UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE MEDICINA

Departamento de Medicina

TESIS DOCTORAL

IMPACTO DEL POLIMORFISMO MRP2 24CT EN EL TRASPLANTE RENAL EN
TRATAMIENTO CON ACIDO MICOFENOLICO. FARMACOCINETICA Y

REPERCUSION CLINICA.

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR PRESENTADA POR

Beatriz Rodriguez Cubillo

Madrid, 2019

©Beatriz Rodriguez Cubillo, 2019



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID FACULTAD
DE MEDICINA.

DEPARTAMENTO DE MEDICINA

IMPACTO DEL POLIMORFISMO MRP2 24CT EN
EL TRASPLANTE RENAL EN TRATAMIENTO
CON ACIDO MICOFENOLICO.

FARMACOCINETICA Y REPERCUSION CLINICA.

TESIS DOCTORAL

BEATRIZ RODRIGUEZ CUBILLO

Madrid, 2019



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE MEDICINA. DEPARTAMENTO DE

MEDICINA.

IMPACTO DEL POLIMORFISMO MRP2 24CT EN EL
TRASPLANTE RENAL EN TRATAMIENTO CON ACIDO
MICOFENOLICO. FARMACOCINETICA Y REPERCUSION

CLINICA.

El presente trabajo ha sido realizado en el Departamento de Medicina de
la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid, bajo la

direccion de la Dra. Ana Isabel Sanchez Fructuoso.






DECLARACION DEAUTORIA Y ORIGINALIDAD DE LA TESIS
PRESENTADA PARA OBTENER EL TITULO DE DOCTOR

D./Dfia. BEATRIZ RODRIGUEZ CUBILLO .
estudiante en ¢l Programa de Doctorado CIENCIAS MEDICO QUIRURGICAS .
de la Facultad de Medicina © de la Universidad Complutense de
Madrid, como autor’a de la tesis presentada para la obtencion del titulo de Doctor y
titulada:

IMPAL T DEL POUINORESSNG MEIZ 280T INEL CHASITANTE MENAL EN TRATAMIENTO CUN AT TN MILDEENOLIOC PARNALDCING TCA Y KEFERELSION CLINKA

y dirigida por: ANA ISABEL SANCHEZ FRUCTUOSO

DECLARO QUE:

La tesis es una obra original que no infninge los derechos de propiedad intelectual m
los derechos de propiedad industrial u otros, de acuerdo con el ordenamiento juridico
vigente, en particular, la Ley de Propiedad Intelectual (R.D. legislativo 1/1996, de 12 de
abril, por el que se aprucga el texto refundido de la Ley ﬁc Propiedad Intelectual,
modificado por la Ley 2/2019, de 1 de marzo, regulanzando, aclarando y amonizando
las disposiciones legales vigentes sobre la matena), en particular, las disposiciones
refendas al derecho de cita.

Del mismo modo, asumo frente a la Universidad cualquier responsabilidad que
pudicra denvarse de la autoria o falta de originalidad del contenido de la tesis presentada
de conformidad con ¢l ordenamiento juridico vigente.

En Madnd, a 230 de¢ septiembre O de 20190

=

Ests DECLARACION DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD debe ser insertads en
la pnmera pagma de b tens presentada para |2 obtencion del titulo de Doctor.

Fdo.:




AGRADECIMIENTOS



A TODOS VOSOTROS,

QUE TANTO ME QUEREIS.



Tengo que empezar por agradecer a mi directora de tesis, Ana, el haber confiado en mi durante
estos anos. Gracias por compartir conmigo tu conocimiento, tu experiencia, tu saber hacer y tu
persistencia. Gracias por tu dedicacion y por todo lo que me has ensefiado (y me seguiras
ensefiando). Por tus consejos, por ayudarnos tanto y sacar lo mejor de nosotros.

Me gustaria agradecer a las personas del Servicio de Nefrologia del Hospital Clinico de Madrid
que me ensefiaron desde el primer dia, que me acogieron como quien acoge a una hermana
pequefia y la cuidan, le ensefian y protegen como si de compartir genes estuviéramos hablando.
A las que me han hecho pasar tantos buenos momentos y risas, me han brindado su apoyo, y
su paciencia. A aquellas personas que estan siempre ahi, que me han ensefiado lo que es ser
una COMPANERA, mil veces gracias. Gracias a quienes siempre intentan encontrar lo mejor de
mi (y de todos) y por hacerme sentir bien dia a dia, por su ayuda y su carifio. Y también a aquellas
que me ensefian la prudencia, el saber estar y la paciencia que no tengo.

Y a todas las personas que permiten que las cosas funcionen dia a dia en el servicio y en el
hospital.

Gracias a mis amigas, que me conocen, me respetan y me quieren desde la nifiez. Sin vosotras,
mucho de esto no habria sido posible. Porque habéis estado ahi en lo bueno, en lo malo y en lo
peor.

Y gracias a mis padres, Mari y Julio, sin ellos no seria como soy. Son ellos mi modelo de esfuerzo,
de persistencia, de humildad y de excelencia. Porque son ellos los que mas se alegran de mis
éxitos, y los que mas sufren con mis fracasos. Porque siempre estan ahi, para traerme la cena
a la bilblioteca o para darme un abrazo cuando el dia no podia ir peor, por apoyarme, por
hacerme sentir tan querida y tan fuerte, cuando ni siquiera lo soy tanto.

Manolo, que seria yo de mi sin ti. En todos los aspectos, desde que me levanto hasta que me
acuesto. Cuanto me has ayudado en este proyecto. En todos los sentidos, especialmente para
que yo pudiera tener tiempo para hacerlo, cuando casi era imposible. Sabes que te admiro, por
tu capacidad de trabajo y por tu luz. Y me lo has sabido transmitir; juntos llegaremos hasta las

estrellas.

Y a mis hijos, ni siquiera ellos lo saben, pero esto se lo debo a ellos. Porque son el motor de mi

vida, porque ellos me hacen ser mejor de lo que soy.



ACRONIMOS

ABC proteins: ATP-binding cassett proteins (proteinas)
AcMPAG: .acido glucurénido micofendlico

AMEF: 4cido micofendlico

ATP: Adenosina trifosfato

ATP: ATP-binding cassett

AUC: Area under curve (area bajo la curva)

AZA: Azatioprina

BCRP: breast cancer resistance protein

BK: poliomavirus BK

BPAR: Rechazo agudo diagnosticado por biopsia

CAN: chronic allograft nephropathy (nefropatia cronica del injerto).
C max: Concentracion maxima plasmatica. Representa la concentracion plasmatica
maxima

C min: Concentracion minima plasmatica. Representa la concentracion plasmatica
minima.

cMOAT: multispecific organic anion transporter

Co: concentracion pre dosis

CCI: Intervalo de fiabilidad intraclase

Células NK: natural killer

Células TH: linfocitos T helper

CMV: citomegalovirus

CNI: Inhibidores de la calcineurina

CSA: Ciclosporina

Curvas COR: curvas ROC (caracteristica operativa del Receptor)



CYP: Citocromo

DE: Desviacion estandar

d-GTP: Deoxiguanosina trifosfato

DPI: disfuncion primaria del injerto

EC-MPS: Enterogastric coberture-micophenaolate sodium (Micofenolato sédico con
enterocubierta gastrica)

EDTA: anticoagulante del tubo de muestra de sangre
EMIT: Enzima multiplicante inmunoaseguradora
EPOC: enfermedad obstructiva cronica

EVL: Everolimus

FK: tacrolimus

G: medida de grosor de aguja de biopsia

GI: gastrointestinal

GIQLI: Gastrointestinal Quality of Life Index

GSH: glutation reducido

GMP: Monofosfato de guanosina

GSRS: Gastrointestinal Sympton Rating Scale

GTP: Trifosfato de guanosina

HGPRT: Hipoxantina-guanina-fosfo-ribosiltransferasa
HPV: human papillomavirus

HR: hazard ratio

IBPs. Inhibidores de la bomba de protones.

ICN: inhibidores de calcineurina

IgG D+: serologia de CMV del donante positiva.

IgG R-: serologia de CMV del recptor negativa.
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IL: interleuquina

IS: inmunosupresion

IMPDH: Inosinamonofosfato deshidrogenasa

IMTOR: inhbidores de la via mtor (mammalian target of rapamycin) por la union al
complejo mTOR (mTORC1).

ITU: infeccion del tracto urinario

kDa: kilodaltons

LSS: Formulas abreviadas predictivas

LTC4: leucotrieno 4

MDRI1: Multi drug Resistent

MMF: Micofenolato mofetilo

MPA: Acido micofenélico

MPAG: glucurénido fendlico de acido micofenolato

MRP2: multir resistant protein 2

MRP2 (-24 CT)>T SNP: polimorfismo de la regién promotora del gen de MRP2.
Modificacion de nucleodtido C () por T ().

MRP2 24 CT&TT: conjunto de pacientes portadores del polimorfismo (homocigotos y
heterocigotos).

MRP2 24 CC: forma mas frecuente (no portador, wild).

MRP2 24 CT: portador, heterocigosis.

MRP2 24 TT: portador, homocigosis.

MSD: dominios hidrofébicos implicados en el transporte de substratos

NS: no significativa

OMS: organizacion mundial de la salud

ORL: Otorrinolaringologia
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PAS: tincidn para analisis histologico que utiliza acido peryddico de Schiff
PK: pharmacokinetic (farmacocinética)

PRA: porcentje de reaccion a anticuerpos HLA de la poblacion general
PRED: Prednisona

PRPP: Fosfo-ribosil-pirofosfato

RAH: rechazo agudo humoral

RIC: Rango intercuartil (RIC

SNP: Polimorfismo

SRL: Sirolimus.

TAC: Tacrdlimus

T max: Tiempo maximo, tiempo requerido para alcanzar la concentraciéon maxima del
farmaco

TNF-a.: tumor necrosis factor-alpha

TPMT: Tiopurina metiltransferasa.

UFC: unidades formadores de colonias

UGT: UDP-glucuronil transferasa.

VCAM-1: vascular cell adhesion molecule (moléculas de adhesion vasculares)
VEB: virus Epstein Barr

VHC: virus hepatitis C

ICAM-1: moléculas de adhesion intercelular
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RESUMEN

1. RESUMEN

IMPACTO DEL POLIMORFISMO MRP2 24CT EN EL TRASPLANTE RENAL
EN TRATAMIENTO CON ACIDO MICOFENOLICO. FARMACOCINETICA Y

REPERCUSION CLINICA.

1.1 Introduccion:

En el trasplante renal, el exceso de inmunosupresion supone complicaciones
importantes que comprometen la morbilidad y calidad de vida del paciente, e incluso
puede incrementar la mortalidad.

Existen estudios, en pacientes trasplantados renales, que asocian el polimorfismo del
transportador MRP2 (-24 CT) a niveles de exposicién de micofenolato (MPA) mas altos
que aquellos pacientes no portadores del polimorfismo. No obstante, estos resultados
son controvertidos. Por otro lado, se ha relacionado la presencia de este polimorfismo
con efectos asociados a toxicidad por micofenolato, en concreto diarrea y leucopenia.
Hasta la fecha, existen publicaciones que relacionen este polimorfismo con otros efectos
adversos asociados a un exceso de inmunosupresion, como infecciones o neoplasia.
La presencia de estas complicaciones pueden obligar al cambio de régimen de
inmunosupresion, lo que puede implicar un riesgo no predecible de rechazo del injerto
renal. Ademas, recientes estudios plantean que este transportador sea un mediador
proinflamatorio, y favorecezca la carcinogénesis, lo que podria aumentar aun mas si
cabe estas mismas complicaciones en el paciente trasplantado renal en tratamiento con

micofenolato.
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1.2 Objetivo:
Analizar el impacto del polimorfismo de MRP2 (-24 CT) desde un punto de vista clinico

y farmacocinético en el paciente trasplantado renal en tratamiento con micofenolato.

1.3 Métodos:

Para el estudio de la repercusioén clinica del polimorfismo de MRP2 (-24 CT) se
analizaron de forma retrospectiva los pacientes que se trasplantaron desde el afio 2007
hasta el 2011 (n=300) en el Hospital Clinico San Carlos. Se analizé en esta muestra de
pacientes la incidencia de diarrea grave, leucopenia, infecciones, neoplasias o la
necesidad de cambio de régimen de inmunosupresion. Se analizé la incidencia de estos
eventos con curvas de Kaplan Meiery se compararon con el test de log rank. Se realizd
también un analisis multivariable de COX para identificar los factores de riesgo de estas
complicaciones asociadas al trasplante renal. Se realizd un analisis mas ajustado con
un pareo de la muestra por una puntuacion de propension.

Para el estudio del impacto en la farmacocinética del MPA en presencia del
polimorfismo de MRP2 (-24CT) se determinaron las concentraciones de MPA en 150
pacientes a los que se les realizaron 13 extracciones sanguineas a lo largo de 12h para
el calculo del area bajo la curva (AUCo.121n). Los pacientes incluidos en este grupo habian
de encontrarse en una situacion estable, y sin cambios de medicacién en el mes previo
a la realizacion de las curvas. Para minimizar sesgos de medicacion inmunosupresora
concomitante, el analisis se restringié a pacientes en tratamiento con tacrolimus de
liberacion corta (Prograf ®). Como en el caso anterior, también se dividieron en dos
grupos y se ajusto el analisis por una puntuacion de propension. Las concentraciones

obtenidas fueron comparadas de acuerdo a la presencia del polimorfismo a estudio.
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1.4 Resultados:

En cuanto al estudio de la repercusion clinica del polimorfismo a estudio ( SNP
rs717620 (-24 CT) en el paciente trasplantado renal en tratamiento con micofenolato
(n=300), pudimos observar que los pacientes portadores del polimorfismo MRP2 (-24
CT&TT), tuvieron mas riesgo de diarrea (HR 4.543, Cl 95 2.210-9.341, p<0.001),
leucopenia (HR 2.527, CI95 1.649-3.874, p<0.001), infeccién grave (sin incluir CMV)
(HR 1.704, CI95 1.245-2.331, p 0.001), infecciéon por CMV (HR 1.713, CI95 1.080-
2.708, p 0.021), y necesidad de cambio de tratamiento inmunosupresor (HR 1.544,
CI95 1.105-2.158, p 0.011). También pudimos observar un mayor riesgo de neoplasia
(HR 1.804, CI95 0.956-3.406, p 0.068) y de mortalidad (por todas las causas) (HR
2.193, CI95 0.891-5.395, p 0.087), aunque sin alcanzar la significacion estadistica

En cuanto al estudio del impacto en la farmacocinética del MPA del polimorfismo
MRP2 (- 24CT) (n=117), pudimos observar que los pacientes portadores tuvieron una
exposicion al MPA mayor que aquellos pacientes no portadores (AUCqo 12n: CC =
59.146 mg/L Vs. CT&TT = 72.157 mg/L, p 0.043) en la muestra ajustada. Si el analisis
se restringe solo a pacientes cuya presentacion farmacolégica de micofenolato era en
forma de liberacion retardada (EC-MPS) estas diferencias se hacen clinicamente mas
importantes y con mayor significacion estadistica. [(AUCo.12n): CC = 60.23 mg/L Vs.
CT&TT =77.43 mg/L, p 0.021]; [(AUC ¢6n): CC =40.22 mg/L Vs. CT&TT = 50.26 mg/L,
p 0.057]y [(AUC 6.12n): CC = 20.0 mg/L Vs. CT&TT =27.17 mg/L, p 0.019].

1.5 Conclusiones:

1. EI SNP MRP2 (-24 CT) (heterocigosis y homocigosis) asocia un riesgo
incrementado de diarrea, leucopenia, infecciones y necesidad de cambio de
tratamiento inmunosupresor en el paciente trasplantado renal en tratamiento
con micofenolato.

2. ElI SNP MRP2 (-24 CT) (heterocigosis y homocigosis) podria asociar un riesgo

incrementado de neoplasia y mortalidad (por todas las causas) en el paciente
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trasplantado renal en tratamiento con micofenolato, aunque que nuestros
analisis no alcanza la significacion estadistica.

3. ElI SNP MRP2 (-24 CT) (heterocigosis y homocigosis) asocia una exposicion
de MPA mas alta que los pacientes no portadores del polimorfismo.

4. ElI SNP MRP2 (-24 CT) (heterocigosis y homocigosis) asocia una exposicion
aun mas elevada de MPA en los pacientes cuya presentacion farmacoldgica es
EC-MPS, que incluso podrian alcanzar el rango de toxicidad.

Palabras clave: ABBC2, cambio tratamiento, CMV, diarrea, farmacogenomica,
infecciones, leucopenia, micofenolato, MPA, MRP2, neoplasias, polimorfismo,

supervivencia, SNP rs717620 (-24 CT), trasplante renal.
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SUMMARY

2. SUMMARY

IMPACT OF POLYMORPHISM MRP2 24CT ON RENAL
TRANSPLANTATION IN TREATMENT WITH MICOFENOLIC ACID.
PHARMACOKINETICS AND CLINICAL REPERCUSSION.

2.1 Introduction:

In renal transplantation, excess immunosuppression involves major

complications that compromise the patient’'s morbidity and quality of life, and may even
pose a higher risk of mortality.
There are studies in kidney transplanted patients that associate the polymorphism of the
MRP2 (-24 CT) with higher mycophenolate exposure levels (MPA) than those patients
who do not carry polymorphism. However, these results are controversial. On the other
hand, the presence of this polymorphism has been linked to effects associated with
mycophenolate toxicity, namely diarrhoea and leukopenia. To date, no studies have
been published linking this polymorphism to other adverse effects associated with
excess immunosuppression, such as infections, CMV infection or neoplasia

The presence of these complications, force the change of immunosuppression
regime, which can imply an unpredictable rejection risk of the renal graft. In addition,
recent publications raise this transporter as a proinflammatory mediator and advocate
for carcinogenicity, which could favor these same complications in the kidney transplant
patient undergoing mycophenolate treatment.

2.2. Objetives:
To analyze the impact of polymorphism of MRP2 (-24 CT) from a clinical and

pharmacokinetic point of view in the renal transplant patient in mycophenolate treatment.
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2.3 Methods:

For the study of the clinical impact of polymorphism of MRP2 (-24 CT) patients who were
transplanted from 2007 to 2011 were analyzed retrospectively (n=300). Severe episodes
of diarrhea, leukopenia, infection (not including CMV) were taken into account, as were
infections with CMV, neoplasia or the need for a change in immunosuppression regime.
More homogeneous groups were obtained after machining of the sample by puntuacion
de propension. Survival curves (Kaplan Meier) were performed to compare the risk of
complications according to the presence of polymorphism. A multivariable COX analysis
was also performed to identify risk factors for these complications associated with kidney
transplantation.

For the study of the impact on pharmacokinetics of MPA of MRP2 polymorphism (-24CT)
MPA concentrations were determined in 150 patients who were done 13 blood
withdrawals over 12h for the calculation of the area under the curve (AUCO0-12h) in stable
patients, without medication changes one month before the curves are performed. To
minimize biases of concomitant immunosuppressive medication, the analysis was
restricted to patients on tacrolimus (Prograf® ), n=117.

This sample was adjusted with the realization of a puntuacién de propension taking into
account the doses of mycophenolate pre curve realization, doses and levels of
tacrolimus, age, sex, kidney function and IBPs taking. The concentrations obtained were
compared according to the presence of polymorphism in study and according to
pharmacological presentation (MMF Vs. EC-MPS).

2.4 Results:

Regarding the study of the clinical impact of polymorphism in study ( SNP rs717620 (-
24 CT) in the renal transplant patient in mycophenolate treatment (CT&TT), were at
increased risk of diarrhea (HR 4.543, Cl 95 2.210-9.341, p0.001), leukopenia (HR

2.527, CI195 1.649-3.874, p0.001), severe infection (excluding CMV) (HR 1.704, CI95
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1.245-2.331, p 0.001), CMV infection (HR 1.713, CI95 1.080-2.708, p 0.021), and need
for a change in immunosuppressant treatment (HR 1.544, CI95 1.105-2.158, p
0.011).

We were also able to observe an increased risk of neoplasia (HR 1.804, CI95 0.956-
3.406, p 0.068) and mortality (for all causes) (HR 2.193, CI195 0.891-5.395, p 0.087), but
without achieving statistical significance. As for the study the impact of MRP2
polymorphism (- 24CT) on MPA concentrations we could observe that the patient carriers
had higher levels of MPA than those patients not carriers (AUC0-12h: CC = 59.146 mg/L
Vs. CT&TT = 72.157 mg/L, p 0.043) in the adjusted sample. If the analysis is restricted
only to patients whose pharmacological presentation of mycophenolate was in the form
of delayed release (EC-MPS) these differences become clinically more important and
with greater statistical significance. [(AUCo.12n): CC = 60.23 mg/L Vs. CT&TT = 77.43
mg/L, p 0.021]; [(AUC ¢.6n): CC = 40.22 mg/L Vs. CT&TT = 50.26 mg/L, p 0.057] and
[(AUC 6.12n): CC =20.0 mg/L Vs. CT&TT =27.17 mg/L, p 0.019].

2.5 Conclusions:

1. SNP MRP2 (-24 CT) (heterozygosis and homozygosis) associated with an
increased risk of diarrhea, chronic diarrhea, leukopenia, recurrent leukopenia,
Severe infections, CMV infections, and the need to change immunosuppressant
treatment in the kidney transplant patient on mycophenolate treatment.

2. SNP MRP2 (-24 CT) (heterozygosis and homozygosis) associates an increased
risk of neoplasm and mortality (for all causes) in the kidney transplant patient in
mycophenolate treatment, but that our analysis does not reach statistical
significance.

3. SNP MRP2 (-24 CT) (heterozygosis and homozygosis) associates plasma
concentrations of MPA higher than patients not carrying polymorphism.

4. The SNP MRP2 (-24 CT) (heterozygosis and homozygosis) associates even
higher MPA cocentrations in patients whose pharmacological presentation is EC-

MPS, which could even reach the toxicity range.
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Keywords: ABBC2, treatment change, CMV, diarrhea, pharmacogenomics, infections,
leukopenia, mycophenolate, MPA, MRP2, neoplasms, polymorphism, survival, SNP

rs717620 (-24 CT), renal transplantation.
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3. INTRODUCCION.

3.1. Individualizacion del tratamiento inmunosupresor en el

paciente trasplantado renal.

El objetivo del clinico responsable de un paciente trasplantado es maximizar la
supervivencia del injerto en la medida de lo posible, y, a su vez, minimizar los efectos
secundarios asociados a la inmunosupresion para mejorar asi su calidad de vida y su
morbimortalidad.

En los ultimos afos, se ha intentado encontrar la mejor combinacion de tratamientos
y sus dosis con el fin de alcanzar la correcta individualizacién en el tratamiento
inmunosupresor. Para ello, idealmente habria que encontrar una “férmula” que
permitiera predecir la variabilidad inter e intra individual de cada inmunosupresor para
elegir la mejor combinacién y evitar el riesgo de rechazo y/o de complicaciones '

La farmacogenética puede ser una herramienta util en este contexto, habiendo
despertado en los ultimos afios un gran interés, al poder ayudar a identificar pacientes
con mayor sensibilidad a los farmacos inmunosupresores. Estos pacientes se podrian
beneficiar de dosis 0 esquemas de inmunosupresion diferentes a los utilizados de forma
estandar.

No obstante, no todos los polimorfismos descritos han mostrado una utilidad real en
la practica clinica; y es necesario identificar aquellos cuyo impacto sobre el tratamiento
y el eventual ajuste del mismo puedan suponer un beneficio relevante para el paciente.?

Para poder entender el significado de los resultados de nuestra investigacion,

vamos a profundizar en diferentes aspectos de la molécula del micofenolato, sus
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presentaciones farmacolégicas y su bioequivalencia. Después, se explicara el
metabolismo de esta molécula, asi como las enzimas esenciales encargadas de este
metabolismo. Nos detendremos especialmente en el transportador MRP2, ya que es el
centro de nuestra investigacion. Se explicara con detalle la importancia de polimorfismos
en estos transportadores y su papel en el paciente trasplantado renal.

Como se ha expuesto previamente, es clave intentar reducir las complicaciones
asociadas al tratamiento inmunosupresor. Entre ellas se encuentran la diarrea,
leucopenia, infecciones graves, infecciones por CMV y neoplasias. Su presencia puede
obligar a modificar el régimen inmunosupresor. En los siguientes parrafos se detallaran
cuales son los factores de riesgo asociados a estas complicaciones y qué aportaciones

ha tenido la farmacogenética en este aspecto.

3.2 Presentacion del farmaco.

3.2.1. Micofenolato en el trasplante renal.

Actualmente, el uso de acido micofendlico (MPA) es practicamente universal en
el trasplante de 6rgano soélido * La introduccion de ciclosporina en los afios 1980 fue el
mayor avance en el manejo del trasplante de o6rgano sélido, ya que permitio la
disminucion de rechazo agudo en el primer afio de trasplante. En esta época se utilizaba
como protocolo habitual de tratamiento ciclosporina (CSA), azatioprina (AZA) y
prednisona (PRED). Sin embargo, la tasa de rechazo alcanzaba hasta un 40% en el
trasplante renal. Hacia el afio 1995, se introdujo una nueva molécula, el micofenolato
mofetilo (MMF) (Cell Cept®, Roche Pharmaceuticals)* (Roche Pharmaceuticals.
CellCept® Product Information; 2012). Este farmaco fue introducido como alternativa a
la azatioprina, y aunque también pertenece a la familia de inmunosupresores de

antimetabolitos, esta molécula contaba con un perfil mas selectivo® . Tres ensayos
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clinicos® 7 ®  randomizados doble ciego demostraron una mejoria en la eficacia de
prevencion del rechazo agudo con respecto a la azatioprina, con un perfil de eventos
secundarios aceptable®. Su impacto fue tan importante que el uso de MPA en el periodo
de mantenimiento post trasplante se incfementd desde un 11% en 1995 hasta un 77%
en 1997 .

Micofenolato mofetilo (MMF) fue la primera presentacion disponible. Se absorbe
como un pro-farmaco en el estdbmago, y después se convierte en acido micofendlico
(MPA), su metabolito activa. Desde finales de los 90, MMF reemplaz6é ampliamente el
uso de Azatioprina por su mayor eficacia. Sin embargo, su uso estuvo limitado por la
regular tolerancia, especialmente digestiva. Una década después, aparecié el
micofenolato sédico (EC-MPS) con cobertura gastroentérica. Esta nueva formulacion
retrasa la liberacién de MPA al intestino delgado, con el objetivo de reducir posibles
complicaciones digestivas, pero manteniendo una inmunosupresion
adecuada''(Novartis Australia. Myfortic® Product Information; 2012).

Esta nueva forma de presentacion fue bastante aceptada por la comunidad de
trasplante, y actualmente se incluye en muchos centros como el tratamiento estandar
del paciente trasplantado de érgano sélido.'

En los siguientes parrafos se describen las indicaciones del micofenolato en el

paciente trasplantado renal y su mecanismo de accion.
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3.2.2 Indicaciones de tratamiento.

El acido micofendlico es un farmaco que se utiliza en practicamente todas las

|13

etapas de la historia de su trasplante renal.’” La figura 1 resume las indicaciones teéricas

de este farmaco.

/ PRE- RECHAZO RECHAZO AGUDO \

TRASPLANTE AGUDO TARDIO

TERAPIA
INDUCCION

DESENSIBLIZACION MINIMIZACION ICN Y/O ESTEROIDES

o /

Figura 1. Posibles etapas de utilizacion de acido micofendlico en el paciente trasplantado renal.

DISFUNCION
CRONICA DEL
INJERTO

TERAPIA
MANTENIMIENTO

Adaptacion de Immunopharmacology. 2000. '

La indicacion principal del uso del micofenolato es el control del rechazo agudo
y cronico, por lo que se usa como terapia de induccién y de mantenimiento™ . Los tres
ensayos clinicos que compararon micofenolato frente a azatioprina o placebo en triple
terapia (tratamiento concomitante con ciclosporina A y esteroides) demostraron la
superioridad de micofenolato en cuanto a la presencia de rechazo agudo (en los
primeros 6 meses); de tratamiento de rescate o pérdida del injerto. En cuanto a los
efectos adversos, fueron mas frecuentes en los grupos con dosis de micofenolato mas
altas. Halloran et al.® realizaron un estudio que incluyo los tres ensayos clinicos y
confirmaron los resultados ya descritos de forma independiente. En los siguientes afios
se ha ido confirmando la eficacia de este farmaco para el control del rechazo agudo y
crénico, por lo que se ha utilizado como tratamiento estandar de mantenimiento del

paciente trasplantado renal®. De hecho, en pacientes de bajo riesgo inmunoldgico, se
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utiliza para poder minimizar dosis de esteroides, o incluso suspender el tratamiento
esteroideo y evitar sus efectos secundarios.'®

En cuanto al beneficio del tratamiento con MPA en el periodo de mantenimiento,
podria tener efectos protectores frente a la nefropatia crénica del injerto (CAN=
chronic allograft nephropathy), ya que se le atribuye la propiedad de inhibir la
proliferacion de células musculares lisas vasculares, y, por tanto, de minimizar la
vasculopatia del trasplante'” 2",

Ademas, desde el aino 2000, se han publicado multiples estudios que han
demostrado el beneficio de interrumpir o disminuir las dosis de ICN gracias a la
introduccion de micofenolato, y asi minimizar los efectos deletéreos de los ICN, pero sin
mas riesgo de rechazo??*. No obstante, esta combinancion entrafia mayor riesgo de
rechazo en pacientes no seleccionados?®, por lo que se considera un esquema
inmunosupresor excepcional.

El micofenolato también es un pilar fundamental en trasplante ABO

incompatible, ?° 0 en otro tipo de trasplantes, como el de pancreas, pulmén, corazén o

higado.®

3.2.3 Mecanismo de accion.

Bloqueo de generaciéon de ADN e inhibicion de proliferacién celular.

El acido micofendlico es una molécula que inhibe de forma selectiva, a través del
bloqueo de sintesis de purinas, la proliferacion de linfocitos By T. Los linfocitos precisan
de niveles adecuados de nucleétidos de guanosina (GTP) y deoxiguanosina para una
respuesta proliferativa eficaz a estimulos antigénicos y mitogénicos, mientras que un
exceso de nucledtidos de adenosina o deoxiadenosina podrian inhibir la proliferacion.
Existen dos vias principales de sintesis de purinas: sintesis de novo y sintesis de

rescate. La sintesis de novo de estos nucledtidos se realiza gracias a las enzimas PRPP

30



INTRODUCCION

aminotransferasa (5 fosfo-ribosil 1 fosfatasa) y la IMPDH (Inosina monofosfato
deshidrogenasa).

La accion de MPA consiste principalmente en la inhibicion de la enzima IMPDH,
lo que reduce la generacion de nucleotidos de guanosina (GTP). Esta depleccion de
GTP conlleva la inhibicion de la enzima PRPP sintetasa, y, por tanto, una menor
generacion de nucleotidos necesarios para la sintesis de DNA y RNA, esencial para la
proliferacién celular. %

El descubrimiento de que una molécula de MPA permitia el bloqueo de sintesis
de acido nucleico en células eucariotas mediante la inhibicion de la enzima IMPDH tuvo
lugar por primera vez en 1969. 2. La molécula seleccionada fue el acido micofendlico

(MPA) y después su étil ester, el mofetilo de micofenolato (MMF). (Figura 2)

Mycophenolate mofetil

Mycophenolate mofetil

o

Mycophenolate

Figura 2. Estructura quimica del micofenolato mofetilo. Imagen tomada de Sintchak, 1996.

Esta molécula actia inhibiendo la IMPDH (inosin- 5'monofosfato-
dehidrogenasa) implicada en la sintesis de novo de las purinas del ADN. El bloqueo de
la sintesis de purinas conduce a la inhibicion transitoria de la proliferacion de linfocitos

T y B como principal efecto inmunosupresor®. (Figura 3)

31



INTRODUCCION

Gy phase
M pha
G, phase
Cell cycle
DNA synthesis S phase “a
= ~
~
= ~
~
> ~
Hypoxanthine-guanine S
phosphonbosyltransterase (Synthesis of R
e Guaﬂosmr? purines) In%smeh 5-phosphoribosyl-1-
(Salvage pathway) monophosphatej , monophosphate phosphate
/ Incsine
/ monophosphate
I’ dehydrogenase
' ©
Mycophenolate mofetil
Mechanism of action of mycophenolate mofetil
Expert Reviews in Molecular Medicine © 2000 Cambridge University Press

Figura 3. Influencia del acido micofendlico en la sintesis de ADN y proliferacién celular. La via sombreada en azul
representa la via de sintesis de novo de guanosina, especialmente expresada en los linfocitos. En naranja, se
representa la via de rescate, menos desarrollada en los linfocitos. MPA inhibe de forma selectiva la via de sintesis de

novo. Adaptacion de imagen de Expert Reviews in Molecular Medicine. 2000. Cambridge University Press..

