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RESUMEN

Titulo: MIRNAS COMO BIOMARCADORES DE RECHAZO AGUDO MEDIADO POR
ANTICUERPOS EN PACIENTES CON TRASPLANTE RENAL

Cesar Flores-Gama*, Fausto Sanchez-Mufioz **, lvan Zepeda-Quiroz ***

* Médico nefrélogo del Instituto nacional de cardiologia Ignacio Chavez. ** Investigador en ciencias médicas
del departamento de inmunologia del Instituto nacional de cardiologia Ignacio Chavez. ***Residente de

tercer afio del curso de nefrologia del Instituto nacional de cardiologia Ignacio Chéavez.

Antecedentes: El rechazo sigue siendo la principal causa de pérdida del injerto renal,
actualmente el estandar de oro para el diagnostico es mediante la biopsia de aloinjerto,
siendo un procedimiento invasivo y no exento de complicaciones. Actualmente se
considera la variacion en la expresion de miRNAs como un probable biomarcador para
diagnostico de rechazo agudo. Este estudio tuvo como objetivo analizar los microRNA
involucrados en el dafio Micro vascular en suero de pacientes con sospecha de rechazo
agudo mediado por anticuerpos (RAMA).

Material y métodos: Un total de 27 pacientes con trasplante renal (TR) con y sin RAMA,
fueron sometidos al estudio, realizandose cuantificacion de miRNA en suero por PCR. Se
estudié un total de 5 miRNA, asi como su utilidad clinica y su correlacion con las
caracteristicas histoldgicas de pacientes con RAMA.

Resultados: De los 5 miRNA en el grupo de RAMA (miR-1, miR-21, miR-126, miR-150-
5p y miR-155-5p), el miR-150-5p aumentd significativamente en suero con respecto a
pacientes sin rechazo (p=0.05), ademas se encontraron cambios en la expresion de miR-
150-5p y hallazgos histopatologicos de inflamacion micro vascular. Se determind su
utilidad clinica mediante andlisis ROC con un area bajo la curva de (0.873).

Conclusion: Nuestros resultados muestran que pacientes con TR con RAMA muestra un
aumento en la expresion de miR-150-5p en comparacién con pacientes sin rechazo, lo
cual podria tener consecuencias clinicas asi como una probable utilidad en el diagnostico
de RAMA.

Palabras clave: trasplante renal, miRNA; rechazo mediado por anticuerpos; inflamacion

microvascular.



Datos de Alumno:

Apellido paterno:
Apellido Materno:
Nombre:
Teléfono:
Correo:

Area de trabajo:

Zepeda

Quiroz

Ivan

2222599927
ivanquiroz621@gmail.com

Servicio de Nefrologia, Instituto nacional
de cardiologia Ignacio Chavez
Universidad Nacional Autbnoma de

Universidad: México
Medicina
Facultad:
Numero de cuenta: 517237380
Datos de Tutores
Apellido paterno: Flores
Apellido materno: Gama
Nombre(s): Cesar
Teléfono: 5541817329
Correo: cesarfloresgama@gmail.com
Adscripcion: Instituto nacional de cardiologia Ignacio

Area de trabajo:

Chavez
Servicio de Nefrologia

Apellido paterno:
Apellido materno:
Nombre(s):
Teléfono:

Correo:
Adscripcion:

Area de trabajo:

Sanchez

Mufioz

Fausto

5523328417

fausto22@yahoo.com

Instituto nacional de cardiologia Ignacio
Chéavez

Servicio de Inmunologia



mailto:ivanquiroz621@gmail.com

ABREVIATURAS

TR
RAMA
ERC

Trasplante renal

Rechazo agudo mediado por anticuerpos
Enfermedad renal cronica
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ANTECEDENTES

Enfermedad renal cronica como una de las principales causas de morbi-mortalidad

La enfermedad renal crénica (ERC) es considerada como un problema de salud publica a
nivel mundial por sus elevadas tasas de prevalencia, incidencia y morbi-mortalidad. Se
estima una prevalencia del 13,4% (11,7-15,1%), con 4,902 a 7,083 millones de personas en
estadios avanzados que requieren de terapia de reemplazo renal (TRR) (Lv & Zhang, 2019).
Se caracteriza por una tasa de filtracion glomerular (TFG) inferior a 60 mL/min/1.73 m2, una
albuminuria de al menos 30 mg en 24 horas, o indicadores de dafo renal (por ejemplo,
hematuria 0 anomalias estructurales como rifilones poliquisticos o displasicos) que persisten
durante mas de 3 meses la ERC es mas prevalente en paises de bajos y medianos
ingresos que en paises de altos ingresos (Lamb et al., 2013). A nivel mundial, la ERC se
atribuye comunmente a la diabetes y/o la hipertension, pero otras causas como la
glomerulonefritis, infecciones y exposiciones ambientales (como la contaminacion del aire,
remedios herbales y pesticidas) son frecuentes en Asia, Africa subsahariana y muchos
paises en desarrollo (T. K. Chen et al., 2019). La enfermedad renal cronica generalmente se
identifica a través de pruebas de deteccion rutinaria con perfiles de quimica sérica y
estudios de orina, o como un hallazgo incidental (Rysz et al., 2017). Una vez que el
diagnostico de enfermedad renal cronica (ERC) ha sido establecido, el siguiente paso
consiste en determinar la etapa en la que se encuentra, proceso que se fundamenta en la
tasa de filtracion glomerular (TFG), la excrecion de albumina y la causa subyacente de la
ERC (Lamb et al., 2013). La enfermedad renal crénica (ERC) se clasifica en etapas segun

la tasa de filtracion glomerular (TFG) y se divide de la siguiente manera:
o FEtapa 1l (G1): TFG 290 mL/min/1.73 m?

o Etapa 2 (G2): TFG 60-89 mL/min/1.73 m?



» Etapa 3a (G3a): TFG 45-59 mL/min/1.73 m?
« Etapa 3b (G3b): TFG 30-44 mL/min/1.73 m?
o Etapa 4 (G4): TFG 15-29 mL/min/1.73 m?

« Etapa5 (G5): TFG <15 mL/min/1.73 m?

En las etapas tempranas de la ERC, factores como la hipertension, la obesidad y la
diabetes tipo 2 pueden desencadenar un deterioro en la funcion renal. Esto provoca dafio
glomerular/intersticial y resulta en una filtraciéon glomerular deficiente, lo que lleva a una
disminucién de la TFG y un aumento en la albuminuria. En esta etapa, aunque los sintomas
clinicos no estén presentes, la presencia de factores de riesgo adicionales, como la
hipertension, la hiperglucemia, el tabaquismo, la obesidad, la dislipidemia y las
enfermedades cardiovasculares, pueden acelerar la progresion de la ERC y resultar en
ERET (Tonelli et al., 2011). A medida que la enfermedad avanza, el riesgo de enfermedad
cardiovascular aumenta notablemente, de manera tal que el 50% de los pacientes con
enfermedad renal cronica en etapas avanzadas (etapas 4-5) presentan enfermedad
cardiovascular. El riesgo de fibrilacion auricular (FA) y sindrome coronario agudo (SCA) se
duplica en pacientes con una tasa de filtracion glomerular estimada (eGFR) inferior a 60
mL/min por 1.73 m?. La FA esta asociada con un riesgo tres veces mayor de progresion
hacia la enfermedad renal en etapa terminal (ERET). La incidencia de insuficiencia cardiaca
(IC) también es tres veces mayor en pacientes con eGFR inferior a 60 mL/min por 1.73 m?2
en comparacion con aquellos con eGFR superior a 90 mL/min por 1.73 m?, y la IC se
relaciona con la progresion de la enfermedad renal crénica, hospitalizacion y muerte (Van
Der Velde et al., 2011). En este sentido, la terapia de reemplazo renal es una opcion de
tratamiento para aquellos pacientes con enfermedad renal crénica en etapas avanzadas,

donde la funcion renal ha disminuido significativamente y la calidad de vida se ve afectada.
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La TRR puede ofrecer varios beneficios, incluida una mejora en la funcién renal, la
eliminacion o reduccion de la necesidad de dialisis y la mejora en la calidad de vida general
del paciente (Carminatti et al., 2019a). El reporte anual de la Asociacion Renal Europea -
Didlisis europea y Asociacién de trasplantes (ERA-EDTA) para el afio 2015 que 81,373
personas que iniciaron TRR por ERT, la mayoria de los pacientes fue de sexo masculino,
con al menos el 50% mayores de 65 afos y 25 % con DM, siendo la principal modalidad de
TRR la hemodidalisis (HD) en el 85% de los pacientes, dialisis peritoneal (DP) para el 11%y
trasplante renal (TR) para el 4% (Kramer et al., 2018). De acuerdo con los datos reportados
por el Instituto de Métricas y Evaluacion de la Salud, en México se tiene una de las mayores
incidencias y prevalencias de ERC en el mundo, condicionado principalmente por DM e
hipertension arterial sistémica. Dentro de las principales causas que generan un aumento
en la incidencia de ERC destacan el crecimiento en el nimero de personas afectadas con
diabetes mellitus, hipertensiéon, obesidad, asi como el envejecimiento de la poblacién y el

acceso a TRR (Lv & Zhang, 2019; Valdez-Ortiz et al., 2018).
Trasplante renal como tratamiento de eleccidon en estadios avanzados

