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OBJETIVOS:

e General:
B Valorar la expresion de moléculas en orina como TGF-3;, Perforina, virus
BK y I8S en pacientes pediatricos post operados de trasplante renal.

e Especificos:
B Conocer la expresion de TGF-B; en pacientes post-operados de trasplante
renal con rechazo cronico.
B Conocer la expresion de perforina en pacientes post-operados de trasplante
renal con rechazo agudo.



ANTECEDENTES:

La enfermedad renal crénica tiene implicaciones diferentes en los nifios que en los adultos,
ya que afecta directamente el desarrollo normal. Actualmente el trasplante renal es un
tratamiento bien establecido de la insuficiencia renal terminal. Se estima en unos 250.000
los trasplantes renales efectuados hasta ahora en el mundo, en nuestro pais suman cerca de
1.500. Se reporta que en el HIMFG el 57% de los pacientes trasplantados entre 1967-1981
fallecieron por rechazo y sepsis, aunque se ha observado que la sobrevida del injerto se ha
incrementado y que es mejor en los pacientes con rifion de donador vivo relacionado que en
los pacientes con rifion cadavérico (80% contra un 68% respectivamente). Los nifios tienen
la mejor sobrevida del injerto sobrepasando la que tienen los adultos receptores de rifidon
con HLA idéntico, sin embargo los adolescentes tienen la menor sobrevida del injerto a
largo plazo y se ha atribuido a mala adherencia terapéutica. La mortalidad en el HIMFG ha
mostrado una disminucion dréstica, siendo actualmente 4.3%, similar a la que presenta
NAPRTCS de 4.8% esta mejoria se atribuye a una mejor inmunosupresion y vigilancia en

el periodo pos-trasplante'".

A los tres afios pos-trasplante casi 70% de nuestros pacientes han presentado un rechazo
agudo comparado con 60% de NAPRTCS cabe mencionar que si se analiza por afio de
trasplante cada vez tenemos menor incidencia de rechazo gracias a los nuevos esquemas de
inmunosupresion que incluyen el uso de anti-CD25 (basiliximab), inhibidores de

. . . . . . 1
calcineurina, mofetil micofenolato y sirolimus".

La biopsia renal es el estandar de oro para el diagnostico de rechazo agudo, pero aunque se
han disminuido las complicaciones asociadas al procedimiento tales como hematuria,
anuria, hematoma perirenal, sangrado, choque, fistulas arteriovenosas, y perdida del injerto
no se han erradicado por completo, por lo que es de gran importancia disefiar métodos
diagnosticos no invasivo con la finalidad de disminuir estos riesgos. En los ultimos afios
muchos investigadores se han encargado de describir nuevas estrategias para el seguimiento
de los pacientes con trasplante renal, entre las que destacan la aplicacion de técnicas de
biologia molecular, todo esto gracias al proyecto gendmico “ que contd con el objetivo
fundamental de revelar la totalidad de los genes que comprenden el genoma humano,
identificandose 30 000.

Actualmente el acido ribonucleico puede aislarse facilmente de células del sedimento
urinario y ser utilizado para medir la expresion de diversas moléculas en forma cuantitativa



por medio de PCR en tiempo real, por ejemplo se ha observado que la determinacion de la
expresion de Granzima B y Perforina permiten establecer el diagnostico de rechazo agudo
en pacientes adultos con una sensibilidad y especificidad de 80% sin necesidad de realizar
una biopsia renal®. La busqueda de otro tipo de moléculas tales como CD103, IP9 permite
predecir el grado de infiltracion tubular y provee informacion sobre la fisiopatologia del
rechazo®”. La PCR en orina también puede ser utilizada para cuantificar la expresion de
agentes patdogenos capaces de producir nefritis y disfuncion del injerto, como es el caso del
virus BK(1), La nefritis por virus BK se ha se identificado como una causa importante de
disfuncion y pérdida del injerto renal que se observa cada vez con mayor frecuencia debido
a la introduccion de nuevos y mas potentes agentes inmunosupresores. El estandar de oro
para el diagndstico de nefritis es la biopsia renal, sin embargo este procedimiento esta
sujeto a errores de muestreo principalmente en lesiones focales y si no se cuenta con
inmunohistoquimica puede confundirse con otras causas de disfuncién del injerto tales
como rechazo y toxicidad por medicamentos. También se han empleado técnicas basadas
en la deteccion del ADN viral sin embargo no son capaces de distinguir entre una infeccion
latente y la reactivacion. Recientemente se describio el uso de PCR en tiempo real
estudiando la expresion de ARN mensajero en vez de ADN en células del sedimento
urinario como un método confiable y no invasivo para establecer el diagnostico de nefritis
por virus BK en pacientes adultos con trasplante renal®. No se sabe si los valores de corte
empleados en adultos pueden extrapolarse a la poblacion pediatrica, en quienes la
proporcion de pacientes que cursan con primoinfeccion es mayor. Actualmente se lleva a
cabo un estudio en nuestro hospital en donde se determina si hay infeccion activa por
virus BK mediante la cuantificacion por PCR en orina en forma trimestral en todos los
pacientes con trasplante renal.

Contamos con algunos estudios en la literatura internacional que se enfocan en descubrir el
papel de la expresion génica de diferentes moléculas que pueden funcionar como
marcadores de rechazo en pacientes trasplantados renales como es el caso de TGF-f; quien
tiene una funcién importante en procesos inmunes e inflamatorios y que actua como un
quimio-atrayente para fibroblastos.®

El factor transformador de crecimiento TGF-B; es una molécula con multiples acciones en
la reparacion tisular y con potentes propiedades fibrogénicas®™. Diferentes estudios se han
dado a la tarea de mostrar los mecanismos de accion de este factor asi como sus
propiedades y caracteristicas de accion. Se ha encontrado que las propiedades
inmunosupresoras y pro inflamatorias del TGF-B; requieren de bajas concentraciones
séricas a diferencia de las altas concentraciones necesarias para inducir fibrosis mediante la
inhibicién de colagenasas y metaloproteasas '”. Se ha observado que juega un papel
importante en el desarrollo de fibrosis tisular ya que su principal propiedad es la promocion
de la matriz celular principalmente de coldgena lo que ha generado la demostracion en
muchos estudios del desarrollo de glomérulonefritis proliferativa mesangial, nefropatia
diabética, enfermedades glomerulares crdnicas, rechazo alogénico crénico y toxicidad
crénica de la ciclosporina®. Otros estudios por inmunohistoquimica en biopsias renales
detectaron una alta expresion del TGF-B; en rechazo cronico, asi como en el agudo
encontrandose principalmente en areas de fibrosis completa y zonas de esclerosis global por
lo que se ha propuesto a esta molécula de expresion como un marcador de glomerulopatia
alogénica’*'?. Por todo esto se puede concluir que contamos con datos que documentan la



expresion de TGF-B; séricos y en biopsia que fundamentan el rol de esta molécula en la
fibrosis intersticial y nefropatia cronica del injerto. Finalmente ya tenemos reportes de la
expresion de TGF-B; en células obtenidas de orina, estudios que no han sido realizados en
el ambito pediatrico en México por lo que representaria un avance para el diagnostico no
invasivo y precoz de rechazo renal cronico.

