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RESUMEN

Tacrolimus es un farmaco inmunosupresor ampliamente utilizado en el trasplante de érganos
para prevenir el rechazo. Este medicamento actua inhibiendo la actividad del sistema
inmunoldgico, reduciendo la respuesta del cuerpo a los érganos trasplantados. Sin embargo,
la eficacia y los efectos secundarios de tacrolimus pueden variar considerablemente entre los
pacientes, y la farmacogenética ha surgido como un campo de estudio importante para
comprender estas diferencias individuales en la respuesta al farmaco.

Por otro lado, la individualizacion terapéutica se basa en adaptar la inmunosupresiéon a las
caracteristicas intrinsecas de cada receptor de trasplante, como la edad, el sexo, el genotipo
y las comorbilidades, con el objetivo de aumentar la sobrevida y reducir los eventos adversos.
Especificamente, se buscan polimorfismos de un solo nucleétido en genes relacionados con
la absorcion, distribucion y mecanismo de accion de los farmacos.

El conocimiento de estos polimorfismos de ABCB1 y CYP3AS5 es relevante para la practica
clinica, ya que puede ayudar a personalizar las dosis de tacrolimus para optimizar la eficacia
y minimizar los efectos adversos en los pacientes trasplantados. La determinacién genética
de estos polimorfismos puede ser Util para guiar las decisiones terapéuticas y ajustar las dosis
de tacrolimus de acuerdo con las caracteristicas individuales de cada paciente.

Este estudio es pionero en Colombia y tiene como objetivo caracterizar genéticamente a
pacientes sometidos a trasplante de higado en relaciéon con los polimorfismos que pueden
afectar el metabolismo de los inmunosupresores, especialmente el tacrolimus. Se tomaron
biopsias de tejidos embebidos en parafina del hospital San Vicente fundaciéon de Rionegro,
se extrajo el ADN y se secuencid para conocer el genotipo del higado del paciente
trasplantado.

Aunque este estudio no conté con muestras de donantes, se pudo evaluar el genotipo de los
receptores, lo que permite comprender como afecta la absorcién del medicamento. Ademas,
se compararon las frecuencias alélicas encontradas en los pacientes colombianos con otras
poblaciones, mostrando similitudes con las poblaciones americanas y diferencias con otras
poblaciones como la egipcia o china.

El conocimiento del genotipo es importante para prevenir y reconocer los riesgos de efectos
adversos, como el rechazo agudo del trasplante. También se observaron diferencias en las
variables demograficas y las concentraciones de tacrolimus entre esta poblacion colombiana
y otras poblaciones estudiadas, lo que resalta la importancia de investigar especificamente
en la poblacion local.



ABSTRACT

Tacrolimus is an immunosuppressive drug widely used in organ transplantation to prevent
rejection. This medication works by inhibiting the activity of the immune system, reducing the
body's response to transplanted organs. However, the effectiveness and side effects of
tacrolimus can vary considerably among patients, and pharmacogenetics has emerged as an
important field of study to understand these individual differences in drug response.

Therapeutic individualization is based on adapting immunosuppression to the intrinsic
characteristics of each transplant recipient, such as age, sex, genotype, and comorbidities,
with the aim of increasing survival and reducing adverse events. Specifically, single nucleotide
polymorphisms in genes related to drug absorption, distribution, and mechanism of action are
sought.

Knowledge of these ABCB1 and CYP3A5 polymorphisms is relevant to clinical practice, as it
can help personalize tacrolimus doses to optimize efficacy and minimize adverse effects in
transplant patients. Genetic determination of these polymorphisms can be useful in guiding
therapeutic decisions and adjusting tacrolimus doses according to the individual
characteristics of each patient.

This study is pioneering in Colombia and aims to genetically characterize liver transplant
patients in relation to polymorphisms that may affect the metabolism of immunosuppressants,
especially tacrolimus. Paraffin-embedded tissue biopsies were taken from the San Vicente
Foundation Hospital in Rionegro, DNA was extracted, and sequencing was performed to
determine the genotype of the transplanted liver.

Although this study did not have samples from donors, the genotype of the recipients could be
evaluated, allowing an understanding of how drug absorption is affected. In addition, allele
frequencies found in Colombian patients were compared to other populations, showing
similarities with American populations and differences from other populations such as
Egyptian or Chinese.

Knowledge of genotype is important for preventing and recognizing the risks of adverse
effects, such as acute transplant rejection. Differences in demographic variables and
tacrolimus concentrations were also observed between this Colombian population and other
studied populations, highlighting the importance of specific research in the local population.
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1. INTRODUCCION

El polimorfismo CYP3A5*3/3 es un fendmeno genético que ha despertado un gran interés en
el campo de la medicina y, en particular, en el ambito de los trasplantes de higado en
Colombia. Este polimorfismo se refiere a una variante genética especifica del gen CYP3A5,

que codifica una enzima hepatica llamada citocromo P450 3A5.

El citocromo P450 3A5 juega un papel crucial en el metabolismo de numerosos farmacos
utilizados en el contexto de los trasplantes de higado. Estos medicamentos incluyen
inmunosupresores, como la ciclosporina y el tacrolimus, que son fundamentales para prevenir

el rechazo del érgano trasplantado.

El polimorfismo CYP3A5*3/3 se caracteriza por una baja actividad enzimatica de CYP3AS5, lo
que implica que los individuos portadores de esta variante genética metabolizan los farmacos
de manera mas lenta en comparacion con aquellos que no la tienen. Esta diferencia en el
metabolismo puede tener importantes implicaciones clinicas en los pacientes trasplantados

de higado.

En el contexto colombiano, donde los trasplantes de higado son una realidad médica en
constante crecimiento, el estudio del polimorfismo CYP3A5*3/3 cobra relevancia debido a sus
posibles implicaciones en la farmacocinética y eficacia de los medicamentos
inmunosupresores utilizados. Comprender cémo este polimorfismo influye en el metabolismo
de los farmacos puede permitir un enfoque mas individualizado en el uso de medicamentos
inmunosupresores, lo que a su vez podria mejorar los resultados del trasplante y reducir los

efectos adversos asociados.

En resumen, el polimorfismo CYP3A5*3/3 se presenta como un factor genético clave a tener
en cuenta en los trasplantes de higado en Colombia. Su influencia en el metabolismo de los
medicamentos inmunosupresores podria tener implicaciones significativas en la practica
clinica, y su estudio continuo puede abrir nuevas perspectivas en la optimizacion de los

tratamientos y resultados en los pacientes trasplantados.



2. MARCO TEORICO

Trasplantes en Colombia:

Los trasplantes de érganos y tejidos son procedimientos médicos que han demostrado su
eficacia Mejorando la calidad de vida o evitando la muerte de muchos colombiano. En el pais,
la regulacion propuesta por el Ministerio de Salud (2022) garantiza la donacion altruista,
voluntaria y desinteresada de drganos y tejidos para los procedimientos de trasplantes a los

pacientes que lo necesitan [1]

Este procedimiento se define como el reemplazo de un érgano en un paciente (receptor)
crénicamente enfermo por otro érgano sano proveniente de un donante en muerte cerebral
0, en casos especificos, de un donante vivo. Entre los 6rganos que pueden donarse y
trasplantarse estan: el corazén, los pulmones, el higado, el pancreas y los rifiones. También
pueden realizarse trasplantes de tejidos como corneas, globos oculares, huesos, piel,
valvulas cardiacas y tejido osteotendinoso (musculos, hueso, tendones, cartilago) [2]. En el
territorio nacional se realizan todos los tipos de trasplantes que, en la actualidad, han
demostrado su eficacia y seguridad, tanto de érganos como de tejidos , o células madre

hematopoyéticas [1].

En la actualidad, en el pais mas de 2500 colombianos requieren de un trasplante para seguir
viviendo o para mejorar su calidad de vida y el 20% puede fallecer esperandolo. En la
actualidad la realizacién de estos procedimientos por la pandemia fueron limitados; los
trasplantes con donante cadavérico también se han visto afectados, pues el virus Covid19 no
permite utilizar los érganos por la infeccién y el miedo de los donantes vivos a contagiarse,

han incrementado las listas de espera [2].

Con el aumento en Colombia de la expectativa de vida también aumenta la prevalencia de
las enfermedades cronicas y por tanto la cantidad de pacientes. En Bogota, a corte del tercer
trimestre de 2022, se encuentran un total 2.107 personas en Listas de Espera de Donacién
de Organos y Tejidos oculares, reflejando un aumento del 5.7 % con relacién a la lista que se
tenia en diciembre 2021, momento en el cual se encontraban 1.993 personas. De estas 2.107
personas 1.950 (92.5%) esperan para donaciéon un 6rgano y 157 (7.5 %) un tejido ocular. El
oérgano con mayor demanda es el rindn con 1.798 personas en espera (92.2 %) ; 95 (4,8 %)
personas esperan un higado, 35 (1,8 %) personas esperan donacién de pulmén, 15 (0,8 %)
personas esperan un corazon y 7 (0,4 %) personas esperan una donacion combinada de
Rindn-Higado [3]



En Colombia, hasta septiembre de 2021, segun el INS se han obtenido 188 donantes de

organos y 977 donantes de tejidos; se han realizado 515 trasplantes con donante cadavérico

y 145 con donante vivo (Tabla 1) [1]

Segun los datos presentados en la tabla 1, el trasplante hepatico ocupa el tercer lugar entre

los mas comunes, lo que resalta su importancia.

Tabla 1. Numero de trasplantes por tipo de érgano. Colombia, septiembre de 2021. Tomado de [1]

Organo

Rinon

Corazon
Higado

Pulmoén
Intestino
Pancreas

Rifidén — corazon
Rifnon — higado

RiAdn — pancreas

Total

Donante cadavérico Donante vivo

330 96
52

106 49
14

1

1 49
1 0
3

8

515 145

Total

426

52

155

14

660



2.1. Trasplante hepatico.

El higado es el centro de numerosos procesos fisioldgicos; estos incluyen el metabolismo de
macronutrientes, regulacion de volumen sanguineo, apoyo al sistema inmune, control
endocrino de vias de sefalizacion de crecimiento, lipidos y homeostasis del colesterol,
ademas del metabolismo de compuestos xenobidticos, incluidas una gran cantidad de

medicamentos [4]

El trasplante de higado se considera actualmente el tratamiento principal para la insuficiencia
hepatica cronica, la falla hepatica aguda de mal pronéstico, tumores hepaticos primarios y
algunas enfermedades por errores en el metabolismo [5]. Se han presentado grandes
avances desde 1963 cuando el Dr. Thomas Starzl realizé el primer trasplante hepatico en
humanos [6]. Al inicio con resultados decepcionantes pero que en la actualidad han mejorado
por el perfeccionamiento de las técnicas quirurgicas, mejores cuidados perioperatorios, la
utilizacion de nuevos y medicamentos inmunosupresores mas efectivos, la adecuada
seleccion de los pacientes han consolidado este procedimiento en una alternativa terapéutica
de eficacia demostrada [5]. En el mundo se han presentado cifras de mortalidad peri-
operatoria menores a 10%, con tasas de supervivencia a 5 afios que superan 75% en muchos

programas [7].

