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RESUMEN

Introduccién. El tacrolimus se emplea como inmunosupresor
en pacientes con trasplante renal. La monitorizacion farmacodi-
namica es una estrategia para conocer el efecto bioldgico real.
El objetivo de este trabajo fue determinar la correlacion entre la
concentracion de tacrolimus y la expresion génica de factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-o) en pacientes con trasplante renal.
Métodos. Se realiz6 un estudio transversal y experimental en
nifios con trasplante renal con tres meses de evolucion. Se ob-
tuvieron muestras de sangre para realizar la farmacocinética de
tacrolimus y la expresion génica de TNF-a. Se llevo a cabo PCR
en tiempo real para determinar la expresion del gen TNF-o. y el
gen de control interno 18S. Se determind el genotipo de CYP3A5
mediante secuenciacion directa.

Resultados. Se estudiaron seis pacientes con una mediana de
edad de 14.5 afios. Se encontr6 una correlacion negativa entre
la concentracion de tacrolimus por punto de farmacocinética
y la media correspondiente de la expresién génica de TNF-a.
Hubo tendencia a la disminucion de TNF-o ante niveles altos
de tacrolimus.

Conclusiones. Existe una correlacién negativa entre la concen-
tracion de tacrolimus y la expresion génica de TNF-a. La expre-
sion de TNF-a no se modific6 segun el genotipo de CYP3A5.

Palabras clave: tacrolimus, farmacocinética, farmacodinamia,
TNF-a, trasplante renal, inmunosupresion.
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ABSTRACT

Background. Tacrolimus is a widely used immunosuppressant in
renal transplant patients. Drug monitoring is performed by measur-
ing trough levels. Pharmacodynamic monitoring is used to evaluate
the biological effect.

The aim of the study was to determine the relationship between
tacrolimus area-under concentration vs. time curve (AUC) and the
gene expression of tumor necrosis factor alpha (TNF-o) in children
with renal transplant.

Methods. An experimental, cross-sectional study was performed
in children with renal transplant at 3 months after transplant. An 8-h
pharmacokinetic-pharmacodynamic profile was obtained. Gene ex-
pression of TNF-o and internal control of 18s rRNA was performed
by real-time PCR. CYP3A5 genotype was obtained by direct se-
guencing.

Results. Six patients were included with a median age of 14.5
years. A negative correlation was found between tacrolimus phar-
macokinetics and TNF-o. gene expression. There was a trend of low
TNF-o with high tacrolimus blood levels.

Conclusions. There is a negative correlation between tacrolimus
concentration and TNF-a. gene expression. TNF-o. gene expression
was not modified by CYP3A5 genotype.

Key words: tacrolimus, pharmacokinetics, pharmacodynamics,
TNF-a, renal transplant, immunosuppression.

INTRODUCCION

El trasplante renal es el mejor tratamiento para pacien-
tes pediatricos con enfermedad renal crénica terminal
(ERCT), ya que no solamente resuelve la sintomatologia
urémica sino también permite una mejoria significati-
va del retardo del crecimiento esquelético, maduracion
sexual, desempefio cognitivo y psicosocial. La calidad
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de vida del paciente pediatrico con un injerto renal fun-
cional siempre es superior a cualquier método dialitico
existente.?

El tratamiento con trasplante ofrece mejor superviven-
cia que la dialisis en cualquier grupo de edad de pacientes
pediatricos. Se describe hasta 95% de supervivencia del
injerto a 5 afios del trasplante, mientras que los pacientes
sometidos a procedimientos dialiticos presentan una su-
pervivencia de 80%.