La Perforina y la granzima B son moléculas que se presentan en la activacion de las células
T citotoxicas que caracterizan al rechazo agudo, se ha observado que la perforina es una
proteina formadora de un poro y la Granzima B una serinpeptidasa componente
fundamental de la maquinaria litica de las células citotoxicas que se presentan en rechazo
agudo del injerto”. Estudios en adultos reportan la presencia de estas moléculas en la
mayoria de los episodios de rechazo agudo, aunque se observd que no se correlaciona con
los hallazgos histologicos de severidad del rechazo". El mas significativo es aquel en el
que determinan las cantidades de proteinas citotoxicas, codificadas por RNA mensajero, de
las células urinarias procedentes de muestras de orina de pacientes que habian sido
trasplantados de riién, y en los que la biopsia habia confirmado el rechazo agudo
encontrando que las cantidades de perforina y granzima B codificadas por RNAm, eran mas
elevadas en las muestras de orina de los pacientes con rechazo agudo que en los que no se
producia el rechazo. Los analisis demostraron que el rechazo agudo podia ser pronosticado
con una sensibilidad y especificidad del 83 por ciento™”. Djamali y cols. demostraron la
expresion de la perforina y su relacion con los episodios de rechazo agudo en pacientes
adultos encontrandose que la expresion de perforina es sensible pero no especifica para el
rechazo agudo en el trasplante renal.

En el hospital infantil de México no se han realizado estudios en células urinarias sobre
expresion molecular de TGF-B; y Perforina en pacientes receptores de trasplante renal y
alin menos su correlacion con la presencia de rechazo del injerto por lo que consideramos
de importancia valorar la presencia de estas moléculas de expresion y su relacion en
pacientes trasplantados con y sin rechazo.



MARCO TEORICO:

La enfermedad renal crénica tiene implicaciones diferentes en los nifios que en los adultos,
ya que afecta directamente el desarrollo normal. También destacan las diferencias en la
etiologia, la actividad del sistema inmune, la biodisponibilidad y toxicidad de
medicamentos, ademads del tipo de complicaciones postrasplante. La terapia de reemplazo
renal (dialisis o trasplante) esta indicada cuando el paciente presenta complicaciones de
uremia que incluyen: sintomas de la uremia, falta de crecimiento a pesar de un adecuado
aporte calorico, retraso en el desarrollo psicomotor, alteraciones hidroelectroliticas y
osteodistrofia renal.”

El trasplante renal es hoy un tratamiento bien establecido de la insuficiencia renal terminal.
Se estima en unos 250.000 los trasplantes renales efectuados hasta ahora en el mundo, en
nuestro pais, suman cerca de 1.500. Es el tratamiento Optimo para los nifios con
insuficiencia renal cronica terminal porque permite un desarrollo psicomotor que no se
alcanza con otros métodos de rehabilitacion, hace algunas décadas los nifios eran
considerados de muy alto riesgo para un trasplante renal pero gracias a los avances en la
técnica quirurgica, tratamiento inmunologico y nuevos medicamentos inmunosupresores
hoy en dia los pacientes pediatricos tienen la mejor sobrevida del injerto que los otros
grupos de edad .

Existen pocas contraindicaciones para un trasplante renal como: procesos malignos activos,
pruebas cruzadas positivas, dafio cerebral debilitante e irreversible, infeccion por VIH,
hepatitis B cronica activa y dentro de las contraindicaciones relativas encontramos:
enfermedad auto-inmune activa con niveles elevados de anticuerpos antimembrana basal
glomerular, incompatibilidad ABO con el donador, retraso en el desarrollo psicomotor o
trastorno psiquidtrico que requiera custodia permanente, infeccion crénica por virus de
hepatitis C, falta de adherencia terapéutica, falta de supervision y apoyo familiar adecuado.
Recientemente ha habido un interés por el trasplante predialisis, ya que evita a los nifios la
incomodidad del método dialitico, y los resultados a largo plazo son mejores.

A los tres afios postrasplante casi 70% de nuestros pacientes han presentado un rechazo
agudo comparado con 60% de NAPRTCS cabe mencionar que si se analiza por afio de
trasplante cada vez tenemos menor incidencia de rechazo gracias a los nuevos esquemas de
inmunosupresion que incluyen el uso de anti-CD25 (basiliximab), inhibidores de
calcineurina, mofetil micofenolato y sirolimus. En realidad esta es una tendencia mundial y
actualmente la principal causa de ingreso hospitalario ya no es el rechazo agudo sino las
infecciones postrasplante. Incluso han emergido nuevos agentes que pueden comprometer
el futuro del injerto como son el poliomavirus. La introduccion de nuevos
inmunosupresores ha tenido un beneficio importante en la disminucion de la incidencia de



rechazos, sin embargo, han surgido otros problemas como la enfermedad linfoproliferativa
postrasplante.

A pesar de los avances en terapia inmunosupresora, el rechazo del injerto continua siendo
una de las principales causas de la disfuncién y pérdida del mismo "*'”, si bien es verdad
que el porcentaje de rechazos, sobre todo de tipo celular agudo, ha variado notablemente en
relacion con los diferentes protocolos de inmunosupresion que historicamente se vienen
utilizando. Cuando hay disfuncion del injerto, el primer objetivo de la biopsia es confirmar
o descartar la existencia de un rechazo, intensidad del mismo y prondstico.

Clasicamente el diagnostico de rechazo agudo (RA). Se basa en las caracteristicas clinicas
de la disfuncion del injerto y la comprobacion histologica de la existencia de una respuesta
inmunolégica. El rechazo ha sido dividido en varios subgrupos, teniendo en cuenta no solo
la clinica sino también la cronologia, el tipo de respuesta inmune (celular o humoral), y las
caracteristicas de las lesiones renales. Clasicamente se describen: rechazo hiperagudo,
rechazo agudo tiibulo intersticial (RATTI), vascular (RV), y rechazo cronico (RC).

Rechazo hiperagudo.

Es la forma mas precoz de rechazo, su desarrollo es de forma inmediata una vez puesto en
contacto el injerto con la circulacion sanguinea del receptor, estda mediado por anticuerpos
circulantes preformados ', Microscopicamente se encuentra trombosis de pequeiias
arterias, arterias terminales y capilares glomerulares, formacion de hemorragias
intersticiales, microinfartos e incluso una necrosis cortical renal.

Rechazo vascular.

