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RESUMEN

Uno de los factores criticos para el éxito del trasplante renal (TR) es lograr una terapia
farmacoldgica inmunosupresora efectiva, que tiene por objeto evitar el rechazo del rifion
trasplantado. Dentro de los farmacos utilizados, se encuentra el acido micofendlico (MPA)
que actlia causando la supresion de la proliferacion de linfocitos T (PL). Se caracteriza por
presentar alta variabilidad intra e interindividual, por este motivo se realiza medicion de
niveles plasmaticos, los cuales se correlacionan empiricamente con el estado de
inmunosupresion del paciente. La alta variabilidad podria explicarse por la presencia de
polimorfismos (del tipo SNPs) genéticos presentes en las enzimas metabolizadoras del MPA,
alterando con ello los niveles plasmaticos esperados y dificultando el ajuste de dosis de cada
paciente.

La terapia inmunosupresora de los pacientes con TR atendidos en el Hospital Dr. Luis
Calvo Mackenna (HLCM) es controlada por monitoreo terapéutico de drogas (TDM). Cabe
sefialar que no existen examenes que midan el grado de inmunosupresion del paciente por
efecto del MPA y por ende se desconoce si existe una relacion entre los niveles plasmaticos y
el efecto de este.

Tomando en consideracién estos antecedentes, se planted la Hipdtesis “Las variantes
polimérficas UGT1A9 -275T>A, UGT1A9 -2152C>T y/o MRP2 -24 C>T se correlacionan
con cambios en la exposicion a MPA que no se asocian a la respuesta de la poblacion de
células T a la terapia inmunosupresiva en pacientes pediatricos trasplantados renales”.

Se evaluaron 54 pacientes pediatricos en espera o con TR en el HLCM, a los cuales se les
determinaron los diferentes SNPs incluidos en estudio, ademas de la medicion de ABC y
proliferacién linfocitaria. La distribucion alélica de los portadores de los SNPs estudiados fue
de un 43% para MRP2-24C>T, un 6% para UGT1A9 -2152C>T, y un 15% para el UGT1A9
-275T>A siendo este el Unico SNPs estudiado que presentd significancia farmacocinética
(p=0,03) al mostrar una disminucién en el ABCy.12n €n comparacion de los no portadores. No
fue posible determinar una relacion entre los SNPs estudiados con el nivel de
inmunosupresion (medido a través de ensayo de proliferacion de linfocitos T) y los
marcadores de activacion CD25 y CD71, sin embargo si se observa una diferencia
estadisticamente significativa en el efecto inmunosupresor entre pacientes con ABCg.12n €N

rango sub y supraterapéuticos.



Con estos resultados se demuestra la importancia del SNP UGT1A9 -275T>A en la
cinética del MPA, y que en rangos extremos del ABCo.121 €l estado de inmunosupresion se
correlaciona con este.

Estos son resultados preliminares y es necesario ampliar el estudio a un nimero mayor de
pacientes pediatricos con TR. Los resultados obtenidos en este trabajo entregan los primeros
antecedentes  para realizar terapias inmunosupresoras individualizadas en pacientes
pediatricos chilenos con TR, cuya administracién farmacoldgica considere los aspectos

genéticos, asi como el efecto farmacodinamico.

Xi



ABSTRACT

Influence of polymorphisms on mycophenolic acid metabolizing enzymes and their

immunosuppressive effect in children with kidney transplantation.

One of the critical factors for the success of kidney transplantation (TR) is achieving
effective immunosuppressive drug therapy, which aims to prevent rejection of the
transplanted kidney. Among the drugs used is mycophenolic acid (MPA), that has the effect
of decreases antigen-stimulated T- cell proliferation (PL). It is characterized by presenting
high intra and inter-individual variability, for this reason plasma levels are measured, which
are empirically correlated with the immunosuppression state of the patient. The high
variability could be explained by the presence of genetic polymorphisms (SNPs type) present
in the metabolizing enzymes of the MPA, thereby altering the expected plasma levels and
making it difficult to adjust the dose of each patient.

Immunosuppressive therapy for patients with TR treated at the Dr. Luis Calvo Mackenna
Hospital (HLCM) is controlled by therapeutic drug monitoring (TDM). It should be noted that
there are no tests that measure the degree of immunosuppression of the patient due to the
effect of MPA and therefore it is unknown whether there is a relationship between plasma
levels and its effect.

Taking into account these antecedents, the Hypothesis was proposed: “UGT1A9 -275T>
A, UGT1A9 -2152C> T and / or MRP2 -24 C> T polymorphism correlate with changes in
MPA exposure that are not associated with the response of the T cell population to
immunosuppressive therapy in kidney transplant pediatric patients”.

Were evaluated 54 pediatric patients awaiting or with TR in the HLCM, who were
determined the different SNPs included in the study, in addition to the measurement of ABC
and lymphocyte proliferation. The allelic distribution of the SNPs carriers studied was 43%
for MRP2-24C> T, 6% for UGT1A9 -2152C> T, and 15% for UGT1A9 -275T> A, this being
the only SNPs studied that presented pharmacokinetic significance (p = 0.03) when showing a
decrease in AUCy.1on compared to non-carriers. It was not possible to determine a relationship
between the SNPs studied with the level of immunosuppression (measured through the T-cell
proliferation assay) and the activation markers CD25 and CD71, however, if a statistically

significant difference in the immunosuppressive effect is observed between patients with
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ABCy.12n In sub and supra therapeutic range.

These results demonstrate the importance of the SNP UGT1A9 -275T> A in the Kinetics of
MPA, and that in extreme ranges of ABCy.12n the immunosuppression state is correlated with
it. These are preliminary results and it is necessary to extend the study to a greater number of
pediatric patients with TR. The results obtained in this work provide the first antecedents to
perform individualized immunosuppressive therapies in Chilean pediatric patients with TR,
whose pharmacological administration considers the genetic aspects, as well as the

pharmacodynamic effect.
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1. INTRODUCCION
1.1. Trasplante renal y tratamiento inmunosupresor

El Trasplante Renal (TR) ha sido universalmente aceptado como la ultima alternativa de
terapia para pacientes con Insuficiencia Renal Crénica (IRC). En nifios se ha visto que minimiza
el retardo del crecimiento ocasionado principalmente por trastornos metabélicos, secundarios a
la IRC y a la diéalisis, logrando mejorar la calidad de vida, funcién cognitiva, crecimiento optimo
en la edad pediatrica, maduracion sexual y reinsercion social (Delucchi y cols 2007; Mericqy
cols, 2013). La IRC corresponde a la situacion clinica derivada de la pérdida de funcidn renal
permanente y con caracter progresivo, a la cual se puede llegar por multiples etiologias, tanto de
caracter congénito y/o hereditario como adquiridas. En su etapa terminal requiere tratamiento de
sustitucion renal por dialisis o finalmente TR. Las causas varian de un pais a otro y dependen de
factores epidemiolégicos, socioecondmicos, genéticos y/o raciales (Pefaur y cols, 2008;
Delucchi y cols 2010).

Aun cuando el trasplante de 6rgano es la Gltima opcion como alternativa de vida, destacan
que tanto la sobrevida de los pacientes pediatricos trasplantados como la expectativa de vida de
todas las edades son mejores que la de los pacientes sometidos a dialisis. El trasplante renal en
nifios se debe considerar como terapia de eleccion cuando exista indicacion de terapia de
reemplazo renal y en caso de ser posible, el trasplante pre didlisis, ya sea con donante vivo o
cadaver, se debe ofrecer a todos los candidatos a TR pediatrico. En Chile como en otros paises,
aproximadamente un 3% del total de los pacientes en lista de espera son nifios y de ellos cerca de

dos tercios seran trasplantados (Pefaur y cols, 2008).

El panorama en Chile es similar a lo descrito en literatura. Tanto la sobrevida del paciente
como la del injerto han mejorado de forma significativa en los Gltimos afios, atribuyéndose en
parte a los nuevos esquemas de inmunosupresores utilizados que ayudan a disminuir el rechazo
del 6rgano trasplantado por parte del paciente, estos registros incluyen a pacientes pediatricos
(Delucchi y cols, 2006; Pefaur y cols, 2008). La inmunosupresion es fundamental para el éxito
del TR y es particularmente importante durante el periodo de post trasplante inmediato, donde
existe una mayor incidencia de rechazo agudo (RA), uno de los factores mas importantes en la
pérdida del injerto. Por otro lado, durante el periodo tardio se produce una tolerancia del receptor

al injerto que conlleva a una menor incidencia de RA. Por este motivo, resulta de gran
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importancia utilizar dosis mayores que la dosis estandar requerida o mayor nimero de drogas

inmunosupresoras durante el primer periodo post-trasplante.

En Chile tanto el diagndstico como tratamiento de la IRC se encuentra protocolizada,
definiéndose el TR como el tratamiento a eleccion para estos pacientes. Actualmente, los
regimenes inmunosupresores consideran la asociacion de varias drogas inmunosupresoras con el
objetivo de reducir los efectos adversos, manteniendo o potenciando la eficacia de cada uno
(Pefaur y cols, 2008) y promoviendo un desarrollo adecuado para el caso de los pacientes
pediatricos (Delucchi y cols, 2007). La guia indica que los inmunosupresores recomendados
para la prevencion del rechazo en el trasplante renal, deben ser inhibidores de la calcineurina,
agentes antiproliferativos y corticosteroides de uso concomitante para el grupo de pacientes de
alto riesgo inmunol6gico menores o iguales a 15 afios (Guia Minsal, 2005). Estas combinaciones
han ido variando con el tiempo debido al ingreso de nuevas drogas al mercado que presentan
mas especificidad y menos efectos adversos. Entre estos, los mas cominmente utilizados son
tacrolimus (Tac) como inmunosupresor base y acido micofendlico (MPA) como tratamiento
concomitante en reemplazo de aziatropina (Pefaur y cols, 2008). En el paciente pediatrico, con el
objetivo de alcanzar una talla final genéticamente determinada, se ha postulado el retiro precoz
de esteroides con buenos resultados, siendo el Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna (HLCM)

pionero en la aplicacion de este protocolo (Delucchi y cols, 2007).

1.2. Farmacocinética y farmacodinamia en el tratamiento con inmunosupresores

Entre los efectos adversos asociados al uso de inmunosupresores se encuentran el mayor
riesgo de neoplasias y de infecciones, especialmente oportunistas. Ademas de los efectos
adversos especificos asociados a cada droga se debe sumar caracteristicas propias del
tratamiento inmunosupresor, como es la amplia variacién interindividual en la dosis para
alcanzar las concentraciones plasmaticas terapéuticas. Una de las herramientas utilizadas en la
farmacocinética es la medicion del ABC (Area Bajo la Curva, AUC de sus siglas en inglés), la
cual refleja la exposicion real del paciente al medicamento monitorizado (Ferndndez, y cols,
2008), sin embargo su realizacion muchas veces no es aplicable debido al gran nimero de
muestras sanguineas que se deben extraer, es por esta razon que se realiza la monitorizacion

terapéutica de farmacos (TDM, por sus siglas en inglés) que es la determinacion analitica de una
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concentracion plasmatica de un medicamento que tiene la mejor correlacion con el ABC, por lo
que es una representacion del ABC, por lo cual aporta informacion para dosificar correctamente

los medicamentos monitorizados.

Mediante la aplicacion de la farmacocinética el TDM se convierte en una herramienta de
evaluacion de la eficacia y la seguridad de un medicamento. Tradicionalmente, el TDM implica
medir las concentraciones de farmaco en diversos fluidos biolégicos e interpretar estas
concentraciones en términos de parametros clinicos relevantes. La aplicacién del TDM introdujo
un nuevo aspecto de la practica clinica en la década de 1960 con la publicacién de estudios
farmacocinéticos iniciales vinculando las teorias matematicas que dicen la relacion con modelos
de distribucién de medicamentos. A partir de ahi, la farmacocinética surgié como una disciplina
a finales de los afios sesenta y principios de los setenta. Los pioneros de la vigilancia de drogas
en la década de 1970 se centraron en las reacciones adversas a los medicamentos y demostraron
claramente que al establecer rangos terapéuticos, la incidencia de toxicidad a farmacos se reduce
(Kang y cols, 2009).

En el trasnplante propiamente tal, el periodo de mayor riesgo de rechazo son los primeros 3
meses, donde una exposicién inadecuada al inmunosupresor aumenta el riesgo de RA,
especialmente en pacientes tratados con ciclosporina, Tac 0 MPA. En términos generales un
farmaco no debe ser monitorizado antes de transcurridas cinco vidas medias, momento en que
alcanza el estado estacionario (Fernandez, y cols, 2008), por lo cual durante las primeras 72
horas post TR resulta vital indicar una dosis inicial adecuada, en donde una estrategia
complementaria basada en la farmacogenética para predecir la dosis mas apropiada podria

convertirse en un gran apoyo.

Los niveles plasmaticos de los medicamentos pueden ser afectados por variaciones en la
actividad de las enzimas metabolizadoras de estos mismos. Estas variaciones pueden ser
ocasionadas por polimorfismos genéticos del tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
identificados en las enzimas metabolizadoras o transportadores de estos farmacos. Tanto para el
Tac como el MPA, se han asociado polimorfismos en sus principales enzimas metabolizadoras
con una influencia directa en el ABC, que en algunos casos pueden traducirse en bajas
concentraciones plasmaticas si aumenta la actividad enzimética de la proteina responsable y con

ello no alcanzar el efecto deseado que consiste en una menor inmunosupresion para el paciente;



o bien llegar a altas concentraciones del farmaco, en el caso que la actividad metabolizadora de
la enzima disminuya y con ello provocar nefrotoxicidad (Dupuis y cols, 2012; Provenzani y cols,
2013). El hecho de poder identificar estos polimorfismos y conocer el efecto que tienen en la
concentracion del medicamento, permite dosificar correctamente y alcanzar concentraciones

plasmaticas terapéuticas adecuadas.

Tal como se coment6 anteriormente, el manejo correcto de la terapia inmunosupresora es uno
de los pilares mas importantes para la mantencidon del trasplante, esto es mantener las
concentraciones plasmaticas dentro del rango adecuado, pero asimismo es de vital importancia
poder conocer el efecto final de estos medicamentos a nivel celular, que es donde el
medicamento ejerce su accion. En literatura, existe una variada gama de ensayos in vitro e in
vivo que incluyen analisis mediante citometria de flujo, en que se ha observado como el MPA
logra inhibir la proliferacion de células T (Laliberté y cols, 1998; Millan y cols, 2000). En base a
esto, una de las debilidades del TDM es que no toma en cuenta el grado de inmunosupresién que
puede alcanzar el individuo, por lo que no bastaria con alcanzar concentraciones plasmaticas
terapéuticas, sino también se deberia incluir el monitoreo de su efecto a nivel celular,

farmacodinamia (Dieterlen y cols, 2011).

Los estudios en poblacion pediatrica trasplantada acerca de farmacodinamia y polimorfismos
con relevancia farmacocinética del MPA no han sido incluidos en guias nacionales, por lo que
existe un vacio sobre el comportamiento de los pacientes en Chile, por esto con el presente
trabajo se pretende contribuir al establecimiento de una base sélida en estas herramientas para

gue puedan a futuro incorporarse en los protocolos de seguimiento de los pacientes con TR.

1.3. Acido micofendlico

El MPA (Figura 1A) es un agente inmunosupresor utilizado para la prevencion del rechazo.
Es utilizado como parte de un protocolo libre de esteroides. La dosis estandar utilizada en el
HLCM en pacientes pediatricos de trasplante renal es 800mg/m? durante el primer mes, 600
mg/m® durante el segundo mes y 400mg/m? al tercer mes (Delucchi y cols, 2007); y su rango
terapéutico para las concentraciones plasmaticas es entre 1,4 - 4 ug/mL (segun guias clinicas del
HLCM).



