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PALABRAS CLAVE: Molécula de dafo renal tipo 1, trasplante renal, rechazo
agudo, nefropatia cronica del injerto, dafio tubular.



INTRODUCCION

El rechazo agudo y/o crénico a un rifidn trasplantado continua siendo la principal
limitacion al éxito del trasplante. El estandar de oro para el diagnostico del
rechazo es la biopsia del injerto. Considerando la alta incidencia de rechazo
durante el primer ano post-trasplante y de su repercusion negativa sobre la
funcién del injerto a largo plazo, se requieren nuevos métodos de diagndstico

que permitan un reconocimiento temprano de este proceso.

La molécula de dano renal tipo 1 (Kim-1 por sus siglas en inglés) es una
proteina de membrana tipo | y su expresion es principalmente renal. Se sabe
que en condiciones normales la expresion renal de Kim-1 es baja, sin embargo,
se ha descrito que los niveles de ARNm de Kim-1 se sobre-expresan en

procesos de isquemia-reperfusion o secundario a dano toxico por farmacos.

La sobre-expresion renal de ARNm de Kim-1 sugiere un proceso patolégico en
evolucion, esta sobre-expresion esta asociada a la dediferenciacion de células
epiteliales tubulares. Se desconoce si esta propiedad puede ser de utilidad en la

deteccion de rechazo al injerto.



RESUMEN

El propésito de este estudio fue la de evaluar la expresion renal de ARNm de
Kim-1, en pacientes receptores de trasplante renal. Se obtuvo tejido renal de
pacientes donadores sanos al momento de la nefrectomia, asi como de
receptores de trasplante renal sometidos a biopsia del injerto por indicacién
clinica. El tejido obtenido se conservé en una solucién de “RNA later” por 16 hrs.
guardandose a una temperatura de — 80° C hasta la extraccién del ARN total
por medio de Trizol, posteriormente se midid la expresion de ARNm de Kim-1
por medio de transcriptasa reversa-reaccion en cadena de la polimerasa (TR-
PCR) en tiempo real. Se incluyeron 35 biopsias renales de pacientes
trasplantados (grupo de estudio), se dividieron en 3 subgrupos: biopsias con
reporte histopatolégico normal (subgrupo 1, n=6), biopsias con reporte de
rechazo agudo (RA) o lesién limitrofe (LL) (subgrupo 2, n=6) y biopsias con
reporte de nefropatia cronica del injerto (NCI) o toxicidad crénica por inhibidores
de calcineurina (ICN) (subgrupo 3, n=23). Al no existir un valor estandarizado
para la expresion renal de ARNm de Kim-1 se tomd el valor promedio de la
expresion de ARNm de 11 biopsias renales de donadores sanos al momento de
la nefrectomia (grupo control), asignandose un valor de 1. Cuando se comparo el
valor promedio de ARNm de Kim-1 del grupo de estudio se observé una
diferencia estadisticamente significativa en relacion al grupo control (46.9+99 vs.
1 p<0.001). Aunque al hacer la comparacion por subgrupos se observé que

solamente los subgrupos 2 y 3 tenian diferencia estadisticamente significativa en



los valores de ARNm de Kim-1 en relacion al grupo control (4.31+£3.1 vs. 1y
69.8+116 vs. 1, p=0.03 y p<0.001 respectivamente). Al comparar el valor de
ARNmM de Kim-1 entre los diferentes subgrupos del grupo de estudio, se observé
una diferencia estadisticamente significativa entre el subgrupo 3 en comparacién
al subgrupo 1 (69.8£116 vs. 1.8+1.3 p<0.01). En pacientes receptores de
trasplante renal con evidencia histoldgica de RA, LL, NCI o toxicidad por ICN, la
expresion renal de ARNm de Kim-1 se encontr6 incrementada en forma
significativa en relacion al grupo control. Kim-1 puede ser un marcador
potencialmente util para la deteccion de dafio tubular agudo o crénico asociado a
rechazo del injerto. Se requieren estudios adicionales para explorar su

correlacion tanto clinica como histopatoldgica.



MARCO TEORICO

En 1998 Ichimura, Bonventre y cols. utilizando un modelo de isquemia renal,
informaron la identificacion de una nueva proteina de membrana tanto en
modelos murinos como en humanos, que contenia un dominio tipo
inmunoglobulina caracteristico y un dominio tipo mucina, denominandose a dicha

proteina “molécula de dario renal tipo 1”7 (Kim-1 por sus siglas en inglés)\".