Estudios experimentales apuntan a que esta minimizacién de proliferacion
celular también puede afectar a las células musculares lisas de la pared vascular, lo que
podria aportar un beneficio en la CAN.?°

La depleccion de nucledtidos de guanosina también asocia el déficit de
glicosilacién de algunas moléculas de adhesion, por ejemplo selectinas, VCAM-1 o
ICAM-1 entre ofras, y, por tanto, de su funcion. Estas moléculas normalmente
participarian en el reclutamiento de células inflamatorias (monocitos y linfocitos) al sitio
de inflamacion, en el paso del linfocito a través de la célula endotelial, en la presentacion
antigeno-receptor o incluso en la interaccion de la célula efectora y su célula diana. El
blogueo de todos estos procesos contribuye a wuna importante actividad

inmunosupresora y antiinflamatoria atribuibles al MPA?°. Ademas, la depleciéon de
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guanosina también tiene un efecto antiinflamatorio, gracias a la disminucién de
generacion de moléculas pro inflamatorias, como el peroxinitrito®.

Las revisiones de Allison?® y de Srinvas® describen, ademas de esta via fundamental,
otras vias importantes de actividad inmunolégica del acido micofendlico, como la
apoptosis de linfocitos T activados ( y por tanto la eliminacién de células T
respondedoras a estimulos antigénicos)* la supresion retardada de citoquinas (L-2,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IFN-g and TNF-a)*? y la alteracion de la capacidad citotoxica

de las células NK3334

Bloqueo de
sintesis de
purinas e
inhibicion de
proliferacidon
de linfocitos B
Disminucion de
la capacidad
citotdxica de
células NK

Apoptosis de
linfocitos T
activados

MECANISMO
ACCION DEL

AMF

Efecto
Supresién de antiinflamatori
expresion de 0 por
moléculasde } disminucién de
adhesién / sintesis de
peroxinitrito
Supresion de
forma
retardada de
produccidén de
citoquinas

Figura 4. Resumen de los mecanismos de accién del acido micofendlico.

33



INTRODUCCION

3.3 Farmacocinética del micofenolato.

3.3.1 Introduccioén.

Un aspecto importante de nuestra investigacion incide en la farmacocinética del
micofenolato. Multiples estudios abogan porque la variabilidad inter e intra individual de
los tratamientos inmunosupresores, especialmente del micofenolato, se justifica en gran
parte por los aspectos que influyen en su metabolismo®-¢

La farmacocinética es la rama de la farmacologia que estudia los procesos a
los que un farmaco es sometido a través de su paso por el organismo. Trata de dilucidar
qué sucede con un farmaco desde el momento en el que es administrado hasta su total
eliminacion del cuerpo. Para que el estudio sea mas comprensible, el proceso global se
divide en varios pasos: absorcion, distribucion, metabolismo o inactivacion y excrecion

del farmaco o de sus residuos. La siguiente figura (5) representa de forma esquematica

los aspectos mas importantes del metabolismo del acido micofendlico.

[ MICOFENOLATO |
=
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-
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v
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v
v
-
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EXCRECION
DIANA

Figura 5. Representacion esquematica de los procesos clave del metabolismo del micofenolato. Adaptada de
Ogasawara 2013.5
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La farmacocinética del MPA es compleja y no completamente conocida.® En los
siguientes apartados, se detallaran los pasos importantes que se conocen hasta la fecha
y que son necesarios conocer para poder interpretar la hipotesis y los resultados de esta
investigacion.

e Absorcion: Tras la administracion oral, ambas moléculas (MMF y EC-MPS) en
forma de profarmaco, son transformadas en MPA (molécula activa) gracias a

esterasas ubicadas en el estémago, higado, piel y sangre®. (Figura 6)

°\/\,\_/

H, °

H,

mycophenolate mofetil

esterases

CH,

H,
, mycophenolic acid
1

Figura 6. Esquema de transformacioén del profarmaco (MMF) en farmaco activo (MPA) 3°

e Distribucion: Una vez el farmaco atraviesa la barrera gastrica o intestinal, es
transformado en MPA, y circula por la sangre hasta alcanzar el érgano diana.
Existen varios modelos que intentan explicar como se distribuye el micofenolato a
través de los tejidos diana. Para ello, se han desarrollado diferentes modelos que
simplifiquen los numerosos procesos que tienen lugar entre el organismo y el

farmaco. El modelo bicompartimental®® ha sido el mas utilizado, en el que se
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considera al espacio plasmatico y el tisular como compartimentos independientes,
pero con una interrelacion que permite un equilibrio entre ambos compartimentos.
Existen multiples modelos que aumentan en complejidad de acuerdo con el
numero de compartimentos que consideran, que incluyen la posible influencia de
la circulacion enterohepatica y las alteraciones de multiples enzimas y
transportadores implicados en este proceso. El articulo de Shervwin® (figura 7)
resume los modelos de metabolismo del MPA que mejor pueden predecir y ayudar

a un ajuste de dosis de micofenolato.

a b c
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Figura 7. Esquema de modelos de distribucién del micofenolato. Tomado de Shervwin, 20113°

e Metabolismo (inactivacién): El MPA se metaboliza un 97-99% en el higado,
principalmente por la glucuronil-transferasa, perteneciente a la superfamilia de enzimas

uridin difosfato glucuronosil transferasas (UGTs), para formar el glucurénico fenélico del
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MPA (MPAG) (primer paso hepatico). Esta molécula no tiene actividad farmacologica y

sera la forma en que se elimine a través de la orina o de las heces®. (Figura 8)

vvvvvv

W, 3
UDP-glucuronosy!
H O0H
transferase
ICH, Hy

mycopﬁenolic acid 7-O-g]ucuronide
MPAG

Figura 8. Esquema de metabolismo o inactivacién del MPA a través de las enzimas UGTs.

e Circulacion enterohepatica.

Cuantitativamente, el glucurénido de micofenolato (MPAG) es el metabolito
inactivo mas importante, el cual es excretado tanto a través de la orina como de la bilis*®.
El MPAG se excreta hacia la via biliar a través del transportador MRP2. Las
glucuronidasas de las bacterias procedentes del intestino actuan sobre este MPAG y lo
hidrolizan de nuevo en MPA, que es reabsorbido y devuelto a la circulacién sanguinea.

De nuevo este MPA libre a sufrira un proceso de glucuronizacién (conversion a
MPAG), hasta finalmente ser excretado por la orina e intestino ***' (Figura 9)Debido a
este proceso, se ha descrito que puede haber un segundo pico de niveles plasmaticos
del farmaco activo. Este pico puede suponer hasta un 40 % de la concentraciéon de
micofenolato activo en los estudios de farmacocinética del micofenolato®. En las

presentaciones farmacoldgicas de liberaciéon retardada como en el caso de EC-MPS
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esta aportaciéon de MPA libre procedente de la circulacion enterohepatica podria ser

incluso mas relevante*. (Figura 10)
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Figura 9. Esquema de la influencia de la circulacién enterohepatica en el micofenolato.

c
12 4
104
€
< 8]
S
g 61
H
g 4]
8
g 2]
s
0 - . . .
0 2 4 6 8 10 12
Time post-dose (h)

Figura 10. Representacién de la aportacién de la circulacion enterohepatica en las concentraciones sanguineas del

micofenolato 3

e Excrecion (eliminacién): La cantidad del farmaco que se excreta en forma de MPA
con la orina es desdefiable (< 1% de la dosis). Sin embargo, alrededor del 87% de
la dosis administrada se excreta por la orina en forma de MPAG. Se considera que

un 6% del farmaco se excreta a través de las heces®
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3.3.2 Rol del transportador MRP2 en el metabolismo del MPA.

Las proteinas transportadoras de la gran familia ABC y en concreto el
transportador MRP2, se ven implicadas en los procesos mas importantes de la
farmacocinética del micofenolato: a) absorcion, en la barrera intestinal, se encargan del
paso de la luz intestinal al enterocito y a la sangre; b) distribucién y metabolismo, en los
canaliculos biliares, gracias a la circulacién enterohepatica se obtiene un segundo pico
de MPA activo ; c) excrecion, en los tubulos renales, se encargan de trasportar el MPAG
de la célula tubular a la luz del tubulo renal y por tanto a la orina. También existen
estudios que describen la presencia de estos transportadores en la pared celular del
linfocito, por lo que también tendria su implicacion en la llegada del MPA al 6rgano diana
(distribucion)® . La siguiente figura (11) esqumatiza el papel del transportador MRP2 en

la farmacocinética del micofenolato.
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IMPDH2

ﬂ 9 \1pA in BLOOD

OATP/SLCOs
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ABCB1/MDR1?
i UGTs

MPA in the liver

- MPA metabolism
_to MPAG and AcMPAG |

ABCC2/MRP2

Systemic circulation

Figura 11. Esquema del papel del transportador MRP2 en la farmacocinética del micofenolato. Tomada Sherwin.
2011%

39



INTRODUCCION

3.4 Factores que influyen en la farmacocinética del acido

micofendlico.

Existe una amplia variabilidad en la farmacocinética del MPA a pesar de una
administracion de dosis de MPA fija, lo que puede suponer que sus concentraciones
sanguineas y su efecto sean, hasta cierto punto, impredecibles**.

Se han estudiado multiples factores clinicos y farmacolégicos que pueden influir en
el metabolismo del MPA. En la tabla 1 se resumen los factores mas importantes. Los
factores que han sido relacionados de forma consistente han sido el sexo, la raza, la
insuficiencia renal, la hipoalbuminemia y ciertos farmacos** *° (Tabla 1).

En cuanto a factores demograficos, se ha relacionado el sexo femenino con niveles

A45'46’

mas altos de MP y la raza podria ser un factor a tener en cuenta. Por ejemplo,

se han publicado trabajos que recomiendan dosis mas bajas que la estandar para
. 47 ra .
pacientes trasplantados renales koreanos®’, ya que presentan mas riesgo de efectos

adversos gastrointestinales, y éstos podrian justificarse por una mayor exposicion al

|48

MPA que la poblacién general *° . En el lado opuesto, la raza negra probablemente

precise dosis mas altas de MPA para alcanzar niveles Optimos para prevenir el

46,49,50

rechazo , aunque estos datos no se confirman en todos los estudios®’

Conrespecto a factores relacionados con el metabolismo del micofenolato, existen

varias circunstancias que se han relacionado con la variabilidad de los niveles de MPA.
El MPA se une de forma reversible a la albumina. El MPA libre (no unido a albumina)
es la molécula activa, y, por tanto, su actividad sera dependiente tanto de las
concentraciones de albumina como de otras moléculas que también se unan a la
albumina (como la bilirrubina, la hemoglobina o el MPAG) y compitan con el MPA™ 4%

52,53

De hecho, parece ser que la insuficiencia renal, frente a una funcion renal

40,55

normal, también asocia concentraciones de MPA mas altas Este efecto
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probablemente se debe a una acumulacion de productos del metabolismo del MPA que
habitualmente se excretan por via renal (MPAG), y que compiten con el propio MPA
para unirse a la albimina®. De este modo, queda mas concentracion de MPA libre en
sangre.

Bajo este precepto, se ha de tener en cuenta a la hora de ajuste de dosis de
MPA aquellos pacientes con hipoalbuminemia, insuficiencia renal®®, anemia*® o
hiperbilirrubinemia®’

El tratamiento inmunosupresor coadyuvante al micofenolato es de especial

importancia debido a la variabilidad en las concentraciones del MPA cuando este se
administra en combinacién con otros farmacos.

Existen multiples publicaciones que demuestran que la toma concomitante de
ciclosporina disminuye los niveles de MPA (por inhibicion del MRP2 y disminucion de
la circulacién enterohepatica)®®®2. El tratamiento con tacrolimus, sin embargo, aumenta
de los niveles de MPA®*%%_ Algunos autores defienden que la molécula de tacrolimus per
sé aumenta directamente MPA, por interferencia en las reacciones de glucuronidacion.
% Los esteroides también asocian niveles mas bajos de MPA. Se ha postulado que
estas concentraciones mas bajas se deben a la inhibicion del transportador MRP2y a
una interferencia (aumento) con las concentraciones de MPAG ®. No obstante, esta
explicacion es controvertida, ya que Van Hest et al. *° observaron que esta asociacion
no se mantenia en un analisis multivariante, y lo consideraron como un factor de
confusién mas que como un factor predictor de niveles mas bajos de MPA.

El tratamiento con imtor no parece que tenga influencia significativa en el
metabolismo del MPA %% si bien es cierto que la evidencia al respecto es escasa.

También se han descrito otros farmacos que pueden influir en el metabolismo

del MPA. Los antiacidos o inhibidores de bomba de protones parecen relacionarse

071 No obstante, esta evidencia es aun

con concentraciones de MPA mas bajas
controvertida, ya que, por ejemplo, en el estudio de Rissling et al. ’°, en 2015, los

pacientes en tratamiento con IBPs presentaron niveles mas bajos de MPA que aquéllos
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que no lo tomaban (41.46 ng/h/ml/mg (RIC=32.38, 50.54) Vs. 46.30 ng/h/ml/mg
(RIC=37.11, 55.49) ], aunque esta diferencia no alcanzé la diferencia estadistica. En el
subanalisis del estudio CLEAR, en 2011 tampoco, se objetivé un efecto claro en los
niveles de MPA en los pacientes en tratamiento con IBPs’>.

Todas las medicaciones que alteran la flora intestinal pueden interaccionar con
MPA al alterar la circulacion enterohepatica. Por ejemplo, los antibiéticos asocian
niveles mas bajos de MPA, ya que reducen la flora intestinal y por tanto disminuyen la
conversion de MPAG a MPA que se realiza en el intestino (inhibiciéon de la circulacion
enterohepatica)®***. Los farmacos que se eliminan por via renal, como aciclovir y
ganciclovir, pueden aumentar los niveles del acido micofendlico libre, por un efecto
competitivo en la secrecién tubular renal con la molécula de MPAG."™

Los quelantes de acidos biliares como colestiramina pueden disminuir los
niveles de MPA, ya que reducen la absorcién intestinal y la recirculacidon enterohepatica
de MPA, reduciendo, por lo tanto, la biodisponibilidad del farmaco y el segundo pico de
concentracion sanguinea. "°Existen otros factores que también han sido descritos como
influyentes en la variabilidad de las concentraciones del micofenolato, como el ritmo
circadiano’®

Para ser practicos, se podria pensar que aquel paciente desnutrido, con
insuficiencia renal y cuyo tratamiento inmunosupresor concomitante sea tacrolimus,
precisara dosis mas bajas de micofenolato que el paciente, bien nutrido, con funcion
renal optima, y que ademas asocie tratamiento inmunosupresor con ciclosporina.

Sin embargo, es importante destacar que la mayoria de estos estudios incluyen
pocos pacientes y sus resultados son contradictorios. Ademas, en 2002 se publicé una
revision’’ que cuestiond de forma activa la importancia clinica de los cambios en el
plasma de proteinas de unién, como, por ejemplo la albumina. Si estas hipétesis fuesen

ciertas, ningun mecanismo de los expuestos hasta ahora tendrian mucha relevancia.
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FACTORES QUE

CONCENTRACIONES

PUEDEN INFLUYEN EN MPA MECANISMO REFERENCIAS
NIVELES DE MPA
FACTORES DEMOGRAFICOS
EDAD Ancianos > jovenes Desconocido Velickovic 201578
SEXO Mujeres > hombres Menor aclaramllento del mpa Tornatore 2015%
por competencia con mpag
) . . Tornatore 2015 “6
Desconocido. Es preciso dosis . 49
Afro- ) . Schweitzer 1998
) BAJAS mas altas de mmf para prevenir 50
americana rechazo Neylan 1997
ETNIA '
Koreana Probable mayor exposicion al Cho, 2004 *
e ALTAS yor exp Li P 2014.%
/Asiatica mpa.
SUPERFICIE Velickovic 20158
L . PPN
CORPORAL Grande< pequefa Desconocido (distribucion?) Nazemian, 2007.7°
TRATAMIENTO INMUNOSUPRESOR CONCOMITANTE
Smak Gregoor , 1999 °
I Shipkova 2001 8
CICLOSPORINA BAJAS Inhibicion mrp2 van Gelder 2001
Trkulja 201452
H 66
TACROLIMUS ALTAS Inferferencia er? prosesos de Zucker 1999
glucuronidacion
IMTOR BAJAS / SIN EFECTO Desconocido Flechner 2002 73,
Tedesco-Silva 20127
ESTEROIDES BAJAS Inhibicion de mrp2 Cattaneo 2002 ¢
COMORBILIDAD DEL PACIENTE
65
ALTAS Menor union del MPA - 20 6;?IZ; ﬁﬁ]tér\ggggr%
INSUFICIENCIA RENAL (MPA LIBRE) albumina por competencia con ’ 0
Frymoyer 2012,
MPAG
HIPO- ALBUMINA ALTAS a|bum?nnao;g:fonmd:;tzx; " on | Mudge 2004 ZVan Hest,
49
(MPA LIBRE) MPAG 2006
ANEMIA BAJAS Mayor union MPA-albtmina , Van Hest, 2006 *
mayor aclaramiento de MPA
GASTROPATIA
PARETICA (Diabetes NO INFLUENCIA Aumentoi de tlempo maximo, Park 2008 &
Mellitus) por no influencia en AUC
INSUFICIENCIA DISMINUYE/ :ZzZFZZ”M‘;'ZgEZ‘:;EEgZSZZ Parker 1996 ©
HEPATICA NIVELES circulacién enterohepatica Bullingham 1997 7
NO AFECTA NIVELES P
— — ol 70
DISMINUYEN Dlsm.lnu<:|on.enllaf g?sormon David-Neto 20:12
debido a la inhibicion de la Kees 2012
BPs NIVELES/ secrecion gastrica Kiberd 2011 7
NO INTERFERENCIA Rissling, 2015 2
Inhibicién de circulacion
ANTIBIOTICOS DISMINUYE NIVELES enterohepatica Shipkova, 2005 “
(depleccion de flora intestinal)
ACICLOVIR Competicion del farmaco con . 74
GANCICLOVIR AUMENTANIVELES | \ibAG en la secrecion tubular Bullingham 1997

COLESTIRAMINA

DISMINUYE NIVELES

Reduccion de absorcién
intestinal y de recirculacion eh

Mignat 1997 7®

TIEMPO DESDE
TRASPLANTE

12 semana: 43.8
(16.771.2)
62 Semana-12 meses
(58.5-60 mgxh/l)

Desconocido

Kuypers 2003 &

Tabla 1. Factores que influyen en la farmacocinética del micofenolato. Realizada por Beatriz Rodriguez.
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3.5 Presentaciones farmacolégicas.

La primera presentacion farmacolégica fue el micofenolato mofetilo (MMF, CELL
CEPT), seguida del micofenolato sédico. Este contiene una céapsula entérica (EC-
MPS) es una féormula avanzada de liberacion de MPA. La cubierta entérica se disuelve
con pH >5, permitiendo asi la liberacion de MPA sélo en el intestino ya que en el
estomago el pH es mas acido. Esta nueva formulacion se cred con el objetivo de

minimizar los efectos gastrointestinales observados con el MMF. (Figura 12)

oH CHy
° coo Na'
[o]
OCH,4 EC-MPS
CH
3
oH CcH,
o o\/\N/\‘
o
° '\/0
ocH,
CH,
MMF

Figura 12. Estructura quimica e imagen de presentacion farmacolégica de micofenolato sédico con cubierta entérica
(EC-MPS) y de micofenolato mofetil (MMF).

Tras la aparicion de esta nueva formulaciéon, fue necesario establecer una
bioequivalencia farmacolégica y clinica para poder utilizarlo®, y beneficiarse de su
aparente mejor tolerancia digestiva, sin el riesgo de una mayor tasa de rechazo del
injerto renal.

3.5.1Bioequivalencia de MMF y EC-MPS en términos de farmacocinética.

Los aparentes beneficios del EC-MPS frente al MMF favorecieron el desarrollo de
numerosos trabajos que analizaron la equivalencia farmacoldgica del MMF y del EC-
MPS. El trabajo de Arns et al. % realizado en 2005, unicéntrico, cruzado, abierto, y
aleatorizado de tres ramas de 24 pacientes caucasicos trasplantados renales estables
en tratamiento coadyuvante con ciclosporina, comparo a pacientes que tomaron MMF
Vs. EC-MPS, y demostrd que los parametros mas importantes a tener en cuenta en la

farmacodinamia de estas moléculas eran comparables, y que la dosis que mostraba
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exposiciones al farmaco mas parecidas eran de 720 mg (comparable a 1g de MMF). En
este estudio, el AUC de MPA de ambas moléculas fue equivalente asi como la
concentracion maxima alcanzada de acido glucurénido micofendlico (AcMPAG). El
tiempo maximo mediano fue mayor para EC-MPS comparado con MMF (2.0 h Vs.. 0.75
h), consistente con su cobertura entérica. En un estudio de Budde et al*®, en 2007, con
18 pacientes, también en tratamiento inmunosupresor basado en ciclosporina que
analizé las concentraciones de MPA en pacientes que toman EC-MPS y MMF, se
obtuvieron resultados similares a los descritos por Arns et al. (Tabla 2). Tedesco et al.®’
anadieron en su trabajo la medicién de AcMPAG, como metabolito activo; y también
calcularon y compararon su AUC entre pacientes que toman MMF o EC-MPS. Un afno
después, en 2006, Jonhson et al. realizaron un metaanalisis que incluy6 3 estudios de
pacientes estables, en tratamiento con ciclosporina, que confirmé que ambas
formulaciones eran bioequivalentes®.

Sin embargo, existen diferencias a destacar entre estas dos moléculas. En el caso
del AUC del EC-MPS, existe un segundo pico de mayor concentracion debido a la
circulacion entero-hepatica, (habitualmente entre las 6-12 horas tras la
administracién), lo que puede generar variaciones de hasta en un 40% del AUC
plasmatica del MPA® . Ademas, las concentraciones de MPA pre dosis (Co) pueden
ser mayores en los pacientes en tratamiento con EC-MPS comparado con MMF,
probablemente asociado a este segundo pico de mayor concentracion retrasado con

respecto al MMF .

MPA plasma concentration [mg/l]

g EEBREELEE

esBEBRBEEEE

Time [minutes]

Figura 13. Comparacién de de AUC 12h tras toma de MMF (a) y toma de EC-MPS. Se puede observar un segundo

pico de mayor concentracién en pacientes que toman EC-MPS %,
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Ademas, si se analizan en profundidad los resultados de los estudios expuestos
anteriormente, se puede observar que en varios de ellos las concentraciones de MPA
son discretamente mas elevadas en las curvas realizadas a pacientes en tratamiento
con EC-MPS frente a aquellos en tratamiento con MMF: Tedesco et al®’ (74.7 Vs. 61.4);
Arns et al. % (66.5 Vs. 63,5) y Budde et al. % (43.7 Vs. 39.9), si bien estas diferencias
no son estadisticamente significativas.

En resumen, en cuanto a la equivalencia en términos de farmacocinética, siendo
ambas formulas globalmente equivalentes, la molécula EC-MPS tiene aun mas
variabilidad intra e inter paciente que el MMF, ya que podria estar mas influenciada por
el efecto de la circulacion enterohepatica, y por tanto tener mayor sensibilidad a los

numerosos factores que influyen en su absorcion, distribucion y metabolismo-8:8%-92

3.5.2 Bioequivalencia de MMF y EC-MPS en términos de seguridad y

eficacia.

En cuanto a la similitud en términos de seguridad y eficacia, también se realizaron
numerosos estudios que avalaron la bioequivalencia de ambos farmacos. En 2003,
Budde et al. * analizaron durante 1 afio, en un estudio doble-ciego, las diferencias en
cuanto a incidencia de efectos adversos GlI, neutropenia, infecciones, retirada del
tratamiento, rechazo agudo o rechazo crénico entre dos poblaciones comparables que
tomaban MMF o EC-MPS. Sdlo se encontraron diferencias significativas en la incidencia
de infecciones graves, siendo menores en los pacientes en tratamiento con EC-MPS
(8,8% Vs. 16,0%), aunque la incidencia de infecciones totales fue similar en ambos
grupos (58,9% Vs. 58,5%). Un afio después Salvadori et al** demostraron resultados
superponibles al trabajo de Budde a través de un estudio multicéntrico, con mas de 400
pacientes bajo el régimen de Ciclosporina y corticoides con seguimiento de 12 meses:
similares efectos adversos y efectividad en ambos farmacos. Tampoco se evidenciaron

diferencias entre ambos grupos en pacientes ancianos o diabéticos. Por tanto, estos
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trabajos concluyeron que ambas formulaciones eran equivalentes, efectivas y seguras
y que el EC-MPS era una alternativa al MMF para los pacientes trasplantados renales
de novo.

Sin embargo, haciendo un analisis mas profundo de los resultados de este estudio
se puede observar que el grupo EC-MPS (frente al MMF), registré una menor incidencia
de discontinuacion o disminucion de dosis de tratamiento (15, 0% Vs. 19,5%) debido a
intolerancia digestiva, aunque presentd un porcentaje discretamente mas alto de
infecciones graves (10-11% Vs. 6-7%), infeccion por CMV (6% Vs. 1-6%), leucopenia
(10,4-14% Vs. 10-6%) o neoplasia. (6-9% Vs. 4-5%) % (tabla 2). No obstante, estas
diferencias no mostraban significacién estadistica, si bien es cierto, el numero de
eventos a estudio era muy reducido (n<20). En un estudio de Brunnapadist et al *°, en
2014 en 23 trasplantados renales recientes en tratamiento con corticoides y tacrolimus,
se compararon los efectos adversos Gl tras la conversion de MMF a EC-MPS. Se
realizé un cuestionario de sintomas Gl (GSRS) y un estudio de capsula endoscopica
que evaluaba lesiones gastricas e intestinales al inicio del estudio (tras al menos 30 dias
de tratamiento con MMF) y a los 30 dias de conversién a EC-MPS. Los resultados del
trabajo mostraron que los sintomas digestivos mejoraron de forma subjetiva y que las
pruebas endoscopicas revelaron una disminucién importante del porcentaje de lesiones
gastricas e intestinales (50% Vs. 29% y 89% Vs. 62% respectivamente). No obstante,
las diferencias no tuvieron potencia estadistica ni se pudieron establecer correlaciones
clinico-histologicas claras.

En resumen, se podria concluir que ambas moléculas son equivalentes en términos
de seguridad y eficacia. No obstante, el potencial beneficio del EC-MPS en cuanto a
mejor tolerancia digestiva quiza ha sido menor del esperado %% Incluso una revision
reciente no considera recomendable la conversion de MMF a EC-MPS en pacientes con
sintomas gastrointestinales . En cuanto a otros efectos secundarios, la mayoria de los
estudios realizados no analiza eventos tales como infecciones, toxicidad hematoldgica

o neoplasias y los estudios que si lo analizan como Budde et al. % o Salvadori et al. %,
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contienen pocos eventos y/o el seguimiento es muy corto, por lo que no se pueden

obtener conclusiones robustas en cuanto a bioequivalencia en este aspecto. La

siguiente tabla resume los estudios mas relevantes que han analizado la bioequivalencia

en términos de farmacocinética y seguridad de ambas moléculas. (Tabla 2)

EC-MPS VS.
MMF

Budde 2004%
N= 322
(1 afo seg)

Tedesco®”
2005, n=40
(28 dias seg)

Arns % 2005

N= 24

Salvadori
2006 %
N=400

Budde 2007%°

n=18

Budde 2007
N =21

Tedesco
201276,
N=24

Bunnapradist,
2014 %
N=23

TRATAMIENTO
CONCOMITANTE

CICLOSPORINA
EC-MPS Vs.
MMF
(159 ec Vs. 163
mmf)

CICLOSPORINA
(40 ec Vs. 40
mmf)
Cross over

CICLOSPORINA
Ec-mps Vs. mmf
(cross over)

CICLOSPORINA
125 ec Vs. 150
mmf)

CICLOSPORINA
(9 ec Vs. 9 mmf)

TACROLIMUS
(21 ec-mps
Vs.21 mmf)
(cross over)

Conversioén de
CICLOSPORINA
a
EVEROLIMUS.
(ec mantenido)
(cross over)

TACROLIMUS
Mmf to Ec-mps
(cross over)

CONCLUSIONES
AUTORES

Conversién de
MMF a EC-MPS
es sgura sin
comprometer la
seguridad y
eficacia

Niveles de MPA
similares

720 mg son
bioequivalentes
a 1000mg. Se
selecciona para
fase Ill

Similar eficacia.

Mejor tolerancia

digestiva a EC-
MPS

AUC EC-mps y
MMF
equivalentes,
EC-MPS menos
predecibles

Conversién de
MMF a EC-MPS
es sgura sin
comprometer la
seguridad y
eficacia

El ciclo
circadiano
influye en los
nivels de MPA,
siendo mas
altos de dia.

Alivio de
sintomas Gl tras
conversion a ec-

mps,

AUC 12H

NO
REALIZADO

13
extracciones.
747 Vs. 614

P ns

10
extracciones
66.5 Vs.
63,5
P ns

No estudio

10
extracciones
57,43 Vs.
58,39
P ns

9
extracciones
720mg Vs.
1000mg
43.7 Vs.
39.9
P ns

31
exracciones
Dosis 720
65.7
(csatec-
mps)

No estudio

SINTOMAS
Gl

Cualquier
evento a los
3 meses:
(26.4% Vs..
20.9% ,

p ns.

No estudio

No estudio

No descrito

No estudio

Ec-mps + fk
(no control
con mmf)
29 (46%)
5 (8%) por
ec-mps

No estudio

Disminucién
de GSRS:
a (p<0.05)

INFECCION

Incidencia
total de

infecciones:

58.5% Vs.
58.9%
pns

No estudio

No estudio

Infecciones
graves:
10-11% Vs.
6-7%
Infeccion
Cmv:
6% Vs. 1-
6% p ns

No estudio

28 (44%)

No estudio

No estudio

LEUCOPENIA

Similar (no
detalles)

No estudio

No estudio

10,4-14% Vs.
10-6%
P ns

No estudio

No descrito

No estudio

No estudio

CAMBIO

TRATAMIENTO

Reduccién o
retirada por
evento Gl
(8,2 % Vs.
6.1%), p ns.

No estudio

No estudio

Reduccién o
retirada de
MPA por
evento Gl
(15% Vs.
19,5%)

P ns

No estudio

No estudio

No estudio

No estudio

Tabla 2. Resumen de estudios de bioequivalencia en términos de farmacocinética, eficacia y seguridad del EC-MPS

Vs. MMF en el paciente trasplantado renal. Realizada por Beatriz Rodriguez.
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NEOPLASIA

2Vs.0
(linfoma)

Otros
tumores:
incidencia
similar (no
detalles)

pns

No estudio

No estudio

6-9% Vs. 4-
5%
P ns

No estudio

No estudio

No estudio

No estudio
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3.6 Complicaciones asociadas al tratamiento inmunosupresor.

En el paciente trasplantado renal, sometido a un tratamiento inmunosupresor
cronico, se dan multiples complicaciones que tienen un impacto negativo en su calidad
de vida, un incremento de su comorbilidad y/ o una disminucion de su supervivencia®'%,

Las complicaciones mas frecuentes son la diarrea’’, leucopenia, infecciones
graves'® o de repeticion %, infecciones por CMV % o0 BK' y neoplasias'®. También
son importantes las complicaciones cardiovasculares'®.

Tanto la diarrea como la leucopenia son atribuibles directamente al
micofenolato**, pero las infecciones y neoplasias son un efecto secundario del bloqueo
del sistema inmune, resultado del tratamiento inmunosupresor que el paciente ha de
recibir para evitar el rechazo del 6rgano trasplantado. % 19710

Ademas del tratamiento inmunosupresor, han sido descritos otros factores de
riesgo de estas complicaciones en el paciente trasplantado renal como son la edad, el
sexo femenino''’, la insuficiencia renal''" |a diabetes "2 y el grado de comorbilidad'?.
El tipo de donante o el tiempo de isquemia fria también han sido variables relacionadas
con estas complicaciones . Aunque, probablemente, estos factores de riesgo sigan
siendo el reflejo de mayor grado de inmunosupresion.

