 7.71 £ 3,35 0.098
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 72.80 =+ 14.78 89.52 +22.20 86.45 + 15.29 0.296
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En resumen, al mes de seguimiento (Tabla 44), para dosis mayores de Tac, los
niveles sanguineos y la ratio C/D fueron inferiores para el SNP CC homocigoto,
expresor.

6.3.1.5. Visita 5: dia 90 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la ultima visita para el grupo
expresor fue de 0.102 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0.090 y 0.086 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 7,42 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,56 y
7,58 mg/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 72,88, mientras que
para los no expresores fue de 85,11 y 87,52 segln genotipo CT o TT.
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Tabla 45.- Ratio C/D en el grupo de receptores, genotipo 1236 C>T, en la quinta

visita (dia 90).
_ cC CT 1T o]
n=98 (n=38) (n=41) (n=19)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.102 £ 0.039 0.90 +0.036 0.086 +0.032 0.422
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 7.42 +2.38 7.66 +3.44 7.58 +3.39 0.122
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 72.88 + 20.18 85.11 £17.31 87.52 + 20.91 0.217

[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En definitiva, durante la visita final de seguimiento (Tabla 45), para dosis
mayores de Tac, los niveles sanguineos y la ratio C/D fueron mas bajos para el SNP

CC homocigoto, expresor.
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Resumen del seguimiento segun la expresion del gen 1236 C>T en el
receptor:

De forma general, los valores obtenidos fueron muy homogéneos en cada una
de las visitas de seguimiento.

Para los pacientes no expresores (CT, TT) los requerimientos de Tac fueron
practicamente superponibles durante los 3 meses de seguimiento, mientras que para
el grupo expresor fueron discretamente superiores (>0,010 mg/kg/dia) (figura 25a).

Como se aprecia en la figura 25 b, la concentracién sanguinea de Tac se
mantuvo en valores aproximados en los tres grupos de analisis durante los tres meses
de seguimiento.

La ratio C/D fue discretamente inferior para los expresores con valores mas
agrupados y valores menos extremos maximos y minimos (Figura 25c).

En definitiva, salvo en la dosis administrada que fue 0,010 mg/kg/dia superior
para los receptores que expresaron el gen 1236 C>T, los valores obtenidos fueron
bastante equiparables entre los grupos de analisis.
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Figura 25.- Diagrama de maximos y minimos del seguimiento segun la expresion
del gen 1236 C>T en el receptor: a) dosis, b) concentracion en sangre y c) ratio
C/D.
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6.3.2. Efecto de los polimorfismos ABCB1
(3435C>T) en la concentracion/dosis de tacrolimus
segun el genotipo del receptor

6.3.2.1. Visita 1: dia 3 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la primera visita para el grupo
expresor fue de 0,098 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0.086 y 0.084 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 8,48 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 6,46 y
6,07 mg/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 86,53, mientras que
para los no expresores fue de 74,76 y 72,11 segin genotipo CT o TT.

Tabla 46.- Ratio C/D en grupo de receptores, genotipo 3435 C>T, en la primera
visita (dia 3).

cC CT 1T p
n=98 (n=30) (n=41) (n=27)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.098 +0.033 0.086 +0.035 0.084 +0.022 0.367
Concentraciéon en sangre de Tac Cpi, 8.48 +2.86 6.46 + 3.35 6.07+ 2.61 0.466
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 86.53 + 26.12 74.76 +21.89 7211 £15.39 0.401
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En resumen, en la Tabla 46 se recogen los resultados en la primera visita,
segun genotipo 3435C>T. La concentracion en sangre, asi como la ratio C/D fue mas
elevada para el SNP CC homocigoto, expresor, ademas de unas dosis mayores de
Tac recibidas.

6.3.2.2. Visita 2: dia 7 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la segunda visita para el grupo
expresor fue de 0,097 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0.088 y 0.083 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 8,28 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 6,34 para
ambos SNPs.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 84,39, mientras que
para los no expresores fue de 71,88 y 76,75 segln genotipo CT o TT.
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Tabla 47.- Ratio C/D en grupo de receptores, genotipo 3435 C>T, en la segunda

visita (dia 7).

_ cc CT TT p
n=98 (n=30) (n=41) (n=27)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.097 +0.034 0.088 +0.036 0.083 +0.032 0.300
Concentraciéon en sangre de Tac Cpi, 8.28 +2.90 6.34 + 3.39 6.34 +2.41 0.133
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 84.39 + 21.20 71.88 £21.12 76.75 + 10.66 0.422
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En la segunda vista, se puede sintetizar que el grupo CC (expresor) con dosis
mayores de Tac, obtuvo niveles superiores y ratio C/D por encima que el fenotipo no
expresor (Tabla 47).

6.3.2.3. Visita 3: dia 14 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la tercera visita para el grupo
expresor fue de 0,098 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0.087 y 0.084 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 8,34 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 6,57 y
6,41 mg/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 84,58, mientras que
para los no expresores fue de 75,76 y 75,99 seglin genotipo CT o TT.

Tabla 48.- Ratio C/D en grupo de receptores, genotipo 3435 C>T, en la tercera

visita (dia 14).

_ cc CcT TT p
n=98 (n=30) (n=41) (n=27)

Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.098 +0.031 0.087 £ 0.034 0.084 +0.034 0.211
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.34 +2.88 6.57 +£3.22 6.41 +2.46 0.134
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 84.58 + 18.19 75.76 £25.19 75.99 + 18.21 0.322
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En resumen, en la tercera visita, el grupo CC obtuvo niveles sanguineos
superiores y ratio C/D por encima que el fenotipo no expresor, con dosis mas altas de

Tac (Tabla 48).
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6.3.2.4. Visita 4: dia 30 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la cuarta visita para el grupo
expresor fue de 0,098 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0.088 y 0.084 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 8,18 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,03 y
6,38 mg/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 83,46, mientras que
para los no expresores fue de 83,66 y 75,48 segln genotipo CT o TT.

Tabla 49.- Ratio C/D en el grupo de receptores, genotipo 3435 C>T, en la cuarta

visita (dia 30).
_ CcC CT 1T o]
n=98 (n=30) (n=41) (n=27)

Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.098 +0.029 0.088 +0.036 0.084 +0.036 0.610
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.18 +2.91 7.03 £3.42 6.38 + 2.61 0.344
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 83.46 + 21.87 83.66 + 25.97 75.48 +20.89 0.876
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En definitiva, al mes de seguimiento (Tabla 49), para dosis mayores de Tac, los
niveles sanguineos y la ratio C/D fueron superiores para el SNP CC homocigoto,
expresor.

6.3.2.5. Visita 5: dia 90 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la ultima visita para el grupo
expresor fue de 0,097 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0.087 y 0.083 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 8,18 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 6,90 y
6,34 mg/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 83,64, mientras que
para los no expresores fue de 78,76 y 75,65 segln genotipo CT o TT.
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Tabla 50.- Ratio C/D en el grupo de receptores, genotipo 3435 C>T, en la quinta

visita (dia 90).
_ CcC CT 1T p
n=98 (n=30) (n=41) (n=27)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.097 +0.032 0.087 +0.039 0.083 +0.036 0.189
Concentraciéon en sangre de Tac Cpi, 8.18 £ 3.18 6.90 + 3.82 6.34 +2.42 0.301
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 83.64 + 25.83 78.76 £ 23.20 75.65 +20.45 0.344

[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

Por lo tanto en la visita final de seguimiento (Tabla 50), para dosis mayores de
Tac, los niveles sanguineos y la ratio C/D fueron mas altos para el SNP CC

homocigoto, expresor.
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Resumen del seguimiento segun la expresion del gen 3435 C>T en el
receptor:

De forma general, los valores obtenidos fueron poco heterogéneos en cada
una de las visitas de seguimiento.

Para los pacientes no expresores (CT, TT) los requerimientos de Tac fueron
muy aproximados entre ambos grupos durante los 3 meses de seguimiento, mientras
que para el grupo expresor fueron discretamente superiores (>0,012 mg/kg/dia) (figura
26a).

Como se aprecia en la figura 26b, la concentraciébn sanguinea de Tac se
mantuvo en valores aproximados en los dos grupos mutantes (CT y TT), mientras que
el grupo expresor presentd niveles sanguineos mas altos durante los tres meses de
seguimiento.

La ratio C/D fue discretamente superior para los expresores con valores mas
dispersos y valores mas extremos maximos y minimos (Figura 26c¢).

En definitiva, la dosis administrada fue 0,012 mg/kg/dia superior para los
receptores que expresaron el gen 3435 C>T, con unos niveles sanguineos de Tac y
una ratio C/D mas elevados.
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Figura 26.- Diagrama de maximos y minimos del seguimiento segun la expresion
del gen 3435 C>T en el receptor: a) dosis, b) concentracion en sangre y c) ratio

C/D.
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6.3.3. Efecto de los polimorfismos ABCB1
(2677G>T/A) en la concentracion/dosis de tacrolimus
segun el genotipo del receptor

6.3.3.1. Visita 1: dia 3 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la primera visita para el grupo
expresor fue de 0,098 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores
TG/AT/AG y TT fue de 0.083 y 0.086 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo GG fue de 8,04 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 5,48 y
6,18 mg/ml para el SNP TG/AT/AG y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (GG) la ratio fue de 81,54, mientras que
para los no expresores fue de 65,48 y 67,23 segun genotipo mutante heterocigoto y
homocigoto respectivamente.

Tabla 51.- Ratio C/D en grupo de receptores, genotipo 2677 G>T/A, en la primera
visita (dia 3).

GG TG/AT/AG 1T p
(n=35) (n=43) (n=20)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.098 +0.027 0.083 +0.034 0.086 +0.038 0.123
Concentracién en sangre de Tac Cp, 8.04 £ 2.07 5.48 + 2,60 6.18 + 3,37 0.244
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 81.54 + 22.64 65.48 + 21.33 67.23 + 23.26 0.150
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En resumen, en la Tabla 51 se recogen los resultados en la primera visita
segun genotipo 2677G>T/A. La concentracion en sangre, asi como la ratio C/D fueron
mas elevados para el SNP GG homocigoto, expresor, a expensas de unas dosis

mayores de Tac.
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6.3.3.2. Visita 2: dia 7 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la segunda visita para el grupo
expresor fue de 0,097 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores
TG/AT/AG y TT fue de 0.084 y 0.086 ng/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo GG fue de 8,24 mg/ml, mientras que para los no expresores fue de 5,97 y
6,44 mg/ml para el SNP TG/AT/AG y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (GG) la ratio fue de 85,83, mientras que
para los no expresores fue de 70,82 y 74,96 segun genotipo mutante heterocigoto y
homocigoto respectivamente.

Tabla 52.- Ratio C/D en el grupo de receptores, genotipo 2677 G>T/A, en la
segunda visita (dia 7).

GG TG/AT/AG 1T o]
(n=35) (n=43) (n=20)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.097+0.031 0.084 +0.039 0.086 +0.035 0.329
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.24 +2.53 5.97 £ 2.60 6.44 + 3.80 0.207
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 85.83 + 20.82 70.82 £ 21.45 74.96 +24.13 0.243
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

Durante la visita del dia 7 (Tabla 52), los niveles sanguineos y la ratio C/D
fueron superiores para el SNP GG homocigoto salvaje, a expensas de una dosis
mayor de Tac diaria.

6.3.3.3. Visita 3: dia 14 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la tercera visita para el grupo
expresor fue de 0,097 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores
TG/AT/AG y TT fue de 0.083 y 0.085 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo GG fue de 7,86 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 5,54 y
6,28 mg/ml para el SNP TG/AT/AG y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (GG) la ratio fue de 80,86, mientras que
para los no expresores fue de 66,11 y 73,53 segun genotipo mutante heterocigoto y
homocigoto respectivamente.
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Tabla 53.- Ratio C/D en el grupo de receptores, genotipo 2677G>T/A, en la tercera

visita (dia 14).

GG TG/AT/AG 1T o]
(n=35) (n=43) (n=20)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.097 +0.033 0.083 +0.022 0.085 +0.037 0.134
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 7.86 +2.94 5.54 +2.23 6.28 + 3.53 0.611
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 80.86 + 25.82 66.11 £21.59 73.53 £21.22 0.087
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En resumen, durante la visita del dia 14 (Tabla 53), los niveles sanguineos y la
ratio C/D fueron superiores para el SNP GG homocigoto salvaje, con una dosis mayor
de Tac diaria.

6.6.3.4. Visita 4: dia 30 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la cuarta visita para el grupo
expresor fue de 0,098 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores
TG/AT/AG y TT fue de 0.087 y 0.086 ng/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo GG fue de 8,54 mg/ml, mientras que para los no expresores fue de 5,76 y
6,20 mg/ml para el SNP TG/AT/AG y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (GG) la ratio fue de 86,61, mientras que
para los no expresores fue de 68,89 y 71,59 segun genotipo mutante heterocigoto y
homocigoto respectivamente.

Tabla 54.- Ratio C/D en el grupo de receptores, genotipo 2677G>T/A, en la cuarta

visita (dia 30).
GG TG/AT/AG 1T o]
(n=35) (n=43) (n=20)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.098 +0.028 0.087 +0.022 0.086 +0.035 0.114
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.54 +3.28 5.76 £ 2.60 6.20 + 3,06 0.290
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 86.61 + 25.82 68.89 +21.59 71.59 +21.22 0.398
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

Por lo tanto al mes de seguimiento (Tabla 54), para dosis mayores de Tac, los
niveles sanguineos y la ratio C/D fueron superiores para el SNP GG homocigoto,

expresor.
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6.6.3.5. Visita 5: dia 90 (receptores)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la quinta visita para el grupo

expresor fue de 0,098 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores

TG/AT/AG y TT fue de 0.083 y 0.086 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el

genotipo GG fue de 8,18 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 6,04 y
6,38 mg/ml para el SNP TG/AT/AG y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (GG) la ratio fue de 83,46, mientras que
para los no expresores fue de 72,24 y 74,01 segun genotipo mutante heterocigoto y

homocigoto respectivamente.

Tabla 55.- Ratio C/D en el grupo de receptores, genotipo 2677G>T/A, en la quinta

visita (dia 90).
GG TG/AT/AG 1T p
(n=35) (n=43) (n=20)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.098 +0.029 0.083 +0.024 0.086 +0.035 0.187
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.18 +2.28 6.04 +2.60 6.38 +3.28 0.217
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 83.46 + 20.82 72.24 +22.59 74.01 £21.22 0.225

[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En resumen, en la visita final de seguimiento (Tabla 55), para dosis mayores de
Tac, los niveles sanguineos y la ratio C/D fueron mas altos para el SNP GG

homocigoto, expresor. Sin significacion estadistica.
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Resumen del seguimiento segun la expresion del gen 2677 G>T/A en el
receptor:

De forma general, los valores obtenidos fueron heterogéneos en cada una de
las visitas de seguimiento.

Para los pacientes no expresores (TG, AT, AG, TT) los requerimientos de Tac
fueron muy aproximados entre ambos grupos durante los 3 meses de seguimiento,
con valores mas extremos en el homocigoto mutante; mientras que para el grupo
expresor los valores fueron discretamente superiores (>0,014 mg/kg/dia) (figura 27a).

Como se aprecia en la figura 27b, la concentraciébn sanguinea de Tac se
mantuvo en valores aproximados en los dos grupos mutantes, mientras que el grupo
expresor presentd niveles sanguineos mas altos durante los tres meses de
seguimiento. La dispersion y los valores extremos fueron similares en los 3 grupos.

La ratio C/D fue discretamente superior para los expresores con una dispersion
de datos respecto a la media similar en los 3 grupos (Figura 27c).

En definitiva, la dosis administrada fue 0,014 mg/kg/dia superior para los
receptores que expresaron el gen 2677 G>T/A, con unos niveles sanguineos de Tacy
una ratio C/D mas elevados.
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Figura 27.- Diagrama de maximos y minimos del seguimiento segun la expresion
del gen 2677 G>T/A en el receptor: a) dosis, b) concentracion en sangre y c) ratio
C/D.
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6.3.4 Efecto

de los

polimorfismos

ABCB1

(1236C>T) en la concentracién/dosis de tacrolimus

segun el genotipo del donante

El tamafio muestral del grupo segun el genotipo del donante fue de n=88. Se
recogieron las medias + DS por genotipo, agrupando en homocigotos “wild-type”,
aquellos que expresan la proteina transportadora de Tac, homocigotos salvajes (no

expresores) y heterocigotos (no expresores).

6.3.4.1. Visita 1: dia 3 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la primera visita para el grupo
expresor fue de 0,092 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT

fue de 0.098 y 0.095 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el

genotipo CC fue de 8,26 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,46 ng/ml

para ambos SNPs mutantes.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 83,46, mientras que

para los no expresores fue de 83,66 y 75,48 segln genotipo CT o TT.

Tabla 56.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo 1236 C>T, en la primera

visita (dia 3)

_ cC CT 1T o]
n=88 (n=23) (n=47) (n=18)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.092 +0.029 0.098 +0.036 0.095 +0.037 0.230
Concentracién en sangre de Tac Cp, 8.26 + 3,35 7.46 +2.98 7,46 = 3,05 0.345
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 89.78 + 115.11 75.81 + 18.86 78.19 £+ 19.14 0.333

[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En resume, en la Tabla 56 se recogen los resultados en la primera visita segun
genotipo 1236C>T del donante. La concentracion en sangre, asi como la ratio C/D fue
mas elevada para el SNP CC homocigoto, expresor, a pesar de unas dosis menores

de Tac.
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6.3.4.2. Visita 2: dia 7 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la segunda visita para el grupo
expresor fue de 0,080 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0.095 y 0.100 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 8,12 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,58 y
7,38 ng/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 100,99, mientras que
para los no expresores fue de 79,78 y 73,35 segln genotipo CT o TT.

Tabla 57.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo 1236 C>T, en la segunda
visita (dia 7).

_ cc CT TT p
n=88 (n=23) (n=47) (n=18)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.080 +0.039 0.095 +0.038 0.100 £ 0.040 0.320
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.12 + 3.38 7.58 +3.01 7.38 £ 3.06 0.511
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 100.99 + 13.55 79.78 £ 18.07 73.35+10.34 0.229
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]
Durante la visita del dia 7 (Tabla 57), los niveles sanguineos y la ratio C/D
fueron superiores para el SNP CC homocigoto salvaje, a pesar de una dosis menor de
Tac diaria. Sin significacion estadistica.
6.3.4.3. Visita 3: dia 14 (donantes)
*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la tercera visita para el grupo
expresor fue de 0,084 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0,096 y 0,098 mg/kg/dia respectivamente.
*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 8,40 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,62 y
7,44 ng/ml para el SNP CT y TT respectivamente.
*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 99,76, mientras que
para los no expresores fue de 79,37 y 70,07 segin genotipo CT o TT.
Tabla 58.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo 1236 C>T, en la tercera
visita (dia 14).
_ cC CT T P
n=88 (n=23) (n=47) (n=18)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.084 +0.031 0.096 + 0.033 0.098 + 0.035 0.190
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.40 = 3.09 7.62 +2.99 7.44 +3.04 0.422
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 99.76 + 18.89 79.37 = 12.01 70.07 £ 21.49 0.219
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]
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En definitiva, en la tercera visita, el grupo CC obtuvo niveles sanguineos
superiores y ratio C/D por encima que el fenotipo no expresor, con dosis mas altas de
Tac (Tabla 58).

6.3.4.4. Visita 4: dia 30 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la cuarta visita para el grupo
expresor fue de 0,084 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0,097 y 0,099 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 8,26 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,42 y
7,36 ng/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 97,40, mientras que
para los no expresores fue de 76,33 y 73,74 segin genotipo CT o TT.

Tabla 59.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo 1236 C>T, en la cuarta

visita (dia 30).
_ cC CT 1T p
n=88 (n=23) (n=47) (n=18)

Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.084 +0.032 0.097 +0.035 0.099 +0.036 0.632
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.26 + 3.26 7,42 +3.18 7.36 = 3,03 0.299
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 97.40 £17.11 76.33 £13.12 73.74 + 18.98 0.701
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

Al mes de seguimiento (Tabla 59), para dosis inferiores de Tac, los niveles
sanguineos y la ratio C/D fueron superiores para el SNP CC homocigoto, expresor.

6.3.4.5. Visita 5: dia 90 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la ultima visita para el grupo
expresor fue de 0,083 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0,097 y 0,098 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 8,22 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,58 y
7,44 ng/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 98,09, mientras que
para los no expresores fue de 78,14 y 75,45 segin genotipo CT o TT.
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Tabla 60.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo 1236 C>T, en la quinta

visita (dia 90).
_ CcC CT 1T p
n=88 (n=23) (n=47) (n=18)

Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.083 +0.036 0.097 +0.034 0.098 +0.037 0.186
Concentracién en sangre de Tac Cin 8.22 +3.25 7.58 +3.07 7.44 +3.04 0.098
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 98.09 + 16.66 78.14 £17.78 75.45 +11.90 0.126
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En resumen, en la visita final de seguimiento (Tabla 60), para dosis menores de
Tac, los niveles sanguineos y la ratio C/D fueron mas altos para el SNP CC
homocigoto, expresor.
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Resumen del seguimiento segun la expresion del gen 1236 C>T en el
donante:

Para los pacientes no expresores (CT, TT) los requerimientos de Tac fueron
muy aproximados entre ambos grupos durante los 3 meses de seguimiento, con
valores extremos y dispersion respecto a la media aproximados; mientras que para el
grupo expresor (CC) los valores fueron discretamente inferiores (<0,013 mg/kg/dia)
(figura 28a).

Como se aprecia en la figura 28b, la concentraciébn sanguinea de Tac se
mantuvo en valores aproximados en los dos grupos mutantes, mientras que el grupo
expresor presentd niveles sanguineos discretamente mas elevados durante los tres
meses de seguimiento. La dispersion y los valores extremos fueron similares en los 3
grupos.

La ratio C/D fue discretamente superior para los expresores con una dispersion
de datos respecto a la media menor en el grupo homocigoto mutante (TT) (Figura
28c).

En definitiva, la dosis administrada fue 0,013 mg/kg/dia superior para los
donantes que no expresaron el gen 1236 C>T, con unos niveles sanguineos de Tac y
una ratio C/D mas bajos.
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Figura 28.- Diagrama de maximos y minimos del seguimiento segun la expresion
del gen 1236 C>T en el donante: a) dosis, b) concentraciéon en sangre y c) ratio
C/D.

151




6.3.5. Efecto de los polimorfismos ABCB1
(3435C>T) en la concentracion/dosis de tacrolimus
segun el genotipo del donante

6.3.5.1. Visita 1: dia 3 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la primera visita para el grupo
expresor fue de 0,078 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0,092 y 0,094 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 8,20 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,48 y
6,98 ng/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 105,40, mientras que
para los no expresores fue de 81,30 y 73,94 segln genotipo CT o TT.

Tabla 61.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo 3435 C>T, en la primera
visita (dia 3).

_ cC CT 1T p
n=88 (n=27) (n=33) (n=28)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.078 +0.033 0.092 +0.036 0.094 +0.38 0.103
Concentracién en sangre de Tac Cin 8.20 +2.85 7.48 +3.28 6.98 + 3.59 0.654
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 105.40 = 20.13 81.30 £9.38 73.94 +11.44 0.199
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En resumen, en la Tabla 61 se recogen los resultados en la primera visita,
segun genotipo 3435C>T del donante. La concentracién en sangre, asi como la ratio
C/D fue mas elevada para el SNP CC homocigoto, expresor, a pesar de unas dosis
menores de Tac.

6.3.5.2. Visita 2: dia 7 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la segunda visita para el grupo
expresor fue de 0,076 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0,094 y 0,095 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 8,10 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,58 y
7,04 ng/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 106,86, mientras que
para los no expresores fue de 80,63 y 73,64 segln genotipo CT o TT.
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Tabla 62.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo 3435 C>T, en la segunda

visita (dia 7).

