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Resumen

El abacavir es un farmaco empleado para el tratamiento de la infeccion del virus
de la inmunodeficiencia humana, que se engloba dentro de los analogos de
nucleotidos inhibidores de la transcriptasa inversa. El empleo del abacavir se ha
visto limitado debido a una reaccion de hipersensibilidad que se produce en el 4-
8% de los pacientes que utilizan este tratamiento. Esta reaccion potencialmente
mortal se ha relacionado con diferentes variantes genéticas, la mayoria de ellas
relacionadas con la familia de genes del complejo mayor de histocompatibilidad
(HLA), aunque todavia se desconocen todas las que podrian estar implicadas.
Por ello, el cribado de algunas de estas variantes (marcadores
farmacogenéticos) es una necesidad y una realidad clinica en muchos paises
para avanzar hacia una medicina de precision adaptada al componente genético
de cada paciente. En este trabajo de fin de grado se ha realizado una revision
bibliografica de los marcadores farmacogenéticos identificados hasta el
momento para la prevencion de reacciones de hipersensibilidad al abacavir.
Ademas, se ha llevado a cabo una evaluacion critica de las limitaciones
existentes y futuras perspectivas. Actualmente, el haplotipo HLA-B*57:01 es el
marcador farmacogenético mas utilizado para prevenir esta reaccién de
hipersensibilidad y con mayor evidencia clinica. A pesar de que otros genes se
han asociado a este fenotipo (HLA-DRB1, HLA-DQB1, HCP5, HSPAILL y
ERAP1), todos ellos estan relacionados con el HLA-B*57:01. Los estudios del
genoma completo pueden proporcionar nuevos conocimientos sobre los
mecanismos subyacentes a la hipersensibilidad al abacavir para avanzar hacia

la medicina de precision.

Palabras clave: Abacavir, hipersensibilidad, farmacogenética, HLA-B*57:01,

medicina de precision, SNP.



Abstract

Abacavir is a drug used for the treatment of the infection by the human
immunodeficiency virus. This drug is included among the nucleotide analogues
reverse transcriptase inhibitors and it inhibits the viral replication, improve the
proliferation of T Cells CD4+, and enhance the immune system of the patient.
The use of abacavir has been limited due to a hypersensitivity reaction that
occurs in 4-8% of patients using this treatment. This reaction, which can be fatal,
has been linked to different genetic variants most of them related to the human
leukocyte antigens (HLA) gene family. However, all the genetic variants involved
in this hypersensitivity reaction are still unknown. Screening for some of these
genetic variants (pharmacogenetic biomarkers) is needed and it is a clinical
reality in many countries. In this final degree project, a literature review of the
available pharmacogenetic biomarkers of abacavir hypersensitivity reaction has
been carried out, as well as a critical evaluation of the current limitations and
future perspectives. Currently, the haplotype HLA-B*57:01 is the most widely
pharmacogenetic marker used to prevent this hypersensitivity reaction and with
higher clinical evidence. Despite other genes have been associated with this
phenotype (HLA-DRB1, HLA-DQB1, HCP5, HSPA1L, and ERAP1), all of them
are related to HLA-B*57:01. Genome-wide studies may provide new insights into
the mechanisms underlying the hypersensitivity to abacavir to move towards

precision medicine.

Keywords: Abacavir, hypersensitivity, pharmacogenetics, HLA-B*57:01,

precision medicine, SNP.



Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

ART: Terapia antirretroviral combinada

AS-PCR: PCR especifica de alelo

CPA: Células presentadoras de antigenos profesionales

CNVs: Variacion en el nimero de copias

DRESS: Reaccidén a medicamentos con eosinofilia y sintomas sistémicos
EMA: Agencia Europea del Medicamento

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
GWAS: Estudio de asociacion de genoma completo

HLA: Antigeno leucocitario humano

HERV: Retrovirus endégeno humano

HSP70: Proteina de choque térmico 70

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

WGS: Secuenciacion del genoma completo

WES: Secuenciacién del genoma completo



INTRODUCCION

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1) es capaz de infectar y destruir
los linfocitos T CD4 del hospedador generando una inmunodeficiencia. Este
causa una infeccion caracterizada por un periodo asintomatico variable,
normalmente afios, seguido de episodios de gravedad variable y creciente que
puede acarrear la muerte del paciente si no es tratado (1). Durante el proceso de
infeccion, el genoma de este virus (ARN, acido ribonucleico, de cadena sencilla)
es procesado por la transcriptasa inversa para sintetizar moléculas de acido
desoxirribonucleico (ADN) que pueden insertarse en el genoma de las células
infectadas (2). El tratamiento consiste en la terapia antirretroviral combinada
(ART) donde se combinan diferentes farmacos antirretrovirales para suprimir la
replicacion del VIH-1, aumentar los linfocitos niveles de linfocitos T CD4+, y asi

mantener la infeccion latente y disminuir la mortalidad de la misma (3).