Existen factores de riesgo especificos asociados a complicaciones concretas en
los pacientes transplantados, como alteraciones anatomicas o presencia de catéteres
en el caso de las infecciones urinarias'’® o el estatus seroldgico de riesgo en la infeccion
por CMV (donante positivo, receptor negativo)''® El tabaquismo, cancer previo,

exposicion solar '’

e infecciones por virus oncogénicos han sido descritos como
factores de riesgo del desarrollo de neoplasias '’ El tratamiento con ciclosporina o
tacrolimus + azatioprina frente a otros esquema de inmunosupresores ha sido también
descrito de forma consistente en mdltiples publicaciones '® ya que se le atribuye un

efecto oncogénico a estos farmacos, como la capacidad reducida de reaparacion de

ADN entre otros '"°
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La siguiente figura (14) esquematiza los principales factores de riesgo de las
complicaciones infecciosas y neoplasia del paciente trasplantado renal. En resumen, se
trata de una disfuncion crénica del sistema inmune, resultado del tratamiento
inmunosupresor a lo largo de la vida del injerto renal. Esta alteracion del sistema inmune
favorece infecciones (que a su vez influyen en la disfuncién del sistema inmune), que
en algunos casos permanecen latentes a lo largo de la vida del individuo, y que pueden
ser favorecedores de desarrollo de neoplasias, como son los virus oncogeénicos.
Ademas, se pueden afadir otros factores de riesgo descritos para estas complicaciones,
que pueden ser frecuentes entre los pacientes trasplantados renales, como son el sexo

femenino, la diabetes, la insuficiencia renal, la edad avanzada o el tabaco. '*®

NEOPLASIAS

INFECCION CMV

Insuficiencia edad
renal

DISFUNCION DEL SISTEMA
INMUNE -

Tabaco /
INFECCIONES o & Virus

1GgD+/IgGR:

; oncogénicos

diabetes

TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRATAMIENTO
INMNOSUPRESOR INMNOSUPRESOR INMNOSUPRESOR RESCATE INMNOSUPRESOR
PREVIO INDUCCION RECHAZO AGUDO MANTENIMIENTO

Figura 14..Principales factores de riesgo de complicaciones asociadas al tramiento inmunosupresor del paciente

trasplantado renal. Realizada por Beatriz Rodriguez Cubillo. Adaptada de Sprangers 2018 "¢

Las complicaciones asociadas al tratamiento inmunosupresor como la

leucopenia o diarrea'' (asociadas a MPA), infecciones'®, neoplasias '?!, nefropatia

22-24

cronica del injerto o la neurotoxicidad ' (mas asociadas a ICN) obligan a la

modificacion del tratamiento inmunosupresor a lo largo del seguimiento del paciente

trasplantado renal 2.
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En la actualidad, el régimen inmunosupresor de mantenimiento estandar se basa

124,125

en tacrolimus y MPA con o sin prednisonar si bien es cierto que, en un porcentaje

no despreciable, es preciso el cambio de esquema inmunosupresor por mala tolerancia
o exceso de complicaciones'®

Las estrategias mas frecuentes de modificacién de tratamiento inmunosupresor

121

consisten en la disminucién de dosis de MPA de forma transitoria o permanente’’, la

suspension o disminucion de dosis de ICN (tacrolimus o ciclosporina) y la sustitucion de
MPA por imtor'?® 27 o la suspension definitva de MPA, manteniendo ICN vy
esteroides'®.

En el caso de la diarrea o leucopenia, la disminuciéon de dosis de MPA es la
estrategia utilizada de inicio'', si bien también se ha demostrado el beneficio de la

combinacion de dosis bajas de ICN + imtor para minimizar los sintomas de diarrea

asociada a miconfenolato’".

Las combinaciones de tratamiento inmunosupresor que incluyan un imtor desde

estadios tempranos del trasplante han demostrado un beneficio claro en cuanto a

128-129

complicaciones como neoplasia o infecciones virales (replicacion de CMV o

120,130

poliomavirus BK) Este efecto se atribuye, al menos en parte, al efecto

antineoplasico y antiviral de los imtor'®''*3, Ademas, algunos estudios han podido

observar que estos regimenes de tratamiento inmunosupresor mejorar la supervivencia

y funcion renal del injerto frente a los tratamientos basados en ICN 341%

Sin embargo, estos resultados son controvertidos, y, ademas, los esquemas de

inmunosupresion basados en imtor también asocian efectos adversos que obligan a

suspender el tratamiento '%%'37.138; mjelotoxicidad, neumonitis, edemas, proteinuria.. etc

130,137,139,140

Algunos autores describen incluso una tasa de mayor de rechazo , porlo

que, probablemente, tampoco sea adecuado utilizarlos en todos los pacientes. De
hecho, los estudios iniciales no demostraron mejor supervivencia del paciente

141, 142

trasplantado renal en tratamiento con imtor , probablemente porque la conversion
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se realizaba en estadios avanzados y en pacientes no seleccionados para una buena
tolerancia al tratamiento con imtor.

Precisamente, en este tipo de decisiones, es crucial contar con la mayor informacion
posible para seleccionar aquellos pacientes con mas riesgo de complicaciones
infecciosas o tumorales, asi como de intolerancia a MPA. Asi podremos, elegir una
combinacion de tratamiento inmunosupresor mas adaptada que permita reducir estas

complicaciones pero sin mayorincidencia de rechazo.

3.7 Asociacién de exposicion de MPA y eventos clinicos.

Desde la aparicion del MPA, se han realizado multiples estudios que han intentado
relacionar las concentraciones de la molécula activa y sus metabolitos, y los eventos
relacionados con el trasplante (rechazo y/o efectos adversos asociados al tratamiento
inmunosupresor) %

De acuerdo con los estudios realizados, parece que queda claro que AUCs de MPA

143144 En estos estudios, también se

entre 30-60 mg/L protegen del rechazo agudo
recomiendan valores de CO entre 1,3-1,9

Con respecto a los efectos adversos, la interpretacion de las concentraciones de MPA
es menos evidente. Existen algunos estudios que asocian concentraciones mas altas
de MPA libre y total con algunos efectos adversos, como las infecciones, la leucopenia
o la diarrea %277145:1461%2 pqor gjemplo Mourad et al. "’ analizaron las concentraciones
de MPA en 51 pacientes trasplantados renales en tratamiento con MMF y tacrolimus; y
observd niveles mas altos de MPA en el grupo de pacientes con datos de toxicidad
(concentracién minima (cmin), 2.63 +1.58 Vs. 1.75 +0.82; c30: 10.47+6.27 Vs. 7.66
+8.95 ; ¢60: 9.67+5.42 Vs. 5.83 +2.60 y AUCO-12h: 48.38 +18.50 Vs. 36.04 £10.82 ,

todos estas diferencias con p< 0.05). En este mismo estudio, el autor proponia que
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valores de AUC12h de MPA por encima de 37.6 mg* h/L incrementaban el riesgo de
toxicidad (sensibilidad, 83.3%; especificidad 59.6%). Este mismo autor habia publicado
previamente un estudio realizado en 31 pacientes en tratamiento con MMF vy
ciclosporina'®, en el que observo que el grupo de pacientes que no presentd efectos
adversos tuvo niveles de AUC12h de MPA mas bajos que el grupo con mas datos de
toxicidad (38.80 + 15.29 Vs. 62.10 £21.07 mgx h/L (p <0.005)(dosis mmf no fija).
Otros estudios también realizados en pacientes con MMF y tacrolimus, como el
de Borrows et al. '*8 han detectado una asociacion estadisticamente significativa entre
los niveles de MPA y algunos efectos adversos como leucopenia (RR:1.59 Cl 95% 1.23-
2.04, p <0.001), diarrea (RR 1.54 CI 95% 1.12-1.93, p <0.001), Infecciones virales (2.71
Cl 95% 2.04-3.58, p <0.001). Sin embargo, estos resultados no han sido validados por

otros autores 77149152

, ¥, ademas, los valores propuestos se encuentran dentro del rango
que previamente se habia descrito para evitar el rechazo™.

Por otra parte, varios estudios indican que el MPA libre se correlaciona mejor
con los efectos adversos que las concentraciones de MPA total. Por ejemplo, Atcheson

etal. '

realizaron un estudio en 42 pacientes trasplantados renales en tratamiento con
MMF y cilcosporina o tacrolimus, y observo valores mas altos de MPA libre en pacientes
con leucopenia o infeccion: (1.9 + 0.3 Vs. 1.1+ 0.1 mg *h/l p= 0.0043). El estudio

publicado por Weber et al. 7’

, en pacientes trasplantados renales pediatricos en
tratamiento con MMF y CSA, también observaron una asociacion estadisticamente
significativa entre niveles mas altos de MPA libre y leucopenia o infeccion (AUC-MPA
libre 0-12h >0,71 mg*h/l asocia mayor riesgo de infecciones y leucopenia, IC 95% de
area bajo la curva COR .55 to 0.87 p 0.005 ). Cattaneo et al." también observaron
niveles de MPA libre mas altos en pacientes con leucopenia que en aquellos con

recuento de leucocitos normal 0.064+ 0.025 mg/mL Vs. 0.030+ 0.022 mg/mL, p <0.05).

En la tabla 3 se resumen los resultados de los estudios mas relevantes.
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No obstante, tampoco el MPA libre ha sido establecido como predictor de
toxicidad asociado al micofenolato valido, ya que no se ha conseguido identificar un valor
concreto que discrimine el rango terapéutico de aquél asociado con toxicidad. Es
importante destacar que los estudios publicados con este objeto incluyeron un numero
pequefio de pacientes, y por tanto con insuficiente potencia estadistica detectar
diferencias. Ademas, la mayoria se realz6 en pacientes en tratamiento con ciclosporina
y MMF (pocos estudios con EC-MPS y tacrolimus). Finalmente, el seguimiento de estos
estudios (tabla 3) también fue corto lo que puede suponer la pérdida de informacion de
eventos mas tardios, como las neoplasias.

En base a la ausencia de valores discriminatorios de toxicidad asociada al
micofenolato, en los Ultimos afios ha existido una importante controversia con respecto
a la utilidad de la monitorizacion de los niveles de MPA como herramienta
terapéutica. De hecho, en otros ambitos, como en la nefropatia Iupica, la monitorizacion
de niveles de MPA y ajuste de dosis en base a estos niveles es una practica habitual,
ya que tienen una buena correlacion entre estos niveles y los efectos secundarios o
recidiva.'?.

En la década delos 90 y primera del siglo XXI, se investigd mucho acerca de la
utiidad de monitorizar los niveles de MPA. Se obtuvieron varios estudios cuyos
resultados recomendaban la monitorizacion de estos niveles, e incluso la realizacién de
multiples extracciones para el calculo de concentraciones durante 12 horas (AUC) ya
gue una unica medida pre-dosis no parecia predictora de rechazo o efectos toxicos

83.154155 " especialmente bajo el tratamiento con EC-MPS '*3
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Factores que
influyen MPA(|
efectos clinicos

Hale, 1998 %

MMF+CSA
N=156 (multiC,
randomizado)

Pillans 2001 19
(n=27)
MMF + CSA

Mourad 2001 %6
N=31
(MMF + CSA)

Mourad 2001 47
N=51
(MMF + FK)

Cattaneo
200151
N=46
(MMF+CSA)

Weber 2002 77

N =57
pediatricos
(MMF + Csa)

Kuypers 2003,
152

N=33
(MMF + FK)

Atcheson,
20044

N=42
(Csa+MMF Vs.
FK+MMF)

Mudge 2004
(CSA + MMF)?
Caso clinico

Borrows, 2006
149

N=121
MMF+tacrolimus

CONCLUSIONES
AUTORES

Niveles bajos de
MPA asocian
rechzo. Niveles de
MPA no predicen
efectos téxicos
* Salida del
estudio si stop
mmf (no medida
de niveles!)

Niveles <30 de
MPA asocian mas
rechazo agudo

Niveles MPA
elevados asocian
mas toxicidad.
Niveles de MPA
asocian rechazo
agudo.

Niveles MPA
elevados asocian
mas toxicidad.

La monitorizacién
de MPA puede ser
util para minimizar
toxicidad por MMF.

Niveles totales de
MPA predicen
rechazo.

Niveles de MPA
libre predicen
efectos téxicos

La determinacion
de niveles de MPA
basales no ayuda
a ajustar la dosis
de MMF para
evitar toxicidad

La variabilidad de
MPA es mayor en
tratamiento con
CSA que
tacrolimus

Hipoalbuminemia
puede aumentar
MPA libre

Hipoalbuminemia
+ Insuficiencia
renal asocian

hematotoxicidad.

AUC 12H

20 min, 40
min, 75 min,
2,6,8y 12h

0,1,3,6h

20,40,75y
120 min

0, 20 min,
40 min, 75
min, y 2, 4,
6,8,y12h

(pre-dose
(CO),
20,40,75
minutes,
2,4,68y12
h

Predosis y
1,3y6h

AUC 0-6
MPA libre

Nivles 1.60
mg/|
predicen
rechazo y
2.75
predicen
toxicidad.

RECHAZO

No estudiado.

No rechazo (35.1

[12.18 mg.h/L Vs.

27.6 111.98
mg.h/L

25.00 + 6.20 mg
xh/L

No estudiado

No estudiado

Niveles de MPA
total < 33.8
predicen rechazo.

No asociacion

No estudiado

No estudiado

Niveles bajos de
MPA en el primer
mes asocian
rechazo agudo.

INTRODUCCION

SINTOMAS INFECCION LEUCOPENIA
No significacion
estadisitica.
No
B s el mgmfl([:ap_lon No S|gn|’f|(_:?c:|on
de MMF asocian estadisitica estadisitica
(CMV e ITU)

mas sintomas
digestivos

NO concluyentes

(n=4) No estudiado

No estudiado

39.80 £ 15.29 and 62.10 = 21.07 mgx h/L (paciente no
estable) #

55.70.10 + 11.74 Vs. 66.82 + 29.87 mgx h/L (dosis fija,
1g/12h)*

48.38 + 18.5 Vs. 36.04 + 10.82 (dosis fija, 500/12h)

Nivel toxicidad MPA AUC 0-12h: 37.6 mg % h/L (sensitivity,
83.3%; specificity, 59.6%

Niveles de MPA libre
mas altos asocia
mas leucopenia.

No asociacion
niveles totales de
MPA
(correlaciones
directas)

No estudiado No estudiado

Niveles de Niveles de MPA
MPA libre > libre >
NO asociacion 0,7mg xh/I 0,7mg xh/I
predicen predicen
infecciones leucopenia
Niveles de Niveles de
CoMPA, MPA CoMPA, MPA

libre mas altos en
pacientes con
leucopenia (pero
no significativo)
(n=12)

libre mas altos en
pacientes con
diarrea (pero no
significativo)
(N=4)

No estudiado

No encuantran diferencias estadisiticamente significativas,
pero tienen una n de 4 (sintomas Gl); 9 (toxicidad
hematoldgica). (14 eventos adversos).

Si observan valores mas altos de MPA libre en pacientes
con leucopenia o infeccién. (1.9 + 0.3 Vs. 1.1+ 0.1 mg h-1
I-1, p 0.0043)

MPA libre elevado (2,3 mgxh/l) asocia nauseas, vémitos,
leucoepenia y trombopenia

Niveles altos de

MPA asocian mas Niveles altos de

Niveles altos de

MPA asocian infeccion viral. (no I Asoc!an
L ) . leucopenia
mas diarrea infecciones
. P<0.05
bacterianas)

Tabla 3. Resumen de publicaciones relevantes que relacionan niveles de MPA y complicaciones clinicas..p*: p no

significativa. p”: p< 0.05.
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Entre 2000-2010 se desarrollaron varios modelos que intentaban predecir la
farmacocinética del MPA, y calcular el area bajo la curva de 12 horas extrayendo 3-4
muestras exclsuivamente'®. De hecho, en la actualidad, siguen estudiandose este tipo
de herramientas para poder monitorizar los niveles de MPA "% pero la mayoria
siguen siendo en pacientes en tratamiento con CSA. Nuestro grupo de trabajo publico
en 2012 un modelo de 4 puntos (C(1h)-C(1.5h)-C(2h)-C(4h) con una precisién de 7,68.
En este caso, el tratamiento recibido fue tacrolimus y EC-MPS '*°. En 2017, Jia et al.
realizaron un estudio similar en pacientes chinos'®, y consideran que el mejor modelo
incluye las muestras de las 0 horas (CO0), 3 horas (C3), 4 horas (C4) y 8 horas (C8).

No obstante, los resultados de estos estudios fueron controvertidos, y, ademas,
son procedimientos costosos, laboriosos e incomodos para el paciente #>152161.162 Enp
cualquier caso, desde la década de 2010, estas determinaciones se dejaron de realizar

en la practica clinica habitual, ya que no existia clara evidencia sobre la estrategia

definitiva de monitorizacion de MPA para minimizar su toxicidad.

3.8 Farmacogenoémica en el paciente trasplantado renal.

La farmacogenomica es el término que se utiliza para describir la contribucion de las
diferencias en los genes de un individuo en la variacion en las respuestas a los
medicamentos entre la poblacion'®. En el ambito del trasplante renal, seria interesante
identificar algun polimorfismo genético implicado en el metabolismo del MPA que pueda
predecir el riesgo de rechazo o de efectos adversos '*.

En el metabolismo del acido micofendlico, estan implicados mudltiples enzimas que

pueden ser subsidiarias de alteraciones genéticas, pudiendo tener algun efecto
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determinante en su funciéon y por tanto en el metabolismo del MPA y en sus
concentraciones sanguineas %>

En la década de 2010 se empezaron a estudiar y utilizar en la practica clinica
algunos polimorfismos de enzimas metabolizadoras de farmacos inmunosupresores
habituales'®® Un ejemplo claro es la enzima CYP3A5, influyente en el metabolismo del
tacrolimus. La identificacion de alteraciones genéticas de esta enzima facilita las dosis
de inicio de tacrolimus en el paciente trasplantado renal, para evitar la sobre o
infradosificacion en los primeros dias'®®.

También se han analizado los efectos farmacocinéticos y clinicos de otras enzimas
que afectan al metabolismo del MPA, como aquéllas pertenecientes a la familia de las

| 7% entre otras.

UGTs %% o de la enzima inosin-monofosfato-dehidrogenasa tipo 1 y |
Hasta la fecha, existen pocas publicaciones y con resultados controvertidos sobre el
efecto de polimorfismos del transportador MRP2, perteneciente a la gran familia de

transportadores ABC.

3.9 Transportador MRP2. Familia de proteinas ABC.

3.9.1 Introduccion.

Los transportadores ATP-binding cassette (ABC) constituyen una gran familia de
proteinas de membrana, que transportan mdultiples moléculas contra gradiente de
concentracion, gracias a la hidrdlisis de ATP. Los sustratos de los transportadores ABC
incluyen lipidos, acidos biliares, xenobidticos y péptidos para la presentacion de
antigenos. Al transportar moléculas exdgenas y enddégenas, reducen la carga corporal
de sustancias potencialmente nocivas '"".

El término de ABC lo introdujo Christopher Higgins en 1992. La primera proteina

transportadora de esta familia que se identifico fue la P-glicoproteina en 1976 2. Esta
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familia de transportadores esta conformada por 49 genes, clasificados en 7 familias,
desde ABC-A hasta ABC-F "' (Tabla 4). Antes de que se consideraran estas proteinas
como pertenecientes a esta gran familia, se identificaron de forma independiente 3 tipos
de transportadores de membrana que después se incluyeron en la actual clasificacion y
que hasta la fecha han sido las mas estudiadas:

e MDR1: Multi Drug Resistent o P-glicoproteina (de la subfamilia ABCB)

e MRPs: Multi Resistent Proteins (de la subfamilia ABCC)

e BCRP: Breast Cancer Resistance Protein. (de la subfamilia ABCG).

En este texto vamos a limitarnos a detallar la familia de ABC perteneciente a la
subfamilia “C”, en la que se incluye el transportador también conocido como MRP2
/ABCC2. En algunos textos también se denomina al MRP 2 como multispecific organic
anion transporter (cMOAT), por su implicacion en el transporte de aniones en el
higado'’.

La subfamilia humana ABCC (MRP-ABC transporters) se compone de 12
miembros, de ABCC1 a ABCC12. De ellos, ABCC 1-6 (MRP1-6), ABCC10 (MRP?7),
ABCC11 (MRP8) y ABCC12 (MRP9) son transportadores (Tabla 5). Los otros miembros
estan implicados en la fibrosis quistica. MRP2, con un peso molecular de 190 kDa y
1545 aminoacidos es el trasportador mas grande de esta familia. La figura 18 muestra
la estructura general del transportador MRP2. Se compone de 17 hélices
transmembrana y tres dominios hidrofobicos implicados en el transporte de

4 En un estudio reciente, se ha identificado la estructura tridimensional de

substratos.'’
estas proteinas trasnportadoras, y se ha realizado un analisis de las diferencias y
similitudes entre los subgrupos de la familia. Un hallazgo relevante es que la estructura
de la subfamila ABC-C y ABC-B es muy similar '"® (Figura 15).

En general, a cada subfamilia se le atribuye una funcién delimitada. No obstante, cada

vez es mas frecuente encontrar funciones compartidas entre los miembros de las

subfamilias de los transportadores ABC, ya que investigaciones iniciales atribuyeron
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funciones a subgrupos especificos, e investigaciones posteriores las han identificado en

otros subgrupos % .

Subfamily Gene Alias Chromosome Location Hepatocyte location Rodent nomenclature
ABCA ABCALl ABCl1 9q31.1 Sinusoidal Abcal
ABCBI P-GP. MDR 7p21 Biliar Abcla; ‘:At:;lll;‘Mdrla:
ABCB ABCB4 MDR3 7921 Biliar Abcc2/ Mdr2
ABCBI11 SPGP, BSEP 2q24 Biliar Abcb11/Spgp
' ABCC1 MRPI 16p13 Sinusoidal Abccl/Mrpl
. ABCC2 MRP2 10g24 Biliar Abcc2/Mrp2
E. ABCC3 MRP3 17q21.3 Sinusoidal Abcce3/MRP3
S ABCC4 MRP4 13¢32 Sinusoidal Abccd/Mrp4
2 ABCC N ’
ABCCS MRP5 3q27 Sinusoidal Abcc5/Mrp5
ABCC6 MRP6 16pl3.1 Sinusoidal Abcc6/Mrp6
ABCC10 MRP7 6p21 Sinusoidal Abcc7/Mrp7
ABCC11 MRPS 16q11-ql2 ? ?
' ABCG2 BCRP, MXR, ABCP 4q22 Biliar Abcg2/Berp
ABCG ABCGS White3 2p21 Biliar Abcg5
ABCGS 2p21 Biliar Abcg8

Tabla 4. Resumen de las diferentes nomenclaturas de los transportadores de membrana ABC-C 4. Ghanem, 2019.
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Sakamoto et al.: Discase related variation sites on ABC transporters
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Extracellular

ono ERRRRENA
4

Figura 15. Estructura bidimensional del transportador MRP2. Se compone de 17 helices transmembrana y tres
dominios hidrofébicos implicados en el transporte de substratos "> ( Ghanem, 2019.)

ABCB [S5ko2]

extracellular
region

Figura 16. Estructura tridimensional de la subfamila ABC-C y ABC-B "7° (Sakamoto et al,. 2019)
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3.9.2 Substratos, expresién y regulacion del transportador MRP2.

El mecanismo de transporte que utiliza el transportador MRP2 se ha estudiado a
nivel experimental, in vitro e in vivo (en ratones, fundamentalmente) '"®. Los substratos
del transportador MRP2 mas frecuentemente identificados han sido moléculas
conjugadas o no conjugadas procedentes del hepatocito que son movilizadas desde el
citoplasma hacia los canaliculos biliares '"". Estos substratos han sido estudiados desde
los ultimos 20 afos siendo la lista cada vez mas amplia. Se ha descrito que el
transportador MRP2 cumple una funcion diferente de acuerdo con la linea celular que

201 Los transportadores localizados en la

ocupe y a su expresién en esta misma
membrana apical excretan sus sustrataos hacia la bilis, pero si se localizan en la
membrana basolateral, excretaran sus substratos hacia la sangre y de ahi al torrente

circulatorio'™. (Figura 17)

El transportador MRP2 se localiza principalmente en el higado, intestino y tubulos
renales, y su localizacion habitual es en la membrana apical de estos tejidos lo que
implica la excrecion de moléculas a la bilis, la luz intestinal y a la orina '""'"®

También se ha descrito la presencia de proteinas MRP en el pulmén '°, por lo que
si éstas se expresan apicalmente, podrian estar involucradas en el transporte de

compuestos nocivos a la luz del pulmén'®'8'. También se ha descrito la presencia del

transportador en los linfocitos, cuya funcién ain no esta bien definida °
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Nudeoctide analogues
(CAMP, GMP)
GSH; GSHX

GSH;GSSG; GSH-X ’ [+
Gluc-X =X ; Sulf- (lipophylic 0A)

Sulf-x

Figura 17. Esquema de locacalizacion del transportador mrp2 en la membrana apical del hepatocito y sus substratos
principales. Tomada de Ghanem, 2019.

En general, el conocimiento de los factores inductores de una enzima o
transportador ayuda a entender la funcién de este. Aun no queda claro cual es el
mecanismo exacto de regulacién de expresion y degradacion del transportador MRP2,
pero se consideran inductores de su expresién las moléculas conocidas como
xenobioticos '™, como por ejemplo los farmacos, contaminantes o algunos nutrientes'®?.
También se ha descrito que algunas situaciones patolégicas pueden inducir la expresion

183,184

de estos transportadores como son la inflamacion , la hipoxia'®, o el humo del

tabaco'"18¢
En el caso de la inflamacion, se ha postulado que la propia inflamaciéon puede
alterar la expresion del transportador ABC, lo que, de forma indirecta, también podria

alterar otras funciones, como el metabolismo de farmacos. De este modo se podria

entender que una situacion de mayor inflamacion implique mayor toxicidad
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farmacoldgica o menor efecto’*. En la Figura 18 se resume lo factores que han sido

descritos que pueden influir en la expresién de los transportadores ABC.

APAP
2AAF Olearég(lioc acid
Omeprazole

Clotrimazole

Atorvastatin
DXM
Mifepristone
Nifedinine

PC

Rifampicin
Spironolactone TCDD
2

Figura 18. Factores que influyen en la expresion de transportadores ABC '%. La imagen resume los diferentes
xenobibticos que han sido descritos como inductores de ABC y también se categorizan por su hasta ahora mecanismo
putativo de la induccion. Abreviaturas: 2AAF, 2- acetillaminofluorena; APAP, acetaminofén; BHA, butilado
hidroxianisole; B-NFB, B-naftofluvona; CLOF, clofibrato; CPFB, ciprofibrato; CTZ, clotrimazol; DAS, sulfil-DES (DEL)
ftalato; DEX, dexametasona; EE, ethynylestradiol; EXQ, ethoxyquin; OLT, oltipraz; PB, fenobarbital, PCB126,
policlorinado bifenilo 126; PCB99, poli- clorado bifenilo 99; PFOperforoacido, acido Pperfnoico, acido PCN,
pregnenalone- 16a- carbonitrilo; RU 486, mifepristona; SPR, spironolactona; TCDD, 2,3,7,8-tetracloroarior-p-dioxina;
TCPOBORP, 1,4-bis(2- (3,5-diclorina) Benceno; TSO, Oxido de Trans-estileno. Tomada de Ghanem, 2019

3.9.3 Funciones atribuidas al transportador MRP2.

En cuanto a las funciones del transportador MRP2, en los ultimos 20 afios, ha
crecido el interés en el conocimiento de esta familia de transportadores, ya que aunque

inicialmente solo se les atribuyd propiedades referidas al transporte de moléculas y la

resistencia a quimioterapia, se ha evidenciado su implicacion en la “proteccion del

organismo” y en procesos tan importantes como la detoxificacion, la inflamaciéon y la
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carcinogénesis '"'. Otra de sus funciones mas conocidas, y con gran importancia en el

ambito del ftrasplante renal, es su papel en el metabolismo de farmacos

inmunosupresores, con un rol esencial en la circulacion enterohepatica®*. En las

siguientes lineas resumimos sus principales funciones.

Detoxificacion: La funcidon de este tipo de trasportadores incluye proteger al
organismo de toxinas, bacterias, carcindgenos y drogas. Desde los organismos
unicelulares hasta los humanos, varias proteinas ABC juegan un papel
importante en los procesos de detoxificacion. Desde los afios 1997 se le ha
atribuido al transportador MRP2 un papel importante en la excrecién hacia la bilis

de metabolitos téxicos, como carcinégenos implicados en el cancer de intestino

187,188, 189

y de mama o bisfenoles, entre otros'®. Ademas, de forma histodrica, se les

ha atribuido a estas proteinas una funcion antioxidante'®"

, ya que se ha
demostrado su actividad en situaciones de incremento del estrés celular
hepatico, mediante el aumento de excrecion de GSH (glutation reducido)'"

Inflamacion: En los modelos humanos de inflamacion e infeccion, existen de
forma fisiopatolégica cambios a nivel hepatico que implican la liberacion de
multiples proteinas, conocidas como respuestas de fase aguda. Estas
reacciones implican el aumento de concentraciones plasmaticas de moléculas
que son liberadas a la sangre desde el higado gracias a proteinas

92 En las Ultimas décadas, se ha reconocido un papel

transportadoras
proinflamatorio de las proteinas transportadoras ABC en los procesos de
inflamacion'®, principalmente mediante el transporte de moléculas inflamatorias
al torrente sanguineo, como prostaglandinas, las interleuquinas (IL)-1, IL-6 y
tumor necrosis factor-alpha (TNF-0.)'®®* En estudios muy recientes, se les ha

atribuido la funcion de la regulacion de la opsonizacion de neutrdfilos, en

infecciones pulmonares'®.
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De hecho, en otros estudios recientes se ha identificado un papel importante de
la familia de transportadores ABC en el desarrollo de enfermedades inflamatorias
cronicas, como el EPOC™ o la enfermedad inflamatoria intestinal 19°1%,

Carcinogénesis: Los transportadores ABC también podrian tener alguna
implicacion en el proceso de oncogénesis de acuerdo a estudios recientes. Se
ha planteado que algunos tumores podrian asociarse con un déficit en la
eliminacion del organismo de moléculas cancerigenas, como por ejemplo el
humo del tabaco en el cancer de pulmén. Las proteinas ABC podrian jugar un
papel detoxificador, en el que su funciéon principal es la de exportar moléculas
cancerigenas al exterior de la célula y del organismo, y se han descrito

181,197~ Ademas, también se

precisamente su implicacion en el humo del tabaco
ha descrito que situaciones de inflamacién persistente pueden favorecer el
desarrollo y progresion de neoplasias. La familia de transportadores ABC podria
tener alguna implicacion en situaciones de inflamacion persistente. Este proceso
estd mejor descrito en el cancer colorrectal. ' En los ultimos afios estan
aumentando las publicaciones que demuestran el papel de las proteinas ABC

199

en procesos pro oncognénicos o relacionados con la inmunovigilancia y

sefializacion, como en la via de nucledtidos ciclicos®®, prostaglandinas®®' o la
actividad de la funcion de las células Natural Killer?922%,

Es importante destacar que los resultados de estos estudios son aun muy
preliminares o realizados en modelos experimentales, por lo que no seria
adecuado asumir conclusiones definitivas. Sin embargo, a la luz de estos
hallazgos recientes, podria ser interesante ampliar el concepto de las funciones
atribuidas de forma histérica a las proteinas ABC (transportadores de moléculas
y quimiorresistencia) e identificarlas como un posible punto clave en el
desarrollo de complicaciones del paciente trasplantado renal (inflamacion,

infeccion o neoplasia) ya que estas proteinas podrian jugar un papel multiple en

estos procesos. Ademas, estas proteinas pueden influir en el metabolismo de
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los farmacos inmunosupresores, especialmente del micofenolato, viéndose
involucradas en diferentes puntos de su metabolismo, lo que puede afectar a las
concentraciones del farmaco o de sus metabolitos en sangre o en el propio
6rgano diana *°. En la figura 19 se esquematizan los puntos en los que las
proteinas ABC podrian tener un papel importante en la detoxificacion, la

inflamacion o infeccion y la carcinogénesis en el paciente trasplantado renal con

tratamiento inmunosupresor.

DETOXIFICACION INFLAMACION/ INFECCION CARCINOGENESIS

Toxinas
Bacterias
Carcinégenos )
Farmacos
Preneoplastic Malignant
cells Tumour

Interleuquinas

Prostaglandinas INMNOSUPRESION
TNFa, LTC4 (INFLUENCIA EN LAS :
Opsonizacién neutréfilos CONCENTRACIONES DE PERDIDA
Disminucién actividad células NK FARMACOS POR SU ROL EN INMUNOVIGILANCIA
CIRCULACION

ENTEROHEPATICA)

Figura 19. Esquema de los mecanismos en los que las proteinas ABC podrian tener un papel importante en la
detoxificacion, la inflamacion y la carcinogénesis en el paciente trasplantado renal con tratamiento inmunosupresor.
Inicialmente las proteinas ABC se encargan de la extrusién de toxinas, bacterias, carcinégenos y farmacos'® Estas

moléculas en el organismo favorecen la inflamacion 2 o infeccion que puede ser perpetuada por el efecto
proinflamatorio de las proteinas ABC 92793201 | Estos mecanismos proporcionan un microambiente inflamatorio e
infeccioso que se podria perpetuar por una disminucion de actividad del sistema inmune, resultado del tratamiento
inmunosupresor o efecto de las propias proteinas ABC, como por ejemplo la actividad de las células NK 2°%2% |o que
podria favorecer los procesos de oncogénesis . Realizada por Beatriz Rodriguez Cubillo (Texto adaptado de Gallo,
2018)%°*

¢ Resistencia a quimioterapia: Otro punto clave de las funciones de las proteinas

transportadoras ABC (histéricamente conocido) es la resistencia a los
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tratamientos quimioterapicos debido a la exportacion del farmaco desde la célula
tumoral al exterior. Este concepto se relaciona directamente con la progresion
tumoral ya que implica la resistencia al tratamiento. Las bombas ABC son
transportadores activos principales involucrados en la barrera y funciones
secretoras de muchas células sanas'’". Las células cancerosas explotan esta
capacidad para protegerse de los medicamentos citostaticos. ABC, MDR1,
MRPs y BCRP son capaces de exportar muchos medicamentos antitumorales,

ademas de modificar su expresion (up-regulating) durante el tratamiento '8-20

3.9.4 Polimorfismos de MRP2. Polimorfismo MRP2 (-24 CT).

Como se ha descrito previamente, el transportador MRP2, con un peso molecular
de 190 kDa y 1545 aminoacidos es el trasportador mas grande de la familia de proteinas
ABC. EI gen humano MRP2/cMOAT contiene 32 exones y 31 intrones. El exon 1
contiene el 5 -UTR y el primer 33 bp de la secuencia de codificacion, mientras que el
exon 32 contiene un 130-bp de la secuencia de codificacién y el resto es 3 -UTR."®

Ito et al. estudiaron por primera vez los polimorfismos asociados al gen MRP2 en
2001, a través de un estudio en 48 japoneses voluntarios sanos. Se identificaron 6
polimorfismos, de los cuales el SNP rs717620 (-24 CT) se identifico en un 18.8% de los
pacientes estudiados, y afecta a la region promotora del gen 2°°. Desde entonces, se ha
seguido investigando en esta linea, y actualmente se siguen realizando estudios para
describir polimorfismos de este transportador y el resto de subgrupos de esta familia
(Figura 20), y asi conocer cuales son las implicaciones funcionales y clinicas de estos

pOlimOrﬁsmos 175, 207, 208
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Allele Frcgwy"
SNP Position/ Nudeotide Change CA AA AS ME PA

rs| 7222653 -1563 G>A 0000 0005 0000 0000 0.000
rs 1885301 -1549 G>A 0430 0485 0150 0200 0357
sl 7222667 -1292 A>G 0.000 0015 0000 0000 0.000
51 7222646 -1239 G>A 0005 0030 0000 0050 0.000
sl 7216128 - 1065 C>A 0000 0005 0000 0050 0.000
545593436 -1059 insG 0000 0005 0000 0000 0.000
sT91 0642 -1023 G>A 0.150 0,135 0267 0300 0429
rs2804402 -1019 A>G 0430 0365 0167 0200 0357
rs1 7222533 -T98 C>A 0000 0005 0000 0000 0.000
sl 7216135 -733 G>A 0000 0000 0017 0000 0.000
rs717620 =24 C>T 0.195 0060 0150 0150 0.286
sl 7216156 -23 G>A 0.000 0000 0000 0000 0.143

Figura 20. Variantes descritas en la regién promotora del gen del del transportador ABCC2. 'Las
posiciones de los nucledtidos estan numeradas en la distancia desde el sitio de inicio de la traduccion
(+1). 2Se expresan las frecuencias para cada grupo étnico: CA, caucasicos (n=200); AA, afroamericanos
(n=200); AS, asiaticos (n=60); ME, mexicanos (n=20); PA, islefios del Pacifico (n=14). ( Nguyen 2013)

3.9.5 Asociacion del polirmorfismo MRP2 (-24 CT) y concentraciones de
MPA.

Varios trabajos han intentado analizar el impacto de polimorfismos de este
transportador en la farmacocinética del MPA. La mayoria muestran un aumento discreto
en la exposicion al MPA en pacientes portadores del polimorfismo, aunque los
resultados son controvertidos y no han demostrado la asociacion entre el polimorfismo
MRP2 y consecuencias clinicas.

