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Introduccion: El trasplante renal constituye el tratamiento de eleccién en el paciente pediatrico con
Insuficiencia renal crénica terminal. El rechazo agudo del injerto es la complicacion mas frecuente y
produce disfuncién del injerto. La biopsia renal es el estandar de oro para el diagnéstico de
rechazo agudo sin embargo es un procedimiento invasivo y hace el diagnéstico cuando el rechazo
ya esta establecido.

Obijetivos: Establecer al receptor soluble de interleucina 2 (slL-2R) en suero como marcador
biolégico que permita la identificacibn de pacientes pediatricos con rechazo agudo en fases
tempranas.

Material y métodos: Se incluyeron 51 pacientes los cuales se dividieron en tres grupos: El primero
integrado por 19 pacientes con diagnostico histopatolégico de rechazo agudo celular. El segundo
con ocho pacientes con disfuncién de injerto pero con otro diagndéstico histopatolégico. Un udltimo
grupo con 24 pacientes trasplantados con funcion del injerto estable. A todos los pacientes se les
tomé muestra de suero basal en la primera semana del postrasplante. En el caso del grupo uno y
dos, la segunda muestra se tomé al momento de la biopsia renal y una tercer muestra de control a
los 6 meses posterior a la biopsia. El tercer grupo se tomé muestras a los seis y 12 meses
postrasplante. A estas muestras se les determind concentracion sérica de sIL-2R.

Resultados: Se encontré diferencia significativa (p=0.05) en las concentraciones séricas de sIL-2R
en la muestra al momento de la biopsia en los nifios con rechazo agudo celular en comparacion
con los otros dos grupos. Sin embargo no todos los pacientes con rechazo agudo presentaron
concentraciones séricas altas. Se realizo curva ROC encontrando que con un valor de corte de
1946.50 ng/mL se tiene una sensibilidad de 73% y especificidad de 53%. Ademas al comparar los
rechazos diagnosticados mas frecuentemente se observé que el sIL-2R se encuentra
significativamente elevado en los pacientes con rechazo IA y IB. (p=0.034). No hubo relacién con
incompatibilidad al HLA. No hubo diferencia significativa entre las concentraciones basales de slL-
2R (p=.888) pero en la muestra de control el sIL-2R se encontré significativamente mas elevado en
pacientes con rechazo agudo celular en relacién a los otros grupos.

Conclusiones: Las concentraciones séricas del sIL-2R se encuentra elevada en algunos pacientes
durante un evento de rechazo agudo celular y es marcador de rechazo, sin embargo no es una
prueba con alta sensibilidad y especificidad. Ademas tiene relacién con el tipo de rechazo agudo

celular.



ANTECEDENTES

Trasplante renal

El trasplante renal es en la actualidad el tratamiento terapéutico de eleccion en el
paciente pediatrico con insuficiencia renal cronica (IRC), ya que mejora su calidad
de vida, hace posible su rehabilitacion, y en un trasplante renal exitoso genera un
estado fisioldgico que le permite al nifio su crecimiento y desarrollo.®*

Se estima en unos 250,000 los trasplantes renales efectuados hasta ahora en el
mundo, en nuestro pais suman cerca de 1500. Se reporta en que en el HIMGF el
57% de los pacientes trasplantados entre 1967-1981 fallecieron por rechazo y
sepsis, aungue 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 rifidn cadavérico (80% contra un 68% respectivamente). Los nifios
tienen la mejor sobrevida del injerto de todos los grupos etéreos, sobrepasando la
gue tienen los adultos receptores de rifion con HLA idéntico, sin embargo los
adolescentes tienen la menor sobrevida del injerto a largo plazo y se ha atribuido a
una mala adherencia terapéutica. La mortalidad en el HIMFG ha mostrado una
disminucién dréastica, siendo actualmente 4.3% similar a la que presenta el registro
norteamericano de didlisis y trasplante renal en nifios NAPRTCS de 4.8%, esta
mejoria se atribuye a una mejor inmunosupresion y vigilancia en el periodo pos-

trasplante. ©

Gracias a la seleccion rigurosa de los receptores, mayores avances tanto en las
técnicas quirdrgicas como anestésicas, mejores cuidados postrasplante, mayores
conocimientos inmunolégicos, asi como en la utilizacion de inmunosupresores y
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antimicrobianos, se ha mejorado significativamente la sobrevida tanto del paciente

(6-7)

como del injerto; sin embargo, en el trasplante renal pediatrico existen

factores técnicos, inmunoldgicos, metabdlicos y psicolégicos que implican
diversos problemas y mayor riesgo que en el adulto. &

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 afo de trasplante cada vez tenemos menor incidencia de rechazo
gracias a los nuevos esquemas de inmunosupresion que incluyen el uso de anti-
CD25 (basiliximab o daclizumab), inhibidores de calcinurina, mofetil micofenolato
y sirolimus. ©

El objetivo de la terapia inmunosupresora después del trasplante renal es una
eficaz medida para la prevencion del rechazo agudo y crénico con aceptable
tolerabilidad y seguridad. El estandar de oro en la terapia de induccion es
prevenir la activacion de las células T. 9

Inmunologia del trasplante

La aceptacién o el rechazo del riidn alogénico dependen principalmente de la
respuesta inmune y su compleja regulacion en la cual la red de citocinas y otros
mediadores juegan un papel importante en el reconocimiento de proteinas como
extrafias cuyo objetivo es su eliminacién. Las proteinas que tienen mayor
relevancia en el rechazo al injerto son las del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) que son moléculas HLA (antigeno leucocitario humano)
Existen dos tipos de moléculas HLA; las de clase | que se encuentra en la
superficie de la mayoria de las células del organismo (excepto eritrocitos) y las de
clase Il que se encuentra en la superficie de macréfagos, linfocitos B, células

dendriticas y algunos endotelios. V)



Las proteinas del HLA del donador son presentadas al receptor a través de las
células presentadoras de antigeno o APC las cuales al ser activadas producen
mediadores solubles como son las citocinas y quimiocinas las cuales activan a su
vez a linfocitos Thl, linfocitos T cooperadores o Th2, linfocitos T citotoxicos CD8+,
linfocitos B aloantigeno especifico (secretan inmunoglobulinas) y las células
endoteliales, las cuales también producen son productoras de dichos mediadores
solubles.

El reconocimiento de las moléculas de HLA del donador por el receptor, puede
llevarse a cabo por diferentes vias:

1. Reconocimiento directo, en el que no se requiere procesamiento del
antigeno.

2. Reconocimiento indirecto que requiere procesamiento del antigeno (las
moléculas de HLA del donador son procesadas por APC del receptor)

3. Reconocimiento a través de receptores KIR (killer Inhibitory receptor) en la
cual se inhibe la actividad citotoxica; estos receptores se encuentran en las
células NK y CTL. 1213

El tipo de mediadores solubles que se producira depende de la respuesta inmune
gue se active en el momento de la presentacién de las moléculas de HLA. Si la
respuesta inmune activada es la de tipo innata las citocinas producidas son las
siguientes interleucinas (IL): IL-1, IL-6, TNF, IL-10 e IL-18, ademas de factor de
necrosis tumolar alfa (TNF). Estas citocinas se producen en forma inmediata tras
el contacto de las células implicadas en este tipo de respuesta y el antigeno. Los
monocitos y macrofagos activados son la principal fuente de estas moléculas
aunque también pueden ser producidas por linfocitos activados y otras células no

pertenecientes al sistema inmune como células endoteliales y fibroblastos. ¥



Por otro lado, si los antigenos HLA activan la respuesta inmune de tipo adaptativo
las citocinas que se producen preferentemente son IL-2, INF, IL-4, IL-13, IL-16,
interferon gamma (INF-y), y factor transformador de crecimiento beta (TGF). En el
caso de que exista en el medio hay IL-4, IL-10 e IL-13 los linfocitos T CD4+
cooperadoras se activan, proliferan y se diferencian hacia células efectoras
especificas Thl (secretan IL-2, INF-y y TNF) o Th2 (producen IL-4, IL-5, IL-10 e IL-

13). #1519 | o anterior se observa en la figura 1.
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Figura 1. Activacion de células Thl y Th2

El rechazo es la complicacion inmunologica mas frecuente y produce disfuncion
del injerto. Se produce en general en todo trasplante renal alogénico por lo menos
una vez y especialmente durante el primer afio. Muchas veces es subclinico, pero
en la mayoria de los casos da manifestaciones clinicas como insuficiencia renal

aguda, proteinuria, hipertension arterial, fiebre, dolor, oliguria, anuria, etc. Las



alteraciones sufridas, en el 6rgano trasplantado, son evaluados mediante biopsia
renaly que es el estdndar de oro para evaluar el rechazo al injerto.