El Micofenolato sédico (EC-MPS, Myfortic®) (Figura 1B) es una presentacion farmacéutica
de MPA. Este, es una formulacion de recubrimiento entérico que se metaboliza a MPA y que
retrasa la absorcion hasta que el farmaco llega al intestino delgado, reduciendo de este modo los
efectos secundarios gastrointestinales. Esta formulacion también se ha utilizado en nifios y

adolescentes capaces de tragar la capsula.

La otra presentacion farmacéutica Micofenolato de Mofetilo (MMF, CellCept®, Figura 1C)
es bien tolerado en la mayoria de los pacientes. Los efectos secundarios descritos son leucopenia
y problemas gastrointestinales (GI), que se asocian en algunos pacientes con diarrea severa que
luego requiere una reduccion de la dosis, y por lo tanto puede comprometer la funcién renal
(Bohler y cols, 2008).

Al B)
CH, OH

Ho 2 Na* -0

CH,  CHy

CHy CH3

Figura 1. Metabolito vy formas farmacéuticas del &cido micofendlico. A)
Metabolito activo del acido micofendlico (MPA) (e)-6-(4-hidroxi-6- metoxi-7-metil-3-
oxo-5-fentalanil)-4- metil-4-acido hexanoico. B) Sal de sodio de acido micofendlico (EC-MPS).
C) Micofenolatomofetilo (MMF) 2- morfoetileno de ester de acido micofendlico. Adaptado de
Drug Bank y Myfortic ® Novartis.

En un estudio cruzado en pacientes de TR pediatrico, se demostré que la formulacion
revestida EC-MPS (Figura 1B) tiene una exposicién similar con respecto al ABC vy
concentracion maxima (Cns) a la del MMF (Figura 1C), pero posiblemente los sintomas
gastrointestinales son menores, principalmente como la reduccién del dolor abdominal y diarrea
(Filler y cols, 2016). En un estudio farmacocinético en pacientes trasplantados renales, se

demostro6 que la dosis de 720 mg de EC-MPS/dia es equivalente a 1g de MMF/dia (Arns y cols,
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2005). También se investigaron los efectos farmacodindmicos de las dos formulaciones, sobre la
proliferacién, activacién y funcion de los linfocitos. Un estudio clinico en pacientes
trasplantados renales sélo mostré una tendencia de EC-MPS a producir una menor
inmunosupresiéon en comparacion con dosis equivalentes de MMF (Dieterlen y cols, 2011; Boler
y cols, 2008).

1.4. Farmacocinética del MPA

El MMF administrado por via oral experimenta una rapida bioactivacion pre-sistémica al
MPA (farmacoldgicamente activo) (Figura 2) por carboxilesterasas (CES), principalmente CES-
1y CES-2. Dentro del intestino, el MMF se hidroliza a MPA, N- (2-carboximetil) -morfolina, N-
(2-hidroxietil) - morfolina y el N-6xido de N- (2-hidroxietil) - morfolina. EI MMF que escapa a
la hidrélisis intestinal inicial entra en el higado a través de la vena porta y se convierte en MPA
en el hepatocito. La fase Il de glucuronidacion de MPA es la principal via metabolica mediada
por uridina difosfato glucuronosil transferasa (UGT) intestinales y hepaticas. Las enzimas
primarias implicadas en la glucuronidacién de MPA son UGT1A8 y UGT1A9, siendo esta
Gltima la que presenta mayor contribucion en la formacién del metabolito farmacol6gicamente
inactivo MPA-7-O-glucurénido (MPAG) con papeles menores para UGT1AL, 1A7 y 1A10.
(Picard, 2004. van Schaik, 2009). EI MPAG se excreta principalmente en la orina por secrecién
tubular activa y filtracion glomerular. UGT1A8 y UGT1A10 se expresan sélo
extrahepaticamente y por lo tanto son responsables del metabolismo de MPA en el tracto
gastrointestinal siendo UGT1A9 quien desempefia un papel predominante en el metabolismo
hepéatico del MPA a MPAG. La excrecién de este ultimo por la bilis ocurre principalmente a
través de proteina de resistencia a multiples farmacos 2 (MRP2), que se expresa en la membrana
de los hepatocitos y otros tejidos, luego las bacterias del tracto gastrointestinal (GI) reconvierten
el MPAG a MPA el cual es reabsorbido y entra nuevamente en circulacién. Esta recirculacién
enterohepética contribuye con cerca del 30% del ABCq.12, del MPA ya que genera un segundo
pico a las 6 horas después de la ingesta del farmaco (Fukuda 2012, van Schaik, 2009, Filler,
2016). Cabe destacar que aunque no sea significativo, una pequefia cantidad de MPA es
metabolizado por CYP3A4/5 a 6-O-desmetil MPA (Picard, 2004).
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Figura 2. Representacion esquematica del metabolismo &cido micofendlico. (1) MMF es
metabolizado a (2) MPA. (3)En el higado es principalmente glucuronizado a MPAG por
UGT1A9. (4) El transportador de membrana ABCC2 (MRP2) excreta el (5) MPAG hacia la
bilis, en el tracto Gl la microbiota aqui revierte el proceso y se forma (6) MPA dando como
resultado una recirculaciéon enterohepatica. EI MPA que entra a (7) circulacion sistémica se
dirige a los (8) linfocitos en donde inhibe a IMPDH vy con ello se inhibe la sintesis ADN,
producto de la inhibicion de GMP necesario para la proliferacion celular. Adaptado de Lamba y

cols, 2014.



El metabolito activo MPA es un potente inhibidor reversible y no competitivo de la enzima
inosina monofosfato deshidrogenasa (IMPDH). En linfocitos humanos aislados de sangre
periférica se encontré la isoforma IMPDH I, y el MPA actla especificamente en esta enzima,
que es clave en la sintesis de novo de nucleétidos de guanosina (Figura 3).

Inosina ‘ _ Otras células pueden
monofosfato *  utilizar rutas alternativas

Inosina monofosfato

Acido micofendlico ° » dehidrogenasa .
(MPA) (IMPDH) Da lugar
a la proliferacion
clonal de otras células

Guanosina monofosfato

Deoxiguanosina difosfato Guanosin.‘a trifosfato
Deoxiguano;ilwa trifosfato
AéN AF;N
.Proliferacién clonal de los linfocitos By T

Figura 3. EI MPA inhibe especificamente la sintesis de novo de purinas. EI MPA inhibe a
IMPDH vy por tanto inhibe la proliferacion de linfocitos, los cuales no presentan vias de
salvataje. (Carretero, M., 2005).

Por lo tanto, el MPA produce una carencia de guanosina disponible en los linfocitos T
arrestando el ciclo celular y reprimiendo la generacion de linfocitos T citotdxicos y linfocitos B
inhibiendo su proliferacion. Ya que este tipo de células no cuenta con una via de salvamento, se
suprimen las respuestas inmunitarias mediadas por células y la formacion de anticuerpos (Figura
4) (Barten y cols, 2002).
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Figura 4. Mecanismo de accién del &cido micofenélico. La via de salvamento de la sintesis de
purinas en linfocitos es menos activa que la sintesis de novo de purinas. EI monofosfato de
inosina (IMP) se convierte en guanosina monofosfato (GMP) por la IMPDH. EI MPA inhibe de
forma no competitiva y reversiblemente la actividad de IMPDH durante la sintesis de ADN en la
fase S del ciclo celular. En la via de salvamento, la guanosina se convierte a guanina
monofosfato por la enzima hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HGPRT) (Stepkowski,
2000).

Se ha investigado el mecanismo por el cual el MPA arresta el ciclo celular y se ha
demostrado en estudios con células humanas mononucleares aisladas que disminuye la
degradacion de p27""" e inhibe la induccién de ciclina D/CDKS6 kinasa, bloqueando la transicién
normal desde la fase G; a S en los linfocitos T arrestando asi el ciclo celular (Laliberté y cols,
1998).

El MPA también inhibe la glicosilacion y expresion de moléculas de adhesion, y el
reclutamiento de linfocitos y monocitos en sitios de inflamacion, ademas agota la
tetrahidrobiopterina (cofactor de éxido nitrico sintasa) y disminuye la producciéon de oxido

nitrico por NO sintasa inducible (iNOs) sin afectar la actividad de NO sintasas constitutivas. Los



macréfagos activados producen NO y superdxido, que se combinan para generar peroxinitrito y
dafar el tejido. Por estos dos mecanismos MMF ejerce actividad anti-inflamatoria. A diferencia
de los inhibidores de la calcineurina (Tac y ciclosporina), el MPA no es nefrotdxico y no induce
la produccién del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), implicado en el desarrollo
de fibrosis en varios procesos de inflamacién cronica. No aumenta la presion arterial, niveles de
colesterol o niveles de triglicéridos. De esta manera, reduce el rechazo agudo y crénico del

injerto y su uso prolongado no produce nefrotoxicidad (Allison, 2005).

1.5. Farmacogenética y variabilidad del MPA.

Se ha documentado para el MPA variabilidad interindividualidad asociada a factores
farmacogenéticos que incluyen SNPs en la enzima UGTs, enzima de la familia responsable de
las principales vias de metabolizacion (Figura 2). Se ha propuesto que la combinacion de los
polimorfismos en las isoformas UGT1A9, UGT2B7 y MRP2 (ABCC2) pueden ser importantes
predictores de variabilidad interindividual del MPA en poblacion pediatrica. (Sanchez-Fructuoso
y cols, 2009; Fukuda y cols, 2012).

Con respecto a las concentraciones plasmaticas terapéuticas que se deben alcanzar, los
niveles basales (Co) deben ser minimo 1,4 pg/mL y el area bajo la curva entre 0 a 12 horas
(ABC,.12n) mayor a 30 mg x h/L, pero no mas de 60 mg x h/L, ya que este valor esta relacionado
a efectos adversos (Filler y cols, 2016). En base a este ultimo punto con respecto al ABC, debido
a la problematica que existe en la obtencién de muestras en pacientes pediatricos en un tiempo
tan prolongado de 12 horas, se ha propuesto un ABC con solo 4 puntos que son extrapolables

para obtener un calculo de ABCy 12 (Filler, 2004).

Debido a la alta variabilidad que presenta el MPA, se realizd un analisis de niveles
plasmaticos de pacientes en un periodo de tiempo determinado debido a la alta variabilidad que
presenta el farmaco. En conjunto la unidad de nefrologia con la unidad de laboratorio clinico del
HLCM, realiz6 una evaluacion arbitraria de los niveles plasméaticos C, de MPA de pacientes
trasplantados renal pediatricos. Todos los niveles correspondieron a pacientes que se
encontraban en tratamiento concomitante con Tac y se establecié como nivel minimo C, un

valor de 1,4 ng/mL de MPA el cual se especifica en las guias clinicas utilizadas en el HLCM
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como el valor minimo de rango terapéutico. Bajo esta premisa, se determind que sobre el 18% de
los niveles determinados se encontraban en rango sub-terapéutico. Esta baja en los niveles
esperados puede ser atribuible a que a pesar de estar recibiendo las dosis de MPA, de acuerdo a
la superficie corporal correspondiente segun las guias clinicas, existen otros factores que pueden
afectar tales como SNPs asociados a las enzimas metabolizadoras de este farmaco, dejando una
inquietud en la unidad de atencidn al paciente que este trabajo pretende dilucidar al determinar el
genotipo de los pacientes atendidos, y evaluar si los SNPs determinados contribuyen a la
variabilidad interindividual del MPA. Ademas se pretende evaluar otros parametros que no estan
incluidos en las guias clinicas para el monitoreo del paciente trasplantado como son las
proliferaciones linfocitarias y asi verificar el estado real inmunosupresor del paciente.

1.6. Farmacogendmica

El tratamiento concomitante con Tac surge como una variable a tener en cuenta que podria
afectar la variabilidad del MPA. Sin embargo, un estudio realizado en Japdn, en donde se
observaron los parametros farmacocinéticos de MPA y Tac en distintos grupos genotipicos para
CYP3A5 y UGT2B7, determind que tanto la farmacocinética del Tac no fue afectada por
cambios en la concentracién de los niveles plasmaticos de MPA (Kagaya Yy cols, 2008), asi como
la farmacocinética de MPA no cambi6 en presencia de altas concentraciones de Tac en sangre.
De esta forma se demostrd, que a dosis terapéuticas, MPA y Tac no tienen una significativa
influencia en la farmacocinética del otro, por lo que pueden ser combinados de forma segura
(Dupuis y cols, 2012).

Existen distintos SNPs en las enzimas metabolizadoras del MPA que pueden aumentar o
disminuir el ABC, 1o de acuerdo a como esta mutacion afecta al promotor del gen o bien su
capacidad metabolizadora. De las multiples variantes existentes destacan UGT1A9 -275T>A y
UGT1A9 -2152C>T (Tabla 1) debido a las abundantes publicaciones sobre estos polimorfismos
en pacientes de trasplante renal tratados concomitante con Tac o esteroides y a su frecuencia en
la poblacion caucésica (potencialmente podrian afectar al 10-12%), que ya han sido asociados a
disminucién en el ABCy.1on (Dupuis y cols, 2012; Sanchez-Fructuoso y cols, 2009; Kuypers y
cols, 2005), sumado a los SNPs UGT1A9-440C>T, UGT2B7-900A>G, y MRP2-24T>C (este

altimo con prevalencia de un 15%) sefialados como predictores de variabilidad interindividual en
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la exposicion de MPA en poblacion pediatrica que aportan a aumentar el ABCo.1on (Fukuda y
cols, 2012).

Importante mencionar el papel de UGTBY7 con una alta actividad a nivel del higado con la
produccién del acil glucurénido del MPA (AcAMPG) (Picard y cols, 2004), un metabolito
activo, siendo el principal metabolito activo el MPA. Mientras que UGT1A1, 1A7 y 1A10
presentan una menor contribucion en la metabolizacion del MPA (Picard y cols, 2004; van
Schaik y cols, 2009). Debido a que UGT1A8 y UGT1A10 se expresan sélo extrahepaticamente y
por lo tanto son responsables del metabolismo de MPA en el tracto gastrointestinal es UGT1A9
quien desempefia un papel predominante en el metabolismo hepatico de la MPA por lo que los
polimorfismos asociados a esta enzima toman mayor relevancia debido a su alta participacién en
el metabolismo del MPA, aportando alrededor del 40% de MPAG a nivel intestinal y cerca del
50% a nivel hepatico (Picard y cols, 2004).

Tabla 1. Asociacion de los diferentes genotipos para las isoformas de UGT y MRP2 a la

farmacocinética del MPA.

Gen SNP Cambio Efecto Farmacocinética
UGT1A9 rs6714486  Promotor -275T> A Aumenta Disminuye
glucuronidacion de ABCy.pn
MPA a MPAG
rs 17868320 Promotor -2152C>T  Aumenta glucuronidacion Disminuye
de ABCy 12
MPA a MPAG
MRP2 rs717620 Promotor -24T> C Aumenta expresion y Aumenta
actividad ABCo.15
de MRP2

En negrita destaca el alelo mutado. Adaptado de van Schaik y cols, 2009.
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1.7. Farmacodinamia del MPA

La experiencia clinica ha demostrado que las concentraciones plasmaticas de farmacos
inmunosupresores por si solas no siempre reflejan el efecto real sobre las funciones de las
células inmunes. Por lo tanto, la confianza en los valores plasmaticos para la seleccion de dosis
de farmacos inmunosupresores supone un riesgo al sobre o sub estimar la inmunosupresion, que
puede conllevar, entre otras, a una infeccion por un lado y rechazo en el otro, por lo tanto el
hecho de poder medir el efecto de los inmunosupresores en diversas funciones de las células
inmunes (farmacodindmica) podria aumentar la eficacia y seguridad de los farmacos. La
relevancia del ABC, Cns ¥ Co para predecir las eficacias y la seguridad no es totalmente
conocida para todos los inmunosupresores clinicamente aprobados. Por lo tanto, la
determinacién de las relaciones entre la farmacodinamia y farmacocinética pueden mejorar la

utilidad de la monitorizacion de farmacos (Barten y cols, 2002).

