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RESUMEN

ANTECEDENTES: Actualmente el tratamiento para la enfermedad renal crénica
terminal (ERCT) es el trasplante renal. El rechazo al injerto es un fendémeno
complejo entre los antigenos HLA, mediadores inmunoldgicos y la accion de
inmunosupresores. La interleucina 2 (IL-2) es un mediador involucrado en el
rechazo de érganos, mientras que la proteina 1 quimioatractora de monocitos (MCP-
1) en orina se asocia con fibrosis intersticial en el rechazo agudo. No existen
estudios clinicos que relacionen los niveles slL-2R, ni los valores de MCP-1 con la
disfuncion del injerto y los cambios morfolégicos encontrados en la biopsia renal
relacionados con rechazo.

OBJETIVOS: Determinar si las concentraciones urinarias de MCP-1 y séricas de
sIL-2R al momento del trasplante se relacionan con el desarrollo de rechazo agudo
del injerto renal en los primeros seis meses post-trasplante.

HIPOTESIS: La presencia de niveles urinarios elevados de MCP-1, y plasmaticos
de sIL-2R al momento del trasplante se relacionan con el desarrollo de rechazo
agudo en los primeros seis meses.

MATERIAL Y METODOS: Estudio prospectivo donde fueron incluidos 18 pacientes
pediatricos que recibieron trasplante renal, de donador vivo o fallecido, entre 3y 18
afnos de edad. Se excluyeron pacientes receptores de segundo trasplante renal. Se
tomaron muestras el dia del trasplante a los 6 y 12 meses posteriores al trasplante.
Se tomaron muestras adicionales en caso de tener disfuncion del injerto. Se
determinaron los niveles plasmaticos de sIL2R y de MCP-1 en orina por ELISA
comercial. Se realizé biopsia del injerto por protocolo al momento del trasplante
(biopsia cero) y anual. Se hizé biopsia adicional en caso de disfuncién de injerto.

RESULTADOS: Los valores basales de slL2r plasmaticos fueron de 2421 y de
MCP-1 en orina de 532.6 siendo ambos elevados. Al hacer una correlacion de
Spearman con la tasa de filtracinon glomerular a los seis meses post-trasplante
encontramos una correlacion negativa y significativa de MCP-1 en orina, mientras
que los niveles basales de slL2r no tuvieron relacion con la TFG a los seis meses

DISCUSION Y CONCLUSION: Encontramos que los valores basales plasmaticos
de sIL-2R y de MCP-1 en orina son mas altos en los pacientes que presentaron
rechazo agudo en los primeros seis meses pero debido al escaso numero de
pacientes con rechazo no se puede establecer hasta este momento una relacion
con el desarrollo de rechazo agudo. Es necesario incluir a un mayor numero de
pacientes, prolongar el seguimiento y procesar las muestras para las citocinas de
estudio al momento de la disfuncion del injerto



INTRODUCCION

El trasplante renal es aceptado como el tratamiento de eleccion en los pacientes
pediatricos con enfermedad renal terminal.[1] En las ultimas décadas se han
desarrollado nuevos esquemas inmunosupresores que han permitido disminuir la
tasa de rechazo agudo en el primer ano post-trasplante de 80% en 1980 a 10-15%
en 2012,[2] sin embargo un evento de rechazo, a pesar de sea tratado con éxito,
disminuye en forma importante la sobrevida del injerto a largo plazo.

MARCO TEORICO
Inmunologia del trasplante renal

El reconocimiento del 6rgano trasplantado como propio o extraiio depende del
sistema inmune a través del reconocimiento de los antigenos leucocitarios humanos
(HLA) o aloantigenos, que son moléculas expresadas en la superficie de las células
que conforman el 6rgano trasplantado (aloantigenos) y son reconocidas por las
células inmunitarias del receptor (respuesta inmune innata y/o adaptativa) a través
de las células presentadoras de antigeno (dendriticas y macrofagos) que
interactuan con los linfocitos T y B, que son las encargadas de perpetuar el
rechazo.[3]

El paciente candidato a trasplante renal puede sensibilizarse hacia su donador
cuando se expone a antigenos humanos leucocitarios (HLA) no propios
principalmente durante las siguientes circunstancias: embarazo, transfusiones
sanguineas y trasplante previo. La sensibilizacion del paciente con estos
anticuerpos pone en riesgo al receptor de un rindn a presentar rechazo hiperagudo.

En el trasplante renal es necesaria una evaluacidn inicial del porcentaje de
reactividad del suero de cada paciente contra un panel celular linfocitario (panel
reactivity antibody, siglas en inglés, % PRA), representativo de los antigenos HLA
de la poblacién en general. Segun el porcentaje de mortalidad linfocitaria obtenido,
se pueden definir los grupos de pacientes sensibilizados y no sensibilizados.
Mientras mayor sea el porcentaje PRA, mas sensibilizado se encontrara un paciente
y menores seran las posibilidades de tener compatibilidad con un potencial donador.
Los pacientes trasplantados con bajo porcentaje del PRA presentan mayor
sobrevida del injerto comparados con los pacientes de PRA elevado.[4-6]

Por otro lado, las citocinas son proteinas solubles que juegan un papel critico tanto
en la respuesta inmune humoral como celular en el trasplante renal. Existe evidencia
que la produccion de citocinas esta bajo control genético y la presencia de
polimorfismos en los genes que les dan origen, afecta la produccion y funcién de
estas. Entre las citocinas producidas en el rechazo agudo se encuentran la
interleucina 2 (IL-2), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a.), y el interferon gamma



(IFN-vy), en contraste, la interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10) se han
correlacionado con la proteccion del injerto.