Como parte de la ART se suele emplear el farmaco antirretroviral abacavir. Este
forma parte de la familia de los inhibidores de la transcriptasa inversa analogos
de nucleésidos formulado como un profarmaco que, una vez activado por
fosforilacion, inhibe dicha transcriptasa inversa y asi la replicacion del virus (2).
No obstante, el uso del abacavir esta limitado por el desarrollo de una reaccion
de hipersensibilidad grave y comun (4-8%) (2,4—7) caracterizada por la aparicion
de sintomas que incluyen: erupcion cutdnea, fatiga, fiebre, sintomas
gastrointestinales (nduseas, vomitos y dolor abdominal) y sintomas respiratorios
(disnea, tos). La interrupcion del tratamiento detiene la evolucion de estos
sintomas, pero futuros contactos pueden provocar la reaparicion de reacciones

alérgicas potencialmente mortales (5).

Este sindrome de hipersensibilidad se ha relacionado extensamente con
variantes genéticas de la familia de genes que codifican el complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA, del inglés human leukocyte antigen), en especial con
el HLA-B (6,8,9). En concreto, este tipo de variantes genéticas son los
denominados polimorfismo de un solo nucleétido (SNP, del inglés single
nucleotide polymorphism), que consiste en el cambio de una base nitrogenada
por otra que afecta a un solo nucle6tido de ADN vy tiene al menos una frecuencia

en la poblacion >1% (Figura 1A) (10). Las versiones posibles que podemos



encontrar para cada SNP se denominan alelos. Durante la meiosis y
recombinacion de cromosomas, aquellos SNPs muy préximos entre si tienden a
coheredarse de manera conjunta en forma de bloques que se transmiten entre
generaciones con una baja incidencia de recombinacion. Este conjunto de SNPs
gue se coheredan en un mismo bloque se denominan haplotipo, y se encuentran
en desequilibrio de ligamiento (8,11) (Figura 1B). Para el caso de los haplotipos

de HLA se ha desarrollado una nomenclatura concreta (Figura 2).

La farmacogenética emerge como el estudio de las variantes genéticas que se
asocian con la respuesta a farmacos tanto desde el punto de vista de la
farmacodinamia, farmacocinética, como aparicion de efectos adversos (12).
Estas variantes con capacidad predictora de respuesta a tratamiento se
denominan marcadores farmacogenéticos. La farmacogenética es una de las
bases fundamentales de la medicina de precision, que busca la caracterizacion
de un individuo para adaptar la estrategia terapéutica de manera personalizada
en base a su componente genético y/o conocer la predisposicion a una
enfermedad determinada (13). En el caso del tratamiento con abacavir, la
aparicion de reacciones de hipersensibilidad potencialmente mortales
condicionadas por el componente genético del individuo hacen necesaria la
implementacion de protocolos de farmacogenética e identificacion de

marcadores genéticos para poder comenzar un tratamiento.
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Figura 1. A) Polimorfismo de un solo nucle6tido, haplotipo y alelo. B) Nomenclatura de
haplotipos de los genes HLA (2).

OBJETIVOS
Los objetivos planteados en este Trabajo Fin de Grado son:

1. Realizar una revisién bibliografica sobre el empleo de marcadores
farmacogenéticos empleados en la terapia con abacavir.

2. Llevar a cabo una revisibn critica de la informacion recopilada,
limitaciones, futuras perspectivas y aplicabilidad clinica.

MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de este trabajo se llevé a cabo una busqueda bibliogréafica en
la base de datos PubMed. Para ello, se empled diferentes combinaciones de las

siguientes palabras claves: pharmacogenetics, abacavir, y hypersensitivity. Las
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publicaciones fueron seleccionadas si cumplieron los siguientes criterios de

inclusion:

1) Tipo de articulo, incluyendo Libros y Documentos, Ensayos Clinicos,
Ensayo Controlado Aleatorio, Revision Sistematica, Cartas, Articulo de
Revista, Editorial.

2) Indice de impacto JCR, seleccionando articulos incluidos en los cuartiles
Qly Q2.