Naesens et al.?®

evaluaron el impacto de 7 polimorfismos de ABCC2 en la
farmacodinamica del MPA en 95 trasplantes renales en tratamiento con tacrolimus y
esteroides, y observaron que el promotor rs717620 (-24 CT) asocié concentraciones

significativamente mas altas de MPA en las primeras 12h (AUC o.12n), medido mediante
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curvas abreviadas corregidas a dosis de micofenolato los dias 42, 90 y 360. También
fueron mas altas las concentraciones predosis de MPA en estas mismas
determinaciones. Curiosamente no se observaron diferencias en las conentraciones de
MPA en el tramo de 0-4h. En el dia 7, observaron que las concentraciones de MPA
fueron mas altas (AUCo.12n) especialmente en pacientes con insuficiciencia hepatica
moderada (tabla 6). En un estudio reciente realizado en 408 trasplantados renales
procedentes de un hospital en China, los autores han observado que el SNP rs717620
(-24 CT) asocia niveles de MPA pre dosis (co) mayores en portadores frente a no
portadores del polimorfismo. Esta diferencia es significativa si comparan la variante
homocigota (TT) frente al conjunto de pacientes no portadores y heterocigotos CC/CT.
(p 0.045)?"°, En la tabla 6, se resumen los resultados de los estudios mas relevantes
realizados hasta la fecha en este ambito. En resumen, la mayoria de los estudios han
mostrado un aumento muy discreto de la exposicién al MPA en pacientes portadores
del polimorfismo, aunque sin alcanzar la significacion estadistica. No obstante, en la
mayoria de estos estudios, los pacientes recibian ciclosporina como tratamiento
inmunosupresor concomitante, o se han analizado en conjunto los pacientes en
tratamiento con tacrolimus y sirolimus, lo que podria enmascarar el efecto del
polimorfismo 3. Ademas, en ninguno de estos trabajos los pacientes tomaban EC-
MPS, sino MMF, y en algunos se realizé el estudio farmacocinético mediante curvas
abreviadas, lo que podria obviar el efecto de un segundo pico de concentracion del

farmaco secundario a una mayor actividad de la circulacion enterohepatica % 7%
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. TRATAMIENTO | "'FO :;URVA AUC MPA SIGN
INMUNOSUPRESOR ! ESTADIST.
extracciones)
FUKUDA 2013 2! CCCT275 MMF, TAC/SRL, (;;Ar:r%?dfh CC<CT + UGT 19 50,010
n=32 pediatricos TT0 PRED 3h) 30.7£12.0Vs. 66.8 +4.9
cc. 22 CC>CT>TT
GENG 20112"2 g Completa 31.77 £ 12.41
42 (China) (T:I 2 MMF, CSA, PRED (15) 27.64 + 10.32 NO SIGN
' 20.78 + 14.62
CC<CT
aMMF gg_f’:‘ (n=30) a) dia 7 AUC total
p 51.88+20.5 Vs. 36.14 p 0.030
LLOBERAS 2011 2% cC: 0 1233
(SYMPHONY) a) dia 7 MPA libre
1.051 £0.507 p 0.003
n=55 cC:30 Completa 1.652 +0.428
(adultos, Espafia) CT:16 ( 12) 092 20
TT: 2
PK: d:;’ g'es K (n=?)3')\g"\g;f (Ef%) b) AUC total mes1/3
10 ce>CT p 0.001
((::(T::_g b) MPA libre mes 3
: cC>TT p 0.003
MIURA 20077 CcC: 47 ?ooTplzmz (i) 94+3$ (tscgsmz
n=87 (Jap6n) CT: 37 MMF, FK, PRED 6.9,y 12h) ghimLa) NO SIGN
PK: dia 28 TT: 4 9y HO 9
MMF, FK, PRED CC>CT NO SIGN
NAESENS 2006 29 2)No insuficiencia Abreviada 53.7£33.3Vs. 47.7217.7
n=95 CC: 54 s (0, 20, 40, 75
(adultos, Europa) CT: 38 P Y 120 min)
. cc<cCT
Y ’ b)Si insuficiencia 224 +10.3Vs.
PK: dia 7,42,90,360 hepatica 52.3+ 24.1 p 0.002
Completa
0-12h
215
PICARD 2010 CC:49 MMF, FK (48) // SRL | (0, 20, 40, 60, CC<CT<TT
(adultos, Europa) 64.1£33.0 Vs. 67.4£336 | NO SIG
B ors CT:19 (28) 90, 120, 180, Ve, 65,01
: TT:3 240, 360, 540 it
) 27.7
N=70 min)
CC<CT>TT
CC:68 Abreviada
o115 CT:35 MMF, CSA (20, 60 and 40'5-1\/1;333'8 g;fi': 7i 266 | P0.008
TT:12 180min) POIILR LD
Completa
ZHANG 2008 *'° cCi1s 0-12h Valores no especficados
n=98 (China) CT:79 MMF, CSA, PRED | (0.5, 1, 1.5, 2, o difgrencias | NOSIGN
PK: dia 30 TT:4 4,6,8,10, 12 P
h)
LI LQ 2018 210 408 (China) . L
N=408 (China) CC/CT/TT.no MMF, CSA/FK, PRED Concen.tramon Valores no especificados. b 0.045
PK- dia 3-8 especificado predosis (Co) TT>CT/TT

Tabla 6. Resumen de publicaciones que estudian el impacto del polimorfismo MRP2 en la farmacocinética

del micofenolato.
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3.9.6 Impacto clinico del polimorfismo MRP2 (-24 CT).

Existen multiples estudios que han analizado el impacto de polimorfismos genéticos
sobre eventos clinicos asociados al trasplante renal, aunque con resultados poco
clarificadores, por lo que actualmente no se utilizan de forma sistematica en la practica
clinica habitual®'” .

En los ultimos afios, estan aumentando las publicaciones que implican a
polimorfismos de la familia ABC con mayor riesgo de complicaciones asociadas al

trasplante renal, como el estudio de Naesens et al*®

. Estos demostraron que el
polimorfismo MRP2(-24 CT) asociaba mas riesgo de diarrea. Kiang et al. en 2018
observaron una asociacion entre el polimorfismo MRP2 G1249A y mayor riesgo de
neutropenia 218

En una revision reciente (Figura 21), en trasplante cardiaco pediatrico, se ha

descrito la asociacion de diferentes polimorfismos de transportadores ABC con

diferentes eventos relacionados con el trasplante (rechazo, infecciones o alteraciones

en las concentraciones de inmunosupresores)?'®.
Genes SNPs Phenotype References|
ABCB1 rs1045642, rs1128503, rs2032582 Cyclosporin levels

52235013, rs2235033
ABCB1 (34351 Steroid dependency, steroid weaning 112
ABCB1 C3435T, G2677T Tacrolimus levels B
ABCB1 (34357, G2677T Acute rejection L
ABCB1 rs2066844 Graft rejection s
ABCB1 159282564 Renal function !
ABCB1 151045642 Infections !
CYP3AS5 15776746 Tacrolimus levels, dose, clearance 100
CYP3A5 1s776746 Renal function ‘
TGFB1 11800471 Acute rejection B
TGFB1 11800471 Cardiac allograft vasculopathy o
TGFB1 rs1800471 All rejection (chronic and acute) i
TGFB1 11800471, rs1800470 End-stage renal failure, renal function J
ABCB1, ATP binding cassette subfamily B member 1; CYP3A5, cytochrome P450 family 3, subfamily A, member 5; TGFB1, transforming growth factor beta-1

Figura 21. limpacto clinico de polimorfismos de la familia ABC en pacientes trasplantados (van Setten,

2019) 247
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4. JUSTIFICACION

En resumen, desde finales de los afios 90 se ha intentado identificar
herramientas y estrategias que permitan individualizar el tratamiento del paciente
trasplantado renal. Se han realizado estudios de farmacocinética y de farmacogenética,
pero, hasta la fecha, son poco concluyentes y dificiles de llevar a la practica clinica real.
La mayoria de estos estudios, ademas, se han realizado con un esquema de tratamiento
que no es el que se utiliza en la actualidad (ciclosporina y MMF en vez de tacrolimus y
EC-MPS), y con un numero pequefio de pacientes.

Con esta investigacion, pretendemos encontrar una herramienta actual,
aplicable a la practica clinica habitual de forma sencilla y econémica, que permita
seleccionar a pacientes mas sensibles al tratamiento inmunosupresor, de forma que se
les pueda proporcionar una cobertura inmunosupresora que evite el rechazo,
reduciendo el riesgo de complicaciones asociadas a un exceso de inmunosupresion,

preferentemente antes de que ocurran.
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5. HIPOTESIS DEL ESTUDIO.

Los pacientes trasplantados renales en tratamiento con acido micofendlico
portadores del polimorfismo (-24 CT) del transportador MRP2 tienen un riesgo
aumentado de diarrea, leucopenia, infeccién grave (de cualquier etiologia excepto
CMV), infeccion por CMV, neoplasia o necesidad de cambio de tratamiento

inmunosupresor.

5.1 OBJETIVO PRINCIPAL.

Evaluar la posible asociacion entre la presencia del polimorfismo MRP2 (-24 CT)

con diarrea grave, leucopenia, infeccion grave (de cualquier etiologia excepto CMV),
infeccion por CMV, neoplasia o necesidad de cambio de tratamiento inmunosupresor en

pacientes trasplantados renales en tratamiento con micofenolato.

5.20BJETIVOS SECUNDARIOS

5.2.1 Investigar si existe asociacion entre las concentraciones de micofenolato y la
presencia del polimorfismo MRP2 (-24 CT).
5.2.2 Estudiar otros factores de riesgo asociados a cada una de las complicaciones

a estudio.
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6. MATERIAL Y METODOS.

6.1 Diseno del estudio.

Se trata de un estudio observacional de cohortes retrospectivo, que incluye
pacientes trasplantados renales atendidos por el servicio de Nefrologia del Hospital
Clinico San Carlos.

Los pacientes fueron estratificados en base al polimorfismo genético evaluado
(MRP2 (-24 CT), para poder analizar su influencia en la incidencia de los eventos
clinicos relevantes y en la farmacocinética del MPA.

El estudio fue aprobado por el comité ético de ensayos clinicos del Hospital Clinico
San Carlos y ha sido realizado de acuerdo con las Guias de Buena Practica Clinica y
los preceptos de la Declaracion de Helsinki (MRC 1998) sobre los principios éticos para
la investigacion que involucra a seres humanos. Todos los pacientes fueron informados

detalladamente de los objetivos del estudio, y firmaron el consentimiento informado.

Para el estudio de nuestros objetivos se llevaron a cabo los analisis en dos grupos de
pacientes de forma independiente, uno para el estudio de eventos clinicos, y otro
para el estudio de farmacocinética.

6.2. Material
6.2.1 Pacientes

Para el estudio de eventos clinicos, se analizd de forma retrospectiva la cohorte
de pacientes trasplantados renales entre el 1 de enero del 2007 y el 31 de octubre de
2011 en el Hospital Clinico San Carlos.

Criterios de inclusion:
1. Pacientes mayores de 18 afos que recibieron un trasplante renal de donante
cadaver en la unidad de trasplante del Hospital Clinico San Carlos del Servicio
de Nefrologia, durante el periodo de estudio a los que se les realizé el analisis

genético del polimorfismo MRP2 (-24 CT).
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2. Pacientes que hubieran firmado el consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

1. Pacientes de los cuales no disponemos analisis genético ya que sufrieron

disfuncion primaria del injerto (DPI) o éxitus antes de la realizacion del analisis.

2. Pacientes que a pesar de disponer de analisis genético, presentaron disfuncion

primaria del injerto (DPI) o éxitus en el trasplante inmediato y por tanto no

recibieron micofenolato a medio-largo plazo.

3. Pacientes con insuficiencia hepatica grave.

4. Pacientes que habian recibido cinco o mas transplantes

La muestra que se incluy6 en el andlisis final fue de 300 pacientes (Figura 22).

RECEPTORES DE TRASPLANTE RENAL (2007-2011)

n= 354
DPI/EXITUS: NO ANALISIS DE MRP2
n= 20
MRP2 24
n=334
DPI= 32 —
Total n= 302

5° trasplante =1
Insuficiencia hepatica=1

MRP2 24 CC
n =165

MRP2 24CT&TT
n= 135

Ajuste por puntuacién de propension

MRP2 24 CC
N=121/124(CMV)

MRP2 24 CT&TT
N=121/124 (CMV)

Figura 22. Diagrama de seleccién de pacientes para el estudio de complicaciones del trasplante.DPI:

Disfuncién Primaria del Injerto.
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Para el estudio del impacto en la farmacocinética del MPA, del polimorfismo

MRP2 (-24 CT) se realizé un estudio trasversal que utiliz6 una muestra de pacientes

trasplantados renales, también genotipados para el polimorfismo MRP2 (-24 CT) a los
que se les determiné las concentraciones sanguineas de MPA mediante la realizacion
de areas bajo la curva con 13 extracciones sanguineas. Se realizaron un total de 150
areas bajo la curva de 12h de concentraciones sanguineas de micofenolato entre el afo
2007 y 2009. Para evitar sesgos relacionados con la medicacion inmunosupresora se
realizé un segundo analisis que solo incluyo a los pacientes en tratamiento concomitante
con tacrolimus (Prograf ®), n= 117 pacientes (Figura 23).

Criterios de inclusion:

1. Pacientes mayores de 18 afios, que hubieran recibido un trasplante renal al menos
un afio antes de la realizacion de las curvas farmacocinéticas, a los que se les
realizé el analisis genético del polimorfismo MRP2 (-24 CT).

2. Pacientes que estuvieran recibiendo tratamiento con micofenolato mofetil (MMF) o
micofenolato sédico con cubierta entérica (EC-MPS) , sin modificacion de dosis en
los ultimos 2 meses).

3. Pacientes estables, con una funcién renal estable en el ultimo afio.

4. Pacientes que hubieran firmado el consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

1. Pacientes con una situacién que pudiera interferir en la farmacocinética del MPA
como insuficiencia renal ( creatinina sérica > 3 mg/dl), diabetes mellitus o
enfermedad del aparato digestivo y /o tratamientos que pudieran interferir en la
absorcion de micofenolato (resinas, quelantes de fosfatos, rifampicina, antiacidos y

metronidazol).
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Determinacion de concentraciones de MPA (2007-2009)
n= 150
(1er analisis)

Analisis MRP2
n=150

MRP2 24
n=150

TRATAMIENTO CON CICLOSPORINA= 10 (-

n= 140
TRATAMIENTO CON IMTOR=20 —H ADVAGRAF=3
Total n= 117
(analisis final)
MRP2 24 CC l MRP2 24CT&TT
n=74 n=43

Puntuacion de propensién

MRP2 24 CC MRP2 24 CT&TT
N=42 N= 42

Figura 23.. Diagrama de seleccion de pacientes para el estudio de farmacocinética.
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6.2.2 Variables.

Los datos que se recogieron de cada paciente los podemos dividir en variables
independientes y en eventos o variables dependientes.
6.2.2.1 Variables independientes.

Ademas del analisis genético que identificaba a los pacientes portadores del
polimorfismo MRP2 (-24 CT), se registraron otros parametros analiticos y clinicos, es
decir: edad, sexo, habito tabaquico, causa de enfermedad renal crénica previa
(glomerulonefritis, nefropatia tubulointersticial, nefropatia diabética, enfermedad
poliquistica del adulto, nefropatia no filiada), tipo de donante (asistolia o muerte
encefalica), numero de trasplantes recibido, tiempo de isquemia fria (en horas),
tratamiento inmunosupresor de induccion (uso de timoglobulina y sus dosis), tratamiento
de mantenimiento, las dosis iniciales de micofenolato, episodios de rechazo del injerto
renal (y su tratamiento) asi como el status serolégico de CMV (IgG CMV del donante y
del receptor) y el tratamiento profilactico recibido. También se tuvieron en cuenta los
episodios de rechazo y el tipo (corticosensible o cortico-resistente) y la funcién renal
basal post trasplante.

En el estudio de farmacocinética del micofenolato se recogieron datos
demograficos de sexo, edad, peso, talla, tiempo transcurrido desde el trasplante,
tratamiento con Inhibidores de la bomba de protones (IBPs) y las diferentes
presentaciones del micofenolato (micofenolato mofetil (MMF) o micofenolato sédico con
cubierta entérica (EC-MPS). También se registraron las dosis de micofenolato
administradas previa a la realizacién de las curvas asi como las dosis y niveles de

tacrolimus el mismo dia de la realizacion de los analisis.
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6.2.2.2 Variables dependientes (eventos a estudio).

Los eventos a estudio fueron la diarrea grave (que requirié hospitalizacion),

leucopenia, infeccion grave (que requirié hospitalizacion, sin incluir aquéllas por CMV),

infeccion por CMV, neoplasia y cambios de tratamiento inmunosupresor.

La recogida de esta informacion se hizo en base a informes clinicos hospitalarios

o0 comentarios clinicos procedentes del seguimiento en consulta de trasplante.

Definicion de eventos a estudio:

Diarrea.

Se analizaron de forma independiente la diarrea aguda grave y la diarrea
cronica (o recurrente). Se define diarrea aguda de acuerdo a la OMS como la
presencia de 3 o mas heces sueltas o liquidas por dia, o como tener una
. 220

frecuencia en las deposiciones mayor que lo habitua

Se tuvieron en cuenta los episodios de diarrea aguda que requerian

hospitalizacién (debido a su gravedad, deterioro de la funcién renal o intolerancia

digestiva ). No se consideraron estos episodios si tuvieron una muestra de heces
positiva para virus, bacteria o parasitos. Tampoco se incluyeron si el paciente
tomaba otro tratamiento al que se pudiera atribuir la diarrea, distinto de la terapia
inmunosupresora o] por causa inflamatoria.

La diarrea crénica se define como heces sueltas que duran al menos cuatro

semanas. Esto generalmente significa tres 0 mas heces sueltas por dia. Esos
episodios tampoco se consideraron si se consideraron secundarios a causas

infecciosas o inflamatorias.
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Leucopenia.

La leucopenia aguda asociada a micofenolato fue definida como recuento
de leucocitos <3.0 x109/L que provoco la interrupcién de micofenolato y/o
reduccién de dosis.??' Se descartaron aquellas relacionadas con infeccion por
CMV, hiperesplenismo, u otros tratamientos. No se incluyeron aquellas
detectadas en el primer mes post- trasplante.

La leucopenia recurrente se defini6 como la ocurrencia de mas de 2
episodios de leucopenia aguda en un afo que no permitian el aumento de dosis

de micofenolato.

Infeccion grave (no incluye infeccion por CMV)
Se definié la infeccion grave como aquella que de acuerdo a su

sintomatologia o afectacién de 6rganos vitales precisaba la hospitalizacion del

222

paciente
Localizacion y etiologia:

Para el diagndstico del origen de la infeccion y la deteccion del microorganismo
(bacteriana, viral, fungica, o ningun organismo identificado), se realizaron
pruebas de microbiologia en muestras de orina, esputo, sangre, heces o lavado

broncoalveolar.

Infeccion de orina: se definio de acuerdo a la OMS como la presencia y
multiplicacién de microorganismos en la via urinaria con invasion de los tejidos.
El diagnostico se realizé gracias al aislamiento de algun microorganismo en una
concentracion de > 100.000 UFC/ml y/o sintomas compatibles que requirieron

hospitalizacién y la utilizacion de tratamiento antibiético.
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Neumonia se definié de acuerdo a la OMS, como sintomas clinicos (tos
o dificultad respiratoria y taquipnea ajustada a la edad) mas signos radiologicos

compatibles con infiltrado pulmonar que precisaran hospitalizaciéon. Las

infecciones atipicas fueron consideradas como aquellas que no correspondian
a la etiologia bacteriana mas frecuente.

Otras infecciones incluyeron heridas de herida quirugica, asociadas a via central,
partes blandas o procedentes de sistema ORL.

En el caso del paciente trasplantado renal reciente se consideré infeccion
grave aquella que precisé inicio de tratamiento antibidtico y supuso un
empeoramiento en la evolucion inicial o aumento de estancia hospitalaria.

Las infecciones del tracto urinario de repeticion fueron definidas como 2

episodios en los Ultimos 6 meses o 3 episodios en los Ultimos 12 meses 2

Durante el periodo peritransplante inmediato, la profilaxis antimicrobiana
consistié en la administracion intravenosa de cefazolina (1 g) inmediatamente
antes de la cirugia; seguida de una dosis de 1 g/dia durante 3 dias.

También reciben tratamiento profilactico de neumonia por Pneumocystis jirovecii
con trimetoprim-sulfametoxazol (dosis ajustadas a funcion renal) durante 6
meses después del trasplante). %’

En cuanto a la profilaxis de infecciones de orina de repeticion, se realizan
cultivos de orina de rutina. Por protocolo se prescribe tratamiento antibidtico en
aquellos pacientes con cultivos de orina positivo con sintomas o portadoes de

catéteres. En aquellos pacientes con antecedentes de ITUs de repeticion se

ajusté el antibidtico de acuerdo a antibiograma %%
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Infeccién por CMV.

Se consideré que un paciente tenia infeccion por CMV y debia ser tratada
cuando la carga viral sérica de CMV era superior a 600 copias/ml o 3000 Ul/ml,
segun la técnica de PCR cuantitativa utilizada.

La enfermedad por CMV fue un diagnodstico clinico basado en la combinacion de
sintomas clinicos mas deteccion viral positiva por CMV (PCR positivo de ADN
por CMV o invasion viral en tejidos biopsiados). 224

La metodologia para la deteccion del CMV consiste en la determinacién de carga
viral de CMV, y se hace mediante la extraccién automatica del DNA viral presente
en las muestras y su posterior deteccion y cuantificacion.

Extraccion de DNA: se llevd a cabo mediante el sistema automatico Easy-MAG
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema se basa en la capacidad
de la silice magnética para fijar DNA y RNA y permitir la eliminacién de otros
compuestos distintos.

Deteccion y cuantificacion de carga viral de CMV:

Entre los afios 2005 y 2013 se han utlilizado dos técnicas diferentes:

a)_ CMV R-Gene®. Argene (Biomerieux): Sirve para detectar y cuantificar el

genoma del CMV en muestras de sangre total, plasma, LCR, etc. Las muestras
se extraen en el sistema automatico Easy-MAG ajustando los volumenes de
partida y elucion a 200 ul y 50 ul respectivamente. En cada muestra se afiade un
control interno antes de iniciar el proceso con objeto de comprobar que tanto la
extraccidon como la amplificacion se realizan de forma adecuada. La PCR se lleva
a cabo en un Termociclador 7500 Real Time PCR System de Applied Biosystem.
La carga viral de cada muestra se expresa en copias/ml.

b) Simplexa ™ CMV Focus Diagnostic: La extraccion del &cido nucleico se realiza

igual que en el caso anterior. También se emplea un control interno para valorar
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todo el proceso. Al igual que con el sistema de Argene, la sefial de amplificacion
que se obtiene por cada muestra se compara con una curva de calibracion y se
cuantifica. La PCR se lleva a cabo en el Sustena Ubtegrated Cycler 3M con el
software Integrated Cycler Studio version 5.0. La carga viral se expresa en Ul/ml.
La equivalencia entre las dos técnicas se evalué antes de cambiar de sistema y
pudo establecerse que, en ningun caso, las diferencias observadas eran
mayores que 0,5 log1e. La equivalencia entre Unidades Internacionales y copias
en el sistema de Focus es aproximadamente 1 copia=4 Ul.

El tratamiento profilactico para infeccion por CMV incluyé la
administracion de ganciclovir desde el inmediato post transplante y
valganciclovir como tratamiento ambulante de acuerdo a las recomendaciones,
teniendo en cuenta la serologia de CMV del donante y el receptor y el tratamiento
inmunosupresor de induccion recibido. Los pacientes con serologia de alto
riesgo (donante IgG-CMV positivo/ receptor IgG-CMV negativo) y aquéllos
receptores IgG-CMV positivo que hubieran recibido timoglobulina precisaron
profilaxis durante 6 meses. Los receptores que no recibieron timoglobulina o
cuyo donante fue IgG-CMV negativo, no precisaron tratamiento profilactico de
infeccion por CMV.

Los pacientes fueron seguidos de acuerdo a un protocolo de rutina
después del alta del hospital después del trasplante. A todos los pacientes
trasplantados renales se les realizan estudios microbioldgicos para descartar la
infeccion por CMV mediante PCR a intervalos semanales después del trasplante
durante los primeros 3 meses, cada mes durante el resto del primer afo, y luego
cada 3 meses desde el segundo afno después del trasplante. La frecuencia de la
deteccion se aumenta a una vez cada 2—4 semanas si presenta infeccion por

CMV previa?*
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¢ Neoplasia.
Se considerd neoplasia maligna de cualquier tejido tras su diagnostico por

biopsia.

e Cambio en régimen inmunosupresor.

El cambio de inmunosupresién consiste en aquel en el que el clinico responsable
del paciente considera necesario una modificacion en su esquema del tratamiento
debido a los efectos adversos sufridos por el paciente. 22°

Estas modificiaciones incluyeron:

- Disminucion de dosis definitiva de tratamiento con MPA.

- Suspension de MPA y conversion a imtor. (ICN + imtor +/- esteroides)

- Suspension de ICN y conversion a imtor. (MPA + imtor +/- esteroides)

- Suspension definitiva de MPA sin afiadir otro farmaco (ICN +/- esteroides)

Los cambios de tratamiento se hicieron de acuerdo a criterios clinicos por diferentes
causas como intolerancia a MPA (digestiva o hematoldgica), exceso de
inmunosupresion, como infecciones graves o de repeticion, replicacion del polioma
virus BK o neoplasia, aquellas relacionadas con toxicidad directa de ICN (nefrotoxicidad
o neurotoxicidad) o por inclusion en estudios de investigacion. Se tuvieron en cuenta
todos estas modificiaciones de tratamiento, excepto cuando el cambio era transitorio o
no tolerado y tuvo lugar la reintroduccion del tratamiento habitual.

En cuanto al tratamiento inmunosupresor de induccién, nuestro protocolo de

inmunosupresion ha sufrido cambios a lo largo del tiempo.
Hasta el afio 2009, los pacientes que recibian un injerto procedente de donante en
asistolia o con criterios expandidos, se les pautaba tratamiento con inhibidores de los

receptores de la IL2 (basiliximab), pero a partir de este afio empez6 a generalizarse el
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uso de timoglobulina en estos casos. La mayoria de estos pacientes recibieron ademas
tratamiento con tacrolimus ( a una dosis de inicio de 0.05mg/kg de peso/dia y posterior
ajuste para niveles entre 5-8 ng/ml, micofenolato y metil prednisolona. Cuando la terapia
de induccion se basaba en timoglobulina, el tacrolimus era introducido a partir del 4°-6°

dia post trasplante.

En el caso de donantes con criterios estandar o receptores sensibilizados el
tratamiento no ha variado con los afos. En el primer caso, se utilizé triple terapia
convencional con tacrolimus (0,10 mg/kg/dia de inicio y posterior ajuste para niveles
entre 7-10ng/ml), micofenolato (2g/dia) y esteroides (dos bolos de metilprednisolona de
250 mg, pre y post trasplante respectivamente) seguido de prednisona oral, 20-30 mg a
partir del segundo dia, con descenso progresivo posterior).

En el caso de pacientes sensibilizados con PRA > 30%, la inducciéon con
timoglobulina (0.5-1 mg/kg de peso/dia, 6-8 dias) afadido al régimen del donante con

criterios estandar fue la norma.

En el caso del tratamiento de mantenimiento, la mayoria de los pacientes

mantuvieron tras el tratamiento de induccion el tratamiento estandar de triple terapia
con ICN + MPA + esteroides. Los niveles terapéuticos diana de ciclosporina fueron de
y 100-175 ng/mL después de 6 meses y los de tacrolimus de 5—-10 ng/mL después de
12 semanas. El tratamiento con esteroides a dosis bajas (5-10 mg/dia) se mantenia en
pacientes de alto riesgo inmunolégico, pero se pretende su suspension antes de los 6-
12 meses en aquellos pacientes de bajo riesgo inmunoldgico o diabéticos. ?*” . Con
respecto a la presentacion farmacologica utilizada de MPA, desde el afio 2007 en
nuestro centro se empezo a utilizar de forma sistematica el micofenolato sédico (EC-
MPS), por lo que la mayor parte de pacientes de la muestra de estudio de eventos

adversos recibian esta formulacion En la muestra de estudio de farmacocinética, que
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incluia pacientes trasplantados antes del 2007, si se incluyeron pacientes con ambas
formulaciones, para poder realizar la comparacién entre ambos farmacos.

Con respecto al tratamiento del rechazo, de acuerdo a la clasificacion histoldgica

del rechazo, el tratamiento inmunosupresor utilizado también varia. Segun nuestros
protocolos el rechazo agudo sin afectacion vascular se tratd con 3-5 bolos de
metilprednisolona de 250 mg (rechazo cortico sensible), mientras que la mayoria de los
rechazos con afectacion vascular precisaron el tratamiento con timoglobulina (4-5 mg/kg
de peso en total).

El tratamiento de Rechazo Agudo Humoral (RAH) se basé en la administracién de
Inmunoglobulinas inespecificas (1-2g/kg de peso), junto con la realizacién de
plasmaféresis (6-10 sesiones). En algunos casos de RAH severo con vasculitis y/o

capilaritis importante, se pautaron 1-2 dosis de Rituximab 375 mg/m2).

Para el diagnéstico de rechazo, en nuestro centro se realizan biopsias renales

por indicacién clinica y por protocolo soélo en el caso del injerto procedente del donante
de asistolia. Se realizan de acuerdo a la técnica de biopsia percutanea ecografia-
guiada, tras asegurar valores dentro del rango de normalidad de coagulacion y tiempos
de hemostasia primaria (85-155 segundos). Para ello utilizamos agujas de puncion de
14 G seumiautomaticas y si no es técnicamente dificil se obtienen 2 cilindros. Se
considero la biopsia como representativa si incluia al menos 2 arterias de tipo muscular
y 10 glomérulos.

Las técnicas de tincion basicas que se utilizan para la evaluacion del rechazo son la
hematoxilina-eosina, PAS y tricromico para un total de siete secciones tisulares. Desde
el 2007 se realiza en nuestro centro de forma rutinaria la tincion para C4d por
inmunohistoquimica.

Para establecer el diagndstico histolégico de Rechazo Agudo nos basamos en la
clasificacion de Banff 2° que nos permitid evaluar las lesiones agudas y clasificar los

distintos grados de rechazo . Esta clasificacion ha sufrido diversas modificaciones en
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las sucesivas conferencias llevadas a cabo, que han supuesto una ampliacion de los
requisitos, de los criterios y un ajuste de las diferentes definiciones .

