UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS MEDICAS Y
ODONTOLOGICAS Y DE LA SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR
ZUBIRAN
CIENCIAS MEDICAS

“MEDICION DE SICAM, SVCAM Y COMPLEJO SOLUBLE C5BC9 EN
PACIENTES CON RECHAZO MEDIADO POR ANTICUERPOS”

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS MEDICAS

PRESENTA:
RICARDO IVAN VELAZQUEZ SILVA

DIRECTOR DE TESIS:
DR. LUIS EDUARDO MORALES BUENROSTRO
INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR
ZUBIRAN

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD.MX., MAYO 2021



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Universidad Nacional Auténoma de México
Division de estudios de Postgrado. Facultad de Medicina
Tesis para obtener el grado académico de Maestria en Ciencias Médicas




2 Universidad Nacional Auténoma de México
Division de estudios de Postgrado. Facultad de Medicina
Tesis para obtener el Titulo de Maestria en Ciencias Médicas

RESUMEN

INTRODUCCION: En receptores de trasplante renal (RTR) la principal causa de
pérdida del injerto es el rechazo agudo (RA), y de estos el principal es el rechazo
mediado por anticuerpos (RMA), que oscila alrededor de un 30-50%. La biopsia
renal (BR) es el estdndar de oro para su diagndstico; sin embargo, es un
procedimiento invasivo y tardio. Biomarcadores urinarios como las moléculas de
adhesion celular (sICAM, sVCAM) y complejo sC5b-C9 podrian ser adecuadas
herramientas diagndsticas en pacientes con rechazo agudo.

El objetivo principal de este estudio es determinar la presencia de estos
biomarcadores en orina en RTR y evaluar su rendimiento como prueba
diagnostica de RA'y RMA.

HIPOTESIS: Los niveles de moléculas de adhesion celular (sVCAM, sICAM) y
complejo sC5b-C9 en orina se encuentran mas elevados en receptores de
trasplante renal con RA y RMA documentado por medio de BR comparado con
receptores de trasplante renal sin diagnéstico de RA y RMA.

OBJETIVOS. FASE 1. Prueba de Concepto: Identificar si hay diferencias entre el
grupo con y sin rechazo agudo de diferentes biomarcadores como son moléculas
de adhesién (sVCAM, sICAM) y el complejo sC5bC9. FASE 2. Estudio de prueba
diagnostica. Evaluar el rendimiento diagnostico de los niveles de las moléculas
de adhesiéon (sVCAM, sICAM) y el complejo sC5bC9 en pacientes con rechazo
agudo y rechazo mediado por anticuerpos.

METODOLOGIA: Tipo de investigacion: observacional y trasversal, de 2 fases, la
primera de prueba de concepto y la segunda de prueba diagndstica en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran” de junio a diciembre
del 20109.

RESULTADOS: Se analizaron 122 de 145 pacientes con BR, la prevalencia de
rechazo agudo y rechazo mediado por anticuerpos fue de 40.1% y 29.5%,
respectivamente. Los niveles urinarios de sICAM y sVCAM fueron mayores en el
grupo de rechazo agudo y de rechazo mediado por anticuerpos comparados con

el grupo de pacientes sin rechazo en la biopsia (ambos con p<0.001). Para el
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SICAM y 2.97 ng/mg para sVCAM, el area bajo la curva (AUC) fue de 0.67 y 0.73,
con sensibilidad de 69.4% y 77.5%, especificidad de 58.2% y 60.2%, valor
predictivo positivo (VPP) de 47.2% y 50.7% y valor predictivo negativo (VPN) de
77.9% y 83.6%, respectivamente. Para el diagnéstico de rechazo mediado por
anticuerpos y utilizando puntos de corte de 1599 pg/mg para sICAM y 3.66 ng/mg
para sVCAM, el AUC fue de 0.70 y sensibilidad de 72.2% para ambas moléculas,
especificidad de 60.6% y 59.4%, VPP 38.8 y 37.1%, VPN 86.3% y 86.1%,
respectivamente. No se encontr6 adecuado rendimiento diagnostico con la

molécula sC5bC9 en ningun grupo.

CONCLUSION: Los niveles urinarios de SICAM y sVCAM se encuentran mas
elevados en pacientes con rechazo del injerto (incluyendo rechazo mediado por
anticuerpos); sin embargo, ambas moléculas tienen un rendimiento diagndstico de
bajo a moderado. En el presente estudio no se encontré utilidad de molécula
sC5bC9 en orina para diagndéstico de rechazo en los pacientes con trasplante

renal.
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LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ADES: Anticuerpos donador especifico

AL: Alteraciones limitrofes

BRP: Biopsia renal percutanea

ERC: Enfermedad renal cronica

GNM: Glomerulonefritis

INCMNSZ: Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
IQR: Rango intercuartilico

IC: Intervalo de confianza

LES: Lupus eritematoso sistémico

NDM: Nefropatia diabética

NLES: Nefritis lupica

RTR: Receptor de trasplante renal

RA: Rechazo activo

RMA: Rechazo mediado por anticuerpos

RMCT: Rechazo mediado por células T

RCMA: Rechazo crénico mediado por anticuerpos
RM: Rechazo mixto

ROC: Caracteristica Operativa del Receptor

RT: Rechazo total

RVP: Razoén de verosimilitud positiva

RVN: Razon de verosimilitud negativa

PRA: Panel reactivo de anticuerpos

sVCAM: Soluble vascular cell adhesion molecule 1
SICAM: Soluble intracellular adhesion molecule 1

TR: Trasplante renal
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ANTECEDENTES

EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA Y SU IMPACTO

La enfermedad renal crénica (ERC) es un problema de salud publica a nivel
mundial. Los pacientes que se encuentran en estadio KDIGO (Kidney Disease
Improving Global Outcomes) 5 han aumentado de manera dramatica de 10,000
pacientes en 1973 a 703,243 pacientes para el 2015, esto solo en los Estados
Unidos. Por lo que los gastos en salud destinados para la ERC son enormes e
insuficientes, sobre todo en los estadios mas avanzados de la enfermedad
donde se necesitan terapias de soporte de la funcion. Ademas, los pacientes
con enfermedad renal son de los pacientes con las mayores tasas de
mortalidad (1,2). El panorama en México es muy desalentador, es uno de los
paises con mayor tasa de incidencia de ERC en el mundo, y solo se encuentra
por detras de Taiwan y los Estados Unidos (3-5). Actualmente la incidencia de
ERC reportada en México es de 340 casos por millon de habitantes y la
prevalencia es de 337 casos por millén de habitantes (6).

Entre las terapias para el soporte la funcion renal en enfermedad cronica
avanzada se encuentran la hemodialisis (HD), la dialisis peritoneal (DP) vy el
trasplante de rifion (TR). México es uno de los paises con mayor cantidad de
pacientes en terapia de soporte en el mundo, estimandose entre 1000-1999
pacientes por millébn de habitantes (4). En 2010 Méndez-Duran y cols
reportaron un estimado total de 52,000 pacientes que se encontraban con
alguna modalidad de terapia de soporte renal en el pais (7).