3) Fecha de publicacion, seleccionando articulos de los dltimos diez afos,

incluyendo algunos anteriores encontrados a partir de otros articulos.

La adecuacién de los resultados encontrados en base a los criterios planteados
fue valorada de forma secuencial en base a 1) titulo, 2) resumen y 3) texto
completo. Ademas, se emplearon las bases de datos publicas de referencia en
farmacogenética como PharmGKB para complementar la busqueda bibliografica

realizada.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. GENES HLA Y REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD A ABACAVIR

La reaccion de hipersensibilidad desencadenada por abacavir es considerada
como “Reaccion a medicamentos con eosinofilia y sintomas sistémicos
(DRESS)”. El sindrome DRESS es potencialmente mortal y se caracteriza por
una serie de manifestaciones dermatolégicas, siendo caracteristica la erupcién
morbiliforme eritematosa, y sistémicas, incluyendo alteraciones hematolégicas,

gastrointestinales, hepaticas, renales, cardiacas, neuroldgicas y endocrinas (6).

Las proteinas codificadas por los genes HLA son glucoproteinas de membrana
responsables de presentar los antigenos a los linfocitos T, los cuales
desencadenan la respuesta inmune. Su denominacién se debe a su papel en el
rechazo de tejidos extrafios dado que cada persona mostrara unas moléculas
HLA especificas diferentes de las presentes en el tejido de otro paciente (14).
Dependiendo de la estructura y funcion de dichas proteinas, esta familia de

genes se puede clasificar en tres subgrupos (Tabla 1).



Tabla 1. Clasificacién de la familia de genes HLA (2,6,14).

Proteina codificante

Clase Genes
Clase | HLA-A
HLA-B
HLA-C
Clase Il HLA-DR
HLA-DP HLA-DQ
Clase Il Localizados entre los genes de

Clase |y Clase Il

Se localizan en la superficie celular participando en la
presentacion de antigenos a las células T CD8+. Esta
compuesta por dos cadenas polipeptidicas (cadena ay
cadena B)

Solo se expresan en las células presentadoras de
antigenos profesionales (CPA) y la mayoria de los
péptidos son de origen exégeno. Presentan antigenos
a las células T CD4+. Estan compuestas por dos
cadenas polipeptidicas (a y B) muy similares
estructuralmente a las de la clase I.

fundamental en la

Moléculas del complemento,

respuesta inmune, una citoquina: factor de necrosis

tumoral alfa, TNF-a, y ERAP1.

1.1 HAPLOTIPO HLA-B*57:01 EN LA HIPERSENSIBILIDAD AL ABACAVIR

Se han planteado diferentes modelos para explicar los mecanismos subyacentes
a las reacciones de hipersensibilidad a farmacos mediante la activacion de
células T dependiente de moléculas del HLA (Tabla 2). El modelo mas apoyado
para explicar la reacciéon de hipersensibilidad desencadenada por el abacavir es
el modelo del repertorio alterado. El abacavir es capaz de unirse de forma no
covalente a la molécula HLA-B dentro del surco de union al antigeno durante su
etapa de sintesis en el reticulo endoplasmatico en individuos que presentan el
haplotipo HLA-B*57:01. Esta interaccién produce cambios en la hendidura de
unién a antigenos del HLA y se altera el conjunto de péptidos que pueden unirse
al HLA, provocando la aparicién de estas reacciones de hipersensibilidad graves
(15). En concreto, esta union aumenta la afinidad de union de HLA a péptidos

con una valina, alanina o isoleucina en el extremo C-terminal (Figura 2).



Tabla 2. Modelos de reaccién de hipersensibilidad a farmacos (6).

Modelo

Mecanismo

Ejemplo

Modelo

del

hapteno/prohapteno

Modelo p-i

Modelo de

alterado

repertorio

Un metabolito del farmaco se une
covalentemente o se haptena con
proteinas de alto peso molecular. Estas
proteinas adquieren propiedades
inmunogénicas y desencadenan una
respuesta inmune mediada por la
presentacion de moléculas HLA a células
T. Exposiciones reiteradas células T de
memoria.

El farmaco da lugar a una respuesta
inmune especifica cuando interactia
directamente con receptores del sistema
inmune (incluyendo HLA) sin fase de
sensibilizacion. La hipersensibilidad es
independiente de la metabolizacion

El farmaco es capaz de alterar el
repertorio de péptidos propios que se
presentan a las células T al localizarse en
un lugar especifico de la hendidura de

union al antigeno de la molécula HLA.