Un objetivo actual de la medicina de trasplante es explorar biomarcadores robustos y
establecer ensayos fiables para monitorear la inmunidad alorreactiva y anti-infecciosa individual,
para una terapia inmunosupresora mas equilibrada que prevenga la inmunosupresién insuficiente
0 excesiva (Barten y cols, 2007). Se distinguen dos tipos diferentes de estrategias de monitoreo
farmacodinamico: (i) estrategias enzimaticas, que monitorean la inhibicién de la actividad
enzimatica del farmaco-objetivo y (ii) estrategias inmunoldgicas, que miden la respuesta celular
(proliferacion o ciclo celular) después de estimuladas in vitro (van Rossum y cols, 2010). Los
ensayos enzimaticos determinan los marcadores especificos del farmaco, pero no detectan los
efectos sobre la funcion de las células inmunes ni sobre los efectos en el sistema inmune
causados por las terapias de combinacién. Las estrategias inmunolégicas miden la respuesta
inmune a varios niveles, tales como concentraciones intracelulares o excrecion de citoquinas,
expresion de marcadores de activacion superficial y proliferacion celular (Barten y cols, 2007;

van Rossum y cols, 2010).

El trasplante de 6rganos causa una serie compleja de procesos inmunoldgicos, pero las
células T son los iniciadores y mediadores criticos de la respuesta aloinmune. Las células T son
centrales en el proceso de rechazo del trasplante. Los antigenos tienen la capacidad de causar
dafio directamente en el injerto a traves de diversos mecanismos y juegan un papel importante en

el suministro de soporte de células B en la generacion de la respuesta inmune humoral de los
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antigenos donantes. La activacion y proliferacion de los linfocitos T es el resultado del contacto
directo célula-célula de células T naive con células presentadoras de antigeno (APC). Un amplio
espectro de cambios celulares y moleculares que estan conectados a la activacion y proliferacion
de células T pueden ser detectados y cuantificados por citometria de flujo, uno de los
diagndsticos mas comunes que proporciona deteccién simultdnea de multiples parametros de

diferentes marcadores de superficie e intracelulares (Dieterlen y cols, 2011).

La proliferacion de células T se mide mediante andlisis simultdneo de antigeno nuclear
proliferante (PCNA) y contenido de ADN. Varios estudios clinicos mostraron que la deteccion
de PCNA en células T actla como un biomarcador farmacodinamico para diferentes farmacos
inmunosupresores en implantes de rifién, pulmon y corazon (Dieterlen y cols, 2011). Las células
T activadas pueden ser detectadas mediante la expresion de antigenos de superficie, todos ellos
con papeles potenciales en la coestimulacion (CD25, CD71), adhesién (CD134, CD154) y
apoptosis (CD95) de la respuesta inmune (Barten y cols, 2007). También, la activacion de las

células T puede ser detectada por acumulacion y secrecidn de citoquinas intracelulares.

Los estudios realizados han concluido que la administracion de MPA a pacientes esta
asociada no solo a una dramatica disminucion a la proliferacién de células T y la actividad de
IMPDH, sino también a una disminucion en la expresion de CD25 (p55 a) y CD71 (receptor de
transferrina) (Kamar y cols, 2009). Los estudios han sido realizados en pacientes antes del
trasplante (Prémaud y cols, 2011) y a los pocos dias de realizado este (Dieterlen y cols, 2011),
por lo gue no existen datos para un monitoreo efectivo mediante citometria de flujo a
tratamientos mas prolongados en los que tardiamente se observan sintomas de rechazo asociados
a bajas concentraciones plasmaticas de droga, o también intoxicaciones debido al aumento de
dosis del farmaco inmunosupresor como una medida preventiva al rechazo. Todas estas
variables, podrian ser prevenidas si se mantiene un monitoreo constante de las poblaciones

linfocitarias.

Considerando todos estos antecedentes, surgen interrogantes como ¢los pacientes que se
encuentran fuera de rango terapéutico del MPA son portadores de polimorfismos? y si ¢existe
una correlacion de los niveles plasmaticos con el estado proliferativo de los linfocitos T en estos

pacientes?
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Para responder a estas interrogantes, se propuso analizar los principales polimorfismos
asociados a las enzimas metabolizadoras (UGT) y la proteina transportadora (MRP2) de MPA y
evaluar su influencia en su ABC. Ademas, analizar el grado de inmunosupresion a través de las
poblaciones de linfocitos T y marcadores de activacion como son CD25 y CD71 producto del
MPA en los pacientes con trasplante renal pediatricos del HLCM.
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2.1. HIPOTESIS

Las variantes polimoérficas UGT1A9 -275T>A, UGT1A9 -2152C>T y/o MRP2 -24 C>T se
correlacionan con cambios en la exposicién a MPA que no se asocian a la respuesta de la
poblacién de células T a la terapia inmunosupresiva en pacientes pediatricos trasplantados

renales.
2.2. OBJETIVO GENERAL

Correlacionar los genotipos SNPs UGT1A9 -275T>A, UGT1A9 -2152C>T y MRP2-24T>C
con el ABCy.1o, del MPA y asociar el ABCy.12n del MPA con cambios en la PL en pacientes
pediatricos con TR atendidos en el HLCM.

2.3. OBJETIVO ESPECIFICOS.

1. Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de UGT1A9 -275T>A, UGT1A9 -
2152C>T, y MRP2-24T>C en la poblacion pediatrica trasplantada y que se encuentran en espera
de TR.

2. Evaluar si existe una asociacion entre la presencia de los genotipos UGT1A9 -275T>A,
UGT1A9 -2152C>T, y MRP2-24T>C con el ABCy.1o, del MPA.

3. Caracterizar la proliferacion de linfocitos T y marcadores CD25 y CD71, evaluando si

existe una asociacion con el ABCg.12, del MPA.
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3. METODOLOGIA
3.1. Disefio global del estudio.

Estudio descriptivo de caracter observacional con corte transversal. Cuenta con la aprobacion
del Comité de Etica en Investigacion en Seres Humanos (CEISH) de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile (Anexol).

Se reclutaron a todos los pacientes atendidos en la unidad de Nefrologia del HLCM que se
encontraban en espera de TR o con TR y que estén en tratamiento inmunosupresor estable y se

dividieron en dos grupos de pacientes (Figura 5):

Toma de Toma de muestra N
Grupo 1: Criterios de Consentimiento y/o 6 mL de sangre Medicion en
Pacientes pre TR Inclusién/ Exclusion Asentimiento periférica Laboratorio Evolucin y

Grupo ABO, Rh
Datos clinicos

Seguimiento

- S8 ' ENTEN -
e — " - iy
L

Toma de Toma de muestra Medicién en
Grupo 2: Criterios de Consentlr_nu.ento v/o 6 mL de sangre Laboratorio
Pacientes con TR Inclusion/ Exclusién Asentimiento periférica

o0 (N | :
‘ ' ’ - ‘ ' ‘ AB Correlacionar
v o

Grupo ABO, Rh
Datos clinicos

l Tubo tapa lila EDTA D Tubo tapa verde Heparina de Sodio |:| Datos retrospectivos

Figura 5. Protocolo procedimiento general. Esquema representativo de los procedimientos a
realizar a pacientes pre TR (Grupo 1) y con TR (Grupo 2), toma de muestras y procesamiento de
estas. SNPs: polimorfismos, corresponde a identificacién de genotipos UGT1A9 -275T>A / -
2152C>T y MRP2 -24C>T. ABC: Area Bajo la Curva, corresponde a estudio farmacocinético
del MPA. PL: proliferacion linfocitaria, corresponde a Analisis de sangre periférica mediante
citometria de flujo para la determinacién de proliferacion y marcadores de esta.
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3.2. Enrolamiento de pacientes.

Se enrolaron 54 pacientes, que corresponden al total atendido en la unidad de Hemodialisis
y Nefrologia del HLCM entre los afios 2017 — 2019, el médico tratante los invitd a participar en
el estudio aceptando mediante firma del Consentimiento Informado (Anexo 2 y 3) ylo
Asentimiento Informado (Anexo 4 y 5), una vez incluidos se les solicitd los exadmenes
requeridos.

El reclutamiento de pacientes y analisis de resultados se llevé a cabo de acuerdo a los
criterios de Inclusién y Exclusion presentados en la Tabla 2.

Tabla 2. Criterios de Inclusion y Exclusion

Pacientes trasplantados con régimen
Pacientes en espera de TR inmunosupresor que incluya Ciclosporina o
Azatioprina.
Pacientes trasplantados con tratamiento Pacientes con disfuncion del injerto durante
inmunosupresor estable que incluya MPA. primer afo post trasplante.

Del total de pacientes enrolados (Tabla 3), 31 corresponden a TR que se encontraban en
tratamiento inmunosupresor estable con MPA al ingresar al estudio y 23 pacientes en lista de
espera de TR. De estos 23 paciente, 18 se trasplantaron durante la realizacion de este estudio.

Estos pacientes ingresaron en la categoria de paciente TR, aumentando a 49 el grupo post
trasplante.
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Tabla 3. Caracteristicas de pacientes en estudio. (N=54).

Parametro Valor

Datos demograéficos

Género (Mujer/Hombre) (n) 24/30
Edad promedio (afios) 9[2-14]
Peso (Kg) 29,30 [10 - 61,4]
Tipo de terapia de reemplazo renal
Hemodialisis/ Peritoneo 13/41

Diagnostico (%)

Estructurales 66,6
Glomerulopatias (General) 9,2
Glomeruloesclerosis Segmentaria 9,2
Hereditarias 55
Vasculares 3,7
Otras 55
Tratamiento de induccion
Timoglobulina/ Basiliximab (%) 2,2/97,8
Pre trasplante al inicio/ fin del estudio (n) 23/5
Post trasplante al inicio/fin del estudio (n) 31/49
Corticoides % (si/no) 15,9/84,1

Para el analisis de resultados, los pacientes fueron distribuidos de acuerdo al tipo de técnica
utilizada (Figura 6) de acuerdo a los objetivos, tomando en cuenta si correspondian a pacientes
pre o pos trasplante, tiempo y cambios en tratamiento farmacolégico y uso o no de corticoides.
También se restaron del total los casos en los que no se realiz6 el seguimiento correspondiente
por lo que el nimero de determinaciones presentadas por técnica corresponde al numero

analizado y presentado en resultados.
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54 Pacientes

!

Identificacién de genotipos

| ¢ ._%:
o B

23 Pacientes pre TR

+ 18 pacientes trasplantados J/

31 Pacientes con TR

\/

' ' ' ' 21 Proliferacion Linfocitaria (PL)

49 Pacientes con TR - 5 pacientes en lista
-2 por cambios en tratamiento @®@® deespera
farmacoldgico o0 ' '
' ' -12 pacientes sin
-5 falta de seguimiento seguimiento
42 Determinaciones del ABCq.1;p, —— > 6&PLalmes post TR
@ @ | -5 pacientes con tratamiento :
' ' farmacoldgico <3 meses -2 pacientes en o0
tratamiento con ' '
corticoides

37 Asociaciones de ABCy.1,, CON genotipo

4 PL al mes post
TR

-2 pacientes con corticoides

- 1 pacientes con cambio en
tratamiento farmacoldgico

-1 paciente sin ABC

27 Proliferacion linfocitaria >3
meses en tratamiento
farmacoldgico

Figura 6. Flujograma de seguimiento y distribucion de pacientes para analisis de
resultados. Se muestra la distribucion de los pacientes para el analisis de resultados por técnica.
En azul se destaca la pérdida en el seguimiento o exclusion de pacientes de acuerdo a los
criterios de inclusion y exclusion. En los recuadros se destacan la cantidad de determinaciones
realizadas.
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3.3. Identificacion de genotipos

Se aisld6 ADN genomico a partir de 200 pl de sangre periférica total con EDTA utilizando un
equipo de extraccion de &cido nucleico total (MagNA Pure Compact, Roche) para la
identificacion de los polimorfismos UGT1A9 2152C>T (rs17868320), UGT1A9 -275T>A
(rs6714486) y MRP2 -24C>T (rs717620) mediante TagMan™ Drug Metabolism Genotyping
Assay (Termofisher). Todos los SNPs se procesaron y analizaron en el equipo LightCycler®

48011 (Roche) segun indicaciones del fabricante.

3.4. Estudio farmacocinético del MPA

En pacientes post trasplante se tomaron 4 muestras de sangre completa en un tubo con EDTA
correspondientes a pre dosis (Co), a la primera, segunda y cuarta hora desde la administracion de
la dosis (Cy, C, y Cy). A partir de 200 pl de plasma se determind el ABCq.1on, Utilizando un
equipo HPLC (Agilent Technologies serie 1260 Infinity).

El ABCy.12n Se calculd a partir de cuatro muestras (Curva abreviada) utilizando la siguiente
férmula (Filler, 2004)

ABCy.12n MPA= 8,217 + 3,163%C, + 0,994%C; + 1,334xC, + 4,183+C,

La curva abreviada contempla 4 tiempos ya que al ser pacientes pediatricos se dificulta la
toma de muestra por 12 horas, y en esta es posible encontrar el C, correspondiente al valor basal

y C, correspondiente a la concentracién maxima (Cpax).

3.5. Evaluacién de proliferacién linfocitaria mediante citometria de flujo

Los efectos farmacodindmicos de MPA en funcion de linfocitos se evaluaron calculando el

porcentaje de proliferacion de células T, asi como la expresion de CD71y CD25.

A pacientes en lista de espera (Grupo 1) y luego al mes post trasplante y pacientes post TR en
tratamiento estable (Grupo 2), se les tom6 una muestra de sangre (4 ml con heparina de sodio).

A partir de esta muestra, se extrajeron células mononucleares de sangre periférica mediante
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centrifugacion por gradiente de densidad en ficoll. Las células se lavaron dos veces con PBS y se
sembraron 200.000 por pocillo, previa tincion de las células con el trazador de proliferacion
VVPD-450 por 20 minutos en oscuridad a 37°C. Para la activacion de células T, se incub6 200 pl
de sangre diluida (1:10) con Fitohemaglutinina (PHA) durante 5 dias en placas de 96 pocillos.
Posteriormente, los marcadores de superficie de antigeno se tifieron usando anticuerpos anti-
CD3-PerCP marcados, CD25 - FITC y CD71 - PE de anticuerpos monoclonales (Becton
Dickinson), y se analizaron por citometria de flujo (Kamar y cols., 2009). La proliferacion de
linfocitos se determin6 mediante andlisis citométrico utilizando VPD-450. Para cada muestra de
sangre se analiz6 una muestra estimulada y una no estimulada. Ademas, se estimularon muestras
de voluntarios sanos para fijar un parametro estandar de los resultados obtenidos y como
referencia para los ensayos de los pacientes en tratamiento. Se analizaron tres mil células CD3+

de cada muestra con un citémetro de flujo (Facscanto I, BD Biosciences).