Estructuralmente Kim-1 es una proteina de membrana tipo | de
aproximadamente 359 aminoacidos y su expresion es predominantemente renal.
Su estructura proteica revela que el extremo amino de localizacion extracelular
estd compuesto por un dominio tipo inmunoglobulina con 6 cisteinas y un
dominio tipo mucina; el primero ha sido implicado en las interacciones célula-
célula y célula-proteinas de la matrix extracelular, el dominio mucina pudiera
tener un papel tanto en la proteccion, como en la adhesion celular, en este
extremo se han localizado multiples sitios de glucosilaciéon. Por otro lado, el
dominio carboxilo se encuentra intracelularmente, en el se han localizado sitios
potenciales de fosforilacion que podrian estar involucrados con la transduccién

de sefales al interior de la célula "%,

En condiciones normales la expresion renal de Kim-1 es muy baja, sin embargo
se ha observado, mediante estudios de inmunohistoquimica y de hibridacion in

situ, que Kim-1 se sobre-expresa en las células epiteliales dediferenciadas



(vimentina positivas) y en proliferacion (bromodeoxiuridina positivas) del tubulo
proximal y en las células del asa de Henle después de procesos de isquemia-
reperfusion o secundario a dano téxico por farmacos como el acido folico y el

cisplatino ('),

El remodelamiento de la arquitectura tisular que ocurre durante el desarrollo
también se presenta durante la reparacion de los tejidos después de una lesion.
Las células pueden proliferar, diferenciarse o caer en apoptosis, todo esto
basado en las sefiales que reciben del medio extracelular. Para la mayoria de
las células este desenlace depende de los factores de crecimiento solubles y del

grado de adhesion a la matrix extracelular o a las células adyacentes.

Las moléculas/receptores de adhesién celular son glucoproteinas de membrana
que actuan en la superficie celular para mediar interacciones especificas con
otras moléculas de adhesion de células adyacentes o con proteinas de la matrix
extracelular. Las moléculas de adhesion celular se clasifican en diversas familias
dependiendo su estructura e incluye a las integrinas, cadherinas, selectinas y a
la superfamilia de inmunoglobulinas. Estas moléculas pueden influir en la
expresion de factores de crecimiento y por el contrario, dichos factores pueden
modular la produccion de las moléculas de adhesion celular y la expresion de
proteinas de la matrix extracelular. Kim-1 es miembro de la superfamilia de
inmunoglobulinas siendo semejante a la molécula de adhesion celular de

adresina-1 (MAdCAM-1) (23).



Durante el proceso de reparacion del tubulo proximal, el epitelio tubular pasa por
diversas etapas que incluyen: 1) muerte celular y formacion de cilindros en la luz
tubular; 2) proliferacion de las células epiteliales sobrevivientes; 3) formacién de
un epitelio de regeneracion pobremente diferenciado sobre la membrana basal
denudada (este epitelio simplificado expresa a la vimentina como un marcador
mesenquimatoso); y 4) diferenciacion del epitelio en regeneracién para formar

células epiteliales totalmente funcionales.

La estructura y expresion de Kim-1 sugiere que es una molécula de adhesién
celular sobre-expresada en células epiteliales del tubulo proximal en

regeneracion.

En humanos se detecté y cuantifico Kim-1 mediante ELISA en orina de
individuos que presentaban necrosis tubular aguda; por el contrario, no se
detect6 en el grupo de individuos sanos. Estudios en animales mostraron, al
igual que en humanos, que Kim-1 practicamente no se expresa en el riion de

ratas normales pero es inducida en ratas sometidas a isquemia/reperfusion ).

En la Unidad de Fisiologia Molecular del Departamento de Nefrologia vy
Metabolismo Mineral del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidon
Salvador Zubiran se llevaron a cabo diversos estudios en modelos murinos en
donde las ratas eran sometidas a isquemia renal bilateral por diferentes periodos
de tiempo (de 10 a 45 minutos), con un periodo de reperfusion de 24 hrs.

posterior al cual eran sacrificadas. A las ratas se les determind funcién renal,



proteinuria total, niveles de ARNm de Kim-1 en tejido renal por medio de TR-
PCR en tiempo real, y de proteina de Kim-1 en orina (por medio de ELISA). Se
observo a los 20 minutos de isquemia una disminucion significativa de la funcion
renal en comparaciéon al grupo control, sin embargo no se observdé una
proteinuria significativa hasta los 45 minutos de isquemia. También se observé
que los niveles de ARNm en tejido renal y de los niveles urinarios de la proteina
de Kim-1 aumentaron de manera progresiva conforme aumenta el periodo de
isquemia. Hubo una correlacién inversamente proporcional entre la funcién renal
y la expresion renal de ARNm de Kim-1: conforme se redujo la funcién renal
aumento la expresion de Kim-1 de manera significativa. Al realizar el analisis de
los niveles urinarios Kim-1 se observo un aumento estadisticamente significativo
en la excrecion desde los 10 minutos de isquemia en comparacién al grupo

control ©.

Por otra parte en un modelo en ratones con enfermedad renal poliquistica
autosdmica dominante (en donde se considera que la isquemia local,
conjuntamente a la dediferenciacion y proliferacion de las células tubulares
pueden tener un rol importante en la fisiopatologia de esta enfermedad) se
investigd la expresion renal de Kim-1 encontrandose una mayor expresion de la
proteina de Kim-1 (por medio de Western Blot e inmunohistoquimica) en el tejido
renal de ratones con enfermedad poliquistica en comparacion a los ratones

normales 7).