Clinicamente se manifiesta por un deterioro brusco de la funcidén renal, generalmente
resistente a bolos de metilprednisolona y se asocia a una alta tasa de pérdida de injerto que
alcanza un 75%, es similar a cualquier vasculitis, las caracteristicas dependeran del
momento evolutivo en el que se realiza la biopsia. Debemos tener la sospecha de un
rechazo vascular, ante una clinica de insuficiencia renal aguda, con presencia de un
componente inflamatorio intersticial, necrosis tubular aguda y resistencia al tratamiento con

metilprednisolona®”.

Rechazo tubulo intersticial.

El rechazo agudo tubulo intersticial (RATI) es mas frecuente que el RV y puede ocurrir en
cualquier momento de la evolucion después del trasplante, se caracteriza por una nefritis
intersticial con predominio de linfocitos CD4, localizados perivascularmente y CDS8 en el
rechazo establecido *'2Y, se debe hacer diagnostico diferencial con otras causas de
infiltrados celulares como son infecciones virales, nefritis toxicas y enfermedad
linfoproliferativa **.

Es muy importante la aplicacion de los criterios de Banff no solo para el diagnostico sino
también para graduar la intensidad del rechazo. Basdndonos en dichos criterios, es



necesario la presencia de infiltrado inflamatorio linfocitario, destruccion de membrana
basal tubular y tubulitis ®.

TABLA II. CLASIFICACION DE BANFF

GRADO I (AGUDO LEVE)

1.- Inflamacion intersticial mayor del 25% del parénquima.
2.- Tubulitis >4 células mononucleadas por seccion tubular o grupo de 10 células tubulares.

GRADO II (AGUDO MODERADO)

1.- Inflamacion intersticial evidente y tubulitis >10 células mononucleares por seccion
tubular y/o

2.- Leve-moderada arteritis de la intima.

GRADO IIT (SEVERA)

1.- Arteritis severa transmural con cambios fibrinoides y/o necrosis de la media y/o
2.- Infarto focal o hemorragia intersticial.

Rechazo cronico.

Es el cuadro clinico e histolégico mas heterogéneo y en el que factores no inmunologicos
pueden jugar un papel importante. El cuadro clinico consiste generalmente en deterioro
progresivo y lento de la funcidn renal, proteinuria y/o hipertension arterial. Sin duda alguna
el rechazo cronico es un diagnéstico por exclusion®®.

El RC es la forma mas frecuente de disfuncion tardia del injerto con una incidencia en los
primeros 5 afios post-trasplante muy variable entre un 4-40% *°. La patogenia no esta bien
establecida pero se conocen diversos factores de riesgo como son: incompatibilidad HLA,
dosis y tipos de inmunosupresion, y crisis subclinicas de RATI ?V. Pero también se
atribuyen factores no inmunolégicos como pérdida de masa renal funcionante, isquemia,
hiperlipidemia “". Un marcador clinico de pronostico es la proteinuria, ya que una vez
detectada tan solo un 6% de los injertos eran funcionantes al 4° afio ®®. Histolégicamente el
marcador mas importante es la fibrosis, donde el TGF-B1 juega un papel importante. EI RC
se clasifica en cuatro grados atendiendo a la extension de fibrosis intersticial, grado de
atrofia tubular, e intensidad de vasculopatia @2,

Como se ha descrito la biopsia es el estandar de oro para el diagnostico de rechazo agudo ,
recientemente se han disminuido pero no eliminado las complicaciones asociadas tales



como hematuria, anuria, hematoma peri renal, sangrado, choque, fistulas arteriovenosas, y
perdida del injerto, por lo que el disefio de un eficaz y no invasivo método de diagnostico es
el reto principal. En los ultimos afios se han descrito nuevas estrategias para el seguimiento
de los pacientes con trasplante renal. Aplicando técnicas de biologia molecular, donde el
acido ribonucleico puede aislarse facilmente y ser utilizado para medir la expresion de
diversas moléculas en forma cuantitativa por medio de PCR en tiempo real.

Es importante conocer la funcion de las moléculas seleccionadas para este estudio de tal
manera que podamos entender la importancia de su expresion.

Sabemos que la granzima B y la perforina forman parte de la maquinaria litica de las
células citotoxicas presentes durante el proceso de rechazo agudo. Ya que la perforina actua
en la fase efectora o de ataque y destruccion de la célula diana, los mondmeros de perforina
contenida en los granulosomas llegan a la membrana de la célula diana, y en presencia de
Ca"" se polimerizan para formar cilindros huecos de poliperforina (con unas 20 unidades),
que atraviesan la bicapa lipidica. De este modo se forma un canal (con un didmetro de 5-20
nm) que es permeable a iones, y que puede provocar la lisis osmotica de la célula diana
(aunque su papel principal es servir como canal para dejar pasar a otros componentes de los
granulos). Pero no siempre el efecto de la poliperforina es la lisis, en otros casos parece
que el papel de los canales es el de permitir la entrada de otras sustancias del granulosoma
que inducen la apoptosis de la célula diana. De hecho se ha visto que pueden entrar
fragmentinas (granzimas) que inducen la fragmentacion de los cromosomas en multiplos de
nuclesoma. Ahora bien, este efecto es indirecto: las fragmentinas no son DNAasas, sino
proteasas.

En cuanto al papel del TGF-f fue descrito en 1978 de un factor de crecimiento del sarcoma,
que provenia de un extracto de células transformadas por virus, que causaba que los
fibroblastos de rifién de rata normal crecieran en medio con agar '*. Cuando este extracto
fue purificado, se encontré que la habilidad para causar el crecimiento era el resultado de
dos péptidos nombrados posteriormente TGF-B; y TGF-B,“”

El TGF-B es una superfamilia de proteinas integrada por mas de 35 citocinas que incluye a
las activinas, inhibinas, proteina morfogénica de hueso, hormona anti-miileriana y al TGF-3
que regulan una gran cantidad de actividades bioldgicas como proliferacion, migracion y
apoptosis en diferentes tipos celulares, tanto en el estado adulto como durante el desarrollo
embrionario””. Puede estimular la proliferacion de fibroblastos normales en células no
epiteliales y cierto tipo de células mesenquimales. Es un fuerte estimulador de la sintesis y
deposito de proteinas de matriz extracelular por parte de fibroblastos, osteoblastos y células
endoteliales; ademas, induce la expresion de integrinas y receptores que median las
interacciones celulares con proteinas de matriz extracelular. Existen cinco isoformas del
TGF-B, es producido como un precursor dimérico de 25 kDa, secretado en forma latente
que posee 390 aminoacidos, en el cual la porcion C-terminal de 112-114 aminoacidos posee
nueve residuos de cisteina, y es la region activa después de que es cortada proteoliticamente
en el aminoacido 278 “**#4),

Se han descrito tres tipos de receptores para que el TGF-B lleve a cabo su sefializacion
(TGF-BRI de 53 a 65 kDa, TGF-BRII con 83 a 110 kDa y TGF-BRIII que va de 250 a 310



kDa), en mamiferos, so6lo cinco receptores tipo II y siete tipo I han sido identificados, y
descritos 29 ligandos. En ausencia de ligando, los receptores tipo I y II existen como
homodimeros en la superficie celular. El ensamblaje del complejo heteromérico es iniciado
por la union del ligando y estabilizado por las interacciones entre los dominios
citoplasmicos de los receptores tipo I y II***®. Los efectos de las isoformas del TGF-p
estan asociados a su disponibilidad, a la combinacion de los tipos de receptores y a la via de
sefializacion intracelular que inducen®””. Todas las células normales y la mayoria de las
células neoplésicas tienen receptores en su superficie para el TGF-B1. Los receptores [ y II
son los responsables de los efectos biologicos del TGF-P1 en mamiferos “?