La biopsia es una herramienta valiosa y permite evaluar las alteraciones
vasculares y glomerulares, la atrofia tubular, la fibrosis intersticial y los infiltrados
de células mononucleares o linfocitarios que caracterizan a la nefropatia crénica
del aloinjerto (CAN). Desafortunadamente, la naturaleza invasiva del
procedimiento es un inconveniente y acarrea el riesgo de complicaciones para el
paciente por lo que no es una técnica que se utilice para el monitoreo con la
frecuencia que se requiere en estos casos. Por otro lado, la biopsia detecta el
dafio ya ocurrido que es precedido por cambios iniciales en la regulacion de la
respuesta aloinmune por la red de citocinas y otros mediadores. 718

En los dltimos afios muchos investigadores se han encargado de describir nuevas
estrategias para el seguimiento de los pacientes con trasplante renal, entre las que
se destacan la aplicacién 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. (929

Rechazo, clasificacién y diagnostico de disfuncion del injerto

El rechazo del injerto renal es responsable de la pérdida de 25% de los érganos
de origen cadavérico y de 15% de los provenientes de donantes vivo durante el

primer afio postrasplante.

En la practica clinica el rechazo del injerto puede ser clasificado de acuerdo al

periodo del tiempo en el que ocurre después del trasplante.

1.-Rechazo hiperagudo: Es responsable del fracaso de un pequefio porcentaje

de trasplantes, aproximadamente el 2.5%. Usualmente se manifiesta



inmediatamente después de la revascularizacion del 6rgano trasplantado, éste
aumenta de volumen y se torna violaceo y pierde la consistencia con rapidez .

Ocasiona una destruccion del injerto dentro de las primeras 24 horas.

Se produce rapidamente porque el receptor tiene anticuerpos citotoxicos
previamente formados para los antigenos HLA del donante. Generalmente
hay antecedente de transfusiones previas, embarazos multiples o bien

rechazos previos.

2.Rechazo agudo vascular: Generalmente ocurre en los primeros tres meses
post-trasplante y se caracteriza clinicamente por un episodio de rechazo grave,
con frecuencia resistente al tratamiento con esteroides. En el tejido renal se
encuentra necrosis fibrinoide de la media y trombos de fibrina y plaguetas en
los lumenes del lecho arterial. Esta forma de rechazo es ocasionada por
anticuerpos especificos contra el donador en un nivel inferior al detectable por

las técnicas de pruebas cruzadas convencionales.

3.-Rechazo agudo celular: Este tipo de rechazo es el mas frecuente y ocurre
comunmente en los primeros 6 meses post-trasplante, pero puede ser visto

en cualquier momento de la vida del injerto.

La incidencia esta relacionada a diversos factores, como la fuente del donador
(aumenta la incidencia en los donadores cadavéricos), inmunosupresion
empleada (menos frecuente en pacientes en los cuales se utiliza terapia de
induccion) y el nimero de trasplantes (la incidencia aumenta en los re-
trasplantados). Se debe fundamentalmente a la activacién de las células T que

a continuacién desencadenan varios mecanismos efectores.



4.- Rechazo croénico: El rechazo crénico es la principal causa de pérdida del
injerto después del primer afio post-trasplante. Clinicamente se caracteriza por
el deterioro progresivo e irreversible de la funcion renal que ocurre después de
tres meses del trasplante, acompafado de hipertension y proteinuria. En la
etiologia se han implicado factores inmunoldgicos, hemodinamicos y de
adherencia terapéutica. Los factores de riesgo incluyen donador cadavérico,
hipertension, proteinuria, rechazos agudos previos, tiempo de isquemia,
hierlipidemia, tabaquismo, edad extrema del donador e incompatibilidad HLA,

entre otras.

La presencia de rechazo agudo debe ser sospechada en un paciente
trasplantado con elevacion de creatinina sérica. Los signos clinicos incluyen
disminucién del gasto urinario e incremento de la presion arterial sistémica.
Antes de la introduccién de la ciclosporina como farmaco inmunosupresor era
frecuente encontrar fiebre y dolor del injerto. Se debe hacer diagnostico
diferencial con otras causas de disfuncidén del injerto que incluyen: necrosis
tubular aguda, nefrotoxicidad por ciclosporina y obstruccion del tracto urinario

entre otras.
Clasificacion Histopatoldgica del rechazo

La estandarizaciéon de los criterios histopatolégicos de rechazo, ha permitido
valorar la eficacia de las diferentes terapias. “ La clasificacién mas aceptada
para tejido de injerto renal es la de Banff, formulada en 19972 y modificada en

el 2003® incluye las siguientes categorias:

1. Normal — Biopsia histolégicamente normal.



2. Rechazo agudo mediado por anticuerpos- rechazo que es consecuencia
de anticuerpos anti- antigenos del donante y C4d positivo dentro del cual

se incluye:

e Tipo I: Muy similar a la lesion observada en la necrosis tubular

aguda.
e Tipo Il: glomerulitis capilar con marginacion o trombosis.
e Tipo Ill: Cambios fibrinoides en la arterial transmural.

3. Cambios limitrofes: caracterizada por la presencia de tubulitis focal leve

(1-4 células mononucleares), y de 10 a 25 % del intersticio involucrado.
4. Rechazo agudo celular: con los siguientes subtipos:

e Tipo IA-Inflamacién intersticial significativa (>25% del parénquima

afectado) y moderada tubulitis (> 4 células mononucleares).

e Tipo IB- Inflamacién intersticial significantiva (>25% del parénquima

afectado) y tubulitis grave (>10 células mononucleares).
e Tipo lIA- Arteritis leve a moderada.
e Tipo IIB — Arteritis grave con oclusion de > 25% de la luz del vaso.

e Tipo lll- Arteritis transmural, alteraciones fibrinoides y necrosis del

musculo liso.
5.- Nefropatia crénica del trasplante

e Grado | — Fibrosis leve intersticial y atrofia tubular con o sin

cambios especificos que sugieran rechazo cronico.

e Grado lI- Fibrosis intersticial moderada y atrofia tubular



e Grado lll- Fibrosis grave intersticial y atrofia tubular y pérdida

tubular.

6.- Otros cambios no considerados debidos a rechazo; puede coincidir con la

categorias mencionadas

El rechazo agudo continla siendo una causa importante de falla del injerto y
predispona a su vez al desarrollo de rechazo crénico, por esto es importante
detectarlo a tiempo. ®” Para que la creatinina sérica se eleve dos décimas es
necesario haber perdido el 50% de la funcion renal, de modo que se considera
una forma muy burda de evaluar la funcion renal. Hasta el momento el estandar de
oro para el diagnostico de rechazo agudo es la biopsia renal percutanea, muchos
grupos de trasplante han propuesto realizar biopsias del injerto periédicas con el
fin de detectar rechazos subclinicos y tratarlos a tiempo, ®® incluso antes de que
se eleve la creatinina sérica. Seikku y col. de Finlandia, reportan una incidencia de
rechazo agudo subclinico en 13% de sus pacientes a los 18 meses post-trasplante
renal, y refieren que el tratamiento oportuno de esta condiciébn ofrece mejor

sobrevida del injerto.