El tacrolimus (Tac) es un medicamento con estrecho
indice terapéutico que se emplea para prevenir el rechazo
en los trasplantes de 6rganos solidos. Requiere un cuida-
doso manejo en el ajuste de la dosis empleada para obte-
ner niveles terapéuticos. Ejerce su mecanismo de accion
mediante la union a una proteina intracelular llamada pro-
teina de union a FK (FKBP-12, del inglés FK binding pro-
tein 12). Una vez formado el complejo de FKBP-tacroli-
mus junto con calcio, se produce la inhibicién selectiva
de la calcineurina, enzima que normalmente actla como
una fosfatasa de ciertas proteinas nucleares reguladoras.
Una de ellas es el factor nuclear de linfocitos T activados
(NFAT) que, en condiciones normales, al ser desfosforila-
do, pasa a través de la membrana nuclear. De esta manera
se inhibe la expresion de diversos genes involucrados en
la activacion de las células T, incluyendo el gen de la inter-
leucina 2 (IL-2), su receptor, el interferon gamma (IFN-y),
el factor estimulante de colonias de granulocitos y ma-
crofagos (GM-CSF), el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-o) y los protooncogenes H-ras y c-myc. Al mismo
tiempo se lleva a cabo la promocion del factor transforma-
dor de crecimiento beta (TGF-B), que también inhibe a la
IL-2, con la consiguiente disminucion en la proliferacion
de linfocitos T citotoxicos y la limitacién en la produccion
de citocinas. Sin embargo, también provoca el desarrollo
de fibrosis intersticial, que es la principal causa de nefro-
toxicidad relacionada con los inhibidores de la calcineuri-
na. El grado de inhibicion de la actividad de la calcineuri-
nay la produccion de IL-2 podria reflejar el balance entre
una inmunosupresion excesiva o deficiente.23

El tacrolimus es metabolizado por sistemas enzimati-
cos microsomales del citocromo P-450 II1A (CYP3A4 y
CYP3Ab5) hallados tanto en el tracto gastrointestinal como
en el higado. La dosis de tacrolimus requerida para alcan-
zar niveles terapéuticos depende del tipo de polimorfismo
en laenzima CYP3AS. Aquellos pacientes que expresan la
enzima, requieren dosis mayores.*

El monitoreo terapéutico del tacrolimus se lleva a cabo
determinando las concentraciones minimas, también co-
nocidas como niveles en valle. Sin embargo, esto ha sido
cuestionado, ya que se presentan algunos casos de toxici-
dad y rechazo, aun cuando las concentraciones minimas se
encuentran dentro del limite considerado como aceptable.
Diversos estudios han demostrado una adecuada corre-
lacion entre la concentracidn en sangre y el area bajo la
curva (ABC) de concentracion plasmatica contra tiempo,
y que dicha correlacion puede mejorar mediante el uso
de diferentes tiempos de muestreo.?57 Cabe destacar que
la monitorizacion farmacocinética no refleja la actividad
bioldgica del farmaco.

En los Gltimos afios se ha propuesto la monitorizacion
farmacodinamica como una nueva estrategia para proveer
informacion acerca del efecto bioldgico especifico ejerci-
do por el mecanismo de accidn del tacrolimus.®

Sobre vigilancia farmacodinamica se tienen varios re-
portes para ciclosporina (CsA), otro inhibidor de la calci-
neurina, y se ha reportado que la concentraciéon maxima
(Cpns) —Que se alcanza aproximadamente a las 2 horas—
se relaciona con el nivel de inmunosupresion medido
como inhibicion de calcineurina en linfocitos.®

Giese y colaboradores, en 2004, mostraron que existe
una correlacion entre el nivel de CsA en sangre y la su-
presion de IL-2, TNF-o. y GM-CSF hasta de 85%, lo que
representa un enfoque para evaluar la efectividad bioldgi-
ca de CsA, permitiendo individualizar el régimen inmu-
nosupresor.19