El trasplante renal (TR) es por mucho la mejor terapia de soporte de la funcién
renal para los enfermos renales cronicos. Comparado con hemodidlisis y
didlisis peritoneal el TR tiene los mejores resultados en sobrevida y calidad de
vida del paciente (8). Un estudio reciente en el Hospital General de la Ciudad
de México por el grupo de Valdez y colaboradores demostré que los pacientes
con ERC sin seguridad social, en las diferentes modalidades de reemplazo

renal (HD, DP), tienen una sobrevida mucho menor comparado con los
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pacientes que tuvieron la oportunidad de trasplante renal, 61.9 y 72.5% vs
100%, en un seguimiento a 3 afios (9).

En los Estados Unidos, los pacientes que recibieron injertos entre 2005 y 2009
tuvieron una incidencia de rechazo agudo, en los cinco afos posteriores al
trasplante, de aproximadamente del 17% para los rifiones de donantes vivos y
el 20% para los rifiones de donantes fallecidos. En comparacion, en la década
de los 1980 donde se presentaba al menos un episodio de rechazo agudo en el
50 a 60% de los receptores de injertos renales. La incidencia de rechazo agudo
durante el primer afio después del trasplante disminuyd del 10% en 2009 a
2010 al 8% en 2013 a 2014, segun lo informado por Organ Procurement and
Transplantation Network (OPTN) (10).

Los factores de riesgo asociados para el desarrollo del rechazo agudo incluyen
los siguientes (11):

1. Sensibilizacion previa (es decir, la presencia de anticuerpos donador
especifico [ADES] o un panel reactivo de anticuerpos alto [PRA])

Disparidad de antigeno leucocitario humano (HLA)

Receptor pediatrico

Etnia afroamericana

Incompatibilidad de grupo sanguineo

Tiempo prolongado de isquemia fria

N o o A~ DN

Funcion retardada del injerto (DGF)

La falla tardia de los trasplantes de riidn se ha convertido en un problema
clinico importante (12,13). En los Estados Unidos, 5469 trasplantados de rifidén
desarrollaron enfermedad renal crénica en etapa terminal en 2008 (datos
proporcionados por Jon Snyder de USRDS), lo que la convirtié en la cuarta

causa de enfermedad renal cronica en etapa terminal (14).

RECHAZO MEDIADO POR ANTICUERPOS
El rechazo mediado por anticuerpos (RMA) es la principal causa de pérdida de
la funcion del injerto posterior al trasplante de rifidn, representa hasta el 50%

de las perdidas, y es la principal causa de disfuncién del injerto posterior a un
2
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afio del trasplante (14-17). A pesar del gran avance en el tratamiento para
RMA no se ha logrado disminuir la tasa de perdida de injertos por esta causa
(18). El impacto perjudicial sobre la vida media del injerto de todas las formas
de RMA puede ser profundo (19). Orandi y colaboradores encontraron un
riesgo mayor de pérdida del injerto en pacientes con RMA (HR=4.73, IC 95%
1.57-14.26; p=0.006). En el caso de trasplantes de donante fallecidos en los
gue hay un nivel bajo de ADES, encontraron un efecto de RMA algo atenuado
en la pérdida del injerto (HR=2.39; IC del 95%, 1.10-5.19; p=0.028), mientras
gue en los trasplantes de donante vivo incompatibles con HLA, el impacto de
RMA fue aun mas fuerte (HR=6.29; IC del 95%, 3.81-10.39; p<0.001),

probablemente debido a una mayor fuerza del anticuerpo preformado (20).

FISIOPATOLOGIA DEL RECHAZO MEDIADO POR ANTICUERPOS

Los mecanismos fisiopatogénicos del RMA adn sigue en investigacion activa.
Sin embargo, la evidencia sugiere que la activacién de las células B y las
células plasméaticas da como resultado la generacién de anticuerpos donador
especifico (ADES), que se unen al antigeno leucocitario humano (HLA) o
moléculas no HLA expresadas en células endoteliales dentro del aloinjerto
renal (21,22). En el rechazo activo (agudo) mediado por anticuerpos (RAMA),
los anticuerpos se unen al endotelio de injerto y activan los mecanismos
dependientes e independientes del complemento que reclutan células asesinas
naturales (NK), neutréfilos polimorfonucleares, plaguetas y macréfagos, que
contribuyen a la capilaritis peritubular, glomerulitis, necrosis celular,
microangiopatia trombdtica, que llevan a disminucioén relativamente rapida en la

funcién del aloinjerto (23).

Migracion de leucocitos en el rechazo agudo

La adhesion de los leucocitos circulantes a las células endoteliales vasculares
durante el evento de rechazo agudo esta mediada por dos clases de
moléculas, denominadas selectinas e integrinas, y sus ligandos. La expresion
de estas moléculas varia entre los diferentes tipos de leucocitos y en los vasos

sanguineos en diferentes lugares (24,25).
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Las selectinas son moléculas de adhesion que se unen a los carbohidratos de
la membrana plasméatica que median en una etapa inicial la adhesién de baja
afinidad de los leucocitos circulantes a las células endoteliales que recubren las
vénulas postcapilares. Las selectinas y sus ligandos se expresan en leucocitos
y células endoteliales. Las células endoteliales expresan tres tipos de
selectinas, denominadas P-selectina (CD62P), E-selectina (CD62E) y una
tercera llamada L-selectina (CD62L) (26,27).

Las integrinas son proteinas de la superficie celular que median la adhesién de
las células a otras células o a la matriz extracelular, a través de interacciones
de union especificas con diversos ligandos. Hay mas de 30 integrinas
diferentes, todas las cuales son heterodimeros que contienen uno de mas de
15 tipos de cadenas a y uno de los siete tipos de cadenas . Las cabezas
globulares extracelulares de ambas cadenas contribuyen a la unién del ligando.
Las dos integrinas importantes que se expresan en leucocitos son el antigeno
asociado 1 (LFA-1), mas precisamente llamado aoLB2 o CD11aCD18, y
antigeno muy tardio 4 (VLA-4) o a431 o CD49dCD29.

LFA-1 tiene como ligando a la molécula de adhesién intercelular 1 (ICAM-1,
CD54), una glicoproteina de membrana expresada en ceélulas endoteliales
activadas por citoquinas y en una variedad de otros tipos de células, incluidos
linfocitos, células dendriticas, macréfagos, fibroblastos y la mayoria de las
células epiteliales. La porcion extracelular de ICAM-1 estd compuesta de
dominios globulares, llamados dominios de inmunoglobulina (lg), que
comparten homologia de secuencia y caracteristicas estructurales con
dominios encontrados en moléculas de Ig. La unién de LFA-1 a ICAM-1 es
importante para las interacciones leucocito-endotelio y para las interacciones
de células T con células presentadoras de antigeno. Otros dos ligandos de la
superfamilia de inmunoglobulina para LFA-1 son ICAM-2, que se expresa en
las células endoteliales, e ICAM-3, que se expresa en los linfocitos.