El rechazo agudo esta mediado inmunolégicamente por la reaccién de las células
T del receptor frente a los antigenos alogénicos los cuales ponen en marcha la
liberacion de IL-1 y de IL-2, con la consiguiente activacion y proliferacion de
células CD4 y CD8. Hay presencia de monocitos, linfoides, linfoblastos,
macrofagos, muy pocas ceélulas plasmocitoides y algunos granulocitos y
eosindfilos en el espacio intersticial. El otro componente es humoral y
desencadena un rechazo agudo vascular y glomerular causada por la

citotoxicidad celular directa y el dafio mediado por complemento, hay predominio
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de citocinas de tipo Thl; intervienen ademas en este tipo de rechazo, aunque en
menor proporcion la presencia de infecciones, la toxicidad por drogas u
obstrucciones, #+2%

El rechazo cronico se produce después de tres meses o de afios de realizado el
trasplante, se caracteriza por escasos infiltrados celulares entre los que se
encuentran linfocitos y células plasmaticas maduras, monocitos, macréfagos,
fibroblastos y fibrositos con extensa fibrosis. Estos pacientes presentan
disminucién progresiva de la funcion renal, proteinuria, a veces sindrome nefrético
e hipertensién arterial. ©?

Interleucina 2

La IL-2 es secretada por linfocitos T CD4+ y CD8+ activados en respuesta a un
estimulo antigénico. Inicialmente se describi6 como factor de crecimiento de
células T, ya que es el principal agente que controla su proliferacion. Ejerce otros
muchos efectos sobre el sistema inmune teniendo un papel esencial en el
desarrollo de las respuestas inflamatorias cronicas, tanto humorales como
celulares. Es un factor estimulador del crecimiento de linfocitos T B y NK.
Promueve la actividad citotdéxica mediada por linfocitos T y células NK. Tras
unirse a su receptor en linfocitos T, activa la secrecion de IFN-alfa, linfotoxina,
IL4,IL3, IL5 y GM-CSF. Sobre los linfocitos B estimula su crecimiento y
diferenciacion e incrementa la expresion de moléculas de MHC clase II. ¥
Panigrahi y cols®”  analizaron la relevancia clinica de los parametros
inmunoldgicos tales como anticuerpos contra antigeno leucocitario antidonador
antihumano (anti-HLA), monitorizacion de citocinas y sus receptores sobre el
resultado del trasplante. Se utiliz6 método de ELISA para detectar anti-HLA clase

I y Il y niveles cuantitativos séricos de receptor soluble de IL-2 (sIL-2R). Se
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encontré que el sIL-2R estaba significativamente incrementado en episodios de
rechazo agudo durante el primer mes de trasplante en comparacion con pacientes
con injerto funcional (p=0.01) y controles sanos(p=0.001). Concluyendo que el
analisis cuantitativo de slL-2R ofrece herramientas adicionales diagndsticas y
prondsticas para el seguimiento de pacientes trasplantados.

Humar y cols®® en un estudio retrospectivo investigaron los niveles séricos de
citocinas (slL-2, sIL2R y sTNF-alfa) como predictores del resultado del injerto
renal. Se determinaron niveles séricos de citocinas pre y posttrasplante en 57
receptores de trasplante renal. Se encontraron altas concentraciones de sIL-2R
en el posttrasplante de 63% de receptores de trasplante cadavérico. La incidencia
de rechazo agudo fue de 77% en el grupo de concentraciones séricas altas de
sIL-2R comparado con el grupo control sin concentraciones altas (23%)
(p=0.0056) demostrando que los pacientes con altas concentraciones séricas de
sIL-2R 'y TNF-alfa en el posttrasplante pueden tener una influencia sobre el
rechazo agudo en receptores de trasplante renal.

En 2001 Oliveira y cols®® demostraron que los receptores solubles de factor de
necrosis tumoral (TNF) (STNFRI y sTNFRII) presentaban niveles elevados
encontraron una asociacion con el rechazo agudo indicando que son buenos
predoctores del rechazo agudo. A su vez la concentracion de ARNm de IL-2,IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10, CD40L, FasL, bcl-xL, INF-gamma, perforina y granzima B se han
asociado con el rechazo agudo. ¢©

Existe un creciente interés por el desarrollo de marcadores no-invasivos que
permitan diagnosticar rechazo agudo. La determinacién en células de sangre
perfiérica del RNA que codifica para las moleculas citotoxicas granzima B,

perforina y ligando de Fas correlaciona con el rechazo agudo tanto en trasplante
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hepatico como renal. ™% E| estudio de la expresién génica en células urinarias
de perforina y granzima B correlaciona con rechazo, perforina con sensibilidad de
88% vy especificidad de 79%, CD103 participa en la ubicacion de los LT CD8+ en
el espacio intratubular por su interaccion con la E-caderina, y el grado de
infiltracion tubular en la biopsia correlaciona con la cantidad de CD103 en células
urinarias. “**? La determinacién de FOXP3, que caracteriza a los linfocitos T
reguladores, permite predecir la evolucién del rechazo agudo y distinguir a los

pacientes que van a responder al tratamiento con esteroides. ¥

Diversos métodos no invasivos han sido propuestos como una herramienta,
alternativa a la biopsia, para la deteccion temprana del rechazo al injerto. La
deteccién de citocinas y quimiocinas en sangre y en orina han dado indicios de
gue la presencia de estas moléculas pueden ser utilizadas como marcadores en la

detecciéon del rechazo al injerto, “*°

entre estos podemos mencionar la
evaluacion de la expresion de citocinas tanto pro como antiinflamatorias, ARNm,
microarreglos de ADN, etc tanto en orina como en sangre; a su vez se han
utilizado diversos métodos de evaluacion entre los que encontramos ELISA,
ELISPOT, PCR y PCR en tiempo real. El problema con algunos de estos métodos
es el costo por lo que su aplicacién en nuestro medio se hace complicado.

Método ELISA

La técnica inmunoenzimatica ELISA forma parte de aquellas reacciones
serologicas que utilizan conjugados para poder visualizar la reaccién antigeno-
anticuerpo. El ELISA, se basa en el uso de anticuerpos marcados con una enzima
(generalmente la peroxidasa), de forma que los conjugados resultantes tengan
actividad tanto inmunolégica como enzimatica. Al estar uno de los componentes

7

(antigeno 6 anticuerpo) insolubilizados sobre la placa, la reaccion antigeno-
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anticuerpo quedara inmovilizada y por tanto, podran facilmente ser revelada
mediante la adicion del sustrato, que al actuar sobre la enzima, producira un color
observable a simple vista o cuantificable mediante un colorimetro.

La modalidad més frecuente del método ELISA para la determinacion de
antigenos es el modelo ELISA "Sandwich". En esta forma, la placa suele ya venir
con un anticuerpo fijado (monoclonal é policlonal) frente al antigeno problema,
sobre el que se afadird el macerado del 6rgano sospechoso, que en caso de
reaccionar con el anticuerpo de la placa, serd puesto en evidencia tras la adicion
del segundo anticuerpo marcado con la enzima. Por ultimo, se afiade el substrato
para revelar la reaccion.

ELISA por competicion

En este sistema también es muy utilizado para la deteccion de anticuerpos
especificos. Se parte de un anticuerpo (monoclonal o policlonal), frente a un
antigeno conocido, que previamente ha sido inmovilizado en la placa. Se
denomina de competicion ya que el suero problema es incubado previamente con
el antigeno, antes de incubarlo con el antisuero fijado en la placa, y por tanto
compite con él.

