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RESUMEN

El trasplante cardiaco (TC) continta siendo el tratamiento de eleccion para
pacientes con insuficiencia cardiaca (IC) avanzada. Una de las principales complicaciones
tras un TC es la aparicién de rechazo mediado por anticuerpos (RMA), para evitarlo es
imprescindible una correcta terapia inmunosupresora. La ciclosporina A (CsA) es uno de
los farmacos mas utilizados en el tratamiento inmunosupresor de los pacientes con TC. Sin
embargo, presenta una gran variabilidad farmacocinética y farmacodindmica, que
dificultan la adaptacion de la terapia. Se ha estimado que la genética puede ser responsable
de entre el 20% al 95% de esta variabilidad. En este estudio se analizarén las variantes
presentes en 11 genes (ABCB1, CYP3A4, CYPA5, PPIA, NOD2, XPC, MTRR, PAX4, GAN,
POR, CYP2C9) que intervienen en la farmacodindmica y la farmacocinética de la CsA, el
RMA asi como en el desarrollo de nefrotoxicidad. Para ello se analizaran datos de una
cohorte de 29 pacientes tratados con CsA a los que se les ha practicado un TC. Se
clasifican en dos grupos, uno “RMA” y otro “Control”, segiin presenten o no RMA.
Ademas se realizara una segunda clasificacion en otros dos grupos, “NEFTX” y “Control”
segun presentaran o no nefrotoxicidad. Nuestro objetivo es determinar la asociacion entre
la presencia en estos genes de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) y la aparicion
de RMA o nefrotoxicidad. Se identificaron 66 SNPs y una mutacion en los 11 genes
analizados. Sin embargo, no se encontrd asociacion entre estas variantes y el desarrollo de
RMA o nefrotoxicidad. Ampliar la cohorte de estudio mediante un estudio multicéntrico y
monitorizar la concentracion plasmatica del farmaco podria esclarecer las implicaciones de

estas variantes en la farmacogenética de la CsA.



1. INTRODUCCION

1.1 Insuficiencia cardiaca y trasplante cardiaco

La insuficiencia cardiaca (IC) se define como la incapacidad del corazén para
suministrar a los tejidos periféricos la cantidad de sangre y oxigeno necesaria para
satisfacer sus demandas metabdlicas (Tanai & Frantz, 2016). Esta enfermedad se
caracteriza por una serie de sintomas y signos como son la disnea, ortopnea, presion
venosa yugular elevada, inflamacién de tobillos, entre otros. Estos sintomas y signos estan
causados por una anomalia cardiaca estructural o funcional que producen una reduccién
del gasto cardiaco o una elevacion de las presiones intracardiacas en reposo o en estrés
(Ponikowski, et al 2016).

La gravedad de la IC se clasifica de acuerdo con la clasificacion funcional de la New York
Heart Association (NYHA) atendiendo a los sintomas clinicos y la actividad fisica del
paciente (Tabla 1)(Tanai & Frantz, 2016).

Tabla 1: Clasificacion de IC de acuerdo con la New York Heart Association (Tanai & Frantz,
2016).

New York Heart Association (NYHA) Clasificacion funcional

Severidad de los sintomas y actividad fisica

I No limitacién de la actividad fisica. Actividad fisica ordinaria no causa dificultad respiratoria,
fatiga o palpitaciones.

1. Ligera limitacion de la actividad fisica. COmodo en reposo, pero la actividad fisica ordinaria
resulta en falta de aliento, fatiga o palpitaciones excesivas.

1. Marcada limitacion de la actividad fisica. Cmodo en reposo, pero la actividad fisica menos que
ordinaria resulta en falta de aliento, fatiga o palpitaciones excesivas.

V. Incapaz de realizar cualquier actividad fisica sin molestias. Los sintomas en reposo pueden estar
presentes. Si se realiza alguna actividad fisica, aumenta el malestar.

Los pacientes con IC de clase avanzada tienden a requerir hospitalizacion recurrente a
pesar del tratamiento, y suelen requerir intervenciones especializadas como dispositivos de

asistencia ventricular o trasplante cardiaco (TC) (Alrajes & Eckman, 2014).

El TC es un tratamiento que mejora la calidad de vida y la supervivencia de los pacientes
con IC avanzada; concretamente en Espafia en el afio 2017 se realizaron 304 trasplantes
cardiacos (ONT, 2017). Los problemas principales del trasplante son la escasez de

donantes y las complicaciones asociadas al mismo (Ponikowski, et al 2016). Entre las



complicaciones tempranas estan el fallo primario del injerto, la disfuncion ventricular
derecha, el rechazo agudo y las infecciones; mientras que las complicaciones tardias
incluyen la vasculopatia, neoplasia y rechazo del aloinjerto.

Sobre el rechazo debemos indicar que hay dos tipos: el celular y el humoral o rechazo
mediado por anticuerpos (RMA) y para su diagnostico es preciso realizar una técnica
invasiva, la biopsia endomiocardica (Strecker, et al, 2013). En el rechazo celular pueden
intervenir 3 tipos de mecanismos celulares: a) linfocitos T citotoxicos, b) citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos, y c) actividad citotdxica natural o NK (Martin-Davila
et al, 2007). El otro tipo de rechazo es el RMA vy se desarrolla cuando los anticuerpos del
receptor se dirigen contra los antigenos HLA del donante en el endotelio de aloinjerto, que
inicia la cascada del complemento y causa lesion tisular a través de vias inflamatorias (Kim
et al, 2018).

Es crucial la eleccion de una terapia inmunosupresora Optima para asegurar el éxito del

TC, ademés de minimizar las complicaciones debidas a la propia terapia.

1.2 Tratamiento inmunosupresor

Los inmunosupresores que se emplean hoy en dia para prevenir el rechazo, actuan
sobre la activacion de linfocitos T y B, sobre la produccion de citocinas, la expansion

clonal o ambos procesos (Crespo Leiro, 2001).

El tratamiento inmunosupresor post-trasplante comprende tres fases: a) Induccion; b)

Mantenimiento, y ¢) Antirrechazo.

a) Induccién: se administra los dias posteriores al trasplante y se emplean farmacos
asociados a agentes biologicos. El basiliximab, un anticuerpo monoclonal que se une a la
subunidad o de los receptores de IL-2 en la superficie de los linfocitos T activados, es el
mas utilizado en la actualidad (Figura 1) (Ramirez & Marino, 2007). Esta terapia consigue
una marcada reduccion del rechazo en el periodo postoperatorio temprano y permite
retrasar la introduccion de agentes de mayor toxicidad, reduciendo asi el riesgo de
disfuncién renal (Lindenfeld et al, 2004).
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Figura 1: Farmacos utilizados en la inmunosupresion de induccion (Gonzélez et al, 2017).

b) Mantenimiento: la terapia de mantenimiento se inicia tras los primeros dias del

trasplante y consiste en la denominada triple terapia: anticalcineurinico, antiproliferativo y
esteroides (Figura 2). Son farmacos que interfieren en diferentes lugares de la cascada de
activacion de los linfocitos T y B. La ciclosporina A (CsA) y el tacrolimus (TAC) inhiben
la transcripcion de citocinas. La azatioprina (AZA) y el mofetil micofenolato (MMF)
inhiben la sintesis de nucledtidos. Los inhibidores del mTOR: sirolimus (SRL) o

rapamicina y everolimus (EVL), inhiben la transduccion de la sefial de factores de

crecimiento (Martin-Davila et al, 2006).
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Figura 2: Inmunosupresion de mantenimiento. Variaciones evolutivas
segin el tipo de farmaco: al inicio del trasplante y al final del

seguimiento. EST: esteroides (Gonzalez, et al 2017).




A continuacion detallaremos los principales principios activos utilizados en la triple terapia

durante la fase de mantenimiento:
- Anticalcineurinicos:

Los inhibidores de la calcineurina (ICN) CsA y TAC han disminuido en gran
medida la incidencia de rechazo de aloinjerto. Estos inmunosupresores inhiben la
activacion de las células T al unirse a inmunofilinas intracelulares; la CsA se une a la
ciclofilina Ay el TAC a la proteina de union a FK-12 (Duncan & Wilkes, 2005).

- Antiproliferativos:

Los principales agentes antiproliferativos empleados en la triple terapia son la AZA
y el MMF.

La AZA es un antagonista de las purinas, que interfiere en la sintesis de acidos nucleicos
durante la expansion clonal de las células produciendo una disminucién de la sintesis de

ADN vy de las moléculas precursoras (Martin-Davila et al, 2006).

El MMF fue introducido como una alternativa a la AZA y se encontré que proporciona una
profilaxis superior contra el rechazo agudo después del trasplante renal y cardiaco. Es un
antimetabolito que inhibe de manera reversible la enzima IMPDH, una enzima que limita
la sintesis de novo de purinas, evita la proliferacion de células T y B e inhibe la produccion

de anticuerpos (Almenara et al, 2010).

Existen otros inmunosupresores que pueden ser incluidos en la terapia de mantenimiento,
como los inhibidores de mTOR. Entre ellos se encuentra el SRL, que inhibe la activacion y
proliferacién de linfocitos T que se produce en respuesta a la estimulacion antigénica y por

citoquinas (Noguera et al, 2002).

c) Antirrechazo: si las anteriores terapias de caracter preventivo fracasan y se produce un

episodio se rechazo debe comenzarse la terapia antirrechazo, que sera diferente segun el
tipo de rechazo que se produzca. Si se trata de rechazo celular, el tratamiento se basa en
esteroides y anticuerpos antilinfocitarios OKT3; en el RMA, se utilizan esteroides,

plasmaféresis, ciclofosfamida, rituximab e inmunoglobulinas (Almenara et al, 2010).

Los farmacos de eleccion en las diferentes terapias y la dosis de los mismos se determinan

segun el riesgo estimado de rechazo y van a ser diferentes en funcion protocolo del centro



(Almenara et al, 2010). Podemos apreciar que hay un farmaco que ha estado muy presente
en la gran mayoria de los regimenes inmunosupresores, la CsA. Su introduccion a
principios de los afios 80 ha revolucionado el trasplante de 6rganos (Han et al, 2013). En
este trabajo abordaremos la farmacogenética de este farmaco y veremos si la variabilidad
genética observada podria afectar a la respuesta del paciente ante el farmaco y por tanto

esto influir en éxito del TC.

