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INTRODUCCION

En Pediatria, el area de trasplante hepatico es una en la que se han visto avances a pasos
agigantados en las ultimas décadas, mejorando el prondstico y calidad de vida de los pacientes
trasplantados. En la actualidad, se tiene una sobrevida cercana al 85% a 1 afio, y del 75-80% a los 5
afios post-trasplante.’ En el Hospital Infantil de México Federico Gémez, se realizaron 62 trasplantes
de higado en 60 pacientes de 1998 al 2008, con una sobrevida actuarial de 80% a 1 afio, y 75% a 5
afios. Esta sobrevida permite que existan nuevas y diversas complicaciones relacionadas al
trasplante hepatico; entre ellas, la pérdida de la funcion renal a lo largo del tiempo. Existen en la
literatura reportes con incidencia acumulada de 13.9% de falla renal crénica severa en pacientes con
trasplantes hepatico con seguimiento a 36 meses.??

En la poblacion de pacientes trasplantados, podemos identificar cuatro categorias de falla
renal en la literatura:

* Cuando hay enfermedad renal pre-existente y asociada a la enfermedad hepatica, como la
tirosinemia con Sindrome de Fanconi.

* El sindrome hepato-renal, en el que la resolucion dependera de un trasplante exitoso.

* La falla renal peri o post-trasplante temprano — las influencias tempranas para la funcién renal
en el periodo post-trasplante son: la funcidn renal pre-trasplante, la funciéon temprana del
injerto, la induccion con ciclosporina y tacrolimus, y el uso de otros farmacos nefrotoxicos.

* La nefrotoxicidad crénica por Ciclosporina y Tacrolimus.

En el campo de los trasplantes renales, se encuentra ya bien estudiada la relacion que existe
entre el poliomavirus BK (VBK) y la insuficiencia renal post-trasplante.

La infeccion primaria por el VBK se da entre los 4 y 5 afios de vida. Aun no se conoce el
mecanismo exacto de transmisién para éste virus, pero se cree que es a través del tracto respiratorio.
El menor indice de sero-prevalencia se da a los 6 meses de vida, que es cuando se pierden los
anticuerpos maternos. Posteriormente, la prevalencia aumenta hasta 75% entre adultos en el mundo
entero, con un rango de 46 a 94%.

El sitio principal de alojamiento para el VBK es el tracto reno-urinario. Posterior a la infeccion,
se monta una respuesta inmune de tipo humoral, que consiste en IgG, IgM, e IgA, las cuales estan
dirigidas a la proteina VP1 de la capside del VBK. En ésta infeccion, existen diversos patrones de
enfermedad por poliomavirus:

* el citopatico no-inflamatorio

* el citopatico inflamatorio

* el de la reconstitucion inmune

* el auto-inmune

* el transformante.

La enfermedad por VBK tiene varios factores determinantes, entre los que destacan los
factores del hospedero, del 6rgano blanco, y propios del virus. Por ende resulta de capital
importancia, la relacion de estos factores con la administracién de inmuno-supresores, co-infecciones,
mediadores inflamatorios, antivirales, e inmuno-globulinas.

Los pacientes con trasplante de drgano solido necesitan recibir supresién de la respuesta
inmune, para evitar que exista dafio inmunoldgico al injerto con el riesgo de pérdida del mismo. Esta
inmuno-supresion favorece la replicacion de virus enddégenos y exdgenos.

En los pacientes post-trasplantados de riidn, se encuentra replicacion asintomatica del VBK
desde el 10 al 68% de los pacientes. Debido al régimen de inmunosupresion en el que se encuentran,
en algunos de éstos pacientes la enfermedad se puede manifestar como estenosis ureteral, falla
transitoria del injerto, o falla irreversible debida a Nefritis Asociada a Poliomavirus (NAP). La
prevalencia de la NAP se encuentra entre el 1 a 7% segun estudios retrospectivos publicados. El
diagnostico de NAP se realiza en promedio a las 44 semanas post-trasplante (rango 6-270), con un



pico alrededor de las 24 semanas. La persistencia de NAP se asocia a falla irreversible del injerto del
10 al 100% de los casos, con seguimiento entre 12 a 240 semanas.
Con todo lo anterior, podemos entonces identificar dos lineas de pensamiento al hablar de
falla renal en pacientes trasplantados:
1. Se identifica a pacientes con trasplante hepatico y falla renal, en los que se atribuye la pérdida
de la funcién renal al uso crénico de farmacos inmuno-supresores, tales como la ciclosporina y
el tacrolimus. Sin embargo, cabe mencionar que en los pacientes de trasplante hepatico, las
dosis de inmuosupresion habitualmente son bajas.
2. Se identifica a pacientes con trasplante renal y falla renal, en los que se atribuye la pérdida de
la funciéon renal a la NAP, debido a la conocida relacion de la inmuno-supresioén, la
reactivacion del VBK, y el dafio que genera el virus en éstos pacientes.