Los pasos siguientes es la adicidbn e incubacién del conjugado, lavado y

finalizacion con el sustrato y lectura.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La biopsia renal a pesar de ser una herramienta invasiva es en la actualidad la
de mayor utilidad en el control del rechazo al trasplante y el diagndstico de las
nefropatias asociadas. Es bien sabido que, la biopsia detecta el dafio ya
ocurrido en el érgano trasplantado y el cual es precedido por cambios iniciales
en la regulacién de la respuesta aloinmune por la red de citocinas y otros
mediadores. Después del transplante de érganos se requiere de un monitoreo
constante y no agresivo; por ello, es de gran interés para el clinico contar con
métodos alternativos para la deteccidén de dafio en el érgano trasplantado en la
fase inicial. La evaluacion de citocinas reguladoras de la respuesta inmune
puede ser una alternativa, debido a que es un método no invasivo, que puede
ser evaluado en fluidos organicos, ademas es un procedimiento sencillo que
podria ser de utilidad para incrementar la sensibilidad de la deteccion de

alteraciones que conduzcan al rechazo precoz del injerto.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

1. Establecer a el receptor soluble de interleucina 2 (sIL-2R) en suero como

marcador bioldgicos en pacientes pediatricos con trasplante renal, que permita la

identificacion de pacientes pediatricos con rechazo agudo en fase temprana.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la concentracion de sIL-2R en muestras de sangre de pacientes

con trasplante renal.

2. Comparacion de las concentraciones de slL-2R en muestras sangre de

pacientes con trasplante renal con y sin rechazo agudo y en pacientes con

disfuncion del injerto sin evidencia de rechazo agudo en biopsia renal.
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JUSTIFICACION

El rechazo agudo es la principal complicacion del trasplante renal. Su deteccion
oportuna mediante un método no invasivo ofrece la ventaja de evitar las
complicaciones ocasionadas por lo biopsia renal, la cual se considera actualmente

como el estandar de oro para el diagnéstico de rechazo agudo
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HIPOTESIS

Existe amplia variacion en las concentraciones de sIL-2R en muestras de suero

de nifios con trasplante renal

Los pacientes con rechazo agudo del injerto tienen mayor cantidad de sIL-2R

en suero que pacientes con funcion renal estable y en aquellos con disfuncion

del injerto por causas diferentes al rechazo agudo.
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DISENO DE ESTUDIO

Es un estudio abierto, prospectivo, en pacientes que han recibido trasplante renal

de enero 2004 a marzo 2007

Se dividieron en tres grupos:
1.- Pacientes con rechazo agudo celular (confirmado con biopsia renal)
2.- Pacientes con otras alteraciones histopatologicas (biopsia renal sin
rechazo)
3.- Pacientes con funcién estable del injerto en los ultimos 3 meses y sin

historia de rechazo agudo previo.

LUGAR DE ESTUDIO

El estudio se realizdé en el Hospital Infantil de México Federico Gomez (HIMFG)
que es un instituto nacional de salud, que atiende a poblacion abierta referida de
todas las instituciones de salud, area metropolitana e interior de la republica

mexicana con una cobertura de 24 horas al dia los 365 dias del afo.

El area en donde se llevara a cabo el estudio es del servicio de Nefrologia

Pediatrica, en donde se realizan alrededor de 30 trasplantes renales por afo, y

gue cuenta con 13 camas censables.
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POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes con trasplante renal que cuenten con toma trimestral de muestra de

suero Yy cuando tienen disfuncion renal.

VARIABLES

+ Variable independiente

— Muestras de suero provenientes de nifios con transplante renal.
* Variables dependientes

— Expresion de slL-2R en muestras de suero.
+ Variables confusoras

— Tipo de tratamiento inmunosupresor

— Tipo de donador

— Variabilidad en la respuesta del receptor

— Procesos inflamatorios

Descripcién de variables

Edad: Variable cuantitativa continua expresada en meses.

Sexo: Variable cualitativa, dicotdmica (masculino y femenino).

Tipo de trasplante renal: Variable cualitativa dicotomica (donador vivo relacionado
y donador cadavérico.

Concentracion sérica de slL-2R: Variable cuantitativa expresada en picogramos

por mililitro
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Tipo de rechazo: Variable cualitativa

Niveles de creatinina, concentracion de ciclosporina, tacrolimus, dosis de
iInmunosupresores, Incompatibilidad al HLA (HLA mismatch), incompatibilidad al
HLA DR (HLA DR mismatch), haplotipos: Variable cuantitativa

Riesgo CMV, EBV y VBK: Variables cualitativas

CRITERIOS DE INCLUSION

Casos:
— Nifios con trasplante renal.
— Edad entre 2 a 18 afios.
— Con episodios de rechazo agudo.
— Consentimiento informado firmado

— Con diagnostico de rechazo por biopsia renal

CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes con muestras incompletas

Pacientes con rechazo humoral. Se excluiran a estos pacientes ya que el rechazo
es mediado por anticuerpos y no esperamos encontrar elevacion de sIL2R en
ellos.

CRITERIOS DE ELIMINACION

Disfuncién del injerto en los primeros tres meses post-trasplante
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METODOLOGIA

Las muestras de suero de los pacientes pediatricos con trasplante renal, fueron
tomadas en el Laboratorio de Nefrologia. La concentracibn de creatinina y
examen general de orina se realizé en el laboratorio de Nefrologia. La expresion
del marcador biologico fue evaluada en las instalaciones del Laboratorio de
Investigacion en Nefrologia, y las biopsias fueron evaluadas en el area de

Patologia del Hospital Infantil de México Federico Gémez (HIMFG).

Recoleccidn, procesamiento y almacenamiento de muestras de sangre.

Los pacientes fueron divididos en tres grupos

Grupo 1: Pacientes en quienes se haya documentado rechazo agudo celular por
biopsia renal.

Grupo 2: Pacientes con disfuncion de injerto pero sin evidencia de rechazo agudo
celular por biopsia renal.

Grupo 3: Pacientes con funcion renal estable del injerto

Para el grupo 1 y 2, las muestras fueron recolectadas cuando el paciente
presentd incremento en su creatinina de por lo menos 0.2 unidades por arriba de
su creatinina basal con signos histopatolégicos de rechazo celular (para el caso
del grupo 1) o si se descarté rechazo agudo celular (grupo 2). Cada paciente con

estas alteraciones fueron seguidos por un lapso de 6 meses, solicitandoseles
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muestras en el momento de cumplir con los criterios de inclusion y a los 6 meses

posterior a la presentacion del rechazo.

En el caso del grupo 2 se tomaron la misma cantidad de muestras, el inicio del
muestreo se hizo desde el momento que el individuo cumplié con los criterios de
inclusion y se obtuvo firmado el consentimiento informado.

Se le tomaron 10 ml de sangre sin anticoagulante. De esta muestra se dejé a 4°C
por 15 minutos hasta el momento en que se retraiga el coagulo, posteriormente se
centrifugara a 2000 rpm y se obtuvo el suero. Para hacer la determinacion de
creatinina parte del suero se analizO en el Laboratorio de Nefrologia para
determinacidén de creatinina sérica por el método e Jaffe utilizando un aparato
Synchron X de Beckman. Otra parte del suero se almacend a -70°C hasta el
momento medir las concentraciones de sIL2R por ELISA mediante un kit comercial
de ELISA comercial ( Quantikine R&D Systems No. ), las lecturas se realizaron en
un lector de ELISA marca Termo-Labsystems. Las concentracion del marcador se
determind mediante la extrapolacion, en una curva estandar, de las absorbancias
obtenidas en cada muestra. Cada muestra fue evaluada por duplicado y la

variacion entre cada determinacion no debia ser mayor al 5%.
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Sandwich ELISA
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Método Estadistico

La captura de datos se realizo en hoja del programa Microsoft Excel en donde se
recolectaron los datos provenientes del expediente de cada paciente.
Posteriormente esta hoja de calculo se extrapol6 para poder ser utilizada en el
programa de analisis estadistico SPSS versién 13.0

Se realizé un andlisis divariado para la comparacion de medias y ademas se hizo
un andlisis de regresion logistica para determinar valor predictivo. Se consider6 un

valor de p<0.05 como estadisticamente significativo.
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Financiamiento

Los pacientes y las muestras forman parte del estudio aprobado por la comision
de investigacion y ética de Hospital Infantil de México Federico Gomez “Estudio de
infeccion por virus BK en pacientes con trasplante renal mediante seguimiento de
la expresion de ARN mensajero de la regibn VP1 en orina” que recibe

financiamiento del fondo sectorial Salud proyecto 2004 C01-193.