1.2.1 Ciclosporina A

La CsA es un undecapéptido ciclico (Figura 3), se aislo por primera vez en 1971 del
hongo Tolypocladium inflatum (Cascorbi, 2018). Su importancia en el campo del trasplante
se debe a su efecto inmunosupresor que permitié disminuir significativamente la tasa de

rechazo y prolongar la supervivencia del paciente y del aloinjerto (Burdmann et al, 2003).

Figura 3: Estructura de la ciclosporina A (Royal
Society of Chemistry, 2019).

1.2.1.1 Farmacodinamia

La actividad inmunosupresora de la CsA se debe a que inhibe la activacion y
proliferacion de los linfocitos T. En condiciones normales, cuando el péptido antigénico es
presentado al receptor de células T, desencadena una sefializacion intracelular. Esta
sefializacién dependiente del calcio resulta en la activacion de la calcineurina (CaN), una
proteina fosfatasa calcio-calmodulina dependiente (Tedesco & Haragsim, 2012). La CaN
desfosforila al factor nuclear de células T activadas (NFAT), permitiendo su traslocacion
del citoplasma al nacleo. EI NFAT promueve la unién de los factores de transcripcion a los
genes que codifican para las citoquinas proinflamatorias (IL-2, IL-4, TNF-a ¢ INF-y)
(Figura 4).



La actividad inmunosupresora de la CsA se debe a que forma un complejo con una
inmunofilina, la ciclofilina (CpN). Este complejo se une a la CaN, inhibiendo su actividad.
Por lo tanto, se inhibe la activacion y proliferacion de los linfocitos T, las células no
responden a la estimulacion especifica de antigenos debilitindose asi el sistema
inmunoldgico (Guada et al, 2016, Martin-Davila et al, 2006).

Ca?* Alloantigen

T-cell receptor

Extracellular

Intracellulal

N

Nucleous

[ TNFoA IL-2¢y IFN-’ IL-4 gug Cytokine gene promoter

Figura 4: Mecanismo de accion de la ciclosporina. IL-2R: receptor para IL2
(Stepkowski, 2000).

1.2.1.2 Farmacocinética

La CsA es altamente lipofila y su absorcion oral es lenta e incompleta. Su
biodisponibilidad oral oscila entre el 10 y el 89%, se distribuye ampliamente en los tejidos
periféricos. Su distribucion es de aproximadamente entre un 41%-58% en eritrocitos, 33%-

47% en plasma, 5-12% en granulocitos y 4 a 9% en linfocitos. (Han et al, 2013).

La CsA tiene una ventana terapéutica relativamente estrecha. Por este estrecho margen
terapéutico, ademas de la elevada variabilidad de su biodisponibilidad, se debe monitorizar
la concentracion de CsA (Shu et al, 2015). Se recomienda la monitorizacion de la

concentracion de CsA a las 2h después de la administracion (C2); ya que se correlaciona



mejor con la exposicion total y es en ese momento cuando alcanza la concentracion
méaxima (Figura 5).
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Figura 5: Perfil farmacocinético de la CsA (Jia et al, 2018).

La introduccion de la microemulsién de CsA (Sandimmun Neoral®) en la década de los
noventa, logré una farmacocinética mas previsible en comparacion con la formulacion
lipofilica original (Eisen & Ross, 2004).

El metabolismo de la CsA es principalmente hepatico, a través del sistema de enzimas
citocromo P450 (Figura 6). Sin embargo, también se metaboliza en el tracto
gastrointestinal y el rifion en menor grado. La oxidacion y la desmetilacion de las cadenas
laterales conducen a la formacién de al menos 30 metabolitos, entre los que destacan los
metabolitos AM1, AM9 y AM4N (Zununi et al, 2015).

liver cell

|

| Other metabolites]

Figura 6: Metabolismo principal de la
ciclosporina A (Barbarino et al, 2013).



La eliminacion de la CsA es fundamentalmente biliar. Unicamente el 6% se elimina en la
orina, principalmente como metabolitos, y solo el 0,1% como farmaco inalterado. La
concentracion plasmatica disminuye de una manera bifésica con una vida media de
eliminacion terminal de 8,4 h aproximadamente (AEMPS, 2018; Wu y Kuca, 2018; Guada
et al, 2016).

1.2.1.3 Reacciones adversas

Las reacciones adversas derivadas del tratamiento con CsA son en general dosis-
dependientes, cuanto mayor sea la dosis mayor incidencia de reacciones adversas. Como
hemos visto anteriormente, este farmaco presenta un estrecho margen terapéutico. Por ello,
es imprescindible un ajuste correcto de la dosis, ya que por debajo del nivel terapéutico

puede producirse el rechazo del aloinjerto; por encima, se incrementara la toxicidad.

Entre las reacciones adversas informadas se incluyen la nefrotoxicidad, hipertension,
diabetes mellitus, hiperlipidemia, hiperplasia gingival, hirsutismo y neoplasia
linfoproliferativa (Jia et al, 2018). La nefrotoxicidad es la principal preocupacion en los

pacientes tratados con CsA, se puede presentar de manera aguda o cronica.

La nefrotoxicidad aguda se caracteriza por constriccion de la arteriola glomerular aferente,
que da lugar a una reduccion de la tasa de filtracion glomerular, disminucion del flujo
sanguineo renal, junto con un aumento de los parametros bioquimicos séricos, como la
urea y la creatinina. Este deterioro de la funcion renal es generalmente reversible y dosis

dependiente, por lo que se solucionara reduciendo la dosis.

El tratamiento a largo plazo con CsA puede conducir a efectos nefrotoxicos crénicos. El
deterioro estructural y funcional renal en este caso es irreversible; se puede presentar
fibrosis intersticial, engrosamiento y fibrosis de la capsula de Bowman, atrofia tubular, y

esclerosis glomerular (Burdmann et al, 2015).

En la practica clinica, hay pacientes que responden extraordinariamente bien, también los
hay que muestran una buena respuesta pero con reacciones adversas, e incluso otros que no
responden al tratamiento (Gervasini, 2018). Las diferencias interindividuales pueden ser
debidas a la carga genética del receptor y dan como resultado una considerable variabilidad

en la farmacocinética, la farmacodinamica, la toxicidad y la aparicion de RMA.



1.3 Farmacogenética de la ciclosporina

La farmacogenética estudia como las variantes genéticas del paciente pueden
afectar a la respuesta que presenta a un tratamiento. Se ha estimado que la genética puede
representar de un 20% a 95% de la variabilidad en la disposicion y el efecto de los
medicamentos (Jonge & Kuypers, 2008). La farmacogenética puede explicar esta
variabilidad en términos de la absorcion y biodisponibilidad de la CsA, la susceptibilidad a
reacciones adversas y al desarrollo de RMA.

Como hemos visto anteriormente la biodisponibilidad de la CsA presenta una gran
variabilidad interindividual. A continuacién veremos los genes con un posible papel en la

farmacodinamica y la farmacocinética de la CsA:

a. Se ha sugerido en diversos estudios que en gran parte se debe a la diferente
expresion de CYP3A4, CYP3A5 y ABCB1 (Garcia et al, 2013; Grinyo et al, 2008;
Hauser et al, 2005). Las isoenzimas del grupo CYP metabolizan en el higado mas
del 50% de los farmacos utilizados en la actualidad. (Isla et al, 2009). Las enzimas
CYP3A4 y CYP3AS son las principales responsables del metabolismo de la CsA.
La expresion de CYP3AS es altamente polimorfica y esta determinada en gran
medida por polimorfismos de un solo nucleotido (SNPs) (Zheng et al, 2013). La
expresion y la actividad de la enzima CYP3A4 presentan una alta variabilidad
interindividual. Se han identificado SNPs relacionados con la reduccion de la
expresion y la actividad de CYP3A4, constituyendo un factor de riesgo para el
injerto y un empeoramiento del aclaramiento de creatinina (Sharaki et al, 2015).

b. La oxidorreductadasa (POR) del citocromo P450 es una flavoproteian que dona
electrones a todas las enzimas microsomales P450, incluidas la CYP3A4, y
CYP3AS5, por lo que es imprescindible para su actividad metabdlica. Zhang et
al. concluyeron que los SNP en el gen POR influyen en las tasas de metabolica de
farmacos metabolizados por enzimas de la familia CYP (Zhang et al, 2011). La
correlacién entre los polimorfismos genéticos de POR y el metabolismo de los
farmacos catalizados por CYP se ha convertido en un punto critico de investigacion
(Shu et al, 2015)

c. La glucoproteina P, es codificada por el gen ABCB1, actia como bomba desde el
citoplasma al medio extracelular de numerosas sustancias, tanto enddégenas como

exogenas, entre ellas la CsA (Choi et al, 2005). Variantes en este gen tuvieron



efectos en el ajuste de la dosis para alcanzar las concentraciones terapéuticas
(Turolo et al, 2010; Herrero et al, 2010).

d. Otro gen relacionado con la farmacocinética de la CsA es PPIA que codifica una
proteina citosdlica la CpN. La CsA como hemos visto, ejerce su efecto
inmunosupresor gracias a la accién del complejo CsA-CpN. Esta proteina es la
predominante, sino la Unica, mediadora de efecto inmunosupresor (Colgan et al,
2005). Variantes en este gen podrian modificar su expresion, o su afinidad por la
CsA, viéndose afectada su farmacodindmica y en consecuencia su efecto

inmunosupresor.