El trasplante hepatico ortotdpico consiste en la extirpacién de un higado enfermo y su
sustitucién, en la misma localizacion, por un higado sano, procedente generalmente de un
donante cadavérico que cumple con una serie de requisitos especificos en talla, peso y
compatibilidad con el receptor, es un procedimiento sumamente complejo que requiere de un
seguimiento minucioso [8] Entre este seguimiento se encuentra la monitorizacion de la funcion
hepatica y del tratamiento inmunosupresor, el diagndstico, seguimiento y tratamiento de
infecciones y recientemente el estudio farmacogenético de los farmacos inmunosupresores
en los pacientes. Como se puede ver las cifras presentadas anteriormente para trasplantes
en el pais, el trasplante de higado se encuentra entre los tres mas comunes, lo que muestra
su importancia. Thuluvath y colaboradores (2010) mostraron resultados de centros
americanos a largo plazo (informacién OPTN/SRTR), donde se encontré que la sobrevida de

pacientes a 1, 5y 10 afios es de 88.4, 73.8 y 60% respectivamente [9]

Santos y colaboradores (2019) en su estudio en un centro médico de la ciudad de Medellin,
entre los anos 2004 y 2010 se realizaron 241 trasplantes hepaticos, mientras que entre los

anos 2011 y 2016 fueron 160 trasplantes de higado. En el primer lapso de tiempo reportado,



la supervivencia a un afio fue del 82% y a 5 afios fue del 72%, donde la principal causa de

muerte fue la sepsis [10]

2.2. Indicaciones, evaluacién y complicaciones de los pacientes de trasplante
hepatico

Las principales indicaciones de trasplante hepatico fueron cirrosis por alcohol, cirrosis
criptogénica y cirrosis por hepatitis autoinmune, con una disminucién de los casos de hepatitis
By C en la serie 2. El 30 % de los pacientes tenia hepatocarcinoma. Las principales causas
de muerte fueron: cancer, enfermedad cardiovascular y sepsis. Existi6 un incremento
significativo en las complicaciones biliares, sin diferencias en las complicaciones infecciosas,

vasculares y el rechazo celular entre los dos periodos [10]

Tabla 2.Indicaciones del trasplante hepatico en el adulto (Modificado de [8])

Indicaciones comunes Indicaciones inusuales

Cirrosis hepatica Enfermedades hereditarias y metabdlicas
Viral (hepatitis B y C) Hemocromatosis hereditaria

Etilica Enfermedad de Wilson

Autoinmune Déficit de la alfa-1-antitripsina
Criptogénica Esteatohepatitis no alcohdlica

Polineuroatia amiloidética familiar
Enfermedad de Caroli

Enfermedad por depdsito de colageno tipo
1

Fibrosis quistica (mucoviscidosis)
Enfermedad poliquistica

Hiperoxaluria primaria

Protoporfiria
Hepatopatias colestasicas cronicas 2. Tumores hepaticos
Cirrosis biliar primaria Primarios: hepatocarcinoma, carcinoma
Colangitis esclerosante primaria hepatocelular, fibrolamelar,
Cirrosis biliar secundaria hemangioendotelioma

Metastasis de tumores neuroendocrinos.




Carcinoma hepatocelular 3. Enfermedades vasculares hepaticas
Sindrome de Budd-Chiari

Enfermedad veno-oclusiva hepatica

Insuficiencia hepatica aguda grave (fallo | 4. Otros
hepatico fulminante) Cirrosis biliar secundaria

Retrasplante

Al ser evaluados los pacientes, tradicionalmente se ha utilizado la clasificacion de Child-Pugh
(CP) para establecer prondstico en cirrosis, el rango de esta escala varia entre 5y 15 puntos,
basado en la presencia de ascitis, encefalopatia y parametros de laboratorio (bilirrubina,

albumina y protrombina), estableciéndose las clases A, By C [11].

Se trata de un modelo iniciado en el afio 1964 por Child y Turcotte con el objetivo de
estratificar el riesgo quirurgico en pacientes con descompensacion portal. Posteriormente fue
modificada por Pugh en el afio 1972 al cambiar el parametro de estatus nutricional por el
tiempo de protrombina, siendo esta escala la vigente en la actualidad [12]. Este es un sistema
de estadificacién usado para evaluar el prondstico de una enfermedad hepatica cronica,
principalmente la cirrosis. Aunque originalmente se usé para predecir la probable mortalidad
asociada a la cirugia, se usa ahora para determinar el prondstico, asi como la necesidad de

un trasplante de higado [12]

Malinchoc y cols 2000. Establecieron la clasificaciéon de MELD (Model for End-Stage Liver
Disease), para predecir sobrevida en pacientes con cirrosis hepatica sometidos a la
instalacion de un TIPS (Transjugular Intrahepatic Portosystemic Shunt). A partir del 2002, esta
escala comienza a ser usada en Estados Unidos de Norteamérica (EE.UU.) para la
asignacion y priorizacion de organos en TH13-16. Este modelo predictivo (MELD) se ha
extendido y ha sido utilizado para el prondstico de sobrevida en cirrosis de cualquier etiologia
[11]

Debido a que existe un desequilibrio entre la oferta y la demanda de higados para trasplante,
es imprescindible que sean exhaustivamente evaluados y valorados con el fin de detectar
cualquier condicion que pueda dificultar la evolucién del paciente, llevando a la pérdida del
injerto. Por ejemplo, una persona con adiccion activa a alcohol y drogas, tumores
extrahepaticos, enfermedad cardiaca, pulmonar o neurolégica grave, entre otros, son

contraindicaciones del trasplante hepatico [13].



Segun Argudo-Ramirez (2016), la calidad de la funcion inicial del injerto es muy importante y
determinante en el futuro clinico del paciente, asi como la correccion de las complicaciones

inmediatas, son de gran interés clinico [8,14]

Se pueden presentar complicaciones quirdrgicas, como hemorragia postoperatoria o
complicaciones vasculares y biliares, rechazo agudo, complicaciones infecciosas e
insuficiencia renal, entre otros, y a largo plazo se puede generar complicaciones metabdlicas
entre otros [8]. A pesar de los resultados favorables del procedimiento para la calidad de vida
de los involucrados, los pacientes sometidos a este procedimiento pueden presentar este tipo
de complicaciones que pueden llevar incluso a la muerte [10].

Por lo anterior es fundamental buscar el equilibrio entre la méaxima efectividad para evitar el
rechazo y obtener una supresion del sistema inmune que mantenga el control contra
infecciones y neoplasias, evitando a la vez la toxicidad directa de los agentes
inmunosupresores. Como consecuencia de la evolucion de los protocolos de
inmunosupresién, la incidencia del rechazo agudo del injerto ha disminuido progresivamente
[15].

2.3. Tratamiento inmunosupresor: inhibidores de la calcineurina

Con los avances de la terapia inmunosupresora han reducido la tasa de rechazo agudo, y a
pesar de sus efectos adversos, ha aumentado la supervivencia postrasplante; uno de los
farmacos mas importantes son los inhibidores de la calcineurina, los cuales se convirtieron
en la primera linea de tratamiento en la mayoria de los casos de trasplante [15]. El objetivo
de estos medicamentos es evitar el rechazo, ya sea agudo o crénico. Esta inmunosupresion
se asocia siempre a cierto riesgo para el receptor, ya que afecta la capacidad de defensa del
paciente frente a las infecciones y al desarrollo de tumores. El equilibrio en los regimenes
inmunosupresores son claves para disminuir el rechazo y evitar la aparicion de efectos
adversos, asi, debe adaptarse segun la etapa post-trasplante: En un primer momento o de
induccién, donde la capacidad del paciente es maxima, las dosis también deben ser maximas;
posteriormente se pasa a una etapa de mantenimiento, pudiéndose disminuir las dosis del

inmunosupresor al minimo, habitualmente a partir del tercer mes [8].

La ciclosporina y el tacrolimus, también conocido como FK506 son la base de la terapia
inmunosupresora, aunque posteriormente hayan surgido otros farmacos como los mTOR,

generalmente estos ultimos no se utilizan en los primeros meses después del trasplante. El



tacrolimus es un farmaco inmunosupresor del grupo de los macrdlidos inhibidores de la
calcineurina [8,16]. Su mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la activacién de los
linfocitos T al unirse a su receptor citoplasmatico FKBP12 ubicado en los linfocitos T. Este
complejo se une a la calcineurina lo que previene la desfosforilacion de esta enzima. Este
evento evita que la calcineurina reclute el factor nuclear encargado de la activaciéon de las
células T, principales responsables del rechazo del implante, y también evita la proliferacion
de células B asi como la formacién de citoquinas (como las interleucinas 2, 3 e -interferén y
la expresioén del receptor de la interleucina-2) [17,18]. Por su parte, ciclosporina presenta un
mecanismo de accion similar; no obstante, tacrolimus presenta efectos a concentraciones

100 veces mas bajas que las de ciclosporina.

La farmacocinética del tacrolimus tras su administracion oral, en la cual es absorbido
rapidamente en algunos pacientes, alcanzando las concentraciones maximas en plasma en
30 minutos y en otros, tarda mas tiempo en ser absorbido, el equilibrio de las concentraciones
tras la administracion oral se alcanza en un plazo de 3 dias. La dosis recomendada es de

0,15-0,30 mg/kg/dia via oral, dividida en dos tomas separadas por 12 horas [19]

La glicoproteina p (Gp-P) es un transportador tipo eflujo encargado de la absorcion del
tacrolimus mediante difusion facilitada. Una vez el tacrolimus es absorbido a nivel intestinal y
entra en el sistema hepatico portal para llegar al higado, su metabolismo es llevado a cabo
por los citocromos CYP3A4 y CYP3AD5, los cuales son las principales enzimas responsables
de la bioactivacién hepatica de este medicamento, siendo la hidroxilacion y desmetilacion las
principales rutas metabdlicas [20]. Una vez el farmaco original es transformado a su forma
activa en el higado este llega a circulacion sistémica y luego ingresa a los eritrocitos donde
posteriormente se une a su blanco terapéutico. Este proceso de biotransformacion del
tacrolimus comprende la formacién de 4 metabolitos diferentes los cuales son eliminados por
la bilis, la orina y las heces [21-22]. De este proceso metabdlico se pueden formar hasta 15
metabolitos distintos de los cuales quien comprende la mayor actividad inmunosupresora,
comparable a tacrolimus, es 31-O-desmetiltacrolimus. El tacrolimus sufre de una gran
metabolizacion, por lo que menos del 1% del farmaco original llega de forma inalterada a orina
y heces [23-24].