VLA-4 se une a su ligando que es la molécula de adhesion celular vascular 1
(VCAM-1, CD106), una proteina de la superfamilia de inmunoglobulina
expresada en células endoteliales activadas por citocinas en algunos tejidos.
Otro tipo de integrina es Mac-1 (aMB2, CD11bCD18), se expresa en monocitos

circulantes y se une a ICAM-1 y media la adhesion al endotelio. Mac-1 también
4
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funciona como un receptor de complemento, particulas de unién opsonizadas
con un producto de activacion de complemento llamado fragmento C3b
inactivado (iC3b). Las integrinas aumentan rapidamente su afinidad por sus
ligandos en respuesta a sefiales intracelulares, que se inducen en todos los
leucocitos por la unién de quimioquinas a los receptores de quimiocinas y en
las células T por la union de antigenos a receptores de antigenos (28,29). Ver

figura 1.

Vaso sanguineo
periférico

Ligandode  Selectina Integrina
selectina EoP (LFA-1 0 VLA-4)

EoP CXCR3
(otras)

CXCR10 —-r ICAM-1 0
(otl‘,as) VCAM-1

Figura 1. Tipos de integrinas (LFA-1 y VLA-4) en leucocitos y sus ligandos en el endotelio (sICAM y
sVCAM). Adaptado de Abbas AK. Inmunologia celular y molecular. 8va edicién. Barcelona: Elsevier;2015.

Las quimiocinas también inducen la agrupacion de integrinas en las superficies
de leucocitos. Esto da como resultado una mayor concentracion local de
integrinas en los sitios de interaccién con las células endoteliales, donde se
muestran las quimiocinas, lo que lleva a un aumento de la fuerza general (o
avidez) de la unién de leucocitos mediada por integrinas al endotelio.

Las quimiocinas son una gran familia de citoquinas estructuralmente
homologas que estimulan el movimiento de los leucocitos y regulan la
migracion de los leucocitos de la sangre a los tejidos. Los receptores de
guimiocinas pertenecen a la superfamilia del receptor acoplado a la proteina
(G) ligadora de trifosfato de guanosina (GTP) de siete dominios transmembrana
(GPCR). Diferentes combinaciones de receptores de quimioquinas se expresan
en diferentes tipos de leucocitos, que median distintos patrones de migracion

de los leucocitos (30). En las reacciones inflamatorias, las quimiocinas sirven
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para reclutar leucocitos circulantes de los vasos sanguineos hacia sitios
extravasculares, donde sus dos principales acciones son dos (27,30-37):
A) Aumento de la adherencia de los leucocitos al endotelio y B) migracion de
leucocitos a través de los vasos sanguineos y hacia el sitio de dafio tisular.
El reclutamiento de leucocitos de la sangre a los tejidos requiere la adhesion de
los leucocitos al revestimiento endotelial de las vénulas postcapilares y luego el
movimiento a través del endotelio y la pared vascular hacia el tejido
extravascular. Este es un proceso de varios pasos en el que cada paso esta
orquestado por diferentes tipos de moléculas de adhesion y quimiocinas, donde
los pasos son:

1) Primero hay rodamiento mediado por selectina de los leucocitos en el
endotelio, las células dendriticas que son activadas en el rechazo agudo,
comienzan a secretar citocinas, entre ellas TNF e IL-1. Estas citocinas
estimulan las células endoteliales que recubren las vénulas postcapilares
para expresar E-selectina. Las células endoteliales también expresan P-
selectina en respuesta a la trombina producida durante la coagulacion
sanguinea, que ocurre comunmente en las reacciones inflamatorias. Los
vasos sanguineos se dilatan y el flujo sanguineo disminuye, como
resultado, los leucocitos, que son mas grandes que los glébulos rojos,
tienden a alejarse del flujo axial central y acercarse al revestimiento del
vaso, un proceso conocido como marginacion. Esto permite que los
ligandos de las selectinas E y P expresadas en la superficie de los
leucocitos se unan a las selectinas que se han inducido en las células
endoteliales.

2) Aumento de la afinidad de las integrinas mediado por quimiocinas. Las
guimioquinas expuestas en las células endoteliales de las veénulas
postcapilares en el sitio de dafio se unen a sus receptores en los leucocitos
rodantes.

3) Detencidn estable de los leucocitos mediada por integrinas en endotelio. En
paralelo con la activacion de las integrinas, la expresion de sus ligandos en
las células endoteliales esta regulada al alza por citoquinas inflamatorias.
Estos ligandos incluyen VCAM-1, que se une a la integrina VLA-4, e ICAM-

1, que se une a las integrinas LFA-1 y Mac-1. Por lo tanto, los leucocitos se
6
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unen firmemente al endotelio, su citoesqueleto se reorganiza y se
diseminan en la superficie endotelial.

4) Transmigracion de leucocitos a través del endotelio. Los leucocitos
generalmente transmigran entre los bordes de las células endoteliales, un
proceso llamado transmigracion paracelular o diapédesis, para alcanzar
tejidos extravasculares. La transmigracién paracelular depende de las
interacciones de las integrinas en los leucocitos y sus ligandos en las
células endoteliales, asi como en la contribucion de otras proteinas, en
particular CD31, que se expresa en leucocitos y células endoteliales. Este
proceso requiere una interrupcion transitoria y reversible de las proteinas de
la union adherentes, principalmente el complejo VE-caderina, que mantiene
unidas las células endoteliales. EI mecanismo responsable de la
interrupcion del complejo VE-caderina implica la activacion de cinasas
cuando las integrinas de leucocitos se unen a ICAM-1 o VCAM-1. Las
guinasas fosforilan la cola citoplasmica de la VE-caderina, lo que conduce a
una alteracion reversible del complejo adherente. Con menos frecuencia, se
ha observado que los leucocitos se mueven a través de las células
endoteliales en lugar de entre ellas, por un proceso poco conocido llamado

migracion transcelular. El proceso completo se ilustra en la figura 2.
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Figura 2. Proceso de migracion celular a través de las moléculas de adhesion celular SICAM y sVCAM y
sus ligandos integrinas en endotelio vascular. Adaptado de Abbas AK. Inmunologia celular y molecular.
8va edicién. Barcelona: Elsevier;2015.
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El movimiento de las células T efectoras hacia vasos del injerto se produce por
la activacion inducida por antigeno, las células T virgenes salen de los ganglios
linfaticos y regresan a los vasos sanguineos renales. Las células T también
dejan de expresar L-selectina y comienzan a expresar ligandos para E-y P-
selectinas. Las células T efectoras circulantes se alojan en la microcirculacién
del injerto, debido a los cambios en la molécula de adhesion y la expresion del
receptor de quimiocinas. El proceso de fusion de linfocitos efectores en la
microcirculacion del injerto se produce en las vénulas post-capilares y esta
mediado por el mismo proceso dependiente de la selectina, la integrina y la
guimiocina de varias etapas descrito para otros leucocitos. Al igual que con los
neutréfilos y los monocitos, las células T efectoras en la circulacion, pero no las
células T virgenes, expresan ligandos de selectina, integrinas y receptores de
guimiocinas que se unen a los tipos de selectinas, ligandos de integrina y
guimiocinas, respectivamente, que se expresan en endotelio activado (38).

El RAMA es un estimulo potente para la migracion celular en la vasculatura
renal. En el rechazo agudo se ha demostrado un aumento de la expresion de
las moléculas integrinas sICAM y sVCAM a nivel tubular y de la vasculatura

renal, ver figura 3.