La IL-10 y el TGF-f son los principales citocinas anti-inflamatorias en la respuesta
alogénica cuya produccion esta relacionada con la sobrevida del injerto; ambas
citocinas disminuyen la respuesta TH1 y la liberacion de mediadores
proinflamatorios[7]. La IL-10 es producida por las células T activadas del tipo TH2 y
monocitos.[8] IL-10 tiene la habilidad de promover la diferenciacion de células B e
inhibir la sintesis de la interleucina IL-2 y el interferon-y.[9]

Se ha observado que la administracion de IL-10,[10] tiene un efecto
predominantemente antiinflamatorio, aunque en algunos casos puede ser
proinflamatorio[11] ya que puede incrementar la liberacion de IFN-v, IP10 y otras
monoquinas estimuladas por IFN-y, asi como la actividad de CTL y NK, por
consiguiente de los niveles de Granzima B.[12] Esto podria explicar el incremento
de IL-10 en algunos casos de rechazo agudo.

En el rindn la IL-10 es secretada por las células mesangiales y endoteliales. El gen
que codifica a esta citocina esta localizado en el cromosoma 1; [13-15]. Por otro
lado, la sobre expresion de la IL-10 esta relacionada con la proliferacion de células
mesangiales las cuales modifican su actividad y promueven cambios estructurales
a nivel intraglomerular y tubulointersticial lo cual lleva a un engrosamiento de la
membrana basal glomerular y la presencia de microalbuminuria, seguida de la
acumulacion de matriz mesangial y proteinuria relacionada con la progresion de la
glomeruloesclerosis y la fibrosis tubulointersticial, estos cambios promueven la
aparicion de la enfermedad renal terminal y la predisposicidon de rechazo. [13, 14,
16]

Por otro lado, la IL-2 es responsable de la expansion clonal de los linfocitos T tras
el reconocimiento a traves del receptor TCR antigénico, favorece la proliferacion y
diferenciacion de linfocitos NK y linfocitos Treg, activa la proliferacion de linfocitos
B, regula la sintesis de interferon, e induce la liberacion de IL-1, TNF-a, su
produccion es necesaria para el establecimiento de la memoria inmunoldgica, a su
vez tiene una accion autocrina ya que estimula a las células que la producen a través
de su receptor. Se produce en los linfocitos T CD4+ y en menor proporcion en los
CD8+.[15]

Tras la activacion de linfocitos T subsecuentemente, este se asocia a senales de
coestimulacion e induce la producciéon en forma paralela y proporcional el receptor
de membrana y su forma soluble (slL-2R), la cual es liberada a la circulacion. Ambos
receptores estan presentes en forma transitoria tanto en la superficie de la célula T
como a nivel sanguineo, desapareciendo en un plazo de 6-10 dias luego de la



presentacion del antigeno. A diferencia de las células T ayudadoras, las células NK
son capaces de secretar TNF-a, IFN-yy GM-CSF en respuesta de IL-2.[17]

La funcion de slL-2R es poco conocida, pero se piensa que regula fisiologicamente
la accién de IL-2 en forma antagodnica y natural [18, 19] e impide su unién con el
receptor de membrana con la consecuente inhibicibn de su funcién, lo que
presupone un control sobre el exceso de activacion de los linfocitos T, y la
sobreproduccion de IL-2. El nivel circulante del slL-2R se considera una medida
indirecta de la activacion de linfocitos T.[18, 19] Hay evidencias que indican que
durante la fase aguda de las enfermedades renales se presentan niveles elevados
de esta proteina los cuales se normalizan tras la remision.[20-22]

En un estudio previo evaluamos los niveles del receptor soluble de IL-2 (sIL-2R) y
su relacién con la prediccion de rechazo agudo en pacientes pediatricos con
trasplante renal. Nuestros resultados mostraron que los niveles de slL-2R
disminuyeron en los pacientes que no tuvieron episodios de rechazo, mientras que
aquellos pacientes que tuvieron rechazo mantenian niveles elevados del sIL-2R con
una sensibilidad del 71% y una especificidad del 73%; cabe mencionar que los
niveles de esta proteina antes del trasplante se encontraban elevados en todos los
pacientes.[23]

No se cuenta con datos exactos de las concentraciones normales de las citocinas
en individuos sanos, sin embargo Arranz y colaboradores reportaron niveles séricos
de slL-2R 258.06 + 144.43 pg/mL (rango de 88.38-525.47 pg/mL) en 20 individuos
sanos.[24]

La particula MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein 1) por su nombre en inglés
es un factor bioldgico quimiotactico, que se expresa en el epitelio tubular renal y que
ocasiona reclutamiento de macrofagos y de fibroblastos que producen fibrosis
intersticial y mesangial [25] Los niveles elevados de MCP-1 se han asociado con
mayor grado de fibrosis y mayor y mas rapida progresion de la enfermedad [26].
Esta particula ha resultado de utilidad como marcador de la fase aguda de los
procesos inflamatorios en diversas situaciones clinicas, asi como en la deteccién de
inflamacion y del dafo renal en la fase activa de la nefropatia Iupica, nefropatatia
diabética, Nefropatia por IgA, vasculitis con involucro renal y en la Enfermedad
Renal Crénica asi como tambien en pacientes con disfuncién crénica del injerto.[27]

En un estudio prospectivo de 52 pacientes con vasculitis donde se valoré la relacion
de MCP-1 en orina vs. la actividad renal y la TFG se compararon los valores de
MCP-1 en orina de estos pacientes contra los valores de 20 voluntarios sanos donde
se demostrardn valores entre 2.2-24.3 pg/ml. [25]



Un estudio reciente describio la asociacion de MCP-1 en orina con la disfuncion del
injerto, independientemente de la TFG asi como tambien la asociacion con mayor
riesgo de eventos cardiovasculares y muerte en los pacientes con trasplante renal
[26]. El rango analitico aceptable es de 2-4000 pg/ml con un coeficiente de variacion
de 5.9-9.2%. en el FAVORIT Trial de acuerdo a la infromacion proporcionada por
R&D system ELISA Kit®. [27]

Biomarcadores de rechazo agudo

La definicién de biomarcador considera una caracteristica clinica, como proteinuria,
fiebre o particula biolégica, generalmente de naturaleza proteinica, que puede ser
medido en forma objetiva y que proporciona informacidn sobre los procesos
biolégicos normales, sobre el desarrollo de procesos patoldgicos, o bien sobre la
respuesta clinica que se obtiene con un tratamiento farmacolégico.