Adicionalmente se ha descrito una sobre-expresion de la proteina de Kim-1 en
pacientes con carcinoma renal, particularmente en carcinoma papilar y de
células claras (que se consideran derivan de las células epiteliales del tubulo
proximal), asi mismo los niveles urinarios de Kim-1 se encontraban
incrementados en estos pacientes. De los pacientes en los que se determind los
niveles urinarios antes y después de la nefrectomia se observé una disminucién
de los niveles urinarios de Kim-1 posterior a la nefrectomia a valores casi
indetectables. Por lo que Kim-1 puede servir como un biomarcador para el

diagnostico y/o seguimiento de pacientes con carcinoma renal ®.

Recientemente Mukherjea y cols. demostraron por primera vez la expresion de
ARNm de Kim-1 en una localizacion extrarenal. En un modelo murino de
ototoxicidad secundaria a la administracion de cisplatino, observd que el ARNm
de Kim-1 se encontraba presente en la coclea de ratas normales aunque en una
cantidad menor en comparacion a la corteza renal de las mismas ratas. Posterior
a la administracién de cisplatino, se observé un incremento de ARNm de Kim-1 a
nivel de la céclea de hasta 12 veces en comparacion de los controles a las 72
hrs. de administrado el cisplatino, por otro lado la expresion renal de ARNm de
Kim-1 incrementd unas 200 veces posterior a la administracion del cisplatino en

comparacion a los controles .

Por todo lo anterior, la sobre-expresion renal de Kim-1 sugiere un proceso

patoldgico en desarrollo resultando en la dediferenciacion y proliferacién de las



células epiteliales tubulares. Esta propiedad puede ser de utilidad en la
deteccion de rechazo al injerto renal. Actualmente se desconoce si Kim-1 es un
biomarcador especifico util para detectar la presencia de rechazo en el injerto

renal.

El éxito de un trasplante renal (o de cualquier 6rgano) es medido por la
combinacion de la sobrevida del propio injerto, asi como la disminucion al
minimo posible de las complicaciones. Esta sobrevida del injerto se logra por
medio de algun método de inmunosupresion/inmunomodulacién con el objetivo
de que el injerto no sea reconocido por el sistema inmune del receptor como

extrano.

El rechazo del injerto continia siendo la principal limitacion al éxito del
trasplante. Este proceso de rechazo, el reconocimiento e inicio de una respuesta
inmune contra el injerto por el sistema inmune del receptor, inicia desde la
colocacioén del rinon. Casi inmediatamente los antigenos del donador ingresan al
sistema circulatorio y linfatico del receptor accediendo al sistema linfoide
secundario (bazo y ganglios linfaticos) donde la células T nativas son activadas,
iniciando la generacién de una respuesta inmune especifica a los antigenos del
donador, resultando en un reconocimiento directo e indirecto del injerto que

culmina con la destruccion del mismo (9,



Se han descrito varios tipos de rechazo del injerto: rechazo hiperagudo, rechazo
agudo celular, rechazo humoral mediado por anticuerpos y la nefropatia cronica

del injerto:

1.-El rechazo hiperagudo se presenta a los pocos minutos de realizada la
perfusidn del injerto; infrecuente debido a la realizacion de las pruebas cruzadas
pretrasplante. Obedece a anticuerpos preformados especificos dirigidos contra

antigenos endoteliales del injerto siendo la mayoria anticuerpos anti-HLA.

2.-El rechazo agudo celular representa el 70 al 85% de los rechazos agudos,
tipicamente se presenta entre los 7 y 30 dias post-trasplante, aunque puede
presentarse después de varios anos y es secundario a la infiltracion del injerto
con células T, la produccién de diversas citocinas y el reclutamiento de otras
células tales como monocitos/macréfagos y eosindfilos. Los hallazgos
histopatologicos incluyen infiltracion del epitelio tubular por linfocitos (tubulitis) y
edema intersticial, la mayoria de las células halladas son células T (CD8 y CD4),

algunas células B y células plasmaticas.

3.-El rechazo humoral/mediado por anticuerpos, representa del 5 al 10% de los
rechazos agudos, puede estar presente desde varias horas a algunas semanas
post-trasplante, es producido por anticuerpos especificos presensibilizados
contra el donador (IgG) con depdsito de los mismos en el injerto, activacion del

complemento y reclutamiento de linfocitos y polimorfonucleares. A nivel
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histopatolégico se puede observar necrosis fibrinoide de la pared vascular,
glomerulonefritis aguda con infiltracion del glomérulo con mononucleares,
polimorfonucleares y tincion + para C4d en capilares peritubulares. Actualmente
la incidencia reportada de rechazo agudo va del 10 al 25% durante el primer afio

post-trasplante (9.