El propdsito de éste trabajo fue el de demostrar o anular la hipotesis siguiente: siendo que los
pacientes de trasplante hepatico cuentan con inmuno-supresion, podra la NAP ser una causa de
pérdida de la funcion renal en estos pacientes?

Se analizé la poblacion de pacientes de trasplante hepatico del Hospital Infantil de México,
obteniendo muestras de orina y sangre para busqueda del VBK mediante PCR, y realizaciéon de
examen general de orina. Se analizaron los resultados en relacion a la funcién renal de cada uno de
los pacientes y se buscaron asociaciones significativas.



MARCO TEORICO

VIROLOGIA - VIRUS BK

Los poliomavirus se encuentran con una amplia distribucion entre los vertebrados. El ser
humano es el hospedero natural para los Poliomavirus hominis 1y 2, mejor conocidos como Virus BK
(VBK) y Virus JC (VJC), nombrados respectivamente por las iniciales de los pacientes en los que
fueron aislados por primera vez en la década de los setentas.**®

El VBK pertenece a la familia poliomaviridae, con la caracteristica de presentar DNA no-
envuelto, con capsides icosahédricas de 45 micras de diametro. Las capsides contienen los genomas
virales, 5300 pares de bases, que forman el DNA circular de doble hélice. Los viriones son
introducidos a la célula mediante endocitosis, y sus genomas se liberan dentro del nucleo de la célula
hospedera’, para que posteriormente se ensamblen los viriones en el nlcleo de la célula. En ésta
etapa pueden observarse las particulas virales en el ndcleo, ain en la microscopia de luz. Esta etapa
se caracteriza por la exfoliaciéon de las Células en sefiuelo a la orina.

La infeccion primaria por VBK ocurre durante la infancia, en promedio entre los 4 y 5 afos de
vida, segln estudios epidemiolégicos realizados® °. Aln se desconoce la via de transmision, pero se
cree que pueda ser a través del tracto respiratorio. La sero-prevalencia es menor a la edad de 6
meses, cuando termina la proteccion por anticuerpos maternos, y aumenta hasta 75% en la poblacién
adulta (rango 46-94%). Posterior a la primo-infeccion, el VBK permanece latente en el tracto urinario
como sitio principal, por lo que se piensa que existe una diseminacion virémica dado el sitio de
entrada. La reactivacién y eliminacién del virus por via urinaria en los inmuno-competentes esta
reportada desde 0 a 62%" """,

PATRONES DE PRESENTACION

Existen varios patrones de presentacion en la enfermedad provocada por los poliomavirus,
que a continuacion se describen:
A) El patrén citopatico provoca disfuncién organica secundaria a la lisis celular inducida por la
replicacién del poliomavirus, con minima o nula inflamacién — esto por disfuncién inmune como en los
pacientes con SIDA avanzado o posterior a trasplante de médula 6sea, o afeccién de érgano
“santuario”. El prototipo de éste patrdn es la Leucoencefalopatia Multifocal Progresiva (LMP).
B) El patron citopatico inflamatorio provoca la disfuncién organica secundaria a la replicacion del
poliomavirus asociada a respuesta inflamatoria limitada, también generada por la lisis celular y
necrosis. Los infiltrados inflamatorios incluyen polimorfonucleares, macréfagos y monocitos, linfocitos,
y células plasmaticas. El prototipo de éste patrén es la Nefropatia Asociada a Poliomavirus.
C) El patrén de reconstitucion inmune provoca disfuncién organica por una respuesta inflamatoria
intensa, cuando existe una recuperaciéon de neutréfilos, células Natural-Killer, y funcionamiento de las
células T. La entidad prototipo es la LMP posterior a la recuperacién de la funciéon inmune, una vez
gue se inicia tratamiento anti-retroviral.
D) El patrén auto-inmune presenta disfuncién organica en relacion a respuestas auto-inmunes
inducidas por la replicacion de los poliomavirus. Puede inducir Lupus en pacientes predispuestos.
E) El patron de transformaciéon degenera hacia la malignidad, provocado también por la replicacién
del poliomavirus — se ha relacionado la infeccion por VBK de manera controversial a algunas
entidades como el ependimoma, el mesotelioma, y el carcinoma del urotelio ™.

FACTORES DE RIESGO
Existen diversos factores de riesgo para la presentacion de la enfermedad por VBK:
* Del hospedero, el estado serologico con respecto al VBK, su estado inmunoldgico, y la edad.



* De los organos, que tanto permite la replicacion del VBK, o si presenta dafio inmunoldgico o
téxico.

* De los virus, sus caracteristicas de replicacion y seroldgicas.

* Miscelaneos: influyen moduladores de la respuesta inmune tales como drogas inmuno-
supresoras, co-infecciones, mediadores de la inflamacion, anti-virales, e inmunoglobulinas.