La aparicion de nefrotoxicidad es la reaccion adversa mas importante en el tratamiento con
CsA. Distintas variantes en los genes XPC, GAN, PAX4, CYP2C9, MTRR y NOD2 han
sido asociadas con el desarrollo de reacciones adversas producida por CsA:

a. Los genes XPC, GAN y PAX4 se han relacionado con alteraciones en la respuesta
de las células epiteliales tubulares a cambios mesenquimales inducidos por ICN y
formacion de fibroblastos.

b. Las células endoteliales expresan las enzimas CYP2C, que metabolizan al acido
araquidonico para producir multiples acidos epoxieicosatrienoicos (EET). Los EET
funcionan principalmente en los sistemas renal y cardiovascular, y regulan la
funcion renal, pulmonar y cardiaca, y el tono vascular. Variantes en CYP2C9 que
conducen a la pérdida de EET aumentan la vasoconstriccion de las arteriolas
glomerulares y disminuyen la tasa de filtracion glomerular.

c. Elgen MTRR regula la concentraciéon plasmatica de homocisteina; variantes en este
gen pueden alterar la regulacion de la via de biosintesis homocisteina-metionina,
reduciendo el dafio de proteinas, la muerte celular y la activacion inmunitaria.
(Jacobson, 2012).

d. Variantes en el gen NOD2 parecen estar también relacionadas por su implicacién
en el desarrollo de reacciones adversas (Sanchez-Lazaro et al, 2015). Este gen que
codifica un receptor intracelular que participa en la defensa inmune innata, y es
expresado en macrofagos. Su ligando principal es el dipéptido muramilo, el motivo
minimo de todos los peptidoglicanos, siendo estos potentes inductores de la
secrecion de citoquinas tanto en monocitos como en células dendriticas. Se han
asociado SNPs en NOD2 a un aumento significativo en la mortalidad relacionada

con el trasplante (Kriger et al, 2007).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1 Hipotesis

Las variantes en los genes implicados en la farmacocinética y la farmacodindmica
de la CsA, PPIA, NOD2, ABCB1, CYP3A4, CYP3A5, POR, juegan un papel en la respuesta
interindividual al tratamiento inmunosupresor con CsA en pacientes con TC y en la

aparicion de RMA.

2.2 Objetivos

Los objetivos propuestos son los siguientes:

1. Identificar variantes en genes implicados en la farmacocinética y farmacodinamica
de la CsA, ABCB1, CYP3A4, CYP3A5, POR, NOD2, PPIA, XPC, GAN, PAX4,
CYP2C9, MTRR, en pacientes a los que se les ha practicado un TC que presentaron
0 no RMA.

2. Realizar analisis de asociacion entre las variantes identificadas en los genes en
estudio y el RMA.

3. Analizar la literatura existente sobre las variantes halladas en el andlisis.
Objetivos secundarios:

4. ldentificar variantes en genes implicados en la farmacocinética y farmacodinamica
de la CsA, ABCB1, CYP3A4, CYP3A5, POR, NOD2, PPIA, XPC, GAN, PAX4,
CYP2C9, MTRR, en pacientes con TC que presentaron o no nefrotoxicidad.

5. Realizar analisis de asociacion entre las variantes identificadas en los genes en

estudio y la aparicion de nefrotoxicidad.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Pablacion de estudio

En el estudio se han analizado los datos genéticos de las muestras de 29 pacientes,
pertenecientes a la “Coleccion de muestras para la investigacion de insuficiencia cardiaca
avanzada y trasplante cardiaco” del CHUAC, registrada en el Instituto de Salud Carlos III
como C_0000419, 2012/348. El estudio fue aprobado por el Comité ético de investigacion
de Galicia, Referencia: 2014/012 y se realiz6 en conformidad con la guia ética de la

Declaracion de Helsinki. A los 29 pacientes se les ha practicado un TC y todos fueron
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tratados con CsA tras el mismo, siendo este el criterio de inclusién en el estudio. Todos los
pacientes firmaron el consentimiento informado para la utilizacion de muestras bioldgicas

en el estudio.
Los 29 pacientes se establecieron en dos grupos de estudio:

- grupo “Control”, compuesto por 16 pacientes que no presentaron RMA tras el TC.
- grupo “RMA”, compuesto por los 13 pacientes restantes, que presentaban RMA

trasel TC.
Complementariamente, los 29 pacientes fueron establecidos en otros dos grupos:

- grupo “Control”, compuesto por 23 pacientes que no presentaron nefrotoxicidad
tras el TC.
- grupo “NEFTX”, compuesto por los 6 pacientes restantes, que presentaban

nefrotoxicidad tras el TC.

3.2 Analisis bioinformatico de los datos obtenidos por NGS

El grupo de investigacion de Cardiologia del Instituto de Investigacion Biomédica
de A Corufa (INIBIC) realizo la secuenciacion de un exoma clinico, que incluyen los 11
genes seleccionados, mediante Next Generation Sequencing (NGS). Para ello, el grupo de
investigacion de Cardiologia empled la tecnologia de Illumina (San Diego-USA) para la
ampliacion del exoma clinico, y el kit TruSight™ One Sequencing Panel Library

Preparation para la preparacion de las librerias (Illumina Inc., 2017).

Entre los genes secuenciados, se seleccionaron los siguientes para este TFM:

e por su implicacion en la farmacodindmica de la CsA: PPIA

e por su implicacion en la farmacocinética de la CsA: ABCB1, CYP3A4,
CYP3A5, POR,

e por su posible implicacion en el desarrollo de reacciones adversas: NOD2,
XPC, MTRR, GAN, CYP2C9 y PAX4.

De esto genes varios presentaban varias isoformas, siendo seleccionada la que presentaba
un mayor nimero de nucleétidos. Sin embargo, en los genes ABCB1 y CYP3A5 se han
examinado mas de una isoforma, dado que no todos los exones eran expresados en la
isoforma seleccionada (Tabla 2). En el caso del gen ABCB1 hemos examinado la isoforma
NM_001348945, ademas de analizar el exon 3 de la isoforma NM_000927 que no se
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expresaba en la anterior. Por otro lado en el gen CYP3A5 examinamos la isoforma
NM_000777, los exones 13 y 14 de la isoforma NM_001291830y la isoforma

NM_001190484 que daba lugar a un transcrito distinto.

Tabla 2: Genes seleccionadas para el analisis.

ABCBI* chr7:87,131,179-87,344,639 N NM_001348945 ENST00000265724.7
chr7:87,131,179-87,344,639 N NM_000927 ENST00000265724.7
CYP3A4 chr7:99,352,583-99,383,811 N NM_017460 ENST00000336411.6
chr7:99,243,812-99,279,649 N NM_000777 ENST00000222982.8
CYP3A5 chr7:99,243,812-99,279,649 N NM_001291830 ENST00000222982.8
chr7:99,243,812-99,279,649 N NM_001190484 ENST00000439761.2
NOD2 chr16:50,729,050-50,768,988 P NM_022162 ENST00000300589.6
PPIA chr7:44,834,378-44,844,865 P NM_021130 ENST00000468812.5
POR chr7:75,542,420-75,618,173 P NM_000941 ENST00000461988.5
XPC chr3:14,184,648-14,222,172 N NM_004628 ENST00000285021.11
GAN chr16:81,346,571-81,415,803 P NM_022041 ENST00000248272
MTRR chr5:7,867,217-7,903,235 P NM_024010 ENST00000264668.6
CYP2C9 chr10:96,696,415-96,751,148 P NM_022041 ENST00000260682.7
PAX4 chr7:127,248,346-127,257,780 N NM_006193 ENST00000341640.6

*Genes en los que hemos examinado mas de una isoforma;N: Negativa. P: positiva. ID: Identificacion.

3.2.1 Profundidad de lectura de los genes analizados

El método ideal de secuenciacion podria leer los nucleétidos de un extremo al otro
de un cromosoma sin cometer errores y en una sola lectura. En la actualidad eso no es
posible, las longitudes de lectura son cortas y pueden contener errores. Por lo tanto,
realizando una Unica lectura, seria imposible distinguir un error en la secuenciacion de una
variante en la secuencia. Para subsanar este problema se incrementa el nimero de lecturas,
al nimero de veces que ha sido secuenciada una base se le denomina profundidad o

coverage (Sims et al, 2014).

Para examinar la profundidad de lectura de los genes analizados realizamos la media de la
profundidad de lectura de los exones codificantes de los 11 genes de los pacientes
incluidos en el andlisis. A partir de esta media calculamos la desviacién estandar de la
media (STD) vy el error estandar de la media (ESM). La STD refleja la dispersién de los
datos; mientras que el ESM indica la incertidumbre en torno a la estimacion del valor de la
media (Altman, 2005).
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3.2.2 Visualizacion de las secuencias

La NGS genera grandes cantidades de datos genomicos. El analisis de los mismos
puede ser automatizado en gran parte, sin embargo, la revision manual para la
confirmacion e interpretacion de las variantes es esencial. Integrative Genome Viewer
(IGV) es un programa que se emplea para la exploracion visual de datos genémicos y nos
va a permitir visualizar nuestras secuencias. Para ello es preciso cargar dos archivos
generados en la NGS: BAM (Binary Alignment/Map format) y VCF (Variant Call Format)
de cada uno de los pacientes secuenciados en el software. Del alineamiento de las
secuencias se origina el archivo.bam; las variaciones entre la secuencia de referencia y la

analizada se almacenan en un archivo .vcf (Thorvaldsdottir et al, 2013).

La visualizacion de la secuencia en IGV nos permite ver las variantes y conocer datos

sobre ellas: profundidad de lectura, posicion, reference SNP, entre otros (Figura 7).
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Human hg13 v |7 | |chr7:99,367,373-99,367,412 o Bt <« » @O x 2 |
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Figura 7: Visualizacion de los ficheros .bamy .vcf en IGV.
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3.2.3 Identificacién de variantes

En este TFM hemos analizado las variantes que se encuentran en las regiones
exdnicas de los genes seleccionados, ademas de diez bases upstream y downstream de las
regiones intrénicas adyacentes.

Para que una variante detectada por NGS sea considerada como tal, debe cumplir una serie

de criterios:

e Presentar una calidad de al menos un valor de 250.
e Enel caso de que no se cumpla el criterio anterior:
o Laprofundidad de lectura o coverage de la posicion de la variante > 15
o Estar presente al menos en el 40% de las lecturas existentes en esa posicion,

si se encuentra en heterocigosis.

Para poder considerar una variante encontrada como rara, ademas de los criterios

expuestos anteriormente, debe cumplir que:

e La variante no debe estar recogida en las principales bases de datos de variantes,
Pubmed, dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism Database), y ExXAc (Exome
Aggregation Consortium).

e La variante debe presentar una frecuencia en las principales bases de datos menor
de un 1%.

