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Antecedentes y justificacién: La estrategia de la aproximacién concentracién-dosis (C/D) y los
distintos perfiles del tacrolimus (Tac), segin los polimorfismos del citocromo P450 (CYPs)
se centran en el metabolismo de Tac y se plantean como herramientas para el seguimiento
de los pacientes trasplantados. El objetivo de este estudio es comparar la exposicién al Tac
analizado segiin ambas estrategias.

Materiales y métodos: Se han incluido 425 pacientes trasplantados renales. El calculo del
cociente concentracién Tac/dosis (C/D) permitié dividir la poblacién en terciles y clasificar
los pacientes segin su tasa de metabolismo del Tac en tres grupos (rdpida, intermedia y
lenta). Con base en los polimorfismos del CYP3A4 y A5, los pacientes se agruparon en meta-
bolizadores rapidos (portadores del CYP3A5*1 y CYP34A *1/1), intermedios (CYP3A5*3/3 y
CYP3A4*1/*1) y lentos (CYP3AS5 *3/*3 y portadores del CYP3A4*22).

Resultados: Al comparar los pacientes de cada grupo metabolizador segiin los dos criterios,
coincidieron 47% (65/139) de los metabolizadores rapidos, 85% (125/146) de los intermedios
y solo 12% (17/140) de los lentos. Se observaron concentraciones de Tac estadisticamente
menores en los metabolizadores rédpidos y concentraciones mayores en los lentos, com-
parandolos con el grupo intermedio segin el cociente C/D o segin polimorfismos. Los
metabolizadores rapidos requirieron alrededor de 60% mas de dosis de Tac que los inter-
medios a lo largo del seguimiento, mientras que los lentos aproximadamente 20% menos
de dosis que los intermedios. Los metabolizadores rapidos clasificados por ambos criterios
presentan un porcentaje mayor de veces con valores de concentracién de Tac en sangre
infraterapéuticos.
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Conclusién: La determinacién del fenotipo metabolizador segin los polimorfismos del CYP
o bien cociente C/D permite distinguir los pacientes segin su exposicién al Tac. Probable-
mente la combinacién de ambos criterios de clasificacién seria una buena herramienta en

el manejo de la dosificacién de Tac para los pacientes trasplantados.
© 2022 Sociedad Espafola de Nefrologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

Tools for a personalized tacrolimus dose adjustment in the follow-up of
renal transplant recipients: Metabolizing phenotype according to CYP3A
genetic polymorphisms versus concentration-dose ratio

ABSTRACT

Background and justification: The strategy of the concentration-dose (C/D) approach and the
different profiles of tacrolimus (Tac) according to the cytochrome P450 polymorphisms
(CYPs) focus on the metabolism of Tac and are proposed as tools for the follow-up of trans-
plant patients. The objective of this study is to analyse both strategies to confirm whether
the stratification of patients according to the pharmacokinetic behaviour of C/D corresponds
to the classification according to their CYP3A4/5 cluster metabolizer profile.
Materials and methods: Four hundred and twenty-five kidney transplant patients who recei-
ved Tac as immunosuppressive treatment have been included. The concentration/dose ratio
(C/D) was used to divided patients in terciles and classify them according to their Tac meta-
bolism rate (fast, intermediate, and slow). Based on CYP3A4 and A5 polymorphisms, patients
were classified into three metabolizer groups: fast (CYP3A51 and CYP34A*1/*1 carriers),
intermediate (CYP3A5"3/3 and CYP3A4*1/*1) and slow (CYP3A5*3/*3 and CYP3A4*22 carriers).
Results: When comparing patients included in each metabolizer group according to C/D ratio,
47% (65/139) of the fast metabolizers, 85% (125/146) of the intermediate and only 12% (17/140)
of the slow also fitted in the homonym genotype group. Statistically lower Tac concentra-
tions were observed in the fast metabolizers group and higher Tac concentrations in the
slow metabolizers when compared with the intermediate group both in C/D ratio and poly-
morphisms criteria. High metabolizers required approximately 60% more Tac doses than
intermediates throughout follow-up, while poor metabolizers required approximately 20%
fewer doses than intermediates. Fast metabolizers classified by both criteria presented a
higher percentage of times with sub-therapeutic blood Tac concentration values.
Conclusion: Determination of the metabolizer phenotype according to CYP polymorphisms or
the C/D ratio allows patients to be distinguished according to their exposure to Tac. Probably
the combination of both classification criteria would be a good tool for managing Tac dosage
for transplant patients.
© 2022 Sociedad Espaiiola de Nefrologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

corporal del paciente. Las dosis posteriores se ajustan en fun-
cién de la concentracién matinal previa a la dosis (C0) de Tac

El tacrolimus (Tac), un inhibidor de la calcineurina, eslapiedra ~ Para la monitorizacion terapéutica del farmaco (TDM) segin

angular del tratamiento inmunosupresor en el trasplante de
6rganos soélidos. Este farmaco es muy eficaz para prevenir el
rechazo agudo, pero el ajuste de la dosis clinica sigue siendo
complicado debido a su estrecha ventana terapéutica y su
alta variabilidad farmacocinética (PK) y farmacodinamica (PD)
intra e interpaciente?. Quizas, el mayor desafio es conseguir
una terapia que se adapte a las caracteristicas individuales
del paciente para lograr un buen balance entre la eficacia y
la toxicidad®. Desde hace tres décadas, el ajuste de dosis de
Tac en la préctica clinica se realiza de forma empirica segin
la ficha técnica del farmaco. El calculo de la dosis inicial de Tac
después del trasplante de érganos sélidos se basa en el peso

cada centro’.