PRESENTACION CLINICA

En los pacientes inmunocompetentes, se presenta enfermedad en la primo-infeccion,
caracterizada por un curso sub-clinico o inespecifico (cuadro catarral). En los pacientes con
disfuncién inmune heredada, se aumenta la susceptibilidad a varias complicaciones infecciosas'®. Se
presume que la afectacion se debe a una elevada replicacion de VBK en 6rganos que lo permiten.
Finalmente, en los pacientes con disfuncion inmune adquirida, como los infectados por VIH, la
progresion de la inmunodeficiencia permite que aumente la replicacion del virus, generando
manifestaciones tales como la nefritis.

Otro grupo de pacientes es aquel en los que se modifica la respuesta inmune de manera
terapéutica, como en los receptores de trasplante de 6rgano sdlido. En trasplante renal, la replicacion
asintomatica del VBK se ha encontrado en 10-68% de los pacientes™ ' '°. En algunos de éstos
pacientes, la enfermedad por VBK puede presentarse como estenosis ureteral, disfuncion del injerto,
y falla irreversible secundaria a NAP. La presentacion dependera también del régimen de
inmunosupresion de cada paciente.

VBK'Y TRASPLANTE RENAL

En los pacientes con trasplante renal, la NAP se atribuye al VBK en la mayoria de los casos.
La prevalencia se reporta entre 1-7%, segun estudios retrospectivos realizados'®>*, con diagnostico
promedio a las 44 semanas post-trasplante, con un pico a las 24 semanas. La persistencia de la NAP
se asocio a falla irreversible del injerto de un 10-100% en un seguimiento desde 12-240 semanas. No
obstante, la deteccién y monitoreo para replicacién del VBK mediante citologia urinaria o biopsia
programada, permitié el diagnostico oportuno de la NAP en etapas mas tempranas. Esto procuré una
mejor respuesta a la disminucion de la inmunosupresion realizada. Con respecto al uso de
medicamentos inmunosupresores, lo que esta identificado claramente hasta ahora, es la relacion
entre la intensidad del tratamiento y la presentacién del VBK. Cabe mencionar que es la intensidad
del tratamiento, el principal objetivo de intervencion en el manejo de la NAP.

La presentacion clinica de la NAP es sutil. La funcion del injerto disminuye progresivamente
con la enfermedad persistente, lo que indica dafio progresivo. Se ha reportado obstruccién ureteral,
linfocele, hidronefrosis, e infecciones de vias urinarias como forma de presentacion en algunos
pacientes® 2%,

MONITOREO - DETECCION

En relacion al monitoreo y deteccion de VBK, se puede lograr mediante la busqueda de
replicacién de VBK en la orina o sangre de pacientes en riesgo. Se puede realizar citologia urinaria en
busqueda de las células en sefiuelo, PCR cuantitativa para DNA o RNA viral, y microscopia
electrénica para deteccion de viriones. Para que el virus pueda ser liberado después de la replicacién,
es necesario que haya lisis celular. Es por eso que la replicacion del virus puede considerarse como
citopatica por el dafio celular que provoca.

El diagndstico de NAP amerita de biopsia del injerto, lo que provee una alta especificidad para
el estadio, y permite el diagnostico de otros procesos patoldgicos del injerto, tales como rechazo
agudo, toxicidad a farmacos, o recurrencia de la enfermedad subyacente. Se ha considerado una
carga de 6000 copias 0 mas de VBK en biopsias renales como minimo para diagndstico de Nefritis
Asociada a Poliomavirus (NAP).

MANEJO
Actualmente, el manejo es complicado debido a la falta de protocolos validados y antivirales
efectivos. Se utiliza la propia respuesta inmune del paciente para controlar la replicacion del VBK. La



intervencion mas recomendada es la reduccion de la inmunosupresion, con el riesgo consabido de
presentar rechazo agudo. Se puede realizar reduccién, cambio, o detencion del tratamiento
inmunosupresor. En los pacientes en los que presentan rechazo, es recomendable iniciar manejo
anti-rechazo primero, y una vez estabilizada la funcién del injerto, entonces disminuir el manejo
inmunosupresor para permitir el aclaramiento del VBK, que requiere de mayor tiempo de manejo.

Aun no se ha establecido el tratamiento de eleccién para el VBK. La experimentacion in-vitro
sugiere que el Cidofovir tiene actividad en contra de los poliomavirus, mientras que otros (aciclovir,
ganciclovir, foscarnet, brivudina, ribavirina, citarabina, y amantadina) fueron inefectivos. El cidofovir se
acumula en los tGbulos renales, y es excretado a través del rifidon. Este medicamento provoca
nefrotoxicidad, pero se puede reducir mediante la administracion de Probenecid. En los protocolos
realizados hasta el momento, se ha logrado aclaramiento del VBK con la administracién del Cidofovir.
No obstante, en todos los protocolos se realizé igualmente disminucion o suspensién del esquema de
inmunosupresion, sea antes o durante el tratamiento con Cidofovir***. Por lo tanto, no es posible
separar por completo el efecto logrado mediante una y otra maniobra terapéutica.