A Integrina de baja Integrina de alta B Extendido (afinidad alta)
_—afinidad (LFA-1) afinidad - R ) .

. .

S ey /
- Receptorpara’ qimiocina  ICAM-1
quimiocina

Figura 3. Aumento de la expresion y afinidad celular de sICAM, sVCAM y sus ligandos LFA-1 y VLA-4. A)
Las integrinas de los leucocitos estdn normalmente en un estado de baja afinidad. Si un leucocito se
acerca a las células endoteliales, ruedan apoyandose en las selectinas, esto produce sefiales de
activacion de quimiocinas, que activan a las integrinas del leucocito y aumentan su afinidad por sus
ligandos en las células endoteliales. B) Diagramas de cintas de las conformaciones inclinada y extendida
de una integrina. Adaptado de Abbas AK. Inmunologia celular y molecular. 8va edicién. Barcelona:
Elsevier;2015.

En estudios previos se han encontrado elevacion en plasma y orina de las

moléculas de adhesion celular en eventos de rechazo agudo (39-41).
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El complemento en el rechazo agudo mediado por células

Ha habido una creciente conciencia del importante papel del complemento en
la fisiopatologia del RAMA (42—46). El vinculo entre el complemento y el RAMA
se confirmoé cuando se demostrd el producto dividido del complemento C4d en
las biopsias de injertos (47). El principal mecanismo involucrado en la lesién
renal mediada por anticuerpos es la activacion de la via clasica del
complemento mediante la union de DSA al HLA y la subsiguiente unién del
complejo C1, lo que finalmente conduce a la formacion del complejo de ataque
a la membrana (C5b-C9) y se produce lesion directa en el injerto renal (48). El
grado de activacion del complemento por los complejos inmunes esta
influenciado por una variedad de factores locales y sistémicos, incluida la
fuerza del anticuerpo (49,50), Isotipo del anticuerpo, densidad del epitopo y
concentracion local de proteinas reguladoras del complemento (51). Los DSA
de inmunoglobulina G, 1gG3 e IgG1 tienen una gran capacidad para unirse a
Clq y activar la via clasica, mientras que los DSA de IgG2 e IgG4 tienen
propiedades de fijacion de C1 mas débiles (52).

Los antigenos blancos en el RAMA estan localizados principalmente en el
endotelio vascular, lo que resulta en hallazgos histologicos de lesion
microvascular aguda (glomerulitis y capilaritis peritubular) y lesiéon vascular
cronica (glomerulopatia del trasplante). El dafio endotelial también conduce a la
activacion de las plaquetas y la formacion de microtrombos (53). C4d, un
producto de degradacion de C4, se une al sitio de activacion del complemento
y permanece unido covalentemente y detectable por inmunohistoquimica
durante varias semanas (48). Los subproductos de la activacion del
complemento (C3a y Cb5a) actian como anafilatoxinas, lo que conduce a la
quimiotaxis y la amplificacion de la inflamacion a través de respuestas inmunes
innatas. La inflamacion prolongada resulta en la proliferacion celular, la
duplicacion de la membrana basal y la interposicibn mesangial que se
manifiesta como la division de la membrana basal glomerular y la
multilaminacién de la membrana basal capilar peritubular (ptc) en microscopia

de luz y electrénica, respectivamente (53).
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Diagnostico de rechazo agudo mediado por anticuerpos

El estandar de oro para el diagndstico de rechazo agudo es la biopsia de injerto
renal, que se utiliza para evaluar con precision la gravedad del rechazo,
diferenciar entre rechazo mediado por células T(TCMR) y el RAMA, y
determinar el grado de dafio renal irreversible (fibrosis intersticial / atrofia
tubular [IF/TA]). La biopsia del aloinjerto renal también puede revelar otras
causas de inflamacion y lesiones renales, como la enfermedad por
citomegalovirus (CMV), nefropatia por BK (poliomavirus), nefritis intersticial,
pielonefritis, enfermedad glomerular recurrente, neoplésica y enfermedad
linfoproliferativa postrasplante (PTLD).

Se han realizado varios intentos para estandarizar los criterios histoldgicos para
el rechazo agudo con el fin de permitir comparaciones de la eficacia de
diferentes terapias y para ayudar a guiar el tratamiento (54). Los sistemas de
clasificacion que se han introducido incluyen el sistema de clasificacion de
Banff, publicado en 1993 (55), y los ensayos clinicos cooperativos en
trasplantes (56); ambos se incorporaron a la clasificacion de Banff de 1997
(57). La mayor gravedad histolégica basada en la clasificaciéon de Banff de
1997 se correlacion6 con la falta de respuesta al tratamiento y la disminucion
de la supervivencia del aloinjerto (58). Las categorias de diagnéstico de Banff
97 se han revisado modestamente desde entonces (59-61). La conferencia
Banff de 2011 sobre patologia de aloinjertos reconoci6 la existencia de RAMA
C4d negativo en los injertos renales, pero no llegd a agregar una categoria de
diagnostico de RAMA C4d negativo. Los criterios de diagnéstico para C4d
negativo ABMR se incorporaron en la actualizacion de Banff 2013 (62).

El informe de Banff Kidney Meeting Report de 2017 modifico los criterios de
diagnostico para RAMA al afirmar que tanto la tincion C4d como los ensayos
moleculares validados podrian servir como alternativas potenciales a los ADES
en el diagnéstico de RAMA (63,64).

Puede ser dificil distinguir entre RMA agudo y RMCT agudo grave, y los dos
procesos también pueden coexistir (rechazo mixto). Ademas, en hasta el 25%
de los casos de disfuncion de aloinjerto atribuidos, al menos en parte, a RAMA,

los hallazgos histolégicos sugieren solo RMCT o lesién tubular aguda (65).
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Es importante identificar el RAMA, ya que a menudo es refractario a las
modalidades de tratamiento dirigidas a la RMCT agudo y, a menos que se trate
adecuadamente, puede resultar en la pérdida de aloinjerto renal.
El diagnostico de RAMA requiere de 3 componentes:
1. Evidencia histolégica de lesion tisular aguda
2. Evidencia de interaccion de anticuerpos con el endotelio vascular
(tincién C4d en capilares peritubulares [PTC])

3. Evidencia serolégica de ADES circulantes.

Los pacientes con los dos primeros criterios, pero sin evidencia de DSA
(evidencia de lesion tisular y tincién positiva con C4d sin un DSA detectable) se
consideraron previamente "sospechosos" y por lo general se trataron como
pacientes con RAMA. En la actualizacion de Banff de 2017 (63) la presencia de
tincion C4d peritubular y/o la expresion de paneles de genes validados
fuertemente asociados con RAMA puede sustituir a los DSA en el diagndstico
de RAMA. Algunos pacientes tienen evidencia morfolégica de RAMA y un ADE
positivo con poca o ninguna tincion C4d. El RAMA C4d negativo se ve a
menudo en pacientes con ADE e inflamacion persistente de la microcirculacion
(es decir, capilaritis y/o glomerulitis), lo que resulta en remodelacion
microvascular cronica (61). EI momento, el tipo de trasplante y la técnica
utilizada para detectar C4d pueden afectar la deteccion e interpretacion de C4d
0 su ausencia. EI RAMA C4d negativo también puede representar una lesion
mediada por anticuerpos que no activa la cascada del complemento

(citotoxicidad dependiente de anticuerpos, mediada por células).