Las proteinas Smad han sido identificadas como las principales transductoras de la
sefnalizacion del TGF-fB, median la sefalizacion del receptor en la superficie celular a los
genes blanco en el nucleo. Existen ocho proteinas Smad en vertebrados (Smad 1-Smad 8)

En el espacio extracelular, el TGF- se une al TPRIII, el cual recluta al TPRII y se
autofosforila, o el TGF-f se puede unir directamente al TBRII anclado a membrana e
inducir la atraccion del TPRI y su consecuente fosforilacion. Esta fosforilacion en el
receptor tipo I activa a las cinasas en residuos de tirosina que fosforilan a los factores de
trascripcion Smad 2 y Smad 3; una vez fosforilados, forman un complejo con Smad 4 para
trasladarse del citoplasma hacia el nicleo, donde interactiian de una manera especifica con
otros factores de trascripcion como AP-1, regulando la trascripcion de genes de respuesta al
TGF-B para llevar a cabo sus funciones biologicas de diferenciacion, control del
crecimiento, apoptosis celular y sintesis de matriz extracelular, entre otras (un ejemplo es el
gen de colagena) V.

La sobreproduccion del TGF-B puede inducir la acumulaciéon de una cicatriz fibrosa en
diferentes o6rganos (higado, rifion, pulmoén), culminando con un estado patologico muy
grave que en muchos casos lleva a la muerte®*>®.

El papel del TGF-B en varias enfermedades humanas puede darse de dos formas: la
primera, involucra un incremento en la actividad, como ocurre en pacientes que cursan con
fibrosis, y la segunda, en la que la actividad del TGF-f decrece; tal es el caso del cancer y
de la aterosclerosis. Numerosos estudios experimentales encaminados a tratar de modular la
expresion de esta citocina pleiotropica en diferentes patologias han dado resultados
satisfactorios; entre ellos tenemos a la administracion de antioxidantes, drogas especificas,
extractos de plantas, citocinas antagonicas, supresores de apoptosis, oligonucleotidos
antisentido y herramientas de terapia génica con Smad 7, disefiadas especificamente para

truncar la senalizacion del TGF-B(57).

Algunos investigadores han demostrado en diversos trabajos que la fibrosis pulmonar
puede ser inducida experimentalmente por la sobrexpresion del TGF-f1 o mediante el
envio de adenovirus que portan el cDNA del TGF-p instilados en pulmon, con el objetivo
de establecer un modelo que ayude a entender algunos aspectos cuantitativos de la
actividad biologica del TGF-B1 y tratar de manipular este potente factor como un mediador
de fibrogénesis intersticial. Por otro lado, la terapia génica con la smad inhibitoria (Smad 7)
bloquea la cascada de sefializacion e inhibe la fibrosis pulmonar experimental inducida por
bleomicina de manera similar, la administracion de vectores adenovirales recombinantes,



que llevan inserto el cDNA del receptor tipo II del TGF-f soluble, reduce la disponibilidad
del TGF-B1 activo y protege al pulmoén del dafio inducido por radiacion en ratas.

Los trabajos de Sato y colaboradores demuestran que la carencia de Smad 3, una
intermediaria clave en la sefializacion del receptor del TGF-p, protege al rifidén de la fibrosis
tubulointersticial, como se evidencia por el bloqueo de la transicion epitelial-mesenquimal
y de acumulacion de colagena. Estos datos demuestran que la via de Smad 3 es central en la
patogénesis de la fibrosis intersticial y sugiere que los inhibidores de esta via podrian tener

aplicacion clinica en el tratamiento de nefropatias obstructivas ©”.

Finalmente se ha extendido el uso de marcadores fluorescentes que permiten detectar en
tiempo real la cantidad de producto de PCR que se esta generando en cada ciclo,
denominandose a estas nuevas metodologias qRT-PCR en tiempo real o qRT-PCR
e (3839)
cinética. .

La utilidad de la qRT-PCR en el analisis de expresion en células procedentes de la orina
abre una opcion diagnéstica de apoyo en el rechazo agudo. Los potenciales riesgos
asociados a la obtencion percutianea de biopsias renales, asi como los potenciales errores de
muestreo, por lo que la PCR se ha utilizado para cuantificar la expresion de agentes
patogenos capaces de producir nefritis y disfuncion del injerto, como es el caso del virus
BK, asi como moléculas relacionadas con la progresion del dafio renal como el TGF-B1. La
retro-transcripcion acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qRT-
PCR) ha permitido determinar los niveles de expresion de numerosos genes relacionados
con el rechazo, tanto agudo como crénico todos estos avances han conducido a valorar un
método no invasivo de diagndstico basado en la expresion de Granzima B y Perforina en

células procedentes de orina de pacientes trasplantados™.

Se han realizado estudios de expresion con microensayos tanto en pacientes con rechazo
agudo como crénico®®*'*?. También han aparecido recientemente publicaciones enfocadas
a la busqueda de marcadores diagnosticos y pronésticos™**?. En algunos estudios se
respalda la idea de que el TGF-B puede jugar un papel importante en las primeras fases pos-
trasplante®, ya que los pacientes que no desarrollaron NCIR presentaban niveles mas
elevados de RNA mensajero para TGF-p1°%. La busqueda de otro tipo de moléculas tales
como CD103, IP9 permite predecir el grado de infiltracion tubular y provee informacion
sobre la fisiopatologia el rechazo!'?. Asi también se ha observado que la determinacién de
la expresion de Granzima B y Perforina permite establecer el diagnostico de rechazo agudo
con una sensibilidad y especificidad de 80% sin necesidad de realizar una biopsia renal®.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

No existen estudios sobre valoracion de la expresion de genes en células de
sedimento urinario en pacientes pediatricos con trasplante renal.

Identificar si la expresion de genes de proteinas citotoxicas y pro-fibroticas son
predictivos de la evolucion del rechazo renal y establecer asi la posibilidad de otra
perspectiva diagnostica.

Valorar si los pacientes con rechazo agudo tienen mayor riesgo de hacer infeccion
activa por virus BK.

Valorar la expresion de perforina para la identificacion precoz de rechazo agudo.
Valorar la expresion de TGF-f; corregido en pacientes con rechazo crénico.