_ cc CT TT p
n=88 (n=27) (n=33) (n=28)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.076 +0.028 0.094 +0.034 0.095 +0.025 0.432
Concentraciéon en sangre de Tac Cpi, 8.10 £ 2.97 7.58 £ 3.22 7.04 £ 3.52 0.122
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 106.86 + 12.88 80.63 +15.42 73.64 +9.44 0.601
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]
En resumen, durante la visita del dia 7 (Tabla 62), los niveles sanguineos y la
ratio C/D fueron superiores para el SNP CC homocigoto salvaje, a pesar de una dosis
menor de Tac diaria. Sin significacion estadistica.
6.3.5.3. Visita 3: dia 14 (donantes)
*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la tercera visita para el grupo
expresor fue de 0,076 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0,092 y 0,094 mg/kg/dia respectivamente.
*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 8,06 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,48 y
7,14 ng/ml para el SNP CT y TT respectivamente.
*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 105,77, mientras que
para los no expresores fue de 80,95 y 75,79 segln genotipo CT o TT.
Tabla 63.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo 3435 C>T, en la tercera
visita (dia 14).
_ cc CcT TT p
n=88 (n=27) (n=33) (n=28)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.076 + 0.036 0.092 + 0.034 0.094 +0.038 0.327
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.06 +2.83 7.48 + 32.66 7.14 £ 3.50 0.411
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 105.77 = 19.31 80.95 +21.05 75.79 £10.19 0.255
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En definitiva, en la tercera visita, el grupo CC obtuvo niveles sanguineos
superiores y ratio C/D por encima que el fenotipo no expresor, con dosis mas bajas de
Tac. Sin significacién estadistica (Tabla 63).
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6.3.5.4. Visita 4: dia 30 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la cuarta visita para el grupo
expresor fue de 0,074 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0,092 y 0,095 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 8,18 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,58 y
7,08 ng/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 108,48, mientras que
para los no expresores fue de 82,39 y 74,52 segun genotipo CT o TT.

Tabla 64.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo 3435 C>T, en la cuarta

visita (dia 30).
_ cC CT 1T p
n=88 (n=27) (n=33) (n=28)

Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.074 +0.029 0.092 +0.035 0.095 +0.036 0.501
Concentracién en sangre de Tac Cin 8.18 +2.91 7.58 +3.28 7.08 +3.52 0.396
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracién/dosis 108.48 + 24.33 82.39 £16.92 74.52 £11.82 0.133
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

Al mes de seguimiento, el grupo CC obtuvo niveles sanguineos superiores y
ratio C/D por encima que el fenotipo no expresor, con dosis mas bajas de Tac (Tabla
64).

6.3.5.5. Visita 5: dia 90 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la ultima visita para el grupo
expresor fue de 0,075 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores CTy TT
fue de 0,093 y 0,095 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo CC fue de 8,18 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,54 y
7,18 ng/ml para el SNP CT y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (CC) la ratio fue de 108,49, mientras que
para los no expresores fue de 80,90 y 75,57 segln genotipo CT o TT.
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Tabla 65.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo 3435 C>T, en la quinta

visita (dia 90).
_ CcC CT 1T o]
n=88 (n=27) (n=33) (n=28)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.075 £ 0.029 0.093 +0.034 0.095 +0.039 0.299
Concentraciéon en sangre de Tac Cpi, 8.18 £ 2.92 7.54 + 3.26 7.18 £ 3.50 0.421
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 108.49 + 19.73 80.90 +13.16 75.57 +18.21 0.257

[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En resumen, en la visita final de seguimiento (Tabla 65), para dosis menores de
Tac, los niveles sanguineos y la ratio C/D fueron mas altos para el SNP CC

homocigoto, expresor.
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Resumen del seguimiento segun la expresion del gen 3435 C>T en el
donante:

Para los pacientes no expresores (CT, TT) los requerimientos de Tac fueron
muy aproximados entre ambos grupos durante los 3 meses de seguimiento, mientras
que para el grupo expresor fueron discretamente inferiores (>0,020 mg/kg/dia) (figura
29a).

Como se aprecia en la figura 29b, la concentraciébn sanguinea de Tac se
mantuvo en valores aproximados en los dos grupos mutantes (CT y TT), mientras que
el grupo expresor presentd niveles sanguineos discretamente mas altos durante los
tres meses de seguimiento.

La ratio C/D fue superior para los expresores con valores menos dispersos y
valores menos extremos maximos y minimos. La ratio C/D en los grupos mutantes fue
muy similar entre si (Figura 29c).

En definitiva, la dosis administrada fue 0,020 mg/kg/dia inferior para los
donantes que expresaron el gen 3435 C>T, con unos niveles sanguineos de Tac y
una ratio C/D mas elevados.

0,12 A

0,105 A

0,09 A

mg/kg/dia

0,06 -

0,045 A

0,03 -

| 0,105

,075 A

| 0,044

cC

0,092

0,059

| 0,127

0,115

| 14 A

,115

TC

120 A
110 A
100 A
90 A
80 A

70 4

Ratio Cy/D

60 A

,083

TT

110,59

95,5

| 84,91

10 A

ng/ml

6 1 I 5,82

cC

106,44

92,5

I 11,06

6,9

I 98,18

I 10,91

9,6

59

I 4,26

CT

89,9

71,4

56,14

65,72

I 10,68

9,87

TT

| 53,18

3435C>T

TT

50 4

40 -

CcC CT

Figura 29.- Diagrama de maximos y minimos del seguimiento segun la expresion
del gen 3435 C>T en el donante: a) dosis, b) concentraciéon en sangre y c) ratio
C/D.
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6.3.6. Efecto de Ilos polimorfismos ABCB1
(2677G>T/A) en la concentracion/dosis de tacrolimus
segun el genotipo del donante

6.3.6.1. Visita 1: dia 3 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la primera visita para el grupo
expresor fue de 0,084 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores
TG/AT/AG y TT fue de 0.094 y 0.093 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo GG fue de 7,78 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,96 y
7,76 mg/ml para el SNP TG/AT/AG y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (GG) la ratio fue de 92,40, mientras que
para los no expresores fue de 84,50 y 83,26 segun genotipo mutante heterocigoto y
homocigoto respectivamente.

Tabla 66.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo 2677 G>T/A, en la primera
visita (dia 3).

n=88 GG TG/AT/AG 1T p
(n=27) (n=43) (n=18)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.084 +0.031 0.094 +0.035 0.093 +0.034 0.409
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 7.78 = 3.41 7.96 £2.77 7.76 £3.16 0.078
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentraci6n/dosis 92.40 + 18.53 84.50 +20.82 83.26 £ 21.77 0.190
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En resumen, en la Tabla 66 se recogen los resultados en la primera visita,
segun genotipo 2677G>T/A del donante. La concentracion en sangre, asi como la ratio
C/D fue mas elevada para el SNP GG homocigoto, expresor, a pesar de unas dosis
menores de Tac.

6.3.6.2. Visita 2: dia 7 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la segunda visita para el grupo
expresor fue de 0,082 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores
TG/AT/AG y TT fue de 0.093 y 0.091 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo GG fue de 7,88 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,84 y
7,66 mg/ml para el SNP TG/AT/AG y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (GG) la ratio fue de 95,86, mientras que
para los no expresores fue de 84,12 y 85,11 segun genotipo mutante heterocigoto y
homocigoto respectivamente.
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Tabla 67.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo 2677 G>T/A, en la

segunda visita (dia 7).

n=88 GG TG/AT/AG 1T o]
(n=27) (n=43) (n=18)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.082 +0.032 0.093 +0.035 0.091 +0.034 0.411
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 7.88 +3.38 7.84 +2.96 7.66 = 3.11 0.200
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 95.86 + 21.33 84.12 +18.25 85.11 £ 26.53 0.155
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

Durante la visita del dia 7 (Tabla 67), los niveles sanguineos y la ratio C/D
fueron superiores para el SNP GG homocigoto salvaje, a pesar de una dosis menor de
Tac diaria.

6.3.6.3. Visita 3: dia 14 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la tercera visita para el grupo
expresor fue de 0,084 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores
TG/AT/AG y TT fue de 0.092 y 0.096 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo GG fue de 7,82 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,98 y
7,64 mg/ml para el SNP TG/AT/AG y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (GG) la ratio fue de 92,55, mientras que
para los no expresores fue de 86,92 y 79,74 segun genotipo mutante heterocigoto y
homocigoto respectivamente.

Tabla 68.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo 2677G>T/A, en la tercera
visita (dia 14).

n=88 GG TG/AT/AG 1T o]
(n=27) (n=43) (n=18)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.084 +0.034 0.092 +0.033 0.096 +0.036 0.198
Concentraciéon en sangre de Tac Cpi, 7.82 £3.02 7.98 +2.81 7.64 +3.18 0.227
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 92.65 + 25.11 86.92 +20.85 79.74 £ 21.50 0.135
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En resumen, en la tercera visita, el grupo GG obtuvo niveles sanguineos
superiores y ratio C/D por encima que el fenotipo no expresor, con dosis mas bajas de
Tac. Sin significacién estadistica (Tabla 62).
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6.3.6.4. Visita 4: dia 30 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la cuarta visita para el grupo
expresor fue de 0,083 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores
TG/AT/AG y TT fue de 0.094 y 0.093 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo GG fue de 7,98 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 7,94 y
7,80 mg/ml para el SNP TG/AT/AG y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (GG) la ratio fue de 95,22, mientras que
para los no expresores fue de 84,46 y 84,05 segun genotipo mutante heterocigoto y
homocigoto respectivamente.

Tabla 69.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo 2677G>T/A, en la cuarta

visita (dia 30).
n=88 GG TG/AT/AG 1T p
- (n=27) (n=43) (n=18)

Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.083 +0.030 0.094 +0.034 0.093 +0.034 0.102
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 7.98 +3.44 7.94 +2.93 7.80 £3.10 0.277
(ng/ml, + DS)

Tac Ratio concentracion/dosis 95.22 + 20.11 84.46 + 18.36 84.05 +24.77 0.723
[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En definitiva, al mes de seguimiento, el grupo GG obtuvo niveles sanguineos
superiores y ratio C/D por encima que el fenotipo no expresor, con dosis mas bajas de
Tac (Tabla 69).

6.3.6.5. Visita 5: dia 90 (donantes)

*Dosis de tacrolimus: la dosis media de Tac en la quinta visita para el grupo
expresor fue de 0,085 mg/kg/dia; mientras que para los grupos no expresores
TG/AT/AG y TT fue de 0.095 y 0.094 mg/kg/dia respectivamente.

*Concentracion _en sangre de Tac (Cmin): la concentracion media para el
genotipo GG fue de 8,08 ng/ml, mientras que para los no expresores fue de 8,06 y
7,60 mg/ml para el SNP TG/AT/AG y TT respectivamente.

*Ratio C/D: en el grupo de expresores (GG) la ratio fue de 94,83, mientras que
para los no expresores fue de 84,66 y 80,85 segun genotipo mutante heterocigoto y
homocigoto respectivamente.
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Tabla 70.- Ratio C/D en el grupo de donantes, genotipo 2677G>T/A, en la quinta

visita (dia 90).
n=88 GG TG/AT/AG 1T P
- (n=27) (n=43) (n=18)
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS) 0.085 +0.036 0.095 +0.033 0.094 +0.036 0.398
Concentraciéon en sangre de Tac Cp, 8.08 +3.18 8.06 +2.78 7.60 £3.12 0.289
(ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis 94.83 + 20.85 84.66 +20.89 80.85 + 20.57 0.166

[(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

En resumen, en la visita final de seguimiento (Tabla 70), para dosis menores de
Tac, los niveles sanguineos y la ratio C/D fueron mas altos para el SNP CC

homocigoto, expresor.
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Resumen del seguimiento segun la expresion del gen 2677 G>T/A en el
donante:

De forma general, los valores obtenidos fueron heterogéneos en cada una de
las visitas de seguimiento.

Para los pacientes no expresores (TG, AT, AG, TT) los requerimientos de Tac
fueron muy aproximados entre ambos grupos durante los 3 meses de seguimiento,
con valores mas extremos en el homocigoto mutante; mientras que para el grupo
expresor los valores fueron discretamente superiores (>0,010 mg/kg/dia) (figura 30a).

Como se aprecia en la figura 30b, la concentracidbn sanguinea de Tac se
mantuvo en valores aproximados en los dos grupos mutantes, mientras que el grupo
expresor presentd niveles sanguineos mas altos durante los tres meses de
seguimiento. La dispersién y los valores extremos fueron similares en los 3 grupos.

La ratio C/D fue discretamente superior para los expresores con una dispersion
de datos respecto a la media similar en los 3 grupos (Figura 30c).

En definitiva, la dosis administrada fue 0,010 mg/kg/dia superior para los
receptores que expresaron el gen 2677 G>T/A, con unos niveles sanguineos de Tacy
una ratio C/D mas elevados.
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Figura 30.- Diagrama de maximos y minimos del seguimiento segun la expresion
del gen 2677 G>T/A en el donante: a) dosis, b) concentracion en sangre y c) ratio
C/D.
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6.3.7. Efecto de los polimorfismos ABCB1 en la
concentracion/dosis de tacrolimus. Resultados
globales.

En la Tabla 71 se recogen, agrupados, los datos durante los 90 dias de
seguimiento para el grupo receptor en los 3 SNPs analizados. Posteriormente, en la
tabla 72, se recogen los mismos datos, habiendo excluido previamente a los pacientes
que expresaron CYP3AS5 *1/*3, para evitar la influencia hepatica en el analisis.

En la Tabla 73 se recogen los datos para el genotipo del donante, durante los
90 dias de seguimiento divididos en los 3 SNPs analizados. Posteriormente, en la
tabla 74, se recogen los mismos datos, habiendo excluido previamente a los pacientes
que expresaron CYP3AS5 *1/*3, para evitar el sesgo que podria surgir de la influencia
del metabolismo hepatico de Tac.

Los resultados globales (datos medios de las 5 visitas) tienen un
comportamiento estadistico superponible a los datos desglosados de los apartados
anteriores.
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Tabla 71- Global el en el grupo de receptores, genotipos ABCB1, durante el seguimiento.

Genotipos

1236 C>T
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS )
Concentracién en sangre de Tac Cp, (ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

3435 C>T
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS )
Concentracién en sangre de Tac Cp, (ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

2677 G>T/A
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS )
Concentracién en sangre de Tac Cp, (ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

cc
(n=38)
0.098 + 0.037
7.22 +2.58
73.82 + 20.60

cc
(n=30)
0.098 + 0.032
8.30 + 2.87
84.52 + 24.65

GG
(n=35)
0.098 + 0.028
8.20 +2.35
83.50 + 26.80

ABCB1

RECEPTORES

TC
(n=41)
0.088 +0.033
7.72 £3.45
87.52 £21.14

TC
(n=41)
0.087 +£0.036
6.66 + 3.36
76.02 £22.04

TG/AT/AG
(n=43)
0.084 +0.022
5.72 +2.58
68.09 = 21.01

TT
(n=19)
0.087 + 0.031
7.98 +3.31
91.72 +23.13

TT
(n=27)
0.084 +0.033
6.38 £2.47
75.95 £ 19.55

TT
(n=20)
0.086 + 0.037
6.30 +3.55
73.08 + 24.67
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Tabla 72- Global el en el grupo de receptores con genotipos ABCB1, durante el sequimiento, excluyendo los paciente con genotipo

CYP3A5 *1 (n=14).

Genotipos

1236 C>T
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS )
Concentracién en sangre de Tac Cp, (ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

3435 C>T
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS )
Concentracién en sangre de Tac Cp, (ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

2677 G>T/A
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS )
Concentracién en sangre de Tac Cp, (ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

CcC
(n=34)
0.091 £0.040
712 £2.58
78.24 £ 21.05

cC
(n=27)
0.096 +0.037
8.45 +2.91
88.02 + 23.31

GG
(n=31)
0.096 +0.031
8.34 £2.24
86.87 + 26.85

ABCB1

RECEPTORES

TC
(n=34)
0.083 £ 0.029
7.58 £3.45
91.32 £ 25.46

TC
(n=33)
0.089 + 0.039
7.00 +3.24
79.66 + 20.67

TG/AT/AG
(n=36)
0.089 + 0.025
6.12 = 2.90
68.76 + 21.90

TT
(n=16)
0.085 + 0.034
7.14 £3.31
84.00 + 24.15

TT
(n=24)
0.085 + 0.031
6.98 £2.34
82.11 £21.32

TT
(n=14)
0.082 +0.038
6.41 +3.25
78.17 +23.92

0.160
0.229
0.098

0.701
0.513
0.297

0.093
0.433
0.632
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Tabla 73.- Global el en el grupo de donantes, genotipos ABCB1, durante el seguimiento.

Genotipos

1236 C>T
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS )
Concentracién en sangre de Tac Cp, (ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracién/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

3435 C>T
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS )
Concentracién en sangre de Tac Cp, (ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

2677 G>T/A
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS )
Concentracién en sangre de Tac Cp, (ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

cc
(n=23)
0.084 +0.033
8.2+3.25
97.15 +23.75

cC
(n=27)
0.075 £ 0.031
8.14 £2.92
108.24 + 23.33

GG
(n=27)
0.084 +£0.034
7.96 +3.31
93.86 +20.85

ABCB1

DONANTES

TC
(n=47)
0.096 +0.034
7.54 +3.12
78.21 +28.00

TC
(n=33)
0.093 £0.034
7.56 + 3.28
81.29 £ 25.15

TG/AT/AG
(n=43)
0.094 +0.033
7.97 £2.92
84.32 + 19.36

TT
(n=18)
0.099 + 0.035
7.38 £3.04
74.24 +12.50

TT
(n=28)
0.095 + 0.038
7.16 £3.52
75.68 + 22.50

TT
(n=18)
0.093 + 0.034
7.72 £3.11
83.01 +23.53
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Tabla 74- Global el en el grupo de donantes con genotipos ABCB1, durante el seguimiento, excluyendo los paciente con genotipo

CYP3A5 *1, y *1/*3 (n=12+2).

Genotipos

1236 C>T
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS )
Concentracién en sangre de Tac Cp, (ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracién/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

3435 C>T
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS)
Concentracién en sangre de Tac Cp, (ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

2677 G>T/A
Dosis de Tac (mg/Kg/dia, + DS )
Concentracién en sangre de Tac Cp, (ng/ml, + DS)
Tac Ratio concentracion/dosis [(ng/ml)/(mg/kg/dia), + DS]

CcC
(n=20)
0.081 £0.029
8.6 £3.25
106.17 £27.13

cC
(n=21)
0.080 +0.028
8.10 £2.98
101.25 £ 26.03

GG
(n=23)
0.088 + 0.044
7.99 +3.38
90.79 + 19.53

ABCB1

DONANTES

TC
(n=40)
0.089 = 0.031
7.10 £2.99
79.77 = 29.01

TC
(n=28)
0.091 +0.030
7.51 £3.31
83.44 +22.98

TG/AT/AG
(n=36)
0.091 + 0.037
7.71 £2.12
84.72 + 19.69

TT
(n=14)
0.091 +0.033
7.58 + 3.50
83.29 + 13.61

TT
(n=25)
0.090 = 0.041
7.21 £3.53
80.11 + 23.65

TT
(n=15)
0.090 = 0.031
7.82 £3.36
86.88 + 22.93

0.089
0.123
0.345

0.912
0.981
0.321

0.119
0.853
0.201
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6.4. RECHAZO AGUDO CELULAR

La frecuencia de desarrollo de RAC en el grupo segun el genotipo de los

receptores fue de 10,2%; en el grupo segun el genotipo del donante fue de 10,2%
también, y se recoge en la tabla 75.

Tabla 75.- Rechazo agudo celular en ambos grupos de la muestra.

Receptores (n=98) Donantes (n=88)
Libre de rechazo agudo 88 79
Rechazo agudo 10 9

6.4.1. Efecto de los polimorfismos CYP3A5 en el
desarrollo de rechazo agudo celular

En el caso del CYP3AS5, los resultados se representan en funcién al SNP
expresado por genotipo de receptores y donantes. En primer lugar se recogen los
resultados cualitativos (rechazo Si/No), para continuar posteriormente con los
resultados del tiempo de aparicion y gravedad del RAC.

167



6.4.1.1. Rechazo agudo celular (CYP3AS5, receptores)

La frecuencia de RAC para el SNP *3/*3 (no expresor) fue del 9,4% (8),
mientras que para el SNP *1/*3 fue del 14, 3% (2) (Tabla 76, Figura 31)

Tabla 76.- Rechazo agudo celular en el grupo de receptores

*3/*3 (n=84) *1/*3, *1/*1 (n=14) | p
Libre de rechazo agudo 76 12 0,622
Rechazo agudo 8 2

80 - %

70 -

60 -

50 -

= 40 - u*3/%3

30 - *1/%3, %1/%1

20 +

10 - 14,3%

NO SI
Rechazo agudo ( CYP3A5 receptores)

Figura 31.- Representacion grafica del rechazo agudo celular en el grupo de
receptores.
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6.4.1.2. Rechazo agudo celular ( CYP3AS5, donantes)

La frecuencia de RAC para el SNP *3/*3 (no expresor) fue del 9,5% (7),
mientras que para el SNP *1/*38 y *1/*1 fue del 14, 3% (2). (Tabla 77, Figura 32)

Tabla 77.- Rechazo agudo en el grupo de donantes.

*3/3 (n=74)

*1/%3, *1/1 (n=14)

Libre de rechazo agudo

67

12

Rechazo agudo

7

2

0,613

91,5%

70

60 -

50

40 A

30 -

20 A

10 -

1

3%

NO

SI

Rechazo agudo (CYP3A5 donantes)

*3/3
%13, *1/41

Figura 32.- Representacion grafica del rechazo agudo celular en el grupo de

donantes.
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6.4.1.3. Tiempo hasta aparicion rechazo agudo celular
(CYP3ADS5, receptores)

El tiempo medio hasta desarrollar un RAC en el grupo del SNP *3/*3 fue de
41,38+26,83 dias. Para los expresores el tiempo medio fue de 17,00+1,41 dias
(p=0,042) (Tabla 78).

Tabla 78.- Tiempo medio de aparicion de rechazo agudo celular en el grupo de
receptores.

*3/*3 (n=8) 143, *1/*1 (n=2) | p
Tiempo medio (dias) 41,38 17,00 0,042
Desviacion tipica 26,83 1,41

6.4.1.4. Tiempo hasta aparicion rechazo agudo celular
(CYP3AS5, donantes)

El tiempo medio hasta desarrollar un RAC en el grupo del SNP *3/*3 fue de
42,43+28,47 dias. Para los expresores el tiempo medio fue de 26,00+15,55 dias. No
se alcanzaron diferencias estadisticas (Tabla 79).

Tabla 79.- Tiempo medio de aparicion de rechazo agudo celular en el grupo de
donantes.

*3/*3 (n=7) 143,141 (n=2) | p
Tiempo medio (dias) 42,43 26,00 0,098
Desviacidn tipica 28,47 15,55

6.4.1.5. Grado de rechazo agudo celular para el
CYP3A5

La frecuencia es la representada en la Tabla 80. El 100% (2) de los RAC
ocurridos en el grupo expresor fueron moderados. En el grupo no expresor el 50% (4)
fueron moderados y un 37,5% (3) graves (p=0,651).

Tabla 80.- Grado de rechazo agudo celular segun criterios de Banff.

*3/*3 (n=8) *1/*3, *1/*1 (n=2)
Leve 1 0
Moderado 4 2
Severo 3 0
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6.4.2. Efecto de los polimorfismos ABCB1 en el

desarrollo de rechazo agudo celular

En el caso del gen ABCB1, los resultados se representan en funcion al SNP
expresado por receptores y donantes. En primer lugar se recogen los resultados

cualitativos (rechazo Si/No), para continuar posteriormente con los resultad
tiempo de aparicién y gravedad del RAC.

os del

6.4.2.1. Rechazo agudo celular (ABCB1, receptores)

La frecuencia de RAC para el alelo 1236C>T en el SNP CC (wild-type) fue del
10,5% (4), para los SNPs mutantes CT y TT fue del 12,2% (5) y del 5,2% (1)

respectivamente (Tabla 81, Figura 33)

Tabla 81.- Rechazo agudo celular en el grupo de receptores (1236 C>T).