En la actualidad se considera al trasplante renal como la TRR ideal para pacientes que
alcanzan estadios avanzados de la ERC, ya ha mostrado la mejor supervivencia y calidad
de vida al compararlas con otras modalidades, con tasas de supervivencia del paciente
similares a la poblacion sin ERC, desafortunadamente hasta un 50% de los pacientes
trasplantados perderan el injerto antes de fallecer, debiendo regresar a dialisis con las altas
tasas de mortalidad que esto implica (Abecassis et al., 2008). Los beneficios del trasplante
renal son sustanciales y multidimensionales. Los pacientes sometidos a un trasplante renal
experimentan una mejora significativa en su bienestar general. La eliminacién de la

necesidad de dialisis, o la reduccion drastica de las sesiones de didlisis, proporciona una
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independencia y libertad previamente inalcanzables. Ademas, la restitucion de una funcién
renal adecuada conduce a mejoras en la anemia, el metabolismo mineral y 6seo, y la salud
cardiovascular en general. Estos factores colectivamente mejoran la calidad de vida y la
supervivencia, al tiempo que reducen la carga médica y econémica asociada a la ERC
avanzada (Carminatti et al., 2019). Sin embargo, es importante destacar que el éxito del
trasplante renal también requiere un compromiso continuo. Los receptores de trasplante
deben enfrentar la necesidad de adherirse rigurosamente a la terapia inmunosupresora a lo
largo de su vida para prevenir el rechazo del érgano. Aunque los avances en la medicina
han reducido los riesgos de rechazo y las complicaciones, el monitoreo constante y la
gestion de los efectos secundarios siguen siendo elementos centrales en la atencion post-

trasplante.
El rechazo como principal causa de la pérdida del injerto

El rechazo en el contexto del trasplante renal se refiere a la respuesta inmunoldgica del
receptor hacia el organo trasplantado, resultando en una disminucion de la funcion del
injerto y, en casos graves, en la pérdida total de la funcion del rifion trasplantado. Esta
complicacion puede ser clasificada en varios tipos, incluyendo el rechazo hiperagudo,
agudo y crénico, cada uno con mecanismos inmunolégicos y manifestaciones clinicas
Unicas. A pesar de los avances en la inmunosupresion y el manejo clinico, el rechazo sigue
siendo una preocupacion significativa y una de las principales causas de la pérdida del
injerto en el trasplante renal (Lai et al., 2021). Las causas para el rechazo varian segun
multiples factores, como el tipo de donante (vivo o fallecido), el grado de compatibilidad
entre el donante y el receptor, la terapia inmunosupresora y las caracteristicas individuales
del paciente. Los avances en los regimenes de inmunosupresién han reducido la incidencia

de rechazo agudo en los primeros meses posteriores al trasplante. Sin embargo, el rechazo
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cronico, que se desarrolla gradualmente y es mas insidioso, sigue siendo un desafio
considerable y contribuye significativamente a la pérdida a largo plazo de la funcion del
injerto (Callemeyn et al., 2022). A pesar de las mejoras en las técnicas quirurgicas, los
avances en inmunologia y nuevos farmacos inmunosupresores, el rechazo sigue siendo el
principal factor que condiciona la pérdida del injerto renal. Se considera que el rechazo es
una reaccion inmunoldgica a los antigenos extrafios presentes en injerto y reconocidos por

el sistema inmunitario del receptor (Cooper, 2020).

Con la finalidad de sobrepasar esta barrera inmunologica se han establecido diversas
estrategias tales como disminuir la incompatibilidad entre el donante-receptor y favorecer la
tolerancia inmune, sin embargo, los rechazos aun continian siendo un problema en el area
de trasplante. Cuando la prevencion ha fallado, el diagnostico oportuno puede mejorar la
supervivencia del injerto. A la fecha, el estandar de oro para establecer el diagndstico de
rechazo requiere de la evaluacion histopatologica del injerto obtenida mediante biopsia
ademas de la presencia de anticuerpos dirigidos contra antigenos presentes en el donante.
Los criterios histopatoldgicos para la evaluacion del injerto renal y el diagnostico de rechazo
han sido estandarizados y clasificados por un grupo de expertos bajo el Informe de la

Reunion Renal en Banff, siendo la actualizacion mas reciente en 2019 (Jeong, 2020).
Limitantes de los métodos actuales para el diagndéstico de rechazo

El diagnéstico preciso y temprano del rechazo en el trasplante renal es un desafio critico en
la practica clinica. Aunque se han logrado avances significativos en los métodos de
diagndstico, todavia existen limitaciones sustanciales que afectan la capacidad de los
médicos para identificar el rechazo de manera oportuna y eficaz (Loupy et al., 2022). Una
de las principales limitaciones es la sensibilidad y especificidad de los métodos de

diagndstico actuales. Tanto las biopsias renales como las pruebas de laboratorio pueden
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arrojar resultados falsos positivos o falsos negativos, lo que dificulta la toma de decisiones
clinicas precisas. Ademas, la biopsia renal, uno de los métodos mas utilizados para el
diagnéstico de rechazo, es un procedimiento invasivo que conlleva riesgos potenciales,
como hemorragias y dafio al 6rgano. La necesidad de realizar biopsias repetidas puede ser
incobmoda y perjudicial para la salud del injerto. La variabilidad inter observador es otro
desafio importante. La interpretacion de los resultados de las biopsias renales puede verse
afectada por las diferencias entre diferentes pat6logos, lo que puede llevar a discrepancias
en el diagndstico y a la toma de decisiones clinicas inexactas (Jadoul et al., 2020). El
diagnostico temprano del rechazo agudo es crucial para un manejo eficaz, pero los métodos
actuales pueden no ser lo suficientemente sensibles para detectar rechazos en sus
primeras etapas. Ademas, el rechazo cronico, que puede ser insidioso, a menudo se
diagnostica en etapas avanzadas, lo que dificulta su tratamiento. Por otra parte, el
diagnostico de rechazo mediado por anticuerpos a través de los criterios histopatologicos ha
mostrado una buena, aunque imperfecta correlacion con los desenlaces del injerto; la
biopsia esta sujeta a error de muestreo, no permite evaluar la respuesta a tratamiento en
tiempo real y el hecho de ser un procedimiento invasivo implica riesgos (Sellarés et al.,
2012). Por estos motivos se han propuesto multiples métodos diagndsticos no invasivos que
puedan ayudar a establecer el diagnoéstico del rechazo y monitoreo de la respuesta a
tratamiento, dentro de ellos destacan la ecografia con contraste y la resonancia magnética,
los perfiles de expresion génica, andlisis protedmicos, de DNA y RNA en muestras de

sangre y orina (Hanssen et al., 2017).

microRNAS

Los miRNAs (miRNAs o miR) son moléculas de RNA pequefias, que no codifican para
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proteinas, con un papel importante en la regulacién epigenética de la expresion génica a
nivel post-transcripcional. Estas moléculas de RNA tienen una longitud de
aproximadamente 21 a 25 nucleétidos y desempefian un papel crucial en la modulacion de
procesos biolégicos al unirse a secuencias complementarias en los RNA mensajeros
(RNAm) y afectar su estabilidad o traduccion, lo que influye en la sintesis de proteinas en la
célula (Diener et al., 2022). La biogénesis de los miRNAs es un proceso intrincado que
involucra varias etapas y complejas interacciones moleculares. Comprender cOmo se
forman los miRNAs es esencial para comprender su funcién en la regulacion génica (Bartel,

2004). A continuacion, se explicara brevemente la biogénesis de los mismos:

1. Transcripcion Inicial: El proceso comienza en el nucleo de la célula, donde ciertos
segmentos de DNA de genes que codifican miRNAs son transcritos en precursores
de miRNAs llamados pri-miRNAs. Estos pri-miRNAs pueden encontrarse en regiones

codificantes y no codificantes del genoma.

2. Procesamiento por Drosha: Los pri-miRNAs son reconocidos y procesados por una
enzima llamada Drosha, que forma parte de un complejo llamado Microprocesador.
Drosha corta los pri-miRNAs en precursores mas cortos, llamados pre-miRNAs, que
tienen aproximadamente 70-100 nucledtidos de longitud y tienen una estructura de

tallo-bucle caracteristica.