Ademas, el tacrolimus tiene un volumen de distribucion aparentemente pequefo (Vd=1a 1,5
L/kg) porque se une en gran medida (99%) a los eritrocitos y las proteinas del plasma
sanguineo. La excrecion de tacrolimus se realiza principalmente por via biliar, y el 97% del

tacrolimus se elimina en las heces [25]



Figura 1. Representacion esquematica de la farmacocinética y farmacodinamia del metabolismo de tacrolimus y
ciclosporina. Tomado de [26]

2.4. Polimorfismos genéticos en el gen CYP3A5y el gen ABCB1/MDR1

La variabilidad farmacocinética del tacrolimus se explica en parte por la presencia de
polimorfismo en genes que codifican proteinas importantes para la bioactivacién de este
farmaco. Entre estos polimorfismos destacan las variantes 6986A>G (rs776746) en el gen
CYP3A5y 3435C>T (rs1045642) en el gen MDR1/ABCB1 [27-28]



2.4.1. Polimorfismos en el gen CYP3A5

El gen CYP3A5 comprenden mas de 500 variantes genéticas tipos SNPs de los cuales, solo
unos pocos han sido clasificados como alelos de perdida de funcion tales como *3, *6 y *7,
sin embargo, CYP3A5*3 ha sido la variante mas asociada con mayores requerimiento de
dosis del medicamento (figura 2) [29]. Esta variante genética tipo SNP consiste en una
sustitucion de A>G en la posicion 6986 ubicada en el intron 3, la cual se identifica en la base
de datos de NCBI con el ID rs776746. El alelo silvestre para este gen se conoce como
CYP3A5*1 también conocido como alelo “wild-type” [30]. La variante CYP3A5*3 afecta el
evento postranscripcional del pre-RNAm ya que evita la union adecuada el exén 3 y 4. El
RNAmM maduro tendra una secuencia alterada haciendo inestable y sera eliminada por la
célula por lo cual no se llegara a traducir los por ribosomas para sintetizar la proteina
encargada de la bioactivacion del tacrolimus. Los genotipos CYP3A5*1/*1 y CYP3A5*1/*3
expresan altos niveles de la enzima CYP3A5 'y se conocen como expresadores 0 expresores,
por lo que hay un elevado aclaramiento y baja biodisponibilidad del tacrolimus. Por otra parte,
el genotipo homocigoto para el alelo CYP3A5*3 (CYP3A5*3/*3) es clasificado como “no
expresador o no expresor” los cuales estan asociados con muy bajos o indetectables niveles
de la proteina funcional CYP3A5 y por tanto, no metabolizaran a sus sustratos de forma
efectiva [31-32]
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Figura 2. Distribucién de mutaciones en el gen CYP3AS y su nomenclatura. Tomado de [33]

Birdwell y colaboradores (2015), mediante una revisién sistematica de mas de 50 trabajos de
investigacion evaluaron la asociacién entre los genotipos de la variante CYP3A5*3 con la falla
terapéutica del tacrolimus han evidenciado que las concentraciones sanguineas de la forma
activa de este medicamento estan fuertemente influenciadas por las formas genotipicas
derivadas de la variante CYP3A5*3. Por ejemplo, se observé que aquellos pacientes con
trasplante hepatico que tenian los genotipos CYP3A5*1/*1 y CYP3A5*1/*3 comprenden
requerimientos minimos de tacrolimus significativamente mas altos (1.5-2 veces mayor dosis)
que pacientes que tienen el genotipo CYP3A5*3/*3 para tener concentraciones en sangre
similares; los resultados de mas de 50 estudios en esta revision para diferentes tipos de

trasplante como riidn, corazén y pulmones y estudios como el realizado por Haufroid, y



colaboradores (2004) permitieron evidenciar que estas variantes pueden llegar a explicar

hasta el 45% de la variabilidad en la dosificacion del tacrolimus [16,29,34]

Otros trabajos como el de Rojas y colaboradores (2014) realizaron un metaanalisis en el que
se analizaron 37 estudios relacionados con la presencia de polimorfismo y el rechazo agudo
y nefrotoxicidad cronica en pacientes receptores de trasplante de higado, de etnia caucasica
y asiatica principalmente, evidenciaron que pacientes que eran homocigoéticos para el alelo
no expresor CYP3A5*3 (CYP3A5*3/*3) con respecto a la forma homocigota CYP3A5*1 y
heterocigota influye en la razén de concentracién/dosis (C/D) de tacrolimus y afecta el riesgo
de nefrotoxicidad crénica. Los pacientes con el genotipo “no expresor” mostraron una relacién
C/D de 1,8 a 2,5 veces mayor que los pacientes con los genotipos que expresan CYP3A5
durante el primer afo después del trasplante, lo que indica que la forma genotipica
“CYP3A5*3/*3” tienen influencian en el metabolismo del tacrolimus dentro de los dias
posteriores al trasplante y que los pacientes con esta forma genotipica requieren dosis mas
bajas (dosis estandarizadas para el tratamiento) para lograr las concentraciones sanguineas
deseadas [29]

Li y colaboradores (2014), en un estudio retrospectivo analizé 240 pacientes asiaticos quienes
fueron receptor de trasplante hepatico, evidenciaron una asociacion significativa entre las
formas genotipicas CYP3A5*3/*3, CYP3A4*1/*1 y CYP3A4-CC con C/D en diferentes
momentos después del trasplante [35]. Estudios como el de Staatz y colaboradores (2010),
al igual que los estudios antes mencionados, han identificado que pacientes con alelos de
perdida de funcién en el gen CYP3A5 tienen un requerimiento de dosis menor de hasta el

50% con respecto a variantes que tienen el alelo silvestre [36]

Todas las variantes presentes en el gen CYP3A5 son altamente polimérficas entre los
distintos grupos étnicos. En el caso del alelo CYP3A5*1, este se encuentra presente en 18%
de la poblacion africana, 80% en amerindios, 71% en asiaticos del este, 94% en europeos y

67% en el sudeste asiatico (Figura 3) [37]
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Figura 3. Gréficos circulares que muestran las frecuencias de los alelos de CYP3A5 en diferentes poblaciones.
ALL: Todos los individuos de la fase 3 del proyecto de 1000 genomas. AFR: Africanos. AMR: Americanos EAS:
Este de Asia. EUR: Europeos. SAS: Sur de Asia.

La funcion fisiologica de CYP3A5 permanece sin esclarecer. Mientras que los
metabolizadores bajos de CYP3A4 son escasos, la ausencia de funciéon de CYP3AS5, con su
alelo *3 es comun en muchas poblaciones. Resalta, por ejemplo, en la poblacion caucasica
que entre el 80-85% es homocigota para el variante del alelo (CYP3A5*3). Este fendmeno
parece producirse por presiones de seleccion en poblaciones que se encuentran cercanas al
ecuador, y una pérdida de la presién de seleccion positiva cuando se migra lejos del ecuador
[16].

2.4.2. Polimorfismos en el gen ABCB1/MDR1

Se han identificado cerca de 50 SNPs en este gen de los cuales 3 han sido los mas vinculados
con alteraciones de la estructura y funcion de la glicoproteina G (Gp-P) como es el caso de
3435C>T (rs1045642), 1236T>C (rs1128503) y 2677G>T/A (rs2032582) (Wolf et al., 2011).
Estas 3 variantes se encuentran en regiones codificantes del gen ABCB1 y se ha demostrado
su asociacion con una reduccion significativa de la actividad de la Gp-P cuando se comparan
con los alelos nativos (Figura 4) . Entre estas, la variante 3435C>T es la mas asociada con el
fenotipo antes mencionado y comprende una sustitucion tipo SNP de C>T en la posicion 3435
del gen ABCB1 en el exén 26 [38-39] Estas variantes son altamente polimdérficas entre las

poblaciones de diferente origen étnico (Figura 5)
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Figura 4. Distribucién de variantes en el gen ABCB1. Modificado de [40]

Existe gran controversia respecto a la potencial asociacion de la variante 3435C>T con
requerimientos de dosis minima de tacrolimus y eventos clinicos adversos en pacientes con
trasplante hepatico y renal. Algunos estudios han demostrado su asociacion con dichos
desenlaces y otros reportan todo lo contrario como es el caso de Herrero y colaboradores
(2010) y otros autores, quienes informan en sus estudios que la forma homocigota de la
variante ABCB1 3435TT presenta una C/D mas alta que pacientes homocigotos y
heterocigotos para el alelo silvestre [41-43]. Este mismo escenario es mucho mas incierto

para la variante 2677G>T/A donde para tacrolimus los resultados entre estudios no han sido
comparables [34, 44-46].

rs1045642 snp
AFR AMR
‘ * A 15% » A 43%
o || @)s xo
EAS EUR SAS

' . A 40% . A 52% w A5T%
G: 60% G 48% G: 43%

rs2032582 snp

AFR AMR
* A 2% » A 3T%
* C:968% * C:57%
» T 0% » T 6%
EAS EUR SAS
* A 40% . Ad1% » A 59%
* C:4T% * C:57% » C:36%
* T:13% ! * T 2% » T.5%

Figura 5. Gréficos circulares que muestran las frecuencias de los alelos de ABCB1 en diferentes poblaciones. ALL:

Todos los individuos de la fase 3 del proyecto de 1000 genomas. AFR: Africanos. AMR: Americanos EAS: Este de
Asia. EUR: Europeos. SAS: Sur de Asia.



2.5. Antecedes de asociacion de variantes genéticas y la respuesta a tacrolimus
El fenotipo expresor y no expresor del CYP3A5 esta relacionado con su genotipo y tiene
relacion con sus implicaciones en las mediciones farmacoldgicas y recomendaciones

terapéuticas relacionadas con estos (Tabla 3)

En un metaanalisis Buendia y colaboradores (2014) evaluaron la asociacion entre la variante
CYP3A5*1 con la farmacocinética de tacrolimus vinculada con dosis ajustada de este
medicamento y que recolectaron informacion de 694 pacientes adultos receptores de
trasplante hepatico evidenciaron que, tanto pacientes receptores de trasplante hepatico como
donadores que tenian los genotipos CYP3A5*1/*1 y CYP3A5*1/*3, clasificados como
“expresores”, tenian requerimientos de concentraciones ajustadas de tacrolimus mas bajas a
comparacion de sus pares que tenian el genotipo CYP3A5*3/*3, quienes fueron clasificados

como “no expresores” [49]

Otro estudio de Buendia en el 2015 en 24 pacientes observé que los pacientes quienes
recibieron un trasplante hepatico (receptores) que expresaron el alelo necesitaron una dosis
mayor de tacrolimus y tacrolimus-XL que los receptores que no expresaron el alelo. En cuanto
a la farmacocinética segun el genotipo del donante, se requeria una CO o valle inferior y una
dosis de tacrolimus mas alta en los pacientes que recibieron un higado de donante que
expresaba el alelo frente a los que recibieron un higado de un donante que no expresaba el
alelo [50, 51]

Riva y colaboradores en el 2017 en un estudio de 89 pacientes pediatricos trasplantados,
estudiaron el tiempo de supervivencia hasta el rechazo agudo comprobado por biopsia y las
reacciones farmacolodgicas adversas al tacrolimus en el trasplante de higado pediatrico donde
a 72 pacientes por cumplir los criterios de inclusion se les evaluaron los polimorfismos de
CYP3A5 (CYP3A5*1/*1, CYP3A5*1/3 o *3/*3 genotipos) en biopsias de higado postrasplante
(tejido de donante) de receptores de trasplante. De la poblacién total del estudio, 56
receptores y 58 donantes fueron genotipados para polimorfismos CYP3A5. La supervivencia
libre de reaccién adversa al medicamento fue significativamente menor en el grupo de
expresion de CYP3A5 que recibia dosis mas altas de tacrolimus como consecuencia de un
aclaramiento mas alto, los receptores que expresaban CYP3A5 requirieron una dosis
mediana (rango) de tacrolimus un 33% mayor que los que no expresaban, dependiendo del

periodo postrasplante [52,53].