1236 C>T CC (n=38) CT (n=41) TT(n=19) |p
Libre de rechazo agudo 34 36 18 0,709
Rechazo agudo 4 5 1
40 87,8%
89,5%
35
30
25
94,8% mCC
= 20
BCT
15
TT
10 12,2%
10,5%
0
NO SI

Rechazo agudo (receptores)

Figura 33.- Representacion grafica del rechazo agudo celular en el grupo de

receptores (1236C>T).
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Aparecié RAC para el alelo 3435 C>T en el SNP CC (wild-type) en un 10% (3),
mientras que para los SNPs mutantes CT y TT fue del 3,6% (2) y del 18,5% (5)
respectivamente (Tabla 82, Figura 34)

Tabla 82.- Rechazo agudo celular en el grupo de receptores (3435 C>T)

3435 C>T

CC (n=30)

CT (n=41)

TT (n=27)

Libre de rechazo agudo

27

39

22

Rechazo agudo

3

2

5

0,191

40

35

30

25

15

10

NO

18,5%
10% 3,6

SI

Rechazo agudo (receptores)

mCC
BCT

TT

Figura 34.- Representacion grafica del rechazo agudo celular en el grupo de
receptores (3435 C>T).
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La frecuencia de RAC para el alelo 2677 G>T/A en el SNP GG (wild-type) fue
del 16,7% (4), mientras que para los SNPs mutantes GT/AT/AG y TT fue del 10,7% (4)
y del 5,2% (1) respectivamente (Tabla 83, Figura 35).

Tabla 83.- Rechazo agudo celular en el grupo de receptores (2677 G>T/A)

2677 G>T/A GG (n=35) GT/AT/AG (n=43) | TT (n=20) | p
Libre de rechazo agudo 30 39 19 0,666
Rechazo agudo 5 4 1
40
35
30
83,3%
25
GG
c 20
B GT/AT/AG
15
TT
10
10,7%

.5,2%

Sl
Rechazo agudo (donantes)

Figura 35.- Representacion grafica del rechazo agudo celular en el grupo de

receptores (2677 G>T/A)
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6.4.2.2. Rechazo agudo celular ( ABCB1, donantes)

La frecuencia de RAC para el alelo 1236C>T en el SNP CC (wild-type) fue del
17,3% (4), mientras que para los SNPs mutantes CT y TT fue del 6,3% (3) y del 11,1%

(2) respectivamente (Tabla 84, Figura 36).

Tabla 84.- Rechazo agudo celular en el grupo de donantes (1236 C>T).

1236 C>T CC (n=23) CT (n=47) TT(n=18) |p
Libre de rechazo agudo 19 44 16 0,357
Rechazo agudo 4 3 2
93,7%
40
35
30
25
ECC
20
mCT
15
TT
10 17,3%

NO
Rechazo agudo (donantes)

6,3%

SI

Figura 36.- Representacion grafica del rechazo agudo celular en el grupo de
donantes (1236 C>T).
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Aparecié RAC para el alelo 3435 C>T en el SNP CC (wild-type) en un 7,4%

(2), mientras que para los SNPs mutantes CT y TT fue del 15,2% (5) y del 7,1% (2)
respectivamente (Tabla 85, Figura 37)

Tabla 85.- Rechazo agudo celular en el grupo de donantes (3435 C>T)

3435 C>T
Libre de rechazo agudo
Rechazo agudo

CC (n=27) CT (n=33) TT (n=28)

25 28 26 0,496
2 5 2

30

25

20

15 ECC

uCT
T

10

NO
SI

Rechazo agudo (donantes)

Figura 37.- Representacion grafica del rechazo agudo celular en el grupo de
donantes (3435 C>T).
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La frecuencia de RAC para el alelo 2677 G>T/A en el SNP GG (wild-type) fue
del 7,4% (2), mientras que para los SNPs mutantes GT/AT/AG y TT fue del 9,3% (4) y
del 16,6% (1) respectivamente (Tabla 86, Figura 38).

Tabla 86.- Rechazo agudo celular en el grupo de donantes (2677 G>T/A).

2677 G>T/A GG (n=27) GT/AT/AG (n=43) | TT (n=18) | p
Libre de rechazo agudo 25 39 15 0,666
Rechazo agudo 2 4 3

40
35
30
25
BGG
c 20
BGT/AT/AG
15
TT
10
9,3%
5 16,6%
(=
0
NO SI

Rechazo agudo (donantes)

Figura 38.- Representacion grafica del rechazo agudo celular en el grupo de
donantes (2677 G>T/A).
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En la Tabla 87 se representa la frecuencia de aparicion de RAC excluyendo a
aquellos pacientes expresores del CYP3A5 (*1/*1 y *1/*3). La finalidad de excluir un
genotipo del CYP3A5 fue evitar el sesgo por influencia del metabolismo hepatico del
farmaco. No se alcanzaron diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 87.- Rechazo agudo celular en ambos grupos (receptor, donante)
excluyendo los paciente con genotipo CYP3A5 *1, y *1/*3 (n=14).

1236 C>T CC (n=34) CT (n=34) TT (n=16) | p

” Libre de rechazo agudo 30 30 16 0,714

w1 | Rechazo agudo 4 4 0

% 3435 C>T CC (n=27) CT (n=33) TT (n=24) | p

K | Libre de rechazo agudo 24 31 19 0,943

E") Rechazo agudo 3 2 3

% 2677 G>T/A GG (n=31) | GT/AT/AG (n=36) | TT (n=14) | p
Libre de rechazo agudo 27 33 13 0,198
Rechazo agudo 4 3 1
1236 C>T CC (n=20) CT (n=40) TT (n=14) | p
Libre de rechazo agudo 16 38 13 0,098

v | Rechazo agudo 4 2 1

E 3435 C>T CC (n=21) CT (n=28) TT (n=25) | p

< | Libre de rechazo agudo 19 25 23 0,324

% Rechazo agudo 2 3 2

Q| 2677 G>T/A GG (n=23) | GT/AT/AG (n=36) | TT (n=15) | p
Libre de rechazo agudo 22 33 12 0,134
Rechazo agudo 1 3 3

6.4.2.3. Tiempo hasta aparicion rechazo agudo celular
(ABCB1, receptores)

Para el alelo 1236 C>T el tiempo medio hasta desarrollar un RAC en el grupo

del SNP CC (wild-type) fue de 35,77+29,41 dias. Para los mutantes (CC,TT) el tiempo
medio fue de 28,45+13,21 dias (Tabla 88)

Tabla 88.- Tiempo medio de aparicion de rechazo agudo celular en el grupo de
receptores (1236 C>T).

1236 C>T CcC CTT p
Tiempo medio (dias) 35,77 28,45 0,122
Desviacidn tipica 29,41 13,23
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En el caso del alelo 3435 C>T el tiempo medio hasta desarrollar un RAC en el
grupo del SNP CC (wild-type) fue de 28,01+13,14 dias. Para los mutantes (CC,TT) el
tiempo medio fue de 31,88+22,18 dias (Tabla 89)

Tabla 89.- Tiempo medio de aparicion de rechazo agudo celular en el grupo de
receptores (3435 C>T).

3435 C>T CcC CTT p
Tiempo medio (dias) 28,01 31,88 0,393
Desviacidn tipica 13,14 22,18

Para el alelo 2677G>T/A el tiempo medio hasta desarrollar un RAC en el grupo
del SNP GG (wild-type) fue de 33,12+26,93 dias. Para los mutantes (GT/AT/AG/TT) el
tiempo medio fue de 26,85+14,02 dias (Tabla 90).

Tabla 90.- Tiempo medio de aparicion de rechazo agudo en el grupo de
receptores (2677 G>T/A).

2677 G>T/A GG GT/AT/AG/TT o]
Tiempo medio (dias) 33,12 26,85 0,761
Desviacion tipica 26,93 14,02

6.4.2.4. Tiempo hasta aparicion rechazo agudo celular
(ABCB1, donantes)

Para el alelo 1236 C>T el tiempo medio hasta desarrollar un RAC en el grupo
del SNP CC (wild-type) fue de 41,20+21,40 dias. Para los mutantes (CC,TT) el tiempo
medio fue de 27,75+12,91 dias (Tabla 91)

Tabla 91.- Tiempo medio de aparicion de rechazo agudo celular en el grupo de
donantes (1236 C>T).

1236 C>T CcC CTT p
Tiempo medio (dias) 41,20 27,75 0,902
Desviacidn tipica 21,40 12,91
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En el caso del alelo 3435 C>T el tiempo medio hasta desarrollar un RAC en el
grupo del SNP CC (wild-type) fue de 35,38+21,87 dias. Para los mutantes (CC,TT) el
tiempo medio fue de 29,43+27,27 dias (Tabla 92)

Tabla 92.- Tiempo medio de aparicion de rechazo agudo celular en el grupo de
donantes (3435 C>T).

3435 C>T CcC CTT o]
Tiempo medio (dias) 35,38 29,43 0,751
Desviacion tipica 21,87 27,27

Para el alelo 2677G>T/A el tiempo medio hasta desarrollar un RAC en el grupo
del SNP GG (wild-type) fue de 31,07+12,98 dias. Para los mutantes (GT/AT/AG/TT) el
tiempo medio fue de 39,81+21,73 dias (Tabla 93)

Tabla 93.- Tiempo medio de aparicion de rechazo agudo celular en el grupo de
donantes (2677 G>T/A).

2677 G>T/A GG GT/AT/AG/TT p
Tiempo medio (dias) 31,07 39,81 0,662
Desviacidn tipica 12,98 21,73

6.4.2.5. Grado de recHazo agudo celular para el
ABCB1

La frecuencia es la representada en la Tabla 94. Para el alelo 1236 C>T
expresor un 75% (3) fueron RAC moderados y un 25% (1) graves; mientras que para
los no expresores el 50% (3) desarrollaron RAC moderado, 33% (2) grave y un 17%
(1) leve (p=0,192).

Para el alelo 3435 C>T expresor el 100% (3) de los casos fueron RAC
moderados; mientras que para los no expresores un 43% (3) fueron RAC moderados,
otro 43% graves y un 14% (1 )RAC leves (p=0,832)

En el caso del gen 2677 G>T/A expresor un 80% (4) desarrollaron RAC
moderado y un 20% (1) leve; mientras que los no expresores desarrollaron un 60% (3)
de RAC graves y un 40% (2) moderados.

Tabla 94.- Grado de rechazo agudo celular segun criterios de Banff.

1236 C>T | CC (n=4) CT/TT (n=6)
Leve 0 1
Moderado 3 3
Severo 1 2

3435 C>T| CC (n=3) CT/TT (n=7)
Leve 0 1
Moderado 3 3
Severo 0 3

2677 G>T/A| GG (n=5) | GT/AT/AG//TT (n=5)
Leve 1 0
Moderado 4 2
Severo 0 3
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6.4.3. Analisis multivariante del rechazo agudo
celular

Se llevo a cabo un anélisis multivariante con el RAC como variable dependiente
(Tabla 95). La expresion del CYP3A5 como enzima activo resultdé como variable
independiente para el desarrollo de RAC con un coeficiente de 1,81 [1,32-3,01]
(p=0,045). Las demas variables independientes no se relacionaron con la aparicion de
RAC.

Tabla 95.- Analisis multivariante para los el rechazo agudo celular.

Coeficiente | Intervalo de p
confianza
CYP3AS5 expresor 1,81 [1,32-3,01] 0,045
1236C>T expresor 1,12 [0,88-1,25] 0,892
3435 C>T expresor 0,89 [0,66-1,29] 0,565
2677 G>T/A expresor 0,92 [0,74-1,54] 0,124
Dosis de Tac 1,08 [0,23-2,13] 0.312
Concentracién en sangre de Tac 1,98 [0.91-6,72] 0.122
Ratio concentracién/dosis 3,10 [1,27-7,31] 0.713
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6.5. FUNCION HEPATICA

Los datos recogidos se distribuyen en dos tablas diferenciando ambos grupos
de estudio (receptores/donantes). Se analiza en cada caso los parametros analiticos
de funcion hepatica agrupados para ambos genes (CYP3A5 y ABCB1) y los SNPs que
pueden expresar.

Se recogen las medias + DS de GOT (Ul/) [10-40 Ul/], GPT UI/) [7-40 Ul/], FA
(Ul/1) [60-300 UI/], GGT(UIM) [6-50 UI/, Bt (mg/dl) [0,2-1,2mg/dl]. Entre corchetes se
muestran los valores normales.

6.5.1. Grupo de receptores

Se recogen los datos siguientes en la tabla 96.

6.5.1.1. CYP3A5

GOT: para los no expresores los valores de GOT durante los 90 dias de
seguimiento presentaron niveles medios mas bajos que para el grupo expresor, sin
alcanzar diferencias estadisticas, salvo en el dia 7. La primera medicién (dia 3)
presentd valores medios mas elevados que en las visitas sucesivas en ambos grupos.

GPT: los niveles de GPT en el dia 7, 14,30 y 90 arrojaron valores medios mas
elevados en el grupo expresor (*1/*3) que en el SNP *3/*3. En el dia 1, el grupo no
expresor presentaron niveles mas altos de GPT, sin significacion estadistica.

FA: en los dias 3, 14, 30 y 90 el grupo de expresores mantienen niveles medios
de FA mas elevados, hallando significacién estadistica para los valores del dia 14. En
el dia 7, el grupo con la FA media mas alta fue el de los no expresores, sin hallar
diferencias.

GGT: se mantuvieron valores medios mas elevado en el grupo no expresor en
los dias 3, 7 y 90. Mientras que en los dias 14 y 30, fueron los no expresores los que
presentaron valores mas altos. No se alcanzé significacion estadistica.

Bilirrubina total: en todas las visitas, salvo en el dia 14, los niveles medios de Bt
fueron superiores en el grupo expresor, *1/*3. La medicion del dia 14 arroj6é valores
estadisticamente significativos.

6.5.1.2. ABCB1
a) 1236C>T

GOT: se obtuvieron valores medios mas elevados para el grupo mutante
(CT,TT) en los dias 3, 7 y 90. No se alcanzaron valores significativamente estadisticos.

GPT: en los dias 3, 30 y 90 los niveles mas altos de GPT los presentaron los
pacientes mutantes para el alelo 1236. En el dia 14 se alcanzé significacidén, para
niveles mas elevados en el grupo wild-type.

FA: los niveles medios de FA fueron mas altos en el grupo wild-type (CC) en el
dia 3 y 30 frente a los mutantes. No hubo diferencias en ninguno de los dias de
seguimiento.

GGT: se obtuvieron valores medios mas elevados para los mutantes en los
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dias 3, 7 y 90. No se alcanzaron diferencias.
Bilirrubina total: salvo en el dia 30, los niveles medios de Bt fueron superiores
en el grupo wild-type. No se hallaron diferencias estadisticas.

b)3435C>T

GOT: excepto en la primera visita (dia 3) los niveles medios de GOT se
mantuvieron mas altos en el grupo de mutantes (CT,TT). No se alcanzaron diferencias
estadisticas.

GPT: salvo en el dia 3, los niveles sanguineos medios de GPT estuvieron por
encima en el grupo wild-type. Sin diferencias estadisticas.

FA: en los dias 3, 14 y 30 los niveles medios mas altos de FA fueron
presentados por el grupo wild-type, sin diferencias estadisticas.

GGT: durante todo el seguimiento los niveles medios de GGT estuvieron por
encima en el grupo mutante. No hubo diferencias estadisticas.

Bilirrubina total: para el grupo mutante en los dias 3, 30 y 90 los niveles medios
de Bt fueron mas elevados que para el grupo salvaje. No se alcanzaron diferencias
estadisticas.

)2677G>T/A

GOT: durante todo el seguimiento el nivel medio de GOT se mantuvo mas
elevado en el grupo salvaje (GG). Los niveles de la primera visita se mantienen muy
por encima que en la revisiones sucesivas para ambos grupos. No se alcanzaron
diferencias.

GPT: en los dias 3 y 14 el grupo wild-type present6 valores medios de GPT
mas altos que en el grupo mutante (GT, AT, AG, TT). En el dia 3 se alcanzaron
valores estadisticamente significativos.

FA: salvo en la visita del dia 14, el grupo mutante presentd valores medios de
FA més altos, sin llegar a alcanzar diferencias estadisticas.

GGT: en los dias 3,14 y 90 los mutante tienen valores medios de GGT mas
elevados que los salvajes. Sin significacion estadistica.

Bilirrubina total: los niveles medios de Bt fueron mas altos en en el grupo wild-
type (GG) en los dias 3, 24 y 90. No se apreciaron diferencias estadisticas.

6.5.2. Grupo de donantes

Se recogen los datos siguientes en la tabla 97.

6.5.2.1. CYP3A5

GOT: para los no expresores los niveles de GOT durante los primeros 7 dias se
recogen valores medios mas bajos que para el grupo expresor, sin alcanzar
diferencias estadisticas. La primera medicién (dia 3) present6 valores medios mas
elevados que en las visitas sucesivas en ambos grupos.

182



GPT: los niveles de GPT en el dia 3,7, 30 y 90 arrojaron valores medios mas
elevados en el grupo expresor (*1/*3) que en el SNP *3/*3. En el dia 14, el grupo no
expresor se presentaron niveles medios mas altos de GPT, sin significacién
estadistica.

FA: en los dias 14, 30 y 90 el grupo de expresores mantienen niveles medios
de FA mas elevados, no hallando significaciébn estadistica en ninguna de las
mediciones.

GGT: se mantuvieron valores medios mas elevados en el grupo expresor
durante todo el seguimiento. No se alcanzé significacion estadistica.

Bilirrubina total: en los dias 3 y 30, los niveles medios de Bt fueron superiores
en el grupo expresor, *1/*3. Ninguna medicion arrojé valores estadisticamente
significativos. (tabla

6.5.2.2. ABCB1
a) 1236C>T

GOT: se obtuvieron valores medios méas elevado para el grupo mutante (CT,
TT) en los dias 3, 7 y 90. No se alcanzaron valores significativamente estadisticos.

GPT: sélo en el dia 3 se presentaron niveles medios mas altos de GPT para los
pacientes mutantes. Se alcanzé significacion estadista en la medicion del dia 3.

FA: los niveles medios de FA fueron mas altos en el grupo mutante (CT, TT) en
todo el seguimiento. No hubo diferencias en ninguno de los dias de seguimiento.

GGT: se obtuvieron valores medios mas elevados para los mutantes en los
dias 3, 14, 30 y 90. No se alcanzaron diferencias.

Bilirrubina total: los niveles medios de Bt fueron superiores en el grupo wild-
type en los dias 3 y 14. En el dia 14 los valores obtenidos arrojan diferencias
estadisticas.

b)3435C>T

GOT: durante los primeros 7 dias del seguimiento el nivel medio de GOT se
mantuvo mas elevado en el grupo mutante (CT, TT). No se alcanzaron diferencias
estadisticas.

GPT: salvo en el dia 3, los niveles sanguineos medios de GPT estuvieron por
encima en el grupo mutante. Sin diferencias estadisticas.

FA: en los dias 3, 7 y 90 los niveles medios mas altos de FA fueron
presentados por el grupo mutantes, sin diferencias estadisticas.

GGT: en los dias 7, 30 y 90 los niveles medios de GGT estuvieron por encima
en el grupo wild-type (CC). No hubo diferencias estadisticas.

Bilirrubina total: para el grupo mutante en los dias 3, 14 y 30 los niveles medios
de Bt fueron mas elevados que para el grupo salvaje. No se alcanzaron diferencias
estadisticas.

183



C)2677G>T/A

GOT: en los dias 3 y 14 los niveles medios de GOT se mantuvieron mas
elevados en el grupo salvaje (GG). No se alcanzaron diferencias.

GPT: durante todo el seguimiento el grupo wild-type presentd valores medios
de GPT mas altos que en el grupo mutante (GT, AT, AG, TT). No se alcanzaron
valores estadisticamente significativos.

FA: el grupo mutante presentd valores medios de FA mas altos en los dias 7
90, sin llegar a alcanzar diferencias estadisticas.

GGT: en los dias 7, 30 y 90 los mutante tienen valores medios de GGT mas
elevados que los salvajes. Sin significacion estadistica.

Bilirrubina total: los niveles medios de Bt fueron mas altos en en el grupo
mutante en todas las visitas, salvo en el dia 14. No se apreciaron diferencias
estadisticas.
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Tabla 96.- Perfil hepatico segun genotipo del receptor RECEPTORES
CYP3A5 ABCB1
1236 C>T 3435 C>T 2677 G>T/A
*3/*3 *1/3,*1/*1 p cc CT,TT p cc CT,TT p GG GT,AT,AGTT| p

GOT, | 61103461 | 59733801 | 0.145| 71,42:31,80 | 81,335x41,72 | 0.077 | 73,83+29,91 70,18+31,85 | 0.334 | 77,59+38,93 72,91+41,01 0.099
GOT, | 1053+20,31 | 14,72x29.91 | 0.045| 19,87x26,42 | 21,66x30,77 | 0.057 | 12,3311,31 23,11x20,14 | 0.198 | 21,76x20,41 19,61x22,12 | 0.912
GOT,, | 120122271 | 192223171 | 0.125| 16,91229,88 11,73+34,27 | 0.097 | 17,33+31,31 21,12+12,05 | 0.665| 18,75+28,13 11,61+30,05 | 0.500
GOTa | 179922542 | 21,42:3247 | 0.082| 19,61£32,01 16,09+31,47 | 0.198 | 22,09+23,98 | 29,20+19,96 | 0.129 | 21,64+22,21 20,44+33,12 | 0.210
GOTg | 19733274 | 21,4229,03 | 0.871 | 17,07+22,38 19,99+34,26 | 0.233 | 18,82+29,10 | 22,14+29,52 | 0.509 | 21,43+22,60 19,09+34,91 0.076
GPT; | 779025573 | 81,24x39,01 | 0.988| 69,19+3389 | 77,61x4193 | 0.907 | 6823+42,34 | 71,14x3991 | 0.455| 77,45+50,91 63,62+41,59 | 0.049
GPT, | 19422991 | 2278+39,64 | 0.337| 21,18+33,91 18,03+35,37 | 0.705| 20,55+34,01 19,12+19,51 | 0.880 | 21,95+33,51 22,99+3256 | 0.152
GPT,, | 238923133 | 24,02:36,02 | 0923 2272+21,10 19,03+30,07 | 0.039| 26,41+32,71 25,03+29,72 | 0.714 | 24,00+29,91 21,34+28,77 | 0.314
GPTs, | 18662837 | 2375:31,03 | 0.105| 21,77+29,61 22,21x21,99 | 0.907 | 25,41+30,91 24,65+31,72 | 0.235| 21,74+31,62 23,32+31,99 | 0.488
GPTgo | 193323145 | 24,22:29,70 | 0.095| 20,90+31,78 | 21,63%31,17 | 0.729 | 19,35+33,01 18,06+31,66 | 0.925 | 19,44+21,14 23,77+34,02 | 0.951
FA; 393+422,04 | 412,82+399,66 | 0.988 | 460,71+429,58 | 381,73+349,27 | 0.097 | 432,55+431,51 | 399,21+433,32 | 0.653 | 421,75+428,33 | 433,41+450,57 | 0.931
FA, 90,31+100,91 | 88,30+110,32 | 0.245 | 88,73+109,81 | 101,32+94,77 | 0.088 | 97,10+107,99 | 100,40+123,77 | 0.305 | 99,77+121,39 | 111,931x99,21 | 0.900
FA, 81,45+91,30 | 89,26+103,99 | 0.024 | 79,98+99,13 | 83,75:94,27 | 0.072| 91,03+98,75 | 90,13+101,76 | 0.712| 91,45+99,08 87,731191,46 | 0.913
FAj, |7977#102,41 | 89,34x92,03 | 0.065| 86,71:99,83 | 83,48:94,71 | 0.971| 97,13x100,65 | 89,14x110,51 | 0.635| 91,99x81,22 98,43+105,43 | 0.789
FAg, | 8819+102,34 | 9426+103,55 | 0.185| 89,71x91,09 | 91,35:94,79 | 0.794 | 87,35:91,91 91,02+92,53 | 0.717 ] 89,95+89,09 91,61x100,12 | 0.676
GGT; | 71214190 | 85354172 | 0.044 | 69,73x42,31 81,14£59,91 | 0.055 | 79,52+37,60 | 87,38+41,82 | 0.977 | 83,03+49,01 90,98+41,58 | 0.124
GGT, | 19702922 | 21,36+31,32 | 0.471| 21,45+31,91 29,02+29,16 | 0.480 | 19,97+32,32 | 26,74+31,90 | 0.537 | 21,43+14,71 19,41+30,54 | 0.798
GGTy, | 151622721 | 143523375 | 0.687| 20,11227,13 16,63+28,43 | 0.104 | 16,16+26,89 | 21,60+31,67 | 0.397 | 18,66+32,21 19,45+26,95 | 0.235
GGTao | 186122851 | 17,22:31,01 | 0.938| 18,11£2517 | 17,95:29,20 | 0.942| 16,71x24,11 18,99+27,33 | 0.595 | 20,19+31,93 16,21+28,90 | 0.291
GGTgo | 15192598 | 18,37x29,93 | 0.133| 17,43:2344 | 19,95+29,76 | 0.325| 16,14x26,35 18,91+24,36 | 0.533 | 17,42+31,33 20,40+21,03 | 0.599
Bt; 1,41£2,91 1,52+3,05 0273 1,91+3,98 1,53+3,17 | 0.073| 1,63+4,31 1,89+3,95 0.697 | 1,75+4,06 1,413,95 0.331
Bt, 0,99+4,71 1,02+4,53 0.761| 0,98+3,98 0,93+4,29 0.197| 1,06+4,61 0,93+4,25 0235| 1,013,93 1,2123,05 0.520
Btis 0,98+3,71 0,71%2,99 0.029] 0,91x2,82 0,83+3,27 | 0.997| 0,93%3,19 0,92+3,05 0.065| 0,95+3,31 0,81+3,22 0.312
Bt 0,89+2,07 0,92+3,01 0.331| 0,87+2,91 0,93+2,20 0.823| 0,83+3,16 0,92+296 | 0.332| 0,85+2,44 0,91%2,12 0.532
Btso 0,79+2,33 0,82+3,04 | 0511 0,81+2,98 0,80+2,07 | 0.123| 0,75+3,83 0,82+3,05 0.703| 0,85+2,05 0,78+3,15 0.122
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Tabla 97.- Perfil hepatico segun genotipo donantes DONANTES
CYP3A5 ABCB1
1236 C>T 3435 C>T 2677 G>T/A
*3/*3 *1/*3,*1/*1 p CcC CT, TT p CcC CT,TT p GG GT,AT,AG,TT| p