Para el diagnéstico de rechazo agudo es preciso evaluar los distintos componentes del
parénquima renal: glomérulos (g), tubulos (t), intesrticiio (i), vasos arteriales de calibre
muscular (v), capilares peritubulares (cpt). Cada una de estas variables se valoran de
forma semicuantitativa de 0 a3 o por porcentaje de extension afectada.

En resumen y de acuerdo a la clasificacion de Banff de 2003 se tuvieron en cuenta en
este estudio el rechazo agudo mediado por células T con o sin afectacion vascular y el
rechazo agudo mediado por anticuerpos.

Rechazo agudo mediado por células T: la biopsia del injerto renal debia mostrar
un minimo del 25% de la extension del cilindro ocupado por un infiltrado inflamatorio
tubulointersticial (score i2), mostrar fendmeno de tubulitis moderada (t2), acompafiado
a veces de edema intersticial y dafio tubular. La biopsias que mostraron menor extension
parenquimatosa ocupada por infiltrado inflamatorio (score i1) y menor grado de tubulitis
fueron catalogados como cambios boderline sugestivos de rechazo agudo, pero en
aquéllos casos donde funcionalmente se acompafaron de incremento agudo de la
creatinina se consideraron como un verdadero rechazo agudo.

Rechazo agudo vascular: la observacion de cambios vasculares fue una
condicion definitoria del grado de rechazo agudo. En este sentido, los tipos o grados de
rechazo mas graves fueron los rechazos agudos vasculares, que mostraban areritis
miointimal o endotelitis. Esta lesidon se describid ante la presencia de linfocitos infiltrando
la intima, inmediatamente debajo del revestimiento de células endoteliales, ocasionando
su proyeccion hacia la luz vascular en algunos casos. Esta afectacion se gradua en 3:
afectacion de una arteria (v1), reduccioén de la luz arterial >25% (v2) y necrosis fibrinoide
de la pared arterial afectada (v3).

Rechazo agudo mediado por anticuerpos: consiste en la evidencia morfolégica de
dano agudo tisular del injerto (dafio tubular agudo, presencia de neutrdfilos o células

mononucleares en capilares tubulares o glomérulos y/o afectacion vascular) ademas de
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evidencia inmunopatoldgica de activacion de anticuerpos activadores de la via de
complemento (depdsito de C4d). La presencia de anticuerpos donante especificos
sanguineos es la evidencia seroldgica que confirma que el paciente ha sufrido o puede

sufrir un rechazo agudo mediado por anticuerpos.

e Exposiciéon a MPA.

En el estudio de farmacocinética, las variables dependientes fueron Ilas
concentraciones sanguineas de micofenolato. Los parametros utilizados fueron la
concentracion predosis (CO), la concentracion maxima (Cmax), el tiempo maximo
(Tmax), el area bajo la curva de 12horas (AUCo.12n) y el area bajo la curva en las

primeras 6 horas (AUCo.12n) y Ultimas 6 horas (AUCe-12n).

6.3 Meétodos

6.3.1 Ambito de estudio y medios disponibles.

El estudio se realizé en la Unidad de Trasplantes del Hospital Clinico San Carlos,
dotado de equipamiento asistencial, material y personal necesario. Se trata de una
unidad multidisciplinar en la que se encuentran los siguientes especialistas:

- Seccion de Coordinacién de Trasplantes: cuentan con los medios necesarios

para la deteccion y manejo del donante y estan certificados conforme a la norma
ISO 90001:2008 desde el afno 2004. Colabora con el servicio de Nefrologia y
suministra todos los datos relacionados con las caracteristicas del donante y el
proceso de donacion.

- Servicio de Nefrologia: acepta al donante y selecciona al receptor mas idoneo

segun criterios clinicos e inmunoldgicos. Dispone de la infraestructura

encargarse de la recogida de muestras, el tratamiento y manejo posterior del
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receptor en planta de hospitalizacion. Al alta, realiza un seguimiento estrecho en
la consulta de trasplante, inicialmente semanal y posteriormente mensual o
trimestral. Todos los datos del trasplante son incluidos en una base de datos.
Servicio de Andlisis Clinicos: La seccion de bioquimica cuenta con la
infraestructura basica para la determinacion de los niveles de micofenolato por
técnica EMIT.

Servicio de Andlisis Clinicos Seccién de Genomica: dispone de la infraestructura
necesaria para realizar determinaciones genéticas (equipo de congelacion y
ultracongelacion, microcentrifuga, espectrofotometro, medios para la extraccion
de DNA y RNA, termociclador para PCR, PCR a tiempo real, estudio de
electroforesis vertical y horizontal, secuenciador de ABI prism para estudio de
polimorfismos detectados por PCR y secuenciacién gendémica y trasiluminador

uv).

Unidad de investigacion: cuenta con epidemiélogos con amplia experiencia en
estudios observacionales y ensayos clinicos, que colaboran en el disefio y

analisis del estudio.

6.3.2 Metodologia para el analisis genético del SNP MRP2 (-24

CT)

El ADN gendmico se extrajo de la sangre obtenida en los tubos EDTA siguiendo las

instrucciones del fabricante para el Kit Mini DNeasy (Qiagen). Todos los pacientes

fueron genotipados para el polimorfismo MRP2 (-24 CT) (SNP rs717620 ) usando una

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de acuerdo al método de restriccion de

longitud de fragmentos. Los cebadores delanteros y reversos, respectivamente, eran 5'-

CTG TTC CAC TTT CTT TGA TGA-3' y 5'-TCT TGT TGG TGA CCA CCC TAA-3'. El

ADN se amplificé en una reaccién de volumen final de 50 ul que contenia 100 ng de
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ADN, 200 um dNTP, 1,5 mM de bufer PCR 10X, 20 pmol de cada imprimacion, y 2,5 U
de polimerasa Oro AmpliTaq. Las condiciones de PCR fueron: 1 ciclo (95°C durante 4
min), 70 ciclos (95°C durante 30 s, 57°C durante 30 s, y 72_C durante 30 s) y 1 ciclo
(72°C durante 7 min). Los productos amplificados fueron sometidos a digestién con Bbsl|
(New England Biolabs) siguiendo las instrucciones del fabricante, y los fragmentos
resultantes se visualizaron en un 3,5% de gel de agarosa. El alelo tipo “no mutante” fue
cortado por la enzima de restriccion mientras que el alelo mutante no". Los pacientes
portadores del polimorfismo en heterocigosis se denominaron “CT”, aquéllos en
homocigosis “TT” y aquellos no portadores (wild type) se denominaron “CC”. El
conjunto de pacientes portadores del polimorfismo (en homocigosis y

heterocigosis) se denomino “CT&TT".

6.3.3 Metodologia para la determinaciéon de concentraciones
sanguineas de MPA.

Para la determinacion de concentraciones sanguineas de micofenolato de nuestros
pacientes se calcularon las areas bajo la curva con 13 puntos exraidos a lo largo de 12
horas. Estos pacientes se encontraban estables clinicamente, sin cambios en la
medicacion al menos 2 meses antes de la realizacion de los analisis. Los pacientes se
mantuvieron en ayunas hasta la primera media hora después de la toma de mafiana del
farmaco. Las extracciones se realizaron en los siguientes tiempos: basal (C0O) (antes de
la toma de la medicacién de la mafiana) y a los 30 min (C0.5) a la hora (C1), 1.5 (C1.5),
2(C2),2.5(C2.5),3 (C3),4 (C4),5(C5), 6 (C6), 8 (C8), y 12 horas (C12). El calculo del
AUC se hizo de acuerdo a la formula trapezoidal.

Las muestras de sangre debian de ser completas (5 ml), del cual se extrajo el
plasma, mediante centrifugacion a 3000g durante 15 minutos para posteriormente ser
guardado a -80° hasta su analisis. Las concentraciones de micofenolato se midieron

segun el método EMIT (immunoassay method EMIT Mycophenolic Acid Assay de
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Siemens HealthcareDiagnosistic Inc., Camberley, Reino Unido) con el Cobas Mira®,
sistema de quimica basado en un limite inferior de cuantificacion de 0,1y g/mL para
MPA. El control de calidad interno y externo (International Proficiency Testing Scheme,

Negas, Londres, Reino Unido) revel6 que los datos eran correctos (tendencia< 4%).

6.4 Analisis estadistico.

La normalidad de las variables cuantitativas fue estudiada por un test de Shapiro
Wilk. Estas variables fueron expresadas como media (desviciéon estandar) o mediana
(rango intercuartil) en el caso de fueran variables no normales. Se realizaron
comparaciones usando T Student y test de la mediana respectivamente. Las variables
cualitativas se expresaron con frecuencia absoluta y porcentaje. Fueron comparadas
entre categorias con el test de ji cuadrado o test de Fisher segun la frecuencia

observada en la tabla de contingencia.

Se realizaron curvas de supervivencia de Kaplan Meier para evaluar las variables
dependientes o eventos a estudio (diarrea grave, leucopenia, infeccion grave (de
cualquier etiologia excepto CMV), infeccion por CMV, neoplasia o necesidad de cambio
de tratamiento inmunosupresor). La supervivencia libre de eventos fue comparada entre

las diferentes categorias de polimorfismos con un test de log rank.

Para el estudio de otros factores de riesgo asociados a los eventos a estudio, se
realizaron modelos multivariantes mediante analisis de riesgos proporcionados de Cox
que incluyeron las variables que en el analisis univariado tuvieron una asociacién con el

evento a estudio con una p<0.2 o aquéllas con relevancia en estudios previos.

Para la obtencion de grupos homogéneos comparables, y minimizar sesgos se

realizé un pareado de pacientes mediante la realizacién de un escore de propension,
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gue no es sino la probabilidad de que un individuo tuviese el polimorfismo en base a las
variables basales de estudio. Para este pareado, se tuvo en cuenta las variables que,
en el analisis univariado mediante analisis de riesgos proporcionados de Cox tuvieron
una asociacién con una p<0.2 con el evento a estudio o aquéllas con una distribucién

asimétrica (p<0.05) en los grupos a comparar (MRP2 24CT&TT Vs. CC).

El pareo de la muestra se realizé con un ratio 1:1 con el caso mas proximo. Para
ello usamos un ancho de calibre de 0.2 veces la desviacién estandar del logit del escore
de propensiéon. La efectividad del balanceo de la muestra pareada fue evaluada
visualmente mediante histogramas del escore de propension de acuerdo a la presencia
0 no del polimorfismo (MRP2 24 CC Vs. MRP2 24 CT&TT). También se evalud la
efectividad del balanceo analizando la reduccion del riesgo de sesgo en porcentajes
estandarizados de sesgo, realizando T student para comparar la media de la muestra

pareada y no pareada de cada covariable de ambos grupos.

En las muestras pareadas, las comparaciones fueron realizadas usando pruebas de
log rank estratificadas por parejas y regresiones de Cox estratificadas con estimadores
cluster en sandwich para las variables categoricas y t-test apareados o Wilcoxon
signed-rank tests para variables cuantitativas.

Las medidas de asociacién fueron expresadas con HR e intervalo de confianza del 95%.

Para el estudio de la infeccién por CMV, se realizé un escore de propension
especifico, que incluyé ademas el status serologico de infeccion por CMV vy el
tratamiento profilactico con valganciclovir, por lo que los analisis fueron especificos para

el estudio de este evento.
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El limite de la significacion estadistica fue p <0.05, con un intervalo de confianza
del 95%. El analisis estadistico se realizé con Stata 15 (StataCorp, 2017, College

Station, TX, USA) y SPSS version 24.
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7. RESULTADOS

7.1 Repercusion clinica del polimorfismo MRP2 (-24 CT).

7.1.1 Analisis descriptivo de la poblacion. Ajuste de muestra por
puntuacion de propension.

Un total de 300 pacientes fueron incluidos. El tiempo mediano de seguimiento fue
de 94.42 meses (ICR 73.23 -111.27). En treinta y seis pacientes (11,96%) se censuro
el seguimiento precozmente por cambio de hospital o causa desconocida. Estos
pacientes tuvieron un tiempo mediano de seguimiento de 52,74 meses (RIC 25,27-
71,98). Solo 8 pacientes (2,65%) tuvieron una pérdida de seguimiento antes de los dos
afnos desde el trasplante.

A lo largo del seguimiento, hubo treinta y cuatro pacientes que perdieron su injerto
(11,3%) y 31 pacientes fallecieron (10,4%).

Cuando analizamos la distribucién del polimorfismo, 165 pacientes eran pacientes
no portadores (55%) (MRP2 24 CC) y 135 (45%) presentaron la variante T. De este
grupo de portadores, 117 pacientes pacientes (39%) fueron heterocigotos (MRP2 24
CT) y 18 pacientes (6%) presentaban la variante homocigota (MRP2 24 TT). Durante
la exposicién de resultados, se van a comparar los pacientes no portadores (MRP2 24
CC) frente a los portadores (MRP2 24 CT&TT).

La tabla 7 muestra las caracteristicas basales de los pacientes de acuerdo con la
presencia del polimorfismo MRP2 (-24 CT) (muestra no ajustada). Ambos grupos
presentaban caracteristicas basales similares. En cuanto al tratamiento inmunosupresor
al alta, 292 pacientes (97%) recibieron tacrolimus + micofenolato + prednisona, 1
paciente belatacep y 8 pacientes imtor + miconfenolato (3%). No hubo diferencias de
este tratamiento, ni en las dosis inciales de micofenolato entre los pacientes portadores

o no del polimorfismo.
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Caracteristicas basales

Muestra no ajustada

MRP2 CC (n=165) MRP2CT&TT (n=135) p

Edad receptor (afios),mediana (RIC) 52.66 (42.10-62.23) 54.68(43.75-62.98) 0.469
Género femenino, n (%) 52 (31.71) 43 (32.09) 0.944
IMC, media (DE) 1.85 (0.27) 1.86 (0.19) 0.979
Creatinina basal, mediana (RIC) 1.60 (1.21-1.90) 1.41 (1.20-1.80) 0.420
Nefropatia diabética n (%)° 15 (9.15) 14 (10.53) 0.690
Asistolia Il, n(%)° 100 (60.6%) 72 (54.14%) 0.261
Rechazo? n (%) 59 (35.76%) 58 (42.96%) 0.203
Re-transplante® n(%) 26 (15.76%) 23 (17.04%) 0.766
Timoglobulina (alguna vez) n (%) 111(67.68%) 83 (61.94%) 0.301
Timoglobuina induccion n(%) 89 (53.94%) 62 (45.93%) 0.167
Timoglobulina rescate rechazo n(%) 130 (78.79) 98 (72.52) 0.211
Timoglobulina dosis, mediana (RIC) 3.5 (0-5) 2.82 (0-4.85) 0.166
0, n (%) 53 (32.72) 51 (39.23)

0-3 mg/kg n (%) 19 (11.73) 15 (11.54)

3-6 mg/kg n (%) 67 (41.36) 52 (40.00) 0-468
>6 mg/kg n (%) 23 (14.20) 12 (9.23)

FK + MPA + pred® n(%) 157 (96.32) 130 (97.74) 0.477
Dosis micofenolato 1140(368) 1187(361) 0.275
Tabaquismo? n (%) 63 (40.91) 51 (39.53) 0.814

Tabla 7. Caracteristicas basales de los pacientes estudiados de acuerdo al polimorfismo MRP2 (-24 CT)

a) estadisticamente significativa si<0.05.b) Nefropatia diabética:Como enfermedad de base

previa.c)Asistolia Il: tipo de donante. d) Rechazo: cualquier tipo. e) Re-transplante: definido como

cualquier paciente que recibe el 2° traplante o mas. f) Tratamiento inmnosupresor al alta. g) Tabaquismo:

en algun momento de su vida
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Se estimd una puntuacion de propension para la obtencion de grupos portadores y no
portadores homogéneos en el resto de caracteristicas teniendo en cuenta la funcién
renal, la edad, el sexo, el tipo donante (asistolia), el consumo de tabaco, el tratamiento
con timoglobulina (induccién, rescate o dosis), el rechazo, la nefropatia diabética como
enfermedad de base y el retrasplante.

La siguiente figura muestra la representacion grafica de la puntuacion de

propension en las dos muestras aperadas por aquella probabilidad (Figura 23).

3 4 5 .6
Propensity Score

[ vMRP224cc I VIRP2 24CT&TT

Figura 23. Distribucion de pacientes entre diferentes bloques del puntuacién de propensién después del
macheo de grupos. a) Ajustado por funcion renal, edad, sexo, tipo donante (asistolia), tabaquismo,
timoglobulina (induccion o rescate), rechazo, nefropatia diabética como enfermedad de base, retrasplante
y dosis de timoglobulina.

Tras ajustar la muestra por la puntuacién de propensién como se puede apreciar

en la tabla 8. se obtuvieron dos grupos de 212 pacientes , mas homogeéneos, en cuanto
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al tipo de donante (asistolia), pacientes con mas de un trasplante, rechazo y tratamiento

recibido con timoglobulina y sus dosis.

Muestra ajustada por puntuacién de propension
Caracteristicas basales
MRP2 CC (n=121) | MRP2 CT&TT (n=121) p

Edad receptor (afios),mediana (RIC) (42_21;23?_50) (43_22;23;23) 0.219
Género femenino, n (%) 35 (28.93) 38 (31.40) 1.000
IMC, media (DE) 1.89 (1.83-2.03) 1.89 (1.65-2.03) 1.000
Creatinina basal, mediana (RIC) 1.43 (1.23-1.80) 1.41(1.20-1.83) 0.652
Nefropatia diabética @ n (%)° 12 (9.92) 12 (9.92) 1.000
Asistolia Il ®, n(%)° 66 (54.55) 65 (53.72) 1.000
Rechazo® n (%) 55 (45.5) 51 (42.15) 1.000
Re-transplante® n(%) 21 (17.36) 20 (16.53) 1.000
Timoglobulina (alguna vez) n (%) 73 (60.83) 74 (61.67) 1.000
Timoglobuina induccion n(%) 52 (42.98) 55(45.55) 0.755
Timoglobulina rescate rechazo n(%) 32(26.45) 32(26.45) 1.000
Timoglobulina dosis, mediana (RIC) 2.58 (0-4.85) 2.74(0-4.90) 0.860
0, n (%) 47 (39.66) 45 (39.66)

0-3 mg/kg n (%) 16 (13.45) 14 (12.07)

3-6 mg/kg n (%) 43 (36.13) 45 (38.79) 1000
>6 mg/kg n (%) 13 (10.92) 11 (9.48)

FK + MPA + pred® n(%) 116(95.87) 118 (98.33) 0.453
Dosis micofenolato 1157(360) 1158(390) 0.950
Tabaquismo? n (%) 49 (40.50) 49 (40.50) 1.000

Tabla 8. Caracteristicas basales de los pacientes estudiados de acuerdo al polimorfismo MRP2 (-24 CT)

estadisticamente significativa si<0.05.a) Nefropatia diabética: Como enfermedad de base previa b)

Asistolia Il: tipo de donante. c) Rechazo: cualquier tipo. e) Re-transplante: definido como cualquier

paciente que recibe el 2° traplante o mas. f) Tratamiento inmnosupresor al alta. g) Tabaquismo: en algin

momento de su vida.

101




RESULTADOS

Ademas, se realizd un pareo por puntuacion de propension diferente para el
estudio de la infeccion por CMV, que ademas tuvo en cuenta la serologia para la
estimacion del riesgo de infeccion por CMV (donante positivo/receptor negativo) y la

medicacion de profilaxis de CMV .

T T

2 3 4 5 .6 7
Propensity Score

e mrr224cc M VRP2 24 CTATTT

Figura 24. Distribucion de pacientes entre diferentes bloques del puntuacién de propension después del
macheo de grupo. Ajustado por funcion renal, edad, sexo, tipo donante (asistolia), tabaquismo,
timoglobulina (induccion o rescate), rechazo, nefropatia diabética como enfermedad de base, retrasplante
y dosis de timoglobulina, dosis de micofenolato al alta, tratamiento profilactico de CMV y serologia de
riesgo de CMV (donante positivo/receptor negativo).
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La siguiente tabla (9) describe las caracteristicas basales de ambos grupos tras

la realizacion del puntuacion de propension.

Muestra ajustada tras puntuacion de propensién para infeccion CMV
MRP2 CC (n=124) MRP2 CT&TT (n=124) p

Edad receptor (afios),mediana (RIC) 52'5663 (312 ) 01- 54.00 (43.57-61.56) 0.705
Género femenino, n (%) 39 (31.45) 40 (32.26) 1.000
IMC, media (DE) 1.85 (0.28) 1.85(0.19) 0.651
Creatinina basal, mediana (RIC) 1.42 (1.20-1.77) 1.41 (1.20-1.85) 0.869
Nefropatia diabética n (%) 14 (11.29) 12 (9.68) 0.838
Tipo donante (asistolia) n (%) 65 (52.42) 66 (53.23) 0.893
Rechazo, n (%) 52 (41.94) 52(41.94) 1.000
Retrasplante 19 (15.32) 20 (16.13) 1.000
Timoglobulina (alguna vez) n (%) 74 (59.68) (74.59.68) 1.000
Timoglobulina induccién n(%) 55(44.35) 55(44.35) 1.000
Timoglobulina rescate rechazo 91 (73.39) 92 (74.19) 1.000
Timoglobulina dosis 2.59 (0-4.82) 2.62 (0-4.85) 0.752
Sin timoglobulina 49 (40.16) 49(41.18)

0-3 mg/kg n (%) 15 (12.30) 14 (11.76)

3-6 mg/kg n (%) 43 (35.25) 46 (38.66) 0.874
>6 mg/kg n (%) 15 (12.30) 12 (8.40)

Fk + MPA + pred 118 (95.87) 1121(98.33) 0.689
Dosis Micofenolato 1140(368) 1147(361) 0.975
Tabaquismo 50 (40.50) 50 (40.50) 1.000
Profilaxis CMV n(%) 76 (61.29) 78 (62.90) 0.883
Serologia CMV riesgo n, % 19 (15.32) 17 (13.71) 0.845

Tabla 9. Caracteristicas basales de los pacientes estudiados de acuerdo al polimorfismo MRP2 (-24 CT)

antes y después del ajuste de la muestra por propensity para el andlisis de infeccion de CMV..
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7.1.2 Analisis univariable y multivariable de eventos adversos.

La tabla 10 muestra la incidencia de cada evento a estudio antes y después del
pareo de los grupos. En esta tabla se puede observar que se confirma el aumento de
incidencia de las complicaciones estudiadas en los pacientes portadores del
polimorfismo. En los siguientes parrafos se detallan los resultados obtenidos tras el
analisis de la asociacion entre el polimorfismo genético MRP2 (-24 CT) vy los diferentes

eventos a estudio.

M . Muestra ajustada tras puntuacion de
uestra no ajustada L .
propensién
MRP2CC | MRP2CT&TT | MRP2CC | MRP2CT&TT |
(n=165) (n=135) (n=121) (n=121)
g::",’:a aguda 11(7.01) | 37(27.61) | <0.001 9 (7.83) 36(20.75) | <0.001
Diarrea crénica 16 (10.19) | 41(31.78) | <0.001 | 13 (11.21) 36 (30..5) | <0.001
Leucopenia 48(30.38) | 71(54.62) | <0.001 | 33 (28.70) 67 (56.30) | <0.001
Leucopenia 16 (10.06) | 37 (28.91) | <0.001 9 (7.69) 35(29.91) | <0.001
recurrente
Infeccién 95(58.28) | 97(72.93) | 0.009 69 (57.5) 91(75.2) | 0.007
'S"fect“g" y 64 (61.6%) | 86(80.9%) | 0.004 46 (69.7) 80(90.9) | 0.012
epsis
L 24 .
Infeccion atipica (15.09%) 38 (28.57%) | 0.005 15 (12.70) 38 (31.40) 0.001
Infecciones 38 (23.6%) | 55(41.67%) | 0.001 23 (19.7) 51(42.50) | 0.001
recurrentes
63 o
Itus recurrentes (38.89%) 66 (50.38%) | 0.049 41 (34.17) 61 (51.28) 0.014
Infeccién por CMV | 38 (23.46) | 52(38.81) | 0.004 29 (24.4) 45(37.81) | 0.005
Neoplasia 29 (17.68) | 32(23.70) | 0.199 16 (13.22) 27 (22.69) | 0.045
Cambios IS 88(53.66) | 91(67.91) | 0.012 63(52.07) 82 (67.77) | 0.010
Mortalidad 13(7.98) | 18(13.33) | 0.126 7 (5.88) 15 (12.40) | 0.088

Tabla 10. Incidencia de complicaciones asociadas a un exceso de tratamiento inmunosupresor, antes y
después del puntuacion de propension. CMV: citomegalovirus; ITUs: infeccion de orina; IS:
inmunosupresion; MRP2CT&TT. Infeccion que requiere hospitalizacion. 2Infeccidon que requieren

hospitalizacion y ademas cumole criterios de sepsis.
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7.1.21 DIARREA.

Durante el seguimiento, un (n=48) 16.5% de pacientes presentd un primer episodio
de diarrea grave que precisdé hospitalizacion, y que se considerd secundaria al
tratamiento con micofenolato. Se analizaron las caracteristicas basales de los pacientes
con diarrea grave, y se compararon con aquellos pacientes que no sufrieron ningun

episodio de diarrea que requiriera hospitalizacion (tabla 11).

Caracteristicas basales DIARREA + DIARREA -

n (%) 48 (16 %) 252 (84%) P
Edad receptor (afios),media(DE) 51.56 (14.13) 52.15(13.40) 0.780
Género femenino, n (%) 18 ((36.7%) 77 (30.6%) 0.404
Creatinina basal, media (DE) 1.65 (0.60) 1.55(0.51) 0.246
IMC, media (DE) 1.81 (0.19) 1.86 (0.27) 0.660
Nefropatia diabética n(%)? 6 (12.2%) 22 (9.1%) 0.437
Asistolia Il, n(%)P 31 (63.5%) 141 (56.0%) 0.429
Rechazo, n(%)° 22 (44.9%) 96 (38.3%) 0.425
Re-trasplante® 8 (16.3%) 40 (16.0%) 1.000
Doss Tlijcé’;eno'ato mg/dia, 1120 (364.554) 1168 (366.953) 0.411
MRP2 CT&TT, n (%) 38 (77.6%) 100 (39.9%) <0.001

Tabla 11. Caracteristicas basales de pacientes en el estudio de diarrea..a) Nefropatia diabética: Como
enfermedad de base previa b) Asistolia II: tipo de donante. ¢) Rechazo: cualquier tipo. d) Re-transplante:

definido como cualquier paciente que recibe =/> 2° traplante.

La incidencia de diarrea aguda grave (que requiere hospitalizacion) al final
del seguimiento fue mas frecuente en el paciente portador del polimorfismo frente al
paciente no portador (28.15% Vs. 7.05% p <0.001), tabla 10. Con respecto a la diarrea
cronica, fue también mas frecuente en los pacientes portadores del polimorfismo MRP
24 CT&TT (32.31% Vs. 10.06 %). (Tabla 9). Pudimos observar una supervivencia libre
de diarrea grave a 1, 5 y 10 afos mayor para los pacientes no portadores del
polimorfismo con respecto a los pacientes portadores (96%, 95% y 86 % Vs. 86%,

79% y 67 % respectivamente (log rank p<0.001). Tras el ajuste de la muestra por
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puntuacién de propension se obtuvieron resultados similares: supervivenciasa 1,5y 10

anos de 95%, 94% y 85 % Vs 86%, 78% y 66 % respectivamente (log Rank p<0.001).

(Figura 25)
Supervivencia libre de diarrea (muestra no ajustada )
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Seguimiento (meses)

MRP2- 24CC 162 145 132 117 71 22
MRP2- 24CT/TT 135 109 95 84 51 14
P <0.001 MRP2- 24CC — — — MRP2-24CT/TT
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Pacientes en riesgo
MRP2- 24CC 120 109 101 92 59 21
MRP2- 24CT/TT 121 98 85 77 45 12
P <0.001 MRP2- 24CC — — — MRP2-24CT/TT

Figura 25.: Curva de supervivencia libre de diarrea de acuerdo a la presencia del polimorfismo MRP2 24

CT&TT . Muestra no ajustada (A) y ajustada tras puntuacién de propension (B).
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El analisis multivariante identifico la insuficiencia renal y la presencia del
polimorfismo MRP2 24CT&TT como unicos factores de riesgo independiente de diarrea

grave en los pacientes trasplantados renales en tratamiento con micofenolato (Tabla

12).
DIARREA AGUDA Analisis univariante Andlisis multivariante
GRAVE
Andlisis de riesgos
proporcionados de Cox HR 1C95% p HR 1C95% p
Edad receptor
~ 1.131 0.628-2.037 0.687 1.576 0.775-3.201 0.209
(>65 afos)
Género femenino, 1.382 0.769-2.482 0.279 1.572 0.841-2.938 0.157
Insuficiencia renal 1.854 | 0.991-3466 | 0.053 2.307 1.175-4.527 | 0.015
moderada?
Nefropatia diabética 1.562 0.664-3.678 0.307 1.776 0.776-4.301 0.203
_ Dosisaltas 0.878 | 0.478-1611 | 0.674 0.839 0.450-1.565 | 0.581
micofenolato ° (mg/dia)
MRP2 CT&TT 4.443 2.270-8.698 <0.001 4.406 2.244-8.651 <0.001

Tabla 12. Modelo de anélisis de riesgos proporcionados de Cox. Factores predictores de diarrea grave en
pacientes trasplantados renales en tratamiento con micofenolato. 2Insuficiencia renal moderada

(creatinina>2 mg/dl). *Dosis de micofenolato >1000 mg/dia.

En el estudio de diarrea cronica (analisis multivariante de regresion logistica

binaria) se obtuvieron los mismos factores predictores que para la diarrea aguda grave.

(Tabla 13).
GEA AGUDA Analisis univariante Analisis multivariante
RECURRENTE
HR 1C95% p HR 1C95% p

Edad receptor 1082 | 0.589-1.984 | 0.810 | 1.155 0.588-2.269 | 0.878
Género femenino, 1.382 | 0.694-2.505 | 0.399 1.605 0.815-3.264 | 0.132
'“s“;;‘:)'g:fa'zare"a' 2517 | 1.308-4.842 | 0.006 3.060 1.490-6.283 | 0.002
3.?%'%?5?3?5 0.903 | 0.482-1.693 | 0.750 0.819 0.413-1.627 | 0.569
MRP2 CT&TT 4206 | 2.230-7.932 | <0.001 4.707 2.397-9.244 | <0.001

Tabla 13. Modelo de regresion logistica binaria. Factores predictores de diarrea crénica en pacientes

trasplantados renales en tratamiento con micofenolato.
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7.1.2.2 LEUCOPENIA
Durante el seguimiento, un 41.3% de pacientes (n119) presentaron una primera
leucopenia atribuida al tratamiento con micofenolato. Se analizaron las caracteristicas

basales de los pacientes con leucopenia y se compararon con aquellos pacientes que

no sufrieron ningun episodio de leucopenia (Tabla 14)

Caracteristicas basales, n (%)n (%) LE,ng%PFg,/LA)‘ * LE,]gS:(OSZE#/L? ) p
Edad receptor (afios), media(DE) 51.29 (14.13) 53.22(13.40) 0.227
Género femenino, n (%) 43 (35.8%) 52 (28.6%) 0.202
Creatinina basal, media (DE) 1.66 (0.58) 1.51(0.46) 0.026
IMC, media (DE) 1.76 (0.19) 1.89 (0.25) 0.250
Nefropatia diabética n(%) 9 (7.5%) 19 (10.7%) 0.417
Timoglobulina dosis, media (DE) 3.58 (2.78) 2.57 (2.71) 0.002
Rechazo, n(%) 53 (44.2%) 63 (34.9%) 0.141
Re-transplante® 23(19.2%) 26 (14.2%) 0.263
Dosis micofenolato (mg/dl) media, (DE) 1146.86 (388.78) 1185.72 (343.14) 0.374
MRP2 CT&TT, n (%) 72 (60.0%) 63 (34.9%) <0.001

Tabla 14. Caracteristicas basales de pacientes en estudio de leucopenia.

La incidencia de leucopenia al final del seguimiento fue mas frecuente en el paciente
portador del polimorfismo frente al paciente no portador. (54.96 % Vs. 30.38% p <0.001),
(tabla 10). Con respecto a la leucopenia recurrente, fue también mas frecuente en los
pacientes portadores del polimorfismo MRP 24 CT&TT. (29.46% Vs. 10.06 %), (tabla
10). Se pudo observar una supervivencia libre de leucopenia al 1, 3 y 5 afios mayor
para los pacientes no portadores del polimorfismo con respecto a los pacientes

portadores (log Rank p<0.001) (Figura 26).
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Supervivencia libre de leucopenia (muestra no ajustada )
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MRP2- 24CC 160 115 102 89 52 17
MRP2- 24CT/TT 131 67 57 48 32 1
P <0.001 MRP2- 24CC — — — MRP2-24CT/TT
Supervivencia libre de leucopenia (muestra ajustada )
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MRP2- 24CC 119 89 80 72 44 16
MRP2- 24CT/TT 117 57 49 43 28 10
P <0.001 MRP2- 24CC — — — MRP2-24CT/TT

Figura 26.: Curva de supervivencia libre de leucopenia de acuerdo al polimorfismo MRP2 (-24 CT).
Muestra no ajustada (A): Supervivencia a 1,3,5 afios: ( 76%, 73% y 73% Vs. 52%, 49 %y 48% )

respectivamente. y ajustada por puntuacion de propension (B): Supervivencia a 1,3 5 afios: 76%,75% y

75% Vs. 52%, 48 %y 47% )
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En el analisis multivariante la presencia del polimorfismo MRP2 24CT&TT se
mostré6 como factor de riesgo independiente de leucopenia. Ademas también
observamos una asociaciacion estadisiticamente significativa con la dosis ascendente

de timoglobulina.