Penicilinas

Lidocaina

Abacavir

A 50000
HLA-B*57:01

IC50 [nM]

*

0 no abcavir 3 l

B 1 mg/ml abacavir
5000

|
.
1811

w
(=]
(=]

A

Figura 2. Afinidad de moléculas HLA frente a bibliotecas de péptidos con un

determinado residuo en el extremo C-terminal en pacientes con haplotipo HLA-B*57:01

en ausencia y presencia de abacavir (11). En el eje X se representan los residuos C-

terminales: triptéfano (W), fenilalanina (F), isoleucina (I), leucina (L), metionina (M),

10



valina (V) y alanina (A). En el eje y se representa la concentracion media inhibitoria

(IC50). Las diferencias significativas se representan con asteriscos (15).

La relacion existente entre el haplotipo HLA-B*57:01 y la reaccion de
hipersensibilidad a abacavir se describié por primera vez en 2002 en estudios
independientes (7,8). En ellos se observé la presencia de este haplotipo en un
55% y 78% de los pacientes hipersensibles al abacavir. No obstante, estos
estudios incluyeron mayoritariamente a poblaciones caucasicas con baja
representacion de mujeres. Ademas, los autores reconocen una serie de
limitaciones como es haber subestimado las posibles reacciones a otros
medicamentos diferentes a abacavir. Estudios posteriores incluyeron otras
poblaciones como africanos, afrodescendientes e hispanos, en los que la
frecuencia del HLA-B*57:01 era bastante menor (9). En hispanos se observé de
nuevo la misma relacion con las reacciones de hipersensibilidad al abacavir, pero
no en poblaciones de ascendencia africana. Sin embargo, este estudio estuvo
limitado por la elevada presencia de falsos positivos en poblaciones con pocos
portadores de HLA-B*57:01 (16).

El diagnéstico de una reaccion de hipersensibilidad puede resultar complicado
por la gran variedad de sintomatologia que también puede ocasionarse por otros
cuadros clinicos (17). El diagndstico incluye la historia clinica, examen fisico,
informacion sobre la reexposicion y remision, pruebas de laboratorio
complementarias e investigaciones sobre el trastorno y la afectacion de los
organos. Entre todas ellas, la prueba del parche es la méas especifica y
clinicamente util en la determinacion de hipersensibilidad al abacavir (17). Esta
se basa en la penetracién del farmaco desde un parche hasta la epidermis y la
aparicion de reacciones de hipersensibilidad cutaneas en individuos
hipersensibles (Figura 3). Mientras que el juicio clinico permite obtener una
especificidad mayor (probabilidad de clasificar a un individuo sano como tal), la
prueba del parche tiene mayor sensibilidad (probabilidad de identificar a un
individuo hipersensible como tal) (18,19). Por ello, la aplicacion de esta técnica
en cribados de HLA-B*57:01 constituye una alternativa para reducir el nimero

de falsos positivos en estos estudios.
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Figura 3. Esquema del modelo propuesto para la prueba del parche en la deteccion de
hipersensibilidad al abacavir (17). (a) Tras la sensibilizacién, la prueba (b) se basa en la
penetracion del abacavir hasta la epidermis (i) donde se forma un metabolito del
farmaco. Este se conjuga con proteinas del huésped para formar un antigeno. (iii) Las
células epidérmicas de Langerhans reconocen dichos conjugados. Estas células
presentan los antigenos a través de moléculas del HLA. (iv) La presentacién de los
antigenos provoca la migracion de los linfocitos T CD8+ hacia la piel liberando citoquinas

y quimiocinas proinflamatorias que provocan la respuesta localizada.

Por otro lado, la prevalencia del haplotipo HLA-B*57:01 varia de forma
considerable entre distintas poblaciones (Tabla 3). La prevalencia tan baja
encontrada en numerosas etnias ha llevado a cuestionar la utilidad del cribado
de HLA-B*57:01. Sobre todo en poblaciones con recursos econdmicos limitados,
donde podria sustituirse por la observaciéon clinica o emplear la prueba del

parche para confirmar retrospectivamente la hipersensibilidad a abacavir (20).
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Tabla 3. Frecuencia del haplotipo HLA-B*57:01 en diferentes poblaciones (21).