3. Transporte al Citoplasma: Los pre-miRNAs son transportados desde el nucleo al

citoplasma por proteinas de transporte especificas.

4. Procesamiento por Dicer: En el citoplasma, los pre-miRNAs son reconocidos y
procesados por una enzima llamada Dicer, que corta los pre-miRNAs en fragmentos
aun mas cortos, de aproximadamente 21-25 nucleétidos de longitud. Estos

fragmentos son los miRNA maduros.
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5. Formacion del Complejo RISC: Los miRNAs maduros se incorporan en un complejo

multiproteico llamado Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA (RISC, por sus

siglas en inglés). Uno de los miembros clave del RISC es la proteina Argonauta.

Union al RNAm: Los miRNAs en el complejo RISC actian como guias al unirse de
manera complementaria a regiones especificas de los RNAmM que contienen
secuencias llamadas sitios de union a miRNA. La complementariedad entre el

miRNA y el RNAm provoca la regulacion de la expresién génica.

. Regulacion de la Expresién Génica: Dependiendo del grado de complementariedad

entre el mMIRNA y el RNAm, pueden ocurrir diferentes mecanismos de regulacion. Si
la complementariedad es alta, puede resultar en la degradacion del RNAm o en la
inhibicion de su traduccion en proteinas. Si la complementariedad es parcial, puede

influir en la eficiencia de la traduccion o en la estabilidad del RNAm.

Papel de los miRNAs en la enfermedad

En el contexto de la enfermedad, los miRNAs pueden tener tanto funciones explicativas

como terapéuticas (Pozniak et al., 2022).

Funciones Explicativas de los Procesos Patolégicos:

1.

Identificacion de Biomarcadores: Los perfiles de miRNAs en enfermedades
especificas pueden ser diferentes de los de tejidos sanos. Estos patrones de
expresion alterados pueden utilizarse como biomarcadores para el diagnostico,
prondstico y seguimiento de enfermedades. La presencia o ausencia de miRNAs
especificos en la sangre, la orina u otros fluidos corporales puede proporcionar

informacion sobre la presencia y gravedad de la enfermedad (He et al., 2020).

Implicacion en Mecanismos Patologicos: Los miRNAs pueden estar involucrados

directamente en los mecanismos subyacentes de la enfermedad. Por ejemplo, ciertos
15



mMiRNAs pueden regular genes asociados con la proliferacién celular, la apoptosis, la
inflamacion y otros procesos patolégicos. Al comprender como los mMiRNAs
contribuyen a estos procesos, se pueden identificar nuevas vias terapéuticas

(Wojciechowska et al., 2017).

Funciones Terapéuticas de los miRNAs:

1. Terapia de Sustitucion: Los miRNAs exdgenos pueden administrarse para aumentar
los niveles de un miRNA especifico que esté disminuido en una enfermedad. Esta
terapia puede restaurar la funcion normal de regulacion génica y contrarrestar los
efectos patoldgicos. Por ejemplo, se ha investigado la administracion de miRNAs

para suprimir la proliferacion celular en ciertos tipos de cancer (Ganju et al., 2017).

2. Terapia de Silenciamiento: Algunos miRNAs estan asociados con la promocion de
enfermedades, como en el caso de miRNAs oncogénicos. En estas situaciones, los
enfoques de terapia génica pueden disefiarse para reducir la expresion de esos

MiRNAs especificos, inhibiendo asi los efectos patoldgicos (Kilikevicius et al., 2022).

Papel de miRNA en el diagndstico de patologias renales

La expresion alterada de los miRNAs se ha demostrado que esté involucrada en el inicio y
la progresion de numerosos procesos patologicos del rifidon, como la nefropatia diabética, el
cancer renal y la lesion renal. Por ejemplo, (N. X. Chen et al., 2013) encontraron que los
niveles de miR-125b, miR-145 y miR-155 eran mas bajos en pacientes con enfermedad
renal cronica (ERC) en etapas 3-5 en comparacion con pacientes con funcién renal normal.
En otro estudio, (Yu et al., 2019) identificaron y validaron funcionalmente un conjunto de

mMiRNAs relacionados con el proceso de fibrosis en la enfermedad renal cronica. Ademas,
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(Woroniecka et al., 2011) realizaron un analisis del transcriptoma de la enfermedad renal
diabética en humanos y encontraron que varios mMiRNAs estaban diferencialmente
expresados en comparacién con los controles . Ademas, se sugiere que los miRNAs son
biomarcadores diagndsticos y prondsticos para numerosas enfermedades. En el caso de la
nefroesclerosis hipertensiva, se ha descubierto que los miRNAs son de gran importancia en
la patogénesis de la enfermedad y en el posterior desarrollo de enfermedad renal en etapa
terminal (Franczyk et al., 2022). Su destacada estabilidad en el plasma y orina los hacen
biomarcadores atractivos y en algunos casos blancos terapéuticos. En el area de trasplante
renal, los miRNAs han sido estudiados en el dafio por isquemia reperfusion, lesion renal
aguda, rechazos mediados por células T con resultados variables. A la fecha son pocos los
estudios que han evaluado el papel de los microRNAs como marcadores de rechazo
mediados por anticuerpos. Algunos estudios han mostrado que miRNA’s involucrados en la
inflamacion, sefalizacion de citocinas y apoptosis como miR146-5p, miR182, miR-21-3p,
miR1228 y let-71 se encuentran regulados al alta en injertos con rechazos mediados por
anticuerpos con una mediana capacidad de discriminacion (Mukhadi et al., 2015). Los
miRNAs 1, 21, 126, 150 y 155 se han mostrado incrementados en situaciones de dafio
endotelial, sin embargo, a pesar de ser este el principal blanco de los rechazos mediados
por anticuerpos, solamente miR-155 ha sido estudiado en esta poblaciéon (Soltaninejad et

al., 2015).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente existen multiples limitantes para el diagnéstico de rechazo debido a que no
existe ningun biomarcador ideal lo suficientemente sensible o especifico que permita el
diagndstico, guiar la respuesta el tratamiento y el prondstico. El estandar oro para el
diagndstico del rechazo es la biopsia renal, procedimiento invasivo, costoso, no exento de
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complicaciones y sujeta a errores de muestreo. Es por ello que existe la necesidad aun no
satisfecha de contar con marcadores que puedan de manera rapida, precisa, econémica y

no invasiva identificar a pacientes con rechazo.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe diferencia en la expresion de los miRNAs 1, 21, 126, 150 y 155 en receptores de
trasplante renal al comparar un grupo con y otro sin rechazo agudo mediado por

anticuerpos?

JUSTIFICACION

La enfermedad renal cronica es una de las enfermedades con mayor impacto en la
morbilidad y mortalidad de la poblacion a nivel mundial, con un nimero cada vez mayor de
afectados como resultado de una mayor incidencia de enfermedades cronicas

degenerativas como diabetes mellitus e hipertension.

El trasplante renal al mejorar la calidad de vida y supervivencia la poblacién con
enfermedad renal crdénica, se considera el tratamiento de eleccion para aquellos pacientes
gue alcanzan estadios avanzados. Desafortunadamente, a pesar de que el trasplante renal
incrementa la expectativa de la vida de manera significativa, muchos pacientes pierden el
injerto y regresan a didlisis, necesitando un nuevo trasplante. En la actualidad la principal
causa de pérdida del injerto renal es el rechazo mediado por anticuerpos. El diagnéstico de
rechazo puede sospecharse cuando existe disfuncion del injerto (elevacion de creatinina o
proteinuria) y requiere la confirmacion mediante biopsia renal. Sin embargo, ni la creatinina
ni la proteinuria son marcadores sensibles o especificos. Por otro lado, la biopsia renal es

un procedimiento invasivo, costoso y sujeta a errores de muestreo.
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Los miRNAs son un elemento clave como reguladores de la homeostasis y su
desregulacion ha sido demostrada en varias patologias, incluyendo la enfermedad renal.
Debido a su estabilidad en el plasma y la orina, se han convertido en biomarcadores
atractivos. Algunos miRNAs que se han asociado con el dafio microvascular y siendo la
micro vasculatura renal el blanco primario en los rechazos mediados por anticuerpos, es
que el presente trabajo tiene como finalidad evaluar si la expresion de miRNAs varia entre
los pacientes con y sin rechazo mediado por anticuerpos. En un segundo momento de
confirmarse la expresién diferencial, estos biomarcadores podrian ayudar en el seguimiento

para evaluar la respuesta a tratamiento.
OBJETIVOS
Objetivo principal:

1. Evaluar las concentraciones (expresion) de los miRNAs 1, 21, 126, 150 y 155 en
plasma de pacientes receptores de trasplante renal con y sin rechazo mediado por

anticuerpos.
Objetivos secundarios

2. Evaluar si existe correlacion entre el grado de inflamacion en los capilares

glomerulares y la expresiéon en plasma de los miRNAs 1, 21, 126,150 y 155.