LEUCOPENIA Analisis univariante Analisis multivariante
Analisis de
riesgos
proporcionados
de Cox HR 1C95% p HR 1C95% p

Edad receptor

= 1.416 0.907-2.209 0.126 1.517 0.925-2.488 0.099
(>65 afios)

Género

) 1.342 0.916-1.966 0.131 1.345 0.897-2.018 0.152
femenino,

Insuficiencia

1.546 1.006-2.376 0.047 1.380 0.873-2.183 0.168
renal moderada

Nefropatia 0.829 | 0420-1638 | 0829

diabética

Rechazo 1.425 0.985-2.065 0.060 1.198 0.803-1.787 0.375
Retrasplante 0.732 0.463-1.158 0.182 1.126 0.683-1.856 0.641
Dosis

timoglobulina @ 1.865 1.003-3.469 0.049 1.926 0.997-3.719 0.051
>0-3 mg/kg

Dosis

timoglobulina 1.926 1.219-3.044 0.005 1.763 1.083-2.870 0.023
>3-6 mg/kg

Dosis

timoglobulina 2.322 1.277-4.220 0.006 2.556 1.362-4.797 0.003
>6 mg/kg

Dosis alta de

; 1.047 0.695-1.577 0.827
micofenolato

MRP2 CT&TT 2.231 1.531-3.251 <0.001 2.301 1.552-3.412 <0.001

Tabla 15. Modelo de anélisis de riesgos proporcionados de Cox. Factores predictores de leucopenia
grave en pacientes trasplantados renales en tratamiento con micofenolato..2dosis de timoglobulina:

categoria de referencia= no recibir timoglobulina.
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La edad avanzada (>65 afos), el sexo femenino o insuficiencia renal moderada
no tuvieron asociacion estadisticamente significativa en el desarrollo de un primer
episodio de leucopenia aguda (tabla 15). Sin embargo, si encontramos una asociacion

clara de estos factores en los pacientes que presentaban leucopenias de repeticion

(Tabla 16).
LEUCOPENIA Analisis univariante Analisis multivariante
RECURRENTE
HR 1C95% b HR 1C95% D

Edad receptor 2507 | 1.371-4587 | 0.003 2206 | 1.025-5.240 0.043
(>65 afios)
Género femenino, 1774 | 0.966-3259 | 0.065 2389 | 1.161-4.495 0.018
Insuficiencia renal 2449 | 1245-4816 |  0.009 3200 | 1.473-6.956 0.003
moderada
Dosis timoglobulina | 4 837 | 0990-3407 |  0.054 2207 | 1.070-4.554 0.046
>3 mg/kg
MRP2 CT&TT 4206 | 2.230-7.932 |  <0.001 4528 | 2.191-8993 | <0.001

Tabla 16. Modelo de regresion logistica binaria. Factores predictores de leucopenia recurrente en

pacientes trasplantados renales en tratamiento con micofenolato.

7.1.2.3 INFECCION GRAVE (SIN INCLUIR INFECCION POR CMV).

Durante el seguimiento, un 65.4% (189) de pacientes presentaron una primera
infeccion grave que requirid hospitalizacion. El 34,6% de esas infecciones fueron
infecciones de origen urinario y un 27.5% fueron neumonias. Veintiocho de estas
neumonias (14,8%) fueron consideradas producidas por microorganismos atipicos. El
resto de infecciones incluyeron aquéllas referidas al sistema ORL (4/189), digestivo
(12/189) o partes blandas (12/189). Hubo 9 pacientes que ingresaron por infeccion
atipica en relacion a parvovirus B 19 (3), herpes zéster (4) y tuberculosis (2).

Se analizaron las caracteristicas basales de los pacientes con infeccion grave y se
compararon con aquellos pacientes que no sufrieron infecciones que requirieran

hospitalizacion (Tabla 17).
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Caracteristicas basales INFECCION + INFECCION -
n (%) 189 (63%) 111 (37%) P

Edad receptor (afios),media(DE) 52.99 (30.46) 50.65(12.05) 0.076
Género femenino, n (%) 62 (32.3%) 35 (31.7%) 0.896
Creatinina basal, mediana (RIC) 1.64 (0.58) 1.46(0.39) 0.008
IMC, media (DE) 1.83 (0.26) 1.88 (0.25) 0.568
Nefropatia diabética n(%)? 24 (12.4%) 4 (4%) 0.016
Timoglobulina dosis, media (DE) 4.54 (2.29) 3.77 (2.25) 0.001
Anomalias estructurales, n (%) 54 (28,5%) 12(10.8%) <0.001
Rechazo, n(%)° 81 (42.%) 36 (32.7%) 0.074
Re-transplante® 31(16.3) 18 (16.1) 1.000
Dosis micofenolato (mg/dia),

1126.19 (371.199) 1221.26 (349.076) 0.334
media (DE)
MRP2 CT&TT, n (%) 98 (51.8.%) 38 (34.0%) 0.005

Tabla 17. Caracteristicas basales de pacientes en estudio de infeccion. estadisticamente
significativa si<0.05.a) Nefropatia diabética: Como enfermedad de base previa b) Rechazo: cualquier

tipo. c) Re-transplante: definido como cualquier paciente que recibe +> 2° traplante.

En la tabla 10 se resumen los resultados con respecto a la incidencia de
infeccion. La incidencia de infeccion grave (de cualquier etiologia excepto CMV) fue
mas frecuente en el paciente portador del polimorfismo frente al paciente no portador.
(73.13% Vs. 58.28 % p=0.008). Dentro de ellas, la sepsis fue mas frecuente entre los
pacientes portadores del polimorfismo (80.9% Vs. 61.6% p0.007). También fue mas
frecuente en el grupo de pacientes portadores las infecciones atipicas (28,57% Vs. un
15,19%, p=0.006). Con respecto a las recurrencias, tanto las infecciones graves
recurrentes como las ITUs de repeticion, fueron también mas frecuentes en los
pacientes portadores del polimorfismo (MRP 24 CT&TT). (Tabla 10). La supervivencia
libre de infeccion grave a 1, 5y 10 afios fue mayor para los pacientes no portadores del
polimorfismo con respecto a los pacientes portadores (64%, 52% y 35% Vs. 49% ,39%

y 20 % respectivamente (log rank p=0.002). Tras la realizacion del ajuste de la muestra,
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los resultados son similares (64%, 54 %y 36 % Vs. 50%, 38% y 18 % respectivamente

(log rank p 0.002). (Figura 26).
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MRP2- 24CC 160 102 81 72 46 15
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P 0.002 ——— MRP2-24CC  — — — MRP2- 24CT/TT
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Figura 27.: Curva de supervivencia libre de infeccién grave de acuerdo a la presencia del polimorfismo

MRP2 24 CT&TT . Muestra no ajustad (A) y ajustada tras puntuacion de propension (B).
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En el analisis multivariante, ademas del polimorfismo MRP2 24 (CT&TT) se
identificaron la edad (> 65 afios), la insuficiencia renal moderada (creatinina > 2mg/dl),
la diabetes con afectacion de érgano diana (nefropatia diabética como enfermedad renal
de base), y las dosis de timoglobulina (incremental) como factores de riesgo

independientes de infeccion grave. (Tabla 18).

Analisis
multivariante
(Analisis de HR IC95% D HR IC95% p

resgos

proporcionados de
Cox)

Eggg)receptm (>65 | 1347 | 1.002-1.812 0.049 1.518 1.124-2.052 0.011
Género femenino, 0.980 0.721-1.332 0.897
Insuficienciarenal |5 113 | 45132953 | <0.001 1850 | 1.299-2634 | <0.001
moderada®
Nefropatia 1.878 | 1.213-2.907 0.005 1.920 1.184-3.115 0.008
diabética
Rechazo® 1279 | 0.978-1.763 0.097 1.224 0.896-1.672 0.205
Retransplante? 1.116 0.759-1.641 0.577
Timoglobulina 1.099 | 1.039-1.155 0.001
dosis
Dosis
timoglobulina 0.735 | 0.423-1.278 0.276 0.737 | 0.409-1.328 0.310
>0-3 mg/kg
Dosis
timoglobulina 1.461 1.039-2.056 0.029 1.561 1.079-2.257 0.018
>3-6 mg/kg
Dosis
timoglobulina 1.803 | 1.130-2.878 0.013 1.926 1.167-3.178 0.010
>6 mg/kg
Dosis altas de 0.694 0.514-938 0.017 0.754 0.548-1.036 0.082
micofenolato
MRP2 CT&TT 1569 | 1.178-2.091 0.002 1.483 1.098-2.003 0.010

Tabla 18. Modelo de analisis de riesgos proporcionados de Cox. Factores predictores de infeccion grave
en pacientes trasplantados renales en tratamiento con micofenolato. estadisticamente significativa
si<0.05.a) Insuficiencia renal moderada: creatinina > 2mg/dl. b) Nefropatia diabética: Como enfermedad
de base previa c) Rechazo: cualquier tipo. d) Re-transplante: definido como cualquier paciente que recibe
el 2° traplante. e) dosis de timoglobulina: categoria de referencia= no recibir timoglobulina .f) Dosis de

micofenolato >1000 mg/dia.
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7.1.2.4 INFECCION POR CMV.

Durante el seguimiento, un 30,3 % (n=90) presento un episodio de infeccién por
CMV frente a un 69,7 % que mantuvo carga de CMV negativa de forma persistente a
lo largo del seguimiento. Treinta y tres pacientes (11,2%) desarrollaron enfermedad por
CMV. Un 26,5% mostré afectacion hematoldgica, un 14,7% respiratoria, un 17.6%
intestinal y un 29,4% presentd los sintomas de la enfermedad de forma multiorganica.
El 16,6 % de los pacientes presentaban alto riesgo de infeccion por CMV (receptor
negativo/donante positivo) frente a un 83,2% de pacientes receptores con IgG de CMV
positiva. El 66,8% de los pacientes recibieron profilaxis para infeccion por CMV, segun
el protocolo vigente. Se analizaron las caracteristicas basales de los pacientes con
infeccion por CMV y se compararon con aquellos pacientes libres de infeccion por CMV.
La edad, la serologia de riesgo y la funcion renal fueron variables que presentaban

diferencias entre los dos grupos de forma estadisticamente significativa (Tabla 19).

Caracwr"ﬁ‘}ﬁ/j)s basales INFECCION CMV + INFECCION CMV — D
90 (30.3%) 210 (69.7%)

Edad receptor ,media (DE) 55.48 (13.27) 50.40(13.18) 0.003
Género femenino, n (%) 33 (37.1%) 62 (29.5%) 0.221
Creatinina basal, media (DE) 1.69 (0.61) 1.52(0.47) 0.011
IMC, media (DE) 1.87 (0.17) 1.85 (0.29) 0.850
Nefropatia diabética n(%)P 12 (13.3%) 17 (8.2%) 0.202
Timoglobulina dosis, media (DE) 2.8 (2.64) 3.13 (2.8) 0.383
Rechazo, n(%) 38 (42.2%) 79 (37.7%) 0.518
Re-transplante® 13 (14.4) 35(16.9) 0.732
Serologia riesgo CMV (D+/R-) n, (%) 26(28.9) 24(11.6) <0.001
Profilaxis CMV n, (%) 61 (68.2) 139 (66.2) 0.788
Dosis mi°°fe“°('aDt§)(m9/ dia) media 1188.506 (337.05) 1149 (377,97) 0.403
MRP2 CT&TT, n (%) 52 (57.8%) 84 (40.1%) 0.005

Tabla 19. Caracteristicas basales de pacientes en estudio de infeccién por CMV.
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La incidencia de infecciéon por CMV al final del seguimiento fue mayor en los
pacientes portadores del polimorfismo que aquéllos no portadores (38.52% Vs. 23.46%
p=0.005) (tabla 10). De estas infecciones, se observd un porcentaje mas alto de
enfermedad por CMV entre pacientes portadores del polimorfismo frente a aquéllos no
portadores, pero sin alcanzar la significacion estadistica. (51.5% Vs. 44.4% p= 0.658).
La supervivencia libre de infeccion por CMV a 6, 12 y 36 meses mayor para los
pacientes no portadores del polimorfismo con respecto a los pacientes portadores (80

%,79% y 78% V's. 68%,66 % y66 % respectivamente (log Rank p 0.007) (Figura 28)

Supervivencia libre de Infeccién por CMV (no ajustada)
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P 0.007

MRP2- 24CC — — — MRP2-24CT/TT

Figura 28. Curva de supervivencia libre de infecciéon por CMV de acuerdo a la presencia del polimorfismo
MRP2 24 CT&TT . Muestra no ajustada.

El mismo analisis en la muestra ajustada mostro resultados similares (79 %, 78%

y 78% Vs. 67%, 65 %y 63 % respectivamente (log Rank p 0.019) (Figura 29).
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Supervivencia libre de infeccién por CMV (muestra ajustada )
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Figura 29.: Curva de supervivencia libre de infeccién por CMV de acuerdo a la presencia del polimorfismo

MRP2 24 CT&TT . Muestra ajustada tras puntuacién de propension.

En el analisis multivariante (analisis de riesgos proporcionados de Cox) el
polimorfismo MRP2 24 (CT&TT) de nuevo se comportd como un factor de riesgo
independiente de infeccion por CMV, junto con la edad > 65afos, la insuficiencia renal
moderada (Creatinina >2mg/dl) y el status seroldgico de riesgo (IgG CMV Donante
positivo /IgG CMV receptor negativo). Sin embargo, la diabetes con afectacién de
organo diana (nefropatia diabética como enfermedad renal de base) no alcanzé la
significacion estadistica para considerarse un factor de riesgo de infeccion por CMV. El
tratamiento con timoglobulina o las dosis utilizadas tampoco asocian mas riesgo de
infeccion por CMV, probablemente gracias a los protocolos de profilaxis de infeccion por
CMV, en los que de forma sistematica se indica tratamiento profilactico de infeccion de

CMV si el paciente ha recibido timoglobulina®* .(Tabla 20).
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INFECCION CMV
Andlisis de riesgos

Analisis univariante

Analisis multivariante

proporcionados de
Cox HR IC D HR IC P

Edad receptor 1576 | 0.970-2.559 0.066 1.920 1.165-3.163 0.010
(565 ai08) . . . . . . . .
Género femenino, 1.302 0.840-2.017 0.283

Insuficiencia renal 1974 | 12413141 | 0.004 1.819 1.124-2.943 | 0015
moderada?

Nefropatia

diabonea b 1584 | 0.861-2.914 0.139 1.663 0.858-3.223 0.132
Rechazo® 1208 | 0.790-1.849 0.383

Retrasplante? 1.069 0.593-1.927 0.825

Dosis timoglobulina
a 1385 | 0.724-2.647 0.325 1.381 0.714-2.670 0.338
>0-3 mg/kg

Dosis timoglobulina | 4 955 | 600-1.602 | 0.936 1155 | 0678-1.968 | 0.597
>3-6 mg/kg

Dosis timoglobulina | 570 | .294-1.527 0.341 0.891 0.380-2.088 0.791
>6 mg/kg

Serologia riesgo

oMV (DH/R) 2444 | 1542-3.874 | <0.001 2.871 1.786-4.615 | <0.001
Profilaxis CMV 0.923 | 0.580-1.468 0.734

Dosis altas de 1.349 | 0.823-2.211 0.235 1171 0693-1979 | 0555
micofenolato

MRP2 CT&TT 1764 | 1.152-2.706 0.009 1.920 1.253-3.015 0.003

Tabla 20. Modelo de analisis de riesgos proporcionados de Cox. Factores predictores de infeccion por

CMV en pacientes trasplantados renales en tratamiento con micofenolato. .a) Insuficiencia renal

moderada: creatinina > 2mg/dl. b) Nefropatia diabética: Como enfermedad de base previa c) Rechazo:

cualquier tipo. d) Re-transplante: definido como cualquier paciente que recibe el 2° traplante. e) dosis de

timoglobulina: categoria de referencia= no recibir timoglobulina .f) Dosis de micofenolato >1000 mg/dia.
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7.1.2.5 NEOPLASIA

Durante el seguimiento, un 20.3% (n=61) de pacientes presentaron el
diagndstico de neoplasia maligna. En un 5% de nuestros pacientes ya se habia
detectado con anterioridad algun tipo de neoplasia previa al trasplante. El diagndstico
de neoplasia fue mas frecuente en pacientes con antecedentes de tumores previos
(11.3% Vs. 5.2%), pero sin significacion estadistica (tabla 10). Diecisiete pacientes
tuvieron mas de un tumor (5.7%) tras el trasplante renal. La localizacién mas frecuente
de los tumores diagnosticados fue en la piel (26/61; 41.9%), seguido de urolégicos
(15/61; 24.2%). Cinco pacientes fueron diagnosticados de una neoplasia pulmonar
(5/61; 8.1%), 5 pacientes de origen hematologico, 3 neoplasias fueron de origen
digestivo y 2 de mama. En cuanto a la evolucion, 17 pacientes no tuvieron una

respuesta al tratamiento completa y 8 pacientes fallecieron.

Caracteristicas basales NEOP_LASIA * NEOFiLASM - p
(n=61 ) (n=239)

Edad receptor (afios),media (DE) 57.91 (10.67) 50.66(13.72) <0.001

Género femenino, n (%) 20 (33.3) 74 (31.5) 0.877

IMC, media (DE) 1.89 (0.26) 1.85 (0.25) 0.979

Creatinina basal, media (DE) 1.50 (0.52) 1.59 (0.52) 0.263

Nefropatia diabética n (%)° 6 (9.8) 23 (9.6) 1.000

Rechazo? n (%) 20 (32.8%) 97 (40.6%) 0.305

Re-transplante® n(%) 7 (11.5%) 42 (17.46%) 0.332

Timoglobulina dosis, media (DE) 3.01 (2.58) 3.05 (2.81) 0.922

0, n (%)132 pac 19 (31.7) 88 (36.9)

0-3 mg/kg n (%) 10 (16.7) 24 (10.3)

3-6 mg/kg n (%) 26 (43.3) 95 (39.9) 0.393

>6 mg/kg n (%) 5(8.4) 30 (12.9)

Tabaquismo? n (%) 28 (47.41) 90 (38.3) 0.229

MRP2 CT&TT, n (%) 32 (52.5%) 104 (43.5%) 0.249

Tabla 21. Caracteristicas basales de pacientes en estudio de neoplasia
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Se analizaron las caracteristicas basales de los pacientes con neoplasia y se
compararon con aquellos pacientes que no tuvieron diagnostico de neoplasia (tabla 21).

Los pacientes con neoplasia fueron de mayor edad que los pacientes libres de
neoplasia, siendo esta diferencia estadisticamente significativa. (57.9 afios Vs. 50.66
anos, p <0.001). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al tratamiento recibido con timoglobulina (70% Vs. 63.4%, p 0.567),
antecedentes de habito tabaquico (47.41% Vs. 38.3%, p 0.229) o ser portador del
polimorfismo MRP2 (-24 CT) (52.5% vs 43.5%, p 249). No obstante, pudo observarse
que la frecuencia de estas 3 condiciones fue discretamente mas alta en el grupo de
pacientes con diagndstico de neoplasia.

En cuanto al comportamiento de los tumores de acuerdo al polimorfismo MRP2
24 CT&TT, no se observaron diferencias de la localizacion de los tumores
diagnosticados entre los pacientes portadores o no del polimorfismo. Sin embargo, estos
ultimos presentaban con mas frecuencia neoplasias en estadios avanzados al momento
del diagndstico que los pacientes no portadores del polimorfismo, pero sin que estas
diferencias alcanzaran la significacion estadistica (70% Vs. 48%, p 0.130). La respuesta
al tratamiento fue similar en ambos grupos, alacanzando una respuesta total al
tratamiento en un 53.8% (no portadores) Vs. un 46.2%, (portadores), p= 0.768. Como
dato llamativo, a lo largo del seguimiento, 8 pacientes con diagnodstico de neoplasia
fallecieron por causa tumoral, de los cuales 7 eran portadores del polimosfismo MRP2
24 CT&TT (87.5% Vs. 12.5%, p 0.025).(Figura 30-A)
La supervivencia libre de neoplasia a 1, 5 y 10 afios en los pacientes no portadores del
polimorfismo podria ser mayor con respecto a los pacientes portadores (96%, 89% vy
77% Vs. 94%, 82 % y 66% ) respectivamente aunque estas diferencias no eran
estadisticamente significativas. (log rank p= 0.364). Sin embargo, tras el ajuste de la
muestra por puntuacién de propension, estas diferencias aumentaron (96%, 92% vy
83% Vs. 94%, 82 %y 66% )y la p se acerca a la significacion estadistica (p 0.067)

(Figura 30-B).
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Supervivencia libre de neoplasia (muestra no ajustada )
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MRP2-24CC 162 144 126 111 65 18
MRP2-24CT/TT 131 114 98 85 51 18
P0.364 — MRP2-24CC — — — MRP2-24CT/TT

Supervivencia libre de neoplasia (muestra ajustada )
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MRP2- 24CC 119 108 99 89 54 17
MRP2- 24CT/TT 118 103 89 78 47 16
P0.067 — MRP2-24CC — — — MRP2-24CT/TT

Figura 30: Curva de supervivencia libre de neoplasia de acuerdo a la presencia del
polimorfismo MRP2 24 CT&TT . Muestra no ajustada(A). Muestra ajustasa tras puntuacion de

propension (B).
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En el analisis multivariante la edad > 65 anos y el tratamiento con

timoglobulina

se consideraron factores de riesgo de neoplasia (Tabla 22).

NEO,'.DL.ASIA Analisis univariante Analisis multivariante
Analisis de
riesgos
proporcionados
de Cox HR IC p HR IC p
Edad receptor
1.691 0.991-2.885 0.054 1.945 1.052-3.596 0.034
(>65 afios)
Género
0.874 0.597-1.835 0.582
femenino,
Insuficiencia
0.810 0.382-1.717 0.047
renal moderada®
Nefropatia
1.372 0.587-3.206 0.466
diabética P
Rechazo® 0.874 0.501-1.514 0.623
Retrasplante? 1.683 0.721-3.930 0.229
Timoglobulina
1.055 0.959-1.161 0.270
dosis®
>0-3 mg/kg 2.043 0.907-4.600 0.085 2.181 0.941-5.055 0.069
>3-6 mg/kg 1.699 0.904-3.191 0.100 1.920 1.001-3.698 0.050
>6 mg/kg 1.170 0.430-3.186 0.758 1.651 0.582-4.682 0.346
Dosis alta
1.345 0.728-2.484 0.344 1.567 0.817-3.008 0.177
micofenolatof
Tabaquismo? 1.253 0.725-2.166 0.420
MRP2 CT&TT 2.220 1.011-4.876 0.047 1.297 0.753-2.232 0.348

Tabla 22. Modelo de analisis de riesgos proporcionados de Cox. Factores predictores de neoplasia en

pacientes trasplantados renales en tratamiento con micofenolato..a) Insuficiencia renal moderada:

creatinina > 2mg/dl. b) Nefropatia diabética: Como enfermedad de base previa c) Rechazo: cualquier

tipo. d) Re-transplante: definido como cualquier paciente que recibe el 2° traplante. e) dosis de

timoglobulina: categoria de referencia= no recibir timoglobulina .f) Dosis de micofenolato >1000 mg/dia.
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7.1.2.6 CAMBIO DE REGIMEN INMUNOSUPRESOR.

Durante el seguimiento, se modificé el tratamiento inmunosupresor a 132
pacientes (60.1% ). Al final del seguimiento el 83,4% de pacientes recibian tratamiento
con MPA (asociado a ICN en un 66%) y en un 16,6% de los pacientes fue preciso su
suspension definitiva. Ademas, a los 5 afios del trasplante, el 26,9% ( n=77) recibian
dosis bajas de MPA (360 mg /dia de EC-MPS o 500 mg/dia de MMF).

Las causas de cambio de tratamiento mas frecuentes fueron sintomas digestivos
(11.3%), alteraciones hematolégicas (5.3%), infeccion por CMV (3.7%), replicacion
sérica o urinaria de poliomavirus BK (10.3%), diagndstico reciente de neoplasia (12.3%),
infecciones de repeticion (1,7%), nefrotoxicidad (4,3%) o neurotoxicidad (2.3%). En un
porcentaje de un 8% se realiz6 el cambio de tratamiento de FK a imtor (manteniendo
MPA ) debido a la participacion en estudios de investigacion. Aunque los resultados
son similares si en el analisis se incluyen todas las causas de cambio de tratamiento
estas ultimas 3 causas no se consideran situaciones asociadas a toxicidad por MPA o
un exceso de inmunosupresion, por lo que no se consideran para el analisis.

Las caracteristicas basales de los pacientes que precisaron cambio de
tratamiento inmunosupresor frente a aquellos que mantuvieron el mismo tratamiento a
lo largo del seguimiento fueron bastante similares, a excepcion la edad y la dosis de
timoglobulina, que fue significativa mas alta entre los pacientes que precisaron el cambio

de tratamiento inmunosupresor. (Tabla 23).
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Caracteristicas basales R A?',':m:BEKI\?TO + NO CAMBIO DE o
n (%) TRATAMIENTO —
132 (46.2%) 154 (53.8%)

Edad receptor (afios),media(DE) 54.10 (13.33) 50.36 (13.35) 0.019
Género femenino, n (%) 47(35.6%) 46 (30.1%) 0.375
Creatinina basal, media (DE) 1.58 (0.51) 1.57(0.54) 0.862
IMC, media (DE) 1.90 (0.27) 1.76 (0.20) 0.182
Nefropatia diabética n (%)° 8 (6.1%) 18(11.7%) 0.148
Asistolia Il, n(%) 73 (56.2%) 91 (57.91%) 0.618
Rechazo 49( 37.1%) 60 (39%) 0.807
Re-trasplante 22(16.7%) 24 (15.6%) 0.872
Timoglobulina dosis, media (DE) 3.44 (2.89) 2.6 (2.58) 0.019
0, n (%) 39 (30.7) 62 (40.8)

0-3 mg/kg n (%) 16 (12.6) 17 (11.2)

3-6 mg/kg n (%) 53 (46.9) 60 (53.1) 0.202
>6 mg/kg N (%) 19(15.0) 13 (8.6)

Fumador, n (%) 57 (46.0) 52 (35.6) 0.106
MRP2 CT&TT n(%) 71(53.8) 60 (46.2) 0.013

Tabla 23. Caracteristicas basales de pacientes de en estudio cambio de tratamiento

inmunosupresor.

El polimorfismo MRP 24 CT&TT fue mas frecuente entre los pacientes que

precisaron cambio de tratamiento

inmunosupresor, siendo estadisticamente

significativa esta diferencia (67.91% Vs. 53.66%, p=0.013). La supervivencia libre de

modificacion del régimen inmunosupresor al 1, 3 y 5 afos fue mayor para los pacientes

no portadores del polimorfismo con respecto a los pacientes portadores (Figura 31).
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Cambio de tratamiento inmunosupresor (muestra no ajustada )
1.00

0.75

0.50

Supervivencia
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0.00

T T T
0 24 48 72 96 120
Seguimiento (meses)
Pacientes en riesgo

MRP2- 24CC 162 105 81 69 44 8
MRP2- 24CT/TT 133 58 46 38 25 10
P0.010 — MRP2- 24CC — — — MRP2-24CT/TT

Cambio de tratamiento inmunosupresor (muestra ajustada )
1.00

0.75+

0.50

Supervivencia

0.25+

0.00

T T T T
0 24 48 72 96 120
Seguimiento (meses)
Pacientes en riesgo

MRP2-24CC 120 78 63 55 37 7
MRP2- 24CT/TT 119 51 40 34 23 9
P 0.010 — MRP2- 24CC — — — MRP2-24CT/TT

Figura 31: Curva de supervivencia libre de cambio de inmunosupresion de acuerdo aL polimorfismo
MRP2 24 (CT&TT). Muestra no ajustada (A): Supervivencia a 1,3,5 afios: 67%,56% y 54% Vs. 46%, 38
% y 35%) respectivamente. Muestra ajustada tras puntuacion de propension (B): Supervivenciaa 1,3 5

anos: 67%, 58% y 53% Vs. 46%, 38 % y 34%).
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Se realizé un analisis multivariante (analisis de riesgos proporcionados de Cox)

para explorar los factores predictores de cambio de tratamiento inmunosupresor (Tabla

24).
Cambio Andlisis univariante Andlisis multivariante
tratamiento
inmunosupresor
COoX HR IC p HR IC p

Edad receptor 1620 | 1.139-2.306 0.007 1594 | 1.096-2.320 0.015
(>65 afios)
fGe“er.o 1.334 0.931-1.912 0.117 1.730 1.132-2.644 0.011
emenino,
Insuficiencia 1.331 0.879-2.017 0.177 1.391 0.874-2.212 0.164
renal moderada?®
g‘.efr?r?at'ab‘ 0.677 0.331-1.386 0.285

iabética
RechazoC® 1.004 0.700-1.438 0.985
Retrasplante? 0.947 0.597-1.500 0.815
Dosis
timoglobulina © 1.493 0.829-2.686 0.182 1585 | 0.853-2.947 0.145
>0-3 mg/kg
Dosis
timoglobulina 1.422 0.930-2.173 0.104 1506 | 0.958-2.369 0.076
>3-6 mg/kg
Dosis
timoglobulina 1.636 0.930-2.878 0.088 1.963 1.066-3.617 0.031
>6 mg/kg
Tabaquismo® 1.394 0.972-1.997 0.071 1.900 1.260-2.866 0.002
MRP2 CT&TT 1.655 1.168-2.346 0.005 1.643 1.125-2.399 0.010

Tabla 24. Modelo de anélisis de riesgos proporcionados de Cox. Factores predictores de cambio de
tratamiento inmunosupresor en pacientes trasplantados renales en tratamiento con micofenolato. a)
Insuficiencia renal moderada: creatinina > 2mg/dl. b) Nefropatia diabética: Como enfermedad de base
previa c) Rechazo: cualquier tipo. d) Re-transplante: definido como cualquier paciente que recibe el 2°
traplante. e) dosis de timoglobulina: categoria de referencia= no recibir timoglobulina .g) Habito tabaquico
alguna vez.

Este modelo identificé al polimorfismo MRP2 24CT&TT como factor predictor de

cambio de inmunosupresion. Ademas, también observamos otros factores predictores,

como las dosis de timoglobulina recibidas (incremental), la edad avanzada (>65 afios),

el sexo femenino y el habito tabaquico.
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7.1.2.7 SUPERVIVENCIA DEL PACIENTE

La mortalidad por todas las causas fue discretamete mayor en los portadores (13,43%
Vs. 8,06%, p=13) (tabla 10). La supervivencia a 1, 5 y 10 afios fue mayor en los
portadores del polimorfismo (96 %, 95 % ,91 % Vs. 98 %, 91 %, 75%), no

obstante, sin significacion estadistica ( p=0.163).
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0 24 48 72 96 120
Seguimiento (meses)
Pacientes en riesgo
MRP2- 24CC 162 150 138 123 74 23
MRP2- 24CT/TT 135 124 113 102 68 21
P 0.169 MRP2- 24CC — — — MRP2-24CT/TT

Figura 32: Curva de supervivencia de acuerdo a la presencia del polimorfismo MRP2 24 CT&TT .

Muestra no ajustada.

Tras el ajuste por puntuacion de propension, estas diferencias incrementaron (97%,
96% y 93% Vs. 98%, 94 %y 76% ) sin ser estadisticamente significativas

(p=0.078).
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Supervivencia (muestra ajustada )
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MRP2- 24CC 120 113 106 97 62 22
MRP2- 24CT /TT 121 112 103 95 62 19
P0.078 MRP2- 24CC — — — MRP2-24CT/TT

Figura 33.: Curva de supervivencia de acuerdo a la presencia del polimorfismo MRP2 24 CT&TT .

Muestra ajustada tras puntuacion de propension.
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En la siguiente tabla se resumen los Hazard Ratios atribuidos a la presencia del
polimorfismo MRP2 24 (CT&TT) de cada evento, antes y después del ajuste de la
muestra por puntuacién de propension. En el caso de la neoplasia y la supervivencia
tras el ajuste de la muestra el HR es mayor y el valor de p se acerca a la significacion

estadistica (Tabla 25).