Poblacién Rango de frecuencias de portadores de HLA-
B*57:01 (%)

Europea 1,4-10,2
Latina 1,1-3,1
Africana 0,0-3,2
Oriente Medio 0,5-6,0
Mexicana 0,0-4,0
Asiética 0,0-6,7
India (Sudoeste asiatico) 3,8-19,6

1.2 TECNICAS DE GENOTIPADO

Existen diferentes técnicas para detectar si un individuo es portador del haplotipo
HLA-B*57:01. La técnica de referencia es la tipificacion directa basada en la
secuencia. Para ello se amplifica la region genémica correspondiente a HLA-B
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polymerase
chain reaction) y posteriormente se determinan los nucledtidos presentes en
todas las posiciones de dicho gen, y, en base a ello, determinar los haplotipos
gue presenta el paciente. Esto permite la identificacién de cualquier otra variante
de este haplotipo. Sin embargo, el alto consumo de tiempo y recursos limita el
uso de esta prueba para la identificacién exclusiva del haplotipo HLA-B*57:01
(21). Como alternativa surge la PCR especifica de alelo (AS-PCR). En este caso,
los cebadores se disefian especificamente para dicho haplotipo, de modo que
no amplifican ningun otro alelo. Los resultados se expresan como “positivo” si es
portador de HLA-B*57:01 o bien como “negativo” si no lo es (21). Los resultados
obtenidos con AS-PCR mantienen una concordancia casi perfecta con los
resultados de la tipificacion basada en la secuencia y son consistentes entre los

diferentes centros de analisis. (21)

El screening del haplotipo HLA-B*57:01 mediante estas técnicas ha demostrado
una gran eficacia en la reduccion de la incidencia de reacciones de
hipersensibilidad en individuos expuestos a abacavir (18,19) (Figura 4). Dada
todas las evidencias reportadas que sustentan la relacion entre la presencia del

haplotipo HLA-B*57:01 y la hipersensibilidad a abacavir, instituciones
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reguladoras del uso de medicamentos de referencia como la Agencia Europea
del Medicamento (EMA) (22) y la Administracién de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos (FDA) (2,22), establecen la necesidad de realizar una
prueba para determinar la presencia del haplotipo HLA-B*57:01 antes de

comenzar un tratamiento con abacavir (Tabla 4).
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Figura 4. Tendencias en el cribado de HLA-B*57:01 e hipersensibilidad adjudicada por
juicio clinico por afio (23).

Tabla 4. Recomendaciones del empleo de abacavir en funcion de HLA-B*57:01 (2,24).

Genotipo Implicaciones para Recomendaciones Nivel de
medidas fenotipicas para abacavir evidencia
Ausencia Riesgo bajo de Usar abacavir segunlas Fuerte
haplotipo hipersensibilidad al abacavir pautas de dosificacion
*57:01 (~94% de los pacientes) estandar

Presencia de Riesgo significativamente No se recomienda Fuerte

al menos un aumentado de utilizar abacavir
haplotipo hipersensibilidad al abacavir
*57:01 (~6% de los pacientes)

14



2. OTROS MARCADORES FARMACOGENETICOS

A pesar de todo lo expuesto, se han reportado pequefias discrepancias respecto
a los valores predictivos positivos y negativos de la determinaciéon de HLA-
B*57:01. El valor predictivo positivo se refiere a la probabilidad de presentar
hipersensibilidad al abacavir por ser portador del haplotipo HLA-B*57:01, siendo
el valor predictivo negativo la probabilidad de no experimentar dicha reaccion al
no ser portador del haplotipo (25). Algunos estudios han reportado valores
predictivos positivos y negativos en torno a un 80% y 97%, respectivamente
(7,18), pero en otros casos se han reportado valores predictivos positivos de tan
solo un 45-55% (4,18). Estas diferencias pueden estar relacionadas con el
meétodo de diagndstico de la hipersensibilidad, la poblacion seleccionada, o bien
la consideracion de la administracién conjunta de otros medicamentos. Ademas,
cabria la posibilidad de que los péptidos que pueden unirse a la molécula de HLA
ante la presencia del abacavir sean genéticamente polimérficos y solo puedan
generar la hipersensibilidad en determinados pacientes. Asimismo, debe tenerse
en cuenta la existencia de otros marcadores diferentes al HLA-B*57:01
implicados en la hipersensibilidad a abacavir como los indicados a continuacion
(7,18).