GOT,; | 69734231 81,14+59,91 | 0.235] 71,21+41,90 | 85,35+41,72 | 0.044 | 69,73+42,31 81,14£59,91 | 0.055| 61,10+34,61 59,73+38,01 0.145
GOT; | 21,45:31,91 29,02+29,16 | 0.789 | 19,70+29,22 | 21,36+31,32 | 0.471| 21,45+31,91 29,02+29,16 | 0.480 | 21,95+33,51 22,99+32,56 0.152
GOT,, | 26413271 25,03+29,72 | 0.676 | 20,11+27,13 | 16,63+28,43 | 0.104 | 26,41+32,71 25,03+29,72 | 0.714 | 24,00+29,91 21,34+28,77 | 0.314
GOT5, | 25413091 24,65+31,72 | 0.073 | 18,11x25,17 | 17,95+29,20 | 0.942| 25,41+30,91 24,65+31,72 | 0.235] 17,99+25,42 21,42+32,47 0.082
GOTg | 19.35+33,01 18,06+31,66 | 0.197 | 17,43+23,44 | 19,95+29,76 | 0.325| 19,35+33,01 18,06+31,66 | 0.925| 19,73+32,74 21,42+29,03 0.811
GPT, 79,52+37,60 87,38+41,82 | 0.997 | 83,03+49,01 | 90,98+41,58 | 0.029 | 73,83+29,91 70,18+31,85 | 0.334 | 77,59+38,93 72,91+41,01 0.099
GPT; 21,95+33,51 22,99+32,56 | 0.823 | 21,43x14,71 | 19,41+30,54 | 0.798| 12,33x11,31 23,11x20,14 | 0.198 | 21,76+20,41 19,61+22,12 0.912
GPT,, | 24002991 21,3428,77 | 0.123 | 26,41+32,71 | 25,03+29,72 | 0.714| 17,33+31,31 21,12+12,05 | 0.665| 18,75+28,13 11,61x30,05 0.065
GPT,, | 21,74%31,62 23,32+31,99 | 0.697 | 25,41+30,91 | 24,65+31,72 | 0.235| 22,09+23,98 29,20+19,96 | 0.129 | 21,64+22,21 20,44+33,12 0.185
GPTg | 19442114 | 2377:34,02 | 0.235| 19,35:33,01 | 18,06+31,66 | 0.925| 18,82+29,10 22,14+29,52 | 0.509 | 21,43+22,60 19,09+34,91 0.145
FA; 432,55+431,51 | 399,21+433,32 | 0.997 | 393+422,04 | 412,82+399,66 | 0.097 | 421,75+428,33 | 433,41+450,57 | 0.931 | 460,71+429,58 | 381,73+349,27 | 0.097
FA, 90,31+100,91 | 88,30+110,32 | 0.823 | 91,99+81,22 | 98,43+105,43 | 0.305 | 99,77+121,39 | 111,93199,21 | 0.900 | 97,10+107,99 | 100,40+123,77 | 0.125
FA14 81,45:91,30 | 89,26+103,99 | 0.123 | 89,95:89,09 | 91,61+100,12 | 0.712| 91,45+99,08 | 87,731x91,46 | 0.913| 91,03+98,75 90,13+101,76 | 0.082
FAso 91,99+81,22 | 98,43+105,43 | 0.055 | 79,77+102,41 | 89,34+92,03 | 0.971 | 97,13£100,65 | 89,14+110,51 | 0.635| 86,71+99,83 83,48+94,71 0.811
FAqo 89,95+89,09 | 91,61x100,12 | 0.480 | 88,19+102,34 | 94,26+103,55 | 0.794 | 87,35+91,91 91,02£92,53 | 0.717 | 89,71+91,09 91,35+94,79 0.331
GGT,; | 79.52+37,60 87,38+41,82 | 0.714 | 71,21+41,90 | 85,35+41,72 | 0.076 | 83,03+49,01 90,98+41,58 | 0.124 | 77,45+50,91 63,62+41,59 0.520
GGT,; | 16,16+26,89 21,60+31,67 | 0.235] 16,91+29,88 | 11,73+34,27 | 0.152| 22,72+21,10 19,03+30,07 | 0.129 ]| 21,95+33,51 22,99+32,56 0.065
GGT,, | 16712411 18,99+27,33 | 0.925| 12,0122,71 | 19,22+31,71 | 0.314| 21,77+29,61 22,21+21,99 | 0.665| 24,00+29,91 21,34+28,77 | 0.332
GGT,, | 16142635 18,91+24,36 | 0.977 | 17,99+2542 | 21,42+32,47 | 0.665| 20,11+27,13 16,63+28,43 | 0.129| 17,33+31,31 21,12+12,05 0.703
GGTy | 17432344 19,95+29,76 | 0.152 | 19,73+32,74 | 21,42+29,03 | 0.129] 18,11+25,17 17,95+29,20 | 0.509 | 22,09+23,98 29,20+19,96 0.676
Bt, 1,66+4,31 1,99+3,95 0.314] 1,854,06 1,61+3,95 0.273| 1,81+3,98 1,83+3,17 0.073| 1,81x2,91 1,92+3,15 0.073
Bt, 1,06+4,61 0,93+4,25 0.488] 1,01£3,93 1,213,05 0.761 0,98+3,98 0,93+4,29 0.197 | 0,92+4,71 1,12+4,33 0.197
Bty 0,99+2,82 0,83+3,27 0.951] 0,98+3,19 0,87+3,05 0.032| 0,85+3,31 0,91%3,22 0.312| 0,98+3,71 0,71x2,19 0.314
Btso 0,83+2,91 0,93+2,20 0.988] 0,813,16 0,92+2,96 0.331 0,86+2,94 0,91+2,12 0.532] 0,89+2,07 0,96=+3,21 0.082
Btso 0,91+2,98 0,80+2,07 0.245] 0,75+3,83 0,82+3,05 0.511 0,89+2,35 0,78+3,15 0.122] 0,75+2,33 0,85+3,14 0.823
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6.5.3. Funcion hepatica y rechazo agudo celular

Se analiz6 la funcién hepatica diferenciando pacientes que habian presentado
RAC durante el estudio.

Se obtienen valores de GOT, GPT y Bt estadisticamente significativos para
aquellos pacientes que presentaron RAC en el grupo de receptores (Tabla 98). Los
valores de GOT son hasta 6 veces superiores en el grupo con RAC, mientras que la
GPT se eleva al doble en dicho grupo, al igual que la Bt.

Para el grupo de donantes aparecieron diferencias estadisticamente
significativas para los valores de GOT, GPT, GGT y Bt, mas elevados en aquellos
pacientes con RAC (Tabla 99). En el grupo con RAC la GOT se encuentra elevada
hasta en 6 veces los valores de los pacientes que no lo desarrollan. La GPT, GGT y
Bt estan duplicadas en el grupo con RAC.

Tabla 98.- Perfil hepatico en el grupo receptor segun aparicion o no de rechazo

agudo celular.

Rechazo | Norechazo | p
(n=10) (n=88)
GOT | 89.66+91,45 14,45+39,15 | 0.045
GPT | 5222+4590 | 23,01+23,19 | 0.035
FA 123,10+ 25,79 | 88,32+30,66 | 0.061
GGT | 359127,48 18,10+£31,75 | 0.082
Bt 1,73+2,74 0,82+0,93 0.011

Tabla 92.- Perfil hepatico en el grupo donante segun aparicion o no de rechazo

agudo celular.

Rechazo | Norechazo | p
(n=9) (n=79)
GOT | 87.55+93,57 | 16,33+38,00 | 0.022
GPT | 5320+44,70 | 20,34 +24,18 | 0.041
FA 133,12 £23,90 | 89,16 +31,75 | 0.051
GGT | 39.10+£37,69 | 17,23+30,72 | 0.002
Bt 1,90 + 2,81 0,79+0,91 | 0.030
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6.6. FUNCION RENAL

Los datos recogidos se distribuyen en dos tablas diferenciando ambos grupos
de estudio (receptores/donantes). Se analiza en cada caso los parametros analiticos
de funcion hepatica agrupados para ambos genes (CYP3A5 y ABCB1) y los SNPs que
pueden expresar.

Se empled el test no-paramétrico de Mann-Whitney para comparar la medias
de los diferentes parametros entre los grupos de comparacién. Se recogen las medias
+ DS de Cr (mg/dl) [0.6-1,10 mg/dl], Urea (mg/dl) [7-20 Ul/], ACr (ml/min) [88-128
mil/min], FG (ml/min/1.73 m2) [90-120 mI/min/1.73 m2].

6.6.1. Grupo de receptores

Se recogen los datos siguientes en la tabla 100.

6.6.1.1. CYP3A5

Cr: salvo en la medicion del dia 14, los niveles medios de Cr son mas altos en
el grupo no expresor (*1/*3). En el dia 3 (primera visita) se alcanzaron diferencias
estadisticamente significativas.

Urea: excepto en la tercera medicion, dia 14, los niveles medios de urea se
encuentran por encima en el grupo de expresores. No se hallaron diferencias.

ACr: durante todo el periodo de seguimiento los niveles de ACr estan reducidos
en el grupo expresor, con diferencia estadisticas en las cinco visitas de control.

FG: a lo largo del seguimiento los niveles medios de FG estan por debajo en el
grupo expresor, alcanzandose diferencias estadisticas sélo en la primera visita (dia 3).

6.6.1.2. ABCB1
a) 1236C>T

Cr: los niveles medios de Cr se mantienen mas altos en el grupo wild-type (CC)
durante los 90 dias de seguimiento. Se alcanzaron diferencias estadisticas para los
valores obtenidos en el dia 14.

Urea: salvo en el dia 30, los niveles medios de urea se presentan mas
elevados en el grupo wild-type. No hubo diferencias estadisticamente significativas.

ACr: los valores de ACr fueron mas altos en el grupo wild-type (CC) durante
todo el seguimiento, excepto la medicion del dia 14. Se alcanzaron diferencias para
los valores obtenidos en los dias 7 y 30.

FG: excepto en el dia 14, los niveles de FG fueron inferiores en el grupo
mutante. No hubo diferencias estadisticas.

b)3435C>T
Cr: los niveles medios de Cr se mantienen mas altos en el grupo wild-type (CC)
durante los 3 primeros dias de seguimiento, para presentarse por debajo de los del

grupo mutante, en las demas mediciones del seguimiento. No se alcanzaron
diferencias estadisticas.
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Urea: salvo en el dia 14 y 90, los niveles medios de urea se presentan mas
elevados en el grupo wild-type. No hubo diferencias estadisticamente significativas.

ACr: los valores de ACr fueron mas altos en el grupo wild-type (CC) durante
todo el seguimiento, excepto la medicion del dia 90. Se alcanzaron diferencias para
los valores obtenidos en los dias 7, 14 y 30.

FG: excepto en el dia 3 y 90, los niveles de FG fueron inferiores en el grupo
mutante. Se alcanzaron diferencias estadisticas en los dias 14 y 30.

)2677G>T/A

Cr: los niveles medios de Cr se mantienen mas altos en el grupo mutante (GT,
AT, AG, TT) durante todo el seguimiento salvo en la medicion del dia 90. No se
alcanzaron diferencias estadisticas.

Urea: durante todo el periodo de seguimiento los niveles medios de urea se
presentan mas elevados en el grupo mutante. Hubo diferencias estadisticamente
significativas para los valores obtenido en los dias 30 y 90.

ACr: los valores de ACr fueron mas altos en el grupo wild-type (CC) durante
todo el seguimiento, excepto la medicion del dia 3. Se alcanzaron diferencias para los
valores obtenidos en los dias 7, 14, 30 y 90.

FG: excepto en el dia 90, los niveles de FG fueron inferiores en el grupo
mutante. Se alcanzaron diferencias estadisticas en los dias 7 y 30.

6.9.2. Grupo de donantes

Se recogen los datos siguientes en la tabla 101.

6.9.2.1. CYP3A5

Cr: salvo en la medicion del dia 30, los niveles medios de Cr son més altos en
el grupo no expresor (*1/*3). No se alcanzaron diferencias estadisticamente
significativas.

Urea: excepto en la primera mediciéon, dia 3, los niveles medios de urea se
encuentran por encima en el grupo de no expresores. No se hallaron diferencias.

ACr: durante todo el periodo de seguimiento los niveles de ACr estan reducidos
en el grupo expresor, con diferencia estadisticas en las cinco visitas de seguimiento.

FG: a lo largo del seguimiento los niveles medios de FG estan por debajo en el
grupo expresor, alcanzandose diferencias estadisticas sélo en la primera visita (dia 3).

6.9.2.1. ABCB1

b) 1236C>T

Cr: los niveles medios de Cr se mantienen mas altos en el grupo wild-type (CC)
en los dias 3 y 14 de seguimiento. No se alcanzaron diferencias estadisticas.

Urea: en el dia 3, 7 y 90 los niveles medios de urea se presentan mas elevados
en el grupo wild-type. No hubo diferencias estadisticamente significativas.
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ACr: los valores de ACr fueron mas altos en el grupo mutante (CC) durante
todo el seguimiento. No se alcanzaron diferencias para los valores analizados.

FG: excepto en el dia 7, los niveles de FG fueron inferiores en el grupo salvaje.
No hubo diferencias estadisticas.

b)3435C>T

Cr: los niveles medios de Cr se mantienen mas altos en el grupo wild-type (CC)
durante todo el seguimiento salvo en la medicion del dia 7. No se alcanzaron
diferencias estadisticas.

Urea: salvo en el dia 7, los niveles medios de urea se presentan mas elevados
en el grupo mutante (CT, TT). No hubo diferencias estadisticamente significativas.

ACr: los valores de ACr fueron mas altos en el grupo wild-type (CC) durante
todo el seguimiento, excepto la medicion del dia 7. No se alcanzaron diferencias para
los valores estudiados.

FG: excepto en el dia 7, los niveles de FG fueron inferiores en el grupo
mutante. No se alcanzaron diferencias estadisticas.

C)2677G>T/A

Cr: los niveles medios de Cr se mantienen mas altos en el grupo mutante (GT,
AT, AG, TT) durante todo el seguimiento. No se alcanzaron diferencias estadisticas.

Urea: durante todo el periodo de seguimiento los niveles medios de urea se
presentan mas elevados en el grupo salvaje (GG). Hubo diferencias estadisticamente
significativas para los valores obtenido en los dias 7 y 14.

ACr: los valores de ACr fueron méas bajos en el grupo wild-type (CC) durante
todo el seguimiento, excepto la medicion del dia 3. No se alcanzaron diferencias
estadisticamente significativas.

FG: durante todo el periodo los niveles de FG fueron inferiores en el grupo wild-
type. No se alcanzaron diferencias estadisticas en el analisis.
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Tabla 100.- Perfil renal segun genotipo del receptor.

RECEPTORES
CYP3A5 ABCB1
1236 C>T 3435 C>T 2677 G>T/A
*3/*3 1311 | p ccC CT, TT p ccC CT,TT p GG GT,AT,AG,TT| p
Cr; 0,8120,20 1,01+0,25 0,039 0,92 0,24 0,83+0,22 0,087] 0,82+0,23 0,79+0,15 0,533 0,81+0,19 0,87+0,25 0,264
Cry 1,08+0,39 1,14£0,35 | 0,569 1,35+0,45 0,94+0,25 0,088 0,96+0,39 0,98+0,21 0,558 1,08+0,43 1,15+0,36 0,256
Cris 1,01+0,31 0,91+0,18 | 0,539 1,05+0.33 0,99+0,21 0,011 0,99+043 1,01+0,33 0,816 1,04+0,20 1,19+0,46 0,403
Cr30 1,08+0,34 1,16+0,45 0,487 1,32+0,46 1,00+0,17 0,593 0,75+0,10 0,99+0,07 0,832 1,04+0,24 1,16+0,35 0,409
Cl‘go 1,10+0,37 1,12+0,24 0,575 1,28+0,41 1,02+0,30 0,587 0,97+0,46 0,99+0,17 0,324 1,01+£0,19 0,99+0,24 0,104
Ureas 35,01+19,71 | 41,64+£10,52 | 0,887 | 39,39+14,76 | 37,00+23,56 | 0,370 | 39,03+28,89 31,02£9,22 | g 125| 30,9449,13 38,78+15,06 0,084
Urea; 46,82+28,08 | 54,86+18,83 | 0,569 | 69,34+32,22 38,05+4,87 | 0,377 | 51,66+42,14 | 39,85+15,11 | 0,876 | 44,09+21,51 54,90+34,91 0,188
Ureais | 48,98+21,67 | 46,75+19,87 | 0,223 | 58,47+26,16 | 36,79+11,79 | 0,173 32,69+9,62 37,17+11,70 | 0,916 | 43,66+21,85 47,74+24,62 0,147
Ureaszg | 43,01222,34 | 47,67+15,66 | 0,071 | 44,02+25,13 | 45,32+21,77 | 0,169 | 41,14+37,27 | 39,40+14,40 | 0,196 | 36,56+14,06 46,44+28,30 0,009
Ureagg | 42,47+26,8 | 51,4020,50 | 0,306 | 50,36+30,83 | 43,41+2562 | 0 166 | 40,42+31,78 | 41,12+17,79 | g 152 39,76+30,19 42,01£32,12 0,007
ACr; 126,89+36,45 | 78,93+10,55 | 0,036 | 119,99+39,91 | 108,89+30,83 | g 7177 | 125,26+39,50 | 120,95+36,28 | g 103 | 105,66+28,13 116,25+36,43 0,117
ACr; 99,80+36,97 | 72,80+18,43 | 0,041 ] 106,10+39,10 | 75,75+23,29 | g 040 | 109,99+40,41 | 98,15+32,84 | g 0718 | 84,77+29,51 77,51+£23,84 0,007
ACrq4 96,99+32,89 | 75,43+29,84 | 0,051 | 83,44+33,12 | 99,45+29,12 | 0 0471 | 128,86+37,81 | 93,28+22,65 | 0,079 | 82,20+21,99 76,26+26,65 0,049
ACr3g 97,57433,33 | 70,48+16,64 | 0,032 ] 95,43+25,00 | 78,46+27,41 | 0,207 | 113,35+47,70 | 98,10£32,40 | g p27| 84,86+24,37 77,33+29,92 0,050
ACrqg 99,69£37,74 | 72,10+16,02 | 0,045 ] 96,54+31,89 | 83,67+35,98 | 0,123 ] 89,73+41,16 | 91,27+39,90 | 9,813 | 90,12+£39,12 82,18+27,21 0,037
FG; 106,08+28,45 | 84,43+23,69 | 0,023 | 103,51+26,97 | 92,24+29,52 | 0,283 | 104,27+26,61 | 108,46+25,71 | o gg7 | 109,17+25,66 96,20+26,97 0,106
FG, 81,14+23,23 | 74,08+28,47 | 0,325 89,56+21,74 | 61,92+17,12 | 0,912 91,52+26,74 | 85,83x18,42 | p 636 | 83,06+24,30 73,05+20,00 0,017
FGi, 82,25+22,92 | 70,42+14,92 | 0,408 | 74,94+15,16 | 82 11+23,15 | 0,906 | 106,44+20,45 | 83,85x12,45 | g 0471 | 81,61+19,99 75,46+19,83 0,060
FGso 80,60+23,57 | 71,30+21,35 | 0,089 ] 84,39+18,15 | 67,94+20,51 | 0,910 | 96,62+27,07 | 82,86x19,06 | p,0718 | 84,89+19,03 71,59+20,34 0,048
FGgo 80,98+22,77 | 73,46+23,12 | 0,130 | 86,31£17,75 | 63,52+18,45 | 0,100 71,12+19,12 | 78,45x19,77 | g9 193 | 72,14+18,72 73,19+21,68 0,663
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Tabla 101.- Perfil renal segun genotipo del donante.