El metabolismo de Tac y los perfiles PK estdn cobrando cada
vez mas importancia. La tasa de metabolismo del Tac de un
individuo se ha relacionado con los resultados después del
trasplante lo que exacerba alin mas el problema de las diferen-
cias entre individuos en la relacién dosis-respuesta’. En este
sentido, se ha evaluado la exposicién al Tac con base en los
polimorfismos genéticos que influyen en el metabolismo del
Tac del citocromo P450 (CYP3A4y CYP3A5)* 10, Con la finalidad
de definir la poblacién, con base en las caracteristicas farma-
cogenéticas del cluster y las diferencias en la metabolizacién
del Tac, se han descrito tres fenotipos: metabolizador rapido,
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intermedio y lento. Los pacientes metabolizadores rapidos
presentan niveles bajos de Tac requiriendo al menos el doble
de dosis que los metabolizadores lentos®? 11,

Por otro lado, la aproximacién concentracién-dosis (C/D)
se ha analizado como una herramienta sencilla para estimar
el metabolismo de Tac'’>'8. En estos estudios, los pacientes
con una relacién C/D baja (C/D < 1,05 (ng/mL)/mg en recep-
tores de trasplante renal; < 1,09 (ng/mL)/mg en receptores de
trasplante de higado) indica un metabolismo rapido de Tac y
esta asociado con una funcién renal disminuida, una tasa mas
alta de nefrotoxicidad comprobada por biopsia, y cambio méas
frecuente a un régimen inmunosupresor alternativo que los
pacientes con a una relacién C/D mas alta'?14-16.19-22,

Ambas estrategias, el estudio de los polimorfismos y larela-
cién C/D, se centran en el metabolismo de Tac y se plantean
como una herramienta adicional para la individualizacién de
la dosis de TAC en los pacientes trasplantados. Su objetivo
es personalizar el tratamiento con Tac y limitar el tiempo en
que los receptores de trasplantes estan sub- o sobreexpuestos
para minimizar los riesgos de rechazo y toxicidad respectiva-
mente. En este trabajo se estudiardn ambas estrategias para
identificar si la estratificacién de los pacientes segun el PK de
C/D se corresponde a la clasificacién segin su perfil metabo-
lizador del clister CYP3A4/5, y si existe asociacién de ambas
clasificaciones con la infra- o supraexposicién a Tac, con la
variabilidad intraindividual, o con la evolucién del injerto.

Pacientes y métodos

Se han incluido un total de 425 pacientes que recibieron un
trasplante de rinén entre 2013 y 2020 (inclusive) (fig. 1). El
estudio se llevd a cabo de acuerdo con la Declaracién de Hel-
sinki y con la aprobacién del comité ético local del Hospital
Universitario de Bellvitge, Espafia.

Se incluyeron pacientes que recibian una formulacién de
administracién cada 12 h de Tac y disponian de muestra
de ADN. Se excluyeron aquellos que se convirtieron a otras
formulaciones de Tac de administracién 24 h. Tampoco se
consideraron los pacientes que fallecieron o sufrieron pér-
dida de injerto en el primer mes postrasplante renal y los que
tenian datos bioquimicos incompletos para evaluar la relacién
concentracién/dosis (C/D) durante el seguimiento. El trata-
miento inmunosupresor habitual que recibieron consistia en
globulinas antitimociticas (ATG) o basiliximab como terapia
de induccién, seguido de Tac y micofenolato mofetil (MMF)
y esteroides como inmunosupresién de mantenimiento. El
seguimiento de los valores de concentracién y dosis de Tac
se realizé en los dias 7 y 15, y al uno, tres, seis y 12 meses
postrasplante.

Se recogieron los datos demograficos del donante y del
receptor, tipo y nimero de trasplantes, etiologia de la enfer-
medad renal, anticuerpos anti-HLA reactivos del panel (PRA) e
histocompatibilidad en los antigenos HLA A, By DR. Se recopi-
laron los valores de la creatinina sérica (??mol/L) a los cinco a
siete y 15 dias, y al uno, tres, seis y 12 meses después del tras-
plante. Se evalud la presencia de funcién retardada del injerto
y rechazo agudo demostrado por biopsia siguiendo la clasifica-
cién histolégica realizada seglin el esquema de Banff (2018)?°.
La funcién retardada del injerto se definié como la necesidad

de sesiones de didlisis durante la primera semana postopera-
toria. La pérdida de injerto se definié como el regreso a didlisis
o retrasplante.

Determinacion del tacrolimus en sangre

La medida de concentracién de Tac en sangre total se realizé
mediante cromatografia liquida de alta eficacia en tdindem con
espectrometria de masas (UHPLC-MS/MS; Acquity®-TQD®
espectrémetro de masas, de Waters, MA, EE. UU.) usando
métodos previamente validados por Rigo-Bonnin et al.?*

Metabolismo del tacrolimus segun el cociente C/D

Siguiendo las pautas descritas en el articulo de Thélking
et al.’?, la tasa de metabolismo del Tac se determiné a los
meses 1, 3 y 6 postrasplante renal mediante la divisién del
valor de concentracién de Tac en sangre por el valor de la
correspondiente dosis diaria de Tac (D).

C/D =niveles de Tac en sangre predosis (ng/mL)/dosis diaria
de Tac (mg).

El promedio del cociente C/D de los meses 1, 3y 6 se usd
para categorizar a los tres grupos de pacientes segliin su tasa
de metabolismo del Tac (rapida, intermedia y lenta). Se cla-
sificaron equitativamente los pacientes en tres grupos: los
metabolizadores intermedios se agruparon alrededor de la
mediana del cociente C/D (1,33-2.156). Un cociente C/D < 1,33
(ng/mL)/mg se definié como metabolizadores rapidosy > 2.156
(ng/mL)/mg como metabolizadores lentos (fig. 2).