La monitorizaciéon farmacodinamica se aplica como
un método adicional para brindar informacion acerca del
impacto bioldgico de la CsA en pacientes trasplantados, de
tal manera que la inhibicién de calcineurina en linfocitos
se correlaciona de manera inversa con las concentraciones
sanguineas de CsA. La maxima inhibicion de calcineurina
ocurre dos horas posteriores a la toma inicial en 90% de
los pacientes.!'"13 Se han realizado estudios farmacodina-
micos con Tac en poblacion adulta, y se ha sugerido que
la expresion residual de los genes regulados por NFAT
podria ser un método farmacodinamico para monitorizar
a pacientes con trasplante renal tratados con Tac, ya que
se puede identificar baja o alta inmunosupresién con base
en su relacion con la presencia de infecciones o rechazo
agudo al injerto.1*

El objetivo del presente trabajo fue determinar la co-
rrelacion existente entre el area bajo la curva (ABC) de
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la concentracion plasmética del Tac contra el tiempo y la
expresién génica de TNF-a regulado por NFAT, en nifios
con trasplante renal.

METODOS

Se realiz6 un estudio transversal experimental analitico,
aprobado por las Comisiones de Investigacion y Etica del
Hospital Infantil de México Federico Gomez (protocolo
HIM 2011/026, SSA 949).

Se invito a participar a pacientes pediatricos del Hos-
pital Infantil de México Federico Gomez (HIMFG) de
cualquier sexo y grupo etareo, con diagnéstico de enfer-
medad renal crdnica terminal y trasplante renal con un
minimo de seis meses de evolucién posterior al evento
quirdrgico.

Criterios de inclusion

» Pacientes de cualquier sexo y edad entre 3 y 18 afios
con 3 meses de trasplante renal en HIMFG

e Inmunosupresion establecida con tacrolimus

» Funcion estable del injerto (nivel sérico de creatinina
<0.3 mg/dl al egreso del trasplante renal, sin alteracion
metabdlica, clinicamente estable)

» Sin ajustes en la terapia inmunosupresora tres meses
previos a la toma de la muestra

e Sin infeccién aparente al momento del estudio

 Participacion voluntaria en el estudio mediante una
carta de consentimiento informado del padre o tutor y
de asentimiento de cada nifio

Criterios de exclusion

e Pacientes con trasplante renal con administracion de
tacrolimus en dosis diferentes en cada toma o intervalo
de administracion diferente a cada 12 horas

e Administracion concomitante de farmacos que alteren
las concentraciones plasmaticas de tacrolimus, con ex-
cepcién de verapamilo

» Pacientes con hepatopatias de cualquier indole

Criterios de eliminacién

 Pacientes con alteracion de pruebas de funcion hepatica
al momento del estudio o niveles elevados de colesterol
o triglicéridos, que pudieran generar alteraciones en la
medicion plasmatica de tacrolimus y otros parametros
séricos

» Pacientes con infecciones recientes o con sospecha de
cualquier tipo de infeccidon que pudiera modificar el
nivel de inmunosupresion

Se registraron las siguientes variables: edad, sexo,
exploracién fisica completa, esquema y dosis de inmuno-
supresion completo en dosis ponderal, tratamiento conco-
mitante con antihipertensivos, profilaxis antimicrobiana y
aportes de electrolitos.

Con respecto a la farmacocinética y farmacodinamia,
se llevo a cabo en un intervalo de 8 horas en todos los
pacientes, desde la toma inicial del farmaco a las 8:00 am
hasta las 4:00 pm. Se tomaron seis puntos de muestreo a
diferentes tiempos (alas 0, 1, 2, 4,6y 8 h).

En cada punto se proces6 una muestra de 4 a 5 ml de
sangre total en un tubo con EDTA. En cada muestra fue
determinada la concentracion plasmatica de tacrolimus,
asi como la expresion génica de TNF-o. Adicionalmen-
te, en la primera muestra se llevo a cabo el procedimien-
to para la obtencion de ADN a partir de leucocitos, y la
posterior determinacion del genotipo para CYP3AS. Las
muestras fueron almacenadas a 4°C hasta su procesamien-
to para la determinacion de niveles plasmaticos. El resto
se llevo a cultivo celular. En la muestra 0 se tomd también
creatinina sérica y pruebas de funcion hepética. La velo-
cidad de filtracion glomerular se estim6 con la formula de
Schwartz. 1517

Determinacion de niveles de tacrolimus

La determinacion se realiz6 en sangre total, mediante un
kit comercial (Architect System, Abbot, IL) para analisis
inmunoenzimatico por particulas (CMIA).