Buendia, y colaboradores en el 2020 realizaron un estudio longitudinal en 77 pacientes

menores de 18 afos después de un trasplante de higado durante el periodo 2009-2012,



realizaron una genotipificacion de CYP3AS se realiz6 en biopsias hepaticas tanto del donante
como del receptor, de igual manera evaluaron el tacrolimus durante los dos primeros afos
después del trasplante y observaron que a 45 pacientes (58,44%) con eventos adversos
asociados con tacrolimus, 51 pacientes (66,23%) tuvieron al menos un episodio de rechazo
celular agudo y ocho pacientes fallecieron (10,39%) durante el seguimiento. En cuanto a la
expresion de CYP3A5*1 fue del 37,1% en los receptores y del 32,2% en los donantes [54].
No hubo desviaciones estadisticamente significativas en la distribucién de polimorfismos

segun el principio de Hardy-Weinberg (p>0.05) [33]

Tabla 3. Fenotipo, implicaciones y recomendaciones terapéuticas de los genotipos de CYP3A5 [16]

Fenotipo CYP3A5

Implicaciones en las
mediciones

farmacoldgicas

Recomendaciones
terapéuticas

Clasificacion de las
recomendaciones

Metabolizador Concentraciones en sangre de Aumentar la dosis inicial de 1.5a 2 Fuerte
a tacrolimus ajustadas a una dosis veces la dosis inicial
extensivo (CYP3A5 mas baja y disminucién de la recomendada. La dosis total inicial
expresor) probabilidad de alcanzar las no debe superar los 0.3 mg/kg/dia.
concentraciones objetivo de Utilizar el monitoreo terapéutico de
tacrolimus medicamentos para guiar los
ajustes de dosis
Metabolizador Concentraciones en sangre de Aumentar la dosis inicial de 1.5a 2 Fuerte
q a tacrolimus ajustadas a una dosis veces la dosis inicial
intermedio (CYP3A5 mas baja y disminucion de la recomendada. La dosis total inicial
expresor) probabilidad de alcanzar las no debe superar los 0.3 mg/kg/dia.
concentraciones objetivo de Utilizar el monitoreo terapéutico de
tacrolimus medicamentos para guiar los
ajustes de dosis
Pobre metabolizador Concentraciones en sangre de Iniciar la terapia con la dosis Fuerte
tacrolimus ajustadas a una dosis  estdndar recomendada. Utilizar el
(CYP3A5 expresor) mas alta (dentro del rango monitoreo terapéutico de

'normal’) y aumento de la
probabilidad de alcanzar las
concentraciones objetivo de

tacrolimus

medicamentos para guiar los
ajustes de dosis.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso de farmacos inmunosupresores en pacientes receptores de un trasplante hepatico
(TH), durante los ultimos 20 anos, ha permitido elevar la sobrevida global de los pacientes a
1 afno el 80% y a 5 afios sobre el 70%; cifras que son muy superiores a la expectativa de vida
de los pacientes sin trasplante, con importantes reducciones en la incidencia de rechazo
agudo moderado a severo del 50% al 15-20% [55]

La clave del éxito del trasplante esta en una correcta modulacion de la inmunosupresién, que
mantenga el dificil equilibrio entre el rechazo o la pérdida del injerto y las infecciones con
riesgo de muerte que estas implican. Al respecto, el uso de inmunosupresores
anticalcineurinicos, como la ciclosporina y el tacrolimus, ha mejorado significativamente la
sobrevida de los receptores de un TH en los ultimos 20 afios. La reduccion de la
inmunosupresion, mediante el seguimiento clinico y MTD, es una prioridad en pacientes
trasplantados, por el riesgo de efectos colaterales (alteraciones en el crecimiento en nifios,

insuficiencia renal, infecciones, enfermedad linfoproliferativa) [56-59].

El Monitoreo Terapéutico de Drogas (MTD) es una estrategia, desarrollada desde hace mas
de 60 afos, en la cual mediante la medicion de las concentraciones plasmaticas de los
farmacos se busca optimizar los tratamientos farmacoldgicos [60]. Desde la década de los
sesenta se empezaron hacer correlaciones entre las concentraciones séricas y los efectos
farmacologicos (y toxicologicos) para una importante cantidad de farmacos; luego con el
desarrollo de técnicas analiticas mas rapidas y sencillas, la monitorizacién se convirtié en
una practica clinica habitual especialmente en medicamentos con estrecho margen
terapéutico, medicamentos con alta variabilidad farmacocinética interindividual vy

medicamentos cuya respuesta terapéutica no sea la esperada [61].

El Tacrolimus es un macrolido, inhibidor de la calcineurina, que al igual que los demas
inmunosupresores tiene un estrecho rango terapéutico (5-25 ng/ml para valores de CO 6 valle)
y presenta una considerable variabilidad farmacocinética intraindividual e interindividual;
siendo necesario el MTD para reducir el riesgo de eventos adversos y el ajuste de los

esquemas de dosificacion [62].

Diferentes estudios se han realizado en poblaciones americanas y europeas caracterizando
la farmacocinética del Tacrolimus en pacientes pediatricos con trasplante hepatico [63-69] y
adultos [70,71]. Sin embargo, en los modelos poblacionales, ninguno hasta ahora realizado

en poblacién latinoamericana, muestran gran variabilidad interindividual y variabilidad



residual, lo cual es indicativo de la presencia de factores no identificados que influencian la
farmacocinética de Tacrolimus; los cuales deben ser identificados en cada una de las
poblaciones en donde se utiliza este medicamento con el fin de optimizar su efecto benéfico
y reducir sus eventos adversos [63, 55]. Esto ha llevado en los ultimos afios a la tender a la
individualizacion terapéutica en donde la inmunosupresién se adapta a las circunstancias
intrinsecas de cada receptor; es decir a caracteristicas como edad, sexo, genotipo,
comorbilidades, etc; con el objetivo de aumentar la sobrevida del paciente a un menor riesgo

de eventos adversos [59].

La individualizacion terapéutica se fundamenta en que la respuesta obtenida tras la
administracion de una determinada dosis de un farmaco de estrecho margen terapéutico es
muy variable de uno individuo a otro. Esta variabilidad es debida a factores que influyen en la
relaciéon entre la dosis administrada y la intensidad de los efectos farmacolégicos que produce
[61]. Esta variabilidad interindividual en la relacidon dosis - efecto puede determinar la
necesidad de individualizar el tratamiento farmacolégico, es decir de adaptarlo a cada

paciente, optimizandolo [60]

La farmacogenética es el estudio de la respuesta farmacoldgica del individuo segun el
genotipo, se estudia con el propésito de conocer cual es esa respuesta farmacolégica que
tienen los pacientes trasplantados segun su genotipo, es por ello que la farmacocinética nos
ayuda en la identificacién de polimorfismos de un unico nucleétido (SNPs: por sus siglas en
ingles Single Nucleotide Polymorphisms) en genes involucrados en la absorcion, distribucién
y mecanismo de accion de los farmaco [53]. Actualmente no se tienen estudios que muestren
la incidencia de polimorfismos en genes importantes para la metabolizacion del Tacrolimus,
como el CYP3A5 y el ABCB1 en poblacion Colombiana, en especial, polimorfismos
especificos que han demostrado tener una gran repercusién en la actividad y funcion del estas

proteinas.

Este estudio es pionero en mostrar la variabilidad genética dentro de la poblacion de
pacientes de un hospital de Colombia. El presente trabajo tendra como objetivo determinar la
asociacion entre la presencia de polimorfismos genéticos y la variabilidad farmacocinética de
las concentraciones de Tacrolimus en pacientes adultos trasplantados hepaticos del Hospital

San Vicente Fundacion Rionegro.



4. OBJETIVOS
General
Determinar la asociacion entre la presencia de polimorfismos genéticos y la variabilidad
farmacocinética de las concentraciones de Tacrolimus en pacientes adultos con trasplantes

hepaticos del Hospital San Vicente Fundacion Rionegro.

Especificos

. Evaluar la frecuencia de los polimorfismos genéticos del gen CYP3A5 y ABCB1 en
receptores trasplantados de higado.

. Estimar las concentraciones plasmaticas del Tacrolimus en el tiempo de los pacientes
trasplantados.

. Determinar la asociacion de los polimorfismos y la variabilidad farmacocinética de las

concentraciones de tacrolimus en pacientes trasplantados hepaticos.



5. METODOLOGIA

Estudio descriptivo, retrospectivo, prospectivo. Se recolectaron datos clinicos (rechazo
hepatico), bioquimicos (niveles tacrolimus en sangre) y sociodemograficos de acuerdo con la
practica clinica habitual y a las guias establecidas para el monitoreo de tacrolimus. Para el

estudio de las variantes alélicas se analiz6 en tejido de biopsias hepaticas del receptor.

5.1. Poblacion en estudio

Pacientes mayores de 18 anos con trasplante hepatico en fase de inducciéon o mantenimiento

del Hospital San Vicente Fundacion Rionegro.

5.2. Seleccion y tamafio de la muestra
El estudio se realizé sobre toda la poblacion de pacientes mayores de 18 afios con trasplante
hepatico en fase de induccién o mantenimiento a quienes se les prescriba Tacrolimus, una
dosis estable de tacrolimus administrada durante no menos de 6 meses o la estancia

hospitalaria en el Hospital San Vicente Fundacién de Rionegro entre los afios 2020 y 2022.

5.3. Criterios de inclusién

. Receptores de trasplante primario de higado con injerto completo o reducido
. Seguimiento postrasplante durante no menos de 6 meses.
. Funcion estable del injerto (aspartato aminotransferasa, alanina aminotransferasa < 3

veces la referencia, fosfatasa alcalina < 5 veces el valor de referencia, bilirrubina <3
mg / dL).

. Sin complicaciones biliares u otras complicaciones quirdrgicas en los 6 meses
anteriores al estudio.

. Sin antecedentes de rechazo en los 6 meses anteriores a la encuesta.

. Terapia inmunosupresora con tacrolimus con o sin esteroides y con o sin mofetilo
micofenolato.

. Disposicion a participar en el estudio.

. Capacidad para firmar un consentimiento informado.

. Adherirse al régimen de tratamiento.



5.4. Criterios de exclusion:

. Receptores de un trasplante multiorganico o de mas de un injerto hepatico

. Infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana.

. Ingesta de farmacos que pueden alterar el metabolismo o la farmacocinética de
tacrolimus.

. Diagndstico de cancer postrasplante, excepto los pacientes que habian recibido

tratamiento para el carcinoma basocelular.

. Niveles de creatinina sérica> 3 mg / DI.

. Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia, y mujeres en edad fértil instruidas
para usar métodos anticonceptivos.

. Cualquier complicacion médica o juicio quirurgico del investigador que pueda interferir

con los objetivos del estudio.

5.5. Monitoreo plasmatico de Tacrolimus
Los resultados de las concentraciones plasmaticas de tacrolimus se obtendran a partir de las
mediciones repetidas realizadas de tacrolimus durante la estancia hospitalaria y durante el

monitoreo terapéutico rutinario establecido en la guia de practica clinica del hospital.

5.6. Medicion de rechazo agudo del injerto

El monitoreo de rechazo agudo es el indicador de la eficacia del tratamiento. Esta variable se

confirma mediante biopsia.