El empleo de técnicas no invasivas, que predigan el rechazo del rifion trasplantado
es de gran interés para el clinico. Existen estudios sobre la utilidad de la
determinacidn de expresion génica en células urinarias de Granzima-B, Perforina,
CD103, FoxP3 para predecir rechazo agudo en adultos.[28-30] Sin embargo,
aunque aparentemente son métodos sensibles y precisos dependen de la calidad
de la orina y su procesamiento debe ser de inmediato después de emitida.

En un estudio previo realizado en nuestro laboratorio, encontramos que los
pacientes con rechazo agudo tienen niveles elevados en suero de sIL2R.[31]

Recientemente se describio un panel de genes, que determinados en sangre
periférica permiten identificar a los pacientes con riesgo de rechazo agudo.[32]

Biopsia Renal

La biopsia renal es el estandar de oro para el diagnéstico de rechazo. La biopsia
renal pre-trasplante realizada en el donador, permite identificar la presencia de
lesiones glomerulares, tubulointersticiales y vasculares preexistentes en el rindn a
trasplantar, y que pueden influir en la sobrevida del injerto.[33, 34] La biopsia de
protocolo en el paciente con trasplante renal y funcidn estable del injerto es util para
la deteccion y tratamiento oportuno del rechazo subclinico, detectar si hay
recurrencia de enfermedad original en el rifidn trasplantado asi como nefropatias de
novo o enfermedad linfoproliferativa. [35]

Factores que influyen en la sobrevida del injerto

Los rifiones de donadores mayores de 55 afios tienen un mayor riesgo de presentar
dafio cronico, lo que se ha asociado a la reduccién de la funcion renal, hipertension
y envejecimiento acelerado.[36, 37]



Humar en 1999 reporté que la sobrevida del injerto es mejor en receptoras
femeninas de rindn masculino. Por otro lado, el embarazo puede afectar la
capacidad de la respuesta inmune femenina a través de la sensibilizacidn alogénica,
la tolerancia y la presencia de microquimerismos [38, 39] esto sugiere que el género
del receptor es un factor de riesgo para la presencia de nefropatia cronica del
aloinjerto (CAN).[40]

El tiempo de isquemia es otro de los factores relacionados con la sobrevida del
injerto, tiempos de isquemia prolongados promueven un retraso en la funcion del
injerto (DGF), un aumento de CAN y una disminucién en la sobrevida del injerto.
[38, 41, 42]

La edad al trasplante es importante para el pronodstico a largo plazo. Al comparar la
sobrevida del injerto renal a 10 afios segun el grupo de edad, los pacientes menores
de 5 anos tienen la mejor sobrevida mientras que los adolescentes y los mayores
de 65 afnos tienen la peor sobrevida del injerto.[38, 41, 42]

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de los esquemas actuales de inmunosupresion, con los cuales se ha
logrado reducir la frecuencia de rechazo del injerto renal, el desarrollo de rechazo
disminuye la sobrevida del injerto. Se necesita identificar biomarcadores que se
asocien con patrones anatomopatoldgicos y a mecanismos patogénicos definidos
que permitan predecir el rechazo de forma no invasiva. En un estudio previo
encontramos que los niveles séricos de slL2R se elevan en los pacientes con
rechazo agudo. La IL-10 es una citocina antiinflamatoria que se ha relacionado con
proteccion al injerto. No existen estudios clinicos que relacionen los niveles de
expresion geénica de IL-10 con la disfuncién del injerto y los cambios morfolégicos
encontrados en la biopsia renal relacionados con rechazo.

JUSTIFICACION

La biopsia renal es el estandar de oro para el diagndstico del rechazo agudo al
injerto renal, sin embargo se trata de un procedimiento invasivo que generalmente
se indica una vez establecida la disfuncidn del injerto renal. Existe la necesidad de
encontrar biomarcadores que permitan estratificar a los pacientes segun el riesgo
de desarrollar rechazo agudo, asi como de biomarcadores tempranos de rechazo
agudo del injerto.



OBJETIVO GENERAL

Determinar si las concentraciones urinarias de MCP-1 y séricas de slL-2R al
momento del trasplante se relacionan con el desarrollo de rechazo agudo del injerto
renal en los primeros seis meses post-trasplante.

Determinar si las concentraciones urinarias de MCP-1 y séricas de slL-2R al
momento del trasplante se relacionan con el deterioro de la tasa de filtracion
glomerular en los primeros seis meses post-trasplante.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Los niveles basales urinarios de MCP-1, plasmaticos de sIL-2R se relacionan con
el desarrollo de rechazo agudo del injerto y el deterioro de la funcion renal en los
primeros seis meses post-trasplante?

HIPOTESIS

La presencia de niveles urinarios elevados de MCP-1, y plasmaticos de sIL-2R al
momento del trasplante se relacionan con el desarrollo de rechazo agudo en los
primeros seis meses.

MATERIAL Y METODOS
Diseno del estudio

Estudio de cohorte prospectivo, en pacientes pediatricos mexicanos con trasplante
renal en el Hospital Infantil de México Federico Gémez.