JUSTIFICACION:

El rechazo agudo y su deteccion precoz mediante un método no invasivo es un reto
diagnostico para tratar de evitar las complicaciones ocasionadas por la biopsia renal que
actualmente es el estandar de oro para el diagndstico de rechazo.

El tratamiento del rechazo agudo, que incluye bolos de metilprednisolona y/o anticuerpos
anti-CD3 puede exponer a los pacientes al desarrollo de infecciones incluyendo virus BK.

El estudio de la expresion génica de proteinas citotoxicas (perforina y granzima B) ha
demostrado su utilidad para diagnostico de rechazo agudo en pacientes adultos, aun antes
de que exista elevacion de creatinina sérica. No se han descrito aun marcadores génicos de
rechazo crénico, pero sabemos que el TGF-B; es una proteina que participa en el desarrollo
de fibrosis, evento final de esta patologia.

El presente estudio pretende valorar la expresion de estas moléculas en células del
sedimento urinario de pacientes pediatricos y determinar si pueden predecir la evolucion
del injerto.



HIPOTESIS:

La determinacion de TGF-B; permite identificar a los pacientes que desarrollaran
rechazo crénico en el primer aio post-trasplante renal.

La expresion de perforina se relaciona con la presencia de rechazo agudo.

Los pacientes con rechazo agudo tienen mayor frecuencia de infeccion por virus BK



CARACTERISTICAS DEL LUGAR DONDE SE DESARROLLO EL ESTUDIO.

El hospital Infantil de México es un instituto nacional de salud ubicado en la calle Dr.
Marquez 162 colonia Doctores en la delegacion Cuahutemoc, este hospital de tercer
nivel atiende a poblacion abierta referida de todo las instituciones de salud del distrito
federal, area metropolitana y resto de la republica mexicana con una cobertura de 24hrs
al dia los 365 dias del afio.

El estudio se llevo acabo en el hospital infantil de México “Federico Gomez”
institucion que cuenta con un numero total de 300 camas censables, en el servicio de
Nefrologia Pediatrica ubicado en el 4to piso de la infraestructura hospitalaria. Donde se
realizan alrededor de 30 trasplantes renales pediatricos anualmente.



TIPO DE ESTUDIO:

Se trata de un estudio de tipo cohorte



LIMITACIONES DEL ESTUDIO:

Algunos medicamentos pueden modificar la produccion de TGF-B; como la administracion
de antioxidantes, drogas especificas, extractos de plantas, citocinas antagonicas, supresores
de apoptosis, oligonucleodtidos antisentido y herramientas de terapia génica con Smad 7,
disefiadas especificamente para truncar la sefializacion del TGF-f y la expresion de
perforina. Otros medicamentos pueden aumentar la expresion de TGF-f; como son los
inhibidores de calcineurina.

Las muestras de orina utilizadas en este estudio son tomadas a los pacientes en forma
prospectiva, cada mes los primeros tres meses y cada tres meses posteriormente. Algunos
pacientes con rechazo agudo recibieron tratamiento con bolos de metilprednisolona antes
de la coleccion de orina para PCR y esto puede modificar la expresion de moléculas
citotoxicas.



CRONOGRAMA

2006

Enero-Febrero 2006: Realizar Marco teorico y recabar antecedentes.
Marzo-Julio 2006 captura de datos y determinacion de niveles séricos.
Julio 2006 analisis de datos obtenidos
Agosto 2006 redaccién de conclusiones.
Agosto 2006 presentacion de tesis
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de tesis




POBLACION:

Pacientes del HIMFG, de cualquier edad y género, con diagnostico de post-operados de
trasplante renal con toma trimestral de muestras de orina en el primer afo post-
trasplante.



CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION

CRITERIOS DE INCLUSION

e Todos los pacientes pediatricos post-operados de trasplante renal que tengan
seguimiento trimestrales con muestras de orina con tiempo minimo de seguimiento
de un afio.

e Aceptacion por escrito para participar en el estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION Y ELIMINACION:

Ausencia de expediente clinico

Falta de datos en expediente clinico

Pacientes que abandonaron seguimiento

Pacientes con RNA en orina de calidad inadecuada para el estudio molecular en
todas sus muestras



PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO:

Se llevara acabo el analisis estadistico de los datos obtenidos mediante:

Estadistica descriptiva

Tabla de frecuencias

Descripcion de la poblacion

Correlacion entre niveles séricos de TGF-f;, Perforina, Virus
BK y 18S ribosomal con la presencia de rechazo



DESCRIPCION DE LAS VARIABLES:

1. Edad: Variable cuantitativa continia expresada en meses.

2. Sexo: Variable cualitativa, dicotomica (masculino y femenino).

3. Tipo de Trasplante renal: variable cualitativa dicotomica (donador vivo relacionado
y donador cadavérico).

4. Valores de expresion génica en orina de TGF-B1, perforina, virus BK y 18S
ribosomal en muestras prospectivas: Variable cuantitativa expresada en numero de

copias por ug de RNA, y por gen objetivo/18S rRNA

5. Tipo de rechazo: Variable cualitativa dicotomica ( rechazo agudo y rechazo
cronico)

6. Presencia de infeccion por virus BK: variable cualitativa que expresa la presencia o
ausencia de la infeccion.

Nota: El diagnéstico de rechazo agudo y cronico se hara en base a los criterios de Banff por
biopsia renal.



MATERIAL Y METODOS

RECURSOS HUMANOS:
3 Licenciados en quimica, uno de ellos con maestria en ciencias.
1 Médico pediatra especialista en nefrologia, con doctorado en ciencias biomédicas

1 residente de 3* afio de pediatria

RECURSOS MATERIALES:

- Tubos conicos de 50ml esterilizados.

- Solucién de PBS 1x.

- 1 frasco de RNA Later.

- Microtubos de 1.7ml esterilizados.

- Puntas para micropipeta de 100-1000ul

- Puntas para micropipeta de 2-200 pl

- Puntas para micropipeta de 1-10 ul

- Jeringas de 1ml

- Agua libre de RNasa

- Kit QIA shredder.

- Mini-Kit (250) RNeasy.

- Kit Taq Man (reverse transcription reagents).
- Primers y Probes para perforina, virus BK, 18S y TGF-f;.
- Campana de flujo laminar.

- 1 Microcentrifuga.

- 1 Vortex.

- 1 Nanodrop.

- 1 termociclador.

- 1 Equipo de tiempo real.

- 1 computadora personal hp pavilion zv5000.
- 1 impresora Lexmark X1100 series.