3.6. Analisis estadistico

Se contemplé como parametro de evaluacion el fenotipo sanguineo ABO y Rh para
determinar si la muestra analizada es representativa de la poblacion chilena. Para esto se
utilizaron datos de frecuencias alélicas descritas para la poblacion chilena publicadas por la
Encuesta Nacional de Salud del afio 2009 — 2010, Ministerio de Salud de Chile. Mediante la
prueba estadistica de Chi-cuadrado (X?) se determiné la frecuencia genotipica y se evalué si la

poblacidn se encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Los grupos analizados por genotipo portador o no portador y su relacién con el ABCq 12 S€
compararon mediante el test estadistico de Mann-Whitney. También se evalud bajo este test la
relaciéon de las proliferaciones linfocitarias basales y post trasplante junto con los marcadores

CD25 y CD71. Se consideré significativo un p<0.05, con intervalo de confianza de 95%.

La relacion entre ABCq.12n Y su influencia en las proliferaciones linfocitarias se evalu6 por
test de ANOVA no parameétrico.
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4. RESULTADOS
4.1. Distribucién segun genotipo

Se determinaron los genotipos para los polimorfismos UGT1A9 -275T>A (rs6714486)/ -
2152C>T (rs17868320) y MRP2 -24C>T (rs717620) al total de pacientes reclutados (N=54)
obteniendo la distribucion presentada en la Figura 7.

En todos los genotipos analizados predomina la frecuencia genotipica homocigota silvestre o
No portadores, siendo mayor este porcentaje para los SNPs rs6714486 T/T (85%) y 17868320
C/C (94%) asociados al gen UGT1A9, mientras que para el gen MRP2 el SNPs rs717620 C/C su

frecuencia genotipica (57%) resulta mas cercana a la de los portadores (43%).

A) UGT1A9 -275T>A B) UGT1A9-2152C>T C) MRP2 -24C>T
(rs6714486) (rs17868320) (rs717620)
0 "
® Portadores ® No portadores

Figura 7. Distribucion de frecuencias genotipicas en pacientes del HLCM. Se representan en
porcentajes los genotipos de los 54 pacientes analizados. A) UGT1A9 -275 Portadores
(heterocigotos T/A y homocigotos mutantes A/A), No portadores (homocigotos silvestres T/T)
B) UGT1A9 -2152 Portadores (heterocigotos C/T), No portadores (homocigotos silvestres C/C)
y C) MRP2 -24 Portadores (heterocigotos C/T y homocigotos mutantes T/T) y No portadores
(homocigotos silvestres C/C).
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Para los polimorfismos asociados a UGT1A9 los portadores de rs17868320 C/T resultaron

ser solo heterocigotos con un 6%, destacando que estos también son portadores de rs6714486

T/A. Con respecto a rs6714486, en los portadores T/A (15%) se incluyé al 1,8% de portadores
A/A (homocigoto mutante). En cuanto al equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) (Tabla 4) el SNP
rs6714486 se encuentra en equilibrio (p=0,39), mientras rs17868320 no lo esta.

En el caso del gen MRP2, para el polimorfismo rs717620 se incluyé al 1,6% de homocigotos

mutantes (T/T) en los portadores junto a la poblacién de heterocigotos (C/T) para calcular la

frecuencia genotipica, encontrandose esta Ultima poblacion en equilibrio H-W (p=0,36).

A partir de los datos utilizados para calcular las frecuencias genotipicas, se procedio a

calcular las frecuencias alélicas (Tabla 4), encontrando que un 8,53% para el alelo mutado
rs6714486 (A), un 2,8% para el alelo mutado rs17868320 (T) y un 22,2% para el alelo mutado -

rs717620 (T).

Tabla 4. Distribucién de polimorfismos en pacientes pediatricos analizados.

Frecuencia alélica

Poblacion estudiada n=54

Frecuencia genotipica

Equilibrio H-W

Alelo

Alelo

Homo.

Heterocigo

Homo.

. X p
Ref. Mut. silvestre to mutante
UGTIA9-275T>A T=0,97 | A=0,083 | T/T=0,853 T/A=0,129 A/A=0,018 | 0,73 0,39
(rs6714486) _’ T _' _' " ’ ’
UGT1A9-2152C>T
C=0,972 | T=0,028 | C/C=0,944 C/T=0,056 T/T=0 9,19 0,002
(rs17868320)
MRP2 -24C>T C=0,778 | T=0,222 C/C=0,57 C/T=0,414 T/T=0,016 0,85 0,36
(rs717620) o o o o o ’ ’
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Con el fin de evaluar si la distribucion genotipica evaluada es representativa de la poblacion
chilena, se analizé la distribucion del grupo sanguineo y el factor Rh. Los 54 pacientes
reclutados y estudiados presentan una distribucion similar a la muestra poblacional chilena
tomando como referencia el grupo sanguineo (Figura 8) y factor Rh (Figura 9) segun lo descrito
en literatura (Encuesta Nacional de Salud 2009-2010, Ministerio de Salud de Chile).

Esta distribucion se analizd mediante la prueba de X?, que determind estadisticamente la
similitud de ambas poblaciones mostrando para el Grupo ABO un X? =3,9 y valor de p = 0,272;

mientras que para el grupo Rh el valor de X* =0,52 y el valor de p = 0,47 con 3 grados de
libertad.

Al comparar la muestra analizada con la poblacion de referencia se observa que predomina el
grupo sanguineo tipo O, seguido de A y B, y con muy baja expresion el fenotipo AB en
comparacion a los otros grupos en ambas muestras. Lo mismo sucede con el factor Rh en donde
en ambas poblaciones predomina el factor Rh positivo.

A) B)

mA B mAB O

Figura 8. Distribucion de grupo sanguineo ABO. Se representa la distribucion del grupo
ABO en porcentajes. (A) Distribucion de la muestra poblacional chilena (Encuesta Nacional de
Salud, Chile 2009-2010. Ministerio de Salud de Chile) y (B) Distribucion de la muestra
poblacional estudiada.
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A) B)

5% 3%

ERh+ =Rh-

Figura 9. Distribucion del Factor Rh. Se representa la distribucion del factor Rh en
porcentajes (A) de la muestra poblacional chilena (Encuesta Nacional de Salud, Chile 2009-
2010. Ministerio de Salud de Chile) y (B) de la muestra poblacional estudiada.

4.2. Farmacocinética del MPA

Se determinaron 42 valores de ABCq.12na 42 de los 49 pacientes trasplantados (Tabla 5). Dos
pacientes fueron excluidos (Figura 6) por cambios en su tratamiento inmunosupresor (cambio a

Ciclosporina y/o Aziatropina). A 5 pacientes no se les realiz6 el ABC por falta de seguimiento.

Solo el 50% de los pacientes se encontr6 en rango terapéutico, mientras que un 35,7% de las

determinaciones se encontr6 en rango subterapéutico y un 14,3% en rango supraterapéutico.

Tabla 5. Resumen de las determinaciones de ABCy 12, de pacientes trasplantados.

Parametros Valores

Determinaciones realizadas 42
Mediana 38,1 (mg*h/L)
Desviacion standard 25,79

Rango (min — max) 9,8 —124,3 (mg*h/L)
Percentil 25% - 75% 23,43 - 48,83
Rango terapéutico 30-60 mg*h/L n=21 (50%)
Subterapeutico < 30 mg*h/L n=15 (35,7%)
Supraterapéutico >30-60 (mg*h/L) n=6 (14,3%)
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4.3. Asociacién entre la presencia de los SNPs relacionados con metabolismo de MPA con
el ABCo.lzh del MPA.

Se analizaron 37 valores de ABC,.12, de pacientes con TR con tratamiento inmunosupresor
por mas de 3 meses (se excluyeron 4 pacientes recientemente trasplantados y un paciente por
cambio en tratamiento en el transcurso del estudio de acuerdo a los criterios de exclusion). En
todos los genotipos analizados se aprecian pacientes distribuidos tanto en rango sub, supra y
terapéutico de acuerdo a sus valores de ABCy.12npara MPA

No se encontraron diferencias significativas con respecto a los portadores y no portadores en
todos los casos estudiados de genotipo versus ABCy.12n, Sin embargo si se observé una tendencia
a la disminucién en las medianas del ABCg 12, en el caso de los portadores de los SNPs

rs6714486 T/A y A/A (Figura 10A), rs17868320 C/T (Figura 11A) y rs717620 C/T y T/T
(Figura 12A).

A) B)
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Figura 10. Asociacion de Genotipos para UGT1A9 -275T>A con el ABCy.1,n. Portadores
corresponden a pacientes rs6714486 T/A y A/A y no portadores a pacientes homocigotos
silvestres (T/T). Los valores en la zona superior de cada grupo corresponden a las medianas. A)
Asociacion con el ABCy.12n. En color se destaca el rango terapéutico del MPA. B) Asociacion

con el ABCy.1on normalizado por la dosis diaria correspondiente al nivel analizado de cada
paciente. N=37 *p=0,033.
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Figura 11. Asociacion de Genotipos para UGT1A9 -2152C>T con el ABCy.12n. Portadores
corresponden a pacientes heterocigotos (rs17868320 C/T) y no portadores a pacientes
homocigotos silvestres (C/C). Los valores en la zona superior de cada grupo corresponden a las
medianas. A) Asociacion con el ABCy.12n. En color se destaca el rango terapéutico del MPA. B)
Asaociacion con el ABCy.1o, normalizado por la dosis diaria correspondiente al nivel analizado de
cada paciente. N=37.

Al normalizar el ABCqy12, por la dosis (mg diarios de MPA) por paciente, en el SNP
rs6714486 asociado al gen UGT1A9 (Figura 10B) se observa una diferencia estadisticamente
significativa (p=0,03) entre Portadores (A) y No portadores (T), no siendo el caso para
rs17868320 (Figura 11B). Por otra parte, los portadores del polimorfismo rs717620 (T) del gen
MRP2 (Figura 12B) presentaron una tendencia al aumento en la mediana en su ABCy.1o, cuando

se normaliz6 por la dosis.

28



A) B)

e
=
1

1501 404 35 0,06
= °
-~ .
< " = 03
T 100 ] 5 f
“® -4 i
o L~
= = [ ]
é * - T 0.2 0,09
§ . a z (1]
| - [}
< 504 [ ] ° s = [ ]
2 2 7 014 20
-« L - oo
.‘. Hgn °
0 T . 0.0 r r
No portadores Portadores No portadores Portadores

Figura 12. Asociacion de Genotipos para MRP2 -24C>T con el ABCqy1,,. Portadores
corresponden a pacientes heterocigotos y homocigotos mutados (rs717620 C/T y T/T) y no
portadores a pacientes homocigotos silvestres (C/C). Los valores en la zona superior de cada
grupo corresponden a las medianas. A) Asociacion con el ABCy.1on. EN color se destaca el rango
terapéutico del MPA. B) Asociacién con el ABCyn normalizado por la dosis diaria
correspondiente al nivel analizado de cada paciente. N=37.
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4.4. Caracterizacion de la proliferacién de linfocitos T en pacientes antes y después del
trasplante renal

Para el andlisis de PL se excluyeron a los pacientes que estaban en tratamiento concomitante
con corticoides antes y después del TR por la influencia que estos podian tener en las PL ademas
de los pacientes que se desconocian esta informacién. Bajo estas circunstancias solo se pudieron
analizar 6 PL y de estas solo 4 corresponden a seguimiento de pacientes antes y después del TR
(Figura 13).

Paciente 1
100 - o )

E - Paciente 2
8 B Paciente 3
) [ Paciente 4
S 90

£

=

g 80 \.

3

g .

&
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Q
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Pre TR Post TR

Figura 13. Variacion Proliferacién linfocitaria entre pacientes Pre y post trasplante sin
corticoides. Se analizaron las PL realizadas a pacientes pre TR y durante el primer post TR. En
color se representa a cada paciente con seguimiento desde Pre TR hasta un mes después del TR.
n=4. Test de t no paramétrico.

Es posible observar que al mes post TR existe una pronunciada disminucién en las PL
(Paciente 1 -15,8%, Pacientes 2 -9,2% y Paciente 4 -19,4%) correspondiente a los pacientes que
se encuentran bajo tratamiento inmunosupresor en comparacion a si mismos antes del TR.,

mientras que para el paciente 3 no se observaron cambios.

Con respecto a los marcadores CD25 y CD71 (Figura 14) no se observan diferencias
significativas, sin embargo se observa una tendencia al aumento de estos marcadores en los

pacientes al mes del trasplante.
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Figura 14. Variacion de marcadores CD25 y CD71 entre pacientes Pre y post trasplante sin
corticoides. Se analizaron los marcadores CD25 y CD71 en las PL realizadas a pacientes pre TR
y durante el primer post TR. A) Veces de aumento del marcador CD25 en muestras
estimuladas/basal B) Veces de aumento del marcador CD71en PL estimuladas/basal. n=6 Test
de t no paramétrico.

4.5. Asociacion entre el ABCy 1o, con la proliferacion linfocitaria

Se determinaron 23 proliferaciones linfocitarias correspondientes a los pacientes TR (Grupo
2) que se encontraban con tratamiento inmunuspresor con MPA mayor a 3 meses (31 pacientes)
y sin corticoides. Las proliferaciones se normalizaron por su ABCy.12, correspondiente (Figura
15) y se observo la relacién que existe entre los niveles sub, supra y terapéuticos, siendo
significativa la diferencia entre los pacientes con niveles sub y supraterapéuticos. Al normalizar
por dosis los ABCy.1on utilizados para normalizar las proliferaciones se sigue observando la
misma tendencia. Un comportamiento similar se observa entre los marcadores CD25 y CD71

(Figura 16) al comparar con el ABCg.1, Sin embargo las diferencias no resultaron ser
significativas.
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Figura 15. Asociacion entre proliferacion Linfocitaria con ABCy.;on MPA. Se determinaron
proliferaciones linfocitarias a 23 pacientes, estas se dividieron por el ABCy.1n correspondiente y
se representan de acuerdo a si el ABCy.12, 0btenido corresponde a Subterapéutico, Terapéutico o
Subraterapéutico. *p=0,03
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Figura 16. Asociacion entre marcadores de activacion de linfocitos T con ABCy.12n MPA. Se
determinaron los marcadores A) CD25 y B) CD71 a 22 pacientes, el porcentaje del marcador
bajo estimulo con PHA se dividié por el ABCy.1on de MPA correspondiente y se representan de
acuerdo a si el ABCy.1o, obtenido corresponde a Subterapéutico, Terapéutico o Subraterapéutico.
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5. DISCUSION

En la actualidad, parte del éxito del TR se debe al perfeccionamiento de las técnicas
quirargicas, mejor conocimiento de las patologias que llevan a IRC en la infancia y al uso
individualizado de las nuevas drogas inmunosupresoras. Ademas de reconocer que los nifios y
adolescentes presentan cambios constantes, y que en cada etapa de su desarrollo se deben
evaluar para evitar el rechazo del injerto como parte de la respuesta del sistema inmune (Pefaur y
cols, 2008). Por esto el mayor reto en la investigacion inmunoldgica es esclarecer los
mecanismos de tolerancia y frente a esto, entonces adaptar la terapia farmacolégica para evitar el

rechazo del injerto en los pacientes trasplantados a corto y largo plazo.

5.1. Frecuencias genotipicas y alélicas de UGT1A9 -275T>A, UGT1A9 -2152C>T, y MRP2-

24T>C en la poblacion pediatrica trasplantada y en espera de TR.