Calculo de la variabilidad intraindividual

Las dosis de Tac fueron ajustadas segin criterio clinico para
mantener los niveles de concentracién en sangre dentro del
rango terapéutico establecido (6-10 ng/mL). Se usaron los
valores de C/D de Tac de los tiempos tres, seis y 12 meses
postrasplante para calcular la variabilidad intraindividual
mediante una férmula previamente descrita en la literatura
(CV [%] = [desviacién estdndar/promedio de concentracién de
Tac] x 100)?°. Se consideraron los valores de concentracién
divididos por la dosis total diaria de Tac con la intencién de
evitar los efectos en la variabilidad intraindividual provocados
por los ajustes de dosis que hubiera durante el seguimiento del
paciente a lo largo del primer afio postrasplante.

Genotipado

El DNA gendmico se extrajo de sangre periférica mediante
los kits Maxwell®RSC Whole Blood DNA Kit o Maxwell®RSC
Buffy Coat DNA Kit (Promega Corporation, Sydney, Australia)
y se almacend a -80 °C. Para el genotipado, las reacciones
de discriminacién alélica se realizaron en el aparato 7900HT
Fast Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems, CA, EE.
UU.) usando sondas TagMan especificas (C..59013445_10 para
el CYP3A4*22 rs35599367 y C_.26201809.30 para el CYP3A5"3
1s776746 [Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.]). Los genoti-
pos se asignaron con el software Tagman Genotyper (Thermo
Fisher Scientific). De acuerdo con el defecto funcional aso-
ciado a ambas variantes alélicas y con los datos reportados
en la literatura®, se clasificaron los pacientes en tres grupos
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1060 pacientes con trasplante de rifion
(2013-2020)

Excluidos los pacientes que no reciben
TAC, MFF y PDN

- 11 pacientes con ciclosporina

- 18 pacientes con everolimus

- 11 pacientes con sirolimus

1020 pacientes con triple terapia (TAC
+ MFF + PDN) como tratamiento
inmunosupresor

Excluidos los pacientes con formulacion TAC 24H
- 61 pacientes con TAC-ER (Advagraf®)
- 165 pacientes con TAC-LCPT (Envarsus®)

794 pacientes con la formulacién TAC-
IR (12h) de inicio

Excluidos los pacientes con cambio de
formulacion durante el primer afio

- 62 pacientes a TAC-ER (Advagraf®)

- 186 pacientes a TAC-LCPT (Envarsus®)

546 pacientes con la formulacion TAC-
IR (12h) de inicio

Excluidos los pacientes con datos incompletos de
C/D durante el seguimiento

- 2 pacientes por muerte

- 2 pacientes por pérdida de injerto

- 57 pacientes por falta de datos

485 pacientes con datos completos
C/D de TAC durante el primer afio

Excluidos los pacientes sin muestra de DNA o con
DNA de mala calidad

- 48 pacientes sin muestra de DNA disponible

- 12 pacientes con genotipo incompleto

425 pacientes con DNA y genotipados
por el CYP3A4 y CYP3AS

Figura 1 - Diagrama de flujo

de los pacientes incluidos en el estudio.
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Figura 2 - Histograma de la distribucion de la variable promedio de los valores G/D (ng/mL) /mg de Tac a los 1, 3 y 6 meses
postrasplante. Los pacientes con valores C/D < 1,33 (ng/mL)/mg (percentil 33,3%) se consideraron metabolizadores rapidos,
con valores C/D > 2.156 (ng/mL) /mg (percentil 66,7%) se consideraron metabolizadores lentos y los intermedios con un

valor C/D entre 1,33-2.156.

metabolizadores: rapidos (portadores del CYP3A5*1 y CYP34A
*1/*1), intermedios (CYP3A5 *3/3 y CYP3A4 *1/*1) y lentos
(CYP3AS5 *3/*3 y portadores del CYP3A4*22).

Analisis estadistico

Las variables categdricas se expresaron como frecuencias y
porcentajes y las variables continuas como medianas (ran-
gos intercuartilicos; minimo-méximo). Los porcentajes se
compararon mediante la prueba de x? o el test de Fis-
her, y las variables continuas mediante ANOVA o el test de
Kruskal-Wallis segtn si seguian una distribucién normal o no,
respectivamente. Para estudiar correlacién se usé la prueba de
Spearman. El andlisis del equilibrio de Hardy-Weinberg se rea-
liz6 utilizando la prueba de x? sobre el conjunto de todos los
individuos genotipados. Todos los andlisis se realizaron con
los programas IBM SPSS Statistics v. 25 (IBM Corp., Armonk,
NY, EE. UU.) y GraphPad for Windows v.6.0 (La Jolla, CA, EE.
uu.).

Resultados
Caracteristicas y clasificacién de los pacientes

De los 1.060 pacientes de trasplante renal entre los afios 2013 y
2020, 425 pacientes cumplieron con los requisitos para entrar
en este estudio. La mayoria de los pacientes eran hombres
con una mediana de edad de 57 anos y sus caracteristicas
demograficas se presentan en la tabla 1.