Calculo de Tamano de muestra

La hipoétesis principal del estudio es que los valores de IL10 y sIL-2R son capaces
de predecir rechazo renal. En nuestro medio el rechazo renal (p) es del 30%, por lo
gue se calculé que las interleucinas podran ser predictoras de rechazo con una
precision (e) de mas menos 0.05%. Por lo que se usé la férmula de una sola
proporcion, asumiendo alfa (Z) de 0.05%

n = (Z2 x P(1 — P))/e?
con lo que se requieren de 77 pacientes para completar el estudio.

Este tamafno de muestra es suficiente para realizar los modelos multivariados
(Regresion Logistica y Sobrevida de Cox) con 3 variables confusoras usando la
féormula de Variables por evento, esperando una prevalencia de la enfermedad del
30% (Es decir 24 eventos positivos).
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Para fines de esta tesis se analizaron los valores basales plasmaticos de slL2r y
urinarios de MCP-1 y su relacién con la presencia de rechazo agudo y disminucion
con la tasa de filtracién glomerular a 6 meses.

Criterios de Inclusion
1. Pacientes pediatricos que recibieron trasplante renal
Edad entre 3 a 17 afios 11 meses al momento del trasplante

Cualquier género

> W N

Firma del consentimiento informado por los padres o tutores, y asentimiento
en pacientes mayores de 6 afios

Criterios de Exclusion

1. Pacientes con Panel Reactivo de Anticuerpos (PRA) > 20%, y que no
compartan ningun haplotipo debido a mayor probabilidad de que el receptor
presente anticuerpos anti-donador especifico.

2. Receptores de segundo trasplante renal.
Criterios de Eliminacion
1. Deseo voluntario de abandonar el estudio
2. Pacientes con falta de adherencia documentada
3. Pacientes en los que no se cuente con biopsia cero y anual

a. La toma de biopsia cero sera decision del equipo de Cirugia de
trasplantes de acuerdo a las caracteristicas del tejido procurado, los
hallazgos quirargicos y evolucién transoperatoria del paciente, por lo
tanto: No se eliminaran a los pacientes que no cuenten con biopsia
cero debido a complicaciones o hallazgos transoperatorios que
contraindiquen la toma de la misma.

4. Pacientes con pérdida del injerto por otras causas ajenas a rechazo del
injerto

Los pacientes recibireron el tratamiento inmunosupresor de acuerdo a el protocolo
de manejo que se lleva en el departamento de Nefrologia:

¢ Induccioén: 2 dosis de basiliximab, 2 dosis de metilprednisolona
¢ Mantenimiento: Prednisona, tacrolimus, micofenonalto mofetilo

11



o Variaciones al tratamiento: Acido Micofenolico, Ciclosporina,
Sirolimus.

Muestras de sangre

Se tomaron 6 mL de sangre el dia del trasplante (previo a la administracion de
basiliximab), al mes 1, 3, 6 y 12 meses posteriores al trasplante; para fines de esta
tesis reportamos los pacientes a 6 y 12 meses (n=18). Se tomaron muestras
adicionales en los casos de disfuncidn del injerto (20.3mg/dL en la creatinina sérica)
independientemente de la causa

ELISA MCP-1 en orina

Para la evaluacion de MCP-1 se utilizé un kit de ELISA comercial (Quantikine ®
Human CCL2/MCP1 Immunoassay Catalog humber DCP00 SCP00 PDCP00, R&D
Systems) y se realizara la lectura a 450 nm; cada muestra por duplicado y los
valores se expresaran en pg/mi.

ELISA sIL-2R

Para la evaluacién de sIL-2R se utilizé el recepctor soluble Interleukin 2 Receptor (slL-
2R), ELISA Kit ( Catalog number MBS266966) ( My biosecure). Se realizaron diluciones con
agua bidetilada (1:25) y se realizara lectura a 450 nm, el numero de veces que se haya diluido
la muestra

Funcion renal

Se evalud mediante la determinacion de creatinina sérica. La estimacion de la tasa
de filtracion glomerular (TFG) se calcul6 con la formula de Schwartz bedside. [39,
42]

TFG (mL/min por 1.73 m?) = (0.413 x Talla (cm))/ CrS en donde CrS es la creatinina
sérica el valor de 0.413 es un valor constante
Biopsia renal

Se realiz6 biopsia renal del injerto percutanea guiada control ultrasonido al momento
del trasplante, a los 12 meses y cuando habia disfuncion de injerto. Las biopsias
fueron evaluadas por el Departamento de Patologia de nuestra Institucién e
interpretadas de acuerdo a la clasificacién de Banff 97 y 2013. [3]
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ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas peso, talla, edad, TFG se analizaron buscando su tipo
distribucion usando métodos mentales, determinacion de sesgo y curtosis y pruebas
de hipdétesis de Shapiro y Kolmogrov. A partir del tipo de distribucion se eligio el tipo
de medida de resumen de tendencia central (media o mediana) y de dispersion
(desviacion estandar o Rangos interquartilares RIQ).

Las variables cualitativas: causa de uremia, fuente de injerto, tipo de rechazo,
género se resumieron con frecuencia y porcentajes.

Se calculd el porcentaje de pacientes que presentaron rechazo agudo en los
primeros seis meses post-trasplante renal y se compararon los niveles plasmaticos
de sIL2r en y los de MCP-1 en orina en ambos grupos.

Se hizo una correlacion entre los niveles basales de las citocinas estudiadas y la
tasa de filtracién glomerular a los seis meses post-trasplante.

En todos los casos un valor p<0.05 fue considerado como estadisticamente
significativo. Usamos el programa SPSS V.20.