VBK y TRASPLANTE EXTRA-RENAL

Existen escasos reportes de incidencia y efectos del VBK en pacientes de trasplante de
érgano sélido no-renal®® °" ®_ En trasplante cardiaco, Puliyanda reporta una poblacién de 24
pacientes trasplantados en los que tuvo 0% de viremia para VBK, y so6lo 1 de 37 pacientes de
trasplante hepatico tuvieron una cantidad baja de copias de VBK detectadas®. En trasplante
pancreatico, la mayoria de las series reportan casos de trasplante Pancreas-Rifidon Simultaneo, con
dosis de inmunosupresion mucho mayores debido a que son dos los organos trasplantados. La
incidencia acumulada de nefropatia por Virus BK en ésta poblacion se reporta en 5.6%*. En
trasplante intestinal la evidencia es practicamente inexistente. Loeches presenta en una poblacion de
62 adultos trasplantados de higado, viruria de 14.5% y viremia de 5.1%, con 18% de sus pacientes
infectados*'.

TRASPLANTE HEPATICO

El trasplante hepatico en humanos ve su primer caso exitoso en 1967, realizado por Starzl y
colaboradores®. Para 2004, se han realizado 68mil trasplantes en los Estados Unidos. En 2003
solamente, se realizaron 5670 trasplantes*, y en 2002, fueron 1818 pacientes los que fallecieron en
lista de espera’, dada la falta de 6rganos trasplantables. Se indica el trasplante para cualquier tipo de
falla hepatica, sea aguda o crénica, provocada por diversas causas tanto congénitas como
adquiridas*?; también puede ser indicado en casos con calidad de vida extremadamente mala, tales
como prurito intratable, enfermedad 6sea metabdlica, colangitis bacteriana recurrente, o desnutricion
progresiva. En algunas enfermedades hepaticas terminales, el trasplante hepatico es la Unica y ultima
alternativa de tratamiento. La evolucion en cuanto al manejo, y sobretodo en la sobrevida en ésta
poblacion de pacientes, ha mejorado notablemente a través de los afios.

Actualmente, la sobrevida en general de los pacientes trasplantados de higado, se reporta de
85% al afio de vida, y 75% a 5 afios’. En el Hospital Infantil de México Federico Gémez, se han
realizado 62 trasplantes de higado en 60 pacientes de 1998 a 2008, con una sobrevida actuarial de
80% a 1 afo, y 75% a 5 afos. Este aumento de la sobrevida trae consigo como consecuencia, la
aparicion de algunas complicaciones que antes no se presentaban, ya que los pacientes fallecian de
manera prematura. De las complicaciones tardias que hoy se reportan a largo plazo, destaca la
pérdida de la funcion renal en 13.9% de los pacientes, que puede culminar en insuficiencia renal.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Conforme los cuidados en los pacientes de trasplante hepéatico avanzan, y el arsenal de
inmunosupresores disponibles es mas numeroso, la sobrevida de los pacientes post-trasplante
aumenta progresivamente. Estos avances, y el incremento de la sobrevida mencionado, generan
nuevos problemas en ésta selecta poblacién de pacientes pediatricos, entre los que destaca la
insuficiencia renal.

Sin embargo, se desconoce si en los pacientes de trasplante hepatico, la pérdida de la funcion
renal que hoy es atribuida en la mayoria de los casos a la inmunosupresion y los medicamentos
utilizados, pueda deberse a reactivacion del VBK por la inmunosupresion y a nefritis secundaria al
virus.

JUSTIFICACION

Debido a que aun se desconocen las causas exactas de la falla renal en pacientes de
trasplante, es necesario investigar al respecto para poder esclarecer cual es el origen de ésta
problematica. Consecuentemente, se podrian establecer estrategias para mejorar las condiciones de
éstos pacientes, y por consiguiente mejorar la sobrevida actual de los mismos.

El encontrar relacién entre el VBK y la falla renal de éstos pacientes, permitird orientar
esfuerzos hacia la erradicacion del virus en éstos pacientes. Se podria evitar la nefritis secundaria al
VBK y conservar la funcion renal de éstos pacientes. Si se descarta ésta relacion, se habran de
encaminar esfuerzos en la investigacibn mas profunda de las causas hasta ahora identificadas, y
sobretodo para encontrar causas aun no identificadas claramente.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢Cuadl es la prevalencia de pérdida de la funcion renal a largo plazo en los receptores
pediatricos de trasplante hepatico?

2. ¢Cual es la prevalencia de infeccion/replicacion viral por Virus BK a largo plazo en los
receptores pediatricos de trasplante hepatico?