El farmaco inmunosupresor MPA presenta una gran variabilidad inter e intraindividual. Este,
es un problema que aqueja a los clinicos encargados de controlar a los pacientes post TR que
utilizan el farmaco como un inmunosupresor, manteniendo la tolerancia al injerto tanto con
reduccién del rechazo agudo asi como minimizando el efecto inmunosupresivo. Debido al
delicado equilibrio que se debe manejar en los parametros farmacocinéticos del MPA en
busqueda de concentraciones plasmaticas que se mantengan dentro del rango terapéutico
establecido, se han investigado nuevos factores que pueden estar involucrados en esta
variabilidad como son los SNPs asociados a los genes de las enzimas metabolizadoras del MPA
UGT1A9 y MRP2, ambas con una gran participacion en la metabolizacién del MPA, y que han
sido involucrados directamente con el ABCyin en diversos trabajos, demostrando la
participacion especificamente de los SNPs UGT1A9 -275T>A y -2152C>T asociados a
disminucién de los niveles plasmaticos de MPA en los pacientes de mayor riesgo a rechazo
agudo (van Schaik y cols, 2009), mientras que MRP2 -24C>T ha sido asociado con el aumento

del ABCy.12nY con un efecto protector. (Naesens y cols, 2006).

En primera instancia se analiz6 el genotipo de los pacientes. La muestra analizada result6 ser
representativa, avalada por la distribucion fenotipica del grupo sanguineo ABO y Rh de la

poblacién chilena, por lo que se procedid a analizar los SNPs en cuestion. Estadisticamente la
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muestra poblacional se distribuye de igual forma que la muestra modelo que es la poblacién
chilena (Figura 8 y 9) segun los test estadisticos correspondientes (chi cuadrado), sin embargo, al
analizar los genotipos para los SNPs asociados a UGT1A9 y MRP2, la distribucién de estos no
fue la esperada segun literatura en todos los casos, debido en parte a que la mayor parte de los
trabajos se han realizado en otras poblaciones como americanas, europeas 0 asiaticas y no
necesariamente se correlacionan con la poblacién latinoamericana, por lo que toma relevancia
realizar este tipo de trabajo ya que la significancia clinica dependera de la etnicidad (Sanchez-
Dominguez y cols, 2017).

Para el caso de UGT1A9 -275T>A (Figura 7A) se esperaba un ~12% (Sanchez-Fructuoso y
cols, 2009, Naesens y cols, 2006) de frecuencia genotipica para los portadores del SNP
rs6714486 (T/A) y la muestra analizada present6 un 12,9% siendo bastante similar, sin embargo
la frecuencia genotipica para UGT1A9 -2152C>T (rs17868320) esperada corresponde a ~9%
(Sanchez-Fructuoso y cols, 2009) y la poblacién analizada mostré un 6% (Figura 7B), siendo 2/3
de lo esperado ademas de no encontrar pacientes que portaran el SNP mutado en ambos alelos
para rs17868320 (T/T) que en literatura correponde a un 1,1% (Naesens y cols, 2006), pero que
ya habia sido reportada la ausencia de estos en una poblacion de 338 individuos procedentes de

centros en distintos continentes (van Schaik y cols, 2009).

Las frecuencias genotipicas para MRP2 -24C>T resultaron ser mas cercanas a la literatura
con un 41,4% para la poblacion portadora del SNP rs717620 (C/T) y que segln literatura
corresponde a ~43,2% (Naesens y cols, 2006), mientras que un 1,6% resultd ser portador de
ambos alelos mutados (T) bastante mas bajo que lo reportado en literatura con un 3 a 5%
(Naesens y cols, 2006. Van Schaik y cols, 2009),

Con respecto a las frecuencias alélicas, para el alelo mutado (A) del SNP rs6714486 es de un
8,3%, por encima de lo reportado, correspondiente a un 6,84% (Naesens y cols, 2006), mientras
que el alelo mutado rs17868320 (T) presenté una frecuencia de un 2,8% que es bastante menor
que lo reportado por Naesens y cols, 2016 (8,9%), pero mas cercano a lo reportado por van
Schaik y cols, 2009 (5%), destacando que existen estudios en donde no se ha observado este
SNP (Mazidi y cols, 2013). En el caso del gen MRP2 para el SNP en el promotor -24C>T, la

frecuencia alélica resultd ser un 22,2% para el alelo mutado (T), cercano a lo reportado (Naesens

34



y cols, 2016, van Schaick y cols, 2009) encontrandose este SNP en equilibrio Hardy-Weinberg
(Tabla 4).

Es considerable encontrar diferencias en la distribucion de genotipos dependiendo la
etnicidad (Sanchez-Dominguezy cols, 2018). Es precisamente por esta variabilidad que es tan
importante conocer a la poblacién en cuestion de tal forma que los tratamientos clinicos sean
individualizados de acuerdo a la farmacogendmica del paciente, anticipandose a efectos adversos
asociados a la metabolizacion de farmacos. Por este motivo se hace importante conocer el
panorama a nivel nacional ya que Chile presenta en su poblacion una distribuciéon genética de

ascendencia relacionada a la geografia (Eyheramendy y cols, 2015).

Todas estas conclusiones son con respecto a la poblacion analizada y no corresponden a la
poblacion chilena como tal, es mas, de los polimorfismos analizados para el gen UGT1A9 solo
uno se encontr6 en equilibrio de H-W por lo que es necesario ampliar el nimero de personas y
aumentar a una muestra mas amplia, incluyendo distintos sectores geogréaficos a lo largo de todo
Chile, proyectando un estudio multicéntrico que incluya a pacientes sanos, asi asegurando la

prevalencia de los SNPs que se encuentran con menor frecuencia.

El andlisis de los genotipos se llevd a cabo en una muestra reducida (n=54) y sesgada ya que
correspondia a los pacientes en lista de espera y post TR atendidos en la Unidad de Nefrologia
del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna. Para mejorar estos resultados con respecto a las
frecuencias alélicas se hace necesario incorporar a nifios sanos o en su defecto a adultos, de tal
forma que la muestra aumente a un tamafio éptimo. De esta forma, al ampliar la muestra
poblacional, también se puede descartar que estos SNPs estén asociados o predispuestos en la

poblacidn trasplantada renal.

5.2. Asociacion de los genotipos UGT1A9 -275T>A, UGT1A9 -2152C>T, y MRP2-24T>C
con el ABCy.121,del MPA.

Se propuso evaluar la influencia de estos SNPs en los niveles plasmaticos de pacientes
trasplantados de la unidad de Nefrologia del HLCM, debido a que un porcentaje de pacientes
presentaban niveles subterapéuticos a pesar de estar recibiendo las dosis recomendadas segln su

periodo post trasplante y superficie corporal.
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Segun los resultados obtenidos, el 35,7% de los pacientes trasplantados presentan un ABC,.
12n de MPA en rango subterapéutico, que podria relacionarse con una disminucién en la
inmunosupresion y con ello un eventual rechazo del injerto. Cabe destacar, que estos pacientes
reciben un tratamiento inmunosupresor concomitante con Tac, en ocasiones corticoides y otros
farmacos dependiendo del estado clinico, ademas se debe considerar que al ser pacientes
pediatricos van variando en peso, talla y metabolizacion a medida que se desarrollan a diferencia
de un paciente adulto que su progreso en estos parametros tiende a ser mas estable, por lo que

existen multiples factores que podrian influenciar las concentraciones plasmaticas de MPA.

Al normalizar el ABCy.1o, por la dosis, se puede corregir la dosificacion a cada paciente, ya
que normalmente se administran dosis estandar de acuerdo a los protocolos vigentes en guias
clinicas segln periodo post trasplante y en base a su superficie corporal. De esta forma, al dividir
el valor de ABC por la dosis diaria si el resultado es de bajo valor se puede considerar que se
requirié una mayor dosis para alcanzar concentraciones plasmaticas adecuadas de MPA. Asi,
tanto los valores obtenidos de las curvas para los genotipos UGT1A9 -275T>A como UGT1A9 -
2152C>T al ser corregidos (Figura 10B y 11B), tienden a agruparse debido a que seguramente se
ajustaron las dosis en los pacientes que se encontraban en rango terapéutico. De la misma forma,
al observar el caso de los valores de ABC.1o, 0Obtenidos para los portadores de MRP2 -24 C>T,
al corregir por dosis (Figura 12B) se puede observar como la mediana tiende al aumento en
comparacion con lo no portadores, situacién contraria al observar solo el ABCg.12n por grupo
(Figura 7A). De esta forma, se puede deducir que algunos pacientes necesitaron menor dosis del
farmaco para alcanzar las concentraciones plasmaticas ptimas de MPA y que son portadores del

alelo mutado (T).

A pesar de estas observaciones, que concuerdan con lo esperado, tanto en los genotipos
UGT1A9 -2152C>T como MRP2-24T>C sélo se observaron tendencias (disminucion en
mediana en un 26,8% y aumento de un 44,4% respectivamente). Para el caso del genotipo
UGT1A9 -2152C>T podria deberse principalmente al bajo nGmero de pacientes que se pudieron
analizar (6 versus 31), aunque existen otros factores mencionados en literatura como son la dosis
de MPA que reciben los pacientes y que puede influir en las diferencias en el ABC, mostrando
diferencias entre 1g y 2g de MPA al dia (Kuypers y cols, 2005).
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En base a lo anterior, al ser pacientes pediatricos la poblacién analizada, sélo el 5,6% recibe
1g de dosis de MPA diario. Por el contrario, el 44,5% recibe dosis de 360 mg al dia y el resto
varia hasta los 720 mg diarios, y en literatura se ha sefialado que a 1g de dosis de MPA no se
observan diferencias significativas para los genotipos UGT1A9 -275T>A y UGT1A9 -2152C>T.
En cambio, en pacientes que consumen 2g de MPA diarios se observaron diferencias
significativas entre los portadores de los SNPs UGT1A9 -275 (T/A) y UGT1A9 -2152 (C/T),
quienes presentaron menor ABCy.1o, €n comparacion a los no portadores, sefialando que a
menores dosis de MPA los genotipos estudiados no resultaban Gtiles. Una posible explicacion es
que la actividad de glucuronidacion de UGT1A9 a nivel intestinal produzca mas MPAG vy se vea
disminuido la reintegracion de MPA a la circulacion enterohepatica, tomando en cuenta la

posibilidad de saturacion del sistema (Kuypers y cols, 2005).

Cabe destacar, que no todos los pacientes que presentaron niveles subterapéuticos son
portadores de los SNPs UGT1A9 -275T/A y/o UGT1A9 -2152C/T, de la misma forma, de los
pacientes que se encontraron en rango supraterapéutico, solo el 42,9% resultdé ser portador de
MRP2-24T/C o T/T. Por lo que se puede concluir que en esta poblacién en estudio, los SNPs
UGT1A9 -2152C>T y MRP2-24>C no influirian en el ABCg.12n, pero si se debe tener en
consideracion el SNP UGT1A9 -275T>A al momento de ajustar dosis ya gue si se observé una

correlacién entre este SNP y la farmacocinética del MPA.

Otro factor importante a considerar es la utilizacién de una curva abreviada para calcular el
ABC, 12 La curva analizada solo contempla 4 horas desde la administracion del farmaco debido
a la dificultad de tener un paciente pediatrico retenido por tan largo tiempo y tomando una gran
cantidad de muestras de sangre. En la préactica, no es la exposicién real al farmaco que ocurre
durante 12 horas (Filler, 2004), por lo tanto, no se reflejaria del todo el impacto de los SNPs
estudiados en la recirculacién enterohepéatica (ABC de 6 a 12h) ya que no se pudieron obtener
muestras de las 6 hasta 12 horas, y que ademas es donde MRP2 tendria una mayor participacion.
(Kuypers y cols, 2005).
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5.3. Caracterizacion de la proliferacion de linfocitos T y marcadores CD25 y CD71 y
asociacion con el ABCy.1on del MPA.

El sistema inmune defiende al organismo frente a agresiones externas como son los
microorganismos y toxinas. Ademas, debe mantener la capacidad de tolerar los antigenos que se
generan de forma fisioldgica durante el desarrollo (pubertad lactancia, entre otros) y que se estan
en contacto a diario. El alotrasplante es considerado por el sistema inmune como un agente
extrafio y por ende genera una respuesta de rechazo hacia este. Con el objeto de modular esta
respuesta es que se administran farmacos con capacidad inmunosupresora que no solo inhiben la
capacidad de respuesta al aloinjerto, sino que también suprimen las reacciones que protegen al
organismo frente a infecciones, tumores, entre otros. Precisamente, esta falta de selectividad
inmunoldgica es la responsable del desarrollo de inmunodeficiencia en los pacientes, junto a
neoplasias y otros factores que provocan la pérdida del injerto a largo plazo (San Segundo y
cols, 2007).

Hasta la década pasada, muy pocos trabajos habian tratado la relacién entre la
farmacocinética del MPA y el efecto en la funcion de los linfocitos en pacientes, ademas de que
la mayoria de estos se realizaban in vitro, por lo que no existia claridad sobre lo que sucedia en
humanos in vivo. Por esto, es importante tomar en cuenta la farmacodinamica, ya que el TDM
contempla solo el monitoreo de Co que si se correlaciona con el ABCy.12n, Sin embargo, siempre
existe la posibilidad que un paciente no responda como corresponde al MPA por lo que es ideal
el monitoreo farmacodindmico, observando las proliferaciones linfocitaria y ciertos marcadores

gue pueden estar involucrados a etapas temprana de rechazo agudo.

Se evaluo si existe correlacion entre el ABCq 12, del MPA 'y la proliferacién linfocitaria. Esto
se planted de acuerdo a la premisa que al analizar el estado inmunosupresor del paciente, no
necesariamente sera el éptimo a pesar de encontrarse en rango terapéutico, ya que existen otros
factores que pueden variar la respuesta inmune final. Un ejemplo son los polimorfismos
asociados a la IMPDHII que varian su actividad metabdlica (Cilido y cols, 2018) y, teniendo en
cuenta que el tratamiento con MPA no inhibe el 100% de IMPDH (no se busca suprimir
completamente la respuesta linfocitaria), podrian variar las proliferaciones linfocitarias. Por lo
gue se hace necesario monitorear el real estado inmune del paciente si no se han evaluado con

anterioridad todos los factores asociados (genéticos, farmacoldgicos, etc).
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Para la realizacion del presente trabajo con caracter exploratorio, se tenia la intencion de
realizar un seguimiento a los pacientes de TR que inician un tratamiento inmunosupresor, ya que
debido a los cambios de dosis por protocolo durante los tres primeros meses, se podria
correlacionar dosis y concentraciones plasmaticas con el efecto clinico. Sin embargo el
seguimiento de la totalidad de pacientes no se pudo realizar con éxito (Figura 6), pero si se
pudieron determinar PL y marcadores (CD25 y CD71) segun los ABCy. 12, que presentaban los
pacientes, de acuerdo a lo planteado en la metodologia. De esta forma fue posible establecer las
bases para en un futuro expandir el estudio a los pacientes de largo tratamiento y poder generar

un protocolo para monitoreo de rutina.

Con respecto a las PL (Figura 13) existe una tendencia a la disminucién en los porcentajes de
proliferacién en los pacientes tratados con MPA durante el primer mes post TR en comparacion
a ellos mismos antes de este. Los resultados muestran solo una tendencia, ya que el nimero de
pacientes a los cuales se les realiz6 seguimiento exitoso s6lo corresponde a 4. A pesar de esto, la
tendencia result6 ser lo esperado ya que los pacientes se encontraban dentro del primer mes post

TR que es cuando deben presentar un mayor estado de inmunosupresion.

Por otra parte, se observd la relacion que existe entre las PL y los niveles sub, supra y
terapéuticos (Figura 15), siendo significativa la diferencia entre los pacientes con niveles sub y
supraterapéuticos, demostrando que el ABCq.12n Se correlaciona con la respuesta linfocitaria, es
decir, a mayor ABCy.1o la respuesta linfocitaria disminuye y viceversa. Al normalizar por dosis
los ABCq 12y utilizados para normalizar las proliferaciones se sigue observando la misma
tendencia. La inhibicion de la PL dependiente de la concentracién ya habia sido evaluada en
lineas celulares y en linfocitos T de pacientes pre trasplante que recibieron dosis de MPA
(Millan y cols, 2000; Kamar y cols, 2009), por lo que resulta importante tener datos de pacientes
gue se encuentran con multiples tratamientos farmacol6gicos por un tiempo prolongado como es
el caso de la muestra analizada con pacientes post TR con mas de 3 meses de tratamiento estable
de MPA y Tac. Asi, trabajos con seguimiento de pacientes en sus tratamientos por afios cobran
mayor relevancia ya que sus resultados incluyen todos los factores asociados al estado clinico y

tratamiento (San Segundo y cols, 2019).