Preparacion de las muestras

La sangre contenida en tubos de EDTA se estimulé con
1 ml de RPMI-1640 (medio de cultivo), suplementado
con 10% de suero fetal bovino y antibio6ticos, ademas
de 100 ng/ml de acetato forbol miristato (PMA) y 5 mg/
ml de ionomicina (Sigma, St. Louis, MO) por 3 horas.
Posteriormente, se centrifugd por 15 seg a 10,000 rpm
en estufa de CO, a temperatura controlada de 37 °C.
Después de la lisis de globulos rojos y separacion del
sobrenadante, se almacené a —70 °C. Se llevé a cabo el
lavado de glébulos blancos con solucién salina estéril
en dos ocasiones, para su posterior almacenamiento
en combinacidn con el reactivo RNA later (Ambion),
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a =70 °C hasta el momento de extraccion de &cido
ribonucleico (ARN).

La extraccion de ARN de glébulos blancos se realizé
con un kit comercial (RNAeasy mini kit, Qiagen). Pos-
teriormente se realizé transcripcion reversa para obten-
cion del cDNA. La cuantificacién de expresion del gen
TNF-a y el gen de control interno 18s rRNA, se llevd a
cabo mediante PCR en tiempo real, equipo PCR-TR 7500
(Applied Biosystems), con amplificacion de secuencias
mediante sondas comerciales (Applied Biosystems). La
concentracion del transcrito para los genes blanco fue cal-
culada a partir de una curva estandar.

Determinacién de genotipo

Se realizd mediante la extraccion directa de DNA, para su
posterior amplificacion por PCR, purificacion y secuen-
ciacion, segun se ha descrito previamente.*

Analisis estadistico

Por medio de estadistica de tipo descriptiva, se llevo a
cabo la determinacion del promedio y desviacion estandar
de aquellos datos con distribucion normal. En variables
sin distribucion normal se realizd el calculo de medianas y
rangos (minimo y maximo).

Para algunas variables se realizé el calculo de pro-
porciones.

Para el calculo de correlacion se realizé la prueba P de
Spearman, al contar con distribucion anormal de la pobla-
cion de estudio mediante el programa Graph Pad Prism
Version 5.0. Para determinar la comparacion existente
entre el genotipo que expresa y el que no expresa el gen
CYP3AS5 con parametros farmacocinéticos, se utilizé la
U-Mann-Whitney en SPSS version 16.

RESULTADOS

Se evaluaron seis pacientes (Cuadro 1). La mediana de
edad fue de 14.5 afios con valor minimo de 9 afios y
maximo de 18 afios. La mediana de tiempo posterior al
trasplante de 13.5 meses con valor minimo de 5 meses y
maximo de 29 meses.

Los resultados del estudio farmacocinético se mues-
tran en el Cuadro 2.

En la curva de concentracion plasmatica de tacrolimus
y expresion génica de TNF-a contra tiempo (promedio y

Cuadro 1. Distribucién demogréfica, caracteristicas clinicas y de labora-
torio en nifios con trasplante renal

Valores como mediana y rango o n (%)

Edad (afios) 14.5 (9-18)
Sexo (masculino) 3 (50%)
Tiempo posterior al trasplante (meses) 13.5(5-29)
indice de masa corporal (kg/m?) 19.37 (15.21-27.85)
Creatinina sérica (mg/dl) 1(0.5-1.2)

Colesterol total (mg/dl)
Triglicéridos (mg/dI)

135 (96-172)
122 (45-144)

ALT (mg/dl) 38 (29-45)

AST (mg/dl) 24 (17-27)
Velocidad de filtracion glomerular

(Schwartz) 101.175 (96.83-106.85)

Micofenolato (mg/m?SC/dia)