CONSIDERACIONES ETICAS
El estudio se apega a las normas internacionales e institucionales de investigacion
clinica. Se solicitd consentimiento informado en todos los participantes y el

asentimiento del paciente cuando fue mayor de 7 afos.

Se considera de riesgo minimo ya que solo incluy6 la toma de muestras de sangre

para el estudio de biomarcador.

Para su aprobacioén, el protocolo fue evaluado por el Comité de Investigacion y

Etica del Hospital Infantil de México Federico Gémez.
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CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD

El personal que participd en este proyecto cuenta con el adiestramiento necesario
para el manejo de muestras biologicas ademas de aditamentos personales de
bioseguridad como son: Bata, guantes, cubre bocas, etc

La toma de muestra se realiz6 en el Laboratorio de Nefrologia o de Investigacion
en Nefrologia, el material que estuvo en contacto con las muestras biologicas
fueron mantenidas en recipientes y después de ser empleados se colocaron una
solucion de hipoclorito de sodio al 10 % por un lapso minimo de 1 h.
Posteriormente el material fue esterilizado en las instalaciones del Laboratorio de
Inmunoquimica y Biologia celular. Finalmente se coloco en contenedores
asignados para este fin, al llenarse dichos contenedores fueron trasladados de

acuerdo a las normas establecidas y seran entregados al personal de RPBI.

En el caso de sangre o sus residuos después de ser esterilizados se colocaron en
recipientes de plastico autorizados por el HIMFG, para que posteriormente sean
entregados al personal autorizado de RPBI y ellos los conduzcan a su tratamiento
final. Las agujas, algodones o cualquier otro material que estuvo en contacto con
la sangre fue depositado en los recipientes autorizados y otorgados por el

personal de RPBI.

Todo el material desechable fue depositado en bolsas especiales de residuos
peligrosos sélido-biolégico-infeccioso. El cual fue depositado en un contenedor
especial para este propdsito, el cual se transporté a un almacén temporal
posteriormente el personal de RPBI se encargd de su tratamiento para ser

conducido a su destino final.

27



El material que se reutilizo se lavo eficazmente con agua y jabdén después de ser

esterilizado por autoclave.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

1.- Enero- febrero 2007: Solicitud de material y reactivos. Realizacion de marco
tedrico, recoleccion de bibliografia

2.- Marzo-julio 2007: Revisién de expedientes para captura de datos

3-. Julio 2007: Procesamiento de muestras. Andalisis de datos. Resultados vy
redaccion de conclusiones.

4.- Agosto 2007: Presentacion de tesis final

Afo 2007 ene | feb | mar |abr | may |jun |jul |ago
Solicitud  de | xxx

material y

reactivos

Recoleccion XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX | XXX
de muestras
Marco teorico | XXX | XXX
y bibliografia
Revision de XXX | XXXX | XXX | XXX
expedientes
Procesamiento XXX | XXX
de muestras
Analisis de XXX
datos
Resultados vy XXX
presentacion
de tesis
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RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion

Se recolectaron muestras de 55 pacientes. Sin embargo se excluyeron dos
pacientes debido a que presentaron rechazo agudo humoral y dos pacientes por
disfuncion del injerto dentro de los primeros tres meses en el postrasplante. La
muestra final fue de 51 pacientes en el estudio de los cuales 28 (54.9%) son
varones y 23 (45.1%) mujeres (Figura 4). La edad promedio fue de 13.3 afios; de
estos pacientes 10 (19.6%) recibieron trasplante de donador cadavérico y 41
(80.4%) pacientes fueron de donador vivo relacionado. ( Figura 5) La etiologia de
la insuficiencia renal fue desconocida en 37 pacientes (72.5%), uropatia en cinco
pacientes (9.8%), glomerulopatias en cuatro pacientes (7.8%) y otras causas,
principalmente alteraciones anatdbmicas en 5 pacientes (9.8%). (Tabla 1) En los
pacientes que recibieron trasplante de donador vivo relacionado, 38 pacientes
(74.5%) lo recibieron alguno de sus padres, dos pacientes (3.9%) lo recibieron de
sus hermanos, un paciente (2.0%) de su abuelo y un paciente (2.0%) de otro
familiar (tia materna). nueve pacientes (19.6%) recibieron trasplante de donador
no relacionado que corresponden a los trasplantes de donador cadavérico. (Tabla

2)
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Figura 4. Género de la poblacién
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Tabla 1. Etiologia de la insuficiencia renal crénica terminal
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Frecuencia Porcentaje
Desconocida 37 72.5
Uropatia 5 9.8
Glomerulopatias 7.8
Otros 5 9.8
Total 51 100.0
Tabla 2. Parentesco del donador
Frecuencia Porcentaje
Padres 38 74.5
Hermanos 2 3.9
Abuelos 1 2.0
Otros 1 2.0
No relacionado 9 17.6
Total 51 100.0

Se dividieron a los pacientes en tres grupos: El primer grupo integrado por 19
pacientes fueron nifios que ingresaron por elevacion de creatinina 0.2 décimas por
arriba de su basal y que fueron sometidos a biopsia renal y en los que se
document6 rechazo agudo celular. En el segundo grupo se incluyeron ocho
pacientes que también ingresaron por elevacién de creatinina y se les realizo
biopsia renal pero no se encontré evidencia de rechazo en la biopsia sino que se
documentd otro diagndstico. El tercer grupo fue de 24 pacientes integrado por
pacientes trasplantados con funcion estable de injerto renal (Tabla 3). Las

caracteristicas demograficas de cada grupo por separado se muestran en la tabla

5.
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Tabla 3. Grupos de pacientes

Numero Porcentaje
INifios con rechazo 21 38.2
Nifilos con biopsia sin rechazo 10 18.2
Nifios con injerto estable 24 43.6
Total 55 100.0

A todos los pacientes se les tomo muestra basal de suero en la primera semana
del postrasplante. La media de realizacion de biopsia posterior al trasplante en el
grupo uno fue de 6.7+4.8 meses mientras que en el grupo dos fue de 9.7+7.2
meses, el cual fue el tiempo en que se presenté elevacion de creatinina para
ingresar al paciente para biopsia. En el caso del grupo tres, no requirieron biopsia
renal por lo que el tiempo en que se recolectdé muestra fue a los 6.1 meses. (Tabla

5)

La creatinina basal para el grupo uno fue de 1.02 + 0.47 mg/dL , para el grupo dos
de 1.03 + 0.29 mg/dL y para el tercer grupo 0.79 + 0.20 mg/dL. Los grupos uno y
dos presentaron elevacion de creatinina por arriba de su basal a su ingreso
siendo 1.7 + 1.2 mg/dL y 1.62 + 0.42 mg/dL respectivamente. EI tercer grupo
conservo su creatinina con respecto a la basal a los seis meses en 0.81 + 0.19
mg/dL. El seguimiento de los pacientes fue en el grupo uno de 21.0 =+ 10.4

meses, en el grupo dos 20.62 + 9.9 meses y para el grupo tres de 15.7 £+ 5.5
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meses, En este ultimo seguimiento se encontré que los nifios de los grupos 1y 2
tuvieron disminucion de la creatinina a 1.2 £ 0.38 mg/dL y 1.23 = 0.25 mg/dL
respectivamente en comparacion a la del ingreso pero sin lograr alcanzar su
creatinina basal. Para el grupo tres se observo que su creatinina actual fue de
0.84 + 0.18 mg/dL. (tabla 5)