Se observa que existe una distribucion bastante heterogénea en los pacientes subterapéuticos,

por lo que el simple hecho de determinar el ABC,.12n N0 seria suficiente para asegurarse que la
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respuesta inmunitaria esta siendo efectiva. Bajo esta premisa, ademas de intentar determinar
cdmo responden las poblaciones linfocitarias al MPA, se busc6 determinar si ciertos marcadores
celulares podrian servir como un parametro para evaluar la respuesta inmune en el monitoreo del
paciente. Existen diversos trabajos en donde se han propuesto marcadores de activacion celular
de linfocitos T como son CD25 y CD71, o de funcién celular como IL-2 y TNF-a que varian su
expresion producto del MPA, asi como el efecto de este en la expansion clonal de linfocitos
(Prémaud y cols, 2011; He y cols, 2011). La seleccion de los marcadores CD25 y CD71 se debid
a gque son marcadores de activacion de linfocitos T, que es la poblacion celular en estudio, ya
que es la diana del MPA y a la cantidad de trabajos previos en donde se habia observado que el
MPA ejerce un efecto en estos. Como resultado, se determinaron los marcadores CD25 y CD71
en pacientes pre y post TR durante el primer mes, sin mostrar diferencias significativas. En
trabajos previos, se determind que existia una disminucion de estos marcadores en presencia de
MPA, sin embargo las comparaciones no se realizaron con los mismos pacientes sino que con

grupos control o in vitro (Fadel y cols, 2015; He y cols, 2011).

Tanto las determinaciones de CD25 como CD71 entre pre y post TR (Figura 14) no
mostraron diferencias significativas. Contrario a lo esperado, se observo un aumento de ambos
marcadores con una gran dispersion de datos debido al bajo nimero de determinaciones, pero
que podria explicarse por los pacientes que utilizan como tratamiento de induccion THYMO, ya
que se ha observado una disminucién de CD25 en relacion a este (Fadel y cols, 2015), que no es
el caso de la muestra analizada en donde los pacientes fueron tratados con Basiliximab. A
diferencia de la mayoria de los estudios en que los pacientes aiin no son trasplantados, por lo que
serian menos reactivos, la poblacién analizada en este trabajo se encuentra con un injerto y por
lo tanto las funciones del sistema inmune se encuentran en alerta mientras el farmaco
inmunosupresor ejerce su efecto, siendo precisamente este el periodo mas critico a nivel post
trasplante, por lo que seria interesante analizar junto con otros marcadores y determinar
poblaciones especificas de células vinculadas a la tolerancia del injerto como son células T
reguladoras (Treg) CD4+CD25highFOXP3+, que en otros estudios se ha observado como varian
en namero desde el trasplante hasta los 2 afios posteriores a este, y que mayores niveles de este
grupo de células estan presentes en pacientes que han mantenido el injerto a largo plazo (San

Segundo y cols, 2019. Krajewska y cols, 2019).
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Sin embargo, al realizar el analisis con pacientes post TR con mas de 3 meses en tratamiento
inmunosupresor estable (Figura 15), se observd una tendencia en la disminucion de ambos
marcadores a mayor ABCy.1on de MPA (Supraterapéutico) al igual que sucedié con las PL,
mostrando que MPA tenderia a modificar estos marcadores como se ha observado en literatura
(Kamar y cols, 2009), destacando que este estudio tiene pacientes pre y post TR a diferencia de
los trabajos en literatura en donde los pacientes durante la primera dosis de MPA anterior al
trasplante son analizados (Prémaud y cols, 2011). Por otra parte, al aumentar las determinaciones
en la poblacion en estudio se podria reducir la dispersion y obtener datos mas homogéneos que
permitan realizar las comparaciones bajo las condiciones de post TR en tratamiento con MPA

concomitante con Tac.

Con respecto a la participacion CD71 en la respuesta inmune, en estudios recientes se ha
indicado que las células eritroides CD71 + son parcialmente responsables de la inmunosupresion
del sistema inmune neonatal (Elahi y cols, 2013). Sin embargo, como marcador de rechazo, fue
descartado por Fadel y cols, 2015, al comparar pacientes trasplantados renales con y sin rechazo
agudo ya que los niveles de CD71 no resultaron ser significativamente distintos. Mientras que
Prémaud y cols, 2011 encontraron una disminucion en la expresidn en pacientes que recibieron
dosis de 1g de MPA antes del trasplante hepéatico. Existe una diferencia entre los estudios y el
presente trabajo, y es que las dosis en la mayoria de los pacientes pediatricos son menores a 1g
de MPA, lo que podria influir en que los resultados para CD71 no fueron significativos pero que

si fue posible observar una clara tendencia a la disminucién a mayor ABCg .10, (Figura 16).

Con respecto a la participacién de CD25 en la respuesta inmune, sumado a otros marcadores
como lo es FoxP3, pueden resultar en importantes predictores de rechazo. Durante el rechazo
agudo del rifidn trasplantado, existe un aumento de la expresion del gen FOXP3 asi como un
aumento de CD4+CD25+FOXP3+ y otras poblaciones observadas en biopsias del injerto (Fadel
y cols, 2015), por lo que resultaria interesante evaluar ademas de CD25 a FOXP3 en pacientes
trasplantados en tratamiento con MPA ya que no existe claridad al respecto por falta de estudios.
También se ha observado una relacion entre el MPA en conjunto con inhibidores de mTOR vy las
poblaciones de células T favoreciendo la expansion de las poblaciones de Treg e inhibiendo la

PL de células T de memoria (San Segundo y cols, 2007).
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Precisamente por esto resulta importante el estudio farmacodindmico, ya que al poder
establecer estos parametros claramente (numeros absolutos) seria el objetivo variar la terapia
farmacoldgica justamente en busca de estos resultados. Asi, en el futuro se podria determinar a
qué concentracion plasmatica se pueden mantener las poblaciones de células T que se requieren,

y hacer una especie de tratamiento a la inversa de lo que suele realizarse.

Finalmente, no se logré determinar la implicancia de los polimorfismos estudiados para el
gen UGT1A9 en las proliferaciones linfocitarias ya que el nimero de pacientes portadores a los
que se pudo determinar las PL o marcadores era muy bajo (1 pre TRy 1 post TR), y por lo tanto
no se pudo realizar ningun tipo de andlisis. Mientras que para el caso del polimorfismo asociado
al gen MRP2, ninguno de los pacientes con PL en ABCo.1,, de MPA supraterapéutico llevaba el
genotipo portador (C/T o T/T), contrario a lo que se podria esperar al estar relacionado este
genotipo con un aumento en el ABCy.1on, que como se observd en este estudio, tenderia a
disminuir la PL. Al analizar a los pacientes portadores del SNP, méas de la mitad presenté PL
mayores al 70%, contrariamente, se esperaba que la gran mayoria de los pacientes portadores

presentaran menores PL en comparacion al grupo de pacientes no portadores.

Al analizar en conjunto todos los datos, no se puede concluir que los SNPs estudiados
influencien las PL de forma indirecta al condicionar el ABCgy.12n del MPA en la muestra
poblacional estudiada, pero tampoco se puede descartar la hipétesis, ya que el SNP asociado a
UGT1A9 -275 T>A mostré significancia en el ABCy1on del MPA, pero al presentar sélo dos
pacientes con andlisis de PL y siendo cada uno de grupos de analisis distintos (Pre TR, grupo 1y
Post TR, grupo 2) no es posible realizar ningln analisis, por lo que se requiere aumentar las PL
en poblaciéon portadora del SNP y asi tener una muestra mas robusta para analisis y poder

confirmar o rechazar la hipétesis.

Para el SNP asociado a MRP2 -24 C>T, existia un nimero importante de pacientes
portadores, pero s6lo se observo una tendencia en la correlacién del polimorfismos con el ABC,.
12n Y tampoco se observo una tendencia con las PL, mientras que el SNP UGT1A9 -2152C>T no
se encontro en equilibrio H-W y no presentd una correlacion significativa con el ABCo.12n, por lo
que bajo los parametros determinados en este estudio los genotipos UGT1A9 -2152C>T y
MRP2 -24 C>T no sirven como marcadores para incluir en el monitoreo de pacientes

trasplantados al no presentar significancia en el ABCy.1on del MPA y por ende en la inmunidad
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del paciente. Sin embargo, UGT1A9 -275 T>A influye disminuyendo el ABCy.1on por lo que
resulta un parametro importante a tener en cuenta a la hora de ajustar dosis en el paciente

portador del alelo mutado (A).

Por parte del estado inmune del paciente, sélo se puede concluir que existe variabilidad y no
existe un patron claro, ya que no se observaron diferencias significativas al comparar las PL y
marcadores CD71 y CD25 de los pacientes con ABCq.y2, COn pacientes en rango Sub o
Supraterapéuticos. En base a esto, para lograr resultados mas contundentes es que se requiere
agregar marcadores adicionales y asi determinar poblaciones especificas de células que
participan en la respuesta inmune (como Treg) y por ende en el rechazo, y luego determinar la

relacion de estas con el ABCo.12n.

5.4. Limitaciones y proyecciones.

Nuestro trabajo tiene limitaciones. Las muestras analizadas y el bajo nimero de pacientes con
seguimientos son limitaciones importantes (Figura 6), debido principalmente a muestras
rechazadas, pacientes con controles una vez al afio, pérdida en el seguimiento de examen, entre
otros. Esta situacién causo pérdida de seguimiento de los pacientes antes y luego del trasplante y
con esto se redujo de forma importante las determinaciones para los posteriores analisis
estadisticos. Sin embargo, a favor de estos resultados, es que los andlisis se realizaron con
muestras frescas (se procesaron dentro de 2 horas posterior a la toma de muestra) y por esto
mismo la pérdida de determinaciones, ya que en ningln caso se realizaron determinaciones con
muestras refrigeradas, que tal vez hubiesen aumentado el nimero de determinaciones, pero que
restan valor ya que se pierden propiedades al refrigerar (San Segundo y cols, 2019). También
destaca, que cuando se formul6 este proyecto, la citometria de flujo en el hospital recién se
estaba montando, por lo que las primeras PL fueron las pioneras y sirvieron como base para la
implementacion del examen clinico. Con el correr de los meses se han ido ajustando los
protocolos y por esto es que se hace mas factible incluir nuevos marcadores y favorecer la

realizacion de nuevos proyectos.

En la actualidad de la investigacion cientifica se esta en busca de regimenes farmacol6gicos

que favorezcan la induccion y mantencion de células Treg. Por esta razén cobra importancia el
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analisis del estado inmune del paciente y no s6lo medir parametros farmacocinéticos, ya que se
busca adaptar la dosis de farmacos de acuerdo a las poblaciones celulares que se requieran segin
el periodo del trasplante del paciente, prolongando asi la supervivencia del injerto y del paciente
receptor, de modo que con una base solida puedan a futuro incorporarse estas herramientas en

los protocolos de seguimiento de los pacientes con TR.
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6. CONCLUSIONES

Los polimorfismos de tipo SNP UGT1A9 -2152C>T, UGT1A9 -275T>A y MRP2-
24C>T estan presentes en un 6%, 15% y 43% respectivamente en la poblacion
pediatrica atendida en la unidad de Nefrologia del HLCM.

De los polimorfismos estudiados, sélo el SNP UGT1A9 -275T>A presentd una
disminucién estadisticamente significativa en el ABCy.1on (p=0,03) en los pacientes

portadores respecto de los no portadores.

Existe una diferencia estadisticamente significativa en el efecto inmunosupresor entre

pacientes con ABCy.1on €N rango sub y supraterapéuticos.
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ANEXO 1

Carta de aprobacion por el CEISH.

_— UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA

ACTA DE APROBACION DE PROYECTO

FECHA: 09 de Mayo de 2017.

PROYECTO: INFLUENCIA DE LOS POLIMORFISMOS EN ENZIMAS
METABOLIZADORAS DEL ACIDO MICOFENOLICO Y SU EFECTO
INMUNOSUPRESOR EN PACIENTES TRASPLANTADOS RENALES
PEDIATRICOS DEL HOSPITAL DR. LUIS CALVO MACKENNA

INVESTIGADOR RESPONSABLE: SRTA. DOMINIQUE YANEZ

INSTITUCION: LABORATORIO CLINICO BIOQUIMICA Y URGENCIAS, HOSPITAL
DR. LUIS CALVO MACKENNA, SEDE ORIENTE, FACULTAD DE MEDICINA,
UNIVERSIDAD DE CHILE.

Con fecha 09 de Mayo de 2017, el proyecto ha sido analzado a Ia luz de los postuladas de la
Declaracién de Helsink, de la Guia Internacional de Etica para la Investigacién Biomédica que
involucra sujetos humanos CIOMS 1992, y de las Guias de Buena Préctica Clinica de ICH
1996.

Sobre la base de la informacidn proporcionada en el texto del proyecto el Comité de Etica de
Investigadidn en Seres Humanos de la Facultad de Mediona de l2 Universidad de Chile,
estima que el estudio propuesto estd bien justificado y que no significa para los sujetos
Involucrados riesgos 1fsicos, psiquicos o sodiales mayores que minimos.,

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga & sprobacion ética para
realizacion del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del protocolo.

Este comité también analizd y aprobd & correspondiente documento de Consentimiento
Informado en su versidn modificada de fecha 08 de Mayo de 2017,

Se extiende este documento por el perfodo de un afo & contar desde la fecha de aprobacién
prorrogable segin informe de avance y seguimiento bio&ico.,

LUGAR DE REALIZACION DEL ESTUDIO

e LABORATORIO CLINICO BIOQUIMICA Y URGENCIAS, HOSPITAL DR. LUIS
CALVO MACKENNA, SEDE ORIENTE, FACULTAD DE MEDICINA, UNIVERSIDAD
DE CHILE.

Teldfono: 29789536 - Email: comiteceishBmed. uchite.cl



ANEXO 2

Consentimiento Informado pacientes en espera de TR.

Nombre Paclente:
Rut Paciente:
Fecha N

Influencia de los polimorfismos en enzimas metabolizadoras del aciddf) g MAYD 2017
¢ -

micofenélico y su efecto inmunosupresor en pacientes trasplanta
renales pediatricos del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna.

PATROCINANTE: Laboratorio Clinico del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna
Nombre del Investigador principal: Dominique Yafiez Osorio

R.U.T.: 17.005.382-6

Institucién: Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna.

Teléfonos: 225756004.

Invitacién a participar:

Le estamos invitando a participar a su hija/hijo en un estudio piloto de investigacién
“Influencia de los polimorfismos en enzimas metabolizadoras del 4cido micofendlico
y su efecto inmunosupresor en pacientes trasplantados renales pediétricos del
Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna”, debido a que existe un pequefio porcentaje de
pacientes que no responde al tratamiento con concentraciones plasmaticas
terapéuticas (nivel de farmaco en circulacién sanguinea necesario para alcanzar una
respuesta éptima) de acido micofendlico, a pesar de estar recibiendo dosis estandar
segun los protocolos utilizados por la unidad de Nefrologia del Hospital Dr. Luis Calvo
Mackenna. Ademas no existen examenes que demuestren que el farmaco en uso a
pesar de encontrarse a concentraciones plasmaticas terapéuticas genera el efecto
deseado en el lugar correspondiente, que para este caso corresponden a los
linfocitos T (células del sistema inmune).