A partir de los datos de concentracién y dosis de Tac
en los meses 1-3-6 postrasplante, se calculd el cociente C/D
de los pacientes obteniéndose un valor de mediana de 1,72
(ng/mL)/mg y se usaron los valores limite establecidos en
los terciles para clasificar los pacientes segiin su capacidad

metabolizadora. Los pacientes con valores del cociente C/D
inferiores a 1,33 (ng/mL)/mg fueron considerados metaboliza-
dores rapidos (139 pacientes; 32,7% del total); los pacientes con
un cociente C/D entre 1,33 y 2,16 (ng/mL)/mg se clasificaron
como metabolizadores intermedios (146 pacientes; 34,4%); y
los pacientes con un cociente C/D superior a 2.156 (ng/mL)/mg,
como metabolizadores lentos (140 pacientes; 32,9%) (fig. 2). Las
caracteristicas demograficas de los tres grupos de pacientes
fueron homogéneas, excepto para la edad que fue significati-
vamente mayor en el grupo de metabolizadores lentos (tabla
1).

El genotipado de los 425 pacientes revel6 que para el
CYP3A4 habia 389 (90,8%) pacientes homocigotos CYP3A4 *1/*1
y 39 (9.2%) pacientes heterocigotos CYP3A4 *1/*22, sin detec-
tarse ningin homocigoto CYP3A4 *22/*22. La frecuencia del
alelo *22 era de 5%, similar a lo descrito en la literatura® y
la distribucién genotipica no se desvié del equilibrio Hardy-
Weinberg (x? = 0,982; p = 0,322). En el caso del CYP3A5, 10
(2,4%) de los pacientes eran homocigotos CYP3A5 *1/*1, 72
(16,9%) eran heterocigotos CYP3A5 *1/*3 y 343 (80,7%) eran
homocigotos CYP3A5 *3/*3, dando una frecuencia de 89% para
el alelo *3, acorde con nuestra poblacién de pacientes princi-
palmente caucésicos, y con una distribucién genotipica que
se desvia significativamente del equilibrio de Hardy-Weinberg
(x? = 6.368; p = 0,012). Combinando los alelos de los CYP3A4
y CYP3AS segun su fenotipo metabolizador, se clasificaron los
pacientes en tres grupos: 82 (19,3%) metabolizadores rapidos,
310 (72,9%) intermedios y 33 (7,8%) lentos. No se encontraron
diferencias significativas en las caracteristicas demograficas
de los tres grupos (tabla 1).

Al comparar los pacientes incluidos en cada grupo meta-
bolizador seglin los dos criterios de clasificacién establecidos,
47% (65/139) de los metabolizadores rapidos segun el cri-
terio C/D son también rdpidos seguin el criterio genético.
El 85% (125/146) de los metabolizadores intermedios segin



Tabla 1 - Datos demograficos de la poblacién de estudio

Todos los Pacientes clasificados segiin C/D Pacientes clasificados segin genotipo CLUSTER
pacientes
estudiados
Metabolizadores ~ Metabolizadores = Metabolizadores p Metabolizadores  Metabolizadores =~ Metabolizadores  p
Répidos Intermedios Lentos Répidos Intermedios Lentos
Género (M/F) 277 (65%)/148 81 (58%)/58 90 (62%)/56 106 (76%)/34 0,005 51 (62%)/31 207 (67%)/103 19 (58%)/14 0,470
(35%) (42%) (38%) (24%) (38%) (33%) (42%)
Edad (afios) 57 (21; 17-86) 53 (23; 19-81) 54 (20; 17-82) 63 (16; 25-86) < 0,001 56 (21; 23-79) 58 (21; 17-86) 53 (24; 25-81) 0,348
Peso (kg) 71 (21; 43-145) 71 (20; 43-145) 68 (23; 43-136) 73 (21; 44-116) 0,388 70 (23; 43-145) 72 (21; 43-136) 66 (27; 48-96) 0,190
Altura (cm) 166 (49; 165 (48; 165 (47; 167 (13; 0,330 165 (12; 166 (14; 166 (19; 0,934
143-192) 144-192) 145-192) 143-189) 144-190) 143-192) 148-184)
IMC (kg/m?) 25,8 [6,4; 25,1 (6,1; 25,9 (6,9; 26,3 (6,1; 0,148 25,5 (6,6; 26,0 (6,4; 24,6 (7,9; 0,066
17,1-42,0) 17,9-40,2) 17,1-42,0) 17,4-39,8) 17,9-40,2) 17,3-42,0) 17,1-33,7)
Ntimero de trasplante:
1 347 (82%) 115 (83%) 117 (81%) 115 (83%) 0,701 68 (83%) 252 (82%) 27 (82%)
2 63 (15%) 19 (13%) 24 (16%) 20 (14%) 12 (15%) 45 (15%) 6 (18%) 0,941
3 8(1,9%) 4 (3%) 1 (1%) 3 (2%) 1 (1%) 7 (2%) 0 (0%)
4 5 (1,2%) 1(1%) 3 (2%) 1(1%) 1(1%) 4 (1%) 0 (0%)
Etiologia del trasplante:
Diabetes 49 (11.5% 13 (9%) 16 (11%) 20 (14%) 0,209 10 (12%) 38 (12%) 1 (3%)
Glomerular 100 (23.5%) 41 (30%) 29 (20%) 30 (21%) 19 (23%) 73 (24%) 8 (24%) 0,797
Intersticial 52 (12,2%) 20 (14%) 19 (13%) 13 (9%) 9 (11%) 37 (12%) 6 (18%)
Vascular 42 (9,9%) 9 (7%) 18 (12%) 15 (11%) 5 (6%) 34 (11%) 3 (9%)
PQR 65 (15,3%) 17 (12%) 29 (20%) 19 (14%) 12 (15%) 47 (15%) 6 (18%)
No Filiada 117 (27,5%) 39 (28%) 35 (24%) 43 (31%) 27 (33%) 81 (26%) 9 (28%)
Tipo de donante:
Vivo 67 (15,8%) 21 (15,1%) 26 (17,8%) 20 (14,3%) 0,693 11 (13,4%) 50 (16,1%) 6 (18,2%) 0,772
Cadaver 358 (84,2%) 118 (84,9%) 120 (82,2%) 120 (85,7%) 71 (86,6%) 260 (83,9%) 27 (81,8%)
Incompatibilidad HLA:
AB (%) 0/1/2/3/4 3/5/29/41/22 5/6/29/37/23 0/4/33/44/19 4/4/26/42/24 0,283 2/8/27/42/21 3/4/31/41/21 6/3/21/40/30 0,545
DR (%) 0/1/2 13/65/22 13/62/25 12/72/16 15/61/24 0,334 12/60/28 13/67/20 18/64/18 0,512
Terapia de induccion:
Ninguna 11 (2,6%) 3 (2,2%) 3(2,1%) 5 (3,6%) 0,384 1 (1,2%) 10 (3,2%) 0 (0%)
ATG 136 (32%) 49 (35,7%) 50 (34,5%) 37 (26,4%) 25 (30,9%) 100 (32,5%) 11 (33,3%) 0,949
Basiliximab 275 (64,7%) 85 (62,1%) 92 (63,4%) 98 (70%) 55 (67,9%) 198 (64,3%) 22 (66,7%)
Datos donante:
Género (M/F) 230 (54%)/192 79 (43%)/59 73 (50%)/73 60 (44%)/78 0,416 45 (55%)/37 168 (55%)/140 17 (53%)/15 0,529
(46%) (57%) (50%) (56%) (45%) (45%) (47%)
Edad (afios) 58 (20; 15-88) 57 (19; 17-86) 57 (22; 28-88) 61 (71; 15-86) 0.376 57 (16; 19-84) 58 (21; 15-88) 54 (23; 32-83) 0,082