CONSIDERACIONES ETICAS

Es un estudio con riesgo mayor al minimo por la toma de biopsia renal y de muestras
sanguineas. La biopsia es un procedimiento invasivo con los riesgos ya
mencionados previamente, aunque cabe mencionar que en nuestra institucion se
realiza con un equipo profesional. El proyecto se apega a las recomendaciones
internacionales para la investigacion en Seres Humanos (Declaracion de Helsinki),
y el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la
Salud.

Todos los procedimientos realizados fueron autorizados a través de una carta de
consentimiento y asentimiento informado que son adjuntados como anexos.

Este protocolo ha sido aprobado por los Comités de Etica, Bioseguridad e
Investigacion del Hospital Infantii de México Federico Gémez (HIM-2016-025
SSA1253)

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Parte de la informacién sera recolectada del expediente clinico, en algunos casos
la informacién vertida en el expediente se encuentra incompleta.

En ocasiones no se pudo contar con biopsia cero dependiendo del injerto procurado,
el tiempo de isquemia fria ( >12 hrs de isquemia fria pone en riesgo la viabilidad del
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injerto), las comorbilidades del paciente (trastornos tromboticos o discrasias
sanguineas que requieran administracion de anticoagulacion), vy la evolucién
transoperatoria del paciente (estado hemodinamico) que pudiera poner en riesgo la
integridad del injerto. En esta tesis se presentan los resultados a seis meses de
seguimiento por lo que el numero de pacientes incluidos en el estudio aun es
reducido e insuficiente para comprobar la hipotesis y cumplir los objetivos del
estudio.

FINANCIAMIENTO DEL ESTUDIO

Para la realizacion del estudio, se obtuvo financiamiento a través de Fondos
Federales

RESULTADOS
CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LOS PACIENTES.

Se realizaron en nuestra Institucion 38 trasplantes renal desde el primero de marzo
de 2016 hasta el 16 de junio de 2017, de los cuales se han incluido al estudio 28
pacientes y 10 se han excluido, 7 por no haberse negado a ingresar al estudio y 3
por perdida del injerto (Grafico 1); de los cuales 2 fuerdn por trombosis venosa y 1
por recurrencia de la enfermedad en el rindn trasplantado. Contamos con
seguimiento a seis meses de 18 pacientes que tenian todos los criterios
diagnosticos. En la tabla 1 se presentan las caracteristicas demograficas del los
pacientes asi como las caracteristicas clinicas relacionadas al trasplante renal. La
edad media fue de 15.8 afos teniendo mayor proporcion de género masculino
(72.2%). El grupo sanguieneo O fue el de mayor prevalencia (72%) y la causa mas
frecuente de ERC fue indeterminada (55%); cursaron con hipertension arterial
sistémica en el pretrasplante 83% de los pacientes; 50% tuvieron TRR con
hemodialisis y solo 1 paciente recibio trasplante anticipado.

CARACTERISTICAS CLINICAS PRE TRASPLANTE

De las caracteristicas clinicas del trasplante, la mitad de los injertos fueron de
donador vivo, y la otra mitad fuerén de donador cadaverico (50-50%) el tiempos de
isquemia promedio fue de 1.5 hrs en promedio, siendo los tiempos mas prolongados
entre los pacientes de donador fallecido. Dos pacientes (11%) tuvieron PRA mayor
de 20% sin embargo se decidi6 que debian continuar en el estudio ya que
comparten 8 y 13 haplotipos de HLA entre su donador y receptor respectivamente,
con lo que no cumplian el criterio de exclusion para este caso. 17 de los pacientes
(94%) no tuvieron eventos aloinmunizantes previos al trasplante y 6 pacientes
(33.4%) tuvieron riesgo alto para infeccion por CMV. De los 18 pacientes solo se
cuentan con 14 biopsias del injerto al momento del trasplante en el que se
encontraron los siguientes hallazgos patologicos: 4 (28.8%) con glomerulo
esclerosis focal y segmentaria; 4 (28.8%) con ateroesclerosis; 3 (21.4%) sin
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alteraciones; 3 (21.4%) con necrosis tubular aguda y 2 (11%) con cambios
isquemicos leves. De los pacientes sin biopsia renal al momento de trasplante (n=4),
2 de ellos tuvieron hematoma subcapsulares, 1 fue trasplante renal en bloque y 1
recibio anticoagulacion pre y trans operaatoria lo que contraindico la toma de
biopsia.

SEGUIMEINTO POSTERIOR AL TRASPLANTE

En el seguimiento posterior al trasplante se dividieron a los pacientes en 2 grupos,
1 con los pacientes que presentaron Rechazo agudo del injerto (n=2) y otro con los
pacientes que no tuvierdn rechazo (n=16). 8 pacientes presentarén elevacion de
creatinina por otras causas siendo las mas frecuente las infecciones de vias
urinarias (2%). solo uno de ellos presento infeccion asociada por CMV sin rechazo
agudo del injerto recibiendo tratamiento antiviral sin repercusidén posterior en la
creatinina basal, no se determinarén valores de slL-2R ni MCP-1 ni se realiz6
biopsia renal para estos casos. Los 2 pacientes que presentaron rechazo agudo,
recibieron el tratamiento habitual de acuerdo al protocolo del Departamento de
Nefrologia del Hospital Infantil de México Federico Gomez con remision favorable.

EVOLUCION DE LA FUNCION RENAL Y RELACION CON NIVELES DE sIL-2R
y MCP-1.

En la Tabla 2 se muestran la evolucidn de la creatinina sérica y la tasa de filtracion
glomerular en los pacientes incluidos en el estudio en el momento del trasplante, a
los 6 meses y a los 12 meses posterior al trasplante renal.

Los valores basales de sIL2r plasmaticos fueron de 2421 (rango intercuartiluco
1256-4657pg/ml) y de MCP-1 en orina de 532.6 (rango intercuartilico 215-1050
pg/ml), siendo ambos elevados para los valores definidos como normlaes de
acuerdo a los datos otorgados por el fabricante y lo encontrado en la literatura.