3. Evaluar si existe correlacion entre el grado de inflamacion en los capilares

peritubulares y la expresion en plasma de los miRNAs 1, 21, 126, 150 y 155.

4. Evaluar si existe correlacion entre la inflamacion y fibrosis tabulo intersticial y la

expresion en plasma de los miRNAs 1, 21, 126, 150 y 155.
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5. Determinar la correlacion entre las MFI de anticuerpos donador especifico y niveles

plasmaticos de miRNAs.

6. Evaluar si existe correlacion entre los niveles de creatinina séricos y proteinuria y la

expresion plasmatica de los miRNAs 1, 21, 126, 150 y 155
METODOLOGIA

DISENO DEL ESTUDIO
Se realizé un estudio observacional, analitico transversal, prospectivo con todos los sujetos
con diagnéstico de trasplante renal y sospecha de rechazo agudo.
UNIVERSO DE TRABAJO
Pacientes mayores de 18 afos atendidos con antecedente de trasplante renal en el Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez
CRITERIOS DE INCLUSION
1.- Receptores de trasplante renal mayores de 18 afios

2.- Filtrado glomerular estimado por creatina sérica >= 20 ml/min/1.73 m2
3.- Tiempo post-trasplante > 4 semanas

4.- Llevados a biopsia del injerto por protocolo o por indicacion

CRITERIOS DE EXCLUSION:

1.Falla primaria del injerto

2.- Neoplasia activa

3.- Infeccion activa

4.- Trasplantes multiorganicos

5.-Pacientes que se rehusen a participar en el protocolo

CRITERIOS DE ELIMINACION

1.- Pacientes con expedientes clinicos incompletos que no fueran susceptibles de andlisis.

2.- Material insuficiente para realizar el andlisis histopatolégico y la medicion de los miRNAs
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3. - Sin determinacién de anticuerpos donante especificos al momento de la biopsia.

4.-Pacientes que cuenten con expediente o informacién incompleta

TAMANO DE MUESTRA

Se realizara un estudio piloto con 3 grupos de pacientes:

-Pacientes llevados a biopsia renal por protocolo y con hallazgos histopatolégicos en la
biopsia renal se reporten como categoria 1 de Banff (normales o con cambios no

especificos).

-Rechazos mediados por anticuerpos o mixtos clinicos y subclinicos de acuerdo a los

criterios diagnosticos de Banff 2019.

-Otras patologias: Se incluiran pacientes con diagnostico de glomerulonefritis y rechazos

celulares

DEFINICION DE LAS VARIABLES

VARIABLES GENERALES

Variable Definicién Definicién operacional Tipo de variable Escala de
conceptual medicion
Peso Fuerza con que | Con la persona usando la menor | Cuantitativa continua Kilogramos
la Tierra atrae a | cantidad de ropa posible y en (Kg)
un cuerpo, por ayuno, se mide usando un
accion de la estadimetro calibrado.

gravedad. Se
ajusta con la talla
de la personay
se relaciona con
incremento del
riesgo
cardiovascular.

Talla La distancia Con la persona estando sin Cuantitativa continua Metros (m)
entre el plano de | calzado, se mide usando un
sustentacion y el | estadimetro calibrado.
vértex craneal.
Se usa para
ajustar el peso
del individuo
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Edad

Tiempo
transcurrido a
partir del
nacimiento de un
individuo

Se comprobara la edad del
paciente mediante la
presentacion de una credencial
oficial

Cuantitativa discreta

Afios

Sexo

El sexo es un
proceso de
combinacién y
mezcla de rasgos
lgenéticos a
menudo dando por
resultado la
especializacion de
organismos en
\variedades
femenina y
masculina
(conocidas como
Sexos)

Se clasificara de acuerdo a las
caracteristicas fenotipicas del
sujeto

Cualitativa dicotémica

Masculino/
Femenino

Indicacion

Término que
describe una razén
\valida para
emplear una
prueba
diagnéstica, un
procedimiento
médico, un
determinado
medicamento, o
técnica quirlrgica

Se realizan a consideracion del
médico tratante cuando existe
disfuncion del injerto o sospecha
de mala adherencia terapéutica

Cualitativa dicotémica

Con
indicacion/
sin indicacion

Biopsia renal

Conjunto de

Biopsia realizada de seguimiento

Cualitativa dicotémica

IAlto riesgo de

percutanea por acciones que se  |post-trasplante en todos los RAMA/  bajo
protocolo aplican, de modo |pacientes considerados de alto riesgo de
normalizado, bien [riesgo para desarrollo de RAMA RAMA
para el tratamiento [por la presencia de ADE’s pre-
de una cierta trasplante detectados por PRA-SA,
enfermedad. CF-XM o CDC-XM son sometidos
a biopsia renal a los 3 meses post-
trasplante en ausencia de
disfuncion del injerto.
Injerto normal Piel, hueso u otro [Sin entidad patoldgica especifica. [Cualitativa dicotomica Injerto
tejido sano que se normal/
toma de una parte injerto
del cuerpoy que anormal
se usa para
reemplazar tejido
enfermo o
lesionado extraido
de otra parte del
cuerpo.
El rechazo agudo [Resistencia que [Se caracteriza por tubulitis, Cualitativa dicotomica Injerto
(activo) presenta un inflamacion intersticial, glomerulitis, normal/
cuerpo a la fuerza |capilaritis peritubular y arteritis. injerto
ejercida por otro, anormal
obligandolo a
retroceder en su
CUrso o
movimiento.
Rechazo agudo Deterioro agudo de|Presencia de evidencia Cualitativa dicotomica Injerto  con
asociado a la funcién de un  |morfoldgica, inmunohistolégica y RAMAI/
anticuerpos rifidn trasplantado, [seroldgica por clasificacion de injerto con
potencialmente Banff 2019. otras
reversible, alteraciones

lsecundario a una
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respuesta
inmunologica

Biomarcador Molécula Molécula determinada por método |Cuantitativa discreta Copias
determinada por |PCR para determinar su
método no concentracion sérica.

invasivo, estable y
sensible, y debe
reflejar de manera
dinamica y
especifica la
patologia de la
enfermedad para
guiar el
diagnéstico, la
respuesta al
tratamiento y el
prondstico.
Creatinina sérica [Concentracion Normal: < 1 mg/dl Cuantitativa continua mg/dl
total de creatinina
en una muestra de

sangre.
Proteinas totales |[Concentracién Normal: <140 mg/dia Cuantitativa continua Mg en 24
en orinaen 24 total de proteinas horas
horas en una muestra de

orina recolectada

en 24 horas.
IAlbumina en orina [Concentracion Normal: <30 mg/dia Cuantitativa continua Mg en 24
en 24 horas total de albumina horas

en una muestra de
orina recolectada

en 24 horas.
Micro RNA Concentracion Se medira por reaccion en cadena |Cuantitativa continua
total del micro de la polimerasa

RNA 21y 155 del
complemento en
una muestra de

sangre.
Fibrosis intersticial Nivel de lAusente Cualitativa politbmica Ausente/
inflamacién en la |Grado 1 <0=20% grado I/ grado
zona tubular a Grado 2 20 a 50% Il/ grado 11l
nivel renal Grado 3 >0=50%
secundario a un
proceso
inflamatorio

PROCEDIMIENTO GENERAL
1. Se tratd6 de un estudio piloto con pacientes trasplantados de acuerdo a seleccion
consecutiva sometidos a biopsia por indicaciéon de su médico tratante o protocolizada
de acuerdo a las practicas habituales del servicio, sin intervencion de los
investigadores.
2. Se incluyeron de manera consecutiva a receptores de un trasplante renal con una tasa

de filtracién glomerular estimada (TFGe) > 20 ml/min/1. 73 m2 y tiempo postrasplante
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> 12 semanas a quienes se les realiz0 biopsia renal en el Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez entre mayo de 2022 y marzo de 2023 y se clasificaron de
acuerdo a sus hallazgos histopatolégicos, que incluyo 3 grupos: biopsias normales o
con hallazgos inespecificos, rechazos mediados por anticuerpos y otras patologias
(glomerulonefritis, NTA, etc).

. Todos los pacientes fueron enviados a determinacion de ADESs previo a toma de BRP.

El dia de la BRP se cité con ayuno de 8 horas para la toma de muestra Unica de
sangre con tubo vacutainer BD color morado con EDTA, la cual se llevé al
departamento de inmunologia para su almacenamiento. Se realizé determinacion de
MiRNAs en suero simultanea a la BRP.