3.3 Estudio de asociacion de variantes
3.3.1 Recogida de datos

Los polimorfismos observados fueron recogidos en una base de datos en formato

Excell, donde se reuni6 la siguiente informacion (Figura 8):

e el numero de identificacion de la muestra,

e el grupo al que pertenece (RMA o Control)/ (NEFTX o Control),

e el rsque identifica al polimorfismo,

e ¢l genotipo identificado en cada muestra, indicando la presencia de la variante, el
alelo de referencia o Not Avaliable (NA) si no es posible confirmar ninguno de los

dos.
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PPIA ABCB1 ABCB1 ABCE1 ABCB1 ABCB1
Muestra Grupo rs6850 rs2214102 |rs9282564 ([rs2032582 (rs1045642 (rs35068177
328|RMA AfA c/c T/C AfA AfA T/T
338|RMA A/G T/C /T C/C AJG T/T
350|RMA NA c/c /T C/T ASG T/T
394|RMA ASA c/C T/T C/A G/G T/T
414|RMA AfA c/C T/C C/A AJG T/T

Figura 8: Base de datos de polimorfismos hallados.

3.3.2 Asociacion de variantes con RMA enel TC

3.3.2.1 Asociacion de polimorfismos presentes en pacientes con TC que presentan o
no RMA

Para realizar el analisis de asociacion de los polimorfismos entre los grupos se
utilizo la herramienta web SNPstats (Sole et al, 2006). El analisis de asociacion se llevo a
cabo considerando cinco modelos de herencia: codominante, dominante, sobredominante,
recesivo y el log-aditivo.
Una vez obtenidos los resultados, en aquellos casos donde se encontrd asociacion entre un
SNP vy la variante (un p-valor menor o igual a 0.05), se repitié el analisis empleando el
programa estadistico R (R Core Team, 2018). Para ello, debemos utiliz6 el paquete

“SNPassoc”:

- En primer lugar, se crea una funcion con los datos para el analisis:
o >*Nombre ’<-read.table (“nombre del archivo con los datos.txt”, header=T)
- En segundo lugar se cred un objeto de clase setupSNP. colSNPs que especifica en que
columnas se encuentra la informacion referida a los SNPs:
o >myData<-setupSNP (data="Nombre”, colSNPs=3:x, sep="""), x representa la
columna del Gltimo SNP a analizar.
- En tercer lugar, se realiza en andlisis de asociacion para cada uno de los SNPs:
o >association (casco~snp10001, data=myData)
- Finalmente se obtiene una tabla de resultados anédloga a la obtenida con SNPStats.
En los casos en los que se obtuvo resultados significativos, se realizo el test de

significacion de Fisher con el programa R. Para ello, se emple6 el comando fisher.test. :

o >Casco<-c (rep (“RMA”,13), rep (“Control”,16))
o >SNP<-c (rep (“genotipo 17, n° de pacientes con genotipo de referencia en
grupo RMA), (rep (“genotipo 2”, n° de pacientes con la variante en grupo

RMA), (rep (“genotipo 37, n° de pacientes con NA en grupo RMA), (rep
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(“genotipo 17, n° de pacientes con genotipo de referencia en grupo
“Control”), (rep (“genotipo 2”, n® de pacientes con la variante en grupo
Control), (rep (“genotipo 37, n° de pacientes con NA en grupo Control),

o >.Table_est<-table (Casco, SNP)

o >.Table est

o > Fisher.test (.Table_est)

3.3.3 Asociacion de variantes con NEFTX enel TC

3.3.3.1 Asociacion de polimorfismos presentes en pacientes con TC que presentan o
no NEFTX

Para realizar el analisis de asociacion entre los dos grupos se utilizé la herramienta
SNPstats, al igual que en el caso anterior. Asimismo, en aquellos casos donde se encontrd
asociacion, se repitio el analisis empleando el programa estadistico R. En los casos en los

que se obtuvo resultados significativos, se realizo el test de significacion de Fisher.

3.4 Analisis de variantes.
3.4.1 Busqueda bibliografica.

Se realiz6 una busqueda bibliografica en las diferentes bases de datos sobre las
variantes y mutaciones encontradas. Para la busqueda de informacion mas detallada se han
utilizado diferentes bases de datos donde se encuentra informacidn genética de variaciones:

ExAc, Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP) y Varsome.

En cuanto a las mutaciones, las bases de datos utilizadas para buscar informacion sobre los
efectos de las mismas han sido Pubmed y Human Gene Mutation Database (HGMD),

utilizando para la busqueda la posicion de la variante y el cambio aminoacidico.

3.4.2 Predicciones bioinformaticas.

Para poder predecir los efectos de las mutaciones encontradas se han utilizado
diferentes herramientas de analisis in silico que predicen el posible impacto de un cambio

de aminoécido en la proteina tanto estructural como funcionalmente:

- Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT),
- Predictor of human Deleterious Single Nucleotide Polymorphisms (PhD-SNP),

- Mutation Taster,

17



- The 2nd Sprint National Anaesthesia Project (SNAP2),
- Polymorphism Phenotyping v2 (Polyphen-2),
- Open Reading Frame Finder (ORF).

4. RESULTADOS

4.1 Profundidad de lectura de los genes analizados

El primer analisis que hemos realizado tras la secuenciacion consiste en comprobar
la profundidad de lectura de los genes que hemos seleccionado. De este modo, evaluamos

si poseen un nimero de lecturas adecuado para continuar con el analisis.

Los 11 genes seleccionados presentaban una profundidad de lecturas media de 71,44+2,06,

es decir, cada nucleotido presentaba de media 71x lecturas (Figura 9).

Profundidad media

Figura 9: Profundidad media de los genes analizados.

4.2 Andlisis del gen ABCB1

4.2.1 Variantes encontradas en el gen ABCB1

Tras el analisis de los 27 exones de la isoforma NM_000927/ENST00000265724.7
y del exon 3 de la isoforma NM_001348945/ENST00000265724.7; se han identificado 9

polimorfismos (Tabla 3).
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Tabla 3: SNPs encontrados en el gen ABCB1.

MAF Bases MAF
NP Ref T | Alel RMA | | NEFTX, | Ef HGV!
‘ dbs ‘ ef | G ‘ elo 1o datos /Contro ‘ /Contro Observado ecto GVS_prot
(11HM/2HZ)/ (6HM)/ ,
rs2214102 | ¢ |oT | T 0.0248 () (14HM/1H2) (19HM/3H2) 0,0862 (T) 5°UTR
rs9282564 T T/C C 0.0260 (C) (3HZ)/- -/(3H2) 0.0517 (C) missense p.Asn21Asp
(4HM/6HZ)/ (8HM/2HZ)/ )
rs2032582 C C/A A 0.3343 (A) (8HM/7H2) (8HM/12H2) 0.3448 (A) missense p.Ser893Ala
(3HM/7Hz)/ (1HM/5Hz)/ L _
rs1045642 G G/A A 0.3952 (A) (SHM/7HZ) (7HM/9H2) 0.4827 (A) sinénima | ¢.3435T>C(p.=)
rs35068177 T T/C C 0.00022 (C) -/(1HZ) -/(1HZ) 0.0172 (C) sinénima c.1308A>G(p.=)
(4HM/6HZ)/ (3HM/2HZ)/ L ~
rs1128503 G G/A A 0.4161 (A) (8HM/5HZ) (9HM/9H2) 0.3965 (A) sinénima €.1236T>C(p.=)
rs2229109 | ¢ |¢om | oT 0.0126 () (1H2)/(1HZ) (1H2)/(1HZ) 0.0344 (T) missense | p.Ser400Asn
rs36008564 T T/C C 0.0062(C) (1HZ)/- (1HZ)/- 0.0172 (C) missense p.lle261Val
rs2235022 T T/C C 0.0024 (C) (1HZ)/- -/(1HZ) 0.0172 (C) sinénima c.729A>G(p.=)

*Chr: cromosoma. Ref.: alelo de referencia. GT.: Genotipo. MAF: frecuencia del alelo minoritario. HM: homocigosis. HZ:
heterocigosis.

Tal y como podemos observar en la tabla, del total de las 9 variantes encontradas:

= el 44,44% (n=4) son variantes sindnimas, que no producen cambios en la secuencia
de aminoé&cidos (rs1045642, rs35068177,rs1128503, rs2235022),

= el 44,44% (n=4) corresponden a variantes missense, es decir, variantes que
producen un cambio de aminoacido (rs9282564, rs2032582, rs2229109,
rs36008564),

= el 11,11% (n=1) de las variantes estan presentes en la region 5-UTR, region no

traducida situada antes del codon de inicio (rs2214102).
Las MAF observadas de las variantes son similares a las descritas en las bases de datos.

4.2.2 Andlisis de asociacion de las variantes en el gen ABCB1

Tras el analisis estadistico con el programa SNPStats de las variantes encontradas en el
gen ABCB1.:
= se encontrd asociacion entre el polimorfismo rs9282564 y el RMA.

= se encontr6 asociacion entre el polimorfismo rs1045642 y NEFTX.

Se procedid entonces a realizar un segundo analisis con el paquete “SNPassoc” de R para
estos dos SNPs. Tras el analisis, la asociacion del SNP rs9282564 se pierde la asociacion.
Por el contrario, la asociacion del SNP rs1045642 la mantiene. Sin embargo, tras realizar el

test de Fisher no se obtiene un resultado significativo para esta variante.
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4.3 Analisis del gen CYP3A4
4.3.1 Variantes encontradas en el gen CYP3A4

Tras el andlisis de los 13 exones de la isoforma NM_ 017460/
ENSTO00000336411.6; se han identificado 2 polimorfismos (Tabla 4).

Tabla 4: SNPs encontrados en el gen CYP3A4.

MAF Bases

MAF

dbSNP Ref | GT  Alelo de datos RMA/Control NEFTX/Control ‘ Observado Efecto ‘ HGVS_prot
rs4986907 C c/T T 0.0052 (T) -/(1HZ) -/(1HZ) 0.0172 (T) missense p.Argl62GIn
rs4986908 C C/G G 0.0018 (G) (1HZ)/- -/(1HZ) 0.0172 (G) missense p.Aspl74His

*Chr: cromosoma. Ref.: alelo de referencia. GT.: Genotipo. MAF: frecuencia del alelo minoritario. HM: homocigosis. HZ:
heterocigosis.