Biomarcadores en rechazo agudo mediado por anticuerpos
Se han propuesto biopsias de "protocolo”, también llamadas biopsias de
deteccién o de vigilancia en receptores de trasplante renal para identificar
cambios patologicos tempranos que pueden ser evidentes antes de la
disfuncion del injerto. Sin embargo, varias limitaciones reducen la utilidad de las
biopsias de deteccidn en la practica clinica:

1) Son invasivas y pueden ocurrir complicaciones

2) Errores de muestreo pueden poner en peligro su utilidad diagnostica
11
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3) Procedimientos costosos y laboriosos
4) Variabilidad inter-observador (Nefropat6logo)
5) Sin disponibilidad universal
6) Situaciones clinicas donde no es posible realizar biopsia
a. Diatesis hemorragica
b. Paciente imposibilitado para cooperar (nifios o0 pacientes

criticamente enfermos con sedacion)

Se han desarrollado biomarcadores innovadores no invasivos para monitorear
la funcion del aloinjerto. Aunque se han encontrado que varios marcadores de
este tipo proporcionan una buena utilidad diagnéstica y/o pronéstica, pocos, Si
los hay, se utilizan en la practica clinica, y no hay pruebas suficientes de que su
uso conduzca a mejoras significativas en el pronostico del injerto (66).

Las limitaciones de los marcadores existentes de disfuncion de aloinjerto renal
resaltan la necesidad de métodos innovadores, robustos e, idealmente, no
invasivos para predecir y diagnosticar la lesion aguda y cronica del injerto. El

(14

desarrollo de métodos "6micos" (p. Ej., Gendmica, transcriptomica, protedmica,
metabolémica) en el campo del trasplante han allanado el camino para el
desarrollo de varios biomarcadores candidatos (67-72).
Los biomarcadores se pueden clasificar en (73,74):
1. No invasivos
a. Monitoreo inmune basado en células funcionales
b. Biomarcadores moleculares en sangre
c. Biomarcadores en orina
d. Métodos de imagen
2. Invasivos

a. Microscopio molecular (microarreglos) (24).

Entre los marcadores mas sencillos, menos invasivos y menos costos se
encuentran los urinarios, entre los que destacan los siguientes:

1. Basados en RNAs mensajero (75-77)

2. Los que utilizan microRNAs (78-80)

3. Medicidn de proteinas urinarias (81-83)

12
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a. CXCL9yCXCL10
4. Protedmica/peptidomica (84,85)

Moléculas de adhesién celular sICAM, sVCAM y complejo soluble C5bC9
como potenciales Biomarcadores

La medicion de estas moléculas en la orina tiene potencial utilidad para el
diagnéstico temprano de rechazo agudo mediado por anticuerpos. Como ya se
comento previamente, las moléculas de adhesiéon celular y el complemento,
tienen un papel fundamental en la fisiopatologia del rechazo agudo.

En un estudio de Betchel y colaboradores (86) midieron la excrecion de estas
moléculas por la orina en pacientes con rechazo agudo resistente a esteroide,
rechazo agudo sensible a esteroide y rechazo cronico comparado contra
controles, se determinaron las porciones solubles de ICAM y de VCAM, asi
como la C4d y C5bC9 por medio de ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA). En los resultados se observo que comparado con los valores
del grupo control (2.4+0.3 ng/dL), hubo mayores niveles de excrecion de sICAM
en el grupo de rechazo agudo resistente a esteroide (7.1+0.72 ng/dL, p=0.01),
en el grupo de rechazo sensible a esteroide (3.1+0.77 ng/dL, p=0.05), y en el
grupo de rechazo cronico (5.18+0.59 ng/dL, p=0.05). Respecto a la excrecion
de sVCAM, comparado contra los niveles del grupo control (26.9+4.5 ng/dL), se
encontraron niveles mas elevados en el grupo de rechazo agudo resistente a
esteroide (302139 ng/dL, p<0.01), en el grupo de rechazo agudo sensible a
esteroide (92+19 ng/dL, p<0.01), y en el rechazo crénico (124+0.59 ng/dL,
p<0.01). En la medicion de sC4d solo fue mayor en el grupo con rechazo
agudo resistente a esteroide comparado con el grupo control (9721 ng/mL vs
0.8+0.1 ng/mL, p<0.01). No se encontr¢ diferencias en la medicion de sC5bC9
entre los grupos.

La medicion en la orina de la porcion soluble de la fase terminal de la via del
complemento (C5bC9) es afectada por el grado de proteinuria, ademas de que
en el epitelio tubular no existe proteinas reguladoras del complemento, por lo
tanto, hay una activacion constante del mismo. Sin embargo, con adecuado
procesamiento de la muestra se ha demostrado evitar estos inconvenientes

(87).
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En otro estudio de Reinhold y colaboradores, se midieron varias moléculas en
orina en pacientes con trasplante renal y rechazo agudo mediado por células T
(RAMCT), entre ellas se midi6 sVCAM por medio de ELISA. La poblacién se
dividioé en tres grupos, grupo A, pacientes con RAMCT en biopsia de protocolo
a los 14 dias, grupo B, pacientes sin RAMCT en la biopsia de protocolo a los 14
dias, pero con RAMCT en la biopsia de control a los 2-3 meses post trasplante
renal y grupo C, pacientes controles, sin RAMCT en biopsia de protocolo a los
14 dias del trasplante ni a los 2-3 meses. Los niveles urinarios de sVCAM
fueron significativamente mas altos en el grupo de rechazo agudo (grupo A)
versus el grupo control (Grupo C) en la biopsia renal de los 14 dias, con
p<0.001. Asi también los niveles en orina de sVCAM medidos a los 14 dias,
fueron mas elevados en el grupo B comparado contra el grupo control (Grupo
C), con p=0.002, y fue predictor de rechazo agudo a los 2-3 meses. En el
analisis con curvas ROC mostré que los niveles elevados de sVCAM en orina
son un buen predictor de rechazo agudo tanto en el grupo A (p=0.001) como en
el grupo B (p=0.009). El valor de corte calculado con area bajo la curva de 0.88
fue de 0.32 ng/ml en los primeros 14 dias post trasplante renal, con sensibilidad
del 88% y especificad del 94%. El corte calculado para el grupo B medido a los
14 dias y como predictor de rechazo agudo a los 2-3 meses fue de 0.08 ng/ml,
con area bajo la curva de 0.81, sensibilidad de 78%, especificad de 83% y valor
predictivo positivo de 70% (88).