5.7. Presencia de eventos adversos

El monitoreo de eventos adversos sera indicador de fallo terapéutico con tacrolimus

evidenciando toxicidad. Los siguientes variables a medir seran:

. Neurotoxicidad
. Nefrotoxicidad
. Diabetes Mellitus

. Hipertension arterial



5.8. Recopilacion de datos del paciente
La informacion se recopilo teniendo en cuenta las caracteristicas del paciente (fecha de
nacimiento, sexo, peso y altura), asi como, la informacion posterior al trasplante,
medicamentos actuales y niveles de dosis, y medicamentos concomitantes recibidos por el
paciente 2 semanas antes del inicio del estudio y durante el estudio. También se recopilo
informacion sobre el tipo de trasplante y donante, la cantidad de trasplantes y el motivo del
trasplante. Los datos de laboratorio clinico incluyeron resultados de hematologia (recuentos
de hemoglobina, hematocrito, glébulos rojos, globulos blancos y plaquetas, indice
internacional normalizado) y concentraciones plasmaticas de tacrolimus. También se registro
la informacion de quimica seroldgica (creatinina, nitrégeno ureico, bilirrubina total y directa,
fosfatasa alcalina, alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, rango de glutamil y

niveles de albumina).

5.9. Extraccion de ADN y genotipificacion de CYP3A5*3, ABCB1-C3435T y
ABCB1- G2677T

5.9.1. Toma de muestras embebido en parafina y extraccién de DNA

Se realizaron biopsias hepaticas en cada paciente como parte del protocolo del estudio. Las
biopsias de higado fueron embebidas en parafina formaldehido, para posteriormente ser
almacenadas. La toma de muestras de tejido parafinado se realizé embebido en parafina se
tomaron 5 cortes de las biopsias de higado de receptores de 10 micrometros de espesor
utilizando un micrétomo. La extraccién de DNA gendmico de estas muestras se llevo a cabo
utilizando el kit comercial MagMAX™ FFPE DNA/RNA Ultra Kit (CAT A31881,Thermofisher),
el cual es un sistema de separacion a través de perlas magnéticas. Se siguié el protocolo
sugerido en el inserto, con modificaciones en el tiempo de desparafinizacion, pasando de 3 a
90 minutos, y en el proceso de digestion del tejido con proteasa, dejando este durante 16
horas. La concentracién de ADN fue medida usando un espectrofotometro NanoDrop (). Para
verificar la calidad e integridad del DNA extraido, se hizo una electroforesis geles de agarosa
al 1% tefiido con RedGel. EI DNA luego se almacen6é a -80°C hasta el proceso de

genotipificacion o secuenciacion.

5.9.2. Seleccion de pacientes.
Inicialmente se tenia una lista de 34 pacientes con sus respectivos receptores, a partir de

esta se excluyeron pacientes de acuerdo con la siguiente criterio



A continuacion, con los 35 pacientes con los que se contaba, se reviso la historia clinica y los
esquemas de inmunosupresion que recibieron cada uno tras el trasplante, de esta forma se
logré descartar 10 pacientes que recibian tratamiento con ciclosporina. Posteriormente, se

tomaron todas las variables sociodemograficas y clinicas de los 25 pacientes.

[ 34 pacientes ’

Se excluyen 5 pacientes tratados
————————— con ciclosporinay 4 con otros
tratamientos

25 con codigo de
muestra

Se excluyeron 2 pacientes que
> tenian bloques muy pequefios
con poca muestra

23 pacientes
genotipificados

1 paciente fallecido 7 pacientes con otros
sin tratamiento tratamientos

15 pacientes tratados
con TAC

Figura 6. Diagrama que muestra la eliminacion de pacientes que no cumplian con criterios de inclusion o que no
se encontraron bloques de parafina para su analisis.

5.10. Genotipificacion

Se corrié un gel para observar la integridad del ADN con una muestra control de sangre total.
Se observo ADN degradado, lo que corresponde con el tipo de muestra (tejido embebido en
parafina); este fue el primer paso para la identificacion de las muestras que posteriormente
se llevarian a secuenciar, a partir de este ensayo se descartaron dos muestras que no tenian

suficiente ADN para la PCR, por lo que se continuo solo con 23 pacientes.

Las variantes alélicas en cada uno de los genes se detectaron inicialmente por PCR,
confirmando la presencia del fragmento de ADN para su secuenciamiento. Posteriormente se

amplificaron usando primers disefiados por Macrogen. Se realizé6 PCR de estandarizacion



para escoger la temperatura de anillamiento de los primers disefiados (Tabla 3). Tras la
estandarizacién se escogieron las temperaturas de 56°C, 55°C y 56°C para los genes
ABCB1-A (rs2032582), ABCB1-B (rs1045642) y CYP3AS5 (rs776746) respectivamente.

Tabla 4. Secuencias de los primers de los genes analizados y el tamafio en pares de bases (pb) del fragmento
amplificado por PCR.

Longitud de
Rs ID Gen Primer amplicon
(pb)
rs2032582 TGC AGG CTA TAG GTT CCA GG
ABCB1 224
TTT AGT TTG ACT CAC CTT CCC G
rs1045642 ABCB1 TGT TTT CAG CTG CTT GAT GG
AAG GCATGT ATG TTG GCC TC 197
rs776746 CATCAGTTAGTAGACAGATGA
CYP3A5 * 3
GGTCCAAACAGGGAAGAAATA 293

Posteriormente se secuenciaron los amplicones mediante el método de secuenciacion
Sanger en un Analizador genético Applied Biosystems 3500. La determinacién de bases,
alineamiento y ensamblaje de las secuencias consenso, las secuencias obtenidas se editaron
con el software Sequencher acompanado de FinchTV V.1.4 y Bioedit V.7.2 (FinchTV, 2012;
Vandepoele et al., 2011). Los pacientes con los genotipos CYP3A5*1/*1 o CYP3A5*1/*3 se
clasificaron como "expresivos", mientras que los receptores que porten el genotipo 443

CYP3A5*3/*3, se clasificaron como "no expresivos".

5.11. Anadlisis estadisticos

5.11.1. Analisis descriptivo

Se realizé la descripcion de las variables clinicas, bioquimicas, genéticas y sociodemograficas
estimando proporciones para las variables nominales, para las variables continuas con
distribucion normal se utilizd la media y desviacion estandar (DE) y para las variables

continuas sin distribucién normal se utilizé la mediana y el rango intercuartilico.



5.11.2. Analisis de asociacion
Para evaluar la asociacion entre la presencia genotipos los distintos fenotipos del CYP3A5 y
la variabilidad en los niveles de tacrolimus, se categorizaron los pacientes de acuerdo con si
son expresores y no expresores entre receptores. El nUmero de pacientes que se requiere
para lograr realizar el analisis de asociacion fue calculada. Las variables continuas fueron
comparadas entre los dos grupos mediante la prueba U de Mann-Whitney y T-student, segun
su distribucion. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico
STATA version 11.0 (StataCorp LP, College Station, TX, EE. UU.). El nivel de significancia se

fijé con un p<0,05.

5.12. Aspectos éticos

El proyecto fue sometido y aprobado por el comité de bioética de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Antioquia y el comité de investigacion del hospital universitario San Vicente
Fundacion. Los pacientes firmaron el consentimiento informado adecuado antes de la
recopilacién de los datos del estudio. Todos los protocolos se ajustaran a las directrices éticas
de la Declaracion de Helsinki de 1975. Se manejaron los datos de los pacientes con
confidencialidad. En el estudio se contempld el consentimiento informado del paciente
receptor del injerto. La familia del donante al momento previo a la donacién firma un formato
de la regional 2 (Antioquia) de notificacidon sobre presuncion legal de donacién en relacion
con la ley 1805 de agosto de 2016, por lo que, en consenso con el equipo investigador, que
una vez esta firmada la presuncion de donacién y esta elegido el receptor, este 6rgano

pertenece al receptor que es quien firma previamente el consentimiento.



6.1.

6. RESULTADOS

Evaluar la frecuencia de los polimorfismos genéticos del gen CYP3A5 y
ABCB1 en receptores trasplantados de higado.

La frecuencia del genotipo “no expresor” (CYP3A5*3/*3) fue de 68% (13/19) (Tabla 2),

mientras que la frecuencia del genotipo “expresor” (CYP3A5*1/*1) fue del 15.7%. El

polimorfismo corresponde una mutaciéon de cambio de sentido en el intrén 3 A>G que

conlleva a un splicing alternativo que cambia el marco de lectura resultando en un codon

de parada prematuro, generando una proteina no funcional (Figura 7A).

En el gen ABCB1 en el exén 21 se produce una transversion en ¢.2677 T>G/A que genera

el cambio de sentido y de la secuencia de aminoacidos p.Ser893Ala/Thr (Figura 7B). La

frecuencia del homocigoto para el polimorfismo (GG) es de 46.7%. Por otro lado, en el

exon 26 tiene un cambio sinénimo ¢.3435 T>C en la secuencia de proteina p.lle1145=

(Figura 7C), y por tanto hay un cambio en la estabilidad del ARNm, La frecuencia del

genotipo heterocigoto es el mas alto encontrado en esta poblacién con un 60% (Tabla 4).

A continuacion se muestra el resumen de los resultados de secuenciamiento, los cuales

reflejan el genotipo obtenido para los pacientes:

Tabla 5. Genotipos de las variantes de los genes ABCB1 y CYP3AS.

Genotipo

TT
TG

GG

TT
TC

CcC

Casos
Frecuencia

2
(13.3%)
6
(40%)
7
(46.7%)

4
(20%)
12
(60%)
4
(20%)

Posicion

2677

2677

2677

3435

3435

3435

6986

Codén

893

893

893

1145

1145

1145

Intréon 3

Polimorfismo

ABCB1
rs2032582
T>G/A
T>G/A
T>G/A
ABCB1
rs1045642
C>T
C>T
C>T
CYP3A5

(rs776746)
A>G

Cambio
de AA

Ser-
Ala/Thr
Ser-
Ala/Thr
Ser-
Ala/Thr

lle-lle

lle-lle

lle-lle

N/A

Tipo de
cambio

Sustitucién
Sustitucion

Sustitucion

Sinénimo

Sinénimo

Sinénimo

N/A

Consecuencia

Cambio de
sentido
Cambio de
sentido
Cambio de
sentido

Estabilidad
ARNmM
Estabilidad
ARNmM
Estabilidad
ARNmM

Splicing alterado



CYP3A5*1/*  (15.8%)
1

AG 3 6986 Intrén 3 A>G N/A N/A Splicing alterado
CYP3AS*1/*  (15.8%)
3
GG 13 6986 Intrén 3 A>G N/A N/A Splicing alterado

CYP3A5'3/*  (68.4%)
3

Respecto a los cromatogramas, a continuacion se muestran algunos casos de como se

observaron los diferentes genotipos durante el analisis de la secuencia (Figura 7)

CYP3A5 ID RS: CYP3AS5 rs776746; ABCB1-A D rs: rs2032582; ABCB1-B ID RS: rs1045642;
CYP3A5(NM_000777.5):c.219-237G>A NM_001348946.2(ABCB1):c.2677 NM_001348946.2(ABCB1):c.34
T>G (p.Ser893Ala) 35T>C (p.lle1145=)
B
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Figura 7. Cromatograma que presenta los polimorfismos identificados en los genes CYP3A5 y ABCB1. A.
Polimorfismo de transicion A>G en el intrén 3 del gen CYP3A5 que genera un splicing alternativo de la proteina.
B. Polimorfismo de transversion ¢.2677 T>G del gen

En la tabla 5 se resumen de los resultados de cada uno de los pacientes, los cuales fueron

codificados para garantizar la anonimizacion:

Tabla 6. Informacién de los genotipos para cada paciente secuenciado durante el estudio.