Inmunosupresion

Actualmente el esquema inmunosupresor utilizado en nuestra poblacion de
pacientes trasplantados es a base de induccién con basiliximab y triple terapia con
prednisona, tacrolimus y micofenolato de mofetilo. En los pacientes del grupo
uno, 15 pacientes recibiendo tacrolimus con una dosis promedio de 0.13
mg/kg/dia, 16 pacientes recibieron micofenolato con una dosis de
861.9mg/m?sc/dia, cuatro pacientes ciclosporina con una dosis de 5.8 mg/kg/dia,
dos pacientes recibieron azatioprina a una dosis de 1.3 mg/kg/dia y un paciente
tenia esquema con sirolimus a 0.03mg/kg/dia. Los niveles de medicamento en
sangre en promedio de inmunosupresién en este grupo para tacrolimus fue de
5.564 ng/mL mientras que los niveles de ciclosporina fueron de 319.37 ng/mL. La
inmunosupresion de los nifios del grupo dos se distribuyo de la siguiente manera:
Siete pacientes recibieron tacrolimus con una dosis promedio de 0.09 mg/kg/dia,
seis pacientes recibieron micofenolato con una dosis promedio de 733.33
mg/m?sc/dia, un paciente recibié ciclosporina con dosis de 2.2 mg/kg/dia, un
paciente con sirolimus a dosis de 0.05 mg/kg/dia y un paciente recibié azatioprina
con dosis de 1.7 mg/kg/dia. Los niveles de tacrolimus y ciclosporina en este grupo
fue de 7.32 ng/mL y 160.60 ng/mL respectivamente. Finalmente los 24 pacientes
del tercer grupo que corresponde a los nifios con funcién de injerto estable,

recibieron esquema habitual con tacrolimus a dosis de 0.10mg/kg/dia, prednisona
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con dosis promedio de 0.14mg/kg/dia y micofenolato a dosis de 896 mg/m?sc/dia.

Los niveles promedio de tacrolimus fueron de 5.64 ng/mL (Tabla 5).

Riesgo para citomegalovirus, Virus Epstein Barr y Virus BK

De los 51 pacientes, 20 pacientes (39.3%) eran de alto riesgo para
citomegalovirus (CMV) mientras que los 31 pacientes restantes (60.7%) fueron de
riesgo intermedio. En cuanto al riesgo para virus Epstein Barr ocho pacientes
(15.7%) fueron negativos y 43 pacientes (84.3%) presentaban seroconversion
pasada. 48 pacientes tuvieron evidencia de replicacion de VBK en los primeros
seis meses postrasplante (94.1%) en mientras que tres fueron negativos (5.9%)
(Tabla 4). Los riesgos por separado para cada grupo de edad se muestran en la

tabla 5.

Tabla 4. Riesgo CMV, EBV y VBK en general

Numero | Porcentaje

CMV

Alto riesgo 22 40
Riesgo intermedio 33 60
Total 55 100
EBV

Negativo 10 18.2
Seroconversion pasada 45 81.2
Total 55 100

VBK en los primeros 6
meses postrasplante

Negativo 3 3.1
Positivo 52 96.8
Total 55 100
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Histocompatibilidad

En cuanto al nimero de haplotipos que se compartian entre donador y receptor en
el grupo uno, 12 pacientes (63.2%) compartian al menos un haplotipo mientras
que los siete pacientes restantes (36.8%) no compartian ningan haplotipo. En el
segundo grupo todos los pacientes compartian un haplotipo. En el tercer grupo se
identificd un paciente que compartia dos haplotipos con su donador (hermano). La
mayoria solo compartian un haplotipo (79%) tabla 8. En cuanto a el nimero de
incompatibilidades al HLA (HLA mismatch), en los nifios del grupo uno se observo
gue tener cinco incompatibilidades fue lo mas frecuente (26.3%), mientras que en
el grupo dos el 62.5% de los pacientes tuvieron tres incompatibilidades. En
cambio los pacientes del grupo tres, se observo que el 25% tenian tres o cuatro
incompatibilidades, e incluso hasta cinco incompatibilidades (20%), pese a esto,
estos pacientes mantuvieron estable la funcidén de su injerto. Asi mismo en los tres

grupos fue mas comdun tener una incompatibilidad al HLA DR. (Tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas demogréficas de la poblacion

nifios con nifios con biopsia sin
rechazo rechazo Controles
Edad promedio (afios) 12.8+3.2 14.38+2.2 12.7+/-2.9
Genero
Masculinos 13 (68.4%) 6 (75%) 9 (37.5%)
Femeninos 6 (31.6%) 2 (25%) 15 (62.5%)
Total pacientes 19 (100%) 8 (100%) 24 (100%)
Donador cadaverico 7 (36.8%) 0 (0%) 3 (12.5%)
Donador vivo relaciondo 12 (63.2%) 8(100%) 21 (87.5%)
Tiempo postrasplante (meses 6.7+£14.8 9.71£7.2 6.12+0.74
Creatinina basal (mg/dL) 1.02+0.47 1.03+0.29 0.79+0.20
Creatinina al ingreso (mg/dL) 1.75%£1.2 1.62+/-0.42 0.81+0.19
Creatinina actual (mg/dL) 1.20+0.38 1.23+0.25 0.84+0.18
Tiempo de seguimiento (meses) 21.0£104 20.62+9.92 15.7#5.5
Niveles de ciclosporina (nhg/mL) 319.3+322.7 160.6+0 0+0
Niveles de tacrolimus (ng/mL) 5.64+2.22 7.32+£2.40 5.64+0.55
Dosis de tacrolimus (mg/kg/d) 0.13+0.11 0.9+0.45 0.1+0.05

Dosis de micofenolato
(mg/m2/d)

861.25+283.8

773.33+£62.66

896.54+148.0

Dosis de prednisona 0.25+0.24 0.12+0.29 0.14+0.033
Dosis de ciclosporina (mg/kg/d) 5.8+4.18 2.2+-0 0+0
Dosis de sirolimus (mg/kg/d) 0.03x£0 0.05x0 00
Dosis de azatioprina (mg/kg/d) 1.35+0.21 1.7+£0 00
sIL-2R basal (pg/mL) 10882+6772 997042997 952745057
slL-2R problema (pg/mL) 653817855 22174726 212841390
sIL-2R control (pg/mL) 2184+807 22884908 2073+1856
Riesgo CMV
Alto riesgo 7 (36.8%) 4 (50%) 9 (37.5%)
Riesgo intermedio 12 (63.2%) 4 (50%) 15 (62.5%)
Status EBV
Negativo 3 (15.8%) 2 (25%) 3 (12.5%)
Seroconversion pasada 16 (84.2%) 6 (75%) 21 (87.5%)
Status VBK
Negativo 1(4.7%) 0 (0%) 1 (4.2%)
Positivo 17 (94.4%) 8 (100%) 23 (95.8%)
Incompatibilidad HLA
0 0 (0%) 0 (0%) 1 (4.2%)
1 1(5.3%) 2 (25%) 1 (4.2%)
2 4 (21.1%) 1 (12.5%) 4 (16.7%)
3 4 (21.1%) 5 (62.5%) 6 (25%)
4 4 (21.1%) 0 (0%) 6 (25%)
5 5 (28.6%) 0 (0%) 5 (20.8%)
6 1 (5.3%) 0 (0%) 1 (4.2%)
Incompatibilidad HLA-DR
0 4 (21.1%) 1(12.5%) 1 (4.2%)
1 15 (78.9%) 8 (87.5%) 23 (95.8%)
Haplotipos
0 7 (36.8%) 0 (0%) 4 (7.1%)
1 12 (63.2%) 8 (100%) 19 (79.2%)
2 0 (0%) 0 (0%) 1 (4.2%)
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Grupo sanguineo