Se presentan los datos de la mediana [rango intercuartilico; minimo-maximo]| de las variables continuas y el nimero de pacientes junto con el porcentaje que representan en el caso de las variables
categéricas.
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Figura 3 - Clasificacion de los pacientes con los dos criterios de clasificacion estudiados: cociente C/D y genotipo del clister
CYP3A4-CYP3A5. Cada columna representa un grupo de pacientes clasificados con ambos criterios con el fin de visualizar
cuantos pacientes coinciden con los dos sistemas de clasificacion.

el criterio C/D también son intermedios segin el criterio
genético, y solo 12% (17/140) de los metabolizadores lentos
segun el criterio C/D son lentos segun el criterio genético
(Ag. 3).

Tras el andlisis de la clasificacién de la poblacién tras-
plantada segun los dos criterios, se explord el papel de la
variable edad de los pacientes en la clasificacién donde se
agrupaban. Se encontré una ligera correlacién positiva con-
siderando la edad de todos los pacientes y el cociente C/D
de Tac (r = 0,213; p < 0,0001). Una vez repartidos los pacien-
tes en los grupos metabolizadores segun el criterio genético,
no se detectaron diferencias de edad entre los grupos (tabla
1); pero si se estratificaba cada grupo segun los valores de
C/D de los pacientes, los pacientes con valores C/D maés
pequeiios dentro de cada grupo metabolizador tenian menor
edad (Figura S1 del Material Suplementario). Por otro lado, con
el criterio de clasificacién segun el cociente C/D, los pacien-
tes de los tres grupos metabolizadores tenian una mediana de
edad diferente (tabla 1), pero dentro de cada grupo metaboliza-
dor no se detectaba ninguna correlacién entre edad y cociente
C/D (metabolizadores rapidos r = 0,052, p = 0,540; intermedios
r = 0,015, p = 0,857; lentos r = -0,015 y p = 0,857).

Exposicion a tacrolimus segtin los dos criterios de
clasificacién estudiados

La repercusién de los fenotipos metabolizadores sobre los
niveles de Tac en sangre predosis fue valorada mediante
la comparacién de las medianas de los pacientes agrupa-
dos segun cada criterio de clasificacién. En ambos casos, se
observaron concentraciones de Tac estadisticamente menores
en los metabolizadores rapidos y estadisticamente mayo-
res en los metabolizadores lentos si los comparamos con el
grupo metabolizador intermedio. Estas diferencias solamente

se detectaron en los primeros dias postrasplante (fig. 4A). No
se detectaron diferencias significativas cuando se compraron
los niveles de Tac entre cada grupo de metabolizacién: rapidos
segiin C/D vs. genotipo, intermedios segin C/D vs. genotipo y
lentos segtin C/D vs. genotipo.

Los pacientes metabolizadores rapidos de ambas clasifica-
ciones requirieron alrededor de 60% més de dosis de Tac que
los metabolizadores intermedios a lo largo del seguimiento,
mientras que los metabolizadores lentos aproximadamente
20% menos de dosis que los intermedios (fig. 4B). A los tres y
seis meses, los metabolizadores lentos segiin genotipo recibie-
ron dosis de Tac estadisticamente superiores a los pacientes
considerados metabolizadores lentos segiin su cociente C/D
(fig. 4B). Por otro lado, comparando las dosis iniciales de cada
grupo con las dosis requeridas a lo largo del seguimiento, se
observa una disminucién estadisticamente significativa de la
dosis requerida entre la semana y los 12 meses postrasplante.
Tanto para los metabolizadores rdpidos segin C/D como para
los metabolizadores rapidos segin genotipo, los pacientes
reciben al afo postrasplante una dosis 15% menor que la ini-
cial (7-8 mg de dosis mediana a los siete dias postrasplante vs.
6 mg al afo postrasplante). Ambos sistemas de clasificacién
también coinciden en que los pacientes considerados meta-
bolizadores intermedios reciben una dosis 50% menor al final
del seguimiento respecto a la dosis inicial (6 mg de mediana
a los siete dias vs. 3 mg al afo) y los metabolizadores lentos,
67% menor (6 mg de mediana a los siete dias vs. 2 mg al aino)
(fig. 4B).