CODIGO DE CYP3A5 ABCB1 ABCB1
PACIENTE (RS776746) (RS2032582) (RS1045642)
19067 CYP3A5*3/*3 TG TC
1713 CYP3A5*3/*3 GG cc
2707 CYP3A5*3/*3 TT TT
5892 CYP3A5*1/*1 TG TC
11122 CYP3A5*3/*3 - TT
8483 - GG cC
21640 CYP3A5*1/*3 - TC
1222 CYP3A5*1/*1 GG TC
13663 CYP3A5*3/*3 GG cc




6756 CYP3A5*3/*3 - CC
2827 CYP3A5*3/*3 GG TC
835011 CYP3A5*1/*3 TG T
20579 CYP3A5*3/*3 - TC
21691 CYP3A5*1/*3 T T
695 CYP3A5*3/*3 - TC
84270 CYP3A5*3/*3 GG TC
5463 CYP3A5*1/*1 TG TC
14082 CYP3A5*3/*3 TG TC
4561 CYP3A5*3/*3 TG TC
21815 CYP3A5*3/*3 GG TC

6.2. Estimar las concentraciones plasmaticas del Tacrolimus en el tiempo de los

pacientes trasplantados.

Como se especificé previamente en la metodologia, se partié de una muestra de 34 pacientes
con diversos tratamientos (tabla 6), a partir de este numero de sujetos se escogieron 25 que
solo habian sido tratados con tacrolimus (tabla 7). Al mismo tiempo, se buscaron los bloques
de tejido embebido en parafina para estos 34 pacientes, de los cuales solo se encontraron
23.

En la Tabla 1 se recopilan las variables sociodemograficas y clinicas de mayor importancia
para este estudio, a través de estos datos observamos la mayoria de los pacientes eran de
geénero masculino, con una mediana de 57.5 afios. Ademas, en esta misma tabla se presentan
las concentraciones plasmaticas de tacrolimus para los 25 pacientes que fueron tratados con
este inmunosupresor ya que en la historia clinica no se especificaba para todos los pacientes

la concentracion de ciclosporina, por lo que esta no se incluyé.

Tabla 7. Variables sociodemograficas y parametros farmacocinéticos de pacientes captados en el estudio.

Variable Numero (%)/Mediana
(rango) n= 34

Género masculino 18 (53%)
Edad (ahos) 57,5(19-72)
Peso (kg) 67,5 (44,5 - 100)
Tiempo después del trasplante (meses) 12,5 (0 — 35)
Estancia intrahospitalaria (dias) 16,5 (1 -81)
Muertes 11 (32%)
Terapia inmunosupresora

Tacrolimus, micofenolato, 25 (74%)

prednisolona 5 (15%)

Ciclosporina, micofenolato, 4 (11%)

prednisolona




Otros*

Rescate de material genético receptor
Tratados con tacrolimus
Tratados con ciclosporina
Tratados con otros*

Enfermedad primaria
Enfermedad hepatica alcohdlica
Esteatohepatitis no alcohdlica
Cirrosis criptogénica
Falla hepatica aguda
Hepatitis autoinmune
Otros**

20
15 (65%)
2 (35%)
3 (15%)

7 (20%)
6 (18%)
4 (12%)
3 (9%)
3 (9%)

11 (32%)

Parametros farmacocinéticos

Mediana concentracion tacrolimus (ng/mil)
Mediana concentracion tacrolimus XL (ng/ml)
Mediana dosis tacrolimus (mg/kg/d)

Mediana dosis tacrolimus XL (mg/kg/d)

Mediana concentracion ajustada dosis tacrolimus
Mediana concentracion ajustada dosis tacrolimus

XL

7,320 (4,533 - 22,483)
5,011 (3,300 — 6,721)
0,092 (0,03 - 0,156)
0,099 (0,084 - 0,110)
81,80 (28,97-749,44)
49,36 (37,86-60,86

*Otros: Sin tratamiento, n=1 (3%); Micofenolato y prednisolona/metilprednisolona, n=3 (8%)

**Otros incluyen: Enfermedad de Wilson, n=1 (2%); Colangitis biliar primaria, n=2 (5%); Cirrosis biliar secundaria, n=2 (5%),
NASH vs HAI , n=1(2%); Hepatitis C , n=2 (5%); Hepatitis autoinmune, n=2 (5%); Colangitis esclerosante primaria, n=2 (5%),

Carcinoma hepatocelular, n=1 (2%)

Centrandonos en las variables sociodemograficas de los pacientes tratados con tacrolimus,

se observd una mayor cantidad de pacientes masculinos, con una mediana de edad de 56

anos. La mediana de la concentracion de tacrolimus fue de 7.320, con una dosis de 0.092 y

una dosis ajustada de 81.80, estos pacientes solo fueron tratados con un tipo de tacrolimus.

Tabla 8. Variables sociodemogréficas y parametros farmacocinéticos de pacientes tratados con tacrolimus.

Variable

Numero (%)/Mediana
(rango) n= 25

Género masculino

Edad (ahos)

Peso (kg)

Tiempo después del trasplante (meses)

Estancia intrahospitalaria (dias)

Muertes

Rescate de material genético receptor
Tratados con tacrolimus

14 (56%)

56 (19 — 70)
66,4 (49,1 — 100)
14 (0 — 35)

18 (1 - 58)

4
21
15 (71%)



Enfermedad primaria
Enfermedad hepatica alcohdlica
Esteatohepatitis no alcohdlica
Cirrosis criptogénica
Otros*

7 (28%)
3 (12%)
3 (12%)
12 (48%)

Parametros farmacocinéticos

Mediana concentracion tacrolimus (ng/ml)
Mediana dosis tacrolimus (mg/kg/d)
Mediana concentracion ajustada dosis
tacrolimus

7,320 (4,533 - 22,483)
0,092 (0,03 - 0,156)
81,80 (28,97-749,44)
49,36 (37,86-60,86

Como una variable relevante en este estudio se presenta la muerte de algunos de los

pacientes, por eso, a continuacién se presenta la tabla de los fallecidos en el tiempo del

estudio, que puede observarse en la tabla 8:

Tabla 9. Variables sociodemograficas de los pacientes fallecidos incluidos en el estudio.

Variable

Numero (%)/Mediana
(rango) n= 11

Género masculino

Edad (afios)

Peso (kg)

Tiempo después del trasplante (meses)

Estancia intrahospitalaria (dias)

Terapia inmunosupresora
Tacrolimus, micofenolato, prednisolona
Ciclosporina, micofenolato, prednisolona
Otros*

Rescate de material genético receptor
Tratados con tacrolimus
Tratados con ciclosporina
Tratados con otros*

Enfermedad primaria
Esteatohepatitis no alcohdlica
Enfermedad hepatica alcohdlica
Otros**

6 (55%)

66 (54 — 72)
70,6 (44,5 — 100)
<1 (0-22)
12 (1-58)

3 (28%)
4 (36%)
4 (36%)

8
3 (38%)
2 (24%)
3 (38%)

3 (28%)
2 (18%)
6 (54%)

*QOtros: Sin tratamiento, n=1 (9%); Micofenolato y prednisolona/metilprednisolona, n=2 (18%)
**Qtros: Cirrosis biliar primaria n=1 (9%), Carcinoma hepatocelular n=1 (9%), Hepatitis autoinmune n=1 (9%), Falla hepatica
aguda n=1 (9%), Cirrosis biliar secundaria n=1 (9%), Cirrosis criptogénica n=1 (9%)

En contraposicién, se muestran los pacientes vivos (tabla 9):



Tabla 10. Variables sociodemograficas de pacientes vivos incluidos en el estudio

Variable Numero (%)/Mediana

(rango) n= 23

Género masculino 12 (52%)
Edad (ahos) 55 (19 -70)
Peso (kg) 66,4 (49,1 — 95)
Tiempo después del trasplante (meses) 15 (2 - 35)
Estancia intrahospitalaria (dias) 18 (7 — 81)
Terapia inmunosupresora

Tacrolimus, micofenolato, prednisolona 22 (96%)

Ciclosporina, micofenolato, prednisolona 1 (4%)
Enfermedad primaria (ordenar de mayor a menor)

Enfermedad hepatica alcohdlica 5 (22%)

Esteatohepatitis no alcohdlica 3 (13%)

Cirrosis criptogénica 3 (13%)

Otros* 12 (52%)

*QOtros incluyen: Enfermedad de Wilson (4%); Colangitis biliar primaria (4%); Cirrosis biliar
secundaria (4%) y NASH vs HAI (4%); Falla hepatica aguda (9%); Hepatitis C (9%); Hepatitis
autoinmune (9%); Colangitis esclerosante primaria (9%)

6.3. Determinar la asociacion de los polimorfismos y la variabilidad
farmacocinética de las concentraciones de tacrolimus en pacientes
trasplantados hepaticos.

A continuacion se presentan las tablas donde se realizan asociaciones entre los genotipos
encontrados para cada uno de los SNPs y los parametros farmacocinéticos. En la tabla 10 se
encuentran las frecuencias alélicas y caracteristicas clinicas de los pacientes con el
polimorfismo para el gen CYP3A5; en este caso, no se observan diferencias significativas

entre las medianas de la concentracion, dosis y concentracion ajustada por dosis.

Tabla 11. Variables sociodemograficas y parametros farmacocinéticos de pacientes secuenciados para el gen

CYP3AS.

Variable G/IG A/A
(CYP3A5*3/*3) (CYP3A5*1/*1)
n=10 n=4
Frecuencia 0,714 0,286
Paciente masculino 5 (50%) 2 (50%)
Edad (afios) 57 (23-65) 54 (19-70)
Peso (kg) 69,75 (57,4-100) 57,5 (52-66,4)
Tiempo después del trasplante (meses) 11 (1-25) 17 (12-35)
Enfermedad primaria
Enfermedad hepatica alcohdlica 3 1




Otros* 7 3
Parametros farmacocinéticos

Mediana concentracion tacrolimus 8,086 (6,533- 7,333 (6,330-
(ng/ml) 22,483) 9,667)

Mediana dosis tacrolimus (mg/kg/d) 0,078 (0,03-0,115) 0,099 (0,091-
0,155)

Concentracion ajustada por dosis 97,40 (56,91- 75,225 (40,94-
749,44) 104,91)

*Otros incluyen: Enfermedad de Wilson (10%); Cirrosis biliar secundaria (10%); Falla hepatica aguda (10%); Hepatitis C (10%);
Hepatitis autoinmune (10%); Cirrosis criptogénica (10%); Esteatohepatitis no alcohdlica (10%).

En la tabla 11 se muestra el resumen de los genotipos encontrados para la poblacion de
interés con el rs 2032582 del gen ABCB1. Nuevamente, durante los analisis estadisticos no
se presentaron diferencias significativas entre las medianas de concentracion, dosis y

concentracién ajustada por dosis.

Tabla 12. Variables sociodemograficas y parametros farmacocinéticos de pacientes secuenciados para el rs
2032582 del gen ABCB1

Variable G/G T/G
(Wild type)
n=5 n=6
Frecuencia 0,455 0,545
Género masculino 4 (80%) 3 (50%)
Edad (anos) 55 (19-61) 57,5 (52-70)
Peso (kg) 72 (51,9-100) 64,2 (56-81)
Tiempo después del trasplante 12 (1-24) 13 (2-35)
(meses)
Enfermedad primaria
Enfermedad hepatica alcohdlica 2 3
Colangitis esclerosante 0 2
primaria
Otros* 3 1

Parametros farmacocinéticos

Mediana concentracion 9,343 (7,320- 8,367 (6,330-
tacrolimus (ng/ml) 12,150) 22,483)
Mediana dosis tacrolimus 0,082 (0,058-0,128) 0,0918 (0,03-0,155)
(mg/kg/d)

Concentracion ajustada por 104,653 (72,991- 90,986 (40,940-
dosis 209,483) 749,444)

*Otros incluyen: Cirrosis biliar secundaria (15%); Falla hepética aguda (15%); Hepatitis C (10%); Hepatitis autoinmune (15%)

Finalmente, en la tabla 12 se presentan los respectivos genotipos para el rs 1045642 del gen
ABCB1. En este caso tampoco se evidenciaron diferencias significativas entre las medianas

de los parametros farmacocinéticos reportados.