De los 51 pacientes, el grupo sanguineo O Rh positivo fue el principal grupo
sanguineo ya que se tipifico en 35 pacientes (68.6%) mientras que el segundo
grupo sanguineo mas frecuente fue el A Rh positivo, tipificandose en siete
pacientes (13.7%) otros grupos sanguineos fueron: B Rh positivo en seis
pacientes (11.8% ), mientras que se tipificO un paciente de cada uno de los

siguientes grupos: O Rh negativo, A Rh negativo y AB Rh positivo, constituyendo

cada uno el 2.0%. (tabla 6)

Tabla 6. Frecuencias de grupo sanguineo en general

Grupo sanguineo Numero Porcentaje
O positivo 38 69.1
A positivo 8 14.5
B positivo 6 10.9
O negativo 1 1.8
A negativo 1 1.8
AB positivo 1 1.8
Total 55 100.0

Diagnostico Histopatoldgico

En nuestro estudio se realizo biopsia renal a un total de 27 pacientes. En 19 de
ellos se document6é alguna forma de rechazo agudo celular de acuerdo a la
clasificacion de Banff mientras que en a los 10 pacientes restantes se encontro
otros diagnosticos. Como se menciono previamente, la media de disfuncion del

injerto y realizacion de biopsia renal para el grupo uno fue de 6.71 meses en
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cambio para el grupo dos fue de 9.75 meses. El principal diagndstico fue rechazo
agudo |A el cual se reportd en 13 pacientes (48.1%). Tres nifios tuvieron biopsias
renales normales y en cuatro nifios mas se diagnostico rechazo agudo IB (14.8%).
Dos pacientes (7.4%) presentaron datos de nefrotoxicidad. Otros diagndsticos
documentados fue nefritis tubulo-intersticial secundario a virus BK, observandose

en dos pacientes (7.4%). (Tabla 7)

Tabla 7. Diagndstico Histopatolégico

NUmero Porcentaje
Normal 3 11.1
IA 13 48.1
IB 4 14.8
A 1 3.7
1B 1 3.7
Rechazo crénico 1 3.7
Nefritis por VBK 2 7.4
Otros 2 7.4
Total 27 100.0

Deteccidn del receptor soluble de interleucina 2 (slL-2R)

A todos los nifios se les tom6 muestra basal de suero dentro de la primera
semana del postrasplante. Posteriormente a los pacientes del grupo uno y dos se
tomé muestra cuando éstos ingresaban para realizacion de biopsia renal por
disfuncion de injerto ( a los 6.71 y 9.7 meses respectivamente) manifestado por la
elevacion de creatinina al menos dos decimales por arriba de su basal. La muestra
de control para estos grupos se tomé a los seis meses posterior al evento de
rechazo. Para el grupo de pacientes con funcion del injerto estable se tomaron las

muestras a los seis meses posterior al trasplante y la muestra final se tomo al afio
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posterior al trasplante. De los 51 pacientes, solo 42 pacientes contaron con
muestra final. Cuatro pacientes del grupo uno y tres pacientes del grupo dos no
se tiene muestra de suero final debido a que se les realiz6 biopsia renal
recientemente y han cumplido seis meses de seguimiento después de la biopsia.
En dos pacientes del grupo tres tampoco se obtuvo muestra por tener menos de
un afio de trasplantados. La mediana de la concentracion basal del sIL-2R fue
mayor en el grupo uno (10308.72 pg/mL) con respecto a la del grupo dos (9748.56
pg/mL) y a la del grupo tres (9955.76 pg/mL) pero esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (p=0.888) (tabla 8) Sin embargo cuando se compar6
las concentraciones de sIL-2R al momento de presentar disfuncion del injerto, los
pacientes del grupo uno contra las concentraciones del grupo dos vy las del grupo
tres a los seis meses de seguimiento, se observo diferencia estadisticamente
significativa (p=0.05). Cuando se compar6 las concentraciones de slIL-2R en la
muestra de control se encontré significativamente elevada para el grupo uno de

2137.08 pg/mL, en el grupo dos de 1951.76 pg/mL y en el grupo tres de 1604.20

pg/mL. (p=0.047).

Tabla 8.Concentracion sérica de sIL-2R (pg/mL)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Mediana (min-max) [Mediana (min-max) Mediana (min-max)
SIL2R 10308.72 0748.56 9955.76
basal (371.27-29583.88) |(5525.64-14425.28) |(1863.04-19982.04)
SIL2R 3226.00 1340.88 1913.90
problema |(413.88-26447.76) |(1340.88-3439.92) (1170.32-8237.04)
SIL2R 2137.08 1951.76 1604.20
control (108.44-3198.40) [(1536.36-3857.72) (824.40-10011.80)
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Prueba de Kruskal Wallis

sIL2R [sIL2R basal| sIL2R
problema control
Chi- 10.624 A74 6.158
Cuadrada
df 2 2 2
Asymp. Sig. .005 .789 .046

p= 0.05 Kruskal Wallis

Figura 6. Concentracion sérica de slL-2R al momento de biopsia
renal para los grupos 1 - 2 y a los 6 meses de seguimiento para el

grupo 3
p= 0.05
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Encontramos diferencia en la concentracion sérica de slL-2R estadisticamente
significativa en el grupo 1. Sin embargo la mayoria de los pacientes de este grupo
tienen concentraciones seéricas de sIL-2R por debajo de la mediana. Solo cinco

pacientes elevaron sus concentraciones al momento del rechazo agudo incluso a
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niveles tan altos como 26444.76 pg/mL lo cual influye para que la diferencia sea
estadisticamente significativa. Para eliminar esta incertidumbre y dar mayor peso a
la relacion, realizamos una curva ROC. El area calculada bajo la curva para las
concentraciones séricas de slIL-2R en el momento del rechazo agudo fue de
.768+0.074 (p=0.01) con un intervalo de confianza 95% de 0.624 a 0.912 . Un
valor de 1.0 refleja una prueba diagndstica perfecta mientras que un valor de 0.5
no es mejor que lo esperado por casualidad. (Figura 7)
Figura 7. Curva ROC de concentraciones de sIL-2R. Se muestra la fraccion de los
resultados falsos positivos (sensibilidad) y resultados falsos positivos (1-
especifidad)

ROC Curve
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1 - Specificity

Llama la atencion dos pacientes del grupo uno que en su muestra basal
presentaron concentraciones altas de sIL-2R hasta de 29583 pg/mL,, y

disminuyeron al momento de la biopsia renal. Existen 5 pacientes que
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presentaron una elevacion de su concentracion del sIL-2R con respecto a los
demas al momento de la biopsia renal. En el seguimiento temporal de la
concentracion de sIL-2R se encontré que estos cinco pacientes presentaron
elevacion de sus concentraciones con respecto a la basal, mientras que la
tendencia de los demas fue de disminuir sus concentraciones basales. Al final del
segumiento tanto los pacientes con concentraciones altas como bajas de slIL-2R
disminuyeron sus valores hasta alcanzar concentraciones promedio de slL-2R de

2739 pg/mL. (figura 8)

Figura 13.Evoluciéon temporal de la concentracion sérica de sIL-2R
para nifios con rechazo agudo (grupo 1)
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20000+
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siL2r (pg/mL)