Las biopsias fueron valoradas por una sola nefropatologa clasificandolas de acuerdo a
los hallazgos de la microscopia de luz, inmunofluorescencia, tinciones especiales
(C4d), microscopia electronica.

. Se capturo la informacion de estudios para clinicos

Los pacientes se clasificaron en 3 grupos:

-Pacientes llevados a biopsias normales o con cambios no especificos

-Rechazos mediados por anticuerpos o mixtos de acuerdo a los criterios diagndsticos
de Banff 2019.

-Otras patologias: Se incluiran pacientes con diagndéstico de glomerulonefritis y
rechazos celulares

La cuantificacion de los miRNA se realiz6 de la siguiente manera: se utilizaran
200 L de plasma para la deteccion de los miRNAs: miR-1, miR-21, miR-126, miR-
150-5p y miR-155-5p utilizando reactivos y protocolos para el TagMan MicroRNA

Reverse Transcription Kit y el TagMan MicroRNA Assay (Applied Biosystems). Las
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reacciones de RT-PCR se realizaron con cebadores de bucle de tallo personalizados
(Applied Biosystems) especificos para la secuencia madura correspondiente obtenida
de miRBase (disponible en: http://www.miRBase.org [consultado el 3 de junio de
2013]) [34]. La amplificaciébn de reacciones de cationes se realizé utilizando el
sistema de PCR en tiempo real CFX96 (BIORAD).Los datos de la RT-PCR
cuantitativa se analizaron utilizando el método del ciclo de umbral comparativo (Ct),
con hsa-miR-16 como las referencias endégenas para plasma. La cantidad de miRNA
fue dada por la formula aritmética 22¢, donde elCt es el punto en el que
la fluorescencia de la reaccion del ensayo TagMan supera el limite del umbral. ACt es
la diferencia en los valores de Ct entre el miRNA diana y el control hsa-miR-16 y U6
para plasma, ACt se dio como el Ct de hsa-miR-16 menos el Ct de cada miRNA. Se
tomo en cuenta que los niveles de expresion relativos (es decir, normalizados a los

niveles de hsa-miR-16 en la misma muestra) son por definicion valores sin unidades.

9. Caodificacion y elaboracion de base de datos de Microsoft Excel de los pacientes que
cumplieron con los criterios de inclusion, para posteriormente ingresarlos en el
programa IBM SPSS (Statistical Package for the Social Science) Statistics 26 para su
analisis.

10.Elaboracién de resultados, con posterior discusion con base en lo reportado en la
bibliografia.

11.Presentacion de la investigacion completa y resultados ante el comité tutorial.

ANALISIS ESTADISTICO
Las caracteristicas de los pacientes se sintetizaron de acuerdo a su categoria, las variables

cualitativas se reportaron como frecuencias simples y porcentajes, mientras que las
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cuantitativas con medidas de tendencia central (mediana) y dispersion (Rango
intercuartilico). EI comparativo entre los grupos se realizé6 mediante Chi cuadrada, ANOVA o
Kruskal Wallis de acuerdo al tipo de variable y su distribucién. Se realizaron pruebas de
correlacion con coeficiente de Pearson y Spearman de acuerdo al tipo de variable y su
distribucién. Para evaluar el desempefio de la prueba se calculd el area bajo la curva e
identifico el punto de corte que mejor sensibilidad y especificidad brindo. Se calcularon los
valores predictivos positivos y negativos

Los resultados se consideraron estadisticamente significativos si el valor de p fue <0.05,

todo esto se realizo utilizando el programa IBM SPSS Statistics 26.
ASPECTOS ETICOS

El presente proyecto se conform6 de acuerdo con las normas éticas, el Reglamento de la
Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud y con los lineamientos de la
Declaracion de Helsinki de la 64a Asamblea General de la Asociacion Médica Mundial del
afio 2013, ademas de codigos y normas internacionales vigentes de las buenas practicas de

la investigacion clinica.

De acuerdo con el reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion en
salud, titulo segundo “De los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos”, capitulo
I, articulo 16 durante este estudio se protegerd la privacidad del individuo sujeto a
investigacion. De acuerdo con el Articulo 17, fraccion |, se considera a esta investigacion
como “sin riesgo”, debido a que los datos de interés se obtuvieron mediante lo constatado en
el expediente clinico, por lo que no se realiz6 ninguna intervencion o modificacion

intencionada en las variables de los sujetos.

Esta investigacion y todos sus procedimientos de estudio se apegaron a las normas éticas,

26



al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion en Salud y se

llevaron a cabo en plena conformidad con los principios de la “Declaracién de Helsinki” (y

sus enmiendas en Tokio, Venecia, Hong Kong y Sudéafrica) y se respetaron cabalmente los

principios contenidos en el Codigo de Nuremberg y el Informe Belmont; donde el

investigador garantiza que:

a.

b.

Se realiz6 una busqueda minuciosa de la literatura cientifica sobre el tema a realizar.
El protocolo fue sometido a evaluacién por el comité de Investigacion de la Unidad
Médica del instituto nacional de cardiologia Ignacio Chavez.

Se utilizo consentimiento informado para la obtencion de muestras de sangre para
cuantificacion de miRNAs con numero institucional del proyecto de investigacion 23-
1356.

Este protocolo fue realizado por personas cientificamente calificadas y bajo la
supervision de un equipo competente y certificado en su especialidad.

Este protocolo guardd la confidencialidad de las personas, y no se obtuvo ningun

beneficio para los participantes. El mayor beneficio fue de aspecto cientifico.

RECURSOS HUMANOS Y FINANCIEROS

Para la realizacion de este estudio se necesitaron los siguientes recursos humanos:

- Investigador principal y asesor metodologico: Dr. Cesar Flores Gama

- Investigadores asociados: Dr. Fausto Sanchez Mufioz

- Investigador asociado: Dr. Ivan Zepeda Quiroz. Médico residente de 3er afio de la

especialidad de nefrologia, encargado de la recoleccién, almacenamiento, analisis e

interpretacion de los datos.

Para la realizacion de este estudio se necesitaron los siguientes recursos fisicos:
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- Expedientes clinicos en su forma fisica y electronica
- Sistema informatico de captura y analisis de datos (Microsoft Excel, IBM SPSS Statistics 26)
- Sistema informatico de escritura (Microsoft Word, Adobe Acrobat PDF)
- Computadora
Cualquier recurso financiero que fue necesitado para la realizacion de este estudio fue

cubierto en su totalidad por los investigadores.

MATERIAL Y METODOS
1.1 Caracteristicas clinicas
Realizamos un estudio transversal en todos los receptores adultos consecutivos de un
trasplante renal con una tasa de filtracion glomerular estimada (TFGe) > 20 ml/min/1. 73 m2
y tiempo postrasplante > 12 semanas a quienes se les realizo biopsia renal en el Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez" entre mayo de 2022 y marzo de 2023.
Se excluyeron los receptores de trasplante combinado o trasplante renal tras otro trasplante
de organo sdlido, y aquellos con una neoplasia o infeccidén activa. Ademas, los pacientes
fueron eliminados si faltaba la informacion necesaria o si el material para realizar el analisis
histopatolégico o la medicidon de miRNAs era inadecuado para la interpretacion. El estudio
fue aprobado por la Junta de Revision Institucional de nuestro centro (23-1356) y realizado
de acuerdo con la Declaracién de Helsinki. Todos los pacientes dieron su consentimiento.
1.2 Deteccion de anticuerpos anti-HLA circulantes
Todos los pacientes incluidos tenian una prueba cruzada de citotoxicidad dependiente del
complemento negativa. Los anticuerpos anti-HLA pre y pos trasplante se monitorizaron en 1
laboratorio de histocompatibilidad. Los anticuerpos contra los loci HLA-A, -B, -C, -DRB1, -
DRB345, -DQ y -DP en los sueros del receptor se determinaron para HLA-DSA al nivel de

resolucién de perlas de antigeno uUnico (SAB). Un resultado positivo para HLA-DSA en
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circulacion se defini6 como una intensidad de fluorescencia media (MFI) de la perla
especifica del donante superior a 500 en el momento de la biopsia.
1.3 Valoracion clinico patolégica

Los datos clinicos se recogieron durante el seguimiento clinico habitual. Se incluyeron todos
los aloinjertos renales postrasplante clinicamente indicados y las biopsias especificadas por
el protocolo. Las biopsias especificadas por el protocolo se realizan a los 3 y 12 meses
después del trasplante en ausencia de disfuncibn del aloinjerto para pacientes
retrasplantados, aquellos con HLA-ADE preexistente o con un panel de anticuerpos
reactivos (PRA) 230%.