Tal y como podemos observar en la tabla, del total de las 2 variantes encontradas:

= el 100% (n=2) corresponden a variantes missense, es decir, variantes que producen
un cambio de aminoacido (rs4986907, rs4986908).

Las MAF observadas de las variantes son similares a las descritas en las bases de datos.

4.3.2 Analisis de asociacion de las variantes en el gen CYP3A4

Tras el analisis estadistico con el programa SNPStats de las variantes encontradas
en el gen CYP3A4, los resultados indican que no hay asociacidn entre la presencia de
ninguna de las variantes y los grupos de pacientes en los cuales se encuentran, grupo
“RMA”/ “NEFTX” o grupo “Control”.

4.4 Andlisis del gen CYP3A5

4.4.1 Variantes encontradas en el gen CYP3A5

Tras el andlisis de los 13 exones de la isoforma NM_000777/
ENST00000222982.8, el exdn 14 de la isoforma NM_001291830/ ENST00000222982.8 y
el exén 5 de la isoforma NM_001190484/ ENST00000439761.2; se han identificado 2

polimorfismos (Tabla 5).

Tabla 5: SNPs encontrados en el gen CYP3A5

MAF Bases MAF
dbSNP ‘ Ref | GT ‘ Alelo de datos RMA/Control | NEFTX/Control Observado Efecto ‘ HGVS_prot
rs28365069 | A | A/G | G |0.0102(G) (1HZ)/- -/(1Hz) 0.0172(G) | intrénica
p.Terl41Trp
rs6977165 | T | T/C | C |0.0649 (C) /(1HZ) /(1HZ) 0.0172 (C) Stop extTer2

*Chr: cromosoma. Ref.: alelo de referencia. GT.: Genotipo. MAF: frecuencia del alelo minoritario.
HM: homocigosis. HZ: heterocigosis.
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Tal y como podemos observar en la tabla, del total de las 2 variantes encontradas:

= el 50% (n=1) es una variante situada en la region intrénica, podria afectar al
splicing (rs28365069),
= ¢l 50% (n=1) es una variante que genera un codon de terminacion (rs6977165).

Las MAF observadas de las variantes son similares a las descritas en las bases de datos.

4.4.2 Anélisis de asociacion de las variantes en el gen CYP3A5

Tras el anélisis estadistico con el programa SNPStats de las variantes encontradas

en el gen CYP354, los resultados indican que no hay asociacion entre la presencia de

ninguna de las variantes y los grupos de pacientes en los cuales se encuentran, grupo
“RMA”/ “NEFTX” o grupo “Control”.

4.5 Analisis del gen NOD2

4.5.1 Variantes encontradas en el gen NOD2

Tras
NM_022162 /ENST00000300589.6; se han identificado 9 polimorfismos (Tabla 6).

el

analisis

de los

Tabla 6: SNPs encontrados en el gen NOD2.

RMA/Control NEFTX/Control

dbSNP

Ref

(1)

MAF Bases

12 exones

MAF

la

Efecto

isoforma

HGVS_prot

| Alélo de datos Observado
rs2067085 c | G/G G 0.2466 (G) (1HM)/(ZZ)HM/3H (1H'\2)H/(22)HM/ 0.1551 (G) sinédnima ¢.534C>G(p.=)
rs2066842 C c/T T 0.1020 (T) (1H('\;||{§;Z)/ (SH?Z/SZT M/ 0.2931(T) missense p.Pro268Ser
rs1861759 | T | T/G| G | 0.2161(G) ((;:m;fgj)z/) g:wi’:f‘)z/) 0.4137(G) | sinénima °'1761§>G(p'=
rs2066843 C c/T T 0.1076 (T) (1H('\;||{|52|)-|Z)/ BH?{&ZT M/ 0.2758 (T) sinénima ¢.1377C>T(p.=)
rs5743291 G | G/A A 0.0333 (A) (2HZ)/(4HZ) (1HZ)/(5HZ) 0.1034 (A) missense p.Val955ile
rs2066844 C c/T T 0.0144 (T) (1HZ)/(2HZ) (1HZ)/(2HZ) 0.0517 (T) missense p.Arg702Trp
rs5743271 A | A/G G 0.0040 (G) -/(1HZ) -/(1HZ) 0.0172 (G) missense p.Asn289Ser
rs104895457 | G | G/A A 0.00004 (A) (1HZ)/- -/(1HZ) 0.0127 (A) missense p.Gly978Glu
rs2066845 G | G/C C 0.0046 (C) (1HZ)/- -/(1HZ) 0.0172 (C) missense p.Gly908Arg

*Chr: cromosoma. Ref.: alelo de referencia. GT.:
HZ: heterocigosis.

Genotipo. MAF:

frecuencia del alelo minoritario. HM: homocigosis.
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Tal y como podemos observar en la tabla, del total de las 9 variantes encontradas:

= el 33,33% (n=3) son variantes sindbnimas, que no producen cambios en la secuencia
de aminoé&cidos (rs2067085, rs1861759, rs2066843),

= el 66,66% (n=6) corresponden a variantes missense, es decir, variantes que
producen un cambio de aminoécido (rs2066842, rs5743291, rs2066844, rs5743271,
rs104895457, rs2066845).

Las MAF observadas de las variantes son similares a las descritas en las bases de datos.

4.5.2 Anélisis de asociacion de las variantes en el gen NOD2

Tras el analisis estadistico con el programa SNPStats de las variantes encontradas en el
gen NOD2:

= se encontro asociacion entre el polimorfismo rs2067085 y el RMA.

Se procedio entonces a realizar un segundo analisis con el paquete “SNPassoc” de R para
este SNP. Tras el analisis, la asociacion del SNP rs2067085 se mantiene. Sin embargo, tras

realizar el test de Fisher no se obtiene un resultado significativo para esta variante.

4.6 Andlisis del gen PPIA
4.6.1 Variantes encontradas en el gen PPIA

Tras el analisis de los 5 exones de la isoforma NM_021130 /ENST00000468812.5;

se ha identificado 1 polimorfismo (Tabla 7).

Tabla 7: SNPs encontrados en el gen PPIA

MAF Bases MAF HGVS
Ref GT @ Alelo de datos RMA/Control | NEFTX/Control Observado Efecto prot

rs6850 | A |A/G| G 0.2545(G) | (2HZ)/(3HZ) (2H2)/(3HZ) 0.0862 (G) 5°UTR

*Chr: cromosoma. Ref.: alelo de referencia. GT.: Genotipo. MAF: frecuencia del alelo minoritario.
HM:homocigosis. HZ: heterocigosis.

Tal y como podemos observar en la tabla, la variante encontrada:

= es una variante en la region 5° UTR, regién no traducida situada antes del codon de
inicio (rs6850).

La MAF observada de la variante es similar a la descrita en las bases de datos.
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4.6.2 Analisis de asociacion de las variantes en el gen PPIA

Tras el anélisis estadistico con el programa SNPStats de la variante encontrada en el
gen PPIA, los resultados indican que no hay asociacion entre la presencia de esta variante y
los grupos de pacientes en los cuales se encuentra, grupo “RMA”/ “NEFTX” o grupo
“Control”.
4.7 Analisis del gen POR

4.7.1 Variantes encontradas en el gen POR

Tras el analisis de los 15 exones de la isoforma NM_000941/ENST00000461988.5;

se han identificado 7 polimorfismos (Tabla 8).

Tabla 8: SNPs encontrados en el gen POR.

dbSNP E GT  Alelo N;’:F d::;:s RMA/Control = NEFTX/Control Obs"::; 4o | Efecto HGVS_prot
rs2228104 | C | ¢/T| T | 01647(T) | (13HM)/(15HM) | (6HM)/(22HM) | 0.0344(T) | sinénima | c.1455T>C(p.=)
rs1057868 C c/T T 0.2861 (T) (ZH('\;]:E;Z)/ 2H(l\3ll;f;/HZ) 0.3275(T) missense p.Ala503Val
rs1057870 | G |G/A| A | 0.1953(a) (112/'1/:;)2)/ ( 1H(l%/I|-/|?3/HZ) 0.2931(A) | sindnima °'1716()5>A(p'=
rs1135612 | A |A/G| G | 0.2494(G) BH:‘Q@TZ)/ ((121'\&/;;:22))/ 03103 (G) | sindnima | c.387A>G(p.=)
rs10262966 | A | A/G| G | 0.1046(G) (2H2)/(2H2Z) -/(4HZ) 0.0689 (G) | sinénima | c.15A>G(p.=)
rs374967948 | C c/T T 0.0002 (T) -/(1HZ) -/(1HZ) 0.0172(T) missense p.Alal72Vval
rs145782750 | G | G/A A 0.0024 (A) (1HZ)/- -/(1HZ) 0.0172 (A) missense p.Val631llle

*Chr: cromosoma. Ref.: alelo de referencia. GT.: Genotipo. MAF: frecuencia del alelo minoritario. HM: homocigosis.

HZ: heterocigosis.

Tal y como podemos observar en la tabla, del total de las 7 variantes encontradas:

= el 57,15% (n=4) son variantes sindnimas, que no producen cambios en la secuencia

de aminoéacidos (rs2228104, rs1057870, rs1135612, rs10262966),

= el 42,85% (n=3) corresponden a variantes missense, es decir, variantes que
producen un cambio de aminoacido (rs1057868, rs374967948, rs145782750).

Las MAF observadas de las variantes son similares a las descritas en las bases de datos.

4.7.2 Andlisis de asociacion de las variantes en el gen POR

Tras el analisis estadistico con el programa SNPStats de las variantes encontradas en el

gen POR:
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= seencontro asociacion entre los polimorfismos rs1057870, rs1135612, y el RMA.

Se procedio entonces a realizar un segundo analisis con el paquete “SNPassoc” de R para
estos dos SNPs. Tras el andlisis, la asociacion del SNP rs1135612 se pierde. Por el
contrario, la asociacion del SNP rs1057870 se mantiene. Sin embargo, tras realizar el test
de Fisher no se obtiene un resultado significativo para esta variante.

4.8 Analisis del gen XPC
4.8.1 Variantes encontradas en el gen XPC

Tras el analisis de los 16 exones de la isoforma
NM_004628/ENST00000285021.11; se han identificado 14 polimorfismos (Tabla 9).