Tacrolimus (mg/kg/dia)

Concentracion valle de tacrolimus (ng/ml)
Concentracion pico de tacrolimus (ng/ml)

696.015 (675.67-806.45)
0.07 (0.03-0.26)
5.9 (2.8-6.3)
135 (5.9-27.1)

ALT: alanino-amino transferasa; AST: aspartato-amino transferasa

Cuadro 2. Parametros farmacocinéticos de tacrolimus y genoatipificacion
de CYP3A5 en nifios con trasplante renal

ABC/dosis  t_,, Croax i,
Paciente (mgl/kg/dia) (h)  (ng/ml) (h)

C0
(ng/ml) CYP3A5

1 1349.58 1 27.1 15.59 6.1 *1*3
2 3666.67 8 12.6 2.93 44 *3*3
3 1745.00 2 5.9 9.90 3.8 *3*3
4 355.92 1 14.4 5.94 8.2 *1*3
5 1780.00 1 16.5 10.00 6.0 *3*3
6 1101.00 2 10.8 12.98 7.0 ND

ABC: area de concentracion-tiempo bajo la curva (0-8 h); t, . - tiempo al que se ob-

servo la concentracion maxima; C, . - concentracion maxima alcanzada; t, ,: tiempo
de vida media; Cy: concentracion inicial; ND: no determinado

error estandar), se observa que existe una tendencia a la
disminucion de los niveles de TNF-o. ante los niveles méas
altos de tacrolimus (Figura 1). Cabe destacar la amplia
desviacion estandar en cada punto, que obedece al escaso
numero de pacientes.

De los pacientes incluidos en el estudio, se llevo
a cabo determinacion de genotipo para CYP3AS5 sola-
mente en cinco, ya que en uno de ellos no se conté con
una muestra adecuada y se obtuvo una lectura errénea
del secuenciador. En tres casos no se observo expre-
sién del citocromo (homocigotos GG-*3*3), y en dos
casos la expresion del mismo (heterocigoto AG-*1*3).
Se muestra la distribucion del genotipo por grupos en
comparacion con la farmacocinética en cada paciente
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(Cuadro 3). No se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas en las variables estudiadas, segun
el genotipo de CYP3A5. Sin embargo, los pacientes
que expresaron la proteina requirieron dosis mayores
de tacrolimus.

20 —® — LN TNF-o/18S rRNA r 11
—— Tacrolimus (ng/ml) -
_ z
E 15 3
o T
£ Q
) =
S 10
E 3
° py)
3] z
© 5 >

Tiempo (h)

Figura 1. Curva de concentracion plasmatica de tacrolimus y ex-
presion génica de TNF-0/18S rRNA versus tiempo. Valores como
promedio y error estandar.

Cuadro 3. Comparacion de parametros farmacocinéticos de tacrolimus
con genotipificacién en nifios con trasplante renal

CYP3A5 *1*3 CYP3A5 *3*3
(Expresan) (No expresan)
n=2 n=3 p
Dosis (mg/kg/dia) 0.19 0.03
(0.12-0.26) (0.03-0.06) 0.2
C0 (ng/ml) 7.15 44
(6.1-8.2) (3.8-6) 04
Caddosis (ng*ml/ 140.61 275
mg*kg*dia) (55.38-225.83) (196.67-420) 0.4
t,, (horas) 10.77 9.9
(5.94-15.59) (2.93-10) 0.8
t Lax(horas) 1 2
(1-1) (1-8) 0.4
ABC , 4 (h*ng/ml) 127.25 106.8
(92.54-161.95) (52.35-110) . — 0.8
ABC , g/dosis (W*ng*ml/ 852.75 1780
mg*kg*dia)

(355.92-1349.58) (1745-3666.67) 0.2

C,: concentracion inicial; C, . . concentracion maxima alcanzada; t,,: tiempo de
vida media; t, ' tiempo al que se observo la concentracion maxima; ABC: area de
concentracion-tiempo bajo la curva (0-8 h).