Tabla 13. Variables sociodemograficas y parametros farmacocinéticos de pacientes secuenciados para el rs
1045642 del gen ABCB1

Variable CcC T/C T/IT
(Wild type)
n=4 n=8 n=3
Frecuencia 0,532 - 0,468
Género masculino 3 (75%) 5 (63%) 1(33,33%)
Edad (afios) 55,5 (55-58) 57 (19-70) 52 (34-65)
Peso (kg) 65 (57,4-76) 69,8 (52-100) 62 (61-66,4
Tiempo después del 19 (2-25) 7,5 (0-35) 15 (2-21)

trasplante (meses)
Enfermedad primaria

Enfermedad hepatica 2 2 1
alcoholica

Colangitis 0 1 1
esclerosante

primaria 2 5 1
Otros*

Parametros farmacocinéticos

Mediana concentracion 0,087 (0,075- 0,092 (0,03- 0,093 (0,091-
tacrolimus (ng/ml) 0,128) 0,155) 0,115)
Mediana dosis tacrolimus 7,677 (7,320- 9,660 (6,330- 7,367 (6,533-
(mg/kg/d) 9,343) 22,483) 9,367
Concentracion ajustada 85,969 (72,991-  104,910(40,940- 81,101 (56,911~
por dosis 104,653) 749,444) 100,872)

*QOtros incluye: Enfermedad de Wilson, Falla hepatica, Hepatitis autoinmune, Cirrosis criptogénica, Hepatitis C, Esteatohepatitis
no alcohdlica.

Con la informacién presentada en las tablas 7-9, se concluye que no se presentaron
diferencias significativas entre los parametros farmacocinéticos reportados y las diferentes
variantes analizadas, por lo que, para estos pacientes, no se evidencioé una asociacién entre
los SNPs y la farmacocinética de los pacientes.



7. DISCUSION

Este estudio es pionero en Colombia para la realizaciéon de una caracterizacién genética de
pacientes sometidos a trasplante de higado relacionado a polimorfismos que puedan afectar
el metabolismo de inmunosupresores como el tacrolimus, uno de los medicamentos mas
importantes y usados para evitar el rechazo del implante. Es de gran importancia realizar
estas aproximaciones a través de la investigacién ya que permite conocer sobre la genética
de pacientes colombianos, una poblacién pobremente estudiada y que tiene caracteristicas

sociodemogréficas, clinicas y farmacocinéticas diferentes a otros estudios planteados.

El tacrolimus es metabolizado y depurado por el higado por parte de las enzimas del complejo
del citocromo P-450 como CYP3, este tiene cuatro isoformas en humanos, una de ellas
CYP3A5 y sus polimorfismos causan variabilidad en la absorcion, metabolismo y distribucion
del medicamento. Se estima que los factores genéticos de este tipo pueden explicar del 20 al
95% de la variabilidad farmacocinética y farmacodinamica interindividual de los pacientes
[72]. Se sabe que CYP3AS5 se puede encontrar en higado, intestino y rifidn; por otro lado, la
glucoproteina P (codificada por el gen ABCB1) actia como una bomba expulsora de farmacos
localizada en la membrana externa de las células especializadas como hepatocitos,
enterocitos, linfocitos, entre otros, protegiendo al cuerpo contra la accién tdéxica de
xenobidticos, previniendo que alcancen el torrente sanguineo [73]. Las enzimas CYP3A5 y la
glucoproteina P forman una barrera cooperativa contra la absorcion de inhibidores de
calcineurina en el intestino delgado, incrementando la posibilidad de que el medicamento sea

metabolizado[74].

En la literatura se ha estudiado ampliamente los polimorfismos de la familia del citocromo
P450, especificamente CYP3A, pero es de una relevancia especial el CYP3A5 para el
metabolismo de tacrolimus, lo que lo hace uno de los puntos principales de este estudio,
respecto a este gen en particular, igualmente existe una amplia revisién de sus efectos, en
diferentes tipos de trasplante, resaltando entre estos el trasplante renal, debido a la toxicidad

que el medicamento puede producir en este érgano [75-79].

La variante rs776746 A>G corresponde al haplotipo CYP3A5*3, lo que causa un splicing
alterado en el intrén 3, lo que diferencia a las personas homocigotas para este polimorfismo
como no expresores. Esto se traduce a dificultades para la metabolizacién del medicamento
y por lo tanto, a menores niveles séricos de los metabolitos, lo que puede llevar a un riesgo
mayor de rechazo del injerto. Se ha reportado que pacientes en los que el donador y el

receptor son *1/*1 0 *1/*3 tienen concentraciones significativamente mas bajas de tacrolimus



comparado con donadores y receptores con genotipo *3/*3 durante todo el seguimiento entre
el dia 3 y el mes 12 del tratamiento; a su vez, pacientes que tienen donadores y receptores
con genotipos mezclados como expresor/no expresor tienen valores de dosis intermedios
[80]. Esto ultimo resalta la importancia de conocer el genotipo de ambas personas al momento
de administrar el medicamento inmunosupresor, para poder realizar un ajuste de la dosis de

forma mas segura.

Sin embargo, tener la informacién de los receptores puede ser aun mas importante que la de
los donadores, Dong y colaboradores (2022) realizaron un estudio se observaron 138
muestras pareadas donante-receptor de higado, se muestra que en la variabilidad
interindividual de cada paciente puede ser mas determinante para el éxito de la terapia la
variante en el intestino delgado del receptor que del higado del donante [81]. Asi mismo,
Uesugi y colaboradores (2014) resaltan la importancia del genotipo del intestino del paciente
al menos durante las primeras 5 semanas post operatorio para que se de una estabilizacion

de la dosis ajustada [82].

Un estudio realizado por Liu y colaboradores (2022) muestra la importancia del rs776746 en
la intolerancia a tacrolimus, lo que lleva a algunos pacientes a realizar un cambio a
ciclosporina, lo que puede conllevar a mayores efectos secundarios y un aumento en la
probabilidad de rechazo agudo del injerto. En este estudio, se plantea la importancia de tres
SNPs dentro del gen CYP3AD5, incluyendo el que es de interés para este trabajo, demostrando
que estos pueden afectar de forma independiente a la proteina, disminuyendo la capacidad

de metabolizar el farmaco, llevando al paciente al cambio de inmunosupresor [83].

Durante la realizacién de este trabajo no se cont6 con la muestra de los donadores, lo que no
permite realizar una correlacion de este tipo para los pacientes trasplantados actuales. No
obstante, se conoce el genotipo del receptor y el posible fenotipo que posee de la proteina
intestinal, lo que puede afectar la absorcién del medicamento, disminuyendo las dosis que
llegan a torrente sanguineo, generando asi una disminucion de los niveles séricos del
medicamento, esto debe sumarse a lo observado para los mismos pacientes respecto a los
polimorfismos del gen de la glucoproteina P, que puede favorecer ain mas esta disminucion

de la biodisponibilidad del medicamento.

En cuanto a las frecuencias del polimorfismo de CYP3A5, en el estudio de Buendia y
colaboradores (2015) 20 receptores argentinos fueron genotipifcados con la variante *3/*3 del
gen, y solo 4 como heterocigotos, en este estudio se observd 10 pacientes con la variante

*3/*3, y 4 homocigotos para la forma silvestre *1/*1, resulta relevante ya que, segun la



literatura en la poblacién latinoamericana se expresa mayormente el polimorfismo, que
corresponde al cambio de una G por una A en la posicién 6986 [50, 84, 85]. Esto demuestra
que a pesar de que las poblaciones se diferencian en cuanto a algunas variables
demograficas, presentan frecuencias alélicas similares. No obstante, se sugieren hacer

estudios con una mayor cantidad de pacientes para determinar una tendencia.

Por otro lado, lo reportado por Fathy y colaboradores (2016) para una poblacién tomada de
un centro de trasplantes del Cairo, Egipto, muestra una notable diferencia entre las
frecuencias de los genotipos reportados durante esta investigacion: Para la poblacién egipcia,
el heterocigoto para CYP3A5 *1/*3 fue el mas comun con una frecuencia de 53,7%, en esta
misma poblacién se analizo ABCB1 mostrando para el cambio ¢.2677 G>T/A una mayor
frecuencia en los heterocigotos G/T con 53,7%, ademas de la presencia del alelo A, que en
el caso de la poblacién colombiana no fue detectado, en una frecuencia de 7,3% para el
heterocigoto G/A y de 9,7% para el heterocigoto A/T, resaltando una baja frecuencia [86].
Shao y colaboradores (2020) muestra frecuencias para la poblacién adulta china en el caso
del heterocigoto de CYP3AS5 *1/*3 de 46,51% y para el homocigoto CYP3A5 *3/*3 de 41,86%,

frecuencias menores a las observadas en nuestra poblaciéon colombiana [87].

Cuando se comparan las genotipificaciones realizadas para el gen ABCB1 en las posiciones
1236 C<T y 2577G<T: tanto en esta investigacion como en el estudio de Buendia y
colaboradores (2015) se observé gran cantidad de pacientes para el heterocigoto de ABCB1
1236C<T, aunque en el estudio de la poblacion argentina se observé una mayor cantidad de
pacientes para el homocigoto C/C; cabe resaltar que durante esta investigacion, con los
pacientes receptores que fueron genotipados no se encontrd la variante trialélica con el
nucleétido A, sino solamente homocigotos para G y heterocigotos T/G, en proporciones

similares a las encontradas en el estudio con poblacién argentina [50].

El estudio de Tron y colaboradores (2020) analiza pacientes caucasicos captados en un
hospital de Francia analiza ambos genes analizados en este estudio: Para ABCB1 3435 C>T
es mas frecuente el genotipo heterocigoto CT con una frecuencia del 66%; ABCB1 2677
G>T/A también muestra una alta frecuencia del heterocigoto GT con un 47%, en este caso
no se encontraron pacientes con el alelo A 'y para CYP3A5 6986 G>A se encontraron todos
los pacientes homocigotos para AA, es decir CYP3A5 *1/*1 “expresores”. Contrastado con
este estudio y reforzando lo observado en estudios previamente citados, hay diferencias en
las frecuencias alélicas, debido posiblemente a diferencias en la genética de poblaciones y

componentes ancestrales de cada una de estas [88]



Por ejemplo, se ha observado que en poblaciones de ascendencia africana, como algunos
grupos étnicos de Africa subsahariana, las frecuencias alélicas del gen CYP3A53 son
generalmente altas, lo que indica una mayor proporcion de individuos con baja actividad
enzimatica de CYP3A5. En contraste, en poblaciones de ascendencia europea o asiatica, las
frecuencias alélicas del alelo CYP3A53 son mas bajas, lo que implica una menor proporcion
de individuos con baja actividad enzimatica [89, 90]. En otras poblaciones como la libanesa
se encontraron frecuencias genotipicas similares a las poblaciones europeas, donde se da
mayor presencia del genotipo no expresor de CYP3A5, en la tabla 13 se presenta la
comparacion de alelos en el rs 776746 y las frecuencias genotipicas reportadas en la base

de datos de mil genomas [91].