Se compararoén los valores de sIL-2R y MCP-1 con la TFG a los 6 meses posterior
al trasplante a partir de hacer una correlacion de Spearman en la que encontramos
una correlacion negativa y significativa de MCP-1 en orina, de manera que los
pacientes con mayor MCP-1 basal tienen menor TFG a los 6 meses (r=-0.431,
p=0.042, Grafico 2), mientras que los niveles de sIL2r no tuvieron relacién con la
TFG a los seis meses ( r= 0.228 y p=0.18; Grafico 3)

No se realizaron otras mediciones ni otras pruebas estadisticas dado la cantidad de
pacientes aun escasa para establecer una relacion entre los niveles de sIL-2R y
MCP-1 en otro momento del seguimeinto.
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Grafico 1: Diagrama de flujo de pacientes incluidos en el estudio de marzo de 2016 a
junio 2017

Pacientes incluidos (n=28)




Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demogréficas de la poblacidn en estudio.

Edad receptor (afos) 15.8
(mediana, RIQ) (10.5, 16.8)
Genero (n%)
Masculino 13 (72.2)
Femenino 5(27.8)
Fuente del injerto (n,%)
Vivo 9 (50)
Cadavérico 9 (50)
Grupo sanguineo (n,%)
o 13 (72.2)
A 3(16.7)
B 2 (11.1)
PRA n(%)
<20% 16 (88.9)
>20% 2 (11.1)
Causa de la Enfermedad Renal Crénica (n,%)
Glomerulopatia primaria 2(11.1)
Uropatia 4(22.2)
Misceldnea 2(11.1)
Indeterminada 10 (55.6)
Hipertensidn pre-trasplante n(%) 15 (83.3)
Riesgo Infeccién CMV n(%)
Alto 6 (33.3)
Intermedio 12 (66.7)
Tipo de TRR n(%)
Ninguna 2(11.1)
Hemodialisis 9 (50.0)
Dialisis 2(11.1)
Ambas 7 (38.8)
Transfusiones pre-trasplante n(%)
<5 17 (94.4)
>5 1(5.6)
Tiempo isquemia (h) (mediana, RIQ)
Fria 1
(0.64, 16.8)
Total 1.5
(1.38, 17.8)

TRR: Terapia Remplazo Renal, RIQ: Rango Intercuartilico (25, 75), n: nimero de pacientes, h: hora
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Tabla 2. Evolucion de los valores de funcién renal y biomarcadores en el
postrasplante.

Inicial
n=28
Creatinina sérica 1.1 1.02 0.98
mg/di
0.75,42.2) (0.63,1.25) (0.70,1.23)

(mediana RIQ)

TFG 7.92 60 63.4

(ml/min/1.73)
(4.77,10.2) (50, 83.6) (52.4, 69)

(mediana, RIQ)

RIQ: Rango Intercuartilico(25, 75),
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Grafica 2: Relacion de MCP-1 en orina basal y la TFG a 6 meses
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RELACION DE PACIENTES CON RECHAZO AGUDO DEL INJERTO Y
VALORES PLASMATICOS DE SIL-2R Y MCP-1 EN ORINA BASALES

En el seguimiento a 6 meses de dieciocho pacientes, dos de ellos

(11%) presentaron rechazo agudo demostrado por biopsia Criterios de Banff 2013
y elevacion de creatinina sérica mayor a 0.3 mg/dl del valor basal. Ambos con
rechazo celular 1A, sin embargo uno de los pacientes curs6 con una necrosis
tubular severa, y otro curso con rechazo celular 1A limitrofe.

Encontramos que los valores plasmaticos de sIL2R y MCP-1 en orina fueron
mayores en el grupo de rechazo agudo (n=2) que en los que no tuvieron rechazo
(n=16) (Tabla 3) pero no se pudo aplicar ninguna prueba estadistica para
determinar la correlacion entre los biomarcadores y los casos de rechazo agudo
del injerto debido al escaso numero de pacientes.

Tabla 3. Valores plasmaticos de sIL2R y MCP-1 urinarios basales en los pacientes
que presentaron o no rechazo agudo en los primeros 6 meses de seguimiento.
(mediana y rango intercuartilico)

slL-2R plasmatico 3804 2220
(pg/ml)
(2360 -5248) (1196-4465)
MCP-1 en orina (pg/ml) 790 532
(415-1165) (196-936)

sIL-2R: Receptor soluble de interlucina 2: MCP-1: Proteina quimiotactica de monocitos 1, Rango
Intercuartilico(25, 75)

DISCUSION

Esta tesis forma parte de un estudio prospectivo que se realiza en el Hospital Infantil
de México Federico Gbmez y en el que se presentan los resultados en 18 pacientes
que tienen seis meses de seguimiento y 8 pacientes con un afo de seguimiento.

Los biomarcadores es una particula que puede ser medida en forma objetiva y que
proporciona informacion sobre el desarrollo de procesos patoldgicos, como es el
rechazo agudo del injerto. En una revision sistematica de varios estudios
aleatorizados multicéntricos por Malone y cols. [43] describieron la eficacia y la
necesidad determinar nuevos biomarcadores que determinen con antelacion la
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presencia de rechazo agudo del injerto, dado que la creatinina como biomarcador
si bien es facil de determinar cuenta con la desventaja de modificarse facilmente por
el estado nutricional de los pacientes, la dieta, asi como tambien la elevacion de la
misma se presenta una vez que se ha instaurado la lesion al injerto lo que podria
significar una lesion irreversible con afectacion al prondstico de la vida del injerto a
lo largo del tiempo. [27]