3. ¢Existe alguna relacion entre la infeccion/replicacion viral por Virus BK en los receptores
pediatricos de trasplante hepatico y el deterioro de la funcion renal?

4. ;Tienen los receptores pediatricos de trasplante hepatico y deterioro de la funcion renal,
una mayor prevalencia de infeccion/replicacion viral por Virus BK?

HIPOTESIS

El deterioro a largo plazo de la funcion renal en receptores pediatricos de trasplante
hepatico, se asocia a una mayor prevalencia de infeccion/replicacion por Virus BK.

OBJETIVOS

1. Calcular la prevalencia de la pérdida de la funcion renal a largo plazo en receptores
pediatricos de trasplante hepatico.

2. Calcular la prevalencia de la infeccion/replicacion viral de VBK en receptores pediatricos de
trasplante hepatico.

3. Determinar si existe relacion entre la infeccion/replicacion viral y la pérdida de a funcion
renal en los receptores pediatricos de trasplante hepatico.



MATERIAL Y METODOS

« DISENO: Estudio observacional, descriptivo, transversal

« POBLACION DE ESTUDIO: Receptores pediatricos de trasplante hepatico.

+ POBLACION ACEQUIBLE: Receptores pediatricos de trasplante hepatico operados en el
Hospital Infantil de México Federico Gomez de 1998 a la fecha, con 3 meses o mas de
sobrevida post-trasplante.

« METODO DE MUESTREO: Sistematico, por conveniencia

* MUESTRA: Consecutiva, todos los pacientes pediatricos operados de trasplante hepatico,
elegibles para el estudio.

» CRITERIOS DE SELECCION:

Criterios de inclusién: pacientes pediatricos operados de trasplante hepatico de 1998 a la
fecha en el HIMFG (menores de 18 afios al momento del trasplante), con evolucion de al
menos tres meses posterior al trasplante, y que acepten participar en el protocolo
mediante la firma del consentimiento informado.

Criterios _de no_inclusion: pacientes con trasplante multiorganico, pacientes con
insuficiencia renal al momento del trasplante hepatico, pacientes con enfermedad renal
asociada

Criterios de eliminacion: pacientes con expediente incompleto

. VARIABLES DE ESTUDIO:

Numero consecutivo
Registro: se utilizara el numero de registro permanente del Hospital
Edad: medida en afos. Escala de medicién: cuantitativa continua
Peso: medida en kilogramos
Talla: medida en centimetros
Sexo: masculino/femenino. Escala de medicion: cualitativa nominal dicotdomica
Fecha de Trasplante
Fecha de Muestras
Diagnostico
Inmunosupresion:
o Dosis total de FK
o Dosis ponderal de FK
Creatinina
Nivel sérico de FK

1. Infeccion/Replicacion de Virus BK:

Definicion conceptual: presencia anormalmente elevada de replicacion viral en el liquido
corporal estudiado (orina, sangre)

Definicion operacional: deteccién de 1x10° copias por ug de mRNA o mas se considera
como resultado positivo

Escala de medicién: variable cuantitativa discreta

2. Pérdida de la Funcién Renal:

Definicion conceptual: decremento progresivo de la tasa de depuracién de creatinina,
calculado de acuerdo a la formula de Schwartz.

Definicion operacional: Decremento igual o mayor al 20% de la tasa de depuracion de
creatinina segun la férmula de Schwartz.

Escala de medicion: variable nominal dicotémica



DESCRIPCION OPERATIVA
Se realizara la revisién de los expedientes de los pacientes operados de trasplante hepatico
en el Hospital Infantil, realizando la inclusién y exclusion de los pacientes segun los criterios
ya definidos.
Se iniciara la captura de datos desde los expedientes en el formato anexo a éste trabajo. Los
datos obtenidos de los expedientes seran vaciados en una hoja de Excel, como la que se
muestra en el formato anexo.
Se calculara la depuracion de creatinina de acuerdo a la formula de Schwartz:
- Depuracion de Creatinina:
mL/min/1.73 m? = [k x talla (cm)}/[creatinina sérica (mg/dL)] donde:
k = 0.45 para pacientes <2 afios de edad; k = 0.55 para varones de 2 afios y menores de 13
afios, y para mujeres de 2 a 16 afos; k = 0.7 para varones de 13 afios y mayores.
Se citara a los pacientes que califican para el estudio, se les explicara el mismo, y se ofrecera
la hoja de consentimiento informado, la cual sera firmada en caso de aceptar participar en el
protocolo
En sus visitas de seguimiento por el departamento de Trasplantes del Hospital Infantil de
México, en las que habitualmente se toman muestras a los pacientes, se tomaran las
muestras extras para el estudio:
- 50cc de orina, de chorro medio, de la primera miccién del dia, del mismo dia en que se
entrega, a temperatura ambiente, en un frasco limpio y cerrado.
- 1 tubo con EDTA (con anti-coagulante) con 2-4cc de sangre, obtenida mediante
venopuncion.
- 1 tubo “seco” (sin anti-coagulante) con 2-4cc de sangre, obtenida mediante venopuncion.
* Tratandose de un estudio transversal, se tomara solamente una muestra de sangre y una
muestra de orina por cada paciente.
Se realizara el proceso de las muestras en el Laboratorio de Nefrologia del Hospital Infantil de
México: Determinacién de Creatinina, y Procesamiento para determinar PCR de VBK:

PROCESO PARA LA ORINA

Se centrifuga la muestra de 50cc de orina, 30 minutos, a 3,000rpm, para la obtencién del
sedimento, retirando el sobrenadante.
Se realiza el lavado del sedimento con solucion PBS (buffer de fosfatos, 1cc), en dos
ocasiones, con centrifuga a 12,000rpm durante 5 minutos en cada lavado. Se obtiene
sedimento limpio y se retira sobrenadante.
Se agrega solucién “RNA-Later” para conservacion.
Se congela el sedimento a -70°C para su conservacion hasta el momento de su
procesamiento.
Al momento de su procesamiento, se realiza extraccion de mRNA mediante el kit QIAGEN

a. Se obtendra cDNA a partir del mMRNA por PCR

b. Se cuantificara y determinara la calidad del cDNA a través del equipo NANO DROP

1000

Se determinara el numero de copias mediante la técnica de PCR en tiempo real, con el 7500
REAL TIME PCR SYSTEM. Sensibilidad del 93.8% y especificidad del 93.9%*
La determinacidon de Virus BK en cada una de las muestras, se realizara por duplicado. Para
gue una muestra sea considerada como valida, no debera de existir una variabilidad mayor al
5% entre los resultados de la muestra y su duplicado®.



PROCESO PARA LA SANGRE

1. La determinacion de Virus BK en las muestras de sangre sera realizada tanto en células
nucleadas, asi como en el suero. En las muestras con anticoagulante se centrifugan las
muestras para separar el paquete celular, y poderlo almacenar o procesar. La muestra sin
anticoagulante inicialmente se deja en reposo para que haya retraccién del coagulo,
posteriormente se centrifuga y se separa el suero. Si las muestras ameritan almacenamiento,
esto se hace a -70°C hasta el momento en que sean procesadas. Posteriormente se sigue la
misma metodologia explicada previamente en el proceso de la orina.

2. La determinacion de Virus BK en cada una de las muestras, se realizara por duplicado. Para
gue una muestra sea considerada como valida, no debera de existir una variabilidad mayor al
5% entre los resultados de la muestra y su duplicado®.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron medidas de tendencia central y dispersién para descripcion de las variables continuas y
para las variables cualitativas se utilizaron frecuencias y proporciones. Para establecer si existid
asociacion entre dos variables cualitativas nominales se utilizaron tablas de contingencia las cuales
fueron analizados con prueba de Chi cuadradra o en su caso con prueba exacta de Fisher (si
presenta tamafos muestrales pequefios en al menos alguna celda). En el caso de variables ordinales
se realizo prueba de U de Mann-Whitney entre dos grupos de muestras independientes.



DISCUSION Y RESULTADOS

POBLACION DE ESTUDIO

En el periodo de 1998 al 2008 se realizaron 62 trasplantes de higado en 60 pacientes en el
Hospital Infantil de México. La sobrevida actuarial al afio es del 80%. En el estudio se incluyeron 39
pacientes, y los diagndsticos de los pacientes fueron los esperados para una serie pediatrica de
trasplante de higado: atresia de vias biliares 18, sindrome de Alagille 5, hepatitis fulminante 5,
hepatitis neonatal 2, tirosinemia 2, hepatocarcinoma 2, enfermedad de Caroli 1, hepatitis cronica

autoinmune 1, leiomioma hépatico 1, hipercolesterolemia 1, hipoplasia de vias biliares 1.

FUNCION RENAL

El rango de seguimiento de los pacientes fue de 8 a 124 meses post-tasplante, con una media
de seguimiento de 65.7 meses. Consideramos que nuestro seguimiento es apropiado para poder
valorar la funcion renal del grupo. En la Tabla 1 podemos observar todas las depuraciones de
creatinina segun la formula de Schwartz (DCrS) de cada uno de los pacientes, a lo largo de su
evolucién post-trasplante. En la ultima determinacién de cada paciente, que corresponde a la fecha
de toma de muestras para el estudio, resalta que todos los valores se encuentran dentro de
normalidad para la edad, excepto por un paciente. Este paciente presenté una DCrS de 77 contra un
esperado para la edad de 89. Sin embargo, en el analisis individualizado de éste paciente,
observamos que incluso antes del trapslante el paciente ya presentaba cifras anormales, lo que
sugiere dafio renal pre-trasplante, y en las siguientes determinaciones realizadas, la depuracion de
creatinina se ha mantenido estable, lo que demuestra que no ha existido pérdida de la funcién renal
(Grafica 1).