Todas las biopsias fueron analizadas por un Unico nefrélogo patdlogo. La gravedad de las
lesiones histologicas se puntud segun los criterios de Banff 2019. Se realiz6 una tincion
inmunohistoquimica de C4d en un tejido congelado. El diagndstico de rechazo se establecio
cuando las muestras de biopsia cumplian los tres criterios de Banff para ABMR, mediante la
combinacion de puntuaciones de Banff para glomerulitis, capilaritis peritubular, arteritis,
microangiopatia trombadtica, deposito de C4d y HLA ADE. Las biopsias de control fueron
aquellas consideradas normales o con cambios inespecificos segun la clasificacion de Banff
2019. Se utilizé la clasificacion de Banff 2019, considerando como categoria 1 aquellas
biopsias normales o cambios inespecificos y como categoria 2 el rechazo agudo mediado
por anticuerpos por evidencia morfoldgica caracterizada por inflamacion microvascular (g > 0
ylo cpt > 0), intimal o transmural. arteritis (v >0) o MAT aguda en ausencia de otra causa,
evidencia inmunohistoldgica por tincién lineal de C4d en cpt que puede 0 no estar presente,
al menos inflamacién microvascular moderada ([g + cpt] = 2) y serolégica con la

determinacion de los ADEs.
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RESULTADOS

De las 30 biopsias de aloinjerto renal incluidas en 30 pacientes, 3 fueron eliminadas por falta
de datos y finalmente 27 pacientes fueron considerados para el analisis estadistico. Dentro
de las caracteristicas sociodemograficas de la poblacién estudiada, el 51.9% fueron mujeres,
con edad promedio de 42 afios (32-51), en la mayoria de los paciente se desconocia la
causa de la ERC (59.3%), el tiempo promedio entre el trasplante y la biopsia fue 80.5 meses,
la mayoria fueron trasplante de donante vivo (51.8%) (Tabla 1).

La creatinina promedio al momento de la biopsia fue de 1.5 mg/dl, 70% de las biopsias se
realizaron por disfuncion del injerto y el resto fueron de manera protocolizada. Un total de 15
biopsias fueron catalogadas con RAMA y 12 como normales o con alteraciones minimas no
especificas (figura 1).

Se encontr6 que en el grupo de pacientes con RAMA eran mas jovenes, con mayor
frecuencia se documenté mala adherencia terapéutica y sus biopsias fueron realizadas a un
mayor tiempo post-trasplante en comparacion con el grupo sin RAMA, sin diferencias en el
tipo de donante, terapia de induccion o mantenimiento, los niveles de creatinina sérica ni el
motivo de la biopsia (indicacién vs protocolo) entre los grupos.

De todos los pacientes incluidos se determiné el riesgo inmunoldgico, 63% tenian
antecedentes de alosensibilizacion, 40.9 % presentaba anticuerpos donador especifico

(ADEs) pre trasplante, sin embargo, no hubo diferencias significativas entre ambos grupos.
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Pacientes trasplantados con BRP

(N=30)

b

l Sin informacion

Diagnéstico histolégico
(N=27)

ADEs +Cad
Clasificacién por banff
2019

l

Tacientes eliminados (N=3)

Sin rolchazo RAlMA
(N=12) (N=15)
Figura 1. Diagrama de flujo
Total (n=27) Sin rechazo (n=12) RAMA (n=15) valorp
Mujer 14 (51.9) 8 (66.7) 6 (40) 0.16
Edad 42 (32-51) 51 (37-59) 34 (31-42) 0.03
IMC (kg/m2) 2615 2616 25.8+4 0.84
Etiologia 0.12
Desconocida 16 (59.3) 4 (41.6) 11 (73.3)
GMN 9 (33.3) 5 (41.7) 4 (26.7)
Diabetes 2 (7.4) 2 (16.7) 0
Meses post-
trasplante 80.5 (16-112) 37.8 (10.2-102) 85 (37.5-112)  0.22
Donante fallecido 13 (48.2) 7 (58.3) 6 (40) 0.29
Disfuncién 19 (70.4) 4 (33.3) 4 (26.7) 0.52
Creatinina (mg/dl) 1.5 (0.9-2.1) 1.1 (0.9-2.0) 1.7 (1.2-2.1) 0.33
Induccion 1
MPD 1 (8.3) 1 (6.7)
IL2r-inh 7 (58.3) 8 (53.3)
Timoglobulina 4 (33.3) 6 (40)
Mala adherencia 8 (29.6) 2 (16.7) 6 (40) 0.19
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Alosensibilizaciéon 17 (63) 6 (50) 11 (73.3) 0.2
PRA | 1 (0-5) 1(0-2) 3 (0-10) 0.34
PRA Il 2 (1-6) 2 (0.5-6) 2 (1-44) 0.57
ADEs pre

trasplante 9(40.9) 2 (22.2) 7 (53.9) 0.15
ADE's post

trasplante 20 (90.9) 6 (75) 15 (100) 0.12

Tabla 1. Caracteristicas basales.

2.1 Caracteristicas histopatoldgicas

De cada una de las biopsias se describieron los cambios glomerulares 'g' (glomerulitis),
aumento de la matriz mesangial (mm), glomerulopatia por trasplante (cg), ademas de los
cambios tubulares como tubulitis (t) y atrofia tubular (ct), mientras que para intersticio la
inflamacion intersticial (i) y fibrosis intersticial (ci). La inflamacion tubulointersticial (ti) y la
fibrosis intersticial con atrofia tubular (i-IFTA). En cuanto a los vasos se determin¢ arteritis
de la intima (v) y engrosamiento fibroso de la intima arterial (cv) (tabla 3).

Aquellos pacientes con RAMA, presentaron ADEs de novo en el 100%, a diferencia del
75% que no tuvieron rechazo.

Con mayor frecuencia el grupo de pacientes con RAMA presentacion inflamacion
glomerular (100% vs 58.3%, P=0.01), mesangial (100% vs 58.3%, P=0.01) y en los
capilares peri tubulares (100% vs 8.3%, P<0.001). De manera similar, la inflamacién
tubular (53.3% vs 8.3 %, P=0.02) e intersticial (60% vs 0%, P=0.001) se presentaron con
mayor frecuencia en el grupo con RAMA. Para las lesiones cronicas, solo la duplicacion
de los capilares glomerulares (40% vs 0%, P=0.02) y los cambios vasculares cronicos
(53.3% vs 25%, P=0.14) fueron diferentes entre los grupos, con un mayor grado de

afeccién en el grupo con rechazo.
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Sin rechazo

Total (n=27) (n=12) RAMA (n=15) valor p
Esclerosis 0 (0-25) 0 (0-21) 9 (0-31) 0.55
g>0 2 (81.5) 7 (58.3) 15 (100) 0.01
cpt>0 16 (59.3) 1 (8.3) 15 (100) <0.001
mm>0 22 (81.5) 7 (58.3) 15 (100) 0.01
i>0 9 (33.3) 0 9 (60) 0.001
t>0 9 (33.3) 1 (8.3) 8 (53.3) 0.02
V>0 3(11.1) 0 3 (20) 0.16
cg>0 6 (22.2) 0 6 (40) 0.02
ci>0 22 (81.5) 9 (75) 13 (86.7) 0.39
ct>0 22 (81.5) 9 (75) 13 (86.7) 0.39
cv>0 11 (40.7) 3 (25) 8 (53.3) 0.14
i-ifta>0 14 (52.9) 5 (41.7) 9 (60) 0.29
c4d>0 9 (33.3) 5 (41.7) 4 (26.7) 0.34

Tabla 3. Caracteristicas histolégicas por Banff 2019

3.1 Expresion diferencial de miR-150-5p en muestras de plasma en pacientes con
RAMA

Como se muestra en la Figura 2, se examinaron un total de 5 miRNAs en el plasma,
observandose una expresion mayor de miR-150-5p en el grupo con RAMA, siendo
estadisticamente significativa (p < 0.0012). De igual forma, se explor6 la expresién de miR
1, 21, 126 y 150, los cuales no mostraron diferencias significativas en la expresion de

paciente con injerto sin rechazo y RAMA.
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Figura 2. Niveles de expresion de miR-1, miR-21, miR-126, miR-150 y miR-155 entre

pacientes con y sin rechazo de trasplante.

Al comparar la expresion en plasma de miR-150-5p con los hallazgos histologicos,
observamos que en las biopsias renales con inflamacion microvascular (imv), ya sea
como glomerulitis (g) o como capilaritis peritubular (cpt), habia una mayor expresion de
miR-150-5p que el grupo sin dafio microvascular (figura 3).

Por otro lado, se evalué la expresion de miR-1, miR-21, miR-126 y miR-155 en el plasma
en relacion con las diversas lesiones histologicas de la biopsia. Sin embargo, no se

encontraron correlaciones significativas entre los niveles de expresion de estos miRNAs y

las lesiones histoldgicas.
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Figura 3. Niveles de expresion relativos del miR-150-5p en plasma de acuerdo a la a)
presencia de inflamacion microvascular (imv), b) glomerulitis (g) y c) capilaritis peritubular
(cpt)

La expresion de miR-150-5p en plasma mostré una correlacion moderada con el grado de
inflamacion tanto en los capilares glomerulares como en los peritubulares (figura 4), y no asi
con otras lesiones histolégicas tanto agudas como cronicas.