METODOLOGIA

Se trata de un estudio de tipo cohorte en el cual se solicit6 la autorizacion por escrito a cada
paciente previo consentimiento informado para participar en el proyecto en el cual se
recolectaria de manera trimestral una muestra de orina, con previa aceptacion del paciente
se realizo una revision exhaustiva de los expedientes clinicos para obtener variables como
edad, género, fecha de trasplante y de las visitas mensuales con la creatinina y resultados de
EGO de cada una de estas, en aquellos pacientes con alteraciones en los laboratorios de
control o deterioro clinico que hiciera pensar en rechazo del injerto se realizo toma de
biopsia y se reviso exhaustivamente los reportes individuales de los hallazgos
histopatoldgicos

La recoleccion de muestras de orina se realizdé en forma trimestral en todos los pacientes
con trasplante renal que han recibido el injerto en los ultimos dos afos. Se seleccionaron
tomas semestrales y las muestras mas cercanas a la fecha de diagnostico de rechazo agudo
0 cronico y se determiné la expresion génica de TGF-,, Perforina, virus BK y 18S rRNA
mediante PCR en tiempo real.

Coleccion y Extraccion de ARN mensajero de orina

Transcripcion reversa

Coleccién de Orina Extraccion de RNA
(=100 ml) (RNA easy mini kit, QIAGEN)
e ¥ (TAQMAN REVERSE TRANSCRIPTION KIT, APPLIED BIOSYSTEMS)
[——1
1
\\ Centrifugar a 1000 g - 30 min
\ (Temperatura ambiente) 2

Tubo de 50 ml : 1 ﬂ

Agregar 150 pl de RNAlater (Ambion)

Q m Centrifugar a 16000 g - 1 min
‘ 1 Guardar a=70° C

]

) A

Descartar sobrenadante, Centrifugara 16000 g - 3 min,
resuspender en 1 ml PBS, descartar sobrenadante
transferira criotubo I
X

1.5 ml tube



1. Se colecta orina de chorro medio en un recipiente estéril.

2. Se centrifugan uno o dos tubos de 50ml a 2000 RPM, temperatura ambiente por 30 min.
3. Se descarta el sobrenadante y se resuspende el sedimento con ImL de PBS, se vuelve a
centrifugar por 3 minutos a 14000 RPM.

4. Se descarta el PBS y se agregan 150ul de RNA Later (Ambion).

5. Se guardan inmediatamente en un congelador a -70°C hasta que se extraiga el ARN
mensajero. Para lo cual las células son homogenizadas utilizando una jeringa de 1ml con
350ul de buffer RLT (QIAGEN), el homogenizado se pasa por la columna QIA shredder
para filtrar detritus insolubles y posteriormente por la columna de RNA easy mini kit
(QIAGEN)

6. La cantidad y calidad del RNA se mide por espectrofotometria utilizando el equipo
Nanodrop, con lectura a A260 y 280. Se considera un ARN de calidad adecuada para PCR
cuando la relacion 260/280 es entre 1.6 y 2.0.

7. Se hace trascripcion reversa para obtener el cDNA complementario utilizando el kit de
Trascripcion reversa de Applied biosystems obteniendo un cDNA en concentracion de 1pg
en 100ul.

8. Cuantificacion de expresion génica

La cuantificacion de los niveles de ARN mensajero se hizo por PCR en tiempo real. Una
técnica que permite la cuantificacion rapida de la secuencia objetivo durante la fase
exponencial de la PCR, con el aparato 7500 de Applied biosystems.

Las secuencias de oligonucleotidos para los genes estudiados se disefiaron con el programa
Primer Express (Applied Biosystems). Las secuencias de TGF-f;, virus BK y Perforina
fueron disefiadas para saltar intrones con el fin de evitar la amplificacion de DNA. Las
secuencias de 18S rRNA no pueden hacerse de esta manera porque no tiene intron.

Las reacciones de PCR en tiempo real se hicieron en un volumen de 25 pl utilizando 12.5ul
de Tagman Universal master mix, 2.5 pul de cDNA de estudio y sondas sentido, antisentido
y marcada. Las concentraciones de las sondas se individualizaron para cada gen para
incrementar la eficiencia de la reaccion de PCR. La amplificacion de PCR consistioé en un
incubacion inicial de 50 °C por 2 minutos, desnaturalizacion a 95 °C por 10 minutos y 40
ciclos de 95 °C por 15 segundos y 60 °C por un minuto.

El amplicon del 18S rRNA fue preparado y cuantificado para preparar una curva estdndar
en tiempo real. El numero de copias del gen objetivo de la muestra se calculo al extrapolar
el ciclo umbral (Ct) de fluorescencia en la muestra a la curva estdndar. Los niveles de
ARNm se expresaron como numero de copias por microgramo de RNA total.



FINANCIAMIENTO:

Los gastos del proyecto fueron absorbidos por el Hospital Infantil de México que es una
institucion comprometida con la sociedad y la nifiez mexicana en la formacion de recursos
humanos de excelencia clinica y en investigacion este compromiso lo adopto desde su
fundacion por el Dr. Federico Gomez y a lo largo de los afios se ha esmerado en la
evaluacion de guias de manejo, diagnostico y terapéutica de las diferentes enfermedades
que aquejan a nuestra nifiez. Ademas se ha caracterizado siempre por ir a la vanguardia en
investigacion innovando siempre técnicas diagnosticas o terapéuticas utilizando y
perfeccionando los ultimos avances internacionales.

Se contd con el apoyo del Consejo Nacional de Ciencia Y Tecnologia (CONACYT)
organismo creado por decreto presidencial en 1935 con la finalidad de Promover el
desarrollo de la investigacion cientifica y tecnoldgica, la innovacion, el desarrollo y
modernizacidn tecnolédgica del pais, con el apoyo del Fondo Sectorial al estudio CONAYT
2004-C01-193 “Estudio multicéntrico de infecciéon por virus BK en pacientes con
trasplante renal mediante seguimiento de la expresion de ARN mensajero de la region VP1
en orina”



FACTIBILIDAD Y ASPECTOS ETICOS

El presente estudio se fundamenta en la experimentacion previa realizada en otros paises.
Fundamentado y respetando los lineamientos éticos de Helsinki, apegandose a lo
establecido en el reglamento de La Ley General de Salud en materia de investigacion para
la salud.

Una vez aprobada la investigacion por el comité de ensefianza, investigacion y ética del
Hospital Infantil de México se recabo el consentimiento informado de los pacientes. El
estudio fue realizado por profesionales de salud con conocimientos y experiencia para el
manejo material bioldgico-infeccioso, bajo la responsabilidad de la institucion, que cuenta
con los recursos humanos y materiales para la preservacion del material bioldgico y
garantizar el bienestar de los pacientes, prevaleciendo siempre el criterio de respeto a la
dignidad y proteccion de los derechos individuales.

Ademas la probabilidad de los beneficios esperados supera los riesgos predecibles tomando
en cuenta que es un método no invasivo y no compromete la vida de los pacientes.



MEDIDAS DE SEGURIDAD:

Si se encontraba calidad de RNA deficiente se tomo la muestra mas cercana a la fecha
establecida.



ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd una hoja de captura de datos en el programa excell donde se recolectaron los
datos de cada paciente en los que se incluia nombre, numero de expediente, fecha de
transplante, fecha de cada visita de seguimiento, con los valores de creatinina, reporte de
EGO y cifras de tension arterial por visita, fecha de biopsia, resultado de la biopsia, numero
de copias de perforina, TGF-f;, virus BK y 18S rRNA. Esta hoja de calculo se extrapolo
para poder ser utilizada en el programa de analisis estadistico SPSS para realizar el analisis
y realizar medidas de tendencia central en las variables cualitativas, frecuencias, medias y
correlaciones estadisticas. Para poder convertir los valores a logaritmo, se asigna la mitad
del menor valor del grupo en vez de cero. Como sabemos que la expresion de genes
depende de la calidad de la orina, y uno de los elementos que se consideran para decidir si
es o0 no de buena calidad es el control interno (18S rRNA) que debe de ser por lo menos en
el orden de 10x’, se eliminaron todas las muestras que tenfan 10x°, que de hecho no tenian
ninguna expresion de genes con lo que logramos evaluar la calidad de la muestra, quedando
solo con 66 muestras para el analisis estadistico.

Se realizaron varias hojas en excell una con las copias por pg de RNA total, y otra con los
valores corregidos con el control interno (gen/18S) que como no todas las columnas tienen
una distribucion normal no se puede aplicar prueba t de student sino la prueba de Mann
whitney, y finalmente otra con los valores normalizados por 18S y transformados a
logaritmo y con lo cual se logra tener una distribuciéon normal y se puede aplicar la t de
student, realizdndose posteriormente la representacion grafica.



RESULTADOS:

Nuestra poblacion total consto de 19 pacientes con la siguiente descripcion poblacional:

Tabla 1. Género de la poblacion

Frecuencia Porcentaje

%
Femenino 5 26.3%
Masculino 14 73.7%
Total 19 100.0%
sexo
l femenino

E masculino




Se contd con 66 muestras de orina de buena calidad en 19 pacientes. 39 de ellas de 10
pacientes que presentaron rechazo agudo en algiin momento de su evolucion y 27 de 9
pacientes sin rechazo agudo.

Observandose una prevalencia de sexo mayor en el genero masculino y con la siguiente
descripcion de edad.

Tabla 2. Edad
Poblacion Edad Edad Promedio Desviacion
total minima maxima estandar
en en meses
meses
Edad en meses 19 103 243 174.00 36.460
Histogram

T

Frequency

Ve Nl Mean=174

Std. Dev. = 36.46
N =19

100 125 150 175 200 225 250
edad en meses



El tiempo minimo de seguimiento de los pacientes debia ser de un afio especificado dentro
de los criterios de inclusion como se muestra a continuacion:

Frequency

Tabla 3. Tiempo de seguimiento en meses

Promedio de seguimiento en 17.9474
meses
Mediana 18.0000
Moda 14.00
Desviacion estandar 4.50276
Tiempo Minimo de seguimiento 12.00
Tiempo Maximo de seguimiento 24.00

Histogram

S N

12.00

14.00 16.00 18.00 20.00

tiempo de seguimiento

22.00

24.00

Mean = 17.9474
Std. Dev. = 4.50276
N =19



Evaluamos el tipo de donador del trasplante renal, en el que observamos que nuestra
poblacion mayor fue de donado vivo relacionado como lo podemos observar en la tabla
ilustrada abajo

Tabla 4. Frecuencia del tipo de Trasplante

Frecuencia Porcentaje
Donador cadavérico 7 36.8%
12 63.2%
Donador vivo
relacionado
19 100.0%
Total
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Posteriormente los pacientes se dividieron en dos grupos:

1. Pacientes con rechazo: considerando a este grupo como todos los pacientes con
diagnostico de rechazo agudo que cuentan con biopsia renal, por lo que fue necesario hacer
una revision exhaustiva de los reportes de biopsias renales en los que se reportara rechazo
del injerto de cualquier tipo.

2. Pacientes sin rechazo: agrupando a todos los pacientes con creatinina estable (variacion
<0.3mg/dL) durante el seguimiento.



Contando con una poblacion final de 19 pacientes con y sin rechazo estableciendo nuestro

grupo control como aquellos pacientes sin rechazo con cifras estables de creatinina con
variacion menor de 0.3mg/dl.

Tabla 5. Poblacion con y sin rechazo.

poblacion
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Realizamos una revision de los hallazgos histopatologicos encontrados en los pacientes a

quien se realizo trasplante renal y que ameritaron biopsia para valorar la presencia de
rechazo renal observandose los siguientes datos:

Tabla 6. Tipo de rechazo (Clasificacién de Banff)

Tipo
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Ademas en la muestra de orina se realizo un analisis para valorar la infeccion de virus BK
en la poblacion seleccionada para el estudio obteniéndose el siguiente reporte.

Tabla 7. Frecuencia de infeccion por virus BK

INF
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Se valor6 el esquema inmunosupresor en los pacientes post-operados de trasplante renal
obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 8. Esquema de Inmunosupresion

Frecuencia  Porcentaje

%
PDN-AZA-Ciclosporina 1 53
PDN-MMF-Ciclosporina 6 31.6
PDN-MMF-FK 12 63.2
Total 19 100.0

PDN: prednisona, AZA: Azatioprina, MMF: Mofetil micofenolato, FK: Tacrolimus.
Todos los pacientes recibieron inducciéon con Anti-CD25 en el dia 1 y 4 post-trasplante

renal.
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Y se realizo la correlacion entre la presencia de rechazo y el tipo de donador para el

trasplante renal observandose una mayor prevalencia de rechazo en pacientes receptores
con donador cadavérico.

Tabla 9. Relacion entre la presencia de rechazo y tipo de transplante

Tipo de trasplante Total
Donador Donador vivo
cadavérico relacionado
Con 6 4 10
rechazo
1 8 9
Sin
rechazo
Total 7 12 19

p =0.057 (prueba exacta de Fisher de dos colas)

Bar Chart
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No e encontré una correlacion significativa entre la infeccion por virus BK y el rechazo
agudo.

Tabla 10. Relacion entre el rechazo y la infeccion por virus BK

Presencia de infeccion Total

Virus Sin
BK infeccion
Con rechazo 5 5 10
4 5 9

Sin rechazo
Total 9 10 19
Asociacién no significativa

Bar Chart
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En cuanto a las muestra procesadas se realizo una correlacion entre la expresion génica de
factor transformador de crecimiento P; y la presencia de pacientes con o sin rechazo
observandose la presencia de este en el 94.7% de la poblacion total.