Esta investigacion tiene por objetivos detectar los polimorfismos (mutaciones)
asociados al metabolismo del acido micofendlico, y la respuesta por parte de los
linfocitos T a las concentraciones plasmaticas del farmaco.

Debido a que existen algunas mutaciones a nivel de las enzimas que metabolizan el
farmaco, que pueden provocar que este se elimine mas rapido o por el contrario que
se acumule en el sistema, se propone investigar cémo los polimorfismos influyen en
las concentraciones de acido micofendlico y dado que no existen exdmenes de rutina
para detectar la respuesta final de la poblacidn de linfocitos T en los pacientes, se
propone realizar ensayos con estas células para evaluar el estado de
inmunosupresion.

De esta forma, en un futuro se podria ajustar la dosis antes de iniciar el tratamiento
evitando los problemas asociados como el rechazo o la toxicidad. El estudio incluird
a los pacientes nuevos que sean sometidos a trasplante renal y que reciben
tratamiento en la unidad de Nefrologia del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna.
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Procedimientos: Si Ud. acepta que su hija/ hijo participe del estudio sera sometido
al siguiente procedimiento:

Antes del trasplante, se tomara una muestra de sangre con la que se analizaran las
células inmunes.

Luego del trasplante, se tomaran 4 muestra de sangre distribuidas en 4 horas cada
una. La primera muestra sera de 3 ml antes de la dosis del farmaco y de esta se
determinaran el nivel del farmaco, y se realizaran ensayos con las células (linfocitos).
Las muestras restantes seran de 2ml, a la hora después de la dosis, a las dos horas
después de la dosis y la Ultima muestra a las 4 horas después de la dosis. De estas,
podemos determinar tanto los polimorfismos como las concentraciones del farmaco.
Es importante que sepa que ademas se realizaran examenes de rutina tales como:
clearance de creatinina, albimina, AST, ALT, hemoglobina y niveles plasmaticos de
tacrolimus que podra solicitar el médico tratante y al que tendremos acceso.

El procedimiento tomara 4 horas y sélo se realizara una vez al mes durante 3 meses.
Ademads, la muestra de ADN sobrante, sera almacenada durante 5 afios para futuras
investigaciones sobre otros polimorfismos relacionados al metabolismo o accién de
los inmunosupresores.

Tratamiento propuesto y justificacién del uso de placebo: Usted y su hija/
hijo deberan seguir las indicaciones del médico tratante de la unidad de Nefrologia
del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna, quien indicara la dosis correspondiente segin
los protocolos utilizados.

Riesgos:

No existe riesgo ni complicaciones asociadas a este estudio, ya que no se contemplan
cambios de medicamentos ni modificaciones de dosis.

Cualquier otro efecto que Ud. observe en su hija/ hijo y considera que puede
derivarse del uso de del farmaco debera comunicarlo al médico tratante.

Costos: Este estudio piloto no tiene costo alguno para Ud. Y su hija/ hijo.

Como participante en este estudio Ud. o su sistema previsional deberan financiar las
hospitalizaciones, honorarios, examenes y tratamientos habituales para el estudio y
tratamiento de su enfermedad.

Beneficios: No obtendra un beneficio directo para ud. y su hija/hijo. Este estudio

piloto significara una contribucion al conocimiento y una herramienta para obtener
mejores tratamientos en futuros pacientes.

Alternativas: Si Ud. decide que su hija/hijo no participara en esta investigacion
recibird el tratamiento que se aplica habitualmente.

Beneficios y riesqgos de los métodos alternativos existentes: No aplica
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Compensacién: Ud. y su hija/hijo no recibird ninguna compensaciéon econémi
por su participacion en el estudio.

Garantia de seguro: No aplica.

Confidencialidad: Toda la informacién derivada de la participacién de su hija/hijo
en este estudio sera conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye
el acceso de los investigadores o agencias supervisoras de la investigacion. Cualquier
publicacién o comunicacién cientifica de los resultados de la investigacién serd
completamente andnima.

comerciales: Complementar la terapia actual de monitoreo clinico.

Informacién adicional: Ud. su hija/hijo o su médico tratante seran informados si
durante el desarrollo de este estudio surgen nuevos conocimientos o complicaciones
que puedan afectar su voluntad de continuar participando en la investigacion.

Voluntariedad: La participacion de su hija/hijo en esta investigacion es totalmente
voluntaria y se puede retirar en cualquier momento comunicandolo al investigador
y a su médico tratante, sin que ello signifique modificaciones en el estudio y
tratamiento habituales de su enfermedad. De igual manera su médico tratante o el
investigador podran determinar su retiro del estudio si consideran que esa decision
va en su beneficio.

licaciones: No existe riesgo ni complicaciones asociadas a este estudio, ya
que no se contemplan cambios de medicamentos ni modificaciones de dosis.

Derechos del participante: recibird una copia integra y escri e este
documento firmado. Si usted requiere cualquier otra informacion sobre su
participacion en este estudio puede comunicarse con:

Investigador: Bg. Dominique Yafiez. Teléfono 225756004.
Autoridad de la Institucion: Dr. Jorge Lastra Torres. Teléfono 225755909

ros Dere: el icipante
En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Presidente del “"Comité
de Etica de Investigacion en Seres Humanos”, Dr. Manuel Oyarzin G., Teléfono: 2-
978.9536, Email: comiteceish@med.uchile.cl, cuya oficina se encuentra ubicada a
un costado de la Biblioteca Central de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile
en Av. Independencia 1027, Comuna de Independencia.

Conclusién:

2017
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Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para que mi
hija/hijo o representado participe en el proyecto “Influencia de los polimorfismos en
enzimas metabolizadoras del &cido micofendlico y su efecto inmunosupresor en
pacientes trasplantados renales pediatricos del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna”.

Nombre del sujeto Firma Fecha
Rut.

Nombre de informante Firma Fecha
Rut.

Nombre del investigador Firma Fecha
Rut.

Cuando Corrresponda:

LEY 20.584. REGULA LOS DERECHOS Y DEBERES QUE TIENEN LAS PERSONAS EN
RELACION CON ACCIONES VINCULADAS A SU ATENCION EN SALUD.

De los derechos de las personas con discapacidad psiquica o intelectual.

Articulo 28.- “Ninguna persona con discapacidad psiquica o intelectual que no
pueda expresar su voluntad podrd participar en una investigacion cientifica. En los
casos en que se realice investigacion cientifica con participacion de personas con
discapacidad psiquica o intelectual que tengan la capacidad de manifestar su
voluntad y que hayan dado consentimiento informado, ademas de la evaluacion ético
cientifica que corresponda, sera necesaria la autorizacion de la Autoridad Sanitaria
competente, ademas de la manifestacion de voluntad expresa de participar tanto de
parte del paciente como de su representante legal. En contra de las actuaciones de
los prestadores y la Autoridad Sanitaria en relacion a investigacién cientifica, podra
presentarse un reclamo a la Comisién Regional indicada en el articulo siguiente que
corresponda, a fin de que ésta revise los procedimientos en cuestion”.

09 mvo 2017
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ANEXO 3

Consentimiento Informado pacientes post TR.

Influencia de los polimorfismos en enzimas metabolizadoras del acido
micofendlico y su efecto inmunosupresor en pacientes trasplantados
renales pediatricos del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna.

PATROCINANTE: Laboratorio Clinico del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna
Nombre del Investigador principal: Dominique Yafiez Osorio

R.U.T.: 17.005.382-6

Institucién: Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna.

Teléfonos: 225756004.

Invitacién a participar: Le estamos invitando a participar a su hija/hijo en un
estudio piloto de investigacion “Influencia de los polimorfismos en enzimas
metabolizadoras del dcido micofendlico y su efecto inmunosupresor en pacientes
trasplantados renales pediétricos del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna”, debido a
que existe un pequefio porcentaje de pacientes que o responde al tratamiento con
concentraciones plasmaticas terapéuticas (nivel de farmaco en circulacion
sanguinea necesario para alcanzar una respuesta 6ptima) de acido micofendlico, a
pesar de estar recibiendo dosis estandar seguin los protocolos utilizados por la unidad
de Nefrologia del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna.

Objetivos: Esta investigacion tiene por objetivos detectar los polimorfismos
(mutaciones) asociados a una mala respuesta al 4cido micofendlico, esto quiere
decir, que existen algunas mutaciones a nivel de fas enzimas que metabolizan el
farmaco, que pueden provocar que este se elimine mas rapido o por el contrario que
se acumule en el sistema. Por estos motivos, se propone investigar si los pacientes
poseen estas mutaciones y cdmo influyen en las concentraciones de acido
micofendlico. De esta forma, en un futuro se podria ajustar la dosis antes de iniciar
el tratamiento evitando los problemas asociados como el rechazo o la nefrotoxicidad.
Para ello se realizara una determinacion de los polimorfismos y una medicion del
farmaco en circulacion sanguinea de acido micofendlico.

El estudio incluird a todos los pacientes que reciben tratamiento en la unidad de
Nefrelogia del Hospital Dr. Luis Calve Mackenna.

Procedimientos: Si Ud. acepta que su hija/ hijo participe del estudio serd sometido
atsiont e :

Se tomaran 4 Muestras de sangre correspondientes a 2mL cada una. La primera
muestra serd antes de la dosis del firmaco (4cido micofendlico), 1a segunda a 1a
hora después de 1a dosis, 1a tercera a 1as dos horas después de la dosis y la Gltima
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muestra a las 4 horas después de la dosis. A partir de un solo tubo podemos
determinar los polimorfismos y las concentraciones del farmaco. El procedimiento
tomara 4 horas y sélo se realizara una vez.

Es importante que sepa que ademas se realizaran examenes de rutina tales como:
clearance de creatinina, albimina, AST, ALT, hemoglobina y niveles plasmaticos de
tacrolimus que podra solicitar el médico tratante y al que tendremos acceso.
Ademas, la muestra de ADN sobrante, sera almacenada durante 5 afios para futuras
investigaciones sobre otros polimorfismos relacionados al metabolismo o0 accién de
los inmunosupresores.

i justi i | : Usted y su hija/
hijo deberan seguir las indicaciones del médico tratante de la unidad de Nefrologia
del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna, quien indicara la dosis correspondiente seguin
los protocolos utilizados.

Riesgos:

No existe riesgo ni complicaciones asociadas a este estudio, ya que no se contemplan
cambios de medicamentos ni modificaciones de dosis.

Cualquier otro efecto que Ud. observe en su hija/ hijo y considera que puede
derivarse del uso de del farmaco debera comunicarlo al médico tratante.

Costos: Este estudio piloto no tiene costo alguno para Ud. Y su hija/ hijo.

Como participante en este estudio Ud. o su sistema previsional deberan financiar las
hospitalizaciones, honorarios, exdmenes y tratamientos habituales para el estudio y
tratamiento de su enfermedad.

Beneficios: No obtendra un beneficio directo para ud. y su hija/hijo. Este estudio
piloto significard una contribucién al conocimiento y una herramienta para obtener
mejores tratamientos en futuros pacientes.

Alternativas: Si Ud. decide que su hija/hijo no participara en esta investigacion
recibira el tratamiento que se aplica habitualmente.

Beneficios y riesgos de los métodos alternativos existentes: No aplica.

Compensacién: Ud. y su hija/hijo no recibira ninguna compensacién econémica
por su participacion en el estudio.

Garantia de seguro: No aplica.

Confidencialidad: Toda la informacion derivada de la participacion de su hija/hijo
en este estudio sera conservada en forma de estricta confidencialidad, lo que incluye

09 Mg 201
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el acceso de los investigadores o agencias supervisoras de la investigacién. Cualquier
publicacién o comunicacion cientifica de los resultados de la investigacion sera
completamente anénima.

. ) . 09 Mavo 201
Usos cial s resul in i n, _incl n
comerciales: Complementar la terapia actual de monitoreo clinico.
Informacidén adicional: Ud. su hija/hijo o su médico tratante seran informados si

durante el desarrollo de este estudio surgen nuevos conocimientos o complicaciones
que puedan afectar su voluntad de continuar participando en la investigacion.

Voluntariedad: La participacion de su hija/hijo en esta investigacion es totalmente
voluntaria y se puede retirar en cualquier momento comunicéndolo al investigador
y a su médico tratante, sin que ello signifique modificaciones en el estudio y
tratamiento habituales de su enfermedad. De igual manera su médico tratante o el
investigador podran determinar su retiro del estudio si consideran que esa decisién
va en su beneficio.

Complicaciones: No existe riesgo ni complicaciones asociadas a este estudio, ya
que no se contemplan cambios de medicamentos ni modificaciones de dosis.

Derechos del participante: Usted recibira un ia_integra y escrita de este
documento firmado. Si usted requiere cualquier otra informacién sobre su
participacion en este estudio puede comunicarse con:

Investigador: Bq. Dominique Yafez. Teléfono 225756004.
Autoridad de la Institucion: Dr. Jorge Lastra Torres. Teleféno 225755909

Otros Derechos del participante

En caso de duda sobre sus derechos debe comunicarse con el Presidente del “Comité
de Etica de Investigacion en Seres Humanos”, Dr. Manuel Oyarzun G., Teléfono: 2-
978.9536, Email: comiteceish@med.uchile.cl, cuya oficina se encuentra ubicada a
un costado de la Biblioteca Central de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile
en Av. Independencia 1027, Comuna de Independencia.

Conclusion:

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para que mi
hija/hijo o representado participe en el proyecto “Influencia de los polimorfismos en
enzimas metabolizadoras del acido micofendlico y su efecto inmunosupresor en
pacientes trasplantados renales pediatricos del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna”.
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Nombre del sujeto Firma Fecha
Rut.
Nombre de informante Firma Fecha
Rut.
Nombre del investigador Firma Fecha
Rut.

Cuando Corrresponda:

LEY 20.584. REGULA LOS DERECHOS Y DEBERES QUE TIENEN LAS PERSONAS EN
RELACION CON ACCIONES VINCULADAS A SU ATENCION EN SALUD.

De los derechos de las personas con discapacidad psiquica o intelectual.

Articulo 28.- “Ninguna persona con discapacidad psiquica o intelectual que no
pueda expresar su voluntad podra participar en una investigacion cientifica. En los
casos en que se realice investigacion cientifica con participacion de personas con
discapacidad psiquica o intelectual que tengan la capacidad de manifestar su
voluntad y que hayan dado consentimiento informado, ademas de la evaluacion ético
cientifica que corresponda, sera necesaria la autorizacion de la Autoridad Sanitaria
competente, ademas de la manifestacion de voluntad expresa de participar tanto de
parte del paciente como de su representante legal. En contra de las actuaciones de
los prestadores y la Autoridad Sanitaria en relacion a investigacién cientifica, podra
presentarse un reclamo a la Comisién Regional indicada en el articulo siguiente que
corresponda, a fin de que ésta revise los procedimientos en cuestion”.
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ANEXO 4

Asentimiento Informado pacientes en espera de TR.

Nombre Paci
Rut Pacl

Fecha Nacimi

ASENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES NUEVOS
TITULO DEL PROYECTO

Influencia de los polimorfismos en enzimas metabolizadoras del acido
micofendlico y su efecto inmunosupresor en pacientes trasplantados
renales pediatricos del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna.

09 Mg 2017

PATROCINANTE: Laboratorio Clinico del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna
Nombre del Investigador principal: Dominique Yafez Osorio

R.U.T.: 17.005.382-6

Institucién: Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna.

Teléfonos: 225756004.