Al analizar el cociente C/D durante el primer afio postras-
plante, los pacientes agrupados segun el criterio del cociente
C/D presentaron diferentes niveles de C/D a lo largo del
seguimiento, tal como establece el propio criterio de cla-
sificacién (fig. 4C). Para el sistema de clasificacién segin
genotipo, los metabolizadores rapidos también mostraron
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Figura 4 - Exposicion a Tac de los pacientes a lo largo del primer afo postrasplante renal. Los graficos representan los datos
de la media + error estindar de las determinaciones de los niveles de Tac en sangre (A), de las dosis de Tac (B) y del cociente
C/D (C) de los pacientes clasificados segtn el criterio C/D (paneles de la izquierda), o segtn el criterio genético (paneles
centrales) y ambos criterios (paneles de la derecha).
**p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05 comparando los grupos dentro de cada sistema de clasificacion mediante la prueba de
Kruskal-Wallis, o comparando los grupos metabolizadores homénimos de cada sistema de clasificacién mediante la prueba

de Mann-Whitney.

valores del cociente C/D significativamente menores que el
grupo metabolizador intermedio en todos los tiempos estudia-
dos, mientras que los metabolizadores lentos tuvieron valores
del cociente C/D significativamente mas altos (fig. 4C). A lo

largo del seguimiento, los valores C/D de todos los grupos
metabolizadores van aumentando como reflejo de la disminu-
cién de la dosis, observandose al afio valores de C/D mayores
que los iniciales (p < 0,0001).
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Figura 5 - Representacion del porcentaje de pacientes que estdn infra- o supraexpuestos a Tac a lo largo del primer afio
postrasplante renal. Cada columna representa los valores del porcentaje que un determinado grupo metabolizador de
pacientes esta en diana (6-10 ng/mL, color gris), infraexpuesto (< 6 ng/mL, color blanco) o supraexpuesto (> 10 ng/mL, color

negro) al Tac en un determinado tiempo postrasplante.

Pacientes en rango terapéutico

Se ha estudiado el porcentaje de pacientes que estaban en el
rango terapéutico de Tac (6-10 ng/mL). Los pacientes metabo-
lizadores rapidos clasificados por ambos criterios presentan
un porcentaje mayor de veces con valores de concentracién
de Tac en sangre infraterapéuticos (44% metabolizadores rapi-
dos segun C/D, 34% intermedios segin C/D, 27% lentos segiin
C/D; p < 0,0001; 47% metabolizadores rapidos segin genotipo,
32% intermedios seglin genotipo, 30% lentos segiin genotipo p
< 0,0001). Por otro lado, los metabolizadores lentos muestran
un porcentaje mayor de veces con valores supraterapéuticos
(5% metabolizadores rapidos segin C/D, 11% intermedios, 22%
lentos, p < 0,0001; 4% metabolizadores rapidos segin genotipo,
14% intermedios, 19% lentos, p < 0,0001) (fig. 5).

Variabilidad intraindividual

La variabilidad intraindividual durante el primer ano fue
similar entre los distintos grupos metabolizadores de la cla-
sificacién segin genotipo (25,6% para los metabolizadores
rapidos, 26,7% los intermedios y 23% los lentos; p = 0,173)
(fig. 6). En cambio, se observé que en la clasificacién segin
C/D los metabolizadores lentos presentaban mayor variabi-
lidad intraindividual que los rapidos e intermedios (29,8 vs.
24,3%y 25,9%, respectivamente; p =0,027). No hubo diferencias
entre los dos criterios de clasificacién estudiados excepto en
el caso de los metabolizadores lentos, siendo los clasificados
segiin C/D los que presentaban una variabilidad intraindivi-
dual significativamente mayor (fig. 6).
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Figura 6 - Anilisis de la variabilidad intraindividual de los
pacientes agrupados segin ambos criterios de clasificacién
del metabolismo del Tac. Se representan los diagramas de
cajas de los valores del porcentaje de variabilidad
intraindividual de cada grupo. Se muestran los valores del
valor p obtenido al comparar los grupos de cada sistema de
clasificacién mediante la prueba de Kruskal-Wallis, o
comparando los grupos metabolizadores homénimos de
cada sistema de clasificacién mediante la prueba de
Mann-Whitney.

Influencia sobre la evolucién clinica del injerto

Durante el primer afo de seguimiento postrasplante, los nive-
les de creatinina no fueron significativamente diferentes entre
los diferentes grupos de los dos criterios de clasificacién. Tam-
poco se encontraron diferencias en la incidencia de funcién
retardada del injerto, de rechazo agudo (Figura S2 del Mate-
rial Suplementario), ni de pérdida de injerto entre los grupos
metabolizadores, independientemente del sistema de clasifi-
cacién.

Discusion

Mantener un buen régimen inmunosupresor, principalmente
en las primeras etapas postrasplante renal es crucial para ase-
gurar un buen pronéstico del injerto a largo plazo. La alta
variabilidad intra e interindividual del Tac hace que el ajuste
de dosis correcto sea un reto. Conocer el fenotipo metaboli-
zador del paciente trasplantado puede ser de ayuda en este
hito.