Lamentablemente en los estudios previamente comentados, los grupos de
comparacién son controles sin rechazo activo, sin incluir pacientes con
enfermedades inflamatorias, lo que no permite retar a las moléculas de manera
adecuada para medir de manera apropiada su rendimiento y precision
diagnostica en el mundo real. Por lo tanto, existe la necesidad de estudios con
biomarcadores medibles en orina que puedan diferenciar entre una lesion
endotelial mediada por anticuerpos de otras entidades que tienen dafo
endotelial por otros motivos; asi como otras lesiones inflamatorias del tejido del

injerto renal.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad renal cronica es un problema de salud publica a nivel mundial y
en México. El trasplante de rifidbn es la modalidad de tratamiento con mejor
indice de sobrevida y de calidad de vida en los pacientes con enfermedad renal
cronica en estadio terminal. La principal causa de pérdida de injerto renal
(~50%) posterior a un afo del trasplante renal es el rechazo activo mediado
por anticuerpos (RAMA). La falla del injerto renal ya representa la cuarta causa
de enfermedad renal cronica. La espera en una lista de trasplante renal
incrementa de manera considerable la mortalidad del paciente y los costos en
servicio de salud. Actualmente el estandar de oro para el diagnéstico de
rechazo agudo y/o RAMA es la biopsia del injerto renal; sin embargo, es un
estudio invasivo, que conlleva a riesgos potenciales como sangrado masivo y
hematomas, ademas esta contraindicada en escenarios clinicos como diatesis
hemorragica en pacientes con anticoagulacion y antiagregantes plaquetarios,
asi como en pacientes que no cooperan para la realizacibn de esta. Los
cambios morfolégicos observados en la histopatologia de la biopsia del injerto
se presentan una vez que el dafio esta hecho, por lo que es una herramienta
diagnostica de manera ya tardia. Existe una necesidad manifiesta de métodos
diagndsticos no invasivos y tempranos que se puedan aplicar en el monitoreo

continuo de pacientes con trasplante renal.
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JUSTIFICACION

El rechazo activo mediado por anticuerpos ocasiona alrededor del 50% de las
pérdidas de injerto; sin embargo, es una entidad potencialmente tratable;
mientras mas temprano se identifica y se trata, mejor es el prondéstico del injerto
renal. El estandar de oro para su diagnéstico es la biopsia del injerto renal y
una estrategia para la deteccion temprana del RAMA han sido las biopsias de
protocolo o vigilancia; sin embargo, es un procedimiento invasivo con
potenciales complicaciones y es costosa. Por lo tanto, es de suma importancia
contar con herramientas diagnosticas (biomarcadores) no invasivos, siendo
ideal los que se detectan en orina, que puedan seleccionar a los pacientes con
alta probabilidad de tener un RAMA y solo a ellos someterlos a biopsia, con lo
gue se incrementarian los beneficios y reduciendo los riesgos.

Este estudio es factible dado que en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran se realizan 350 BRP al afio en pacientes con
trasplante renal, el diagndstico mas frecuente es el rechazo activo mediado por

anticuerpos (habitualmente subclinico) en alrededor del 30%.

16



Universidad Nacional Auténoma de México
Division de estudios de Postgrado. Facultad de Medicina
Tesis para obtener el grado académico de Maestria en Ciencias Médicas

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Los niveles de concentracion de sVCAM, sICAM y sC5bC9 en orina son
mayores en los pacientes con rechazo agudo y rechazo mediado por
anticuerpos comparado contra los que no tienen rechazo agudo y rechazo
activo mediado por anticuerpos?

¢,Cudl sera el rendimiento diagndstico para rechazo agudo y rechazo mediado

por anticuerpos de los niveles de sICAM, sVCAM y sC5bC9 urinarios?
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HIPOTESIS

1) Los niveles de moléculas de adhesion celular (sVCAM, sICAM) y complejo
soluble de sC5b-C9 en orina se encontraran al menos 100% mas elevados en
pacientes con diagnostico de rechazo agudo y mediado por anticuerpos vs
aquellos sin rechazo.

2) Las moléculas con significancia en la fase 1 tendran adecuado rendimiento
diagnostico para identificar a pacientes con rechazo agudo, con una

sensibilidad de al menos del 80% y especificidad de 70%.
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OBJETIVOS

FASE 1. Prueba de Concepto

Identificar si hay diferencias entre el grupo con y sin rechazo agudo y rechazo
mediado por anticuerpos de diferentes biomarcadores urinarios como son
moléculas de adhesiéon (sVCAM, sICAM) y el complejo sC5bC9.

FASE 2. Estudio de prueba diagndstica
Evaluar el rendimiento diagnostico de los niveles urinarios de las moléculas de
adhesion (sVCAM, sICAM) y el complejo sC5bC en pacientes con rechazo

agudo y rechazo mediado por anticuerpos.
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METODOLOGIA

Disefio de Estudio

Se trata de un estudio observacional, transversal, de 2 fases:

La primera fase (prueba de concepto) esta enfocada a estudiar la viabilidad del
uso como biomarcador de las moléculas de adhesion sVCAM, sICAM vy del
complejo sC5bC9 en orina en pacientes con rechazo agudo y rechazo mediado
por anticuerpos sin otras alteraciones que modifiquen potencialmente los
biomacardores comparado con un grupo control conformado por biopsias de
injerto renal por protocolo sin alteraciones histoldgicas relevantes y biopsias de
donantes renales sanos.

La fase dos (estudio de prueba diagndstica) se realiz6 para aquellos
biomarcadores que muestren utilidad en la fase uno, con la finalidad de obtener
sensibilidad, especificidad, valores predictivo positivo y negativo en una
poblacion con todos los espectros de dafio que pudieran modificar los
biomarcadores, incluyendo pacientes con rechazo mediado por anticuerpos,
rechazo mediado por células T, infeccion por virus BK, toxicidad por BK, dafio

cronico no inmunoldgico y glomerulonefritis.

Lugar y duracion
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutricion Salvador Zubiran de

junio a diciembre del 2019.

Poblacion de Estudio (Universo de Trabajo)
Todo receptor de trasplante renal del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran sometido a biopsia renal del injerto por indicacion de

su médico tratante.

Criterios de Inclusion de la fase uno
1. Pacientes mayores de 18 afos
2. Pacientes trasplantados renales del INCMNSZ
3. Aceptacion de participacién en el estudio con firma de consentimiento

informando
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4. Pacientes sometidos a biopsia renal del injerto por indicacion de su médico

tratante o por protocolo de seguimiento

Criterios de Exclusion de la fase uno
1. Muestra de patologia con diagndstico no concluyente de rechazo agudo o

rechazo mediado por anticuerpos.

2. Antecedente del paciente de otra patologia que expliqgue cambios en la
medicion de sICAM, sVCAM y sC5bC9 en orina (microangiopatia trombética,
lupus eritematoso sistémico, vasculitis asociada a ANCA, glomerulopatia por

C3, sindrome urémico hemolitico atipico, enfermedad por depdsitos densos)
3. Muestra de orina inadecuadamente procesada
4. Muestra de orina insuficiente para el procesamiento
5. Muestra de patologia insuficiente

6. Diagndsticos por biopsia de nefropatia asociada a virus BK, citomegalovirus

(CMV) y adenovirus.