Asimismo, se evaluaron las demas variables histoldgicas que se describen en la escala de
Banff 2019. Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas en los niveles de miR-

150-5p en relacion con estas variables.
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Figura 4. Analisis de correlacion mediante Tau-b de Kendall entre miR-150-5p y

caracteristicas histolégicas: a) g, b) cpt y ¢) g+cpt.

Se exploro la relacion entre la expresion de miRNAs y los niveles de creatinina en el
momento del rechazo. La expresion sérica de los miR-150-5p, miR-155 y miR-126 no mostro
correlacion con los niveles de creatinina, mientras los niveles de miR-21 si mostraron una

correlacion positiva moderada.
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Figura 5. Correlacion de Spearman entre los niveles de expresion de los diferentes miRNAs

y niveles de creatinina al rechazo.
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3.2 Desempenfio del miR-150-5p circulante en el diagndstico de RAMA

Con el propésito de evaluar la capacidad predictiva del miR-150-5p validado para el riesgo
de RAMA, se construyd una curva ROC comparando los casos de RAMA con pacientes que
no experimentaron rechazo. Esto se realizd utilizando los datos obtenidos mediante la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa de validacion. Los
resultados revelaron que miR-150-5p demostr6 una capacidad de discriminacion efectiva,
con un area bajo la curva (AUC) de 0.87 (IC 95%). ElI umbral 6ptimo de expresion para

predecir RAMA se establecié en >0.96, lo que proporcioné una sensibilidad del 63.16% y

una especificidad del 89.47%.

a)
100 @® miR150
80
=
2 60
=
2 40
b
N
20
04 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
100% - Specificity%
miRNA Area Under the Curve ROC P value
miR150 0.8733 (0.7195 to 1.000) 0.0019

Figura 4. a) Analisis ROC del area bajo la curva miR-150-5p para discriminar entre dos

grupos de interés.

DISCUSION

El presente estudio evalud las concentraciones (expresion) de los miRNAs 1, 21, 126, 150
y 155 en suero de pacientes receptores de trasplante renal con vy sin rechazo mediado
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por anticuerpos en biopsias renales por indicacién y protocolizadas. Solo miR150-5p tuvo
una expresion diferente entre los grupos, con un mayor nivel en los pacientes con RAMA.
Encontramos que mayores niveles de inflamacion microvascular, tanto como glomerulitis
como capilaritis peritubular se asociaron con un nivel mas alto de miR150-5p en suero, y
no hacia para las lesiones agudas o crénicas en otros compartimentos renales. Solo los
niveles de miR21 una relacion con los niveles de creatinina sérica, probablemente por su
eliminacion renal como ha sido reportado en estudios previos.

El miR-150-5p se encuentra asociado a funciones reguladoras inmunitarias, proliferacion,
la activacion y la apoptosis de los linfocitos B y T, y se expresa selectivamente en los
ganglios linfaticos, el bazo y las células T y B maduras. Ademas, se ha observado que el
miR-150-5p podria ser un supresor de la generacion angiopoetina 2 con un papel clave en
la resolucion de la lesion vascular y la reduccion de la mortalidad resultante de la sepsis
[(Mukhadi et al., 2015) asi como su sobre expresion en ratones con nefritis lUpica y su
papel pronostico en pacientes con nefropatia por IgA (Pawluczyk et al., 2021). Esta
expresion en los linfocitos T y B, asi como su papel en la reparacion vascular, principales
células y blanco inmunolégico en el RAMA, que miR-150-5p puede jugar un papel
importante como biomarcador.

El miR-150-5p ha sido estudiado en pacientes con rechazo agudo, mostrado una mayor
expresion en pacientes con rechazo celular agudo en comparacién con pacientes sin
rechazo (Soltaninejad et al., 2015) donde la determinacién del miRNA fue realizado a
través de la extraccion de RNA en bloques de parafina; en nuestro caso no fue posible
explorar su papel en el rechazo mediado por células T, ya que debido al riesgo
inmunoldgico basal de nuestra poblacién vy la terapia inmunosupresora actual, solo se

registré un caso con rechazo celular. Por otra parte, Alfaro et al observo una disminucion
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en la expresion de miR-150-5p en pacientes con rechazo agudo independientemente del
tipo de rechazo, donde se obtuvieron mediante el aislamiento de leucocitos de sangre
periférico, observandose que las células CD4+, disminuyen los niveles de miR-150
intracelulares en pacientes con rechazo agudo. El estudio de Candia et al. 2013 demostré
gue después de activar las células CD4+, se produce una disminucion de miR-150 a nivel
intracelular correlacionado con el aumento del suero. Esta premisa podria explicar las
diferencias entre nuestro estudio y lo reportado previamente, donde los pacientes con
RAMA aumentan los niveles séricos de miR-150-5p pero disminuyen los intracelulares
como resultado de la activacion de las células CD4+. Nuestro hallazgo es compatible con
lo reportado en los modelos de trasplante pancreéatico murino, donde se ha documentado
elevacion del miR-150-5p en plasma, el cual se asoci6é con el rechazo del injerto y la
destruccion de las células B (Roat et al., 2019).

En cuanto a los estudios que han explorado sobre la utilidad de los niveles de miR-150-5p
como biomarcador en los pacientes con trasplante renal, aun hay resultados de caracter
controversial. Un estudio publicado en 2017 mostré que el aumento de miR-150-5p en
plasma puede ser biomarcador en trasplante renal (Zununi et al., 2017). Mientras que en
2022 se describié que solo en mujeres miR-150-5p disminuia en caso de disfuncién pos
trasplante (Ko SY et al., 2022).

Dentro de nuestros hallazgos se reportd el aumento en la expresion de miR-150-5p en las
biopsias de injerto que mostraban inflamacion micro vascular caracterizada por capilaritis
peritubular (cpt) y glomerulitis (g), donde se observé un incremento de miR-150-5p
conforme se incrementaba el porcentaje de cpt, las modificaciones en la expresion de
miR-150-5p en lesi6on vascular han sido documentada en pacientes con sepsis,

considerandose un nuevo supresor de la generacion angiopoyetina 2 (Ang2), con un
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papel clave en la resolucion de lesiones vasculares y la reduccién de la mortalidad en
estos pacientes (Rajput et al., 2016). Es notable que la diferencia en la expresion sea
menos marcada en los casos de cpty g grado 3. A pesar de esto, es importante destacar
gue esta expresion sigue siendo consistentemente superior en comparacion con los
pacientes sin RAMA, donde podria estar asociado a que el dafio vascular es demasiado
importante que condicione un consumo del miR-150-5p sérico en busca de la resolucion
del dafio endotelial. De igual forma el miR-150-5p se ha propuesto como un posible
mediador funcional de la fibrosis renal que en pacientes con nefropatia por IgA, podria
predecir el riesgo de progresion (Pawluczyk et al., 2021) en este contexto, la presencia de
miR-150-5p en pacientes con RAMA podria estar condicionando la regulacion de fibrosis.
Como se demostré en un estudio experimental de ratones (Luan et al., 2020) donde la
inhibicién de miR-150 tuvo potencial para prevenir la fibrosis tubulointersticial, mediante la
supresion de la via SOCS1/JAK/STAT, evidenciando de igual forma que el aumento en la
expresion de miR-150 en tejido renal condiciona mayor fibrosis. Hasta donde tenemos
conocimiento, nuestro estudio, es el primero en realizar una relacion entre los niveles de
expresion de miR-150-5p y hallazgos histopatolégicos, evidenciando que la elevacion
sérica es mayor en aquellos que presentan inflamacién micro vascular, explorandose
tanto el grado de fibrosis asi como la inflamacién aguda sobre cronica, sin encontrar
diferencias significativas en los niveles de expresion de miR-150-5p, aunque si una
tendencia a la disminucion con un mayor grado de fibrosis.

Varios estudios han sugerido que los niveles de expresion de miRNAs pueden verse
afectados por la tasa de filtracién glomerular (TFG), lo que lleva a una acumulacion de
estas moléculas en suero debido a una menor eliminacién (Peters et al.,, 2020). Sin

embargo, en nuestro estudio, no se observé una correlacién entre los niveles de miR-150-
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5p y los niveles de creatinina, o que sugiere que esta molécula no esta influenciada por la
funcién renal y su determinacion no se ve alterada por ella. Solo miR21 mostré una
correlacion positiva con la creatina sérica.