DONANTES
CYP3A5 ABCB1
1236 C>T 3435 C>T 2677 G>T/A
*3/*3 *1/*3,*1/*1 p CC CT,TT p CcC CT,TT p GG GT,AT,AG,TT p
Cr; 0,79+0,20 0,97+0,13 | 0,217 0,88+0,17 0,79+0,23 0,099 0,78+0,17 0,86+0,21 0,106 0,81+0,23 0,79+0,20 0,687
Cr; 1,07+0,41 1,2210,26 | 0,103 1,06+0,29 1,100,46 0,067 1,18+0,52 0,98+0,28 0,101 1,17+0,40 1,05+0,44 0,693
Cria 1,06+0,33 1,1920,37 | 0,248 1,19+0,40 1,06+0,33 0,698 1,02+0,27 1,08+0,38 0,069 1,14+0,36 1,000,25 0,299
Crs3 1,11+0,39 1,0720,25 | 0,305 1,09+0,27 1,12+0,42 0,652 1,05+0,31 1,05+0,37 0,082 1,18+0,41 1,05+0,40 0,293
Crgo 1,03+0,95 1,0420,20 | 0,774 1,05+0,30 1,08+0,49 0,189 1,04+0,41 1,06+0,56 0,516 1,09+0,32 1,06+0,38 0,072
Ureas 35,11+20,58 | 36,00+7,72 | 0,702 | 33,96+7,12 38,45+25,02 | 0,207 | 30,24+12,98 | 38,24+24,51 | 0,516 | 39,00+18,40 33,89+24,37 0,084
Ureay 47,00£29,50 | 44,75+10,23 | 0,882 | 42,22+13,02 | 49,87+34,36 | 0,832 | 49,89+41,39 | 38,45+11,77 | 0,982 | 59,89+37,71 40,78+22,59 0,015
Ureais | 42,94+2350 | 42,09+8,79 | 0,784 | 52,33+27,31 40,61+21,10 | 0,792 | 39,60+18,02 | 43,52+26,68 | 0,982 | 45,56+20,58 36,74+17,59 0,025
Ureaszy | 42,92:+28,51 38,56+6,60 | 0,795 | 42,00+10,20 | 42,92+31,57 | 0403 | 38,89+16,60 | 42,11x30,16 | 0,121 | 44,96+29,94 41,38+29,67 0,364
Ureagy | 40.23+31,14 | 39,12+1219 | ge2 | 41,99+12,34 | 43,03£10,13 | o259 | 41,32+12,99 | 43,85:21,07 | 0,109 | 45,60+28,04 42,67+31,08 0,343
ACr; 130,60+36,33 | 88,96+8,22 | 0,017 | 101,02+27,58 | 138,86+35,02 | 9307 | 130,37+36,36 | 114,66+38,23 | 0,134 | 133,77+33,55 131,87+37,32 0,274
ACr; 102,27+37,62 | 73,45+17,56 | 0,032 | 86,98+29,28 | 106,70+39,08 | 0184 | 94,61+38,84 | 103,34+43,04 | 0,167 | 95,05+25,94 106,08+43,41 0,274
ACrq4 99,91+34,08 | 76,00+17,33 | 0,500 | 74,92+19,53 | 104,93+33,02 | 0,078 | 103,75+41,26 | 90,97+31,12 | 0,545 | 94,72+25,31 106,47+35,73 0,09
ACr3 102,26+39,15 | 81,28+14,92 | g g42 | 81,91+13,91 | 105,09+40,09 | o 117 | 107,28+47,42 | 97,37+34,24 | 0,546 | 94,87+31,57 111,58+47,84 0,096
ACrg 100,24+41,13 | 83,14£16,12 | 0,041 | 85,31£14,12 | 100,14241,45 | 0,922 | 105,33+41,20 | 99,14+35,98 | 0,693 | 99,45+34,60 107,00+42,11 0,682
FGs 108,95+28,85 | 85,42+16,60 | 0,008 | 98,65+25,59 | 107,26+30,06 | g .g77 | 112,38+26,81 | 101,45+26,07 | 0,689 | 103,89+33,46 109,43+26,38 0,682
FG-, 82,49+24,28 | 75,00£19,13 | g p3p | 82,00£22,74 | 81,89+25,62 | gogp3 | 79.28+24,50 | 88,03+22,17 | 0,104 | 74,30+24,97 84,9722 51 0,835
FGis 83,02+23,05 | 75,90+18,20 | 0,641 | 72,35+18,01 83,78+22,19 | 0,812 | 8576+27,37 | 81,54+19,17 | 0,103 | 78,36+20,24 87,58+23,90 0,832
FGso 81,94+24,22 | 74,89+17,06 | o 47g | 74,08+16,82 | 81,63+25,38 | 3p | 90,94229,41 80,21+17,85 | 0,407 | 74,09+20,19 89,87+27,56 0,244
FGoo 84,44+25,72 | 75,89x19,12 | (5 193 | 76,35%16,99 79,94x2213 | 9o | 91,12+25,34 85,23+18,48 | 0,404 | 75,34+21,11 84,72+29,55 0,210
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6.7. ACONTECIMIENTOS ADVERSOS RELACIONADOS
CON TACROLIMUS

Los resultados de este apartado (cualitativos) se agrupan en tablas de
contingencia. Se consideraron aquellos efectos indeseables descritos en la literatura
como habituales por uso de tacrolimus. Los efectos adversos raros 0 excepcionales no
se tuvieron en cuenta en este andlisis, aunque en el caso de aparecer si fueron
recogidos en el CRD y comunicados de forma pertinente.

6.7.1. Efectos adversos globales

Se analizan tanto los efectos secundarios derivados de la sobrexposicion del
tacrolimus, asi como los desarrollados por el uso crénico del mismo. Se excluyeron las
enfermedades infecciosas oportunistas, por no estar contempladas en las variables
objetivo del estudio.

Se recogen los efectos secundarios globales “brutos”, teniendo en cuenta que
algunos pacientes ya presentaban algun desorden antes de recibir la
inmunosupresion.

En total, 40 pacientes (40,9%) desarrollaron uno o0 mas alteraciones
relacionadas con la inmunosupresién con tacrolimus (Tabla 102).

6.7.1.1. Alteraciones neurologicas
Se considero como “alteracién neurolégica” el temblor fundamentalmente,

cefaleas y desordenes mayores tales como desorientacién, cuadros confusionales y
mareos graves. La incidencia global fue del 32,7% (32).

6.7.1.2. Diabetes mellitus

La incidencia de DM fue del 24,5% (24), con una prevalencia en nuestro
analisis del 39,8% (39), dado que 15 pacientes presentaban dicha patologia a la hora
de la inclusién en el estudio.

6.7.1.3. Hipercolesterolemia
La incidencia de hipercolesterolemia fue del 8,2% (8), con una prevalencia en

nuestro estudio del 18,4% (18), dado que 10 pacientes presentaban dicha patologia a
la hora de la inclusion en el estudio.

6.7.1.4. Hipertension arterial

La incidencia de HTA fue del 12,2% (12), con una prevalencia en nuestro
estudio del 28,6% (28), dado que 16 pacientes presentaban dicha patologia a la hora
de la inclusién en el estudio.
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6.7.1.5. Insuficiencia renal

La incidencia de insuficiencia renal fue del 14,3% (14), con una prevalencia en
nuestro estudio del 20,4% (20), dado que 6 pacientes presentaban dicha patologia a la
hora de la inclusién en el estudio.

Tabla 102.- Efectos secundarios por empleo de tacrolimus

n (bruto) n (preTH) n (real)
Alteracion neurolégica 32 0 32
Diabetes mellitus 39 15 24
Hipercolesterolemia 18 10 8
Hipertension arterial 28 16 12
Insuficiencia renal 20 6 14

6.7.2. Influencia de los polimorfismos genéticos
CYP3A5 y ABCB1 en la aparicion de efectos adversos
por tacrolimus

Para el analisis segun genotipos se tomoé la incidencia (n real, Tabla 102) de
efectos adversos, excluyendo aquellas patologias presentes antes de la introduccién
de Tac. No se incluyeron los genotipos segun donante para el ABCB1, dado que esta
enzima no se expresa a nivel hepatico (Tabla 103)

6.7.2.1. CYP3A5

a) Grupo receptor

a.

Alteracion neurolégica: un 33,3% (4) de los expresores
desarrollaron algun tipo de alteracion neurolégica, mientras que en
grupo no expresor la incidencia fue también del 33,3% (28)
(p=0,932)

Diabetes mellitus: un 33% (4) de los expresores desarrollaron DM
de novo. Los no expresores desarrollaron DM en un 23,8% (20)
(p=0,801)

Hipercolesterolemia: un 21,4% (3) de los expresores desarrollaron
hipercolesterolemia, mientras que el 5,9% (5) de los no expresores
la presentaron (p=0,088).

HTA: los expresores del CYP3A5 desarrollaron HTA en el 14,3%
(2), mientras que los no expresores la desarrollaron en el 11,9%
(10) ( p=0,720)

Insuficiencia renal: un 33,3% (4) de los expresores evolucionaron
hasta la IRC, mientras que el 11,9% (10) de los no expresores asi
lo hicieron (p=0,129)
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b) Grupo donante

a. Alteracibn neurolégica: un 21,4% (3) de los expresores
desarrollaron algun tipo de alteracion neurolégica, mientras que en
grupo no expresor la incidencia fue del 39,2% (29) (p=0,187)

b. Diabetes mellitus: un 35,7% (5) de los expresores desarrollaron
DM de novo. Los no expresores desarrollaron DM en un 25,7%
(20) (p=0,433)

c. Hipercolesterolemia: un 14,3% (2) de los expresores desarrollaron
hipercolesterolemia, mientras que el 8,1% (6) de los no expresores
la presentaron (p=0,449)

d. HTA: los expresores del CYP3A5 desarrollaron HTA en el 14,3%
(2), mientras que los no expresores la desarrollaron en el 13,5%
(10) (p=0,588)

e. Insuficiencia renal: un 21,4% (3) de los expresores evolucionaron
hasta la IRC, mientras que el 14,9% (11) de los no expresores asi
lo hicieron (p=0,129)

6.7.2.2. ABCB1

a) Alelo 1236C>T

a. Alteraciébn neurolbégica: un 36,8% (14) de los wild-type (CC)
desarrollaron algun tipo de alteracion neurolégica, mientras que en
grupo mutante (CT, TT) la incidencia fue del 30% (18) (p=0,834)

b. Diabetes mellitus: un 23,6% (9) de los wild-type desarrollaron DM
de novo. Los mutantes desarrollaron DM en un 31,7% (16)
(p=0,772)

c. Hipercolesterolemia: un 8,8% (3) de los wild-type desarrollaron
hipercolesterolemia, mientras que el 8,3% (5) de los mutantes la
presentaron (p=0,910)

d. HTA: los salvajes del gen ABCB1 desarrollaron HTA en el 14,7%
(5), mientras que los mutantes la desarrollaron en el 11,6% (7)
(p=0,319)

e. Insuficiencia renal: un 29,4% (7) de los wild-type evolucionaron
hasta la IRC, mientras que el 11,6% (11) de los no expresores asi
lo hicieron (p=0,089)

b) Alelo 3435C>T

a. Alteracién neurologica: un 43,3,8% (13) de los wild-type (CC)
desarrollaron algun tipo de alteracion neurolégica, mientras que en
grupo mutante (CT, TT) la incidencia fue del 25% (17) (p=0,933)

b. Diabetes mellitus: un 33,3% (10) de los wild-type desarrollaron DM
de novo. Los mutantes desarrollaron DM en un 20,6% (14)
(p=0,198)

c. Hipercolesterolemia: un 13,3% (4) de los wild-type desarrollaron
hipercolesterolemia, mientras que el 5,9% (4) de los mutantes la
presentaron (p=0,128).

d. HTA: los salvajes del gen ABCB1 desarrollaron HTA en el 13,3%
(4), mientras que los mutantes la desarrollaron en el 11,7% (8)
(p=0,865)

195



e. Insuficiencia renal: un 30% (9) de los wild-type evolucionaron hasta
la IRC, mientras que el 7,4% (5) de los no expresores asi lo
hicieron (p=0,039)

c) Alelo 2677G>T/A

a. Alteraciébn neurologica: un 14,3% (5) de los wild-type (GG)
desarrollaron algun tipo de alteracion neurolégica, mientras que en
grupo mutante (GT, AT, AG, TT) la incidencia fue del 42,9% (27)
(p=0,004)

b. Diabetes mellitus: un 31,4% (11) de los wild-type desarrollaron DM
de novo. Los mutantes desarrollaron DM en un 20,6% (13)
(p=0,828)

c. Hipercolesterolemia: un 11,4 % (4) de los wild-type desarrollaron
hipercolesterolemia, mientras que el 6,4% (4) de los mutantes la
presentaron (p=0,349)

d. HTA: los salvajes del gen ABCB1 desarrollaron HTA en el 14,3%
(5), mientras que los mutantes la desarrollaron en el 11,1% (7)
(p=0,250)

e. Insuficiencia renal: un 22,8% (8) de los wild-type evolucionaron
hasta la IRC, mientras que el 9,5% (6) de los no expresores asi lo
hicieron (p=0,045)

Tabla 103.- Efectos secundarios agrupados por genotipo.

Receptor Donante Receptor
CYP3A5 CYP3A5 ABCB1
1236C>T | 3435C>T | 2677G>T/A
*3/*3 *1/°3, *3//3 | *1/*3, ] CC| CT, | €C | CT, | GG | GT,AG
*1/*1 *1/*1 T T AT, TT
Alteracion
neurolégica (n=32) 28 4 29 3 14 | 18 13 17 5 27
Diabetes mellitus 20 4 19 5 |o| 1] 10 |14]11] 13
(n=24)
Hipercolesterolemia 5 3 6 5 3 5 4 4 4 4
(n=8)
Hipertension arterial 10 > 10 5 5 7 4 8 5 7
(n=12)
Insuficiencia renal
(n=14) 10 4 11 3 7 7 9 5 8 6
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7. Discusion
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7.1, JUSTIFICACION DEL ANALISIS
FARMACOGENETICO EN EL TRASPLANTE HEPATICO

El trasplante hepético es, actualmente, el Unico tratamiento posible para la
enfermedad hepatica terminal. Como terapia limitada que es, debido a la escasez de
donantes, se deben optimizar los recursos para minimizar las pérdidas de 6rganos. De
todos los procedimientos técnicos, farmacoldgicos y tecnoldgicos, el conocimiento de
la farmacogenética en el paciente trasplantado, se presenta como una herramienta
pionera para las terapias dirigidas e individualizadas en pro de un mejor
aprovechamiento de los injertos de los que se disponen.

Por otro lado, el paciente trasplantado, se diferencia del resto de los pacientes
crénicos, en que requiere de por vida una medicacién inmunosupresora no exenta de
efectos adversos graves. Ademas, dicha medicacion inmunosupresora, a diferencia de
otros farmacos, tiene una estrecha ventana terapéutica, por lo que es necesaria una
monitorizacion de sus niveles en sangre. Todo ello condiciona que el paciente
trasplantado ha de ser controlado de por vida.

Hoy en dia la la perdida de injertos a corto plazo de los pacientes trasplantados
hepaticos ha mejorado, suponiendo menos del 7% a los 3 meses en los ultimos afios
(6). Nos encontramos por tanto con pacientes que cada vez sobreviven mas tiempo,
expuestos de forma crbnica a unos farmacos inmunosupresores, que influyen en los
resultados de supervivencia del injerto y del receptor asi como en su calidad de vida.
La farmacogenética pretende identificar las variantes genéticas que se expresan de
una forma estable en un individuo, y que pueden utilizarse como variables predictivas
de las propiedades farmacocinéticas o farmacodinamicas de un farmaco concreto.
Existen muy pocos estudios que analicen el impacto de los polimorfismos genéticos en
el trasplante hepético, quizas por la heterogeneidad de los protocolos de
inmunosupresion y diferencias en la categorizacion de causas de enfermedad
hepéatica, lo que ha dejado en muchas ocasiones en un segundo plano la implicacién
de dichos SNPs.

Los SNPs que han presentando mas relacién con el metabolismo de los ICN, y
particularmente con el Tac, han sido el CYP3A5 (97,104-107) y, en cuanto al
transporte intestinal, el gen ABCB1 (113, 118, 119). Otras enzimas analizadas, como
el CYP3A4 (97), no han podido demostrar una implicacién tan evidente como las
proteinas objeto de nuestro analisis.

La mayoria de los articulos publicados que analizan los polimorfismos en el TH
son fruto del estudio en poblaciones asiaticas (113, 133, 160). En poblaciones
caucasicas los estudios se centran en su mayoria en trasplante renal (101).

Es por ello, que el disefio de este trabajo pretende analizar los los
polimorfismos genéticos del CYP3A5 y del ABCB1 en los pacientes trasplantados en
nuestro pais, en una poblacién caucasica, y ver su implicacién en el metabolismo del
tacrolimus.

La ausencia de estudios en poblacién caucasica, con una poblacion suficiente
para obtener resultados estadisticamente relevantes, considerando las
particularidades étnicas de esta raza, en un entorno con unas indicaciones de TH en
parte diferentes a las enumeradas en la mayoria de estudios sobre polimorfismos,
justificaria la realizacién de este estudio. Es muy importante ademas, la implicacién
que tiene conocer la expresion de polimorfismos que estan involucrados en el
metabolismo del Tac para hacer un tratamiento dirigido, personalizado y a la carta con
el fin de evitar efectos adversos y, en definitiva, optimizar los recursos.
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7.2. ¢(CUAL ES LA PREVALENCIA DE LOS
POLIMORFISMOS DEL CYP3A5 EN LA POBLACION
ESPANOLA?

En términos generales, la bibliografia (94,98) estima que la isoenzima CYP3A5
esta soblo presente en un 10-30% de los individuos, consecuencia de la mutacion del
alelo CYP3A5*3 que provoca una pérdida de las trascripcion del gen CYP3A5,
disminuyendo su actividad metabdlica. Esta mutacion es la que se expresa
generalmente en la poblacién caucasica (82).

Las poblaciones que presentan mayor expresion del gen no mutado
(CYP3A5*1) son los afroamericanos, habitantes del sureste asiatico, de islas del
Pacifico e indios americanos del suroeste, lo que les confiere un metabolismo mas
rapido de los sustratos del CYP3A (83).

La mayoria de los estudios se han desarrollado en trasplante renal, y algunos
en trasplante cardiaco y pulmonar (101, 113, 133, 160). El trasplante hepatico va a
suponer en el paciente un cambio de genotipo y fenotipo a nivel del CYP3A5 (salvo
que donante y receptor sean isogenotipicos).

En nuestro analisis de resultados con una muestra de raza caucasica (tanto
donantes como pacientes receptores) se observa una distribucion muy similar con una
prevalencia del genotipo CYP3A5*3 de un 84% tanto en los receptores como en
los donantes, lo que significa que la isoenzima metabélicamente activa (*1) sélo
esta presente en un 16% en la poblacién caucasica (Tabla 106).

MacPhee y cols. (101), analiza la prevalencia del genotipo para el CYP3A5 en
los grupos étnicos mas numerosos. En es estudio se recogen 186 pacientes de
diversas etnias, con una distribuciébn de 118 pacientes de raza caucasica con un
12,7% de prevalencia del SNP salvaje (CYP3A5*1 o *1/*3) Tabla 104. Estos
resultados son muy concordantes con los obtenidos en nuestro analisis; si bien la
poblacién de estudio es de trasplantados renales.

Tabla 104.- Distribucion racial del CYP3A5 segun McPhee y cols. (101).

Genotipo | Condicion Frecuencia | Afroamericanos | Europeos | Africanos | Asiaticos
alélica GLOBAL
n=186
CYP 3A5 | G/G 158 (85%) | 50% 87,3% 27% 75%
6986G>A | (CYP3A5*3/3)
(Intrén 3) | A/IG 26 (13.9%) | - - -
(CYP3A5*1/3) 12.7%
A/A 2(1.1%) 7% - -
(CYP3A5*1/1)

En el TH la mayoria de los analisis se llevan acabo sobre poblaciones
asiaticas. Como se aprecia en la Tabla 98, en las poblaciones chinas Wei-Lin vy
Songfeng (113) registran una prevalencia del CYP3A5 mutado en un 37-38%; ambos
estudios desarrollan sus resultados sobre una n de 100 individuos, ajustandose a la
poblacion necesaria para obtener datos consistentes. Goto y Fukudo (133, 160) en
poblacion japonesa, reportan una prevalencia de un 58-59% para el CYP3A5 mutado,
no funcionante. En la raza caucasica, Hesselink, Bach y Mourad (78, 105, 113,) en
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pacientes trasplantados renales, muestran prevalencias en torno al 80% del CYP3A5
mutado. Se aprecia asi una variabilidad étnica importante, con unos valores
aproximados a los de nuestra serie cuando se trata de poblaciones caucasicas (Tabla

105)

Tabla 105- Distribucion racial del CYP3AS5, otros autores.

Referencia | Trasplante| Raza | n CYP3A5 (%)
*1/*1 | *1/*3 | *3/*3
Wei-lin et al Liver Transplant 2006;12
(5):775 Higado China 100 | 13 50 37
Songfeng Y et al. Transplantation
2006:81:46 Higado China 100 | 11,3 | 50,9 | 37,8
Goto M et al Pharmacogenetics
2004;14(7):471 Higado Japonesa | 70 3 38 59
Fukudo M et al. Clin Pharmacol Higado
Ther 2006;80:331 (pediatrico) Japonesa | 130 3 38 58
Hesselink DA et al. Clin Pharmacol
Ther 2003;74:245 Rino6n Caucasica | 100 | 1,6 17,5 81
Bach et al.Pharmacogenetics
Submitted Rifén Caucaésica | 125 2 18 80
Mourad M et al. Clin Chem Lab Med
2006;44(10):1192 Rino6n Caucasica | 90 1 19 80

Tabla 106. Prevalencia del genotipo CYP3A5 en la poblacion espanola

Genotipo

Condicion alélica

Frecuencia
GLOBAL
n=186

CYP 3A5

G/G (CYP3A5*3/3)

158 (85%)

6986G>A

A/G (CYP3A5*1/3)

26 (13.9%)

(Intrén 3)

A/A (CYP3A5*1/1)

2 (1.1%)
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7.3. ¢COMO INFLUYEN LOS POLIMORFISMOS DEL
CYP3A5 EN EL METABOLISMO DEL TACROLIMUS?

El mecanismo de accion del Tac es la inhibicion de la produccion de
linfoquinas, incluida la IL- 2 cuyo papel es fundamental en la diferenciacion vy
proliferaciébn de los linfocitos T citotoxicos. Su lugar de unién es la proteina
denominada FKBP, estructural y funcionalmente parecida a la ciclofilina, diana de la
CsA. La unica diferencia entre ambos farmacos es la potencia inmunosupresora,
mayor en el caso de tacrolimus, entre 10 y 100 veces superior in vitro (101). Este
hecho, junto con una disminucion en algunos efectos que son habituales en el uso de
CsA como la HTA o la hipertrofia gingival, han convertido al Tac en el inmunosupresor
de eleccion en la actualidad. El aclaramiento se realiza principalmente por oxidacion
hepética a través del citocromo P450, isoenzima 3A4 y 3A5. Los metabolitos son
eliminados principalmente por la bilis, algunos de ellos pueden tener cierta actividad
inmunosupresora.

El CYP3A se encuentra fundamentalmente en el higado e intestino delgado
(dos tercios proximales), aunque también se expresa en rifion, placenta, pulmén vy
cerebro. Es en el higado donde se desarrolla su mayor actividad metabdlica, si bien su
presencia en el intestino es relevante para farmacos que poseen un elevado efecto de
primer paso, y que se administran por via oral como son la ciclosporina, el tacrolimus o
el midazolam.

La concentracion de Tac es inferior en los expresores de CYP3A5, tanto en
trasplante renal (97,104-107), como cardiaco (108) y pulmonar (109). A pesar del uso
de la monitorizacion terapéutica de Tac, los expresores de CYP3AS5 tienen unos
niveles valle de Tac significativamente inferiores durante las dos primeras semanas
postrasplante (renal), alcanzando los niveles objetivo mas tarde (111).

En trasplante hepatico Wang (168) publica un estudio en el afio 2015 sobre 60
pacientes de nacionalidad china sometidos a TH; el analisis estadistico y el disefio del
estudio es muy similar al nuestro, si bien, en este caso, se estudian los 60 receptores
de un injerto hepatico, asi como los 60 genotipos de los donantes, realizando visitas
de seguimiento a las semanas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 12; los resultados arrojan
diferencias estadisticas en ambos grupos para la ratio C/D durante todo el
seguimiento. A diferencia de nuestro estudio, estas diferencias son constantes y sin
diferencias entre genotipo de los receptores y de los donantes a lo largo del tiempo, no
observando la evolucién que se aprecia en nuestro trabajo, en cuanto a predominio del
genotipo del receptor al inicio del TH, y el posterior protagonismo del genotipo del
donante.

Los receptores de un injerto hepatico de nuestro andlisis presentan un
comportamiento similar al de los estudios mencionados (97, 104-109, 111, 168).
Analizando la dosis ajustada al peso, junto con los niveles sanguineos de Tac, se
establecié una ratio C/D que nos permiti6 equiparar a los individuos segun los
polimorfismos.

En el grupo de los receptores se aprecia a lo largo de todo el seguimiento
una ratio C/D mas elevada en el grupo de no expresores (CYP3A5*3/*3) frente a
los expresores. Esto se traduce en unos niveles sanguineos de tacrolimus mas bajos,
a pesar de una dosis de tacrolimus por peso mayor para el grupo expresor. En el
analisis multivariante se hace patente esta relacion, con un coeficiente de 3,04 en
relacién a la ratio C/D.