En este estudio hasta el momento demostramos que los valores basales
plasmaticos de sIL-2R y de MCP-1 en orina se encuntran elevados en el momento
del trasplante lo que traduce un estado de inflamacion persistente en los pacientes,
En un estudio previo realizado en nuestro hospital por Garcia Roca y Cols[23] se
encontraron que los valores de slL-2R son mas elevados previo al trasplante que a
los 6 meses del postrasplante y que estos disminuian paulatinamente en el trascurso
del tiempo, y a su vez encontraron que en periodos de rechazo agudo del injerto,
infecciones o intoxicacion farmacologica estos presentaban nuevos picos en los
valores séricos de la interleucina [31]. En adultos también se ha reportado que los
niveles de sIL-2R disminuyen con el tiempo en forma progresiva desde las 3
semanas posteriores al trasplante; esto de acuerdo a un estudio de Kaden y Cols
[44] en el que dieron seguimiento a 103 pacientes adultos post operados de
trasplante renal de donador fallecido en quienes midieron los valores pre trasplante
de slL-2R y los comparardn con los valores plasmaticos de la interleucina en 72
pacientes adultos sanos. Esto concuerda con lo encontrado en nuestro estudio en
el que describimos que los pacientes que tenian valores mas elevados de slL-2R
previos al trasplante fuerdn quienes presentaron una menor TFG a los 6 meses; sin
embargo en relacion a los pacientes que presentaron rechazo agudo del injerto no
logramos demostrar hasta este momento una asocion entre los niveles plasmaticos
de sIL-2R y la TFG al momento del rechazo ya que hasta el momento tenemos un
bajo numero de pacientes reclutados, el numero de eventos de rechazo agudo aun
esta por debajo de lo esperado lo que nos limitd a realizar analisis multivariado,
Curvas ROC u otras pruebas estadisticas para determinar el valor predictivo de la
interleucina.

También observamos que existe una correlacién negativa entre los valores basales
de MCP-1y la TFG a los seis meses siendo un hallazgo similar a lo encontrado por
Joachim H.Ix et.al, [27] en el FAVORIT trial; quien describié una cohorte de 491
pacientes trasplantados de los cuales 257 presentaron rechazo agudo del injerto y
en quienes midieron los valores urinarios de MCP-1 y otras tres proteinas urinarias
donde describieron que los valores mas elevados de MCP-1 en orina se
relacionaron de manera positiva asi como tambien tuvieron mayor riesgo de
presentar fibrosis tubulointersticial y rechazo agudo y progresion a nefropatia
cronica del injerto. Lo anterior va de acuerdo con nuestros hallazgos ya que los
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pacientes con rechazo agudo del injerto cursaron con niveles mas elevados de
MCP-1 en orina en el momento de trasplante y a los 6 meses sin embargo el numero
de eventos y pacientes con rechazo aun es muy escasa como para determinar una
asociacién y un valor predictivo de esta proteina con el rechazo, por lo que debemos
completar el numero estimado de la poblacion a estudiar antes de realizar cualquier
aservacion. Hasta este momento la principal limitacién del estudio es el numero de
pacientes por lo que las conclusiones y resultados de nuestro estudio pueden
cambiar al completar el tamafio de muestra y prolongar el seguimiento.

CONCLUSIONES

1) Alos 6 meses post-trasplante 11% de los pacientes han presentado rechazo
agudo del injerto

2) Los pacientes con rechazo agudo del injerto tienen valores basales
plasmaticos de sIL2r y urinarios de MCP-1 mayores que aquellos sin rechazo,
pero debido al tamafio de la muestra no se pudo realizar prueba estadistica.

3) El MCP-1 urinario basal tiene una correlacion negativa con la tasa de
filtracion glomerular a los seis meses post-trasplante.

4) Es necesario incluir a un mayor numero de pacientes, prolongar el
seguimiento y procesar las muestras para las citocinas de estudio al
momento de la disfuncion del injerto
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Anexo 1
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México D.F. a del 201__.

Titulo del estudio: Valor pronéstico de sIL-2R y la expresién génica de IL-10, en sangre
periférica con la disfunciéon del injerto y biopsia renal en nifios mexicanos con

trasplante renal. Seguimiento a un afno post-trasplante

Queremos invitarlo a usted y a su hijo(a) a participar en este estudio de investigacion que

se llevara a cabo en el Hospital Infantil de México Federico Gémez.

Su participacién es voluntaria. Usted puede decidir que su hijo(a) no participe o puede
retirarse del estudio en cualquier momento. En cualquier caso no perdera de ninguna forma

la atencion médica en el Hospital.

La informacion que se genere a partir de este estudio, podra proporcionar informacion que
ayude en el futuro inmediato a su hijo (a) y a otros nifios con la misma enfermedad de su
hijo(a).

Antes de decidir participar, lea con cuidado el presente documento y tdmese el tiempo que
requiera para realizar cualquier pregunta o discutir este estudio con cualquier persona que

participe en la investigacién, con su familia o con cualquier otro profesional de la salud.
Finalidad del estudio

El rechazo al injerto es un fendmeno complejo que involucra la semejanza entre su hijo(a)
y la persona que le donara el rifidn y los procesos de defensa (el sistema inmunolégico)
presentes en el receptor (su hijo o hija). Hay sustancias producidas en el receptor que
pueden ayudar al rifidn trasplantado y otras inducir el rechazo. Para conocer con seguridad
el estado de salud del rifién se requiere de tomar un pedazo del rifién trasplantado (biopsia

renal).
Objetivo del estudio

El fin de este estudio es saber si con una prueba de sangre se puede hacer el diagnéstico
oportuno del rechazo.
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Procedimiento del estudio

Si usted acepta que su hijo(a) participe en este estudio se consideran 6 visitas en el
transcurso de un afio, en las que se buscara la presencia de sustancias presentes en la

sangre, que son producidas en el rechazo.