Enlos Gltimos anos han aparecido varios estudios que plan-
tean calcular el cociente C/D como estimacién de la tasa de
metabolizacién del Tac del paciente trasplantado’?-??. No obs-
tante, no existe un criterio consensuado para los estudios
C/D. El grupo de Thélking et al.'? dividieron la poblacién en
tres grupos segun los percentiles de su cohorte, definiendo
un coeficiente C/D inferior a 1,05 (ng/mL)/mg para los meta-
bolizadores rapidos, entre 1,05 y 1,55 (ng/mL)/mg para los
metabolizadores intermedios, y superior a 1,55 (ng/mL)/mg
para los metabolizadores lentos. El valor de 1,05 (ng/mL)/mg
para definir la poblacién metabolizadora rapida se ha usado

también en otros trabajos, aunque se haya modificado la
poblacién de estudio'*'>?!. En el caso de la cohorte que se
presenta en este estudio, el valor de la mediana del cociente
C/D fue (1,74 y 1,29, respectivamente), superior al del estu-
dio de Tholking'?. Siguiendo la clasificacién de los pacientes
seglin los valores propuestos por Tholking et al.'?, la distribu-
cién de los pacientes segiin su metabolizacién no hubiera sido
equitativa (53 rapidos, 81 intermedios y 191 lentos). Por este
motivo, se clasificaron los pacientes segin los valores limite
establecidos en los terciles (C/D < 1,33 [ng/mL]/mg metaboli-
zadores rapidos, C/D 1,33-2.156[(ng/mL]/mg metabolizadores
intermedios y C/D > 2.156 [ng/mL]/mg para los metabolizado-
res lentos). Otros trabajos también han seguido esta estrategia
para establecer los valores limite del intervalo!” 8. Estas dis-
crepancias en los valores de la mediana de C/D obtenidos en
los diferentes estudios podrian explicarse tanto por diferen-
cias en la etnia de los pacientes incluidos en los estudios,
como por los diferentes rangos terapéuticos que se instauran
en cada hospital.

Para establecer los grupos metabolizadores, en la bibliogra-
fia hay estudios C/D que clasifican los pacientes en dos grupos
(metabolizadores rapidos y no rapidos)*':1821.22 y estudios
con tres grupos (rapidos, intermedios y lentos). Ademds, y
mas importante, también existen discrepancias en el nimero
de medidas C/D que se deben considerar para el cdlculo del
cociente y en qué tiempos a lo largo del postrasplante!? 417,21,
En nuestro estudio, los valores de C/D van aumentando a lo
largo del tiempo, asi como va disminuyendo la dosis de Tac.
En consecuencia, segun la estrategia utilizada para estable-
cer el cociente C/D, un mismo paciente podria pertenecer a
diferentes grupos metabolizadores.

Por definicién, el fenotipo representa el resultado de la inte-
raccién entre el genotipo del individuo y su relacién con el
medio. Para introducir los términos genéticos en la metabo-
lizacién del Tac, se deben tener en cuenta los polimorfismos
de sus enzimas metabolizadores, principalmente el CYP3A4
y CYP3A5%92, Siguiendo el criterio genético, la cohorte de
pacientes de este estudio se repartié en tres grupos con un
numero de pacientes no equitativo (82 metabolizadores rapi-
dos, 310 intermedios y 33 lentos) como consecuencia de la baja
prevalencia de los alelos CYP3A4"22 y CYP3A5*1 enla poblacién
caucésica®?’. En nuestro estudio, los pacientes metaboliza-
dores rapidos requirieron al menos el doble de dosis que los
metabolizadores lentos para mantener los niveles de Tac en
sangre en el rango terapéutico, corroborando resultados pre-
viamente descritos®?°. Las diferencias de dosis comportaron
un cociente C/D significativamente diferente entre los tres
grupos definidos segin genotipo rapido, intermedio o lento
en funcién del cldster de los polimorfismos del CYP3A4 y
CYP3AS.

Se compararon la proporcién de pacientes de cada grupo
metabolizador establecido seglin genotipo que coincidia con el
grupo homénimo definido segun el criterio C/D. Los resultados
mostraron que no todos los pacientes considerados metabo-
lizadores rapidos segin genotipo tenian valores de C/D bajos.
A su vez, se observaron los mismos resultados discordantes
al analizar con ambos criterios la poblacién intermedia y la
poblacién lenta. Para entender esta discrepancia, y teniendo
en cuenta que la velocidad del aclaramiento de un farmaco se
enlentece con la edad, se consideré esta variable como posible
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factor para explicar estas diferencias. Los resultados mostra-
ron que la edad de los pacientes de los grupos establecidos
segun criterio C/D fue significativamente diferente, siendo los
pacientes jovenes quienes presentaron valores menores y los
mayores los que presentaban valores mas elevados, tal y como
también se habia descrito previamente en la literatura’®1417,
Cuando analizamos las edades dentro de cada grupo meta-
bolizador establecido segiin genotipo, se observé una clara
tendencia a que los pacientes mayores tuvieran valores de C/D
elevados y viceversa. Estas observaciones refuerzan la idea
de que, aparte de los criterios genéticos también deben con-
siderarse otras variables (adherencia al tratamiento, diarrea,
dosis de corticoides, albimina plasmatica, hematocrito) para
el ajuste personalizado del Tac, tal como demuestran varios
estudios'»?%-30, Para integrar todos los factores que influyen
en la exposicién de Tac, se han desarrollado modelos PopPK
que incluyen los polimorfismos genéticos del CYP3A junto con
otros factores que también afectan a la farmacocinética del
Tac (edad, albumina plasmatica, superficie corporal, comedi-
cacién y hematocrito)'3132,