4.-La nefropatia cronica del injerto es secundaria a una combinacion de una
respuesta inmune contra el injerto, dano farmacoldgico, la respuesta al dafio y
una variedad de factores que incluyen: dafio tubular temprano post-trasplante,
formacion de radicales libres de oxigeno, isquemia cronica, hipertension arterial,
proteinuria, infecciones, incremento del factor de crecimiento transformante beta,
entre otros. En la biopsia renal se puede observar principalmente
glomeruloesclerosis, duplicacion de la membrana basal glomerular, atrofia
tubular, fibrosis tubulo-intersticial, proliferacion de la intima vascular,
simplificacion del epitelio tubular '?. A un afio post-trasplante mas del 90% de
las biopsias, aun en pacientes con adecuada evolucion (biopsias anuales

protocolizadas), presentan algtn grado de nefropatia cronica (%',

El estandar de oro para el diagndstico del rechazo es la biopsia renal del injerto.
La frecuencia de complicaciones graves de este procedimiento es baja. En un
estudio que incluyé a mas de 650 biopsias de injertos renales, no hubo muertes
ni pérdidas del injerto por complicaciones relacionadas a la biopsia. El sangrado

fue la complicacion principal, se observo hematuria macroscopica y microscopica

11



en el 9 y 64% de los casos respectivamente, el 1.1% del total de los casos
requirio transfusion sanguinea, y en el 0.4% se realiz6 embolizacion del sitio de

sangrado (13).

Considerando la alta incidencia de rechazo durante el primer afio post-trasplante
y de su negativa repercusion sobre la funcion del injerto a largo plazo, se han
evaluado nuevos métodos de diagndstico que pudieran permitir un

reconocimiento temprano de este proceso.

Varios grupos han evaluado diversos biomarcadores de rechazo renal, como por
ejemplo el grupo del Dr. Suthanthiran encontré que la expresion de ARNm de
granzima B y perforina en células urinarias descamadas se encontraban
elevadas en el rechazo agudo, pudiendo servir como un método no invasivo para

(1) Adicionalmente este mismo grupo demostré

la deteccion de rechazo agudo
en células urinarias descamadas una sobre-expresion de ARNm de CD103,
molécula de superficie encontrada en células T y que interactua con la E-
cadherina expresada en las células epiteliales tubulares, en pacientes con
evidencia de tubulitis/rechazo agudo "®). Lederer y cols. observaron una mayor
excrecion urinaria de diversas moléculas de adhesion celular, asi como de C4d
en pacientes con rechazo agudo '®. Muthukumar y cols. encontraron que el
inhibidor de la serin proteinasa 9, un bloqueador enddgeno de la via de granzima
B/perforina se encontraba sobre-expresada durante episodios de rechazo agudo

(") Por otra parte el grupo del Dr. Halloran encontré mayor expresion renal de

12



p16INK4a, un inhibidor del ciclo celular, asociado generalmente al
envejecimiento de las células somaticas, en pacientes con atrofia tubular y/o
fibrosis atribuidas a nefropatia cronica del injerto, correlacionandose con una
peor evolucién en la funcién del injerto en relacién a los que no presentaron

dicho incremento (&)

Todo esto ejemplifica el interés actual y la necesidad de evaluar nuevos

métodos de diagndstico temprano del rechazo, agudo o crénico, por lo que Kim-

1 pudiera ser un biomarcador util para la deteccion de rechazo al injerto renal.

13



OBJETIVOS

1.-Determinar si en presencia de rechazo agudo y/o crénico en el injerto renal la

expresion de ARNm de Kim-1 se encuentra elevada.

2.-Determinar si los valores de ARNm de Kim-1 pueden servir para diferenciar

entre el rechazo agudo del crénico.

14



HIPOTESIS DE TRABAJO

1.-La expresion renal de Kim-1 se encontrara elevada en pacientes con

evidencia histoldgica de rechazo agudo.

2.-La expresion renal de Kim-1 se encontrara elevada en pacientes con

evidencia histoldgica de rechazo cronico.

3.-La expresion renal de Kim-1 no se modificara en pacientes sin evidencia

histoldgica de algun tipo de rechazo.

JUSTIFICACION

El rechazo agudo y/o cronico continuan siendo las causas mas frecuentes de

pérdida del injerto renal. Su diagndstico y tratamiento oportuno puede mejorar el

prondstico del injerto, por lo que se requiere la evaluacién de nuevos métodos

que permitan una deteccion temprana del mismo.

15



METODOLOGIA

TAMANO DE LA MUESTRA

Por tratarse de un estudio exploratorio el tamafo de la muestra no estad basado

en consideraciones estadisticas.

CRITERIOS DE INCLUSION

1.-Pacientes donadores renales sanos, en protocolo de estudio para donacion

renal (grupo control).

2.-Pacientes receptores de trasplante renal (donador vivo o cadavérico) en

quienes se les realizara biopsia del injerto renal (indicado por los médicos de los

Departamentos de Trasplantes o Nefrologia) por sospecha de rechazo agudo,

deterioro crénico de la funcion renal o al cumplir un ano post-trasplante (grupo

de estudio).

3.-Que no participen en ningun otro protocolo de investigacion

4.-Consentimiento informado por escrito (el paciente o responsable legal).

16



CRITERIOS DE EXCLUSION

1.-Paciente trasplantado quien tenga contraindicacién para realizacién de biopsia

renal, aun cuando reuna criterios clinicos que justifiquen la realizacion de la

misma (rechazo agudo o deterioro cronico).

2.-Paciente o responsable legal incapaz o renuente de dar consentimiento

informado por escrito.

CRITERIOS DE ELIMINACION

1.-Pacientes en los que no se logréo obtener suficiente tejido renal para el

analisis.