. Muestra ajustada tras puntuacion de
Muestra no ajustada L .
propension
HR IC 95% p HR IC 95% o]
Diarrea 4.521 2.305-8.868 <0.001 4.543 2.210-9.341 <0.001
Leucopenia 2.197 1.506-3.204 <0.001 2.527 1.649-3.874 <0.001
Infeccion 1.570 1.178-2.091 0.003 1.704 1.245-2.331 0.001
L, 0.021
Infeccion CMV 1.787 1.165-2.739 0.008 1.713 1.080-2.708
Cambios
tratamiento IS 1.475 1.094-1.988 0.011 1.544 1.105-2.158 0.011
Neoplasia 1.274 0.754-2.150 | 0.365 1.804 0.956-3.402 0.068
Supervivencia 1.653 0.809-3.375 0.167 2.193 0.891-5.395 0.087

Tabla 25. Tabla que resume los Hazard Ratios atribuidos a la presencia del polimorfismo MRP2 24
CT&TT de diarrea, leucopenia, infeccion, infeccion por CMV, neoplasia y cambio de tratamiento

inmunosupresor, antes y después del ajuste de la muestra por puntuacién de propension.
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7.2 Impacto del polimorfismo MRP2 (24 CT) en Ila
farmacocinética del MPA

7.2.1 Anadlisis descriptivo y farmacocinético de la poblacion.

En un primer analisis descriptivo en el que se incluyeron todas las curvas realizadas
(150), pudimos observar el comportamiento del acido micofendlico en nuestra muestra

(Figura 34).

Area bajo la curva de MPA (0-12h)
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Figura 34. Area bajo la curva (0-12h) de MPA en el anélisis global.

Como en estudios previos, el MPA se distribuia a lo largo de las 12 horas de
acuerdo a la grafica descrita. Pudimos observar una concentracion maxima a los 90-
120 minutos. El valor medio de AUCO0-12h fue de 62.37 +/- 27.70. La mediana fue de

58.07 (RIC 44.70-73.54), similar a la media, por lo que pudimos expresar a lo largo de
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la investigacion los valores de AUC de MPA en forma de media, para que nuestros
resultados puedan ser comparabales con el resto de estudios publicados. No obstante,
en las graficas, las concentraciones si se expresan en forma de mediana, para evitar
sesgos relacionados con alta dispersion en los valores medidos. La Cmax fue de 23.65
mg/dl (13.10) y el Tmax fue 107.58 (84.59) min/dl. Este ultimo valor si tuvo una
dispersién mayor, en relacion con las diferencias en la farmacocinética del EC-MPS. En
la siguiente tabla (tabla 26) se exponen los niveles de acuerdo a las variables que

previamente se ha descrito influyen en los niveles de MPA.

AUC 0-12h (mg*h/l)

media (DE) Cmax (mg/dl) Tmax (min/dl)

Total muestra 62.37 (27.70) 23.65(13.10) 107.58(84.59)
Sexo 58.94 (22.40) Vs 58.94 " 109.13(88.68) Vs

(H Vs M) (22.40)* 24.46 (13.85) Vs 22.13(11.54) 104.69(77.09)*

61.86 (30.11) Vs 112.93 (91.18) Vs 103

>65a /< 65a 62.74(26.03)* 24.03(14.14) Vs 23,08(12.39) (79.9)"
T trasplante 62.12(31.0) Vs " 98.68(80) Vs
<1afio/>1afio 62.46(26.65)* 23.77(14.21) Vs 23.61(12,78) 110.55(85.98)*

Creat<2/creat | 60.85 (27.78) Vs 66.05 | 25.21 (14,45) Vs 20.38 (9.06) (p 99.24 (69.61) Vs.

125.23 (
* A

>2 (27.61) 0.035) 100.52)"
IMC>1,7/ 61.48 (28.43) Vs 105.24 (83.95) Vs.

23.20 (12.57) Vs 26.23 (13.9) *

IMC<1,7 66.43(26.91)* 108.40(80.95)*

60.01(20,84) Vs. 63.89 106.11(85.39) VS. 110

IBPs si/no 23.21 (13.70) VS. 24.52(12.15)*

(30.94)* (84.74)"
Cell Cept/ | 62.17 (26.52) Vs 62.49 | 20.37(26,52)V's.25.51(28.48) P 55:.3245&295(;335)7;/)3.
i * A . .
Myfortic (28.48) 0.020 4.99(93.7-
CsA/FK/ | SB2BR2TINBAEIS. | 1o 2ueneoh ot sovpaay( | 130-11(76.0)/108.96(91.
. 59)/ 06)/
imtor 11.88)

54.13(23.36) 93.14(36.15)

MRP2 24 CC | 60.07(24.35) Vs 68.44
Vs CT&TT (33.48) p 0.090

101.95(73.34) Vs

23.81(13.50) Vs 24.25(12.80)* 17.51(104.18)"

Tabla 26. Parametros farmacocinéticos de MPA de acuerdo a variables demograéficas, tipo de farmacos
inmunosupresores concomitantes, presentacion farmacolégica de MPA y polimorfismo MRP2(-24 CT). H:
hombre, M: mujer; T°: tiempo de trasplante; Creat>2: creatinina mayor de 2 mg/dl; SC: superficie corporal:

Indice de Masa Corporal: IBPs: inhibidores de la bomba de protones. *P ns. “p < 0.05.
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En estos primeros resultados, sobre una muestra muy heterogénea, podemos
entrever los resultados que previamente se habian descrito, en los que se pueden
resaltar niveles de MPA mas altos en pacientes con mas insuficiencia renal, con IMC
mas bajo, en aquellos que no toman IBPS y en el paciente en tratamiento con tacrolimus,
en comparacion con el que toma ciclosporina o imtor. No obstante, en nuestra muestra
estas diferencias no son significativas. Ya en estos primeros analisis podemos observar
concentraciones mas altas de MPA en pacientes portadores del polimorfismo MRP2
24CT Vs. CC (p 0.090). En cuanto al tratamiento con MMF Vs. EC-MPS, ambos
presentan AUC similares, pero con Tmax mas alargado para el tratamiento con EC-MPS
(p<0,001). (Figura 34). Los analisis se han realizado también utilizando la mediana, y

los resultados son similares (no se exponen los datos).
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Figura 34. Representacion de las curvas de 0-12h de MPA de acuerdo a la presentacion farmacoldgica.
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7.2.2 Analisis restringido a pacientes en tratamiento con Prograf ®.

7.2.2.1 Descripcion de la muestra y ajuste por puntuaciéon de propension.

Como se ha expuesto previamente, el tratamiento inmunosupresor concomitante
al miconfenolato puede interferir en las concentraciones del mismo. Para minimizar
potenciales sesgos asociados a la toma de otros inmunosupresores coadyuvantes, se
realizé el analisis restringiendo la muestra solo a pacientes que tomaban el tacrolimus
en forma de liberacién no retardada ( Prograf ®, Astellas Pharma ), En esta muestra,
que incluyé un total de 117 pacientes, el polimorfismo fue detectado en 43 (37,06%) de
los cuales, 36 pacientes (31,03%) fueron heterocigotos (CT); y 7 pacientes (6.03%)
presentaban la variante homocigota (TT). 74 pacientes fueron pacientes no portadores
(62.94%). En la siguiente tabla (27) se exponen los niveles de acuerdo a las variables
que previamente se ha descrito influyen en los niveles de MPA. En este caso se exponen

los datos tras restringir la muestra a pacientes en tratamiento con Prograf ®.

AUC 0-12h (mgxh/l)

media (DE) Cmax (mg/dl)

Tratamiento con Tmax (min/dl)

Prograf® N=117

65.06 (28.59) 24.32 (13.31) 109.96 (91.98)

Sexo (H Vs. M)

66.88 (31.40) Vs.
61.66(23.40)*

25.04 (14.13) Vs.
22.98(11.64)

112.5(96.39) Vs.
105.26(84.15)*

65.11 (28.64) Vs. 25.40(13.76) Vs. 85.71(26.99) Vs.
>65a /< 65a 64.17(29.91)* 24.25(13.34)* 111.5(94.46)*
T° trasplante 64.93(27.0) Vs. 23.83(1.39) Vs. 115.71(107) Vs.
<2afio/>2afio 65.13(29.87)* 24.67(13.34)* 105.82(79.9)*

Creat<sloreats? 64.11(27.69) Vs. 25.61 (14.26) Vs. 20.88 99.83(74.7) Vs.

67.54(31.1)*

(9.74) (p 0.086)*

136.87(124.5) (p0.05)*

SC>1.7/ SC<1.7

64.15 (28.79) Vs.

23.75 (13.00) Vs. 25.97

109.43(91) Vs. 130(147.9)*

67.65 (28.28) * (14.26) *
IBPS si/no 67.46(32.26) Vs. 23.80 (13.23) Vs. 25.53 110.34(95.73) Vs.
61.55 (19.36)* (13,75) * 108.04(91.74)*

Cell Cept/ Myfortic

62.90(27.13) Vs.
66.65(29.7) p 0.048%

20.51(12.33) Vs. 27.16
(13.38) p 0.020*

60.51(26.07) Vs.
146.86(105.6) p < 0.001~

Niveles FK>8/<8

64.08 (26.22) Vs.

25.26(12.64) Vs.23.22

110 (86.37) Vs.

66.17(31.33)* (14.09)* 109.92(98.9)*
61.32(24.28) Vs. 23.81(13.29) Vs. 101.95(73.34) Vs.
MRP224 CCVs. CT | 74 31 (34.12) p 0.027 25.29(13.45)* 123.48(110.75)*

Tabla 27. Parametros farmacocinéticos de MPA de acuerdo a variables demograficas, , presentacion farmacolégica de
MPA y polimorfismo MRP2(-24 CT). H: hombre, M: mujer; T°: tiempo de trasplante; Creat>2: creatinina mayor de 2
mg/dl; SC: superficie corporal mayor (>) y menor (<) de 1.7; IBPs: inhibidores de la bomba de protones. *P ns. "p <

0.05.

133




RESULTADOS

En este caso, pudimos observar que solo se obtenian concentraciones mas altas
de micofenolato de forma estadisticamente significativa en pacientes en tratamiento con
EC-MPS en comparacion con los pacientes que tomaban MMF. Los pacientes
portadores del polimorfismo MRP2 (-24 CT) también mostraban concentraciones mas
altas de micofenolato que los pacientes no portadores (p=0.027)

En la la tabla 28, se resumen las caracteristicas demograficas de los pacientes,
de acuerdo al polimorfismo MRP2 (-24 CT). El grupo de pacientes no portadores del

polimorfismo presentd unos niveles de tacrolimus discretamente mas altos que el grupo

de pacientes portadores, no siendo estas diferencias estadisticamente significativas.

Caracteristicas . Muestra ajustada tras puntuacion
basales. Muestra no ajustada de brobensién
OoRA i pMRP2
PROGRAF) MRP2CC | MRP2CT&TT MRP2 CC
- - P ~ CT&TT P
(n=74) (n=43) (n=42) (n=42)
Edad (afios), 50.19 53.12 (12.9)
media (DE) 50.17(12.14) | 5308(12.78) | 0223 1>'sg 0.286
Ge”erg Eﬁ’/”;e”'”o’ 27 (36.49) 14 (32.56) | 0.693 | 18 (42.8) 14 (34..00) | 1.000
0
IMC, media (DE) 1.83 (0.24) 1.84(0.20) | 0.804 | 1.78(0.24) | 1.84(0.20) | 0.115
Creatinina basal,
mediana , media 1'41080')12' 1'620(114')25' 0.104 | 1.61(0.62) | 1.71(0.57) | 0.267
(OF) . .
Filtrado
Glomerular Basal, 55.48
(Cookrof) media( | 6039(18:21) | 5495(20.01) | 0139 | 20, 54.95(20.07) | 0.532
DE)
Dosis Tacrolimus,
mediana, (RIC) 3 (2-5) 3 (2-4.5) 0676 | 3 (2-4.5) 3(2-4.5) | 0.454
Niveles tacrolimus,
modia (DE) 8.27 (2.52) 742(1.97) | 0088 | 8.04(2.11) | 7.55(2.02) | 0.271
MMF (Cell Cept) 32 (43.24) 1841.85) | 090 | 18 (42.86) 18 (42.86) | 1.000
EC-MPS (Myfortic) | 45 (56 76) 25(58.14) | 1.000 | 24 (57.14) | 24 (57.141) | 1.000
Dosis de
micofenolato | 574.45(255.98) | 550.23(237.50) | 0.613 (ggﬁ'ﬁ) (ggg'gg) 0.975
previa a AUC (mg) ) )
IBPs 49 (67.12) 28(70.00) | 0.834 | 28(68.00) | 27(69.70) | 0.808
T'emfgégaez";'a”te 43.75(42.04) | 44.97(37.07) | 0.966 | 43.81(41.45) | 45.07(36.9) | 0.896

Tabla 28. Caracteristicas basales de los grupos de acuerdo al polimorfismo antes y después de macheo

de pacientes por puntuacion de propensién en muestra restringida a toma de Prograf®.
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Para minimizar potenciales sesgos en base a las diferencias observadas entre
los grupos en las caracteristicas basales y previamente descritas en la literatura, se
obtuvieron grupos homogéneos tras un pareo por puntuacién de propension. En la tabla
1 se observan las caracteristicas basales de ambos grupos; después del pareo que
muestra grupos mas homogéneos y comparables (especialmente en las dosis de

micofenolato, funcion renal basal y niveles de tacrolimus

2 3 4 5 .6
Propensity Score

| wRP224cC NN MRP2 24CT/TT

Figura 35. Grafica que evalua la efectividad del balanceo de grupos tras el propesity score.

7.2.2.2 Farmacocinética del MPA de acuerdo al SNP MRP2 (-24 CT).

La tabla 29 muestra los parametros farmacocinéticos que se obtuvieron en cada
grupo de acuerdo al polimorfismo (MRP2 24 CC Vs. CT&TT).
Los resultados indican que los pacientes portadores del polimorfismo presentaron

niveles de MPA mas altos que aquellos pacientes no portadores.
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Si comparamos los pacientes portadores del polimorfismo (MRP2 24CT&TT) frente
a los pacientes no portadores (MRP2 24CC) se obtuvieron curvas de MPA mas altas
en el grupo de pacientes portadores del polimorfismo: AUC0-12 (mg*h/L) : 61.32 (24.28)
Vs. 71.46 (32.82), p 0.064 (muestra no ajustada). Tras la realizacién del puntuacion de
propension estas diferencias se mantuvieron, y alcanzaron la significacion estadistica
(AUC0-12 (mg*h/L) : 59.146 (21.36) Vs. 72.157 (34.24) p 0.043 (muestra ajustada).

Si se restringe el andlisis a pacientes en tratamiento con EC-MPS (y se excluyen los
pacientes en tratamiento con MMF) esta diferencia también fue mas acentuada y
estadisiticamente significativa. AUC0-12 (mg*h/L): (MRP2 24CC) 60.23 (22.60) Vs.

(MRP2 24CT&TT) 77.43 (36.93), p 0.021. (muestra no ajustada).

Area bajo la curva de MPA (0-12h) segiun SNP MRP2 24 (EC-MPS)

20,0 I CC
 CT/TT

15,0

B

Concentracion de MPA (mg/dl)

10,0
.
s
s
el
s
|
5,0 E
L ING Tl e,
0,0 T | T I T I T | T I T I T
co c60 cl120 c3 c5 c8 cl2
c30 c90 cl150 c4 c6 cl0

Extracciones tiempo

Figura 36. Representacion de las curvas de 0-12h de MPA de acuerdo al polimorfismo MRP2 24 (-CT) en
pacientes en tratamiento con EC-MPS. Los pacientes no portadores (MRP2 24 CC) presentaron una

exposicion de MPA mas baja que los pacientes portadores del polimorfismo MRP2 24 (CT&TT).
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Si este analisis se realiza sélo a los paciente en tratamiento con MMF no se
obtuvieron diferencias en los niveles de MPA- AUCo.12n [ 62.76 (26.62) Vs. 63.161
(28.79), p 0.961] No obstante, el AUC de MPA en el periodo 6-12h si fue mayor en los

portadores del polimorfismo MRP2 24 CT&TT :[ 27.17 (15.50) Vs. 20.00 (8.0), p 0.019].

Muestra no ajustada Muestra ajustada (p’untuacmn de
propension)
Solo Prograf®
MRP2 CC MRP2CT&TT MRP2 CC MRP2 CT&TT
(n=74) (n=43) P (n=42) (n=42) P
Co (mgll) 3.982(3.20) 4.295(3.67) 0.630 3.99 (2.83) 4.32 (3.71) 0.646
Cmax (mg/l) 23.81 (13.29) 25.19 (13.45) | 0.592 | 21.500 (12.53) | 25.328 (13.58) | 0.256
AUC, ., (mg*h/L) | 61.32 (24.28) 71.46 (32.82) | 0.064 | 59.146 (21.36) | 72.157 (34.24) | 0.043
AUCq ¢(mg*h/L) | 40.37 (17.95) 46.36 (22.04) | 0.113 | 37.679 (13.94) | 46.835 (22.09) | 0.042
AUC_;, (mg*hi/L) 20.95 (9.91) 25.95(14.6) 0.069 | 21.466 (10.43) | 25.321 (14.73) | 0.133
PACIENTES MRP2 CC MRP2 CT&TT _ _
CON n=42 N=25 N=24 N=24 o]
MYFORTIC®
AUCy_,(mg*h/L) | 60.23 (22.60) 77.43 (36.93) | 0.021 | 61.713 (25.7) | 78.904 (36.97) | 0.097
AUC, s(mg*h/L) | 40.22 (17.77) 50.26 (24.50) | 0.057 | 39.13 (16.82) | 51.245(24.53) | 0.092
AUGCq_1;(mg™hiL) 20.00 (9.00) 27.17 (15.51) | 0.019 | 22.58(11.68) 27.658 (15.64) | 0.209

Tabla 29. Comparacion de parametros farmacocinéticos de acuerdo al polimorfismo MRP2 24 (-CT) antes

y después de macheo de muestra por puntuacion de propension. Muestra restringida a toma de

Prograf. ®.
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De acuerdo a estos resultados se podrian concluir 2 puntos importantes:
1) Los niveles de MPA podrian ser mas altos en pacientes portadores del
polimorfismo MRP2 24 con variante T.
2) Estas diferencias podrian ser mas evidentes en los pacientes en tratamiento con

Myfortic® en comparacién con Cell Cept®.
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8. DISCUSION

8.1Impacto del SNP MRP2 (-24 CT) en el trasplante renal en tratamiento

con micofenolato. Farmacocinética y repercusion clinica.

Los resultados de esta investigacion ponen de manifiesto que el polimorfismo
genético del transportador MRP2 (- 24 CT), en homocigosis (TT) o heterocigosis (CT),
se comporta como un factor de riesgo de complicaciones asociadas al micofenolato,
como son la diarrea y la leucopenia, 0 a un exceso de inmunosupresion, las infecciones
graves de cualquier etiologia que requieren hospitalizacion, infecciéon por CMV y
necesidad de cambio de tratamiento inmunosupresor en el paciente trasplantado renal.

Ademas, esta investigacion también demuestra que el SNP MRP2 (-24 CT) tiene
un impacto importante en la exposicion del acido micofendlico, siendo esta mayor en los
pacientes portadores del polimorfismo.

En la actualidad, disponemos de varios farmacos inmunosupresores, pero
presentan un perfil de efectos adversos que en ocasiones implica la suspension y/o
modificacion del esquema inmunosupresor para poder adecuarlo mejor a cada

paciente??®

. Ademas, sabemos que existe una variabilidad inter individual que hace que
algunos pacientes sean mas susceptibles que otros a complicaciones graves, incluso
con un tratamiento inmunosupresor similar o estandar *+’8%2°_ Existen multiples lineas
de investigacion que intentan explicar y “cuantificar” esta variabilidad para poder
anticipar la identificacion de pacientes susceptibles a tratamientos inmunosupresores y
evitar efectos adversos’.

Estas lineas de investigacion consisten el la monitorizacion de niveles de
farmacos inmunosupresores (tacrolimus, ciclosporina, imtor o MPA)**%?  estudios
inmunolégicos que predicen el estatus de inmunosupresion que tiene el paciente
(recuento de linfocitos, estudio funcional de células del sistema inmune,

)231

complemento.. y caracteristicas demograficas o tratamientos concomitantes que
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pueden influir en las concentraciones de los inmunosupresores (antibioticos,
antiepilécticos, edad, sexo, insuficencia renal.. etc) > 1%

Hasta la fecha, estas herramientas nos han ayudado al manejo del tratamiento
inmunosupresor, pero siguen siendo frecuentes las complicaciones asociadas a la
inmunosupresion y aun es dificil identificar al paciente de alto riesgo 42152 161.162

En este contexto, en los Ultimos anos se han llevado a cabo multiples
investigaciones que han puesto de manifiesto que la farmacogenética puede ser una
herramienta util que nos ayude a identificar estos pacientes de riesgo y adecuar el
tratamiento inmunosupresor antes de que desarrolle las potenciales complicaciones'®.

Nuestro trabajo podria ser interesante en este sentido, ya que a la luz de los
resultados expuestos, el polimorfismo MRP2 puede identificar este tipo de pacientes de

alto riesgo y adaptar el tratamiento inmunosupresor antes de la aparicion de

complicaciones.
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8.2Repercusion clinica del polimorfismo MRP2 (-24 CT) en el paciente

trasplantado renal.

Las investigaciones acerca del polimorfismo MRP2 estan siendo mas frecuentes en
los ultimos afios, y aun se estan intentado dilucidar sus funciones, sus substratos y
reguladores. Este transportador perteneciente a la superfamilia de proteinas ABC podria

181, 187,188,191, 197

tener un rol importante en procesos de detoxificacion , inflamacién

191,193,195, 196 197,198,201-203

, infeccion " y carcinogénesis , incluso independientemente
de la toma de un tratamiento inmunosupresor. Si a estas funciones se les suma otra
fundamental, como es la participacion en el metabolismo de los inmunosupresores®

utilizados de forma habitual, se podria entender que alteraciones en la funcién de este

transportador pudieran asociar complicaciones en el paciente trasplantado renal.

8.2.1 Diarrea.

Los efectos adversos gastrointestinales asociados a la toma de MMF se han descrito
en aproximadamente el 45% de los pacientes """ . Las complicaciones de la diarrea
implican en algunos casos un peor pronéstico en la funcion del injerto y en la mayoria
de los pacientes que lo sufren un detrimento de su calidad de vida ?*3. En un porcentaje
no despreciable este disconfort puede conllevar la no adherencia al tratamiento y en
consecuencia a un alto riesgo de rechazo del injerto®*.

Nuestros resultados muestran que la presencia del polimorfismo MRP2 24
(CT&TT) puede asociar un riesgo de sufrir diarrea aguda grave de hasta 4 veces mayor
que los pacientes no portadores (HR 4.54, ICgs 2.210-9.341, p<0.001). También hemos

encontrado una asociacion similar del polimorfismo con la diarrea crénica (HR 4.71, ICgs

2.39-9.24, p <0.001). En el analisis multivariante soélo la insuficiencia renal moderada se
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comporta como factor de riesgo independiente de diarrea en el paciente trasplantado
ademas del polimorfismo.

De acuerdo a nuestros resultados y a las publicaciones previas, el polimorfismo
MRP2 (-24 CT) podria suponer una exposiciéon de MPA aumentada y secundario a esto
mayor riesgo de diarrea.

La tabla 3 resume los estudios mas relevantes que estudiaron la relacién entre

la farmacocinética del MPA vy los sintomas gastrointestinales, ya sea por un aumento

|146-148 77,145,151

de concentraciones del MPA tota , 0 el libre o los propios metabolitos del
MPA, como el AcMPAG 227 Ademas, existen situaciones como el sexo femenino o
la insuficiencia renal que se han relacionado con mayor riesgo de diarrea 2 y también
como factores que asocian mayor exposiciéon a MPA, lo que podria reflejar que los
sintomas Gl son secundarios a una sobreexposicion de MPA.

En nuestros resultados, la insuficiencia renal moderada se comporta como un
factor de riesgo independiente de diarrea (aguda y cronica), lo que podria ser el reflejo
de un exceso de concentraciones de MPA o de sus metabolitos.

Hasta la fecha, nuestros resultados son los primeros que demuestran la
asociacion del polimorfismo MRP2 (-24 CT) con sintomas Gl en el paciente
trasplantado renal, aunque estan aumentando los estudios que relacionan a las
proteinas ABCs con estos sintomas en los ultimos afios. En el aiio 2010 un estudio en
trasplante cardiaco en nifios en tratamiento con micofenolato®®, demuestra la
asociacion de alteraciones genéticas de los trasportadores ABCC2, IMPDH1y IMPDH2
con diarrea y otros sintomas intestinales, aunque en este estudio no se analiza en
concreto el polimorfismo MRP2 (-24 CT). También se ha visto que polimorfismos de otra
subfamilia de ABC ( MRP4 ) en pacientes en tratamiento con azatioprina o

ciclofosfamida, asocia mas sintomas digestivos o neutropenia que aquéllos pacientes

no portadores del polimorfismo 24°.
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Por otro lado, en los ultimos afos se han implicado a las proteinas ABC en
procesos de diarrea en pacientes que no reciben tratamiento con micofenolato, lo que
podria suponer otro mecanismo de diarrea asociado al polimorfismo MRP2 (-24 CT)
independiente de la de la exposicién de MPA?*'. Por ejemplo, cada vez son mas
frecuentes las publicaciones que describen el rol de las proteinas ABC en el proceso de
enfermedades inflamatorias intestinales como la colitis ulcerosa o el chron, cuyo

195,196

sintoma principal es la diarrea por mecanismos relacionados con la detoxificacion

%42 o inflamacion.

y paso de toxicos a través de la barrera intestina

Por tanto, la presencia polimorfismo MRP2 (-24 CT) en el paciente trasplantado renal
podria asociar un riesgo aumentado de diarrea, debido a una exposicion de MPA
excesiva o por mecanismos relacionados con la detoxificacion o la inflamacion, lo que

haria al paciente portador de este polimorfismo mas sensible a la toma de MPA, al

menos, a dosis estandar.

8.2.2 Leucopenia

Nuestro estudio demuestra por primera vez de forma evidente la asociacion entre el
polimorfismo de MRP2 (-24 CT) y mayor riesgo de leucopenia aguda (HR 2.53, 1C95
1.649-3.874, p <0.001). vy recurrente ( HR 4.53, 1C95 2.191-9.359, p <0.001) en
trasplantados renales en tratamiento con micofenolato.

La leucopenia ha sido una complicacion que ha sido ampliamente estudiada y
atribuida directamente al efecto del micofenolato debido directamente a su mecanismo
de accién: inhibicion de la via de las purinas en la médula 6sea ?’. De hecho es una de
las razones mas frecuentes por las que se precisa la disminucion de dosis o la

121,123,

suspension del farmaco al menos de forma transitoria . Aunque no es una

complicacién tan grave como las otras que estamos estudiando (infecciones o
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neoplasias) en muchas ocasiones nos informa de un estado de inmunosupresion
importante, por lo que complicaciones mas graves pueden desarrollarse después si no
se modifica el tratamiento inmunosupresor 243

Existen estudios previos que han demostrado que la exposicion aumentada de

145-151

MPA se relaciona con leucopenia y otros estudios que han observado un mayor

riesgo de leucopenia asociado a polimorfismos de enzimas clave del metabolismo del
MPA170,238,244, 245

Por tanto, la presencia del polimorfismo MRP2 (-24 CT) podria favorecer una
exposicion de MPA aumentada, y secundario a esto, mayor riesgo de leucopenia.

Aunque no se ha descrito hasta la fecha ningun polimorfismo de proteinas ABC
que asocien un riesgo aumentado de leucopenia en el paciente trasplantado renal, si se
ha demostrado esta relacion en pacientes con otros tratamientos; por ejemplo en 2008,
también se observd un mayor riesgo de leucopenia en aquellos pacientes portadores de
un polimorfismo de la familia ABCC2 (rs12762549) que tomaban docetaxel 24°.

En cuanto a otros factores de riesgo de la aparicion de leucopenia en el paciente
trasplantado renal sélo hemos podido observar con significacion estadistica que el
tratamiento con timoglobulina (con un comportamiento dosis-dependiente) también es
considerado como factor de riesgo independiente. Existen multiples reportes que
describen esta asociacion, lo que es interesante de nuestro estudio, es que el
polimorfismo MRP2 (-24 CT) se mantiene como factor de riesgo independientemente
del tratamiento con timoglobulina. En otras publicaciones, esta asociacion solo se
aprecia en pacientes que no reciben depletores de linfocitos T 2/

En cuanto a la leucopenia recurrente, los factores de riesgo asociados ademas del
polimorfismo MRP2 (-24 CT), fueron la edad >65 afnos, el sexo femenino, la insuficiencia
renal y el tratamiento con timoglobulina (dosis > 3 mg/kg). Estos factores también han
sido relacionado de forma histérica con niveles mas elevados de MPA 4 4%52%8 Estog

resultados podrian ayudar a plantearse al clinico que pacientes mujeres mayores, con

insuficiencia renal moderada, que han recibido timoglobulina en dosis > 3mg/kg y /o que
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ademas son portadoras del polimorfismo podrian beneficiarse de dosis bajas de
micofenolato o incluso un tratamiento libre de micofenolato desde el inicio del trasplante
renal (si no contraindicacién), para evitar leucopenias de repeticion y probablemente

otras complicaciones mas graves.

8.2.3 Infecciones graves (sin incluir infeccion por CMV)

Las infecciones son una de las complicaciones mas frecuentes del paciente
trasplantado renal®*®. En este caso si se trata de complicaciones graves, con un impacto
desfavorable en la supervivencia del injerto y del propio paciente. '°. Las infecciones

I 102

recidivantes también son mas frecuentes en el paciente trasplantado renal ™y estan

relacionadas con la pérdida del injerto?49-2%:

Los factores de riesgo descritos de forma mas frecuente asociados a la infeccion
en el paciente trasplantado renal son la diabetes, el tratamiento de induccion con
depletores de linfocitos, el rechazo agudo o el retrasplante®”.

Como factores de riesgo de mortalidad asociada a infeccion en el paciente trasplantado
renal se han descrito la edad, la diabetes y la neumonia 2%

La infeccion de orina es una de las infecciones mas comunes en el paciente
trasplantado renal ''°. Ademas puede ser grave, siendo un factor predisponente a

bacteriemia y sepsis en el paciente trasplantado renal %*

. Se han descrito multiples
factores de riesgo, como son la edad o el sexo femenino, o la diabetes ''2. La presencia
de catéteres ''°, la insuficiencia renal, la toma de ICN """ (o incluso la toma de diuréticos)
254 también han sido descritos como factores de riesgo de infeccion de orina.

La neumonia de origen bacteriano es una complicacion que en el paciente

255,256

trasplantado renal comun . que puede requerir con frecuencia el ingreso en la

unidad de cuidados intensivos, con un riesgo alto de mortalidad 2°7:2%®
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Las infecciones respiratorias de origen viral o atipicas tienen también una
incidencia alta en el paciente trasplantado renal y pueden comprometer su prondstico®®
especialmente en el paciente anciano %%, Los factores predictores descritos de este
tipo de infeccién incluyen el tratamiento de induccion con timoglobulina, el
mantenimiento con esteroides o dosis altas de ICN 2°2

Los resultados de nuestra investigacion demuestran una asociacién entre la
presencia del polimorfismo MRP2 (-24 CT) y un mayor riesgo de infeccion grave que
precisa la hospitalizacion del paciente.

En nuestros resultados, también se muestran como factores de riesgo la edad
mayor de 65 afos, la insuficiencia renal moderada, la diabetes con afectacién de 6rgano
diana (nefropatia diabética como enfermedad de base) y las dosis de timoglobulina que
ha recibido el paciente a partir de 3 mg/ kg (dosis-dependiente), también descritos
previamente.

Como en otras complicaciones asociadas al tratamiento inmunosupresor que
estamos estudiando, la asociacion del polimorfismo MRP2 (-24 CT) con mayor riesgo
de infeccion podria justificarse por exposiciones de MPA en rango supraterapéutico de
los pacientes portadores del polimorfismo frente a aquellos no portadores. Existen
estudios previos que han podido demostrar esta asociacion, mediante MPA total 46147
o MPA libre 7151,

Por otro lado, la farmacogenética ha sido de especial interés en este ambito, y
han sido estudiadas varias dianas que pudieran justificar una susceptiblidad mayor de
los pacientes portadores de polimorfismos a las infecciones, independientemente de los
niveles de MPA 2°9.260261262.263. N opstante, estos resultados son controvertidos, con
muestras de pacientes pequeias, lo que impide obtener conclusiones claras. Por

%54 no muestra ninguna asociacion entre polimorfismos

ejemplo, el estudio de de Pouché
genéticos y riesgos de infeccion.
Aunque la familia de transportadores ABC ha sido originalmente identificada

como meros transportadores de farmacos, de forma emergente se esta analizando el
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rol que juegan en la defensa frente a patdgenos y en la regulacion del sistema inmune.
Como en el caso de la diarrea, la participacion de estas proteinas en los procesos de
detoxificacion e inflamacion, podrian se clave para que pacientes con alteracion en la
funcidén o expresion de estos transportadores fueran mas susceptibles a sufrir mas
infecciones 242,

Por ejemplo se ha visto el papel de estos trasportadores en la eliminacién de
contaminantes o incluso el humo del cigarrillo'’. En un estudio publicado recientemente
por McPeek M et al en 2019 se describe que el defecto de transportadores de la familia
ABCG1 puede favorecer la inflamacion y formacion de granulomas en el pulmén, debido

265 Incluso se esta

al déficit de eliminacion de patégenos por estos transportadores
relacionando alteraciones de estas proteinas con mayor riesgo de enfermedades
pulmonares crénicas como el EPOC '®'. Estudios recientes describen que en procesos
de infeccioén activa, las proteinas ABC podrian favorecer un efecto proinflamatorio a

266,267 5 de una actividad

través de una liberacion aumentada de prostanoides
aumentada de la opsonizacion de neutrdfilos %242, También se ha considerado que
podrian jugar un papel proinflamatorio en el proceso de endotoxemia '8
De nuevo, es importante destacar que estos estudios aun son muy novedosos y
gue muchos de ellos se realizan en modelos animales e incluso celulares. No obstante,
podrian ayudarnos a entender algunos mecanismos por los que alteraciones en la
funcion o expresion de las proteinas de la familia ABC pueden tener repercusion en la
infeccion o inflamacion en los seres humanos.
Por tanto, el polimorfismo MRP2 24 (CT&TT) en el paciente trasplantado renal
podria suponer una mayor susceptiblidad a infecciones graves en base a una exposicion
excesiva de MPA, aunque también podria ser secundario a otros mecanismos

independientes del tratamiento con micofenolato, resultado de la alteraciéon en las

funciones de esta proteina.
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8.2.4 Infeccién por CMV.