Los periodos en que los pacientes estan infra o supraex-
puestos al Tac aumentan el riesgo de rechazo y toxicidad
respectivamente. Con los dos criterios de clasificacién del
fenotipo metabolizador de los pacientes analizados en este
estudio, los pacientes metabolizadores rapidos presentaron
mayor porcentaje de infraexposicién al Tac que los otros
grupos. Por otro lado, los pacientes considerados lentos pre-
sentaron mayor porcentaje de supraexposiciéon que se podria
explicar por su menor tasa de aclaramiento total del farmaco.
Los metabolizadores lentos segin C/D también presentaron
mayor variabilidad intraindividual que podria ser inherente
a la dificultad de ajustar la dosis en estos pacientes. No se
observé esta tendencia en el caso de los metabolizadores
lentos segiin genotipo, posiblemente porque el tamafo de
muestra es menor y que los pacientes son mas homogéneos,
en comparacién con el grupo de metabolizadores lentos segin
C/D quienes pueden tener diferente genotipo metabolizador.

Por ultimo, se investigd la influencia de los grupos meta-
bolizadores en la evolucién del injerto durante el primer
ano postrasplante considerando los niveles de creatinina,
la incidencia de funcién retardada del injerto, la inciden-
cia de rechazo agudo y la de pérdida del injerto. No se
detectaron diferencias entre grupos metabolizadores inde-
pendientemente del criterio de clasificacién. En estudios
previos que tenian en cuenta el genotipo tampoco se obser-
varon diferencias durante el primer afio postrasplante®. Los
estudios que analizaban la evolucién de los pacientes a més
largo plazo (dos a cinco anos) observaron que los pacientes
metabolizadores rapidos pueden tener mayor incidencia de
nefrotoxicidad'?, peor funcién renal'>'6'822 o menor super-
vivencia del injerto'. Sin embargo, existen estudios que
no encontraron diferencias significativas entre grupos meta-
bolizadores en relacién con el progreso del injerto a largo
plazo'>', probablemente por su sistema de clasificacién. El
grupo de Bartlett et al.”’ dividié la poblacién en dos grupos
(metabolizadores rapidos y no rapidos) con un valor limite
de C/D 2,04 (ng/mL)/mg, mayor que el del resto de estudios
que consideran metabolizadores rapidos a los metabolizado-
res con un valor de C/D alrededor de 1,05 (ng/mL) /mg. En
el caso de Bartmann et al.'®> consideraron valores C/D de los

primeros dias postrasplante cuando existe mas variabilidad.
Seria interesante para nuestro estudio hacer un seguimiento
a largo plazo de los pacientes con el fin de analizar si la inci-
dencia de eventos a largo plazo es la misma en los grupos
metabolizadores establecidos segin los dos criterios de clasi-
ficacién propuestos.

Conocer el grupo metabolizador segiin genotipo ofrece la
ventaja de adaptarla dosificacién del Tac segiin fenotipo meta-
bolizador del paciente desde el inicio del trasplante mejorando
la exposicién al Tac. La observacién de la evolucién de la
dosis del Tac a lo largo del seguimiento postrasplante con-
lleva a recomendar que los pacientes metabolizadores rapidos
requieren 60% mas de dosis que los intermedios, mientras que
los metabolizadores lentos requieren 20% menos que los inter-
medios. Por otro lado, la clasificacién de los pacientes segiin el
cociente C/D, aunque es mas simple, tiene la limitacién de que
requiere recopilar datos durante el seguimiento postrasplante
del paciente y, en consecuencia, no se puede usar como herra-
mienta de ayuda a la dosificacién en el periodo inmediato al
trasplante cuando es mas necesario afinar el ajuste de dosis.
Sin embargo, la clasificacién C/D permitiria identificar cudles
son los pacientes con mas riesgo a largo plazo.

En conclusién, en nuestra cohorte de pacientes tanto la
determinacién de su fenotipo metabolizador segiin genotipo
o bien segtn el cociente C/D permiten distinguir los pacien-
tes segln su exposicién al Tac, sin encontrar diferencias en
eventos adversos para el injerto durante el primer ano pos-
trasplante renal. Probablemente la combinacién de ambos
criterios de clasificacién seria una buena herramienta en el
manejo de la dosificacién de Tac para los pacientes tras-
plantados. La modelizacién popPK del Tac incorporando estos
parametros podria ser un paso adelante hacia la terapia per-
sonalizada en el trasplante de 6rganos, al refinar el ajuste de
la dosis de mantenimiento de Tac.

Conceptos clave

1. Elestudio del clister de los polimorfismos del CYP3A4
y CYP3A5 ha definido tres poblaciones que presentan
diferencias en el aclaramiento al Tac. Los pacientes
portadores del alelo funcional *1 requieren al menos
el doble de dosis que los que no son portadores.

2. Elestudio delarelacién C/D distribuye la poblacién en
terciles para definir el metabolismo del Tac. Se plantea
como una herramienta adicional para el seguimiento
del ajuste de Tac en los pacientes trasplantados.

3. Es importante usar nuevas herramientas para poder
personalizar el tratamiento de ajuste de dosis del Tac
y limitar el tiempo en que los receptores de tras-
plantes estan sub- o sobreexpuestos para minimizar
los riesgos de rechazo y toxicidad, respectivamente.
Los modelos de cinética poblacional (PPK) en los que
se incluyen diferentes factores que pueden explicar
la variabilidad del Tac pueden ayudar a optimizar el
ajuste individualizado de dosis de Tac en el postras-
plante.
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