2.-Evidencia histopatologica de necrosis tubular aguda.

3.-Evidencia histopatoldgica de glomerulopatias (recurrencias o de novo).

4 .-Evidencia histopatologica sugestiva de infeccion por BK-virus.

17



DISENO DEL ESTUDIO

Se realiz6é un estudio observacional, prospectivo, controlado y abierto, donde se

comparo la expresion en tejido renal de ARNm de Kim-1 entre 2 grupos:

El primer grupo corresponde a los donadores renales vivos (grupo control) en
quienes se les tomd una biopsia renal al momento de la procuracion del riidn,
registrandose el tiempo de isquemia caliente y de isquemia fria hasta la toma de
la biopsia. Se realizé un primer pase al rifidon, el cilindro obtenido se destin6 a su
analisis histopatologico, posteriormente se realizé un segundo pase y el cilindro
obtenido se sumergié inmediatamente en “RNA later” por espacio de 16 hrs. y
posteriormente se conservo a — 80° C hasta la extraccion a partir del tejido renal

del ARN total.

El segundo grupo corresponde a los receptores de trasplante renal (grupo de
estudio) en quienes se les realizé una biopsia renal del injerto por sospecha
clinica de rechazo agudo, deterioro crénico de la funcién renal o al cumplir un
afo post-trasplante (biopsia protocolizada). Se realizé un primer pase al injerto,
el cilindro obtenido se destind a su analisis histopatolégico, en caso de haberse
obtenido suficiente material para su estudio, de mantenerse la presiéon arterial
sistélica mayor a 105 mmHg y menor de 140 mmHg y de no presentar el
paciente dolor significativo en la zona de la biopsia, se realizé un segundo pase,

el cilindro obtenido se sumergié inmediatamente en “RNA later” por espacio de

18



16 hrs. y posteriormente se conservo a — 80° C hasta la extraccion a partir del
tejido renal del ARN total. En caso de que en el primer pase al injerto no se
obtuviera suficiente tejido para su estudio histopatoldgico, el material obtenido de
los pases posteriores se destind unicamente a su estudio histopatoldgico, por lo
que para fines del protocolo el paciente fue sometido a un maximo de 2 pases al

injerto renal (procedimiento usual y rutinario en estos casos).

Las biopsias fueron indicadas y realizadas por médicos del Departamento de
Trasplantes. Los resultados histopatoldégicos de las biopsias obtenidas se
revisaron con la nefropatéloga del Instituto y en el caso del grupo de estudio las
biopsias se estratificaron en 3 subgrupos: 1) Normales, 2) Rechazo agudo o
lesion limitrofe y 3) Nefropatia crénica del injerto o toxicidad por inhibidores de

calcineurinas.

EXTRACCION DE RNA TOTAL Y AMPLIFICACION DE Kim-1 POR PCR

El ARN total del tejido renal se extrajo utilizando Trizol de acuerdo a las

instrucciones del fabricante. Posteriormente se determind la concentracion e

integridad del ARN total mediante espectrofotometria de luz ultravioleta (uv) y

geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes.

La transcripcién reversa se llevo a cabo a partir de 1 ug de ARN total, se ajusté a

un volumen de 11 pl con agua grado biologia molecular, incubandose con 9 pl
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de una mezcla conteniendo 200 U unidades de transcriptasa reversa (MMLV
Invitrogen), 100 pmol de hexameros, 0.5 mM de cada nucledtido (ANTP) y 1x de
buffer RT. La reaccion se incubd a 37° C durante 1 hora y al finalizar se calent6
a 95° C por 5 minutos para desnaturalizar la enzima, finalmente se agregaron 20

Ml de agua para completar un volumen final de 40 pl.

La amplificacién de Kim-1 se realiz6 mediante PCR en tiempo real, esta es una
técnica que mide la acumulacion del producto de PCR en un numero de ciclos
predeterminado. Esta cuantificacion se efectua mediante la colocacion de un
reportero, especificamente un colorante fluorescente ligado a extremo 5 de la
sonda de hibridacion. Durante la fase de la extensién del ciclo de PCR, se rompe
la sonda de hibridacion unida a la cadena de ADN por la actividad 5’ nucleasa de
la Taq ADN polimerasa. La degradacion por la nucleasa emite fluorescencia del

colorante dando por resultado un aumento en la emision maxima del colorante.

El Ct esta definido como un numero de ciclos fraccionario al cual la fluorescencia
generada por la ruptura de la prueba supera la fluorescencia de fondo, es decir

10 veces la desviacion estandar de la linea base.

Las sondas de KIM-1 humano y 18S (este ultimo como control interno) fueron

disefiadas en base a la secuencia reportada por el Gene Bank y fabricadas por

Applied biosystems. Se realizaron curvas estandar a partir de diluciones seriadas
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de ADNc para conocer la concentracion adecuada de ADNc a la que se

amplificaran de manera rutinaria las muestras.