Criterios de eliminacion de la fase uno

Por tratarse de un estudio transversal no aplica

Tamafo de la muestra de la fase uno

En el instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion y Salvador Zubiran se
realizan 350 BRP al afio en pacientes con trasplante renal, de los cuales
aproximadamente el 30-50% de los casos se encuentra con datos de rechazo
activo mediado por anticuerpos y un 10-15% adicional con rechazo celular y un
1-2% con nefritis por virus BK.

Para la fase 1 se calcularon los siguientes tamafios de muestras por molécula:
Se utilizé la férmula para comparacion de medias con contraste de hipétesis
(89), tomando en cuenta los valores de las moléculas de adhesion sICAM y
sVCAM del estudio de Betchel y colaboradores (86), con la siguiente formula,
ni= (0%1 + 0% K)(Zat+2zp)?/h1- P2)?y N2= (021 Kk + 0%2)(Zatzp)?/u1- H2)?, donde se
encontr6 para la molécula sICAM en el grupo de rechazo resistente a

esteroides una media de 7.1ng/dL (error estandar de la media de 0.3 y
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desviacion estandar de 2.16) y en el grupo control con media de 2.4ng/dL (error
estandar de la media de 0.72 y desviacidén estandar de 1.61), asi la diferencia
de medias de esperada de 4.7 ng/dL, con una razén de muestras (B/A) de 1:1,
nivel de confianza del 95% y potencia de 80%, se calcul6 una muestra
necesaria de 3 individuos. Para la molécula sVCAM se encontré una media en
el grupo de rechazo resistente a esteroide de 302 ng/dL (error estandar de la
media de 39 y desviacion estandar de 117) y en el grupo control se encontrd
una media de 26.9 ng/dL (error estandar de 4.5 y desviacion estandar de
24.21), con una diferencia de medias de 275.1ng/dL, con razén de muestras
(B/A) de 1:1, nivel de confianza del 95% y potencia 80%, se calcul6 un tamafio
de muestra necesario de 2 pacientes.

En cuanto a los niveles de sC5bC9 no se encontro estudios en la literatura de
medicién en orina en pacientes con rechazo agudo mediado con anticuerpos,
en su lugar se encontrd un estudio publicado por Gou y colaboradores (90), en
donde se cuantific6 sC5bC9 en orina en pacientes con vasculitis asociada a
ANCA activa, remision y en grupos controles, donde la mediana en cada grupo
fue 52.73 ng/mg Cr (IQR, 3.46-142), 0.20 ng/mg Cr (IQR, 0-2.89) y 0.56 ng/mg
Cr (IQR, 0.1-1.14). Se sugiere una misma via comun de dafio asociada a
activacion del complemento también en el paciente con RAMA, por lo que se
espera una amplia diferencia de medias entre grupos del estudio, ya que hay
una clara diferencia de las medianas en el estudio con pacientes con vasculitis
asociada a ANCA.

Se decidié un tamafio de muestra de al menos de 20 pacientes por grupo,

debido a que se trata de un estudio de prueba de concepto.

Criterios de Inclusién de la fase dos
1. Pacientes mayores de 18 afios
2. Pacientes trasplantados renales del INCMNSZ
3. Aceptacion de participacion en el estudio con firma de consentimiento
informando
4. Pacientes sometidos a biopsia renal del injerto por indicacion de su médico

tratante o por protocolo de seguimiento
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Criterios de Exclusion de la fase dos
1. Muestra de patologia con diagndstico no concluyente de rechazo agudo o

rechazo mediado por anticuerpos.
2. Muestra de orina inadecuadamente procesada
3. Muestra de orina insuficiente para el procesamiento
4. Muestra de patologia insuficiente

Para la fase 2 del estudio se tomaron en cuenta las moléculas que fueron
significativas en la fase 1 para analisis de prueba diagndstica. Para el calculo
de la muestra para cada una de las moléculas, se uso formula de prueba
diagnostica de software EPI data 3.1, estimando un valor esperado de al
menos de sensibilidad del 80% y de especificidad de al menos del 70%
comparado con el estandar de oro (biopsia renal), con una prevalencia de la
enfermedad (rechazo mediado por anticuerpos) del 40%, nivel de confianza del
95%, potencia del 80% se calculé una n de al menos 101 pacientes y de 126

pacientes con correccion de Yates.

Muestras de orina de pacientes y prueba de ELISA

Se recolectdé muestra de orina (10 mL) de los pacientes previo a la realizacion
de la biopsia renal. La muestra fue centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente. El sobrenadante se recolectd en alicuotas y se
almaceno a -70°C hasta su procesamiento para ELISA. Las muestras utilizadas
para sC5bC9 se recolectaron en tubos con EDTA para evitar sobreactivacion
de la cascada del complemento.

Para medir sSICAM y sVCAM se utilizaron Kits de ELISA comerciales de la
empresa ABCAM para soluble ICAM-1 CD54 HUMAN SIMPLESTEP con
numero de lote: 41116015 y HUMAN soluble VCAM1 ELISA KIT (AB223591)
con numero de lote: 41116133, respectivamente. Para medir sC5bC9 se utilizo
Kit ELISA MicroVue SC5b-9 Plus EIA de Quidel Corporation (Nasdaq: QDEL)

San Diego, California, con numero de lote: 142418.
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ANALISIS Y METODOS ESTADISTICOS DE LOS DATOS

Variables del estudio
Las variables del estudio, asi como su naturaleza, esquema de codificacion y

unidades de medida se reportan en el anexo 1.

Recoleccion de datos

Se disefié formato de captura por cada paciente la cual se vacio en una base
de datos del software SPSS version 25.

Anadlisis estadistico

Programa estadistico SPSS version 25 y las gréficas se disefiaron en Grahpad
Prism 9.

Estadistica descriptiva
1. Variables categoricas se expresaron en frecuencias y porcentajes
2. Variables continuas con distribucion normal (prueba de Kolmogoérov-
Smirnov) se expresaron en medias y desviacion estandar, de lo contrario

se expresaron en medianas y rango intercuartilicos (IQR).

Analisis Bivariable
1. Variables categoricas se utiliz6 la prueba de x?> o prueba exacta de
Fisher.
2. Variables continuas con distribucion normal se utiliz6 la prueba de t
student y para las variables continuas con distribucién anormal se utilizé

la prueba de U de Mann-Whitney o prueba de Wilcoxon.

Andlisis de prueba diagnéstica

Se utilizé curvas ROC para calcular sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN), RVP y RVN.

Diferencias estadisticamente significativas con p<0.05.
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ETICA

Este protocolo fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Se registr6 con el
namero de referencia: 2969. Este estudio se realizé acorde a las disposiciones
gue en materia de investigacion se ha publicado en la ley general de salud y en
la NOM (Norma Oficial Mexicana) 012-SSA3-2012. Todos los pacientes

firmaron consentimiento informado.