La infeccion por CMV es una complicacién del trasplante frecuente que asocia una
importante comorbilidad y mortalidad en el paciente trasplantado renal "% 268
Hasta la fecha se han descrito varios factores predictores de infeccion por CMV siendo
el estatus serolégico de riesgo uno de los mas importantes, por lo que se han disefiado

116 Otros factores

estrategias de prevencion para minimizar el riesgo en estos pacientes
a tener en cuenta son la edad o el tratamiento de induccién con timoglobulina %° asi
como la insuficiencia renal o el rechazo?"°

Nuestros resultados relacionan de forma significativa la presencia del
polimorfismo MRP2 24 (CT&TT) con un riesgo mayor de sufrir infeccion por CMV
comparado con los pacientes no portadores. Hasta la fecha, nuestro estudio es el
primero que describe de forma clara esta relacion en pacientes trasplantados renales
en tratamiento con micofenolato.

Los mecanismos por los que esta alteracion genética pueda contribuir a un
mayor riesgo de infeccion por CMV podria relacionarse con un aumento en las
concentraciones de MPA asociadas al polimorfismo MRP2 asi como una alteracion en
las funciones del propio MRP2, probablemente relacionadas con el sistema inmune
(efecto pro inflamatorio y/o alteracion de las células NK entre otros) .

Las publicaciones que han analizado la relacién entre los niveles de MPA y la
infeccion por CMV son escasos y con una calidad cientifica reducida 2’2. No obstante,
si existen publicaciones en pacientes trasplantados renales en tratamiento con
micofenolato que relacionan el sexo femenino o la insuficiencia renal con mayor riesgo
de infeccion por CMV?"? (factores que también se han asociado con mayores

)4046:5%- por lo que se podria extrapolar que el polimorfismo del

concentraciones de MPA
MRP2 (-24 CT) podria asociar un riesgo aumentado de infeccién por CMV gracias a
exposiciones mas altas de MPA en los pacientes portadores.

Por otro lado, se ha podido observar en publicaciones recientes que las proteinas

ABC podrian tener algun rol en alteraciones del sistema inmune como en la funcién de
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las interleuquinas o de las células NK %% 293 Precisamente han aumentado las
publicaciones que relacionan alteraciones del sistema inmune (interleuquinas o células

V#8228 nor lo que polimorfismos genéticos

NK) con mayor riesgo de infeccién por CM
que alteren estas proteinas podrian tener mayor riesgo de infeccion por CMV?27%2%
Ademas, el micofenolato también podria actuar de forma dirigida en las células NK'y en
las interleuquinas #’

Bajo esta premisa, el polimorfismo MRP2 (-24 CT) podria asociar un riesgo
aumentado de infeccion de CMV en los pacientes trasplantados renales, secundario a
exposiciones mas altas de MPA y posibles alteraciones del sistema inmune (incluso
independientemente de los niveles de MPA) entre otros.

En el analisis multivariante se muestran como otros factores de riesgo de
infeccion por CMV la edad mayor de 65 afios, la insuficiencia renal moderada y el
estatus serologico de alto riesgo (Donante +/ receptor -). Estos resultados son
consistentes con publicaciones previas, en los que se describen como factores de riesgo
la insuficiencia renal y el status seroldgico de riesgo ?** En nuestros resultados, como
en otras publicaciones previas, el tratamiento con timoglobulina e incluso dosis altas, no
asocia mayor riesgo de infeccion por CMV, probablemente gracias a las estrategias de
prevencion con ganciclovir y/o valganciclovir, que se indican especialmente en el
paciente que recibe timoglobulina. 2’

Como en el caso de la leucopenia, gracias a estos resultados podria ser
recomendable que ante un paciente afioso, con insuficiencia renal moderada y status
serologico de riesgo que ademas presente el polimorfismo MRP2 (-24 CT) se planteara
de entrada dosis bajas de micofenolato o incluso otra alternativa de esquema
inmunosupresor, por ejemplo basado en imtor '*° para minimizar el riesgo de infeccion
por CMV y probablemente otras complicaciones relacionadas (otras infecciones mas

graves o neoplasia).
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8.2.5 Neoplasia.
En multiples estudios se ha observado un incremento de la incidencia de cancer
entre los pacientes trasplantados 2.

186 compararon la

En un metaanalisis publicado en el Lancet en 2007 Grulich et a
incidencia de cancer en pacientes con VIH/SIDA frente a los pacientes trasplantados
renales. Los resultados en ambas poblaciones fueron similares, por lo que concluyeron
que el factor predisponente al aumento de incidencia de tumores frente a la poblacion
general era la inmunosupresion'". De la misma forma, un registro australiano de 28.855
pacientes concluyé que el factor de riesgo mas importante asociado a neoplasia en el
paciente trasplantado es la inmunosupresion 287

Los tumores mas frecuentemente descritos inicialmente fueron linfomas, pulmén
o higado y se relacionaron con el tratamiento inmunosupresor y etiologia viral ( VEB,

105

human papillomavirus (HPV) o VHC En estudios publicados posteriormente

(registros que incluyeron mas de 100000 pacientes) afadieron a la lista de tumores mas
frecuentes los de rifién, corazén, pulmon, piel prostata, vejiga, tiroides y colorrectal 2%
Otro concepto a tener en cuenta es que el prondstico del paciente con diagnéstico de
cancer en el paciente trasplantado renal es peor que en la poblacion general y
probablemente se diagnostican en un estadio mas avanzado que en la poblacién
general %

Los factores de riesgo mas frecuentemente descritos han sido los virus

99, 289
, la

oncogénicos el tratamiento con azatioprina y ciclosporina o tacrolimus
timoglobulina, el sexo masculino, el tabaco, la edad, la exposicion solar y la raza
caucasica''” 2828 Aunque de forma menos consistente que el tratamiento con ICN o
azatioprina, el tratamiento con micofenolato (MMF) también se ha relacionado con
mayor riesgo de neoplasia. '%

Nuestros resultados exponen que la edad mayor de 65 afios y el tratamiento con

timoglobulina son los unicos factores de riesgo de neoplasia que alcanza la significacion

estadistica.
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No obstante, en el analisis realizado en la muestra ajustada tras el puntuacién

de propension se observa una tendencia hacia un mayor riesgo de cancer en los
pacientes portadores del polimorfismo MRP2 (-24 CT) frente a los pacientes no
portadores (HR 1.8, ICgs 0.956-3.402, p 0.068). Estos resultados no alcanzan la
significacion estadistica, pero hasta la fecha, es el primer estudio que muestra una
posible asociacion entre este polimorfismo y el desarrollo de cancer en el paciente
trasplantado renal.
Debido a que la neoplasia es un evento poco frecuente y que el tiempo de desarrollo es
largo, en numero de eventos de nuestra muestra es bajo (n=61) por lo que la potencia
estadistica del analisis es reducida. Probablemente al ampliar la muestra y/o el tiempo
de seguimiento estas diferencias alcancen la significacion estadistica.

Los mecanismos que pueden contribuir a estos hallazgos podrian justificarse
como lo hemos hecho con las complicaciones previamente descritas en esta
investigacion. Por un lado el polimorfismo MRP2 (-24 CT) podria implicar una exposicion
de MPA aumentada lo que podria suponer un exceso en el grado de inmunosupresion
del paciente portador. Ademas, el polimorfismo MRP2 (-24 CT) podria estar implicado
en alteraciones de detoxificacion, inflamacion cronica y carcinogénesis, de forma
independiente a la toma de MPA lo que podria suponer que aquellos pacientes
portadores del polimorfismo sean aln mas sensibles a la toma de este farmaco.

En el caso concreto del paciente trasplantado renal, el tratamiento
inmunosupresor ha sido histéricamente el factor de riesgo mas importante asociado al
desarrollo de neoplasias.?® Sin embargo, también se ha podido comprobar que existen
pacientes con mayor riesgo de tumores aun con un régimen inmunosupresor similar.

Existen resultados contradictorios relativos a la relacion entre la dosis o niveles
de inmunosupresores y el desarrollo de neoplasias. Un articulo publicado en 2017
reporta que niveles de tacrolimus por encima de 11 ng/ml entre el mes 6-12 asocia un
riesgo mayor de desarrollo de cancer '®, no obstante 4 meses después de esta

publicacion, esta asociacion no se confirma en un estudio de cancer de pulmén.?® Los
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articulos que estudian los niveles de MPA y el riesgo de cancer son pocos y poco
concluyentes. Esta relacion es dificil de demostrar, ya que la neoplasia es una
complicacién que se desarrolla a largo plazo y probablemente secundaria a multiples
factores 2%

La farmacocinética también ha intentado encontrar alteraciones genéticas clave
que pudieran ayudar a identificar individuos mas sensibles al desarrollo del cancer. En
2007 aparecen estudios que muestran polimorfismos en la via del metabolismo del
folato que asocian mayor riesgo de carcinoma escamoso de piel (MTHFR:C677T) 2*'
También se ha descrito el rol de la superfamilia de enzimas UGTs en el metabolismo

de endobioticos y xenobidticos. 2%2

o incluso ya se han relacionado (SNP T-275A y C-
2152T) con un riesgo aumentado de cancer colorrectal .

En el caso de la familia de proteinas ABC hasta ahora no se ha identificado
ningun polimorfismo que se asocie con un riesgo aumentado de cancer en humanos.
Sin embargo, si hay indicios de que esta asociacion sea factible, ya que en los ultimos
afios han aumentado las investigaciones que demuestran que estas proteinas estan
implicadas en el proceso de carcinogénesis 1819019119519 ' Adem4s, estas proteinas se
han visto implicadas en procesos de inmunovigilancia lo que puede favorecer la
carcinogénesis y la progresion tumoral. Por ejemplo, en el afio 2012 se publico un
estudio donde se demuestrd que el transportador ABCG1 regula de forma intrinseca las
funciones de las células NK 2°? y en el 2017 se demuestra que el subgrupo de la misma
familia ABCA7 también regula (en este caso de forma extrinseca) la funcion y desarrollo
de las células NK 2% E| paciente trasplantado renal retine unas condiciones que podria
favorecer el desarrollo de neoplasias, como son la inflamacién crénica, el déficit del
sistema inmunoldégico secundario al tratamiento inmunosupresor, comorbilidades e
infecciones frecuentes o persistentes, lo que son pilares importantes para el inicio del
proceso. La progresion tumoral en nuestros pacientes se ve facilitada por este
microambiente y por un déficit en el proceso de inmunovigilancia, como efecto propio

del tratamiento inmunosupresor, en el que se ven implicados el sistema inmune
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adaptativo e innato (células NK?%2%42% " cglulas T reguladoras, TH17, células
dendriticas, células mieloides supresoras, macrofagos tipo 2..)%%

Por tanto, en el paciente trasplantado renal, el tratamiento inmunosupresor podria ser
el principal contribuyente de las alteraciones del sistema inmune y desarrollo de cancer,

pero ademas, alteraciones en las funciones del transportador MRP2 también podrian

jugar un papel en el desarrollo de neoplasias.

8.2.6 Cambios de imnunosupresién
El manejo del paciente trasplantado renal implica un equilibrio entre maximizar la
supervivencia del injerto y minimizar los eventos asociados a la inmunousupresion.

En los ultimos afios se ha conseguido controlar el riesgo de rechazo pero las
complicaciones asociadas a la inmunosupresién son aun muy elevadas, lo que obligan
a cambiar el régimen inmunosupresor de mantenimiento a largo del seguimiento'" .

Hasta la fecha no existe la combinacion perfecta y unica de inmunosupresores,
ya que cada uno de estos farmacos tiene un perfil de eficacia y de efectos adversos que
es preciso individualizar en cada paciente. 2"

La combinacion imtor + dosis reducidas de ICN ha sido hasta la fecha la mas
recomendada para el control o reduccién de infecciones por CMV, replicacion del
polioma BK o aparicion de tumores 2% *! Esta cobminacién consiste en un régimen libre
de micofenolato con dosis bajas de ICN e imtor lo que en principio aportaria un mejor
control de estas infecciones o neoplasias sin mayor tasa de rechazo .

Sin embargo, algunos autores defienden que esta modificacion puede suponer

130,137139,140

mayor riesgo de rechazo en pacientes no bien seleccionados o mayor tasa

136138 g9sociados al tratamiento con imtor, no beneficiandose estos

de efectos adversos
pacientes del cambio.
Ademas, el cambio del tratamiento inmunosupresor no deja de ser un dato

negativo de la evolucion del paciente trasplantado, ya que en general refleja una mala
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tolerancia o un fracaso del tratamiento inicial e incluso se considera un factor de riesgo
de otras complicaciones 2%

Nuestros resultados muestran que los pacientes portadores del polimorifismo
MRP2 24CT&TT precisan con mas frecuencia la modificacion del tratamiento
inmunosupresor. Estos datos son probablemente el reflejo de que los pacientes
portadores del polimorfismo sufren mas complicaciones asociadas a la inmunosupresion
que los pacientes no portadores.

Ademas del polimorfismo MRP2 (-24 CT), la edad superior a 65 anos, el género
femenino, el tabaquismo y el tratamiento con timoglobulina (dosis-dependiente) son
factores predictores de la necesidad de cambio de tratamiento inmunouspresor. De
nuevo, estos resultados vuelven a ser el reflejo de pacientes que sufren probablemente
un exceso de inmunosupresion de forma crénica: el sexo femenino o la edad, como
factores que asocian niveles mas altos de micofenolato o el tratamiento con
timoglobulina, que persé, asocia mas riesgo de complicaciones infecciosas o neoplasia.
Curiosamente, el tabaquismo también se comporta como un factor predictor de cambio
de tratamiento inmunosupresor, probablemente reflejo de mayor riesgo de neoplasia o
infecciones. No obstante, ademas de estos factores de riesgo, el polimorfismo MRP2 (-
24 CT) sigue siendo un factor de riesgo independiente, probablemente reflejo de un
factor predictor independiente de las complicaciones previamente descritas.

En una revisién publicada recientemente por van Setten et al. (2019) se recopilan
los resultados de las publicaciones realizadas con este propdsito hasta el momento de
su publicacion. Los autores identificaron polimorfismos en los transportadores TGFB1,
CYP3A5, y ABCB1 que podrian predecir eventos relacionados con el trasplante
(rechazo, concentraciones de inmunosupresores, o infecciones)®'.

Nuestros resultados podrian apoyar la utilidad de la identificacién del
polimorfismo MRP2 24 CT&TT como una herramienta complementaria que ayude a

seleccionar mejor a los pacientes que podrian beneficiarse de un régimen
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inmunosupresor libre de MPA, previo a padecer complicaciones y con menor riesgo de
rechazo o intolerancia a imtor.

Precisamente el paciente trasplantado renal se podria beneficiar de una
herramienta predictora de necesidad de cambio de tratamiento antes de sufrir las
complicaciones. La identificacion de pacientes de riesgo gracias a la identificacion el
polimorfismo seria bastante util en este contexto.

Por tanto, y a la luz de estos resultados, los pacientes portadores del polimorfismo
MRP2 (-24 CT) que se acomparien de otros factores de riesgo como la edad > 65 afios,
el sexo femenino, status serolégico de alto riesgo infeccion por CMV, insuficiencia renal
moderada, tratamiento con timoglobulina a dosis altas y/o fumadores podrian
beneficiarse de un régimen inmunosupresor basado en imtor desde fases iniciales del
trasplante renal, para evitar complicaciones asociadas al micofenolato o a un exceso de

inmunosupresor antes de que el paciente las desarrolle.

8.2.7 Supervivencia.

Para finalizar esta discusioén, podriamos resumir que el polimorfismo del trasportador
MRP2 24CT&TT podria ser un marcador predictor de mayor riesgo de diarrea,
leucopenia infecciones graves, infeccion por CMV, necesidad de modificacion de
tratamiento inmunosupresor e incluso neoplasia. También hemos realizado un analisis
de mortalidad (por cualquier causa) y ya que las diferencias no alcanzan la significacion
estadistica no podemos concluir que los pacientes portadores del polimorfismo tuvieron
una supervivencia mas baja frente a los pacientes no portadores del polimorfismo (HR
2.193 IC95 0.89-5.40 p 0.087). No obstante, seria interesante ampliar la muestra y el
tiempo de estudio para confirmar estos resultados. De acuerdo a los resultados
observados a lo largo de nuestra investigacion, seria facil de entender que estos
pacientes con mayor riesgo de complicaciones tengan en definitiva un prondstico vital

menos favorable.
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En una publicacién reciente, se han descrito como factores predictores de mayor
mortalidad del paciente trasplantado renal la edad, la patologia cardiovascular, la
diabetes, la infeccién urinaria post trasplante, el tratamiento del rechazo, el cancer, la
nefropatia por BK e infecciones graves®®? . Seria conveniente aumentar la muestra y el
tiempo de seguimiento de nuestro estudio para confirmar estos datos; y que estos
resultados se validen en otros grupos de trabajo, ya que seria el primer polimorfismo
descrito hasta la fecha que pudiera predecir complicaciones tan importantes en el

paciente trasplantado renal.

8.3Impacto del polimorfismo MRP2 (-24 CT) en la farmacocinética del
MPA.

Los resultados de nuestra investigacion demuestran dos conceptos importantes en

cuanto al impacto del polimorfismo del transportador MRP2 (-24 CT) en la

farmacocinética del MPA.

1) Los niveles de MPA son mas altos en aquellos pacientes portadores del
polimorfismo MRP2 (-24 CT).
2) Estas diferencias son mas evidentes en los pacientes en tratamiento con EC-

MPS que en los que toman MMF.

Nuestra estudio incluye un numero mayor de pacientes que los estudios publicados
hasta la fecha, y se ha realizado un ajuste de la muestra de acuerdo a los factores
influyentes en los niveles de MPA mas relevantes descritos hasta ahora (funcion renal,
dosis de MPA pre realizacion de curva, niveles de tratamiento inmunosupresor
concomitante, sexo, edad, superficie corporal y tratamiento con IBPs ). De acuerdo a lo

descrito previamente, estos resultados son coherentes con los publicados hasta la
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fecha, en los que los niveles de MPA son mayores en los pacientes portadores del
polimorfismo MRP2 (-24 CT). Que estas diferencias sean mayores en los pacientes que
toman EC-MPS Vs. MMF tiene una explicacion fisiolégica con fundamento y hasta la
fecha nuestro estudio es el primero que realiza esta comparacion.

Como hemos descrito previamente, los estudios realizados hasta la fecha tienen
importantes limitaciones: 1) han incluido a un niumero pequefio de pacientes , 2) las
curvas de concentraciones de MPA no contemplaron puntos que reflejaran la circulacion
enterohepatica, o 3) la medicacion inmunosupresora de los pacientes no fue realmente
susceptibles a la influencia del polimorfismo, ya que incluia ciclosporina, que produce
un efecto inhibidor sobre MRP2, y se atenua el efecto del polimorfismo; o MMF, menos

sensible a la influencia de la circulacién enterohepatica.

8.3.1 Efecto del SNP MRP2 (-24 CT) en la exposicion de MPA

El transportador MRP2 juega un papel fundamental en el metabolismo de los
farmacos inmunosupresores mas frecuentes, como son el micofenolato® y el
tacrolimus®”

Varios estudios han investigado el efecto del SNP de ABCC2 c. (-24 CT) sobre la
exposicion a MPA pero han mostrado resultados dispares y poco clarificadores.
Naesens et al. evaluaron el impacto de 7 polimorfismos de ABCC2 en la
farmacodinamica del MPA y observaron que el promotor rs717620 (-24 CT) y la
asociacion con niveles mas altos de MPA con respecto a los pacientes no portadores,
siendo también relevantes estas diferencias en los pacientes con insuficiencia hepatica
moderada?'®. En el estudio de Fukuda et al. también se observé una concentracion mas
alta de MPA en pacientes portadores del polimorfismo MRP2 (-24 CT), pero asociado a
otro polimorfismo de la familia UGT. (UGT1A9-440T o UGT2B7-900G )?'". Lloberas et
a|213

y Picard et al. 2'® pudieron observar niveles mas altos de MPA (AUC 0-12h) en

pacientes portadores del polimorfismo MRP2 (-24 CT) en aquéllos en tratamiento con
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MMF+ Ciclosporina, aunque estas diferencias no se encontraron en los pacientes en
tratamiento con tacrolimus+sirolimus. En un estudio reciente realizado en 408
trasplantados chinos por Li et al, observaron que las concentraciones predosis (co)
fueron mayores en los pacientes portadores de este mismo polimorfismo, alcanzando la
significacion estadistica la comparacion del modelo recesivo (TT Vs. CT&CC).?"°

Varias publicaciones no han logrado demostrar que el polimorfismo MRP2 (- 24 CT)

214 et

se asocie de forma clara a concentraciones mas altas de MPA. El estudio de Miura
al. describe niveles discretamente mas altos en el grupo de pacientes portadores del
polimorfismo, pero no se alcanzo la significacion estadistica,; al igual que en otro
estudio de Picard et al. ?'°, cuyo tratamiento concomitante fue sirolimus y tacrolimus. En
este caso, las concentraciones fueron mayores de forma decreciente en portadores
homocigotos y heterocigotos frente a no portadores. No obstante estas diferencias no
fueron estadisticamente significativa.

216 9 Geng®'? et al. no encontraron

Por otro lado, autores como Zhang et al.
diferencias en sus estudios, también realizado en trasplantados renales, en esta ocasion
de origen chino. Incluso existen estudios que describen de forma significativa niveles de
MPA mas bajos en pacientes portadores del polimorfismo, como el de Lloberaset al.?"?,
realizado en pacientes trasplantados renales en tratamiento con tacrolimus y sirolimus.
En ese estudio también se analiz6 el MPA libre, con resultados similares a los realizados
con MPA total.

Existen varios factores que podrian explicar las diferencias de nuestros resultados
con estas publicaciones.

a) Se realizan curvas de concentraciones abreviadas en el estudio de Fukuda y de
Naesens, lo que de acuerdo con las consideraciones de autores como Tett '*° o de
Winter 33304 no tendrian validez para el estudio de un segundo pico de MPA debido a
la circulacion enterohepatica. La realizacion de estas curvas abreviadas (en lugar de

curvas completas de 12h) podria obviar el efecto de la alteracion genética de este

trasportador. Nuestra investigacion utiliza 13 extracciones para calcular el AUC de MPA,
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por lo que se disminuye el potencial sesgo descrito y hacen nuestros resultados mas
fiables.

b) En muchos de estos trabajos, como en el de Geng 2011 2'2 0 Zhang 2008 2'°, el
tratamiento inmunosupresor concomitante al micofenolato es la ciclosporina, lo que
podria atenuar el efecto del polimorfismo MRP2 (-24 CT) por inhibicién del MRP2.

¢) Muchos de estos estudios incluyeron pocos pacientes y lo que es mas relevante,
pocos portadores del polimorfismo, por lo que tienen poca potencia para demostrar las
diferencias en los niveles de MPA de acuerdo al polimorfismo (Tabla 6). Hasta la fecha,
nuestra investigacion es el trabajo con mayor numero de curvas de MPA realizado para
el estudio del impacto en su farmacocinética del polimorfismo MRP2 (-24 CT) y ademas
incluye un porcentaje alto de pacientes portadores del polimorfismo.

d) Los estudios publicados que han analizado el impacto del polimorfismo MRP2 (-
24 CT) en la farmacocinética del MPA sélo incluyeron pacientes en tratamiento con
MMF, por lo que el efecto de esta alteracion genética puede no ser tan importante con
esta formulacién, y si con EC-MPS, ya que es mas sensible a la influencia de la

circulacion enterohepatica.

8.3.2 Efecto del SNP MRP2 (-24 CT) en la exposicion de MPA en los

pacientes en tratamiento con EC-MPS

En los resultados de nuestro estudio podemos observar que en la muestra total de
pacientes no hubo diferencias de concentraciones de MPA de acuerdo al tipo de
presentacion farmacoldgica de micofenolato (MMF Vs. EC-MPS).( AUC 0-12h: 62,17
(26,52) Vs. 62,49(28,48), p 0.876. En la muestra restringida a los pacientes con Prograf

®, si podemos observar niveles mas altos de MPA en los pacientes que toman EC-MPS
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con respecto a los pacientes en tratamiento con MMF. [66.65 (29.7), Vs. 62.90 (27.13),
p 0.048].

Lo que parece aun mas relevante es que las diferencias observadas en los niveles
de MPA de acuerdo al polimorfismo MRP2 (-24 CT) son mas importantes en los
pacientes en tratamiento con EC-MPS [AUCo.12n CC= 60.23 (22.60) Vs. AUCo.12n
CC&TT=77.43 (36.90), p=0.021] que en los pacientes en tratamiento con MMF ( 62.76
(26.62) Vs. 63.161 (28.79), p 0.961). En los pacientes en tratamiento con MMF no se
aprecian diferencias entre pacientes portadores o no del polimorfismo con respecto a
las concentraciones de MPA en AUC de 12h, no obstante, en el AUC en el periodo 6-
12h si son mayores en los portadores del polimorifsmo (CT&TT=27.17( 15.50) Vs CC=
20.00 (0.0), p 0.019)

Estas diferencias que nosotros observamos, y que no han sido descritas en
ninguna publicacién hasta la fecha, podrian ser debidas a que exista una mayor
influencia de MRP2 en el metabolismo del EC-MPS frente al del MMF . Por tanto, las
alteraciones de este trasportador tendrian mas relevancia en los pacientes en
tratamiento con EC-MPS**8¢,

La mayoria de los estudios que han analizado el efecto del polimorfismo MRP2
(-24 CT) en los niveles de MPA se realizaron en pacientes que recibian MMF, y no
hicieron este analisis en pacientes en tratamiento con EC-MPS (Tabla 6).

Ademas, al igual que en nuestro estudio, existen datos de la literatura que
también apoyan que el tratamiento con EC-MPS asocia niveles mas altos de MPA que
el MMF. Aunque los estudios de bioequivalencia describieron que el AUC 0-12h de
ambas moléculas fue equivalente (AUC 12h -MMF 58.39 Vs. EC-MPS 57.43), existen
algunas diferencias en su metabolismo (mayor Tmax, mayor Cmax y mayor influencia
de la circulacion enterohepatica) ® De hecho, en un andlisis detallado de los estudios
que se realizaron para demostrar la bioequivalencia de ambas moléculas, se pudo
observar la exposicion de MPA son mayores en los pacientes que toman EC-MPS Vs.

MMF, aunque en no se alcanza la significacion estadistica. (Tabla 2).
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Por ejemplo, en otro estudio realizado por Bude et al. en 2007%, donde la
medicacién concomitante fue tacrolimus (21 pacientes), no observaron diferencias
estadisticamente significativas, pero en el grupo de EC-MPS el AUC de MPA fue
discretamente mayor comparado con el grupo que recibia MMF. (43.7 +/-17.4 ug Xh/mL
Vs. 39.9+/-11.6 ug Xh/mL). En el estudio de Tedesco et al.®’ (tratamiento concomitante
con ciclosporina) las concentraciones de MPA también fueron mayores en los pacientes
en tratamiento con EC-MPS (74,7 ug Xh/mL) Vs. 61,4 ug Xh/mL), p ns.

Estos autores consideran que estas diferencias son las aceptadas en el concepto
de bioequivalencia, con diferencias aceptables si el ratio de variabilidad es menor de
1.25. No obstante, en los resultados de Tedesco et al. , se objetivaron diferencias
mayores en el intervalo de confianza del coeficiente de bioequivalencia, ya que
sobrepasa el limite superior (1,29). Existen autores como Tett et al., que consideran
que, en este sentido el comportamiento farmacocinético de ambas moléculas no es
similar y por tanto no son equivalentes '*°. Es importante destacar que todos estos
estudios manejan un numero pequeino de pacientes, aunque son estudios cross over y
con AUC plasmaticas completas, con mas de 10 extracciones, lo que se considera apto
para la identificacion de diferencias entre las dos formulaciones'®.

Si a estas diferencias poco importantes se le suma el efecto del tacrolimus (en
lugar de ciclosporina ) y el efecto del polimorfismo MRP2 (-24 CT) se puede justificar
con facilidad que los pacientes en tratamiento con tacrolimus y EC-MPS que sean
portadores del polimorfismo MRP2 (-24 CT) tendran concentraciones mas altas de MPA.
De hecho, en nuestro estudio, llos niveles de MPA que observamos en los pacientes
con tacrolimus + EC-MPS portadores del polimorfismo se encuentran en el rango tedrico
de toxicidad'*?(77.43 (36.93) mg/I*h).

A la luz de nuestros resultados, y de acuerdo con la bibliografia previa,
consideramos que las presentaciones EC-MPS y MMF si podrian ser bioequivalentes
en términos de farmacocinética en la poblacion general. No obstante es probable que,

en presencia de alteraciones genéticas de proteinas relacionadas con la circulacion

162



DISCUSION

enterohepatica (como el polimorfismo MRP2 (-24 CT), y en tratamiento concomitante
con tacrolimus, las concentraciones de MPA en pacientes en tratamiento con EC-MPS
pueden ser mayores con respecto a las concentraciones de MPA en tratamiento con
MMF. En estos pacientes, el tratamiento con MMF podria ser mas adecuado, ya que las
concentraciones seran mas predecibles. También podria plantearse la administracion
de EC-MPS a dosis mas bajas que en los pacientes no portadores del polimorfismo
MRP2 (-24 CT). No obstante, seria recomendable que este estudio se realizara por otros

grupos para validar nuestros resultados.

9. Limitaciones del estudio.

Nuestro estudio presenta algunas limitaciones a tener en cuenta para la interpretacion
de los resultados.

9.1 Estudio de repercusion clinica del polimorfismo de MRP2 (-24 CT):

Se trata de un estudio que puede incluir sesgos de seleccion, clasficacion o factores
de confusién. Sin embargo, se trata de una cohorte de pacientes consecutivos, con un
porcentaje pequefio de pérdidas iniciales y de seguimiento, que analiza una poblacién
muy controlada a través de las consultas de trasplante y de hospitalizacién. Las técnicas
realizadas para la determinacion de las variables a estudio son de alta validez y fiabilidad
se han realizado test estadisticos robustos.

9.2 Estudio de farmacocinética.

El estudio de farmacocinética no incluye los mismos pacientes que el estudio
realizado para el analisis de eventos adversos. Sin embargo, el analisis farmacocinético
requiere una muestra muy homogénea (misma dosis de farmacos concomitantes,
mismo perfil de comorbilidades, tiempo de trasplante, funcién renal, composicién

corporal, etc) que de cualquier modo no seria valida para el estudio de eventos adversos
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asociados al trasplante. Si es interesante destacar que la distribucion del polimorfismo
MRP2 (-24 CT) fue similar en las dos muestras a estudio.

No se realizé la determinacion de MPA libre, que en estudios previos se ha
relacionado con toxicidad clinica de sobredosificaciéon de MPA.

El tamafo muestral, aunque sea el mayor de los estudios publicados hasta la fecha,
sigue siendo pequeno para poder obtener conclusiones definitivas.

Para minimizar sesgos, se tuvieron en cuenta el tratamiento concomitante
inmunosupresor, el tratamiento con IBPs, la funcion renal, el IMC y el sexo. En cuanto
a la raza, todos los pacientes a los que se le realizaron curvas de MPA fueron
caucasicos.

9.3 Validez Externa:
Se trata de un estudio unicéntrico, que requiere la confirmacion de estos resultados en

otras poblaciones.
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CONCLUSIONES.

1.

El SNP MRP2 (-24 CT) (heterocigosis y homocigosis) asocia un riesgo
incrementado de diarrea, diarrea croénica, leucopenia, leucopenia
recurrente, infecciones graves, infecciones por CMV y necesidad de
cambio de tratamiento inmunosupresor en el paciente trasplantado
renal en tratamiento con micofenolato.

El SNP MRP2 (-24 CT) (heterocigosis y homocigosis) podria asociar un
riesgo incrementado de neoplasia y mortalidad (por todas las causas)
en el paciente trasplantado renal en tratamiento con micofenolato, pero
que nuestros analisis no alcanza la significacion estadistica.

El SNP MRP2 (-24 CT) (heterocigosis y homocigosis) asocia
concentraciones plasmaticas de MPA mas altas que los pacientes no

portadores del polimorfismo.

. EI SNP MRP2 (-24 CT) (heterocigosis y homocigosis) asocia

cocentraciones aun mas elevadas de MPA en los pacientes cuya
presentacion farmacolégica es EC-MPS, que incluso podrian alcanzar el

rango de toxicidad.
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