Valor de p obtenido por U-Mann de Whitney

15 —
* ..0 °
< ®
T 10+ "“!'.—'.\.—
N ¢ X
3 had °
L
E 57 eg
Pz
- r=-0.07
p=0.33
0 | T T |
0 10 20 30 40

Tacrolimus (ng/ml)

Figura 2. Correlacion entre expresion génica de TNF-0/18S rRNA
en leucocitos de sangre periférica y niveles séricos de tacrolimus.

15 7
° °
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>
S
3 °
£ °
©° _ )
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r=-0.498
p=0.17
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7 8 9 10

LN TNF-0/18S rRNA

Figura 3. Correlacion entre las medias de concentracion de ta-
crolimus por punto de farmacocinética y la expresiéon génica de
TNF-0/18S rRNA.

La expresion génica fue determinada con el nimero de
copias por microgramo de ARN de TNF-a, normalizado
con el gen control de 18s rRNA. Se muestra la dispersion
de puntos de la totalidad de pacientes del LN de TNF-0./18s
rRNA contra las concentraciones de tacrolimus en todos
los puntos de la farmacocinética considerando el tiempo
de administracion. Hubo correlacion negativa entre la con-
centracion de tacrolimus y la expresion de TNF-o, con r
=-0.07, sin alcanzar diferencia estadisticamente significati-
va. Se observo que, en efecto, la concentracion de TNF-o.
disminuye en tanto las concentraciones de tacrolimus son
mayores, con los més altos niveles al inicio del estudio far-
macocinético
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Tomando en consideracion las medias de concentra-
cién de cada punto de la farmacocinética con respecto al
LN TNF-o, /18s rRNA, se observo que en la dispersion
de puntos existe una correlacién negativa entre la concen-
tracion de tacrolimus de manera global por punto de far-
macocinética con respecto a la media correspondiente al
mismo punto de LN TNF-a. Aplicando r de Spearman se
obtuvo r =-0.498 con p =0.17 (Figura 2).

DISCUSION

Los resultados obtenidos son similares a los reportados
por Sommerer y colaboradores en estudios realizados en
adultos. En ellos, se compar6 la farmacocinética con la
farmacodinamia de inhibidores de calcineurina en cuanto
a una correlacién inversa entre la administracion de CsA
0 Tac con la determinacion de expresion génica de citoci-
nas inflamatorias.'1-1* En el presente estudio no se obser-
VO una asociacion significativa entre ambos parametros.
Tampoco fue posible recolectar suficiente muestra para
generar normalidad y significancia estadistica en la dis-
tribucion. Sin embargo, la metodologia fue la adecuada
para la determinacion de la farmacocinética y el cultivo
celular para la extraccién de RNA'y posterior cuantifica-
cién de expresion génica. Es interesante mencionar que,
segun la literatura, hay evidencia de que la vigilancia de
los inhibidores de calcineurina con niveles plasmaticos
aislados no es suficiente para la individualizacion de la
dosis por paciente y que el factor genético, con identifi-
cacion de polimorfismos de CYP3A5 y MDR1, ademas
de parametros farmacocinéticos completos y la expre-
sién génica de genes producidos por linfocitos, es funda-
mental para la prevencion de rechazo agudo, infecciones,
nefrotoxicidad y disfuncion del injerto a largo plazo.

Es importante considerar que, en el presente estudio,
el nimero de pacientes incluido fue escaso, por lo que las
diferencias no resultaron estadisticamente significativas.
Sin embargo, se observd la tendencia a una correlacion
inversa con respecto a los niveles de tacrolimus en com-
paracion con la expresion de TNF-a.

Es necesario realizar estudios de este tipo en pobla-
cion mexicana con mayor nimero de pacientes pediatri-
cos para determinar el potencial de la cuantificacion de
la expresion génica como parametro farmacodinamico de
vigilancia del tacrolimus, con la finalidad de lograr la in-
dividualizacion de la inmunosupresion.
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