El aumento en la expresion de miR-150-5p en pacientes con RAMA podria estar
asociados a un conjunto de genes diana como el gen MBD6, que traduce la proteina
MBD6, la que se une al ADN metilado y participa en procesos de envejecimiento,
proliferacién y supervivencia celular (Jung et al., 2013). Considerando que la modificacién
de sus niveles séricos podria ser una respuesta importante para atenuar un evento de
rechazo renal, sin embargo, es importante destacar que los diferentes estudios que han
intentado validar al miR-150-5p no han sido homogenizados en cuanto al tipo de rechazo
asi como el sitio de extraccion del miRNA, teniendo en cuenta que nuestro estudio tiene la
intencién de proponer al miR-150-5p como un biomarcador, es importante destacar que la
extraccion de dicho miRNA fue sérico, donde se evidencia su elevacion a diferencia del
estudio de Alfaro et al., 2021. . Dicha variacion es compatible con la activacion de CD4+.
Reconocemos que el presente estudio tiene limitantes. El tamafio de muestra es pequerio,
siendo necesarios estudios a futuro con mayor niamero de pacientes, no obstante, es
importante sefialar que la mayoria de los estudios que han investigado la expresion de
mMiRNAs cuentan con muestras de tamafo reducido, e incluso algunos de ellos tienen
tamafos muestrales inferiores a los de nuestra poblacion. Otra parte importante, es
considerar que este mIiRNA, Unicamente fue explorado en pacientes con RAMA,
descartando los rechazos celulares, ya que actualmente, este tipo de rechazo es mucho
menos frecuente gracias a las nuevas terapias de induccion.

Cabe mencionar que se requiere continuar con la busqueda no satisfecha de

biomarcadores que permitan el diagndstico mas temprano, no invasivo y seguimiento
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dindmico del rechazo, se han descrito multiples variaciones en los niveles de miRNA en
pacientes con patologias renales, donde se han descrito de igual forma modificaciones en

los niveles de miRNAs en pacientes con trasplante renal y rechazo.

CONCLUSIONES

En conclusién, los resultados de este estudio muestran que pacientes con TR que
presentan RAMA tienen un incremento sérico en la expresion de miR-150-5p a diferencia
de los trasplantes sin rechazo, con estos hallazgos, consideramos que el miR-150-5p
podria tener un potencial para diagnosticar RAMA. Es necesario realizar estudios futuros
para corroborar estos resultados y aplicarse en la practica clinica que pudieran servir
como un suplente de la biopsia renal o como una prueba pre test que no condicione la

realizacion de un procedimiento invasivo de manera innecesaria.

FUTURAS PERSPECTIVAS

La investigacion sobre microRNAs en trasplantes renales promete avances emocionantes.
Estas pequefias moléculas de RNA podrian servir como biomarcadores para detectar
rechazo y disfuncion del injerto de manera no invasiva, asi como para personalizar
tratamientos adaptados a cada paciente. Ademas, la modulacion de microRNAs
especificos podria abrir la puerta a terapias innovadoras que regulen la respuesta

inmunoldgica y promuevan la tolerancia.
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TITULO DEL ESTUDIO: "miRNAs como biomarcadores de rechazo agudo mediado por
anticuerpos en pacientes con trasplante renal. .".

1.- Propésito del estudio: El presente documento tiene como objetivo invitarle a participar en un

estudio de investigacion dirigido por el Dr. Cesar Flores Gama, médico adscrito del departamento

de nefrologia del Instituto Nacional de Cardiologia, el cual incluye a la poblacion de pacientes con

trasplante renal adscritos del mismo hospital. El estudio tiene como propésito conocer si ciertos
marcadores en la sangre y orina pueden ayudar a establecer el diagnéstico de rechazo del injerto

renal. La informacién obtenida en su expediente clinico nos permite considerarle como un buen

candidato para participar en este estudio.

Le recordamos que su participacion en este estudio es totalmente voluntaria y que no

condiciona de ninguna manera el tratamiento que recibe actualmente ni a futuro. Asi mismo, si en

cualquier momento de la investigacién decide retirar su consentimiento, puede hacerio libremente.

El riesgo de participar en este protocolo es minimo: inicamente es necesario extraer datos de su

expediente clinico y electronico y una toma de muestra sanguinea

2.- Procedimientos

Si acepta colaborar en este estudio, se realizaran los siguientes pasos.

Recoleccién de datos: Se tomardn datos de laboratorios y procedimientos previos de su
expediente clinico.

Muestra de sangre: Posteriormente se obtendrd una muestra de aproximadamente 10mL de
sangre para su analisis dentro del laboratorio de este hospital. Se determinara la concentracion de
algunos elementos de la sangre que se alteran en los pacientes con trasplante renal. Para obtener
esta muestra es necesario que se presente con un periodo de ayuno de al menos 8 horas. Dicha
muestra sera centrifugada, obteniendo el suero y plasma, con la finalidad de almacenario en tubos
eppendorf a menos B0°c y posteriormente realizar el andlisis de expresion genético.

Anélisis de datos: Una vez reunida la informacién, se procesardn los datos obtenidos en
programas estadisticos para establecer a relacién que existe entre ellos.

3.- Posibles riesgos y molestias: Al momento de realizar la flebotomia, es decir, la puncion en la
vena para obtener la muestra de sangre, la mayoria siente un ligero dolor o picadura al momento
de introducir la aguja. También se puede experimentar aigo de sensacién pulsatil en el sitio
después de extraer la sangre. Es realmente inusual que se presenten eventos adversos o dafio
tras una toma de muestra, sin embargo, algunos de los riesgos son: hematomas (moretonesy,
hemorragia (sangrado) leve, desmayo o lipotimia e infeccién del sitio puncionado.

4.- Posibles beneficios que recibird al participar: El andlisis de los resultados permitira
establecer si la expresién de estas moléculas es diferente en los pacientes con trasplante renal
puede ayudar a establecer el diagnéstico de rechazo del injerto renal, con el beneficio resultante
para otros pacientes en el futuro y el avance en el conocimiento médico.

5.- Participacién o retiro: Se reitera que su participacién es completamente voluntaria y no
condiciona de ninguna forma la atencién que recibe ni la calidad de la atencion que recibe en el
Instituto Nacional de Cardiologia. Si decide participar debera firmar el consentimiento informado de
forma correspondiente. Si en algiin momento durante el estudio decide dejar de participar lo puede
hacer con total libertad, sin que esto afecte la atencion que recibe ni la calidad.

6.- Privacidad y confidencialidad: La informacion que se recupere de su expediente y se recabe
en las consultas sera tratada confidencialmente, al igual que los resultados del analisis de sus
pruebas. En caso de publicar los resultados de este estudio (en conferencias o en revistas de
indole médico), no se usara informacién que revele su identidad. Esta se mantendra oculta en todo
momento. Al ingresar al estudio se le asignara un nimero de participante que sera utilizado en
nuestra base de datos para identificarle y asl resguardar su identidad.

7.- Personal de contacto para dudas, aclaraciones o comentarios sobre el estudio: Si liene
preguntas o comentarios sobre el estudio, puede comunicarse, de 9:00 a 14:00h de lunes @
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viernes, con el Dr. Ivan Zepeda Quiroz o el Dr. Cesar Flores Gama, investigadores responsables
de este proyecto, al teléfono 56-27-69-00 ext. 24410 o directamente en el servicio de Nefrologia de
este hospital.

Si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio de investigacion,
puede comunicarse con los responsables delComité de Etica en Investigacion del Instituto Nacional
de Cardiologla, a los Tel. 56276900 ext. 24410, de 9:00 a 16:00h.

Dr. Patricio Heriberto Ortiz Fernandez
Presidente del comité de ética en investigacion

Declaracién de consentimiento informado:

El personal que participa en el desarrollo de este estudio me ha explicado con claridad en que
consiste este. He tenido oportunidad de manifestar mis dudas y han sido resueltas de forma
satisfactoria. He leido o alguien me ha leido el contenido de este documento. Se me ha dado una
copia de este formato. Al firmar este documento, estoy de acuerdo en participar en la investigacion
que aqul se describe y que los datos obtenidos se han usados en futuras investigaciones.

=g,

Nombre del Participante Teléfono #de participante

Firma del Participante Fecha

Le he explicado el estudio de investigacién al participante y he contestado todas sus preguntas. '.
Considero que comprendi6 la informacién descrita en este documento y libremente da su

consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obtener Teléfono
el consentimiento informado

Firma del encargado de obtener el consentimiento Fecha @ :

Mi firma como testigo certifica que el/la participante firmé este formato de consentimiento informado
en mi presencia, de manera voluntaria.

Nombre y firma del testigo 1 Fecha Teléfono

Nombre y firma del testigo 2 Fecha Teléfono
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ANEXO 2: CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
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