Al analizar las DCrS, agrupadas de acuerdo a los tiempos de evolucion post-trasplante en que
fueron obtenidas, observamos que durante todo el periodo de seguimiento, la DCrS se ha encontrado
dentro de la normalidad (mediana, PC 25-75) y que ningun paciente ha presentado pérdida o

deterioro de la funcion renal (Gréfica 2).

En todos los pacientes se realizaron examenes generales de orina al momento de la
obtencién de muestras para el estudio. Todos los resultados se encontraron dentro de normalidad,
con excepcion de el paciente que tuvo DCrS con valores anormales, ya que presentd proteinuria

como anormalidad en su examen general de orina.
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TABLA 1: DEPURACIONES DE CREATININA POR SCHWARTZ

Pre-TxH 3m 1a 2a 3a 4a 5a 6a 7a 8a 9a
134.8 107.8 180.8 1356 182.0 136.5
146.7 154.0 165.0 1723
223.7 1146 894 1045 935 1116 1147 1375 138.4
43.9 108.6  59.1 88.9 1144 1554 220.0 169.1 98.6
110.0 924 96.8 1723 194.3 121.0 162.3 129.8
127.5 66.8 1425 468.0 4950 1271 1305 2127
156.2 1131 1639 276.8 151.0 2142 178.5
324.0 200.8 231.0 125.1 172.3 5445 138.9
115.1 1295 89.3 107.8

88.9 60.5 82.5 121.0 1623 974 178.8 151.8 1293

133.4 134.8 1416 1943 145.8 299.8

122.1 77.0 1254 108.2 113.7 1173 1029 90.8

2145 90.2 121.0 1251

743 1513 707 99.0 1815 11141

513 59.1 69.9 105.6 72.2 77.0 739 1128 98.2 80.7 95.6

110.7 81.0 1025 1134 163.0 1426 1141 1426 1141

176.4 1470 1066 113.6 133.0 133.0

121.0 168.7 176.0 143.0 128.7

51.3 79.8 99.0 108.4 99.0 109.1 220.0 2255 1815 1884 1953
88.0 89.6 90.4 113.7 146.3 158.4 132.0 1024 11741

140.3 1165 102.7 108.2 97.4

140.3 1458 3108 128.7 2255 178.8 180.

89.1 56.4 99.0 134.8 588.5 1232 169.1 232.8 143.0
77.9 66.8 129.3 96.3 77.0 77.0
42.7 1056.3 126.5 101.1 121.0 2131 1716 1716 1234 143.9

151.4 13563 1015 1033 95.3 826 137.7 1377 1239 137.7 123.9
127.9 1279 1824 2943 2163 220.0 176.0

143.0 61.3 86.9 46.2 825 1714 953 999 1331 1364 1137
385.0 59.7 73.3 82.5 179.7 1458 103.6 1609 169.1 137.5

48.2 58.5 77.0 2558 2805 1199 1609 1719 137.5
209.0 159.5

92.4 1556.8 1265 130.6

126.5 253.0 155.1

99.0 166.8 723 73.9 1111 196.2 1554 2182 1364 138.6

93.5 97.9 83.4 136.1 1485 1254 1331 1774

103.4 89.8 1111 1513 1309 1705 138.6 187.0
114.4 119.9 207.2 220.0 166.4

129.3 134.8 288.8

418.0 110.7 1251

10a

100.4

198.0

105.3

11a

118.6
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GRAFICA 1: EVOLUCION DE LA FUNCION RENAL
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GRAFICA 2: DIAGRAMA DE CAJAS, DCrS POR TIEMPO POST-TH

| [ SOuR )
—{} = soum |
Lo I - 5008 §
¥ 0 & = BEVE §
+ oI H gee g
K e | e = SCUR
¥ —{r— H 50U g
s —_{ [ = SEUR
* —{ 1 = B0 §
¥ E o w—{J— o = SOUR 7
¥ 0 ——{ = O |
o — - sasaw g
LI L i = 1] -Rd
: 2 3 2 2% 2
o W - " ™ -

(ZLIYMHIS] HYINHIW0TS NOIDYY LI



CARGA VIRAL

Todas las muestras de sangre procesadas, tanto en leucocitos como en suero, fueron
negativas para Virus BK mediante PCR. Esto nos arroja una viremia del 0% en nuestra poblacion.

De las 39 muestras de orina que fueron procesadas mediante PCR, 8 resultaron positivas
para Virus BK, representando una prevalencia de 20.5% del total de muestras. El rango de copias de
Virus BK detectado fue de 274mil a 89 millones, todas en rangos de replicacion activa. La distribucién
por sexo y diagndstico en las muestras positivas fue regular (Grafica 3).