2.1 HLA-DRB1y HLA-DQB1

A lo largo de la regidbn gendmica en la que se encuentra la familia de genes HLA,
se ha descrito un importante desequilibrio de ligamiento de variantes genéticas.
De esta manera, es posible definir haplotipos de mayor extensién que incluyen
variantes en diferentes genes que se conocen como haplotipos ancestrales.
Cada uno de estos haplotipos ancestrales puede incluir alelos especificos o, por
el contrario, alelos presentes en diferentes haplotipos ancestrales. En el caso de
HLA-B*57:01, este se encuentra en el haplotipo ancestral 57.1, donde podemos
encontrar otros alelos/haplotipos como HLA-DRB1*0701 (HLA-DR7) y HLA-
DQB1*0303 (HLA-DQ3) (Tabla 5) (8).

De este modo, un estudio realizado en 2002 (8) muestra una alta presencia en
la poblacién hipersensible a abacavir de los haplotipos HLA-B*57:01, HLA-DR7
y HLA-DQ3, siendo la frecuencia de todos ellos en torno a un 75%. No obstante,

la presencia conjunta de estos tres haplotipos no se observé en ningun paciente
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tolerante. Asi, la tipificacion de estos tres marcadores de manera conjunta
demostré una mejor capacidad predictora con un valor predictivo positivo para
hipersensibilidad al abacavir de un 100% y un valor predictivo negativo del 97%.
Si bien es cierto que los resultados son prometedores, hay que considerar que
el diagnostico de la hipersensibilidad se baso en el juicio clinico, lo que podria
limitar los resultados. Ademas, otro condicionante es la falta de diversidad étnica,
siendo necesaria la realizacion de estudios que incluyeran poblaciones no

caucasicas.

2.2 HCP5

El gen HCP5 se localiza en la region codificante correspondiente al complejo
mayor de histocompatibilidad de clase | entre los genes MICA y MICB y proximo
a HLA-B. Se trata de un gen exclusivo de la especie humana que codifica un
ARN no codificante compuesto en parte por la secuencia antisentido interna de
un retrovirus endégeno humano (HERV, del inglés human endogenous
retrovirus) (26) (Tabla 5). Los HERV son secuencias de ADN procedentes de
retrovirus infecciosos exdgenos integrados en células de la linea germinal que
han perdido su capacidad de reinfectar (27). Se ha demostrado el papel
regulador de HCP5 en el sistema inmune, asi como su relacion con
enfermedades autoinmunes y cancer (26). En base a los patrones de
desequilibrio de ligamiento, se ha identificado que el SNP rs2395029 localizado
en HCP5 se cohereda junto con HLA-B*57:01 (28). Asi, se ha propuesto que esta
variante actie como tag-SNP de HLA-B*57:01, es decir, que el genotipado de
este polimorfismo nos permita inferir si el individuo presenta o no el haplotipo
HLA-B de riesgo. El genotipado de HCP5 supone una gran ventaja con respecto
a la tipificacion de HLA-B*57:01 en términos econdmicos y sencillez, pero existen
discrepancias respecto a si esta aproximacion puede sustituir la tipificacion de
HLA-B*57:01 (28). Previamente se ha observado una sensibilidad del 100% y
una especificidad del 99% para la presencia de HLA-B*57:01 cuando el individuo
es portador del alelo G en comparacion con el alelo T del SNP rs2395029 . Asi
como un valor predictivo negativo del 100% y un valor predictivo positivo del
94%, respecto a la presencia de HLA-B*57:01. Por tanto, presentar este SNP
implicaria una muy alta probabilidad de ser positivo para HLA-B*57:01 y, por ello,
de tener un alto riesgo a desarrollar reacciones de hipersensibilidad (28). Sin
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embargo, en la region del HCP5 se ha descrito la presencia de variantes del
namero de copias (CNVs, del inglés Copy Number Variations) y depleciones (26).
De este modo, si solo se emplea el genotipado de HCP5 para determinar la
presencia de HLA-B*57:01 podria obtenerse un resultado negativo para
rs2395029, cuando en realidad hay una deplecion del gen (29). Por otro lado,
aunque se ha hablado de un desequilibrio de ligamiento completo (30), otros

estudios sugieren lo contrario (28,29).

2.3 HSPAI1L

Se ha identificado una region relacionada con el desarrollo de hipersensibilidad
en el grupo de genes que codifican para las proteinas de choque térmico 70
(HSP70) (31). Dentro de los mismos se encuentra el gen HSPA1L (HSP70-
HOM) que codifica una proteina HSP70 que protege a las proteinas de la
agregacion y regula el plegamiento de las recién traducidas (32) (Tabla 5).
Ademas, las proteinas HSP70 participan en la presentaciéon de antigenos
exdgenos a las células T CD8+ y en la respuesta inflamatoria mediada por
citoquinas. Dado que el residuo 493 esta localizado en el dominio de unién a
péptido de la molécula HSC70, HSP70-HOM M493T puede afectar

potencialmente a la union de antigenos a las proteinas Hsp70 (31).