Tabla 9: SNPs encontrados en el gen XPC

dbSNP Ref GT  Alelo MAFB3ses  pria/Control  NEFTX/Control MAF Efecto HGVS_prot
de datos Observado
rs2607775 C C/G G 0.4169 (G) (7HM/3HZ)/ (2HM/4Hz)/ 0.6379 (G) 5'UTR
' (5HM/10HZ) (10HM/9HZ) ’
rs2958057 T T/A A 0.0000 (A) -/(1HM) -/(1HM) 0.0172 (A) sinénima | c.1881T>A(p.=)
(4HZ)/ (1HM/1HZ)/ L, ¢.2061G>A(p.=
rs2227998 C c/T T 0.2354 (T) (2HM/4HZ) (1HM/7H2) 0.2068 (T) sindnima )
(2HM/3Hz)/ (4HZ)/ L
rs2279017 G G/T T 0.3203 (T) (2HM/9HZ) (4HM/8H2) 0.3448 (T) intrénica
(2HM/2HZ)/ (3HZ)/ .
rs2228001 T T/G G 0.3153 (G) (2HM/8HZ) (4HM/7H2) 0.3103 (G) missense p.GIn939Lys
(9HM/3HZ)/ (5SHM/1HZ)/ ,
rs1126547 G G/C C 0.0793 (C) (14HM/1H2) (18HM/3H2) 0.1379 (C) 3'UTR
(4HM/5HZ)/ (1HM/2HZ)/ ,
rs2470458 T T/C C 0.1078 (C) (1HM/7HZ) (4HM/10H2) 0.3793 (C) 3'UTR
(3HM/5HZ)/ (2HZ)/ ,
rs67353494 A A/T T 0.1082 (T) (1HM/7H2) (4HM/10HZ) 0.3448 (T) 3'UTR
(3HM/1HZ)/ (2HZ)/ ,
rs2229090 G G/C C 0.2550 (C) (1HM/4H2) (4HM/3H2) 0.2241 (C) 3'UTR
(3HM/5HZ)/ (2HZ)/ .
rs2228000 G G/A A 0.2330 (A) (1HM/7HZ) (4HM/10H2) 0.03448 (A) missense p.Ala499Vval
rs182616621 C C/A A 0.0022 (A) (1HZ)/- -/(1HZ) 0.0172 (A) missense p.Lys481Asn
(2HM/3HZ)/ (1HZ)/ . .
rs2227999 C c/T T 0.0232 (T) (2H2) (2HM/4H2) 0.1551 (T) missense p.Arg492His
rs756352923 | G | G/A A 0.00002 (A) -/(1HZ) (1HZ)/- 0.0172 (A) 5°UTR
rs533121927 C c/T T 0.00012 (T) -/(1HZ) -/(1HZ) 0.0172 (T) missense p.Arg378Lys

*Chr: cromosoma. Ref.: alelo de referencia. GT.: Genotipo. MAF: frecuencia del alelo minoritario. HM:
homocigosis. HZ: heterocigosis.

Tal y como podemos observar en la tabla, del total de las 14 variantes encontradas:

= el 14,29% (n=2) son variantes sindnimas, que no producen cambios en la secuencia
de aminoéacidos (rs2958057, rs2227998),
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= el 357 % (n=5) corresponden a variantes missense, es decir, variantes que
producen un cambio de aminoéacido (rs2228001, rs2228000, rs182616621,
rs2227999, rs533121927),

= ¢l 7,15% (n=1) son variantes intrénicas, podria afectar al splicing ( rs2279017),

= el 28,57% (n=4) corresponden a variantes en la region 3" UTR, region no traducida
situada después del coddn de stop ( rs1126547, rs2470458, rs67353494,
rs2229090),

= el 14,29% (n=2) corresponden a variantes en la region 5" UTR, region no traducida
situada antes del codon de inicio (rs2607775, rs756352923).

Las MAF observadas de las variantes en algunos casos difirieren de las descritas en las

bases de datos.

4.8.2 Andlisis de asociacion de las variantes en el gen XPC

Tras el andlisis estadistico con el programa SNPStats de las variantes encontradas

en el gen XPC:
= se encontrd asociacion entre los polimorfismos rs2228001, rs2607775, y el RMA.

Se procedid entonces a realizar un segundo analisis con el paquete “SNPassoc” de R para
estos dos SNPs. Tras el andlisis, la asociacion los SNPs rs2228001 y rs2607775 se
mantiene. Sin embargo, tras realizar el test de Fisher no se obtiene un resultado

significativo para ambas variantes.

4.9 Andlisis del gen GAN
4.9.1 Variantes encontradas en el gen GAN

Tras el analisis de los 11 exones de la isoforma; se han identificado 1 polimorfismo
(Tabla 10).

Tabla 10: SNPs encontrados en el gen GAN.

MAF Bases MAF

de datos RMA/Control | NEFTX/Control Observado Efecto ‘ HGVS_prot

‘ dbSNP Ref GT AIeIo‘

(IHM/5HZ)/ | (1HM/3HZ)/

(1HM/9HZ) (1HM/11HZ) 0.3103 (T) sinénima ¢.1293C>T(p.=)

rs2608555 | C c/T T 0.1512 (T)

*Chr: cromosoma. Ref.: alelo de referencia. GT.: Genotipo. MAF: frecuencia del alelo minoritario. HM:
homocigosis. HZ: heterocigosis.
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Tal y como podemos observar en la tabla, la variante encontrada:

» s una variante sinbnima, que no produce cambios en la secuencia de aminoacidos
(rs2608555).

La MAF observada de la variante es el doble a la descrita en las bases de datos.

4.9.2 Anélisis de asociacion de las variantes en el gen GAN

Tras el andlisis estadistico con el programa SNPStats de las variante encontrada en
el gen GAN, los resultados indican que no hay asociacion entre la presencia de la variante y
los grupos de pacientes en los cuales se encuentra, grupo “RMA”/ “NEFTX” o grupo

“Control”.

4.10 Analisis del gen CYP2C9
4.10.1 Variantes encontradas en el gen CYP2C9

Tras el analisis de los 9 exones de la isoforma NM_022041/ENST00000260682.7;

se han identificado 3 polimorfismos (Tabla 11).

Tabla 11: SNPs encontrados en el gen CYP2C9.

MAF Bases MAF
Ref GT Alelo de datos RMA/Control = NEFTX/Control ‘ Observado Efecto HGVS_prot

(4HZ)/ (2HZ)/ )
rs1799853 C c/T T 0.0479 (T) (1HM/2HZ) (1HM/4H2) 0.1379(T) missense p.Argl44Cys
rs1057910 A | A/C C 0.0485 (C) (2HZ)/(2HZ) -/(4HZ) 0.0689 (C) missense p.lle359Leu
rs1057911 | A | A/T| T 0.0489 (T) (2H2)/(2HZ) -/(4HZ) 0.0689 (T) | sindnima | c.1425A>T(p.=)

*Chr: cromosoma. Ref.: alelo de referencia. GT.: Genotipo. MAF: frecuencia del alelo minoritario. HM: homocigosis.
HZ: heterocigosis.

Tal y como podemos observar en la tabla, del total de las 3 variantes encontradas:

= el 33,33 % (n=1) son variantes sindnimas, que no producen cambios en la

secuencia de aminoacidos (rs1057911),

= el 66,66 % (n=2) corresponden a variantes missense, es decir, variantes que

producen un cambio de aminoacido (rs1799853, rs1057910).
La MAF observada en la primera variante difiere de la descrita en las bases de datos.

4.10.2 Analisis de asociacién de las variantes en el gen CYP2C9

Tras el andlisis estadistico con el programa SNPStats de las variantes encontradas

en el gen CYP2C9, los resultados indican que no hay asociacion entre la presencia de
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ninguna de las variantes y los grupos de pacientes en los cuales se encuentran, grupo
“RMA”/ “NEFTX” o grupo “Control”.

4.11 Anélisis del gen MTRR

4.11.1 Variantes encontradas en el gen MTRR

Tras el analisis de los 15 exones de la isoforma NM_024010/ENST00000264668.6;
se han identificado 14 polimorfismos (Tabla 12).

Tabla 12: SNPs encontrados en el gen MTRR.

MAF Bases

MAF

‘ dbSNP Ref GT Alelo de datos RMA/Control ‘ NEFTX/Control Observado Efecto ‘ HGVS_prot
(3HM/3HZ)/ (4HZ)/ .

15322 2 T . .Ser202L
rs1532268 c | T T 0.2700 (T) (3HM/8H2) (6HM/7HZ) 0.3965 (T) missense p.Ser202Leu
rs2303080 T T/A A 0.0391 (A) (1HZ)/- -/(1HZ) 0.0172 (A) missense p.Ser284Thr
rs2287780 C c/T T 0.0679 (T) (1HZ)/(1HZ) -/(2HZ) 0.0344 (T) missense p.Argd42Cys
rs16879334 C C/G G 0.0645 (G) (1HZ)/(1HZ) -/(2HZ) 0.0344 (G) missense p.Prod77Arg

(2HM/3Hz)/ (4HZ)/ . ~
rs1802059 G | G/A A 0.2664 (A) (3HM/8H2) (SHM/7HZ) 0.3620 (A) sinénima €.1992G>A(p.=)
rs161870 T T/C C 0.2530 (C) (3HZ)/(4HZ) (2HZ)/(5HZ) 0.1206 (C) sinénima c.618T>C(p.=)
rs162036 A | A/G G 0.2532 (G) (3HZ)/(4HZ) (2HZ)/(5HZ) 0.1206 (G) missense p.Lys377Arg
rs10380 C c/T T 0.2194 (T) (3HZ)/(3HZ) (2HZ)/(4HZ) 0.1034 (T) missense p.His622Tyr

rs12347 G G/A A 0.2438 (A) (3HZ)/(4HZ) (2HZ)/(5HZ) 0.1206 (A) sinénima ¢.1956G>A(p.=)
rs2287779 G G/A A 0.0681 (A) (1HZ)/(1HZ) -/(2HZ) 0.0344 (A) sinénima ¢.1236G>A(p.=)
rs35890938 A | A/G G 0.0080 (G) (1HM)/(3HZ) (2Hz)/ 0.0862 (G) sinénima ¢.1545A>G(p.=)
(1HM/1HZ)
rs34172797 C c/T T 0.0090 (T) (1HM)/(1HZ) -/(1HM/1HZ) 0.0344 (T) sinénima c.1617C>T(p.=)
rs6874544 T T/C C 0.0080 (C) (1HM)/(3HZ) (2Hz)/ 0.0862 (C) sinénima ¢.1842T>C(p.=)
(1HM/1HZ)
(S5HM/5HZ)/ (3HM/2HZ)/ .
rs1801394 A | A/G G 0.4677(G) (6HM/6HZ) (8HM/9H2) 0.5689 (G) missense p.lle4d9Met

*Chr: cromosoma. Ref.: alelo de referencia. GT.: Genotipo. MAF: frecuencia del alelo minoritario. HM: homocigosis.