Las reacciones de PCR se realizaron con 5 ul de ADNc, 12.5 pl de buffer 2X
universal Tagman Mastermix (Applied Biosystems) y 2.5 ul de cada sonda: Kim-1
(Hs00273334_m1 Applied Biosystems) y 18S (4310893E Applied Biosystems),
ademas de 5 pl de agua grado biologia molecular hasta un volumen final de 25 pl.
Todas las reacciones se realizaron por triplicado en un termociclador ABI-PRISM
7000 Applied biosystems, con las siguientes condiciones, 2 minutos a 55° C, 10
minutos a 95° C, seguido por 50 ciclos que constd de 15 segundos a 95° C y 1

minuto a 60° C cada uno.

Los niveles de KIM-1 se cuantificaron como la diferencia de Ct de Kim-1y 18 S.
Se establecidé que los niveles de ARNm de Kim-1 en el grupo control fueran de 1

y se comparo con los niveles de ARNm del grupo de estudio 9.

DESENLACES

El desenlace primario fue la diferencia de los niveles de ARNm en tejido renal
entre el grupo control y el grupo de estudio estratificado este ultimo de acuerdo a
los hallazgos histopatolégicos (normal, rechazo agudo y/o lesion limitrofe,

rechazo crénico y/o toxicidad por inhibidores de calcineurina).
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VARIABLES

Se analizaron las siguientes variables: edad, género, indice de masa corporal,
presencia de diabetes mellitus e hipertension arterial, donador vivo o cadavérico,
presencia y tipo de rechazo (grupo de estudio), tiempo de isquemia fria y de

isquemia caliente (grupo control), esquema de inmunosupresion.

Variables de laboratorio en sangre: creatinina sérica (CrS), nitrégeno ureico
(NUS), acido urico, hemoglobina, glucosa, colesterol total, triglicéridos.
Variables de laboratorio en orina: micro/albuminuria. Depuracion de creatinina

(DCr) calculada con la férmula de Cockcroft-Gault.

Los valores del laboratorio fueron recabados del expediente clinico al momento

de que el paciente aceptd su participacion en el presente estudio.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizoé analisis de varianza (ANOVA) y analisis post hoc para la medicién de

diferencias significativas entre las medias de los grupos. Se utiliz6é la U de

Mann-Whitney para pruebas no paramétricas.

Se consider¢ estadisticamente significativa a una p<0.05
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RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 40 biopsias de injertos renales en el grupo de estudio.
En 5 de las biopsias no se obtuvo suficiente material para la extraccion del ARN
total, por lo que solamente se incluyeron en el analisis a 35 biopsias de las 40
biopsias, agrupandose de acuerdo al reporte histopatologico en los siguientes

subgrupos:

e Subgrupo 1: Biopsias con reporte histopatologico normal (n=6).

e Subgrupo 2: Biopsias con reporte histopatoldgico de rechazo agudo (RA)

o lesion limitrofe (LL) de acuerdo a la clasificacion de Banff 97 (n=6).

e Subgrupo 3: Biopsias con reporte histopatoldgico de toxicidad crénica por
inhibidores de calcineurina (ICN) o nefropatia cronica del injerto (NCI) de

acuerdo a la clasificacion de Banff 97 (n=23).

En el grupo control se incluyeron un total de 11 biopsias renales de donadores

sanos al momento de la nefrectomia.

Se observo una diferencia estadisticamente significativa en los niveles de NUS,
CrS y DCr entre el grupo de estudio en comparacion al grupo control (22.8+13
vs. 11+£3.3 p<0.01, 1.68+1.7 vs. 0.88+0.12 p<0.001, 62+26 vs. 112+19.5

p<0.001, respectivamente).
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.Las caracteristicas demograficas y de laboratorio de ambos grupos se observan

en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y de laboratorio

Grupo Grupo de
control estudio P
N=11 N=35
Género (Hombres) 7 (63.6%) 13 (37.1%) NS
Edad (afios) 29.4+7 33.8+12 NS
IMC (kg/m?) 24.09%1.9 24.1%52 NS
Glucosa (mg/dL) 80+13 89+17 NS
NUS (mg/dL) 11£3.3 22.8+13 <0.01
CrS (mg/dL) 0.88%0.12 1.68+1.7 <0.001
Hemoglobina (g/ 14.8%1.6 13.5%2 NS
Acido Urico 5.010.86 5.9%1.3 NS
AlbUmina Sérica (g/dL) 4.01%£0.19 3.9104 NS
Colesterol Total 170£40 17625 NS
Triglicéridos 133143 139161 NS
Indice AlbU/CrU (g/g) 0 0.15%0.36 NS
Dep“rac'(%”ogﬁcfgﬁ?égmf‘) (mifmin) | 4124195 62426 <0.001
Tiempo d?ni]si,gbjgg;a caliente 2 140 46 NA NA
Tiempo(?nei'niigsse)mia fria 8.8+2 .47 NA NA

NA= No aplica NS=No significativa

Al comparar los tres subgrupos del grupo de estudio se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de CrS entre el subgrupo 2 en
comparaciéon del subgrupo 1 (1.55+0.4 vs. 1.02+0.3 p<0.01) y de triglicéridos
entre el subgrupo 2 en comparacion del subgrupo 1y 3 (201£105 vs. 111+40

p<0.01y 201£105 vs. 130139 p<0.01, respectivamente)