En este gen HSPALL se ha descrito el SNP HSP70-Hom M493T donde el cambio
de una timina por una citosina implica un cambio de metionina a treonina
(M493T) (31). Un estudio realizado por Martin A. et al (31) investigo la presencia
de este polimorfismo junto con HLA-B*57:01, mostrando que el empleo de ambos
marcadores como herramienta de cribado supone una mejora para determinar la
susceptibilidad a la hipersensibilidad frente a la determinacién Unica de HLA-
B*57:01. Asi lo demuestran los valores predictivos negativos y positivos para la
combinacion de HLA-B*57:01 y este polimorfismo, que fueron de 93,8% y 99,5%,
respectivamente. En este estudio también se evaluo la tipificacion conjunta de
HLA-DR7 y HLA-DQ3 junto con HLA-B*57:01, y, a pesar de que estos
marcadores demostraron un valor predictivo positivo mayor (100%), el negativo

fue ligeramente menor (98,4%).
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2.4 ERAP1

ERAP1 es un gen que codifica para una aminopeptidasa que presenta un papel
fundamental en el recorte de péptidos, proceso esencial para ajustar los péptidos
a la longitud correcta requerida para su presentacion en las moléculas del HLA
de clase | (Tabla 5) (33). El extremo C-terminal de las proteinas que actian
como sustrato influye en la actividad de ERAP1, teniendo preferencia por
aguellos péptidos con aminoacidos hidréfobos o aroméaticos en el extremo C-
terminal (como el triptéfano, leucina, fenilalanina y valina) (5). Como se ha
descrito previamente, abacavir afecta el repertorio de péptidos a los que se unen
las moléculas codificadas por HLA-B*57:01, favoreciendo la union de péptidos
con valina o leucina, los cuales a su vez son los que presentan mayor afinidad
ante el recorte de péptidos mediado por ERAP1. Ademas, un estudio reciente ha
reportado que existen diferentes haplotipos para ERAP1, determinados por
nueve SNPs, que codifican para enzimas con diferente actividad enzimatica
(alotipos), observando que aquellas con hipoactividad son mas frecuentes en

tolerantes. (5).

18



Tabla 5. Resumen de los marcadores farmacogenéticos implicados en la hipersensibilidad al abacavir.

Variacién Tipo de variaciéon Gen Cromosoma Localizacion* Proteina codificada Referencias
genética
HLA- Haplotipo HLA-B 6: 31353875- Cadena pesada de las moléculas HLA de clase I. Estas moléculas se (34)
B*57:01 31357179 encargan de presentar péptidos derivados del lumen del reticulo
endoplasmatico. Se localizan en la superficie de casi todas las células.
HLA- Haplotipo HLA- 6: 32578775- Cadena beta de las moléculas HLA de clase Il. Moléculas formadas por una  (35)
DRB1*0701 DRB1 32589848 cadena alfa y otra beta, ambas ancladas en la membrana. Presentan
(HLA-DR7) péptidos derivados de proteinas extracelulares y se expresan en las CPA.
HLA- Haplotipo HLA- 6: 32659467-  Cadena beta de las moléculas HLA de clase Il. Estas moléculas estan (36)
DQB1*0303 DQB1 32666657 formadas por una cadena alfa y otra beta, ambas ancladas en la membrana.
(HLA-DQ3) Presentan péptidos derivados de proteinas extracelulares y se expresan en
las CPA.
rs2395029 SNP HCP5 6: 31463180-  ARN no codificante compuesto en parte por la secuencia antisentido interna  (37)
31465809 de un HERV.
HSP70- SNP HSPA1L 6:31809619- HSP70. Las proteinas de choque térmico estabilizan las proteinas (32)
Hom 31815283 existentes contra la agregacion y median el plegamiento de las proteinas
M493T recién traducidas. Participan en la presentacion de antigenos a las células
T CD8+, asi como en la respuesta de las citoquinas. El gen esté situado en
laregion de HLA de clase lll, con dos genes que también codifican isoformas
de HSP70.
Alotipos Haplotipos** ERAP1 5:96760273- Aminopeptidasa con un papel fundamental en el recorte de péptidos, (33)
deficientes 96935983 proceso necesario para generar los péptidos de unién al HLA de clase I.