Este comportamiento en el grupo que expresa el citocromo, predispone a
una mayor exposicion al farmaco y a sus efectos colaterales, con una
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disminucion de su efecto “inmunosupresor” tras su metabolizacion. Hay que
sumar a esta exposicion elevada al farmaco, los cambios y ajustes de dosis al alza,
cuando el facultativo incrementa la dosis, dados los niveles valle bajos durante el
seguimiento, fruto de un metabolismo mas activo de tacrolimus por el citocromo del
paciente (o del higado donante).

Si bien las diferencias clinicas se mantienen durante todo el periodo de
seguimiento, sélo aparecen diferencias estadisticamente significativas en la primera
semana con una ratio de 123 (ng/ml)/(mg/kg/dia) en el grupo no expresores (*3/*3)
frente a 58 (ng/ml)/(mg/kg/dia) en los expresores (*1/*3). De la misma forma, se
aprecian unos requerimientos de al menos 0,037 mg/kg/dia (0,082 vs. 0,109) de dosis
de tacrolimus en esta primera semana en el grupo *1/*3; resultando en unos niveles
sanguineos apropiados en el caso del grupo *3/*3 (10,1 ng/ml), los cuales no pudieron
conseguirse en el grupo *1/*3, cuyo media fue de 6,3 ng/ml, muy por debajo de los
niveles recomendados para los primeros 45 dias postrasplante.

La relacién entre dosis y concentracion (Rho de Spearman) es fuerte en
nuestro estudio, alcanzando un coeficiente de correlacién de 0,933 para el grupo no
expresor y de 0,843 para el grupo expresor, o que pone de manifiesto que el efecto de
la dosis es mas directo en cuanto a niveles sanguineos en el caso del citocromo no
funcionante

Considerando que en la primera semana el injerto hepatico es
funcionalmente deficiente, cobra una mayor importancia el metabolismo
intestinal por el CYP3A5. Como veremos, el genotipo del receptor parece cobrar
importancia en el metabolismo del tacrolimus en los primeros dias postrasplante, dado
que el organismo se encuentra en un periodo de adaptacién al nuevo érgano. Sin
embargo, y dado que el mayor volumen de citocromo CYP3A5 se encuentra en el
higado, vemos como con el paso de los dias, la condicion alélica del receptor va
perdiendo importancia, igualandose las ratios, practicamente, a partir de las dos
semanas de seguimiento. Este hallazgo, no se habia constatado en el trabajo de
Wang (168) cuya metodologia es muy similar a nuestro estudio, aunque en poblacion
asiatica.

La repercusion clinica mas destacable surge de que a pesar de los controles
exhaustivos de los niveles sanguineos del farmaco, se hace dificil mantener los
niveles ajustados sobre todo en las dos primeras semanas, apareciendo igualmente
diferencias estadisticas significativas en cuanto a dosis administrada de tacrolimus
(mayor en los expresores), asi como en los niveles sanguineos (menores en los
expresores).

Analizando los resultados en el grupo de donantes vemos como el
comportamiento es similar a lo publicado en la bibliografia en cuanto a necesidad de
incremento de dosis y niveles bajos en sangre en el caso de los injertos hepaticos
expresores (104-111). Sin embargo, no se habia registrado en estos estudios el
hallazgo que surge en nuestro andlisis a lo largo de los 3 meses de seguimiento,
apreciandose una ratio C/D en las primeras semanas que depende del genotipo
del receptor hepatico (metabolismo intestinal), mientras que con el paso de las
semanas, este va perdiendo predominancia a favor de una ratio C/D mas definida
por el injerto hepatico donante. Es por ello que finalmente se considera al genotipo
de éste el responsable final del metabolismo del Tac.

Al igual que ocurre en el grupo de los receptores de un injerto hepatico se
aprecia a lo largo de todo el seguimiento una ratio C/D mas elevada en el grupo de no
expresores, traduciéndose en que el grupo de pacientes expresores obtiene unos
niveles sanguineos de Tac mas bajos a pesar de la dosis de Tac ajustadas al peso.
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Estas diferencias clinicas se mantienen practicamente durante todo el periodo
de seguimiento, aunque solo aparecen diferencias estadisticamente significativas en la
visita de seguimiento del dia 90, con una ratio de 129 (ng/ml)/(mg/kg/dia) en el grupo
no expresor (*3/*3) frente a 67 (ng/ml)/(mg/kg/dia) en los expresores (*1/*3, *1/*1).

Como ocurria en el grupo de los receptores, la asociacion entre la dosis de Tac
y los niveles sanguineos es fuerte, con un coeficiente de correlacion de 0,910 para los
no expresores frente a un coeficiente de 0,710, poniendo de manifiesto un relacién
mas potente en el caso de se portador de un citocromo metabélicamente inactivo

Podemos entender que el injerto comienza a tener un papel mas activo
como metabolizador del tacrolimus a partir de los 3 meses postrasplante. Es a
partir de este momento cuando la influencia de citocromo del receptor puede tener
menor relevancia segln el anélisis estadistico de nuestro estudio, con el consiguiente
impacto clinico. En ambos grupos, se aprecia como las determinaciones en las visitas
3y 4, arrojan valores clinicamente similares, incluso contradictorios (visita 4 del grupo
donantes) donde se invierten las ratios de C/D. En esos dias postrasplante (1 mes
aproximadamente) se puede proponer que el citocromo del receptor va perdiendo
predominancia a favor del citocromo del injerto hepético procedente del donante, poco
a poco, se va adaptando a la nueva situacién, sugiriendo que entre los dias 20-50 del
postrasplante hepatico se establece un solapamiento entre los genotipos del receptor
y del injerto hepatico lo que obligaria a establecer estrategias terapéuticas
individualizadas, si bien finalmente se acabara imponiendo el genotipo del higado
procedente del donante.

De la misma forma cabe destacar que en ambos grupos los pacientes
portadores del alelo no mutado *1 no alcanzan los niveles objetivo en sangre de
tacrolimus en las primeras dos semana (objetivo 8-13 ng/ml los primeros 45 dias), dato
que refrenda una actividad metabdlica excesiva del citocromo en estos pacientes.

Los hallazgos anteriores corroboran que los pacientes espanoles de raza
caucasica beneficiarios de un trasplante hepatico con al menos un alelo
CYP3A5*1 tienen requerimientos de dosis de tacrolimus mas altos que los que
no lo expresan. Aunque las diferencias estadisticamente significativas entre
expresores (ratio mas baja de tacrolimus C/D; p=0.002; n=14) y no expresores (n=84)
fueron solamente alcanzadas en el dia 7, la consistencia general de los resultados
entre expresores y no expresores sugiere fuertemente que los primeros requieren
dosis superiores de tacrolimus para alcanzar las concentraciones minimas
terapéuticas.

Esta interpretacién es también vélida para expresores (n=14) y no expresores
(n=74) en el grupo definido como genotipo de los donantes, es decir, la del higado
trasplantado, aunque la significacion estadistica de nuevo sélo se logré6 en una
ocasioén: por aumento de la dosis (p=0,031) y menor proporcion de C0O/D (p=0,019) en
el dia 90. El hecho de que esto ocurra mucho mas tarde que en el grupo de receptores
coincide con la idea de que los niveles de tacrolimus estan fuertemente influidos por el
polimorfismo CYP3AS5 intestinal a principios del periodo postrasplante, pero que el
CYPS3AS5 hepatico se vuelve mas importante con el tiempo.

Nuestros resultados coinciden con los reportados en pacientes trasplantados
hepaticos con injerto de donante vivo publicado por Uesugi et al (153), en los que la
produccion de mRNA del CYP3AS5 intestinal por los pacientes con el alelo *1,
aparentemente tiene un efecto mas dominante en la farmacocinética de tacrolimus
poco después del trasplante, mientras que con el tiempo, la relacion de CO/D de
tacrolimus disminuye significativamente en el grupo de los donantes expresores,
atribuyendo el retraso a la influencia del genotipo del donante sobre la regeneracién
del injerto. Por otro lado, Yu et al (112) encontré un efecto mas evidente del genotipo
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del donante a las dos semanas después del trasplante en receptores de trasplante
hepaticos de nacionalidad china (n=53). En cualquier caso, la importancia relativa de
los genotipos de los receptores y de los donantes durante el periodo postrasplante
temprano es de particular importancia con respecto a la identificacion pretrasplante de
los pacientes que requieren dosis mas alta tacrolimus, ya que el riesgo de rechazo del
injerto es mas alto en este periodo.

Ninguno de estos estudios evalué el impacto de los polimorfismos CYP3A5
sobre la incidencia rechazo agudo.
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7.4. ¢INFLUYEN LOS POLIMORFISMOS DEL CYP3A5
EN LA APARICION DE RECHAZO AGUDO CELULAR EN
EL PACIENTE TRASPLANTADO HEPATICO?

En estudios sobre poblacion caucésica en trasplante renal, Hesselink et al
(101), demostraron una asociacién relevante entre la expresion del CYP3A5 y una
necesidad incrementada de dosis de Tac, con unos niveles sanguineos disminuidos.

Resultados similares surgieron a partir de estudios previos en poblacién
asiatica (132,133) donde se aprecia el mismo patron entre los receptores de rifidn
japoneses y caucasicos (102, 154), aunque en ninguno de estos estudios se asocié la
incidencia de RAC con el genotipo CYP3AS5. Por otra parte, en un estudio prospectivo
de pacientes con injerto renal que compard los efectos de la dosis de tacrolimus
estandar frente a una dosis ajustada al genotipo del paciente; donde el grupo de dosis
genotipo-adaptado logré niveles objetivo mas precozmente y con menos ajustes de
dosis que el grupo dosis-estdndar, aunque los dos grupos no difirieron
significativamente en la incidencia de RAC (155). Una excepcion a este patrdn general
es proporcionado por estudio de Min et al. en pacientes coreanos con injerto renal,
donde encontré6 no sbélo una mayor exigencia de tacrolimus en los pacientes con
CYP3A5*1, sino también una mayor asociacién de RAC (155).

Recientemente el grupo de Hesselink (169) publica un ensayo clinico sobre
pacientes trasplantados renales en el cual se aprecian las diferencias desarrolladas
previamente entre expresores y no expresores, sin embargo la tasa de RAC es similar
en ambos grupos.

Centrandose en los receptores de trasplante hepético, y en vista de las
discrepancias entre los distintos informes de la influencia del genotipo CYP3A5 sobre
la exposicién tacrolimus y la incidencia de RAC, debe recordarse que la proporcion de
pacientes con “discrepancia” entre genotipos receptor-donante con necesidad de
compensacion sobre el metabolismo de tacrolimus es baja en nuestro medio, y que
junto a la eficiencia en la monitorizacion terapéutica de rutina de tacrolimus, podrian
derogar en parte el impacto clinico del CYP3A5*1 en la exposicion al farmaco vy el
rechazo agudo del injerto.

Hasta el afio 2014, no existian estudios de impacto sobre la aparicion de RAC y
su relacion con los SNPs del citocromo P450. En dicho ano, Uesugi (170) analiz la
relacién entre el CYP3AS y el desarrollo de RAC sobre pacientes sometidos a TH de
donante vivo, llevando a cabo biopsias intestinales y hepaticas para el andlisis del
polimorfismo; el genotipo CYP3A5 en el intestino nativo no tuvo ningun efecto
significativo en la aparicion de RAC entre los dias 14 y 23 postoperatorios en los casos
isogrupo ABO o compatibles (11,5% para el alelo CYP3A5*1 frente a 7,4% para
CYP3A5 *3/*3, p = 0,264), aunque la relacion de C/D de tacrolimus fue
significativamente mayor en los pacientes con el CYP3A5 intestinal *3/*3 que en
aquellos con el alelo CYP3A5*1 durante 5 semanas post-TH. Sin embargo, los
pacientes que recibieron un injerto hepatico con el alelo CYP3A5*1 mostraron una
mayor tasa de RAC que los que recibieron un injerto hepatico con el genotipo
CYP3A5*3/*3 (14,5 vs. 5,7%, p = 0,0134). El riesgo relativo de RAC asociado al alelo
CYP3A5*1 fue de 2,629 (p = 0,018, modelo de regresién de Cox). En consecuencia, el
injerto hepatico con genotipo CYP3A5*1 podria aumentar el riesgo de RAC después
del TH de donante vivo.

En nuestro estudio la incidencia RAC en los primeros 3 meses fue mayor
(14,6%) entre los expresores (portadores del alelo 1) que entre los no expresores
(9,4%) correspondientes a ambos grupos, aunque la diferencia no fue
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estadisticamente significativa en el analisis univariante. A pesar de que no se encontré
significacién estadisticas, estos hallazgos son clinicamente relevantes, sin embargo
debemos tener en cuenta lo limitado de la muestra para este analisis, ya que
solamente 10 pacientes desarrollaron RAC.

EN el analisis multivariante parece haber una relacion directa con la expresion
del CYP3AS5 activo, si bien, el coeficiente de correlacion es de 1,81. Es posible que
gran parte de estos resultados estén influenciados por el control exhaustivo de los
niveles sanguineos de Tac y la monitorizacion intensiva de la apariciéon de indicios
RAC en las pruebas rutinarias.

Otras variables que pudieran tener impacto en la tasa de RAC, estan
relacionadas con los niveles de albumina (157), por su relacion en el transporte del
farmaco, asi en poblacién pediatrica y en pacientes con edades mas avanzadas se
han descrito estos efectos (158).

Por altimo, la posibilidad de interacciones entre 6986G>A y otros SNPs no
puede ser descartada. En particular, se ha comprobado que la metabolizacién del
midazolam por el CYP3A se reduce en presencia de IL10 (159), por ello cualquier
SNPs que influya en la expresion del gen de la IL10 podria en principio afectar a la
actividad del CYP3AS.

En cuanto al tiempo hasta el rechazo agudo no hay recogido en la literatura
estudios a este respecto. En nuestros resultados hemos hallado no solo un
porcentaje mayor de RAC en el grupo de los expresores, si no que se aprecia
una mayor precocidad en la aparicion de este evento (expresores: 17 dias, no
expresores: 41,38 dias). Esto hace pensar, que independientemente del genotipo del
higado donante, al dia 17, ain “predomina” el genotipo receptor, estando el
metabolismo del farmaco a cargo del CYP3AS5 intestinal y del resto de localizaciones,
lo que limita el aprovechamiento del farmaco, metabolizado de forma excesiva, no solo
aumentando la tasa de rechazo si no de aparicibn mas temprana.

En nuestra muestra el genotipo CYP3A5 parece no influir en el grado
histolégico de rechazo agudo, ya que la distribucion en grado leve, moderado o
grave no arroja ninguna significacion clinica ni estadistica. Las limitaciones para estos
hallazgos podrian estar relacionadas con una muestra de pacientes con RAC escasa
(n=10) y como se ha mencionado anteriormente, el seguimiento estrecho de estos
pacientes, agrupando la mayor parte de RA en leves y moderados, siendo escasos los
casos de RA grave (n=3). No existen estudios a este respecto en la bibliografia por lo
que no podemos establecer, ante un valor de referencia, si existe una relacién entre
los SNPs y el grado de RAC.
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7.5. ¢(CUAL ES LA PREVALENCIA DE LOS
POLIMORFISMOS DEL ABCB1 EN LA POBLACION
ESPANOLA?

Historicamente el primer SNPs estudiado en relacion con la actividad de la P-
gp fue el C3435T, que presenta un genotipo salvaje (CC) y mutante (TT), con una
prevalencia de ambos genotipos muy diferente entre los distintos grupos étnicos: los
individuos de raza negra expresan el genotipo CC en el 50-80% de los casos, mientras
que, en otros grupos étnicos, la prevalencia es inferior al 30% (133,135). Por lo que
respecta a la mutacion TT, esta practicamente ausente de forma homocigética en la
poblacion africana, aunque aparece de forma heterocig6tica en el 20-40% de la
poblacion (99).

No se ha descrito en la literatura la prevalencia de este genotipo ni de sus
sinbnimos (C1236T, G2677T) en la poblacion caucasica de forma especifica. Es cierto
que analizar un receptor que se expresa fundamentalmente en intestino delgado,
tubulos contorneados y membrana hematoencefalica, en donantes de higado, solo nos
servira para desentrafar y aportar mas poblacién al calculo de la prevalencia de estos
genotipos, ya que estas proteinas no se expresan en el higado.

Seguln los resultados de nuestra poblacion de estudio, aproximadamente un
tercio de la poblaciéon expresaria de forma homocigota el alelo salvaje (CC, GG) y
por lo tanto, la proteina seria funcionante como bomba de expulsion del
farmaco. La mayor proporcion de individuos serian heterocigotos (40%
aproximadamente) con una proteina no funcionante. Por ultimo, la menor parte
quedaria reservada para el alelo homocigoto mutante, TT (Tabla 23).
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7.6. ;COMO INFLUYEN DE LOS POLIMORFISMOS DEL
ABCB1 EN EL METABOLISMO DEL TACROLIMUS?

En pacientes trasplantados renales, MacPhee y cols. (138) describieron cémo
los pacientes homocigéticos para CC presentan una concentracion de Tac
significativamente inferior que los pacientes con genotipo C3435T TT y Anglicheau y
cols. (139) en otro estudio realizado en 85 receptores de un trasplante renal,
encontraron una correlacion significativa entre la dosis diaria de Tac y el cociente C/D
para los pacientes con el SNP G2677T.

En contraposicion a estos datos existen otros estudios tanto en trasplante
hepatico como renal, en los que no se ha podido establecer la correlacién entre el
genotipo de ABCB1 y la concentraciéon de Tac (97,107,140); y al igual que nuestros
resultados no revelaron ninguna asociacion significativa entre estos genotipos y los
requisitos dosis de tacrolimus y de la relacién Cy/ D.

En el caso del trasplante de intestino ademas de establecerse una buena
correlacion entre la concentracion de Tac y la expresion de ABCB1 se ha descrito una
peor supervivencia en los pacientes con una expresion elevada de ABCB1 (132).

Sin embargo, a lo largo del seguimiento los valores Co/D de tacrolimus en los
genotipos “wild-type”, con actividad en el receptor P-gp, presenta valores mas bajos
frente a los mutados, no activos; tanto para el alelo C3435T, como para sus sinbnimos
C1236T, G2677T. Estos hallazgos, aunque no son estadisticamente significativos,
concuerdan con los descrito para el trasplante hepatico por Wei-Lin y cols. (113),
donde se aprecié que la presencia del genotipo homocigético 3435CC, cuando se
comparaba con los genotipos CT y TT, se correlacionaba con valores mas bajos para
el cociente C/D de Tac, en cualquier momento durante el primer mes postrasplante.

Nuestro estudio confirma que los polimorfismos ABCB1 para los alelos
C3435T, C1236T, G2677T influyen en el requerimiento de tacrolimus en
receptores de un trasplante hepatico. Sin embargo, como se ha dicho, la mayoria
de los estudios no han podido detectar esta influencia de genotipos ABCB1
individuales sobre la farmacocinética de tacrolimus; entre los pocos que han
observado una influencia tal, algunos reportan que el alelo de tipo salvaje se asocia
con una exigencia mayor tacrolimus, como ocurre en nuestro analisis.

A modo de evitar el sesgo que podria resultar de la influencia del metabolismo
hepatico por el CYP3AS5 en algunos pacientes (expresores), y con el fin de un andlisis
estadistico mas discriminatorio, realizamos un subanalisis excluyendo a los pacientes
expresores del citocromo activo (*1). De igual forma, analizando de forma exclusiva la
influencia del gen ABCB1 en el metabolismo del Tac, los resultados son similares a los
globales. Se aprecian diferencias en los niveles de Tac en sangre para los genotipos
mutados, asi como requerimientos de dosis mas altos para estos individuos. Sin
embargo estas diferencias son menos acusadas que cuando analizamos la influencia
del citocromo P450, por lo que consideramos que si bien el gen ABCB1 tiene su
influencia en el metabolismo del Tac, probablemente no sea tan importante como lo
hace el citocromo a nivel hepatico.

En cuanto a la influencia del genotipo ABCB1 en el grupo donante, los
resultados obtenidos, no arrojan ningun relevancia ni clinica ni estadistica, ya que esta
proteina no se expresa en el higado. El Unico interés de estos hallazgos radica en el
analisis de la prevalencia de los diversos genotipos discutidos en el apartado anterior.
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7.7. ¢(INFLUYEN LOS POLIMORFISMOS DEL ABCB1 EN
LA APARICION DE RECHAZO AGUDO CELULAR EN EL
PACIENTE TRASPLANTADO HEPATICO?

En la bibliografia, los datos obtenidos manifiestan un baja asociacién entre los
SNPS del gen ABCB1 y el desarrollo de RAC, si bien, nuestro analisis no puede ser
comparado integramente con lo publicado ya que el régimen de inmunosupresiéon no
es idéntico en todos los estudios. Asi, Masuda et al. (161) analiza los mismos
parametros que en nuestro estudio, pero no incluye el MMF en su terapia
inmunosupresora. Este hecho, sumado a una tasa de rechazo diferente en nuestra
poblacion (10%), asi como una frecuencia distinta de los SNPs debido a poblaciones
étnicamente diferentes (ABCB1: ex6n mutado 12, 21 y 26 son el 50-60% de raza
caucasica, y el 30% en poblacion asiatica) y teniendo en cuenta una poblacién limitada
en nuestro caso, hace dificil la comparacidén con un estandar establecido.

En un estudio publicado por nuestro autor en el afio 2013 (171), se analiz6 la
relacion entre RAC y los SNPs del gen ABCB1; se apreciaron niveles C/D mas
elevados en los pacientes mutantes frente a los salvajes, sin significacion estadistica,
y el desarrollo de RAC fue similar tanto para los mutantes como para los wild-type,
concluyendo que no hubo asociacion entre los SNPs del gen ABCB1 y el RAC.

En pacientes japoneses los altos niveles intestinales de P-glicoproteina se
asocian con un menor valor C/D de tacrolimus y un alto riesgo de rechazo poco
después del trasplante (160,161).

Nuestros datos son similares a los publicados por algunos autores (136),
encontrandonos para el caso del alelo 1236 C>T unos resultados dispares; con un
10,5% de RAC para la proteina funcionante (CC), frente a un 12,2% y 5,2% para las
no funcionante, CT y TT respectivamente. Esto nos lleva a pensar, que la asociacién
entre la actividad del MDR1 y el desarrollo de RAC, es escasa.

Para el alelo 3435 C>T los datos son de nuevos contradictorios, concentrando
el porcentaje mas elevado de RAC en los homocigotos mutantes (TT) con un 18,5%,
siendo los heterocigotos los que menos proporcidn de RA desarrollan. Se corrobora
asi, la falta de asociacion entre la proteina intestinal y el desarrollo de RAC, ya que lo
esperable clinicamente, es que los individuos con una proteina activa (GG), que
expulsan el tacrolimus a la luz intestinal, debieran desarrollar mas RAC.

De la misma forma, para el alelo 2677 G>T/A, la distribuciéon es similar al grupo
anterior.

Esta falta de consistencia en cuanto a la asociacién de los SNPs del gen
ABCB1 vy la aparicion de RAC puede estar auspiciada por un predominio del CYP3A5
en cuanto al metabolismo del tacrolimus, a un control exhaustivo de los pacientes,
como ya ha sido mencionado y a la influencia de otros factores a nivel intestinal que
aun no conocemos. El andlisis multivariante para el RAC no arrojé relacion entre los
distinto SNPs para el gen ABCB1 y la aparicion del mismo.

A modo de intentar arrojar mas luz sobre este andlisis, con el objetivo de
eliminar el sesgo, y teniendo en cuenta la posibilidad de que la falta de influencia de
los SNPs ABCB1 en la farmacocinética de tacrolimus podria deberse a un factor de
confusién con el CYP3A5, se investigd la influencia de 1236C>T, 2677G>T/A, y
3435C>T en pacientes que eran no expresores para el CYP3AS5, tanto en el intestino
como en el injerto (se excluyeron los pacientes con CYP3A5*1). Se obtuvieron unos
resultados similares a los del anélisis global, por lo que podemos considerar una
baja asociacion clinica en el transportador intestinal MDR1 y el RAC en el
trasplante hepatico.
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Sin embargo, a pesar de que los resultados no son concluyentes con respecto
a la influencia del polimorfismo en cuanto a la aparicion de RAC, cabe sefalar que
estos resultados se obtuvieron en una poblacién que recibe terapia triple con una
inusualmente baja incidencia de RAC (10%) en el TH. Esto sugiere que es demasiado
pronto para descartar la posibilidad de que las terapias inmunosupresoras y los
resultados clinicos puedan beneficiarse beneficiarse al conocer los genotipos ABCB1
de cara a realizar terapias dirigidas en los pacientes TH.