Tabla 11. Relacion entre rechazo y presencia de TGF-$;

TGF-B,; Total
ausente  presente
Con rechazo 0 10 10
Sin rechazo 1 8 9
Total 1 18 19

p = 0.474 (prueba exacta de fisher de 2 colas)
Asociacion No Significativa

El perfil molecular de las muestras se expreso por nimero de copias por microgramo de
RNA total asi como los niveles en relacion con el control interno. Ya que el control interno
18S ribosomal esta ampliamente expresado en todas las muestras , para tener un valor
positivo de la relacion el numero de copias del gen objetivo en microgramos de RNA total
se dividi6 entre el 18S rRNA en fentogramos de RNA total. La calidad de las muestras fue
similar en los dos grupos como puede evidenciarse porque tuvieron el mismo nivel de
expresion del control interno 18S ribosomal. No se encontr6 diferencia significativa en la
expresion de TGF-B; entre los pacientes con y sin rechazo, sin embargo los pacientes con
rechazo agudo tuvieron mayores niveles generales de perforina.

Los hallazgos anteriores se repiten cuando se analizan los genes estudiados divididos por el
control interno y cuando se normalizan al convertirlos a logaritmo.
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Numero de copias TGFB1/18S rRNA

p=0.49 Mann Whitney

1000000+
1000004 .
|
..:.I AA
10000 [ —AT.-AA—
A
. l.l.. AA:AA
- Epgm A
1000 ..:... A:::A
100 II;=.. o
Rechazo agudo  Sin rechazo agudo
p=0.64 t de Student
P 12+
< 114
S 101
@
~  Oa
0
s 9
= 7d
E 7
o 69
|_
Z 7]
4

Rechazo agudo Sin rechazo

p=0.023 prueba de Mann Whitney

<
zZ
X
¢ 1000001
o]
3 -
10000- Ngguu®
£ II===II AAA:A
= e
£t 1000- '!“'l!' i
a =l= AAAAA‘A
8 1001 " A
=
o
© 10- ]
[}
©
o 1
(5}
£ Rechazo agudo Sin rechazo
zZ
p=0.04 t de Student
12.5-
<
=z
@ 1004
n
S 7.5
©
£
é 5.01
@
o 254
-
-
0.0

Rechazo agudo Sin rechazo



CONCLUSIONES:

Con este estudio se puede concluir que nuestra poblacién mostrd una prevalencia mayor del
género masculino, con 14 pacientes que representaron el 73.7% contra 5 pacientes del sexo
femenino (26.3%).

La media de edad fue de 174 meses. Hubo mayor proporcion de rifiones de donador vivo
relacionado (63.2% ) y el esquema de inmunosupresor que se utilizd con mayor frecuencia
fue a base de triple terapia con prednisona, mofetil micofenolato y tacrolimus en un 63.2%
de los pacientes.

Al agrupar a nuestra poblacién en pacientes con rechazo y sin rechazo encontramos 10
pacientes con rechazo agudo del trasplante renal y nueve sin rechazo.

No se encontr6d correlacion entre TGF-B; y el desarrollo de rechazo agudo y/o crénico.
Probablemente porque es una proteina de alta expresion y sabemos que los inhibidores de
calcineurina que reciben estos pacientes incrementan los niveles de esta proteina.

Se encontrd infeccion activa por virus BK en 47.4% de pacientes. No observamos una
asociacion significativa entre la infeccion por virus BK y la presencia de rechazo al injerto,
sin embargo el tamafio de la muestra es pequeio.

No hubo diferencia en la expresion de TGF-B; y 18S rRNA entre los pacientes con rechazo
agudo y los pacientes sin rechazo, difiriendo con algunos de los reportes que mencionan a
la expresion de TGF-B; como un marcador de rechazo cronico.

Los pacientes con rechazo agudo tuvieron una mayor expresion de perforina en forma
estadisticamente significativa tanto si analiza el nimero de copias de esta molécula solo o
corregido por el gen control interno.

Este estudio corrobora la importancia de la expresion de perforina como un marcador para
el diagnostico precoz y no invasivo en pacientes que cursen con rechazo agudo celular, que
puede permitir a los médicos tratantes instaurar esquemas de tratamiento con
inmunosupresores de manera rapida.

Dado que la determinacion de perforina no permite identificar a los pacientes que cursan
con rechazo agudo humoral, en el futuro sera conveniente incluir a otras moléculas en el
estudio de estos pacientes ademas de perforina.



DISCUSION:

La aceptacion o el rechazo del rifion alogénico dependen principalmente de la respuesta
inmune y de su compleja regulacion en la cual la red de citoquinas, proteinas y otros
mediadores juegan un importante papel. Actualmente, la biopsia renal es el tinico método
diagnostico de rechazo en pacientes receptores de trasplante renal a pesar de ser un
procedimiento invasivo. Por ello, es de gran interés encontrar métodos alternativos para el
diagnostico en los que se disminuyan los riesgos asociados a la toma de la biopsia.

La evaluacion de proteinas asociadas a la regulacion de la respuesta inmune mediante
expresion génica en muestras de orina es un procedimiento no invasivo que podria ser de
utilidad para incrementar la deteccion de rechazo al trasplante asi como para su diagnostico
precoz.

El rechazo agudo es una complicacion seria y frecuente del trasplante renal representando
el 81.8% de los pacientes con rechazo, lo cual es de gran interés ya que se ha asociado a
una reduccion del 20% en la sobrevida a un afio de los rifiones de cadaver. La prueba
diagnostica mas adecuada es la biopsia renal, pero seria muy valioso tener una prueba no
invasiva segura y confiable dadas las multiples complicaciones causadas por métodos
invasivos, ademas de que un método no invasivo puede permitir identificar a los pacientes
en riesgo de rechazo aun antes de que se presente disfuncion del injerto. La perforina y la
granzima B son componentes integrales de la maquinaria litica de las células citotoxicas, y
que frecuentemente se han asociado con injertos que cursan con rechazo agudo, esto segin
lo reportado en la literatura internacional y con lo cual coincidimos ya que en nuestro
estudio se observd que aunque no tenemos muestras en el momento de la biopsia renal en
varios pacientes y de hecho en varios la recoleccion de orina se hizo después del inicio de
tratamiento con bolos de metilprednisolona, la expresion de perforina en forma global es
mayor en pacientes con rechazo agudo, como lo han demostrado otros estudios.

Es importante mencionar que no encontramos asociacion significativa entre la expresion de
TGF-B; y la presencia de rechazo agudo o cronico del injerto y de hecho se trata de una
molécula que se expresa en forma abundante en las células urinarias de pacientes con y sin
rechazo, lo cual probablemente se deba a su papel multifuncional, que se encuentra en todas
las células del organismo y la expresion génica se ve aumentada por los inhibidores de
calcineurina, mismos que todos nuestros pacientes reciben como parte de la terapia
inmunosupresora.

El uso de técnicas de biologia molecular para el desarrollo de marcadores moleculares
asociados a patologias especificas en el campo del trasplante renal, proporcionan una gama
de probabilidades diagnosticas diferentes a los métodos invasores. De manera que los
médicos podamos ofrecer una valoracion y terapia inmunosupresora precoz mediante la
determinacion de moléculas de expresion en células urinarias de manera oportuna y sin
riesgos quirurgicos.
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