GRAFICA 3: RESULTADOS DE VIRUS BK EN MUESTRAS DE ORINA
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250,001 trasplante y al muestreo, el peso al momento
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za0.00 obtenida en la ultima muestra realizada en

cada uno (Tabla 2). Cuando se comparé la
DCrS entre ambos grupos, no se encontrd
una diferencia significativa, siendo la media
de DCrS para los pacientes VBK+ de 154.6
vs. 140.6 en los VBK-. En la gréafica 4 se
observa que en ambos grupos la DCrS
S0 siempre cae dentro de los valores de
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TABLA 2: COMPARACION DE VARIABLES

Orina VBK Orina VBK

positiva negativa
Tra;j:‘if; 4.1 afos 5.5afos  ns
yoada 9.1 afios 10.8 afios  ns
oeseal31.2kg 31.9kg ns
Schwarz e 154.6 140.6 ns

TABLA 3: VIRUS BK VS. EVENTOS DE RECHAZO

La incidencia de rechazo
agudo para el grupo VBK+ ¥ (p=o0.38)
fue de 625% (5 de 8
pacientes) vs. el 45.2%
para los VBK- (14 de 31

pacientes), lo que no ORINAVBK n=g n=3
mostro diferencia POSITIVA (62.5%)

significativa y sugiere que
el hecho de haber
presentado eventos de

CON SIM

RECHAZO RECHAZO

rechazo, no resultan un

factor de riesgo para ORINAVBK n=14 n=1jy
prfesentar Virus BK en NEGATIVA [45.2%)

orina.

Los pacientes que presentan eventos de rechazo agudo, habitualmente son manejados con
dosis adicionales de esteroides. La utilizacion de éstos medicamentos aumenta el grado de
inmunosupresion como efecto secundario. En nuestro estudio hicimos una comparacion entre los
grupos con orina positiva y negatvia para Virus BK en relacién al numero de rechazos promedio por
cada paciente. Con orina positiva, los pacientes tuvieron 2.6 eventos de rechazo promedio, y los que
tuvieron orina negativa, 1.6 eventos por paciente. Aunque si existe una diferencia aparente, no es
estadisticamente significativa (p=0.34)



Cuando se analizé el tipo de inmunosupresion entre ambos grupos, no se encontré diferencia
significativa. La dosis ponderal de Tacrolimus para los pacientes VBK+ fue de 0.07mgkgd y para los
VBK- de 0.08mgkgd. De manera similar, los niveles séricos de Tacrolimus fueron de 5.2ng/ml y
5.4ng/ml respectivamente (p=0.58). Podemos interpretar que ambos grupos recibieron la misma
inmunosupresion, por lo que no representa un factor que marque diferencia para la positividad de
Virus BK en orina.

TABLA 4: INMUNOSUPRESION Y VIRUS BK

ORINA VBK NEGATIVA ORINA VBK POSITIVA

Dosis media: 0.08¢ | Dosis media: 0.07mgq
Mediana:  0.07w¢ [Mediana:  0.06mg
Rango: 0-—0.20mgs | RaNgO: 0.03 = 0.21mgi:
Niveles Tacro: §.4.m [NivelesTacro:  5.2ugm

Prueba exacta de Fisher (p = 0.58)




CONCLUSIONES

Nuestro estudio demuestra que si existe replicacién activa del Virus BK en la orina de algunos
de nuestros pacientes. La prevalencia de replicacion que encontramos en esta cohorte de pacientes
fue de 20.5% (8 de 39 pacientes). Las prevalencias encontradas en éste estudio son semejantes a las
de la poblacion inmunocompetente, las cuales se reportan entre 0-62%%'%"".

A pesar de haber utilizado pruebas de deteccién tan sensibles como la PCR de tiempo real, no
logramos detectar presencia del virus en sangre — ni en células nucleadas, ni en plasma, obteniendo
una viremia de 0%. Esto puede ser explicado por el tropismo que tiene el virus hacia el urotelio, lo
que nos hizo imposible detectarlo en sangre.

La funcién renal de nuestra cohorte se encuentra sin deterioro. Al evaluar a cada uno de los
pacientes a lo largo de su evolucién, no encontramos pérdida de la funcion renal a largo plazo. Esta
funcion renal conservada probablemente se deba a que nuestros pacientes reciben Tacrolimus como
monoterapia, y las dosis que reciben son muy bajas, lo que indirectamente actia como factor de
proteccién hacia la funcion renal.

En el analisis de las diferentes variables que fueron incluidas en nuestro estudio, no
encontramos asociaciones significativas que mencionar.

Finalmente, podemos concluir que la presencia de virus BK positivo en orina no tuvo relacion
con pérdida de la funcion renal en nuestros pacientes. Si bien el Virus BK se encuentra presente en
algunos de nuestros pacientes, no ha tenido repercusion alguna en la funcion renal de nuestros
pacientes, y no representa problema para su evolucién hasta el momento.
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