Se necesitan mas estudios prospectivos para evaluar el impacto de estos
polimorfismos genéticos en la farmacocinética y la farmacodinamica de tacrolimus vy
determinar si el analisis de rutina de Y de esta forma justificar si el anélisis de rutina de
los genotipos del receptor podria acercarnos a realizar un tratamiento inmunosupresor
personalizado.

En el caso del genotipo donante para los diversos alelos, como se explicd en el
apartado anterior, los datos se analizaron, pero la relevancia clinica en cuanto a la
aparicién de RAC es nula.

En cuanto al tiempo de aparicidon del RAC no se aprecia correlacion clinica ni
estadistica, ya que en ambos grupos y en todos los alelos el rechazo ocurre de media
al mes aproximadamente. Esto concuerda con la débil asociacion del receptor
intestinal y el RAC. Tampoco parece haber diferencias en cuanto al grado de RAC,
distribuyéndose de forma homogénea entre “wild-type” y no expresores.
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7.8. ¢ INFLUYEN LOS POLIMORFISMOS DE LOS GENES
CYP3A5 Y ABCB1 EN LA FUNCION HEPATICA DE LOS
RECEPTORES DE UN TRASPLANTE HEPATICO?

En el postrasplante precoz, que habitualmente incluye hasta los dos primeros
meses postrasplante, la alteracién de la analitica hepatica es la primera manifestacion
de disfuncién hepatica. Las posibles causas de disfuncién del injerto en el paciente
trasplantado reciente incluyen las lesiones de isquemia-reperfusion, lesiones por
problemas técnicos, el rechazo agudo celular, las lesiones por infecciones viricas, en
especial la hepatitis por citomegalovirus y las lesiones por recurrencia de la
enfermedad de base.

La lesién por isquemia-reperfusion viene condicionada por el dafo que se
produce en el higado debido a la preservacién del mismo durante el periodo de
isquemia fria con los liquidos de preservacion habituales, junto al dafio postreperfusion
tras el implante. Suele aparecer en un 2-20% de los pacientes, inmediatamente
después del TH, y no persiste mas alla de una semana (172). La patogenia es
multifactorial. La causa principal es la acidosis metabélica debida al metabolismo
anaerobio durante la isquemia fria. La lesion por isquemia-reperfusion leve se
caracteriza por la rapida normalizacién de las transaminasas tras el incremento inicial;
no requiere tratamiento especifico. Si la lesibn es grave, se produce la llamada
disfuncién primaria del injerto (DPI) que se manifiesta por cifras muy elevadas de
transaminasas, tiempos de pro-trombina prolongados, ausencia de produccién de bilis
por el tubo de Kehr, en el caso de que lo haya, y signos clinicos de insuficiencia
hepatica como encefalopatia, hipoglucemia y acidosis lactica. La alternativa
terapéutica es el retrasplante urgente. Diversos factores, tales como tiempos de
isquemia fria y caliente prolongados, donantes anosos, injertos reducidos y érganos
con esteatosis macrovesicular superior al 60% son factores asociados a esta grave
complicacion.

En cuanto a complicaciones técnicas, la trombosis de la arteria hepatica es de
las complicaciones mas graves. Aparece en menos de un 5% de los TH (173). Cuando
se produce en la primera semana post-TH, analiticamente suele manifestarse como
una disfuncion primaria del injerto. El diagnostico se realiza por los hallazgos de la
ecografia hepatica doppler, y se confirma mediante arteriografia hepatica o angio-
TAC. Diversos factores, tales como calibres pequefios de la arteria hepatica del
donante o del receptor, problemas quirurgicos, disparidad entre el didmetro vascular
entre el donante y el receptor, trasplantes pediatricos o problemas médicos como
estados de hipercoagulabilidad, infeccién por citomegalovirus, el tabaco o el rechazo
se asocian con esta complicacion. En la fase precoz, la trombosis puede resolverse
mediante trombectomia y colocacion de prétesis y/o angioplastia, en los casos con
estenosis sin trombosis.

Las infecciones viricas, en especial la infecciébn por citomegalovirus (CMV),
suele aparecer entre el primer y cuarto mes post-TH. Cuando la infeccion por CMV
condiciona una hepatitis por CMV, suele manifestarse por fiebre y deterioro de la
analitica hepatica, junto a leucotrombopenia. Desde el punto de vista microbioldgico,
se aprecia una elevacion de la carga virica en sangre periférica.

La mayoria de los estudios no consideran la influencia de los diversos
polimorfismos directamente en la funcién hepatica, sino que recogen la tasa de RAC
como marcador de disfuncién hepatica (169-171). Son escasos los estudios que
intentan establecer una relacion de la disfuncibn enzimatica hepatica con los
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polimorfismos genéticos, no encontrdndose ninguna asociacion al margen del RAC,
como se ha desarrollado en el apartado 7.7. (174).

El CYP3A5 y el ABCB1 tienen un papel fundamental en el TH. Es por ello, que
en nuestro analisis se ha querido tener en cuenta como pueden afectar las diversas
condiciones genéticas en la funcion del 6rgano.

Al analizar el comportamiento de las enzimas de citélisis y colestasis, asi como
la evolucién de la bilirrubina durante los primeros 90 dias postrasplante, no se ha
hallado correlacion estadistica relevante que nos permitan establecer una
relacion entre los genotipos CYP3A5 y ABCB1 y la funciéon hepatica por si
mismos. En las mediciones de los primeros dias postrasplante, los datos medios son
mas elevados que con el paso del tiempo, este hecho posiblemente esté en relacién
con la disfuncién postTH del injerto, generalmente influida por la lesiébn de isquemia-
reperfusion, que no suele tener repercusion clinica.

Los valores que arrojan significacion estadistica (GOT al dia 7, FA y Bt al dia
14 en CYP3A5, GPT al dia 14 en 1236 C>T, y GPT al dia 3 en 2677 G>T/A) nos
hacen pensar que son mas bien resultados debidos al azar, que realmente datos que
merezca la pena considerar por lo erratico de su aparicion.

En la escasa bibliografia al respecto los resultados encontrados son similares,
ya que el hecho de presentar un genotipo u otro no altera la funcion hepatica en si,
salvo en los casos en los que se desarrolle un RAC (162). El seguimiento intensivo de
los pacientes, junto con una tasa baja de RAC parecen ser los responsables de la falta
de asociacion entre los genotipos y la variabilidad en la funcién hepéatica.

Un efecto idéntico ocurre al analizar estas variables en el grupo de donantes,
donde no se aprecian diferencias destacables entre los distintos grupos.

Al llevar a cabo un analisis de subgrupo, en aquellos pacientes que han
desarrollado RAC, se aprecian, diferencias con aquellos pacientes que no lo
desarrollaron.
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7.9. ¢( INFLUYEN LOS POLIMORFISMOS DE LOS GENES
CYP3A5 Y ABCB1 EN LA FUNCION RENAL DE LOS
RECEPTORES DE UN TRASPLANTE HEPATICO?

La funcién renal en el trasplante hepatico es un pilar fundamental a tener en
cuenta. Si bien, el desarrollo de insuficiencia renal esta asociado al trasplante, son
diversos los factores que influyen en su patogenia. El desarrollo de insuficiencia renal
en el postrasplante, va a venir derivada por la funcion renal preTH, la transfusion d
hemoderivados, los farmacos empleados, los disbalances hidroelectroliticos asi como
de la posible malfuncion hepatica como de otros multiples factores desencadenantes.

Se ha reportado una proporcion de nefrotoxicidad del 52% de los pacientes
trasplantados renales y de un 36-40% en los pacientes con trasplante hepatico (163).
La nefrotoxicidad inducida por el tacrolimus se manifiesta por un aumento de la
creatinina, azoemia, fibrosis intersticial y oliguria. Los efectos nefrotdxicos se han
relacionado con el efecto inhibidor del tacrolimus sobre la calcineurina, proteina que a
su vez regula los canales de calcio celulares.

Desde un punto de vista de impacto clinico, en el ambito del trasplante
hepatico, Hebert y cols. (141) en un estudio retrospectivo de casos y controles, con
120 pacientes de raza blanca tratados con ICN, establecen una asociacién entre la
presencia de disfuncién renal crénica y la homocigosis para el SNP 2677T, cuya
presencia se habia asociado a una baja expresion de P-gp. La incidencia global la
disfuncién renal a los 3 afios post-trasplante fue del 40%, y la frecuencia de la
disfuncién renal se redujo en los pacientes con un genotipo ABCB 12677TT, en
comparacion con aquellos con un genotipo 2677GG. Los sujetos con un genotipo
heterocigoto se comportaron fenotipicamente como el grupo 2677GG. La comparacién
entre los sujetos con un genotipo 2677TT y el grupo combinado de los sujetos con un
genotipo 2677GG, TG, AT o AG arrojé6 un OR de 0,26 (0,09-0,77) en cuanto a la
probabilidad de presentar disfuncién renal postrasplante; concluyendo que los
pacientes trasplantados hepaticos que reciben un tratamiento con ICN y son
homocigotos para el alelo ABCB1 2677T se asocian a un menor riesgo de presentar
disfuncién renal crénica

Es por ello, que en nuestro estudio hemos creido fundamental el analisis de la
funcion renal de forma pormenorizada, asi como su relacibn con los distintos
polimorfismos genéticos.

Los resultados que relacionan la expresion del CYP3A5 muestran una
repercusion tanto clinica como estadistica en lo que a aclaramiento de creatinina se
refiere. Los pacientes portadores del gen expresor *1, presentan un deterioro en el
aclaramiento de creatinina a lo largo de todo el seguimiento de unos 20-25
ml/min. Esto sugiere una vez establecido el tratamiento con tacrolimus que los
pacientes expresores, fruto de su metabolismo elevado y de las dosis medias
necesarias mas altas de Tac, presentan un efecto lesivo sobre las nefronas. Si bien,
clinicamente no supondria un grado de insuficiencia renal que requiriese ninguna
medida especial, es importante tenerlo en cuenta como marcador de un efecto
perjudicial de la sobrexposicion al farmaco y que pudiera tener consecuencias a medio
y largo plazo. Sin embargo, estos valores pueden estar influenciados, en este grupo,
por una filtraciébn glomerular disminuida a dia 3 en el grupo expresor. Esto nos haria
pensar en un sesgo al interpretar los resultados, ya que este grupo presentaba una
funcion renal menor previa al TH.

Centrandonos en el receptor intestinal MDR1, codificado por el gen ABCB1,
observamos un fendbmeno similar para los tres alelos, pero mas marcadamente en el
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2677G>T/A, apreciandose diferencias importantes tanto en el aclaramiento de
creatinina, como en la mayor parte de las mediciones de filtrado glomerular. En estos
casos, el grupo mutante tanto homocigotos como heterocigotos, presentan unos
valores de aclaramiento y filtrado glomerular mas bajos que los wild-type. Estos
valores se mantienen estables durante los 90 dias de seguimiento, manteniendo la
significacion estadistica en la mayoria de los casos. Esto esta en relaciébn con una
menor expresion de la proteina P-gp funcionante, tanto a nivel intestinal, como en el
caso del tdbulo contorneado. Esto favorece una menor expulsion del farmaco
circulante, con el consiguiente efecto lesivo a nivel nefrologico. Si bien es cierto, y ya
se ha mencionado, la causa de insuficiencia renal en el trasplante hepatico es
multifactorial, sin embargo, son datos a tener en cuenta por su gran valor clinico.

En el caso del CYP3AS5 en el genotipo donante, ocurre algo similar al grupo de
receptores. En este caso en el grupo de expresores *1, existe un deterioro en cuanto
al aclaramiento de creatinina, superponible al grupo receptor (20-25ml/min). Podria
explicarse de la misma forma por un filtrado glomerular de inicio mas bajo, junto a un
exposicion mayor al farmaco, como ocurria en el otro grupo.

Aunque no hay diferencias y en absoluto es el mejor indicador de la funcion
renal, se aprecian unos valores de creatinina sérica superiores en ambos grupos
(receptores y donantes) para el SNP CYP3A5*1. Posiblemente en relacién con lo
mencionado anteriormente, debido a un detrimento en la funcion renal, elevando los
niveles séricos de creatinina.

El comportamiento de la urea en estos casos es mas erratico, y sin un claro
patrén en ambos grupos. Dado que el higado esta involucrado en el metabolismo del
ion amonio, precursor de la urea, parece légico pensar, que estos valores no podran
definir una alteracion a nivel renal por si solos.

La proporcion de pacientes afectos de insuficiencia renal fue del 21% de los
trasplantados. Si bien, esta diferencia con lo publicado esta en su mayoria influenciada
por un corto periodo de seguimiento (90 dias) asi como por una monitorizacién
intensiva de nuestros pacientes, con ajustes de dosis segun niveles sanguineos en un
margen terapéutico estrecho (8-13ng/ml hasta el dia 45 ,niveles que tras el primer mes
del TH hoy en dia son considerados elevados, y 5-8 ng/ml a partir del dia 45).

En relacién a la nefrotoxicidad de tacrolimus, influenciado por el citocromo, la
proporcién de pacientes en cada grupo no permiten identificar una asociacion clara
basandonos en numeros absolutos. Sin embargo, la proporcion de expresores *1
que desarrollan insuficiencia renal es del 33%, frente a un 12% en el caso de los
ho expresores (grupo receptor). De nuevo, como se comentd anteriormente, una
exposicion a dosis medias mas altas de tacrolimus, asi como un ajuste mas complejo
para obtener niveles éptimos en sangre, podrian influenciar en este hallazgo. En el
grupo de donantes, el efecto es muy similar, motivado por las misma causas.

En cuanto al receptor intestinal MDR1 y su influencia en el desarrollo de
insuficiencia renal, los datos obtenido son poco significativos con porcentajes de
desarrollo de fracaso renal muy similar entre mutantes y salvajes. Esto nos lleva
pensar que este gen no tiene un papel determinante por si mismo en el desarrollo de
este efecto secundario, si no que actia de forma secundaria al mantener mas o
menos elevados los niveles de Tac en funcién de su actividad. Como se expuso
anteriormente existen estudios que establecen una asociacion entre la insuficiencia
renal y la mutacion para el P 2677 G>T/A (141).
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7.10. ¢(INFLUYEN LOS POLIMORIFISMOS DE LOS
GENES CYP3A5 Y ABCB1 EN LA APARICION DE
OTRAS COMPLICACIONES ASOCIADAS AL USO DE
TACROLIMUS?

7.10.1. Alteraciones neurologicas

La apariciobn de neurotoxicidad en el TH es una complicacion habitual. Se
incluyen como alteraciones neuroldgicas las cefaleas, el insomnio, el tremor, las
parestesias y los mareos. Aproximadamente el 55% de los pacientes con trasplante de
higado experimentan algun sintoma de neurotoxicidad y otras alteraciones de las
funciones motoras, mentales o sensoriales (164). Las altas concentraciones de
tacrolimus estdn asociadas a delirio y coma y se han comunicado casos de
leucoencefalopatia, asi como anormalidades visuales en nifios y adultos tratados con
tacrolimus.

Se ha descrito en la literatura una asociacion entre los polimorfismos y el
desarrollo de alteraciones neuroldégicas. Yamauchi (142), desarrolld6 un estudio
retrospectivo en pacientes trasplantados hepéticos en tratamiento con Tac donde se
asocio el genotipo 2677T de los pacientes como predictor de neurotoxicidad. Estos
resultados se han relacionado con el hecho de que la expresion de esta glicoproteina
se ha asociado con una menor entrada de farmaco al sistema nervioso central,
motivada por una mejor barrera hematoencefalica, por lo que los bajos expresores de
P-gp serian susceptibles de una mayor neurotoxicidad.

Existen pocos trabajos a este respecto, pero en 2010, se desarrollé un estudio
en pacientes con trasplante de progenitores hematopoyéticos (175), analizando 63
casos de los cuales 15 desarrollaron neurotoxicidad relacionada con los ICN; en el
grupo de pacientes con CsA (n = 30), la edad, hipertensién, disfuncidén renal, el gen
ABCB1 1236C>T (p <0,001), y el gen 2677G>T/A (p = 0,014) se asociaron con
neurotoxicidad, mientras que el genotipo CC en C1236T ABCB1 se asoci6é un mayor
desarrollo de alteraciones neurolégicas, pero no de forma significativa, ajustado por
edad, hipertensién y disfuncidn renal; para el grupo de Tac (n=33), el gen CYP3A5, y
el ABCB1 1236C>T se asociaron con la aparicion de neurotoxicidad. Segun el analisis
de regresidon logistica (p=0,01; OR, 8,5; IC del 95%, 1,4-51,4) el alelo CYP3A5
(genotipo expresor) esta fuertemente asociado con el desarrollo de neurotoxicidad.

En nuestro estudio se consider6 como “alteracion neuroldgica” el temblor
fundamentalmente, cefaleas y desordenes mayores tales como desorientacion,
cuadros confusionales y mareos graves. Es por esto, que nuestro porcentaje de
afectacion neurol6gica es menor al descrito en la bibliografia (37%).

Llama la atencion que en el caso del SNP 2677 G>T/A hasta un 45% de los
mutantes (proteina no eficaz para eliminar el farmaco), desarrollaron
alteraciones neuroldgicas, frente a un 13% en los funcionantes.

Referente a estas alteraciones segun la expresién del CYP3A5 en ambos
grupos, expresores y no expresores, el porcentaje de aparicién de estos sintomas son
idénticos, con un 33% para ambos grupos. Esto nos permite pensar de forma
razonable, que no existe una relacion directa entre la expresion del CYP3A5 y el
desarrollo de complicaciones neurolbgicas en nuestro estudio.

Algo similar ocurre para el ABCB1 en los SNPs 1236 C>T y 3435 C>T, con
porcentaje de complicaciones neuroldgicas similares.
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7.10.2. Hipertension arterial, diabetes mellitus e
hipercolesterolemia

La hipertension arterial es una complicacién frecuente que afecta hasta el 60%
de los receptores de un TH durante el seguimiento, las causas y factores para su
apariciéon son multiples. Segun el estudio NNDIK, la edad avanzada, la diabetes y la
insuficiencia renal los pacientes trasplantados hepaticos se han relacionado con la
presencia de HTA condicionando una supervivencia global mas pobre. La actuacién
diligente sobre de factores de riesgo postTH modificables como la diabetes, la
hipertensién y la insuficiencia renal puede mejorar la mortalidad a largo plazo (176).

La incidencia de hipertension arterial ha disminuido en los ultimos afos a raiz
de los cambios en los regimenes de inmunosupresion, junto a la reduccién en las
dosis de corticoides (177) y el empleo de Tac como farmaco inmunosupresor
fundamental, dado que el desarrollo de HTA es mucho menor que al emplear CsA
(178). Estudios como el de Hricik definieron una una prevalencia de HTA 3,07 veces
mayor, en pacientes TH que habian sobrevivido mas de 5 afos respecto a la
poblacion general.

Se han desarrollado medidas que contribuyan a evitar la HTA tras el TH,
demostrando una reduccion significativa de la presién arterial tras retirar los corticoides
de forma temprana (178,179).

En nuestro analisis la HTA se presenté en un porcentaje mucho menor (12%),
debido a que la hipertensién no es un efecto secundario inmediato, requiriendo mayor
tiempo de evolucién para su desarrollo en la mayoria de los casos. Este hecho
fundamentalmente daria respuesta a la diferencia de resultados entre nuestro estudio
y la bibliografia (176-179).

Por otro lado, no parece haber relaciéon entre los distintos SNP y la mayor
o menor frecuencia de desarrollo de hipertensién. Sin embargo, como decimos,
hay que asumir estos datos con cautela, ya que el seguimiento es limitado en el
tiempo, por lo que se deberian tener datos més consistentes en el tiempo para poder
extraer conclusiones sélidas.

En el paciente que va a ser sometido a un TH se distinguen dos tipos de
diabetes: diabetes mellitus pretrasplante y diabetes de novo. Los factores mas
habituales que se han relacionado con la aparicion de diabetes en los receptores de
trasplantes de 6rganos son: sexo masculino, raza (afroamericanos, latinos/hispanos,
indigenas americanos, indigenas de Hawai, islefios del Pacifico y estadounidenses de
origen asiatico), edad avanzada, obesidad, historia familiar, infeccién por el virus de la
hepatitis C y por CMV y la inmunosupresion con corticoides, con anticalcineurinicos o
con inhibidores del receptor de la rapamicina (m-Tor).

En trasplante hepatico, se ha observado hiperglucemia en un 33-47% de los
casos, llegando a desarrollar diabetes un 25-30%. En el caso del trasplante renal, el
numero de pacientes insulinodependientes ha sido estimado en un 20%. El inicio de la
diabetes se sitla hacia los dos meses después del trasplante, siendo reversible en el
15% de los casos a los 12 meses tras el TH y en el 50% de los casos al cabo de 2
afos. La posibilidad de desarrollar una diabetes postrasplante aumenta cuando los
niveles de tacrolimus en sangre son demasiado elevados y cuando se administran al
mismo tiempo corticoides (166, 167).
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Estos porcentajes son variables en la literatura, generado por una falta de
unanimidad a la hora de determinar el diagnostico. Si el diagnostico de DM se basa en
la necesidad de tratamiento (antidiabéticos orales, insulina), entre un 5-15% de los
pacientes serian diabéticos (180, 181). Si en cambio, el diagnostico se lleva a cabo a
través de la sobrecarga oral de glucosa el porcentaje asciende por encima del 55%
(181).

En nuestro analisis, consideramos DM cuando el paciente requirié tratamiento
por glucemias basales elevadas, ya fuese con antidiabéticos, insulina 0 medidas
higiénico-dietéticos. El desarrollo de diabetes en nuestro caso es muy préximo a
lo referido en la literatura, con un 24,5% en total, desarrollandose en los
primeros 90 dias postrasplante, lo que concuerda con lo anteriormente descrito.
No parece haber relacién con los polimorfismos genéticos ABCB1 y CYP3AS5. Sin
embargo existen trabajos (183) que recogen que al igual que otros farmacos, el Tac
tiene varios efectos secundarios entre los que destaca su capacidad diabetogénica de
tipo dosis-dependiente y que de forma adicional a este efecto, estudios de asociacion
del genoma completo 0 GWAS (Genome Wide Association Studies) han identificado
varios SNPs y genes asociados al riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 (DM2) que
podrian estar a su vez estar asociados al riesgo de diabetes de novo PT (NODAT),
siendo dos de estos genes son KCNQ1 y KCNJ11, (genes relacionados con canales
de K+) cuya variacién ha sido relacionada con el riesgo de DM2 y diabetes neonatal.
No existe en la literatura estudios a cerca de la relacién entre la DM y los SNPs de
CYP3A5 y ABCBA1.

Las alteraciones de los lipidos en el paciente trasplantado hepatico son
frecuentes y afectan a méas del 50% de los receptores. Las causas de
hipercolesterolemia son varias: edad, sexo, predisposicion genética, ganancia de
peso, funcibn renal, proteinuria, diabetes, inmunosupresiébn y farmacos
antihipertensivos.

Estudios recientes no sélo aprecian unos niveles superiores de colesterol en
los trasplantados hepéaticos, sino que el indice aterogénico de estos lipidos es muy
superior a los de la poblacion general (182).

En nuestro estudio un 18% desarroll6 hipercolesterolemia en el posTH
inmediato. Esto valores difieren del 50% recogido en la literatura (178) dado el corto
periodo de seguimiento, para el desarrollo de una enfermedad que puede tardar
meses en aparecetr.