Invitacié ticigar:

Hola, te invitamos a participar en un estudio piloto de investigacién “Influencia de
los polimorfismos en enzimas metabolizadoras del acido micofendlico y su efecto
inmunosupresor en pacientes trasplantados renales pediétricos del Hospital Dr. Luis
Calvo Mackenna”. Puede que el nombre sea algo extrafio, pero en simples palabras
es debido a que existe un pequefio grupo de pacientes que no responde al
tratamiento de acido micofendlico, a pesar de estar recibiendo dosis segin los
protocolos utilizados por la unidad de Nefrologia del Hospital Dr. Luis Calvo
Mackenna. Ademads no existen exdmenes que demuestren que el farmaco en uso
genere el efecto deseado.

Objetivos:

Esta investigacién tiene por objetivos detectar los polimorfismos (mutaciones)
asociados al metabolismo del acido micofendlico, y la respuesta por parte de los
linfocitos T a las concentraciones plasmadticas del farmaco.

Debido a. que existen algunas mutaciones a nivel de las enzimas que metabolizan el
farmaco, que pueden provocar que este se elimine més rapido o por el contrario que
se acumule en el sistema, se propone investigar cémo los polimorfismos influyen en
las concentraciones de acido micofendlico y dado que no existen examenes de rutina
para detectar la respuesta final de la poblacién de células T (células del sistema
inmune denominadas linfocitos) en los pacientes, se propone realizar ensayos con
estas células.

De esta forma, en un futuro se podria ajustar la dosis antes de iniciar el tratamiento
evitando los problemas asociados como el rechazo o la toxicidad.

El estudio incluira a los pacientes nuevos que sean sometidos a trasplante renal y
que reciben tratamiento en la unidad de Nefrologia del Hospital Dr. Luis Calvo
Mackenna.
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El estudio incluird a los pacientes nuevos que sean sometidos a trasplante renal y

que reciben tratamiento en la unidad de Nefrologia del Hospital Dr. Luis Calvd 9 MAYD 2017

Mackenna.

Procedimientos: Si ti aceptas participar del estudio se realizara el siguiente
procedimiento:

Antes del trasplante, se tomara una muestra de sangre con la que se analizaran tus
células inmunes.

Luego del trasplante, se tomaran 4 muestra de sangre distribuidas en 4 horas cada
una. La primera muestra serd de 3 ml antes de la dosis del farmaco y de esta se
determinaran el nivel del fdrmaco, y se realizaran ensayos con las células (linfocitos).
Las muestras restantes seran de 2ml, a la hora después de la dosis, a las dos horas
después de la dosis y la Ultima muestra a las 4 horas después de la dosis. De estas,
podemos determinar tanto los polimorfismos como las concentraciones del farmaco.
Es importante que sepas que ademas se realizaran exdmenes de rutina tales como:
clearance de creatinina, albimina, AST, ALT, hemoglobina y niveles plasmaticos de
tacrolimus que podra solicitar tu médico tratante y al que tendremos acceso.

El procedimiento tomara 4 horas y sélo se realizara una vez al mes durante 3 meses.
Ademads, la muestra de ADN que sobre, sera almacenada durante 5 afios para futuras
investigaciones sobre otros polimorfismos relacionados al metabolismo o accion de
los inmunosupresores.

Tratami ropuest justificacion | : Simplemente

deberas seguir las indicaciones de tu médico tratante de la unidad de Nefrologia del
Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna, quien indicara la dosis correspondiente segln los
protocolos utilizados.

Riesgos: No existe riesgo ni complicaciones asociadas a este estudio, ya que no se
contemplan cambios de medicamentos ni modificaciones de dosis.

Cualquier otro efecto que sientas y que consideras que puede derivarse del uso de
del farmaco deberas comunicarlo inmediatamente a tu médico tratante.

Costos: Este estudio piloto no tiene costo alguno para ti.

Como participante en este estudio Ud. o su sistema previsional deberan financiar las
hospitalizaciones, honorarios, exdmenes y tratamientos habituales para el estudio y
tratamiento de su enfermedad.

Beneficios: No obtendras un beneficio directo para ti. Este estudio piloto significara
una contribucién al conocimiento y una herramienta para obtener mejores
tratamientos en futuros pacientes.

Alternativas: Si decides no participar de este estudio no pasa nada y nadie se
enojara o retara por ello, tampoco va a influir en tu tratamiento habitual.
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Benefici riesgos de | g tivos exi : No aplica

Compensacién: No recibiras ninguna compensacién econémica por tu participaciérD 9 MAYD 201

en el estudio.

Garantia de seguro: No aplica.

Confidencialidad: No usaremos tu nombre ni datos personales, es decir, nadie
mas que nosotros sabra de quien son las muestras. Tampoco le diremos a nadie que
estas participando de este estudio.
Cualquier publicacién o comunicacién cientifica de los resultados de la investigacion
sera completamente andnima.

es la i igacion, i en
comerciales: Complementar la terapia actual de monitoreo clinico.

Informacién adicional: Te informaremos a ti, tus padres y a tu médico tratante
si durante el desarrollo de este estudio surgen nuevos conocimientos o
complicaciones que puedan afectar tu voluntad de continuar participando en la
investigacion.

Voluntariedad: Aunque ahora decidas participar, si mas adelante no quieres
continuar puedes dejarlo cuando tu quieras y nadie se enfadara contigo.

De igual manera tu médico tratante o el investigador podran determinar tu retiro del
estudio si consideran que esa decisién va en tu beneficio.

Complicaciones: No existe riesgo ni complicaciones asociadas a este estudio, ya
que no se contemplan cambios de medicamentos ni modificaciones de dosis.

D hos del ici : Recibirds una copia integra y escrita de este
documento firmado. Si tienes dudas o consultas sobre tu participacion en este
estudio puedes comunicarte con la siguiente persona quien resolvera tus dudas:

Investigador: Bq. Dominique Yafiez. Teléfono 225756004.
Autoridad de la Institucion: Dr. Jorge Lastra Torres. Teléfono 225755909

ros D I icipante: En caso de duda sobre tus derechos debes
comunicarte con el Presidente del “Comité de Etica de Investigacion en Seres
Humanos”, Dr. Manuel Oyarzin G., Teléfono: 2-978.9536, Email:
comiteceish@med.uchile.cl, cuya oficina se encuentra ubicada a un costado de la
Biblioteca Central de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile en Av.
Independencia 1027, Comuna de Independencia.

-z
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Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y &R e &2
haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en {) 9 MAYD 201
el proyecto “Influencia de los polimorfismos en enzimas metabolizadoras del acido
micofendlico y su efecto inmunosupresor en pacientes trasplantados renales

pedidtricos del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna”.

Si aceptas participar, te pido que por favor pongas una ( v') en el cuadado de abajo
que dice “Si quiero participar” y escribe tu nombre.

D Si quiero participar.

Si no quieres participar, no pongas ninguna ( v'), ni escribas tu nombre.

Nombre del sujeto Firma Fecha
Rut.
Nombre de informante Firma Fecha
Rut.
Nombre del investigador Firma Fecha
Rut.

Cuando Corrresponda:

LEY 20.584. REGULA LOS DERECHOS Y DEBERES QUE TIENEN LAS PERSONAS EN
RELACION CON ACCIONES VINCULADAS A SU ATENCION EN SALUD.

De los derechos de las personas con discapacidad psiquica o intelectual.

Articulo 28.- “Ninguna persona con discapacidad psiquica o intelectual que no
pueda expresar su voluntad podrd participar en una investigacion cientifica. En los
casos en que se realice investigacion cientifica con participacion de personas con
discapacidad psiquica o intelectual que tengan la capacidad de manifestar su
voluntad y que hayan dado consentimiento informado, ademas de la evaluacion ético
cientifica que corresponda, sera necesaria la autorizacion de la Autoridad Sanitaria
competente, ademas de la manifestacién de voluntad expresa de participar tanto de
parte del paciente como de su representante legal. En contra de las actuaciones de
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los prestadores y la Autoridad Sanitaria en relacién a investigacion cientifica, podra
presentarse un reclamo a la Comision Regional indicada en el articulo siguiente que
corresponda, a fin de que ésta revise los procedimientos en cuestién”. 09 MAYD 2017
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ANEXO 5

Asentimiento Informado pacientes post TR.

Nombre Paciente:
Rut Paciente:
FechaN
o b S
TiTULO DEL PROYECTO .

Influencia de los polimorfismos en enzimas metabolizadoras del acido
micofendlico y su efecto inmunosupresor en pacientes trasplantados
renales pediatricos del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna.

PATROCINANTE: Laboratorio Clinico del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna
Nombre del Investigador principal: Dominique Yafez Osorio

R.U.T.: 17.005.382-6

Institucién: Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna.

Teléfonos: 225756004.

Invitacién a participar: Hola, te invitamos a participar en un estudio piloto de
investigacién “Influencia de 1os polimorfismos en enzimas metabolizadoras del dcido
micofendlico y su efecto inmunosupresor en pacientes trasplantados renales
pediatricos del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna”. Puede que el nombre sea algo
extrafio, pero en simplés palabras es debido a que existe un pequefio grupo de
pacientes que no responde al tratamiento de acido micofendlico, a pesar de estar
recibiendo dosis segun los protocolos utilizados por la unidad de Nefrologia del
Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna.

Objetivos: Esta investigacién tiene por objetivos detectar los polimorfismos
— (mutaciones) asociados a una mala respuesta al dcido micofendlico, esto quiere
decir, que existen algunas mutaciones a nivel de las enzimas que metabolizan el
farmaco, que pueden provocar que este se elimine mas rapido o por el contrario que
se acumule en el sistema. Por estos motivos, se propone investigar si los pacientes
poseen estas mutaciones y cémo influyen en las concentraciones de &cido
micofendlico. De ésta forma, en un futuro se podria ajustar la dosis antes de iniciar
€l tratamiento evitando los problemas asociados como el réchazo o la nefrotoxicidad.
Para ello se realizara una determinacion de tus polimorfismos y una medicion del
farmaco en circulacién sanguinea de acido micofendlico.
El estudio incluird a todos los pacientes que reciben tratamiento en la unidad de
Nefrologia del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna.

Procedimientos: Si tu aceptas participar del estudio se realizard el siguiente
procedimiento:



Se tomaran 4 Muestras de sangre correspondientes a 2mL cada una. La primer
muestra serd antes de la dosis del farmaco, la segunda a la hora después de la dosis,
la tercera a las dos horas después de la dosis y la Gltima muestra a las 4 horas
después de la dosis. A partir de un solo tubo podemos determinar los polimorfismos
y las concentraciones del farmaco. El procedimiento tomara 4 horas y sdlo se
realizara una vez.

Es importante que sepas que ademas se realizaran examenes de rutina tales como:
clearance de creatinina, albumina, AST, ALT, hemoglobina y niveles plasmaticos de
tacrolimus que podra solicitar tu médico tratante y al que tendremos acceso.
Ademas, la muestra de ADN que sobre, sera almacenada durante 5 afios para futuras
investigaciones sobre otros polimorfismos relacionados al metabolismo o accion de
los inmunosupresores.

i ropuest justificacion del I : Simplemente

deberas seguir las indicaciones de tu médico tratante de la unidad de Nefrologia del
Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna, quien indicara la dosis correspondiente segun los
protocolos utilizados.

Riesgos: No existe riesgo ni complicaciones asociadas a este estudio, ya que no se
contemplan cambios de medicamentos ni modificaciones de dosis.

Cualquier otro efecto que sientas y que consideras que puede derivarse del uso de
del farmaco deberas comunicarlo inmediatamente a tu médico tratante.

Costos: Este estudio piloto no tiene costo alguno ti.

Beneficios: No obtendras un beneficio directo para ti. Este estudio piloto significara
una contribucién al conocimiento y una herramienta para obtener mejores
tratamientos en futuros pacientes.

Alternativas: Si decides no participar de este estudio no pasa nada y nadie se
enojard o retara por ello, tampoco va a influir en tu tratamiento habitual.

icios y riesgos de los mét Iternativos existentes: No aplica

Compensacion: No recibirds ninguna compensacién econdmica por tu participacion
en el estudio.

Garantia de seguro: No aplica.

Confidencialidad: No usaremos tu nombre ni datos personales, es decir, nadie
mads que nosotros sabra de quien son las muestras. Tampoco le diremos a nadie que
estas participando de este estudio.

7 comre pe ETicA

'S¢ PARA INVESTIGACION
"o, EN SERES HUMANCS
< :

c\"tw; ) DE
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COMITE DE ETICA
o PARA IHVZETIGACION
D G JERES HUMANGS

Cualquier publicacién o comunicacién cientifica de los resultados de la investigac
sera completamente anénima.

ial i
comerciales: Complementar la terapia actual con el monitoreo clinico.

Informacién adicional: Te informaremos a ti, tus padres y a tu médico tratante
si durante el desarrollo de este estudio surgen nuevos conocimientos o
complicaciones que puedan afectar tu voluntad de continuar participando en la
investigacion.

Voluntariedad: Aunque ahora decidas participar, si mas adelante no quieres
continuar puedes dejarlo cuando tu quieras y nadie se enfadara contigo.

De igual manera tu médico tratante o el investigador podran determinar tu retiro del
estudio si consideran que esa decisidn va en tu beneficio.

Complicaciones: No existe riesgo ni complicaciones asociadas a este estudio, ya
que no se contemplan cambios de medicamentos ni modificaciones de dosis.

s del participante: Recibirds una copia integra y escrita de este
documento firmado. Si tienes dudas o consultas sobre tu participacion en este
estudio puedes comunicarte con la siguiente persona quien resolvera tus dudas:

Investigador: Bq. Dominique Yafiez. Teléfono 225756004.
Autoridad de la Institucion: Dr. Jorge Lastra Torres. Teléfono 225755909

Otros Derechos del participante: En caso de duda sobre tus derechos debes
comunicarte con el Presidente del “Comité de Etica de Investigacion en Seres
Humanos”, Dr. Manuel Oyarzin G., Teléfono: 2-978.9536, Email:
comiteceish@med.uchile.cl, cuya oficina se encuentra ubicada a un costado de la
Biblioteca Central de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile en Av.
Independencia 1027, Comuna de Independencia.

I -z

Después de haber recibido y comprendido la informacion de este documento y de
haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en
el proyecto “Influencia de los polimorfismos en enzimas metabolizadoras del acido
micofendlico y su efecto inmunosupresor en pacientes trasplantados renales
pediatricos del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna”.
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que dice “Si quiero part|c1par” y escribe tu nombre.

D Si quiero participar.

Si no quieres participar, no pongas ninguna ( v'), ni escribas tu nombre.

Nombre del sujeto Firma Fecha
Rut.
Nombre de informante Firma Fecha
Rut.
Nombre del investigador Firma Fecha
Rut.

Cuando Corrresponda:

LEY 20.584. REGULA LOS DERECHOS Y DEBERES QUE TIENEN LAS PERSONAS EN
RELACION CON ACCIONES VINCULADAS A SU ATENCION EN SALUD.

De los derechos de las personas con discapacidad psiquica o intelectual.

Articulo 28.- “Ninguna persona con discapacidad psiquica o intelectual que no
pueda expresar su voluntad podrd participar en una investigacion cientifica. En los
casos en que se realice investigacion cientifica con participacion de personas con
discapacidad psiquica o intelectual que tengan la capacidad de manifestar su
voluntad y que hayan dado consentimiento informado, ademas de la evaluacion ético
cientifica que corresponda, sera necesaria la autorizacion de la Autoridad Sanitaria
competente, ademas de la manifestacion de voluntad expresa de participar tanto de
parte del paciente como de su representante legal. En contra de las actuaciones de
los prestadores y la Autoridad Sanitaria en relacion a investigacion cientifica, podra
presentarse un reclamo a la Comision Regional indicada en el articulo siguiente que
corresponda, a fin de que ésta revise los procedimientos en cuestion”.
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