Basal Biopsia renal Control 6 meses

Cuando se evalué la curva temporal de la concentacién de slIL-2R para los
pacientes del grupo dos se observdé que los ocho pacientes (100%) tuvieron
disminucién de su concentracion basal de sIL-2R al momento de realizacion de

biopsia renal. En el control a los seis meses posterior a la biopsia renal las
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concentraciones séricas de slL-2R de todos los pacientes bajaron a niveles por

debajo de la basal con una concentracion promedio de 2410pg/mL. (Figura 15)

Figura 15. Evolucion temporal de la concentracion de sIL-2R en
pacientes con biopsia renal sin evidencia de rechazo agudo.
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En cuanto al tercer grupo, se observo un comportamiento similar al grupo dos en
donde se observé que las concentraciones séricas basales de slIL-2R
disminuyeron a los seis meses y posteriormente al control al afio. Solo llama la
atencion que un paciente muestra niveles de 10011.80 pg/mL al afio
postrasplante, cabe mencionar que este paciente se encuentra con creatinina
actual estable y sin datos de infeccion. Es necesario vigilarlo estrechamente

(figura 16).
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Figura 16. Evolucion temporal de la concentracion sérica de sIL-2R
en pacientes con funcion del injerto estable.
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Debido a que cinco pacientes del grupo de nifios con rechazo agudo que
presentaban elevacion de sus concentraciones de slL- 2R con respecto a sus
concentraciones basales y en comparacion a los demas pacientes con rechazo
agudo, se buscO asociacion de estas concentraciones altas con el tipo de
diagnéstico histopatologico. Se tomaron en cuenta los tipos de rechazo IA y IB los
cuales fueron los mas frecuentes. Se descartaron los otros tipos de rechazo ya
gue por el nimero reducido de pacientes la prueba estadistica no tendria validez
(minimo tres pacientes). Se realizaron pruebas no paramétricas para correlaciéon
de variables y se encontré diferencia estadisticamente significativa entre la
concentracion de slL-2R al momento del rechazo y los tipos de rechazo 1A y IB.

(p=0.034)
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Tabla 12. Correlacion de variables sIL2R vs rechazo IAy IB

SIL2R SIL2R SIL2R control
basal | problema
Chi- 2.604 .034 .668
Cuadrada
Df 2 2 2
Asymp. 272 .983 716
Sig.

a Kruskal Wallis Test
b Grouping Variable: Diagnostico Histopatoldgico

También se realizo correlacién de variables por medio de Chi-cuadrada entre la
concentracion sérica de sIL-2R y el numero de incompatibilidades HLA (HLA
mismatch), incompatibilidades HLA DR (HLA DR mismatch) y numero de
haplotipos que comparten donador-receptor. Ninguna de estas variables tuvieron
relacion estadisticamente significativa. Para el nimero de incompatibilidades al
HLA se obtuvo p=.404, mientras que para el la incompatibilidad HLA DR se

registro p=.137, finalmente en el nimero de haplotipos se obtuvo p=.152.
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DISCUSION

El trasplante renal constituye actualmente el tratamiento de eleccién en el
paciente pediatrico con insuficiencia renal crénica. *  Sin embargo el rechazo
agudo del injerto es la complicacion mas frecuente y produce disfuncion del injerto.
(17-18) | 3 biopsia renal es el estandar de oro para el diagnéstico de rechazo
agudo, sin embargo por tratarse de un procedimiento invasivo acarrea riesgo de
complicaciones pero sobretodo hace el diagndéstico de rechazo agudo cuando éste
ya esta establecido. Debido a que el rechazo agudo predispone al desarrollo de
rechazo crénico es importante detectarlo a tiempo®? . En la practica se ingresa a
un paciente para realizacion de biopsia renal cuando la creatinina sérica se eleva
al menos dos décimas por arriba de su creatinina basal. Para que lo anterior
suceda, es necesario haber perdido el 50% de la funcion renal. Fundamentado en
todo lo anterior es necesario identificar un marcador biolégico que pueda hacer el
diagnéstico temprano de rechazo agudo. Panigrahi y cols®? encontré que el
receptor soluble de interleucina 2 (slL-2R) se encontraba significativamente
elevado en episodios de rechazo agudo durante el primer mes de trasplante en
comparacién con pacientes con injerto funcional (p=0.01) y controles sanos
(p=0.001). En nuestro estudio encontramos que nifios con rechazo agudo tenian
una concentracion de sIL-2R basa mas alta que los demas grupos, pero esta
diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0.888). Al comparar el valor de
sIL2R en pacientes con rechazo agudo contra pacientes con otros diagnésticos
histopatologicos y nifios con seis meses de postrasplante renal y funcién estable ,
encontramos que estaba significativamente elevada en el grupo de rechazo agudo
celular (p=0.05). Esto nos indica que el receptor soluble de interleucina 2 es
marcador de rechazo agudo. Es de sefialar que tan solo cinco pacientes del grupo
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de rechazo agudo mostraron concentracion mayor de sIL-2R (Figura 13), es decir,
no todos los pacientes con rechazo celular muestran elevacion sérica de este
marcador. Los pacientes con concentraciones elevadas influyeron para que la
prueba resultara estadisticamente significativa. Para eso realizamos una curva
ROC la cual nos indica que no es una prueba con alta sensibilidad y especificidad.
Para un valor de corte de 1946.50 pg/mL la prueba tiene una sensibilidad de 73%
y especificad de 53%. Tratamos de identificar una posible explicacion para los
pacientes del grupo uno con concentraciones altas de slL-2R sin embargo no
encontramos asociacion con otras variables tales como incompatibilidad al HLA
gue se ha descrito asociada al riesgo de disfuncion de injerto. Ademas tratamos
de buscar una relacion con el diagnéstico histopatolégico que en nuestra
poblacién el hallazgo mas frecuente fue rechazo agudo IA de acuerdo a la
clasificacion de Banff. Este tipo de rechazo lo encontramos en 13 de nuestros
pacientes (48.1%) seguido por el tipo IB demostrado en cuatro pacientes (14.8%).
Al momento del analisis estadistico solo tomamos en cuenta estos dos tipos de
diagnésticos para que la prueba tuviera validez estadistica ya que se requieren al
menos tres pacientes por cada diagndéstico y solo estos dos diagndsticos cumplian
con el minimo de pacientes. Al relacionar estos dos diagnosticos con los cinco
pacientes que presentaban concentraciones mas elevadas de sIL-2R
encontramos correlacion estadisticamente significativa entre ambas variables
(p=0.034). La mediana de la concentracion sérica de sIL-2R para los pacientes
con rechazo IA fue de 2671 ng/mL (minimo 413 ng/mL, maximo 22764 ng/mL),
mientras que para los pacientes con rechazo IB la mediana fue de 3027 ng/mL
(minimo 1651 ng/mL, maximo 3682 ng/mL), por lo que se requiere muestrear a

mas pacientes para poder establecer mejor esta relacion, sobretodo comparando
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los otros tipos de rechazo. En cuanto a las muestras de control existieron
diferencias significativas en las concentraciones de slL-2R en el grupo uno con
relacion a los otros dos grupos (p=0.047), aunque en la evolucion temporal de las
concentraciones de sIL-2R se observdO en todos los grupos que las

concentraciones disminuyeron al ailo de seguimiento con respecto a su basal.
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CONCLUSIONES

De nuestro estudio podemos concluir que las concentraciones séricas del receptor
soluble de interleucina 2 (sIL-2R) se eleva en algunos pacientes durante un evento
de rechazo agudo celular y es marcador para rechazo sin embargo no es una
prueba con alta sensibilidad (73%) y especificidad (53%). Ademas la elevacion de
este marcador tiene relacidon con el tipo de rechazo de acuerdo con la

clasificacion de Banff pero no con incompatibilidades al HLA.
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