En cuanto a la relacién con los polimorfismos no hay evidencia cientifica
de su implicaciéon con la aparicién de dislipemia y en nuestro estudio ningun
dato nos hace pensar que exista asociacion entre los genes estudiados vy el
desarrollo de dicha patologia.
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8. Conclusiones
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1. La prevalencia de los polimorfismos CYP3A5 *1/*3 y *1/*1, en los receptores de un
injerto hepético de raza caucasica en la serie estudiada en Espafa ha sido del 14% y
la prevalencia de los polimorfismos no expresores del 86%.

2. La prevalencia del gen ABCB1 wild-type (CC, GG) en receptores de un injerto
hepatico de raza caucasica en la series estudiada en Espafia ha sido del 32,8% para
el alelo 1236C>T, del 30,6% para el 3435C>T y del 33,3% para el 2677G>T.

3. Las dosis de tacrolimus necesarias para alcanzar niveles valle objetivo han sido
mas altos en los receptores y en los injertos hepaticos que expresan CYP3A5 (*1/*3
y*1/*1) que en los no expresores (*3/*3). Los polimorfismos ABCB1 no han influido en
la ratio C/D de tacrolimus.

4. El rechazo agudo celular ha aparecido con mayor frecuencia y de forma mas
temprana en los receptores de un injerto hepéatico que expresaron el gen CYP3A5*1.
No se ha encontrado ninguna relacion entre el RAC y la expresion del gen ABCB1.

5. El deterioro de la funcion renal tras el trasplante hepatico se ha presentado con
mayor frecuencia en los receptores que expresan CYP3A5*1 y en los mutantes del
gen ABCBH11.

6. Se ha observado una mayor incidencia de alteraciones neuroldgicas en pacientes
trasplantados hepéaticos tratados con tacrolimus que expresan SNP 2677 G>T/A. No
ha existido relaciéon entre el desarrollo de hipertension arterial, diabetes mellitus e
hipercolesterolemia y la expresidén de polimorfismos.
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10. Anexos



Anexo 1.- Formulario de consentimiento informado

Yo, (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacién sobre el estudio denominado “Impacto de los
polimorfismos genéticos ABCB1 y CYP3A5 en los requerimientos de dosis de
tacrolimus y micofenolato mofetil en el rechazo agudo en receptores caucasicos de
trasplante hepatico”

= Se me ha informado ampliamente.

= He podido hacer preguntas sobre el estudio.

= He hablado con el doctor

( nombre del investigador)
= Comprendo que mi participacidon es voluntaria.
= Comprendo que puedo retirarme del estudio:

v' Cuando quiera
v Sin tener que dar explicaciones
v Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Entiendo que al acceder a participar en este estudio, consiento a la recogida,
tratamiento, cesidn y transferencia (si procede) de mis datos personales con respeto
del anonimato para fines de atencion sanitaria y/o investigacién médica

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y que mis datos

puedan ser utilizados con fines de investigacion. Recibiré una copia firmada de esta
hoja de informacion al paciente y consentimiento informado.

Firma del paciente Fecha:

Dia/ Mes / Aiho

Firma del investigador: Fecha:

Dia/ Mes / Aiho
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Anexo 2.- Farmacos que interaccionan con Tacrolimus

Clotrimazol
Fluconazol
Ketoconazol
Claritromicina
Eritromicina
Danazol
Rifampicina
Bromocriptina
Dapsona
Ergotamina

Etinilestradiol

Gestodén

Zumo de pomelo

Itraconazol

Josamicina

Lidocaina

Mefenitoina

Moconazol

Midazolam

Noretindrona

Quinidina

Tamoxifeno
Triacetiloleandomicina
Verapamilo/Diltiazem

Fenobarbital

Fenitoina

Carbamazepina

Metamizol

Isoniazida

Anticonceptivos esteroideos orales

AINE
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Anexo 3.- Esquema de Consenso Internacional de Banff

La siguiente nomenclatura y la clasificacioén del rechazo de aloinjerto de higado
se aplica sélo al rechazo agudo (celular). El rechazo predominantemente humoral (por
ejemplo, en casos de incompatibilidad de grupo sanguineo ABO) y el rechazo crénico
no estan incluidos en este esquema. Deben observarse los aspectos siguientes, antes
de la aplicacion de este sistema:

En primer lugar, debe evaluarse la biopsia para comprobar su idoneidad. En
general, al menos deben presentarse cuatro triadas. Sin embargo, pueden estar
presentes hallazgos diagndésticos, incluso cuando se identifican menos de cuatro
triadas. Por consiguiente, la idoneidad debe determinarse segun el juicio del patblogo
que informe.

Cada biopsia debe clasificarse segln la presencia o ausencia de rechazo
agudo, basandose en los criterios expuestos en la tabla A. Después, deben puntuarse
los hallazgos histopatologicos individuales enumerados en la tabla B hasta llegar a un
indice de actividad de rechazo para cada biopsia.

No es infrecuente que en una biopsia esté presente mas de un proceso
patologico. Por ejemplo, inmediatamente tras el trasplante, pueden observarse juntos
lesion de conservacion y rechazo agudo. Cuando en una biopsia se produce mas de
un proceso patologico, el patblogo debe enumerar primero la que considere mas
importante, seguida por la siguiente mas importante, y asi sucesivamente.

Tabla A: Clasificacion de rechazo agudo de aloinjerto de higado.

Se ha establecido la evaluacién global del grado de rechazo realizado sobre
una revision de biopsia y tras el diagnostico de rechazo

Evaluacién global Criterios

Ausencia de rechazo

Ausencia de infiltrado o inflamacién relacionado con
una causa que no es rechazo (por ejemplo, hepatitis)

Indeterminado

Infiltrado inflamatorio portal que no cumple los
criterios para el diagnostico de rechazo agudo (véase
“leve”, a continuacion)

Leve

Infiltrado de rechazo en una minoria de triadas, que
generalmente es leve, y esté confinado en los
espacios portales mas, al menos, uno de los
siguientes: 1. Lesion clara del conducto biliar o 2.
Inflamacién subendotelial de la vénula hepatica o
portal.

Moderado

Igual que antes, infiltrado de rechazo, que se extiende
a la mayoria o a todas las triadas.

Intenso

Igual que para la moderada, con extension a las
areas periportales e inflamacion perivenular de
moderada a grave que se extiende al interior del
parénquima hepatico y que esta asociada con
necrosis de hepatocitos perivenulares.

237




Tabla B: indice de actividad de rechazo (RAI).

Criterios que pueden usarse para puntuar las biopsias de aloinjerto de higado
con rechazo agudo, tal como se define en el Documento de Consenso Mundial sobre
Gastroenterologi

Categoria

Criterios

Puntuacion

Inflamacién portal

Inflamacién principalmente linfocitica que afecta, pero no se
extiende apreciablemente, a una minoria de las triadas

1

Expansion de la mayoria o de todas las triadas, mediante un
infiltrado mezclado que contiene linfocitos con blastos, neutréfilos y
eosinofilos ocasionales.

2

Expansion notable de la mayoria o de todas las triadas mediante un
infiltrado mezclado que contiene numerosos blastos y eosinéfilos
con extensién inflamatoria al interior del peranquima periportal

Lesiéon de
inflamacion del
conducto biliar

Una minoria de conductos estan revestidos e infiltrados por células
inflamatorias y sélo muestran leves cambios reactivos, tal como un
aumento de la razén citoplasmica nuclear de las células epiteliales

La mayoria o todos los conductos estan infiltrados por células
inflamatorias. Mas de un conducto ocasional muestra cambios
degenerativos, tales como pleomorfismo nuclear, polaridad alterada
y vacuolizacion citoplasmatica del epitelio

Igual que para 2, mostrando la mayoria o todos los conductos
cambios degenerativos o interrupcion focal de la luz

Inflamacion
endotelial venosa

Infiltracion linfocitica subendotelial que afecta a algunas, pero no a
una mayoria, de las vénulas portales y/o hepaticas

Infiltracion subendotelial que afecta a la mayoria o a todas las
vénulas portales o0 hepaticas

Igual que para 2, con inflamacion perivenular de moderada a
intensa que se extiende al interior del parénquima perivenular y que
esta asociada con necrosis de hepatocitos perivenulares

PUNTUACION TOTAL (Suma de los componentes) =

Tabla C: Diagndstico de rechazo ductopénico (cronico) del injerto

Criterios

Grado/fase

Ausencia de evidencia de rechazo crénico Ninguna

Atrofia/picnosis del conducto biliar (espacio nuclear
irregular, conducto sélo parcialmente revestido por
células epiteliales, transformacion eosinofilica del
citoplasma) en mas de un conducto ocasional, con
pérdida del conducto en <50%

Concuerda con las fases iniciales del rechazo crénico

Pérdida del conducto biliar en >50% de las triadas, Concuerda con el rechazo cronico

normalmente acompafada por colestasis, células
espumosas sinusoidales y/o esclerosis perivenular.

Si se diagnostica cualquiera de las categorias anteriores del rechazo crénico, rellene lo siguiente:

Numero total de triadas presentes en la biopsia:
Numero total de triadas sin conductos biliares:
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Anexo 4.- Notificacién de Sospecha de Reaccion Adversa

NOTIFICACION DE SOSPECHA
DE REACCION ADVERSA

MEDICAMENTOS AUTOR

IZADOS

@. N°DE NOTIFICACION DEL LABORATORIO

@ a. N° DE NOTIFICACION DEL SEFV

O NO
O Sl (indicar) :

[ TARJETA AMARILLA

¢ CONOCE S| ESTA REACCION ADVERSA HA SIDO COMUNICADA POR OTRA ViA?

0 PUBLICACION

I. INFORMACION SOBRE LA REACCION ADVERSA

1. INICIALES DEL 1a. PAIS

PACIENTE

2. FECHA DE NACIMIENTO 2a. EDAD 3. SEXO 3a. PESO 3b. TALLA | 4-6. FECHA DEINICIO DE LA
REACCION
DIA MES ANO O HOMBRE DIA MES ANO
O MUJER

7. DESCRIPCION DE LA(S) REACCION(ES) ADVERSA(S) (Incluyendo resultados relevantes de exploracion o de laboratorio, y la

fecha de finalizacién, si procede).

a

a

8-13b. CRITERIOS DE GRAVEDAD/ DESENLACE

O FALLECIMIENTO

LA VIDA DEL PACIENTE HA
ESTADO EN PELIGRO

HOSPITALIZACION
PROLONGACION HOSPITALIZACION

INCAPACIDAD PERMANENTE O
SIGNIFICATIVA

RA CLINICAMENTE RELEVANTE

PERSISTENCIA DE LA REACCION
ADVERSA

RECUPERACION

Il. INFORMACION DEL MEDICAMENTO SOSPECHOSO DEL LABORATORIO

14. MEDICAMENTO SOSPECHOSO 15. DOSIS 16. VIA 17. MOTIVO DE LA PRESCRIPCION | 18. FECHAS DE 19. DURACION DEL
DIARIA INICIO FINAL TRATAMIENTO
20. ¢REMITIO LA REACCION AL SUSPENDER LA 20a. ,REMITIO LA REACCION AL REDUCIR LA 21. ;REAPARECIO LA REAQCION AL ADMINISTRAR DE
MEDICACION? DOSIS? NUEVO LA MEDICACION?
O Sl O NO 0 NO PROCEDE O Sl O NO 0 NO PROCEDE O Si O NO 0 NO PROCEDE
22. MEDICAMENTOS CONCOMITANTES (Marquese con un 22a. DOSIS 22b. VIA 22c. FECHAS DE 22d. MOTIVO DE LA PRESCRIPCION
asterisco el o los medicamentos sospechosos) DIARIA INICIO FINAL

23. DATOS IMPORTANTES DE LA HISTORIA CLINICA (ej. diagnésticos, alergias, embarazos, etc.)

IV. INFORME SOBRE EL LABORATORIO FARMACEUTICO Y PROCEDENCIA DE
LA NOTIFICACION

24a. NOMBRE DE RFV Y DEL LABORATORIO

TEL.

FAX:

24e. EVALUACION DE LA CAUSALIDAD POR PARTE DEL RFV (Opcional)

24c. FECHA DE RECEPCION EN EL
LABORATORIO

O PUBLICACION

24f. FECHA DE NOTIFICACION AL

SEFV INICIALES

PROFESION:

24d. FUENTE DE INFORMACION
O ESTUDIO POSTAUTORIZACION

O PROFESIONAL SANITARIO / ESPONTANEA

24b. CODIGO DEL LABORATORIO (N° DE LA AEM)

25a. TIPO DE INFORME

O INICIAL O SEGUIMIENTO

25b. ORIGEN O HOSPITALARIO

CIUDAD / PROVINCIA

O EXTRAHOSPITALARIO

FORMULARIO DE NOTIFICACION version 3/2000

(VER INSTRUCCIONES AL DORSO)
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INSTRUCCIONES GENERALES
Este formulario se utilizara solamente para comunicar las sospechas de
reacciones adversas (RA) graves e inesperadas que ocurran con medicamentos
en investigacion. Se considera medicamento en investigacion tanto el producto
especificamente investigado como el control.
Las sospechas de reacciones adversas mortales o que entrafien riesgo vital
(aquellas que de no haber mediado una intervencion terapéutica inmediata
hubieran supuesto la muerte del paciente) se comunicaran en el plazo maximo de
7 dias naturales; si no se dispusiera de toda la informacién, ésta podra
completarse en el plazo adicional de 8 dias. Las demas sospechas de reacciones
adversas graves e inesperadas se comunicaran en el plazo maximo de 15 dias.
Cuando el espacio disponible sea insuficiente, se afiadira una hoja de informacion
adicional, correctamente identificada con el nombre del promotor y el niUmero
asignado a la notificacion. En esta informacion adicional podra hacerse constar la
evaluacion de la causalidad realizada por el técnico que informa.

INSTRUCCIONES ESPECIFICAS
El codigo de protocolo es el asignado por el promotor para identificar el estudio. El
numero de notificacion del promotor es el que éste utiliza para su archivo. Cuando se
trate de informacion de seguimiento se utilizara el mismo numero o bien, si se
modifica, se indicard el numero de la notificacion inicial. Se dejara sin rellenar el
espacio “N° de notificacion” que aparece sombreado.
La edad se pondra en afios, meses, semanas o dias segln convenga, pero siempre
indicandolo. Si no se conoce con precision la edad debe referirse, al menos, el grupo
de edad al que pertenece (p. €j.: lactante, nifio, adolescente, adulto, anciano).
Se describira la reaccidon adversa en forma completa, indicando la fecha de
finalizacion de la misma e incluyendo los resultados de las exploraciones
complementarias o pruebas de laboratorio que se consideren de interés. A esta
notificacion podran acompanarse cuantos informes se estimen convenientes para la
adecuada interpretaciéon del cuadro clinico sospechoso de ser una reaccion adversa.
Las categorias no son mutuamente excluyentes. La asistencia en un Servicio de
Urgencias de un Hospital inferior a 24 horas, no se considerara hospitalizacion.
Los medicamentos en investigacion se identificaran a ser posible por su nombre
genérico (DOE o DCI), indicando cuando esté disponible el nombre comercial, o en
su defecto, por el nombre propuesto o cddigo de laboratorio para el producto.
En caso de que la administracion no sea diaria se intentara describirla con alguna de
las siguientes posibilidades: ciclica, semanal, mensual, anual o nUmero de veces que
se ha utilizado (poniendo en este caso la dosis de cada toma, no la total).
Se hara constar el proceso patologico del paciente al que va destinado el producto en
investigacion, o bien “voluntario sano” en caso de tratarse de tal.
Se hara constar la duracion del tratamiento hasta el inicio de la reaccion adversa.
Se indicara explicitamente si no se han tomado farmacos concomitantes. En el caso
de considerar sospechoso alguno o algunos de los farmacos concomitantes se
marcaran con un asterisco (p.ej.: * AMOXICILINA). Se excluirdn los medicamentos
utilizados para tratar la reaccién adversa.
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Informe Dictamen Favorable
/\ Servicio Andaluz de Salud Proyecto Investigacion Biomédica
CONSEJERIA DE SALUD C.P. TINOCO_1 - C.I.

26 de enero de 2016

JUNFA DE ANDALUCIA

CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio

Dr. Victor Sanchez Margalet
Presidente del CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio

CERTIFICA

19, Que el CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio en su reunion del dia
30/10/2015, acta 09/2015 ha evaluado la propuesta del promotor referida al estudio:

Titulo: Impacto de los polimorfismos genéticos ABCB1 y CYP3A5 en los requerimientos de dosis de tacrolimus en el
rechazo agudo en receptores caucasicos de trasplante hepatico

Cadigo Promotor: TINOCO_1 Cédigo Interno: 0425-N-15
Promotor: Investigador

19, Considera que

- El estudio se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y su
realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacion prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.

- El alcance de las compensaciones econoémicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

29, Por lo que este CEI emite un DICTAMEN FAVORABLE.

30, Este CEI acepta que dicho estudio sea realizado en los siguientes CEI/Centros por los Investigadores:

CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena Dr. José Tinoco Gonzalez
y Virgen del Rocio (Cirugia General y Aparato Digestivo) Hospital
Universitario Virgen del Rocio

Lo que firmo en Sevilla, a 26 de enero de 2016

Fdo:

Dr. Victor Sanchez Margalet
Presidente del CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio

CEI de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena — Virgen del Rocio de Sevilla
Avda. Manuel Siurot, s/n — Edificio de Laboratorios 62 planta  Sevilla 41013 Sevilla Espafia

Tel. 600 162 458 Fax. 955 00 80 15 Correo electrénico administracion.eecc.hvm.sspa@juntadeandalucia.es
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JUNTA DE ANDARLUCIA CONSEJERIA DE SALUD

Secretaria General de Calidad y Modernizacion
Comité Autondmico de Ensayos Clinicos

ACUERDO QUE SE EMITE CON RELACION AL ESTUDIO OBSERVACIONAL
POSTAUTORIZACION 0026/07 EPA EN LA SESION CELEBRADA EL 27 DE
NOVIEMBRE DE 2007

Protocolo: 0026/07 EPA

Promotor: SAT.OT.

Cadigo: SAT-TAC-2007-01

Titulo: Estudio prospectivo para evaluar la prevaiencia y relevancia clinica de
los polimorfismos en los genes codificadores de enzimas de
biotransformacion y proteinas transportadoras de tacrolimus y mofetil
micofenclato, en pacientes portadores de un trasplante hepatico
primario. Estudio LIVERGEN

Acuerdo: Informe Favorable

Sevilla, 28 de noviembre de 2007

Avda, de fa Innovacion, s/n. Edifico Arena | Apda. Correos 17.111 41080 Sevilla
Teféf. 95 500 65 56. Fax 95 500 66 84
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JUNTA DE ANDALUCA

CONSEJERIA DE SALUD
Secretaria General de Caidad y Modernizacton
Comité Autondmico de Ensayos Clinicos

DICTAMEN UNICO EN LA COMUNIDAD AUTONOMA DE
ANDALUCIA

ANTONIO VELAZQUEZ MARTINEZ, COMO SECRETARIO DEL COMITE
AUTONOMICO DE ENSAYOS CLINICOS DE ANDALUCIA

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta del promotor Sociedad Andaluza de
Trasplantes de Organos y tejidos (S.A.T.0.T)., cédigo de protocolo SAT-TAC-2007-01,
para que se realice el estudio postautorizacion observacional titulado:

Estudio prospectivo para evaluar la prevalencia y relevancia clinica de los
polimorfismos en los genes codificadores de enzimas de biotransformacion y
proteinas transportadoras de tacrolimus y mofetil micofenolato, en pacientes

portadores de un trasplante hepatico primario. Estudio LIVERGEN
Protocolo y Hoja de informacion al paciente y Consentimiento informado: versién 25 de enero de 2007

y considera que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los
objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el
sujeto.

Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

Y que este Comité considera, que dicho estudio puede ser realizado en los Centros de
la Comunidad Auténoma de Andalucia que se relacionan:

Centro Investigador Principal

. Reina Sofia ~Cérdoba-

Dr. Sebastién Ruflan

Dr. Juan Rodrigo

Dr. Gémez Bravo

u
Regional Carles Haya —Malaga-
U. Virgen del Rocio —Sevilla-

U.

H.
H.
H.
H. U. Virgen de las Nieves ~Granada-

Dr. Rafael Martin Vivaldi

para fo cual corresponde a la Direcgi’én del Centro correspg
capacidad y los medios disponibles §on/§propiad05 para llevar

Lo que firmo e’ﬁ Sevilla;
ik

[t

!

cabo el estudio.

!

Avda. de la Inngvacion, sin. Edificio Arena | Apdo. Correos 17111, 11080 Sevilla

Telef. 95 500 65 56. Fax 95 500 64 84

iente determinar si la
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JUNTA DE ANDALUCA CONSEJERIA DE SALUD

Secretarla General de Calidad y Modernizacion
Comite Autondmico de Ensayos Clinicos

ANTONIO VELAZQUEZ MARTINEZ, COMO SECRETARIO DEL COMITE

AUTONOMICO DE ENSAYOS CLINICOS DE ANDALUCIA

CERTIFICA

Que este Comité ha ponderado y evaluado en sesién celebrada el veintisiete
de noviembre de dos mil siete (Acta 10/07), y a propuesta del Promotor
Sociedad Andaluza de Trasplantes de Organos y tejidos (S.A.T.0.T)., codigo de
protocolo  SAT-TAC-2007-01, para que se realice el estudio postautorizacion
observacional titulado:

Estudio prospectivo para evaluar fa prevalencia y relevancia clinica de los
polimorfismos en los genes codificadores de enzimas de biotransformacién y
proteinas transportadoras de tacrolimus y mofetit micofenolato, en pacientes

portadores de un trasplante hepatico primario. Estudio LIVERGEN
Protocolo y Hoja de informacion a! paciente y Consentimienta informado: version 25 de enero de 2007

Que a dicha sesion asistieron ios siguientes integrantes del Comité:

Sr. D. Mariano Aguayo Canela (Presidente. Medicina Intsma. Hosp. Univ. Virgen Macarena. Seviila)
Sr. D. Femando Anfinez Estévez {Vicepresidente. Médico- Ledo. Derecho. Delegacion Prov. de Salud. Granada)
Sr. D. Antonio Veldzquez Martinez (Secretario. Medicina Preventiva y Salud P. Consejeria de Salud )
Sr. D. Francisco Javier Bautista Patoma {Vocal, Farmacia Hospttalaria. H. U. Virgen del Racfo. Sevilla)
Sra. D° Encamacion Blanco Reina (Vocal. Farmacdioga Clinica, Universidad de Malaga)

Sr. D. Juan Ramén Castillo Ferrando (Vocal, Farmacologia Cifnica. H. U, Virgen del Roclo. Sevilla)

Sra D® Celia Castillo Valverds (Vocal. Ldo. En Deracho. comp.. Hospitalarlo Torrecardenas, Almeria}
Sra. D Lourdes de la Colina Fernandez (Vocal. Psiquiatria. Hosp. Juan Ramon Jiménez. Huelva)

Sr. D, Miguel Delgado Rodriguez (Vocai. Ajeno a Ja Institucion, Univ, de Jaen, Medico Med. Preventiva)
Sr. D. Juan Carlos Dominguez Camacho (Vocal. Farmacéutico. Distrito Sanitario Sevilla)

Sra. D% Amalia Palacios Eito (Vocal, Oncologla Radioterapica. H. U. Reina Sofla. Cérdoba)

Sr. D®. Marla Angeles Rasero Diaz (Vocal. Ajeno a las profeslones sanitarias. Consejeria de Salud)
Sra, D® Susana Rodriguez Dominguez (Vocal, Médico de Familia. D.S, Sevila. Savilla)

Sr. . Pedro Sénchez Rovira (Vocal, Oncologia Médica, osp.. Cludad de Jaén. Jaén)

Sr. D. Rafael Vazquez Garcia (Vocal, Cardiologla. Hosp. Unjv. de Valme. Sevilla.}

Que dicho Comité, esta constituido y.actifa d¢ a {erdo Zta normativa vigente y las
directrices de la Conferencia Internaciona dF ugha Pragfica Clinica.

/ f

Lo que firmo en Se\;gll_g av

Avda. de la Innavacion, s/n. Edifics Arena 1. Apdo Cormeos 17.111 41080 Sevilla
Teléf, 95 500 65 56. Fax 95 500 66 84
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