HZ: heterocigosis.

Tal y como podemos observar en la tabla, del total de las 14 variantes encontradas:

= el 50% (n=7) son variantes sinbnimas, que no producen cambios en la secuencia de
aminodacidos (rs1802059, rs161870, rs12347, rs2287779, rs35890938, rs34172797,

rs6874544),

= el 50% (n=7) corresponden a variantes missense, es decir, variantes que producen
un cambio de aminoacido (rs1532268, rs2303080, rs2287780, rs16879334,
rs162036, rs10380, rs1801394),

Las MAF observadas de las variantes son similares a las descritas en las bases de datos.
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4.11.2 Andlisis de asociacion de las variantes en el gen MTRR

Tras el anélisis estadistico con el programa SNPStats de las variantes encontradas
en el gen MTRR, los resultados indican que no hay asociacion entre la presencia de
ninguna de las variantes y los grupos de pacientes en los cuales se encuentran, grupo
“RMA”/ “NEFTX” o grupo “Control”.

4.12 Anélisis del gen PAX4
4.12.1 Variantes encontradas en el gen PAX4

Tras el analisis de los 9 exones de la isoforma NM_006193/ENST00000341640.6;
se han identificado 4 polimorfismos (Tabla 13).

Tabla 13: SNPs encontrados en el gen PAXA4.

dbSNP | Ref | GT  Alelo AFBases  pyia/Control  NEFTX/Control MAF Efecto HGVS_prot
de datos Observado
(10HM/2HZ)/ (4HM/2HZ)/ . .
rs712701 G G/T T 0.3295(T) (9HM/6HZ) (15HM/6H2) 0.2068 (T) missense p.His321Pro
rs77039439 G G/A A 0.0451 (A) (2HZ)/(3HZ) -/(5HZ) 0.0862 (A) sinénima c.450C>T(p.=)
rs942218701 | G G/A A 0.00002 (A) (1HZ)/- -/(1HZ) 0.0172 (A) sinénima c.489C>T(p.=)
rs2233578 G G/A A 0.0256 (A) (1HZ)/- -/(1HZ) 0.0172 (A) missense p.Arg133Trp

*Chr: cromosoma. Ref.: alelo de referencia. GT.: Genotipo. MAF: frecuencia del alelo minoritario. HM: homocigosis.
HZ: heterocigosis.

Tal y como podemos observar en la tabla, del total de las 4 variantes encontradas:

= el 50% (n=2) son variantes sinbnimas, que no producen cambios en la secuencia de
aminodacidos (rs77039439, rs942218701),

= el 50% (n=2) corresponden a variantes missense, es decir, variantes que producen
un cambio de aminoécido (rs712701, rs2233578),

Las MAF observadas de las variantes son similares a las descritas en las bases de datos.

4.12.2 Analisis de asociacion de las variantes en el gen PAX4

Tras el andlisis estadistico con el programa SNPStats de las variantes encontradas
en el gen PAX4, los resultados indican que no hay asociacion entre la presencia de ninguna
de las variantes y los grupos de pacientes en los cuales se encuentran, grupo “RMA”/

“NEFTX” o grupo “Control”.
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4.13 Mutaciones encontradas en los genes estudiados

Con los criterios expuestos en “Material y Métodos”, se encontr0 una mutacion en
heterocigosis en 1 de los 29 pacientes analizados perteneciente al grupo Control. Dicha
mutacion se visualizé en el gen CYP3A5 y supone un cambio en el aminoécido 117 de la
proteina, de Glutamina a un coddn de terminacion (Tabla 14) (Figura 11).

Tabla 14: Caracteristicas de la mutacion encontrada en el gen CYP3A5.

Mutacion ‘ Efecto ‘ HGVS-cDNA ‘ Codén ‘ Exon
CYP3A5 p.GIn117Ter Stop c.349C>T Cag/Tag 5

c.349C>T

Figura 11: Representacion esquematica del gen CYP3AS5.

Tras la deteccion de esta mutacion se llevaron a cabo estudios in silico con el fin de
predecir el efecto potencial de esta variante. Para ello se emplearon diferentes herramientas
bioinformaticas: Mutation Taster, SIFT, PhD-SNP, SNAP2 y Polyphen-2. Los resultados
muestran que esta mutacion podria tener un posible efecto funcional en la proteina como
predicen dos de las herramientas empleadas. En el caso de PhD-SNP, SNAP2 y Polyphen-2
no nos permiten hacer la prediccion al existir un codon de terminacion y no un cambio

aminoacidico (Tabla 15).

Tabla 15: Andlisis de la mutacion mediante diferentes herramientas bioinformaticas.

Mutation Taster SIFT PhD-SNP SNAP2 Polyphen-2

Causante de enfermedad | Daiiina | No disponible | No disponible | No disponible

Para predecir cdmo se trunca la proteina, se utiliz6 el software en linea Open Reading
Frame Finder (ORF) del NCBI. Para ello, se uso la secuencia de codificacion de consenso
(CCDS) de la secuencia de referencia y de la secuencia con la variante. Podemos observar
cdmo se genera un coddn de parada prematuro, originandose una proteina truncada (Figura
12).
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226 GAAGGTCAACTCCCTGTGCTGGCCATCACAGATCCCGACGTGATC
EGQLPVLATITTDTPTDUVI

271 AGAACAGTGCTAGTGAAAGAATGTTATTCTGTCTTCACARATCGA

226 GAAGGTCAACTCCCTGTGCTGGCCATCACAGATCCCGACGTGATC
EGQLPVLATITZDTFPTUDWVTI

271 AGAACAGTGCTAGTGAAAGAATGTTATTCTGTCTTCACAAATCGA

R T VLV EKTET CYSVFTHNR R R TV LVIEKTETCYSVWVFTHNR
316 AGGATTTGTGCAACGACCAGCACCATCAAGATGCAGACCCATTCC 316 AGGATTTGTGCAACGACCAGCACCATCAAGATGTAG

R I CATTSTTIUEKM®MNGOQTHS RRI CATTSTIKMZ-®
361 GTCACCATGTGGCTCCCTCCTGCTGTCCTACAGTCACAACATGGA

vV T MW LPPAVLOQS QHGE

486 GTTTGTCTTTTTCTCTGA
Vv ¢ L F L *

Figura 12: Prediccion con el software Open Reading Frame Finder (ORF).
Secuencia de nucledtidos y su secuencia de aminoacidos correspondiente para la
secuencia de referencia (izquierda) y para la secuencia con la mutacién puntual
c349C>T (derecha). Los numeros indican la posicion del ADNc.

5. DISCUSION

En este TFM se han analizado 11 genes que codifican para proteinas que participan
en la farmacodinamica, la farmacocinética y el desarrollo de reacciones adversas de la
CsA. Este analisis se llevd a cabo en muestras de 29 pacientes a los que se les habia
practicado un TC y estaban siendo tratados con CsA, de los cuales 13 desarrollaron RMA y
6 nefrotoxicidad. Tras el estudio se han encontrado 66 variantes: 9 variantes en el gen
ABCB1, 2 variantes en el gen CYP3A4, 2 variantes en el gen CYP3AD5, 9 variantes en el gen
NOD?2, 1 variante en el gen PPIA, 7 variantes en el gen POR, 14 variantes en el gen XPC,
1 variante en el gen GAN, 3 variantes en el gen CYP2C9, 14 variantes en el gen MTRR y 4
variantes en el gen PAX4. Ademas de las 66 variantes se ha identificado 1 mutacion en el
exon 5 del gen CYP3A5. Las MAF de las variantes incluidas en la cohorte de estudio

difieren en ocasiones a las descritas en las bases de datos.

5.1. Variantes identificadas en los Genes seleccionados

En este trabajo hemos encontrado 66 variantes, en 6 de ellas hubo asociacién
significativa con RMA (rs9282564, rs2067085, rs2228002, rs1057870, rs2607775,
rs1135612) y en 1 de ellas con la nefrotoxicidad (rs1045642) tras el andlisis de asociacion
con el software SNPstats. Tras el analisis de estas variantes con el paquete SNPassoc de R,
Unicamente 5 de ellas conservaban esa asociacion. Posteriormente, después de realizar el
test de Fisher en R, ninguna de las variantes presento significacion con el RMA o el

desarrollo de nefrotoxicidad.

Diversos estudios analizaron el posible efecto de las variantes implicadas en la
farmacocinética y la farmacodindmica de la CsA. No se ha encontrado ningln estudio que

relacione estas variantes con el RMA. Sin embargo, Sanchez-Lazaro et al, encontraron
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asociacion entre la variante rs2066844 en el gen NOD2, implicado en la activacion de
linfocitos, y el rechazo del aloinjerto (celular o humoral). Los pacientes fueron tratados con
CsA o0 TAC; el 76,1% de los portadores del genotipo CC presentaron rechazo de aloinjerto
el primer afo tras el trasplante, frente al 33,3% de los portadores de CT / TT. Los pacientes
con genotipo CC tendrian mayor activacion linfocitaria y, por lo tanto, una mayor
liberacion de citoquinas y una inflamacion méas intensa. (Sanchez-Lazaro et al, 2015).
Aunqgue nosotros si hemos encontrado esta variante en un paciente perteneciente al grupo
RMA y en dos del grupo Control no hemos encontrado asociacion. Sin embargo se podria
aumentar la cohorte en estudio para comprobar la posible relacion de la variante rs2066844
con el RMA.