Las visitas de estudio son: al momento del trasplante (cuando esta hospitalizado), en el dia
3y 7, asi como en los meses 1,3,6, y 12. Si se sospecha rechazo en cualquier momento
del primer afio se tomaran muestras adicionales. En cada visita se tomara una muestra de
sangre de aproximadamente una cucharadita, a través de una puncion en el brazo, y una

muestra de orina.

Para conocer el estado de salud del rifdn, a su hijo(a) se haran 2 biopsias de rifién, la
primera al momento del trasplante, que permitira saber en qué estado se encuentra el rifidn
que se le esta poniendo a su hijo(a) y otra al afio del trasplante, que permite saber si hay

algun dafio que no ha aparecido en los examenes de sangre.
Riesgos y molestias.

Las muestras de sangre se tomaran por puncién venosa y su hijo (a) puede tener dolor en

el sitio de la puncion; este dolor cede en los siguientes minutos.

La primera biopsia se realiza en el quir6fano antes de que se coloque el rifién en su hijo(a).
Para realizar la biopsia del afio es necesario hospitalizar a su hijo por un dia, se hace bajo
sedacion y con anestesia loca y el corte se realiza guiado por ultrasonido. Después de la
biopsia renal puede haber sangre en la orina, dolor en el sitio de la puncion, y en casos

extremos la pérdida del injerto.
Beneficios

La biopsia de rifidn permite saber con seguridad en qué condiciones se encuentra el tejido
y si existe rechazo o no. El encontrar una prueba que permita diagnosticar el rechazo sin
necesidad de biopsia renal seria muy util para el tratamiento de los pacientes con trasplante

de rindn.

Procedimientos alternativos y costos
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La obtencion de las muestras de sangre y orina en las visitas de estudio asi como las

biopsias al momento del trasplante y a los 12 meses no tendran costo para usted.
Accesibilidad de los investigadores y confidencialidad

Los médicos que atienden a su hijo(a) estaran en todo momento dispuestos a responder a
todas sus preguntas e inquietudes respecto a los resultados del estudio que se le realizaran

a su hijo(a).

La informacion que nos proporcione y la que resulte de las pruebas del estudio, sera
manejada para los fines de la investigacion, sin perder la confidencialidad. Los médicos de
su hijo(a) tendran conocimiento de los resultados para mejorar en lo posible el tratamiento

de su hijo(a).
Normas relacionadas con la investigacion

Cualquier efecto colateral que se derive de la toma de las muestras de sangre y/o de las

biopsias sera atendido prontamente con los recursos del Hospital.
Problemas y preguntas

Si surgiera algun problema o tuviese usted alguna pregunta con respecto a este estudio, a
sus derechos como participante en el estudio, podra comunicarse con la Dra. Mara
Medeiros Domingo (Jefa del Laboratorio de Investigacion en Nefrologia), Dr. Saul Valverde
Rosas (Jefe de Servicio del Departamento de Nefrologia) y la Dra. en C. Maria Inés del Pilar
Garcia Roca (Laboratorio de Investigacion en Nefrologia y Metabolismo Mineral Oseo) del
Hospital Infantil de México Federico Gémez tel. 5228-9917 ext 4410.

Documento de consentimiento

Usted puede decidir no participar en el estudio o bien decidir retirarse del estudio en
cualquier momento. En cualquier caso, no perdera ninguna prestacion a la que tenga
derecho. Le sugerimos que conserve copia de este documento para consultarlo

posteriormente.

He leido las explicaciones acerca de este estudio y se me ha dado la oportunidad de discutir
y hacer preguntas. Por este medio otorgo mi consentimiento para que mi hijo(a) participe

en el estudio.
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Anexo 2
CARTA DE ASENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

México D.F. a del 201__.

Titulo del estudio: Valor pronéstico de sIL-2R y la expresién génica de IL-10, en sangre
periférica con la disfunciéon del injerto y biopsia renal en ninos mexicanos con

trasplante renal. Seguimiento a un afno post-trasplante

Queremos invitarte a participar en este estudio de investigacién que se llevara a cabo en
el Hospital Infantil de México Federico Goémez. Tu puedes decidir participar o no y puedes
retirarte del estudio en cualquier momento. En cualquiera que sea tu deseo no perderas tu
derecho a la atencién médica en el Hospital. La informacion que se genere a partir de este
estudio, podra ayudarte a ti y a otros nifios que como tu, tienen la misma enfermedad. Antes
de decidir participar, lee con cuidado el presente documento y tomate el tiempo que quieras

para realizar cualquier pregunta.

El rechazo de tu rifidn es un fendémeno complejo que involucra, la semejanza entre tu y la
persona que te donara el rifidn, y son los procesos de defensa (el sistema inmunoldgico)
presentes en ti, los que condicionan la sobrevida del rifion que te donaran. En tu organismo
se producen sustancias que pueden impedir o producir repulsion al riidn que te daran. La
produccion y funcion de estas sustancias dependera del tratamiento para evitar ese
rechazé. Cuando te trasplanten, si tu estas de acuerdo, se tomara un pedacito de tu rifidn
a ese procedimiento se le llama biopsia renal y sirve para determinar el estado de salud de

tu rindn.

Si tu aceptas, algunas veces vamos a tomarte una muestra de sangre y dos veces te
haremos una biopsia, para evaluar el estado de salud y funcionalidad de tu rifién, estaremos
vigilando la funcion de tu rifidn por un ano. Al tomar las muestras de sangre y las biopsias
pueden doler, pero pronto pasara. Habra personal del Hospital contigo en los momentos de
la toma de las muestras. Puedes hacer todas las preguntas relacionadas con este estudio
en cualquier momento.

Estoy de acuerdo en participar en el estudio

Si No
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