Las caracteristicas demograficas y de laboratorio se observan en la tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas demograficas y de laboratorio
(Subgrupos de estudio)

Subgrupo 1 Subgrupo 2 Subgrupo 3
(n=6) (n=6) (n=23) P
Género (Hombres) 3 (50%) 3 (50%) 7 (43.7%) NS
Edad (afios) 38%16 247 35%11 NS
IMC (kg/m?) 2242 21422 256 NS
DM 0 0 1 (3.8%) NS
HAS 1(16.6%) 2 (33.3%) 14 (60.8%) NS
Inmunosupresién
e Esteroides 6 (100%) 6 (100%) 23 (100%) NS
e ICN 6 (100%) 6 (100%) 23 (100%) NS
e MMF 6 (100%) 4 (66.6%) 14 (60.8%) NS
e AZA 0 2 (33.3%) 6 (26%) NS
e Sirolimus 0 0 1(3.8%) NS
Donador Vivo 4 (66.6%) 6 (100%) 17 (73.9%) NS
Glucosa (mg/dL) 95+26.4 88+9.4 88+16 NS
NUS (mg/dL) 15+/-5.1 23+/-4.7 24+/-15 NS
<0.01*
CrS (mg/dL) 1.02%0.3 1.55%0.4* 1.881+2.06 VS, su%g(;)rupo 1
Hemoglobina (g/ 13.1%1.7 13.6+2.1 13.512.1 NS
Acido Urico 5.6%1.2 5.3%1.9 6.2+1.2 NS
AlbUmina Sérica
(g/dL) 3.9%£0.17 4.0%0.26 3.8+£0.47 NS
Colesterol Total 179+22 169£19 178127 NS
o <0.01*
Triglicéridos 111£40 201£105* 130139 vs. subgrupo 1y 3
Indice AIbU/CrU (g/g) | .006%0.01 .071%£0.16 213143 NS
Depuracion de
Creatinina (ml/min) 82+17 54+12 59429 NS
(Cockcroft-Gault)

NS=No significativa

Al no existir valores establecidos de ARNm de Kim-1 en tejido renal se tom¢ el
valor promedio de ARNm de Kim-1 de las 11 biopsias de donadores sanos y se
le asigno el valor de 1, tomando a este valor como referencia para los demas

grupos.
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En la tabla 3 se observa la comparacion del valor promedio de ARNm de Kim-1
del grupo de estudio (35 biopsias) en relacién al grupo control (11 biopsias),
encontrandose una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos

(46.9+99 vs. 1 p<0.001) (Grafica 1).

Tabla 3. Comparacion de ARNm de Kim-1 entre
el grupo de estudio y el grupo control.

gﬁfgl Ggst%?ji?)e Subgrupo 1 Subgrupo 2 Subgrupo 3
(n=11) (n=35) (n=6) (n=6) (n=23) P
<0.001 *vs.
grupo control
%%,
ARNm 1 46.9+99% | 1.8£1.3"* | 4.313.41% | 60.811+6* 0.03 vs.
Kim-1 grupo control
NS ***ys,
grupo control

NS=No significativa

Grafica 1. Niveles de ARNm de Kim-1 entre
el grupo control y el grupo de estudio

B0 1

40 -

ARNmM de Kim-1

Grupo Grupo p<0.001
control de estudio vs. control
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De igual forma se observa en la tabla 3 que al comparar los valores de los
subgrupos de estudio solamente los subgrupos 2 y 3 tenian diferencia
estadisticamente significativa en los valores de ARNm de Kim-1 en relacion al
grupo control (4.313. £1 vs. 1 p=0.03, 69.811+6 vs. 1 p<0.001, respectivamente)

(Grafica 2).

Grafica 2. Niveles de ARNm de Kim-1 entre los subgrupos
de estudio y el grupo control
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ARNmM de Kim-1

)
[}
L

Grupe Subgrupe 1 Subgrupe2  Subgrupe3 *p=003 vs. control
control {normales) {RA) {NCD =n<0.001 vs. control

Al comparar el valor de ARNm de Kim-1 entre los diferentes subgrupos del grupo
de estudio, se observo una diferencia estadisticamente significativa entre el
subgrupo 3 en comparacion al subgrupo 1 (69.8£116 vs. 1.8+1.3 p<0.01) (Tabla

4 y grafica 3).
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Tabla 4. Comparacion de ARNm de Kim-1 entre

los subgrupos del grupo de estudio

Subgrupo 1 Subgrupo 2 Subgrupo 3
(n=6) (n=6) (n=23) P
<0.01 *vs.
ARNmM o * subgrupo 1
Kim-1 1.8+1.3 4.31+3.1 69.8+116 NS ** vs.
subgrupo 1

NS=No significativa

Grafica 3. Niveles de ARNm de Kim-1 entre

los subgrupos de estudio
*

Subgrupo 1

Subgrupo 2

Subgrupo 3

*p=0.01
vs. subgrupo 1

(normales) (RA) (NCI)
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DISCUSION

En los primeros estudios realizados de Kim-1 se observé una sobre-expresion de
esta proteina primordialmente en células epiteliales dediferenciadas y en
proliferacion del tubulo proximal posterior a dano por isquemia-reperfusion, asi

como por toxicidad de diversos farmacos tales como cisplatino y acido félico.