Tabla 14. Comparacién de alelos en el rs 776746 del gen CYP3A5 y las frecuencias genotipicas reportadas en la
base de datos de mil genomas. Tomada y modificada de [91]

Lebanese African American East Asian European South
Asian
Reference
C 91.4% 18.0% B0D% 67%
8.6% 82.05% 20% 33%
Pvalue a1 <.00 <00
IT 053%  67.60% 5.80% 12.10%
I 1596% 2870%  29.10% 4230%
C 83.11%  360% 65.10% 45.60%
P value <001 =00 <00

Las frecuencias alélicas encontradas en los pacientes colombianos evaluados durante esta
investigacion son similares a las reportadas para americanos, con una mayor frecuencia del
genotipo CYP3A5*3/*3 (CC en la tabla 13)

Se resalta la importancia de conocer el genotipo para prevenir y reconocer riesgos de efectos
como el rechazo agudo tras el trasplante, asi como lo plantea Uesugi y colaboradores (2014),
que durante su estudio observaron que la concentracion de tacrolimus en el higado
trasplantado puede disminuir cuando se tiene un genotipo CYP3A5*1, resultando en un efecto
inmunosupresor insuficiente, esto se ha visto a pesar de que las concentraciones sistémicas

de tacrolimus en sangre sean similares entre el polimorfismo y la variante wild type [82].

Cuando se contrastan las variables demograficas de este estudio con los que se han realizado
en otras poblaciones, como lo reporta Buendia y colaboradores (2015), para personas
argentinas, se puede observar que se presenta similitudes como un mayor numero de
pacientes masculinos, la mediana de la edad, sin embargo, se diferencia en el tiempo
después del trasplante, siendo una mediana mayor el de la poblacién colombiana de este
estudio, ademas, la principal causa de trasplante fue la enfermedad hepatica alcohdlica,

contrastado con la poblacion argentina en la que fue la hepatitis C asociada a virus/carcinoma



hepatocelular [50]. Otra observacién importante es que las medianas concentraciéon de
tacrolimus fueron mayores en la poblacion de este estudio comparado con el de Buendia y
colaboradores (7,320 vs 6,2 ng/mL), mientras que para tacrolimus XL concentracion fue
2menor (5,01 vs 6,1 ng/mL). Otros estudios, como el de Debette-Gratien y colaboradores
(2016) se observo una mayor cantidad de pacientes masculinos, con una media de edad de
48, mas baja que la presentada en esta investigacién, medianas de concentracion de
tacrolimus menores que en el presente estudio (7,320 vs 6,5 ng/mL) [92]. Esto puede sugerir
que las poblaciones son heterogéneas y con esto resaltar la importancia de la investigacion

realizada en poblacion colombiana.

Cabe resaltar que en este estudio no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las medianas de dosis, concentracion y dosis ajustada para ninguna de
las variantes genéticas, contrario a lo expuesto en estudios como el de Buendia y
colaboradores (2015), Debette-Gratien y colaboradores (2016), Fathy y colaboradores (2016)
[50, 86 ,92]. En otro estudio, se encontré una influencia significativa del la expresion de
CYP3A5 en donadores y receptores en las dosis requeridas de Tacrolimus, mostrando que
se requieren dosis mas altas durante el primer afio cuando el higado trasplantado o del
receptor expresa CYP3A5 1*/1* [92, 93]. No obstante, se observa una tendencia a menores

concentraciones de Tacrolimus en aquellos pacientes con el genotipo CYP3A5*1/*1.

Ademas, se han realizado estudios donde se busca informacion farmacogenética sobre
variantes de interés en poblacién colombiana, como es el caso de Silgado-Guzman y
colaboradores (2022) a través de secuenciacion del exoma, pero cabe recordar que la
variante de CYP3A5*3 esta en el intron, por lo que no fue evaluada durante este estudio [94].
Otro estudio realizado para la poblacién colombiana relacionado con farmacogenética es el
de Nagar y colaboradores (2019) en donde si se evaluo la variante de interés, donde
presentan la frecuencia de este polimorfismo en Antioquia (0,81). Sefialan en este estudio
también que la frecuencia del genotipo CYP3A5*1 es mayor en Choco, se ha relacionado
positivamente con la ancestria africana y negativamente con la europea y la nativo americana;
por otro lado, reportan que investigadores en Cali de manera anecdética reportaron que los

afrocolombianos trasplantados no respondian bien a las dosis estandar de tacrolimus [95].

Esta revision previa muestra que falta la realizacion de estudios para conocer el estadio de
las poblaciones colombianas, teniendo en cuenta su ancestria, para el ajuste de dosis

respectivo de tacrolimus durante el trasplante segun sea el caso.



El estudio de Bezerra y colaboradores (2020) plantea que a pesar de que se observa que los
polimorfismos de CYP3A5 estan asociados con cambios en la biodisponibilidad y tasas de
metabolismo en pacientes después de un trasplante de higado, no existe evidencia sustancia
que esté disponible de la influencia de estos polimorfismos en la seguridad, eficacia
terapéutica y pronostico de estos pacientes, por lo que no seria necesario realizar estudios

genéticos como un parametro aislado para el ajuste de la dosis [96].

Por otro lado, en la base de datos que se realizé para este estudio se tomé informacién de
variables clinicas e interacciones farmacoldgicas relacionadas con la toma de tacrolimus,
medicamentos de consumo comun en los pacientes reconocidos en este estudio como la
Metformina, Valganciclovir, Omeprazol, Esomeprazol, Prednisolona, Micofenolato,

Atorvastatina, Quetiapina y Trazadona.

La inhibiciéon enzimatica, causada por macrélidos, antifungicos, azoles, bloqueadores de los
canales de calcio, farmacos antivirales y el jugo de pomelo, produce una menor actividad de
CYP3A, provocando un aumento de los niveles plasmaticos y toxicidad de los medicamentos
metabolizados por este, como tacrolimus [97]. Segun la base de datos Drugbank, el efecto
terapéutico de la metformina puede verse disminuido cuando se usa tacrolimus. Ademas,
tacrolimus puede disminuir la tasa de excrecion de Valganciclovir, o que resulta en un
aumento de los niveles en suero. El metabolismo de tacrolimus puede verse disminuido si se
consume esomeprazol y omeprazol. Respecto al micofenolato, tacrolimus puede aumentar
su actividad inmunosupresora, lo que hace que las dosis de este sean mas bajas, tiene un
efecto similar con la prednisolona. En cuanto a la atorvastatina, puede disminuir su
metabolismo cuando se combina con tacrolimus. Por ultimo, el metabolismo de tacrolimus se

puede ver afectado cuando se combina con quetiapina.

En esta investigacion no se logro alcanzar el numero de pacientes necesario para realizar un
analisis de asociacion, se esperaba recolectar informacion de 52 pacientes, sin embargo,
como acercamiento descriptivo de lo que fue encontrado, realizando las pruebas estadisticas
presentadas en los resultados; teniendo en cuenta esto, este estudio representa una
aproximacién descriptiva retrospectiva. Finalmente, a pesar de contar con una muestra
pequefia, cabe anotar que el trasplante hepatico si bien es uno de los cinco tipos de trasplante
mas comun, se considera una condicion rara, por lo que se requiere de tiempos mas
prolongados para la recoleccion de mayor cantidad de pacientes, adicionalmente, durante el
tiempo que se realizé el estudio se conté con una contingencia debido a la pandemia por
COVID-19.



8. CONCLUSIONES

Este estudio precursor en Colombia realiza la caracterizacién genética de una muestra de
pacientes sometidos a trasplante de higado y su relacién con los polimorfismos que pueden
afectar el metabolismo del inmunosupresor tacrolimus. La investigacion es importante porque
proporciona informacion sobre la genética de los pacientes colombianos, una poblacion poco
estudiada con caracteristicas poblacionales especificas. Se destaca la influencia del gen
CYP3A5 y ABCB1 en el metabolismo del tacrolimus y la importancia de conocer el genotipo
de los receptores para ajustar de manera segura la dosis del medicamento. Aunque este
estudio no encontro diferencias estadisticamente significativas en las dosis y concentraciones
del medicamento segun los polimorfismos genéticos, se resalta la importancia de continuar
investigando en la poblacién colombiana para comprender mejor su respuesta a los

medicamentos inmunosupresores despueés del trasplante de higado.

La genoatipificacion no puede reemplazar, sino solo respaldar la supervision terapéutica de las
concentraciones sanguineas de los medicamentos inmunosupresores. Sin embargo,
identificar el genotipo CYP3A5 puede ser una herramienta particularmente beneficiosa para
determinar la dosis inicial adecuada de tacrolimus en receptores de trasplante, especialmente

en grupos de personas con una expresion bastante uniforme del gen CYP3A5*1.



9. PERSPECTIVAS

Contribucion al conocimiento genético en la poblacién colombiana: La poblacién colombiana
ha sido poco estudiada en términos de genética, por lo que este estudio proporciona
informacion valiosa sobre los polimorfismos genéticos relacionados con el metabolismo del
tacrolimus en esta poblacion especifica. Esto ayudara a comprender mejor como estos
polimorfismos pueden influir en la eficacia y seguridad de la terapia inmunosupresora en los

receptores de trasplante de higado en Colombia.

Diferencias sociodemograficas, clinicas y farmacocinéticas: La poblaciéon colombiana
presenta caracteristicas sociodemograficas, clinicas y farmacocinéticas diferentes a otras
poblaciones estudiadas anteriormente. Estas diferencias pueden influir en la respuesta
individual al tacrolimus y en la necesidad de ajustar las dosis para evitar el rechazo del injerto.
Por lo tanto, comprender estas diferencias es crucial para proporcionar un tratamiento éptimo

a los pacientes colombianos sometidos a trasplante de higado.

Comparacién con otras poblaciones: Al contrastar las frecuencias alélicas y los genotipos
encontrados en la poblacién colombiana con investigaciones previas en distintas poblaciones,
es posible detectar variaciones y similitudes. Estas discrepancias pueden estar vinculadas a
la genética de las poblaciones y a sus herencias ancestrales. Comprender estas disparidades
resulta fundamental para situar los hallazgos del estudio en el marco global de la investigacion

sobre el metabolismo del tacrolimus.

En resumen, este estudio pionero en Colombia sobre la caracterizacion genética de pacientes
sometidos a trasplante de higado y su relacion con los polimorfismos que afectan el
metabolismo del tacrolimus proporciona informacion valiosa sobre la genética de la poblacién

colombiana y sus caracteristicas sociodemograficas, clinicas y farmacocinéticas.

Se deben realizar investigaciones con tamafos de muestra mayores, en condiciones menos
atipicas para los pacientes y el sistema de salud, esto relacionado a la pandemia de COVID-
19, esto permitira robustecer la informacion genética de la poblacion, ademas de contribuir a
la personalizacion de la medicina para el uso de inmunosupresores durante los trasplantes, y
posiblemente mejorar el alcance de este estudio, permitiendo asi tener mas oportunidades

de determinar la asociacion entre polimorfismos y farmacocinética.
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