*Posicion basada en el ensamblaje del genoma humano GRCh38.p13.

** |_os haplotipos que definen el fenotipo hipoactivo o eficiente se basan en un estudio de Ombrello MJ, Kastner DL, Remmers EF. Endoplasmic reticulum-associated amino-peptidase 1
and rheumatic disease: genetics. Curr Opin Rheumatol. 2015. 27(4):349-356.
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3. LIMITACIONES Y FUTURAS PERSPECTIVAS

La existencia de diferentes marcadores en desequilibrio de ligamiento con el
haplotipo HLA-B*57:01 abre la posibilidad de realizar nuevos estudios en busca
de marcadores farmacogenéticos que puedan complementar o incluso sustituir
al genotipado de HLA-B*57:01. La identificacion de estos otros marcadores
presentados en este trabajo muestra una serie de ventajas al requerirse técnicas
mas baratas y sencillas (26), aunque estos SNPs no siempre estan en
desequilibrio perfecto con HLA-B*57:01 o no se encuentran en todos los
individuos que generan hipersensibilidad (28,29). Sin embargo, esta ultima

limitacién est& presente también con HLA-B*57:01 (8,28).

Ademas, en los estudios realizados hasta la actualidad suele haber sesgos por
poblaciones y por sexo, pues se ha incluido mayoritariamente a hombres de
poblaciones caucasicas (8,31). Asimismo, en muchos estudios el diagndstico
clinico de la reaccion de hipersensibilidad no es del todo preciso, ya que este
requiere de la combinacion de diferentes técnicas como el juicio clinico y la
prueba del parche (4,8). Por ultimo, hay que tener en cuenta que la mayoria de
los estudios realizados estan centrados en HLA-B*57:01, y son pocos los
realizados hasta el momento sobre el resto de marcadores farmacogéneticos a
pesar de los altos tamafios muestrales empleados (200-1888 pacientes)
(8,28,29,31). Por tanto, aunque HLA-B*57:01 no permite predecir con total
certeza la hipersensibilidad al abacavir, el cribado de HLA-B*57:01 no es
sustituible por ningn otro marcador. Son necesarios un mayor numero de
estudios, que a su vez corrijan las limitaciones de los realizados hasta el
momento, para poder identificar nuevos marcadores farmacogenéticos de

prediccidon de respuesta al abacavir con una evidencia clinica robusta.

La busqueda de marcadores de reaccion de hipersensibilidad a abacavir se ha
centrado en los genes de la familia HLA, pero ello no implica que otros genes a
puedan estar participando en esta reaccion de hipersensibilidad. Por tanto, seria
interesante llevar a cabo estudios farmacogenéticos sin ninguna hipotesis previa
gue permitan identificar variantes genéticas a lo largo de todo el genoma
responsables de la hipersensibilidad al abacavir. Entre ellos encontramos los

estudios de asociacion del genoma completo (GWAS, del inglés genome-wide
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association study) y la secuenciacion del genoma completo (WGS, del inglés
whole genome sequencing), aproximaciones donde se analiza variantes
genéticas a nivel gendmico en busca de marcadores genéticos que ayuden a
predecir la respuesta al tratamiento (38). Asimismo, la secuenciacion de exomas
(WES, del inglés whole exome sequencing) emerge como una alternativa mas
econdmica a WGS, pues se centra Unicamente en analizar las regiones del
genoma que codifican proteinas, dado que la mayoria de variantes genéticas
patogénicas estan situadas en los exones o regiones codificantes de los genes.
(39). Hasta la actualidad no se ha realizado ningun estudio genémico sobre la
respuesta de hipersensibilidad a abacavir, por lo que los GWAS, WGS o WES
serian una alternativa en futuros estudios para descubrir los mecanismos

moleculares subyacentes a estas reacciones de hipersensibilidad.

21



Conclusiones
1. Actualmente HLA-B*57:01 es el marcador farmacogenético con mayor

evidencia clinica para la prevencion de la reaccion de hipersensibilidad al
abacavir.

2. Se ha descrito otros marcadores farmacogenéticos con resultados
prometedores que podrian completar el cribado de HLA-B*57:01.

3. Los estudios a nivel genémico permitirian conocer con mayor detalle los
mecanismos subyacentes a la hipersensibilidad a abacavir y la

identificacion de nuevos marcadores farmacogenéticos.
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