Estudios posteriores demostraron una sobre-expresion de Kim-1 en otras
entidades en las que predominaba la dediferenciacion y proliferacion de las
células epiteliales tubulares como es el caso del carcinoma renal en humanos y

en un modelo murino de enfermedad renal poliquistica.

Aun no se ha determinado el papel que juega esta proteina en la reparacion del
dafio del epitelio tubular posterior a una dafio téxico o por isquemia-reperfusion.
Se cree que pudiera estar involucrada en la migracion de las células epiteliales
tubulares en proliferacion para cubrir nuevamente la membrana basal denudada
del tubulo. Adicionalmente se piensa que el dominio mucina de esta proteina
tiene que ver con la proteccién celular, protegiendo a la célula epitelial en
regeneracion de mayor dafo provocado por el microambiente adverso
secundario la presencia de detritus celulares y mediadores inflamatorios en la luz

tubular.

Estudios previos han mostrado que Kim-1 es un biomarcador asociado a un

proceso patologico en evolucion a nivel del tubulo proximal, por lo que
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hipotetizamos que esta propiedad podia ser de utilidad en la deteccion de

rechazo a un rindn trasplantado.

En este estudio se encontr6 una mayor expresion de ARNm de Kim-1 en
biopsias provenientes de injertos renales con evidencia histopatoldégica de dano
tubular agudo o crénico en comparacion a las biopsias renales provenientes de
donadores sanos. Aqui cabe resaltar que no hubo diferencia estadisticamente
significativa en la expresion de ARNm de Kim-1 entre las biopsias de injertos
renales reportadas como normales y las del grupo control, lo que sugiere que la
sobre-expresién de Kim-1 no es inherente a un injerto renal por si mismo, sino
que se requiere de un proceso patoldgico en evolucién a nivel tubular como es el

caso del rechazo.

Por otra parte cuando se realizé el subanalisis del grupo de estudio, tomando
como referencia los valores de Kim-1 del subgrupo 1 (biopsias de injertos
renales reportadas como normales) se encontr6 nuevamente una diferencia
estadisticamente significativa en la expresién de ARNm de Kim-1 en el subgrupo
3 (biopsias con NCI o toxicidad por ICN) no asi en el subgrupo 2 (biopsias con
RA o LL), esto ultimo probablemente debido a dos factores: los niveles
discretamente mas elevados de ARNm de Kim-1 en el subgrupo 1 en
comparacion del grupo control (1.8+/-1.3 vs. 1) y al pequefio numero de biopsias
en el subgrupo 2, por lo que cabe esperar que al incrementar el numero de

biopsias en el subgrupo de RA o LL se alcance diferencia estadistica.
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Se observoé una variabilidad importante en los valores de ARNm de Kim-1 dentro
de los diversos subgrupos de estudio, esto puede deberse a diferencias en el
muestreo del tejido renal, pudieron haber mayor porcentaje de fibrosis o tubulitis
en unas muestras que en otras sin que esto refleje el proceso global en el injerto.
Esto puede evitarse en estudios posteriores al haber métodos ampliamente
disponible que permitan la cuantificacion de Kim-1 en orina (actualmente en

desarrollo por el grupo del Dr. Bonventre).

En este estudio se observd en forma interesante una tendencia a mayor sobre-
expresion de ARNm de Kim-1 en biopsias de injertos renales con dafo tubular
cronico (secundario a NCI o toxicidad por ICN) en comparacion de biopsias con

dafio tubular agudo (tubulitis).

Estos resultados son consistentes con los reportados por Sarwal y cols.?”

quienes utilizando un modelo de microarreglos en biopsias de injertos renales,
encontraron una mayor expresion de genes involucrados en la proliferacién y
ciclo celular en el “cluster” correspondiente a las biopsias con NCI en
comparaciéon de la mayoria de las biopsias con rechazo agudo, lo que sugiere un
proceso de reparacidn y regeneracion tisular particularmente activo en las

biopsias con NCI.

Falta por definir la participacion de Kim-1 en el desarrollo de dafo agudo y/o
cronico en el contexto rechazo al injerto. Adicionalmente a su papel como
biomarcador de rechazo en el injerto renal, su sobre-expresion pudiera repercutir

de forma positiva o negativa sobre la funcién del injerto renal.
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CONCLUSIONES

Kim-1 es una proteina de membrana con expresion predominantemente renal y
su sobre-expresion refleja un proceso activo de dafo tubular secundario a
diversos agresores. Este estudio mostré por primera vez que los niveles de
ARNm de Kim-1 se encuentran incrementados en biopsias provenientes de
injertos renales que cursaban con algun tipo de dafo tubular asociado a rechazo
agudo o cronico o secundario a toxicidad por ICN, por lo que Kim-1 puede ser un
biomarcador potencialmente util para la deteccion de estas entidades, aunque se
requieren de estudios adicionales para explorar su correlacion tanto con la

clinica como con los hallazgos histopatologicos.
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