Respecto al metabolismo de la CsA, en el gen ABCBL, tres son los SNPs mas
comunmente estudiados. Chowbay et al analizaron la influencia de tres SNPs en este gen
(rs1128503, rs2032582, rs1045642) en los valores del area bajo la curva concentracion
plasmaética-tiempo en un intervalo de 12h (AUCO0-12h) y de 4h (AUCO-4h), concentracion
méxima (Cmax) y minima (Cmin) de CsA en condicion estable después del trasplante.
Estos autores encontraron que los valores de AUCO0-12 h, AUC0-4 h y Cmax fueron
mayores en aquellos pacientes que presentaron el haplotipo T-T-T (Chowbay et al, 2003).
Sin embargo, Ahsen et al y Hesselink et al estudiaron el rs1045642 en pacientes con
trasplante renal, y no afecté a las concentraciones minimas de CsA ajustadas a la dosis
(Ahsen et al, 2001; Hesselink et al, 2003). Con respecto al SNP rs2032582, Sharaki el at
observaron una diferencia significativa tanto en los requisitos de dosis diarias de CsA
como en los niveles minimos ajustados a la dosis entre diferentes genotipos. Esto podria
explicarse por el hecho de que los pacientes con genotipo GG tienen mas probabilidades de
elminar el farmaco inmunosupresor de las células intestinales y, por lo tanto, requieren una
dosis diaria méas alta para alcanzar niveles terapéuticos en la sangre (Sharaki et al,2015).
Siguiendo con el rs2032582 Griny6 et al, estudiaron a 237 pacientes de origen caucasico
con trasplante de rifion. Los pacientes homocigotos para el alelo T triplicaban las
probabilidades de experimentar BPAR (rechazo agudo probado por biopsia) que los
pacientes homocigotos GG (Grinyd et al, 2008). En nuestro estudio, aunque no hemos
encontrado asociacion, estas variantes si estan presentes: rs1128503 estd presente en 23
pacientes; rs2032582 en 25 pacientes y rs1045642 en 22 pacientes. Por lo tanto seria
conveniente medir el AUC en pacientes con estas variantes y observar si se obtienen las

concentraciones plasmaticas de CsA esperadas.
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Siguiendo con variantes identificadas en este mismo gen el rs9282564, presente en
el gen ABCBL has ido identificado en tres de nuestros pacientes del grupo RMA. Jacobson
et al encontraron que los portadores del alelo G mostraron una tasa de filtracion glomerular
menor Yy presentaban niveles de CsA en sangre mas altos, lo que sugiere que los niveles
mas altos de CsA podrian contribuir al dafio renal (Sanchez-Léazaro et al, 2015). Esta
variante fue identificada en 3 de nuestros pacientes del grupo RMA, sin embargo la
asociacion encontrada con SNPstats se pierde al realizar el andlisis con el paquete
SNPassoc de R.

En cuanto al metabolismo de la CsA, Sharaki et al encontraron una asociacion de la
variante rs4646437 en del gen CYP3A4 con la farmacocinética de CsA a los 3, 6 y 9 meses
después del trasplante. Los portadores del genotipo con el alelo T tenian un requerimiento
de dosis mas alto y niveles minimos ajustados a la dosis mas bajos que los no portadores
(Sharaki et al, 2015). Esta variante se encuentra en la region intronica, a 202 pares de bases
del exon 8, por en disefio de las sondas utilizadas en la secuenciacién no se visualiza en

nuestro estudio.

Otras variantes de este mismo gen implicadas en el metabolismo de la CsA, se
encuentra la variante rs2740574, que aumenta la expresion de la enzima al incrementarse la
afinidad de la unién al factor de transcripcion. Ademds, la variante rs35599367,
identificada en este gen, jugo un papel importante en la expresion de CYP3A4 hepética y
su actividad, asi como en la alteracion del metabolismo de las estatinas, TAC y CsA (Lee

et al, 2013). Ninguna de estas dos variantes fue identificada en nuestros pacientes.

En cuanto a genes que afectan a la farmacodinamica de la CsA, el PPIA es el Unico
gen que codifica una inmunofilina del que se han hecho estudios de su posible implicacién
en trasplante. Moscoso-Solorzano et al investigaron los SNPs rs6850 y rs8177826 en 290
receptores de trasplante renal. Los SNP no tuvieron efecto en la farmacocinética de CsA y
no se encontrd asociacion para el rechazo renal agudo o la funcion retardada del injerto
(Pouché et al, 2016). En nuestro estudio s6lo se encontré un SNP en este gen, la variante
rs6850 presente en 5 pacientes, la cual no presenté asociacion con el RMA o

nefrotoxicidad.

Otra aproximacion a la farmacogenética de la CsA es la asociacidn de las variantes
en los genes de interés con las reacciones adversas, en especial con la nefrotoxicidad.

Jacobson et al, encontraron asociacién entre nueve SNP en los genes XPC, CYP2C9,
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PAX4, MTRR y GAN vy la nefrotoxicidad por CsA. Los SNP en los genes XPC y MTRR se
asociaron con un 57% a 59% menos de riesgo de desarrollar nefrotoxicidad. Los SNP en
los genes CYP2C9, PAX4 y GAN se asociaron con un riesgo de toxicidad de 2.09 a 3.55
veces mayor (Jacobson et al, 2012). De esas 9 variantes, 6 han sido identificadas en
nuestros pacientes (rs2228001, rs1057910, rs1057911, rs1802059, rs2608555, rs1532268),

aunque no hemos encontrado asociacion.

Por lo tanto, aunque en este estudio no encontremos una asociacion significativa
entre estas variantes y en RMA, no se debe descartar la posible implicacion de estos genes
en la farmacocinética y la farmacodinamica de la CsA, el RMA vy el desarrollo de
reacciones adversas. Como podemos observar otros estudios si han confirmado la
implicacion de numerosas variantes que identificamos en nuestros pacientes en la
farmacogenética de la CsA. Ampliar la cohorte de estudio y monitorizar la concentracion
plasmética podria esclarecer las implicaciones de estas variantes en la farmacocineética, la
farmacodinamica de la de la CsA y asociacion con el RMA y el desarrollo de reacciones

adversas.

Respecto a la asociacion de las variantes halladas con el desarrollo de

nefrotoxicidad lo hemos considerado como un objetivo secundario debido a que:

= todos los pacientes recibian otros tratamientos de manera concomitante con la CsA,

= los pacientes presentaban diversas patologias.
Con lo cual, nos era imposible discernir la causa del deterioro de la funcion renal.

Para mitigar las variables de confusion habria que cambiar el enfoque del estudio. Seria
necesario ampliar y garantizar la homogeneidad de la cohorte de estudio, en lo referido a la

terapia inmunosupresora, otras patologias, edad del donante, entre otras.

5.2. Mutacion identificada en el gen CYP3A5

En este estudio hemos descrito la mutacion p.GIn117Ter en el exon 5 del gen
CYP3AS identificada en un paciente del grupo Control. Este gen codifica una enzima de la
superfamilia de enzimas del citocromo P450. Estas proteinas son monooxigenasas que
catalizan muchas reacciones involucradas en el metabolismo de farmacos y la sintesis de

colesterol, esteroides y otros lipidos.
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En este mismo gen se ha identificado otra variante rs776746, que al igual que la
identificada en nuestro estudio origina con un coddén de parada prematuro y codifica una
proteina truncada. Los portadores del alelo salvaje requirieron una dosis mas alta en
comparacion con los portadores de la variante para lograr niveles minimos similares de
TAC. Esto pone de manifiesto la pérdida de funcionalidad de la proteina (Garcia-Roca et
al, 2012). Otros estudios habian confirmado anteriormente esta asociacion, como el
realizado por Anglicheau et al en 106 pacientes con trasplante renal, de los que 97
presentaban la variante en homocigosis. Sin embargo, tras analizar diversos parametros
farmacocinéticos (Co, Cmax, AUCo.4, vida media, entre otros), no se encontré asociacion
entre este SNPs y la farmacocinética de la CsA. La ausencia de esta asociacion puede ser el
resultado del menor papel de la enzima CYP3A5 en el metabolismo de la CsA si lo
comparamos con el TAC (Anglicheau et al, 2004). Ademas, puede que la proteina truncada
no se esté expresando, al actuar el mecanismo de reparacion de degradacion del ARN
mensajero mediada por mutaciones terminadoras, Nonsense-mediated mRNA decay
(NMD). Este mecanismo de reparacion detecta codones de stop prematuros y que evita la

expresion de proteinas truncadas o erroneas (Hug et al, 2016).

Los resultados obtenidos en estos estudios seguramente no podrian extrapolarse a nuestra
mutacion, dado que en nuestro caso la variante se encuentra en el Gltimo exon de otra
isoforma. Aunque los programas de prediccion in silico predigan que esta mutacion es
dafiina, lo mas probable es que no sea apreciable una funcion deficiente, y que las demas
isoformas compensen su funcion (Bai et al, 2010). Sin embargo, seria necesario realizar
estudios funcionales para determinar el papel de esta mutacion c¢.349C>T en la

farmacogenética de la CsA.

6. CONCLUSION

Tras la realizacion de este Trabajo Fin de Master podemos concluir que:

1. Se identificaron 66 variantes: :
o Que podria influir en la farmacodindmica de la CsA: 1 variante en el gen
PPIA,
o Que podrian influir en la farmacocinética de la CsA: 9 en el gen ABCBL, 2
variantes en el gen CYP3A4, 2 variantes en el gen CYP3A5, 7 variantes en el
gen POR,
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o Que podrian influir en la en el desarrollo de reacciones adversas: 9 variantes
en el gen NOD2, 14 variantes en el gen XPC, 14 variantes en el gen MTRR,
1 variante en el gen GAN, 3 variantes en el gen CYP2C9 y 4 variantes en el
gen PAX4.

La frecuencia de las variantes encontradas es muy similar a las descritas en las
bases de datos.

No se encontr¢ asociacion entre las variantes encontradas y el RMA tras realizar un
estudio de asociacion.

No se encontr asociacion entre las variantes encontradas y el desarrollo de
nefrotoxicidad tras realizar un estudio de asociacion.

Se identificéd una mutacion en el gen CYP3AS5 que podria afectar a la funcion de

esta enzima.
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