25



Universidad Nacional Auténoma de México
Division de estudios de Postgrado. Facultad de Medicina
Tesis para obtener el grado académico de Maestria en Ciencias Médicas

RESULTADOS

Un total de 151 biopsias de injerto renal fueron realizadas en el periodo

correspondiente del 18 julio al 13 diciembre del 2019 en el Departamento de

Nefrologia y Metabolismo Mineral del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutricion Salvador Zubiran. Se excluyeron 23 pacientes cuyo reporte de

patologia aun estaba pendiente al momento del corte del estudio. Finalmente

se incluyeron 122 pacientes, en quienes se obtuvo el reporte de nefropatologia

y se realiz6 la medicion en orina de las moléculas de adhesion celular (SICAM,

sVCAM) y el complejo sC5bC9 del complemento. Se excluyeron 2 pacientes en

el grupo de sICAM por no contar con reporte final ELISA. Ver Flujograma de

pacientes en la Figura 4.

Pacientes programados
biopsia injerto renal (n= 151)

Excluidos n=6

Y

Pacientes con biopsia
Injerto renal (n= 145)

»| 1 No acepto protocolo
5 Suspension de BR

Excluidos n= 23
23 Reporte de

Y
Pacientes con reporte de

Nefropatologia (n= 122)

l

Pacientes con reporte
Completo de ELISA

Nefropatologia
pendiente

A\ J

SICAM (n= 120)

v
SVCAM (n= 122)

Figura 4. Flujograma de seleccion de pacientes

A\ J

sC5bC9 (n= 122)
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Caracteristicas de la poblacién:

La mediana de la edad de la poblacién fue de 40 afios (IQR, 31.0-52.7), el
57.4% de la poblacién fueron hombres. La etiologia de la enfermedad renal
cronica fue no determinada en 48.4%, nefropatia diabética (NDM) en el 14.8%
y nefritis lupica (NLES) en 11.5%, el resto de las etiologias se muestran en la
tabla 1. La comorbilidad mas frecuente fue hipertension arterial sistémica
(HAS) en el 31.1%, seguida de diabetes mellitus (DM) en el 21.3% y lupus
eritematoso sistémico (LES) en 11.5%. Los pacientes tuvieron antecedente de
infeccién por virus BK en el 9.0%.

El 40.2% de los pacientes tuvieron antecedente de un episodio de rechazo, de

los cuales la variedad mas frecuente fue el rechazo mediado por anticuerpos
(RMA) en el 30.3%, seguido del rechazo mediado por células T (RMCT), el

resto informacidon se muestra en la tabla 1.

Caracteristicas de la poblaciéon (n=122) n (%) *
Edad del receptor, afos, mediana, (IQR) 40 (31.0-52.8)
Hombres 70 (57.4)
Primer trasplante renal 109 (89.3)
Causa de la enfermedad renal crénica
Desconocida 59 (48.4)
Glomerulopatias Primarias
Glomerulonefritis 8 (6.6)
Glomérulo esclerosis focal y segmentaria 2 (1.6)
Glomerulopatias Secundarias
Nefropatia diabética 18 (14.8)
Nefritis lUpica 14 (11.5)
Nefroangioesclerosis 2 (1.6)
Enfermedad poliquistica del adulto 7(5.7)
Urolégicas 5(4.1)
Otras 4 (3.3)
Rechazo cronico en 1er Trasplante 3 (2.5)
Comorbilidades
Hipertension arterial 38 (31.1)
Diabetes mellitus 26 (21.3)
Lupus eritematoso sistémico 14 (11.5)
Antecedente de Infeccion por Virus BK 11 (9.0)
Antecedente de rechazo 49 (40.2)
Tipo de rechazo previo
Rechazo mediado por anticuerpos 37 (30.3)
Rechazo mediado por células T 10 (8.2)
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Rechazo Mixto 2 (1.6)

*Los valores proporcionados se expresan como n (%), a menos que se especifique lo contrario. IQR, Rango
intercuartilico.

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion.

Caracteristicas del trasplante:

En 109 pacientes (89.3%) se traté de su primer trasplante renal y en 13
pacientes (10.7%) fue el segundo. El 55.7% recibi6 trasplante de donador vivo,
de estos el principal donador fue un hermano en el 22.1%, seguido de alguno
de los padres en el 14% y una persona viva sin relacion familiar en el 8.2%. En
el 67.2% no se compartian ningan haplotipo, en el 27% se compartia 1
haplotipo y en el 4.9% se compatrtia 2 haplotipos.

Se encontrd presencia de anticuerpos donador especifico (ADES) previos al
trasplante en el 11.5% y de formacion de novo postrasplante en el 59%. En el
panel reactivo de anticuerpos (PRA) previo al trasplante, los anticuerpos contra
los antigenos de la clase | se presentaron con una mediana de 2% (IQR, 0-5%)
y contra los antigenos de clase Il en el 1.5% (IQR, 0-4.2%).

La terapia de induccion mas utilizada fue Timoglobulina en el 50.8% y en
segundo lugar fueron los inhibidores del receptor de interleucina 2 (Basiliximab
y Daclizumab) en 43.5%. No se usoé induccion en el 4.0% (pacientes con 2
haplotipos). La terapia de mantenimiento con tacrolimus (FK) se utilizd en el
92.6%, mofetil micofenolato (MMF) en el 85.2%, prednisona (PDN) en 98.4%,
el resto de los medicamentos inmunosupresores se muestran en la tabla 2.

La mediana de la creatinina sérica basal de la poblacion fue de 1.1 (IQR, 0.9-
1.4) mg/dL. La mediana de creatinina sérica y tasa de filtrado estimada por
CKD EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) al momento de
la biopsia renal fue de 1.3 mg/dL (IQR, 1.0-1.6) y 61.7 ml/min/1.72m? (IQR,
44.0-85.0), respectivamente Ver tabla 2.

Caracteristicas del trasplante (n=122)

Antecedente de un primer trasplante 109 (89.3)
Donador vivo 68 (55.7)
Relacion con el donador
Hermano (a) 27 (22.1)
Vivo sin relacion 10 (8.2)
Padre 7 (5.7)
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Madre 7(5.7)
Hijo (a) 6 (4.9)
Cényuge 5(4.1)
Tio (a) 3 (2.5)
Primo (a) 1(0.8)
Novio (a) 1(0.8)
Familiar politico 1(0.8)
Haplotipos compartidos
Cero 82 (67.2)
Uno 33 (27.0)
Dos 6 (4.9)
ADES pretrasplante 14 (11.5)
Panel reactivo de anticuerpos (PRA) pretrasplante, IQR, %
Clase | 2.0 (0.0-5.0)
Clase I 1.5(0.0-4.2)
ADES Novo 72 (59.0)
Tratamiento de Induccién
Inhibidor del receptor de interleucina 2 53 (43.4)
Timoglobulina 62 (50.8)
Sin induccion 5(4.1)
Sin informacion 2 (1.6)
Tratamiento de mantenimiento
Tacrolimus 113 (92.6)
Mofetil micofenolato 104 (85.2)
Prednisona 120 (98.4)
Otros 19 (15.6)
Creatinina basal, mediana, mg/dL, IQR 1.1(0.9-1.4)
Creatinina al momento de la BR mediana, mg/dL, IQR 1.3 (1.0-1.6)
TFGe CKD EPI (ml/min/1.72m2), al momento de la BR, 61.7 (44.0-85.0)
mediana (IQR)
Los valores proporcionados se expresan como n (%), a menos que se especifique lo contrario. IQR, Rango
intercuartilico. BR, Biopsia renal, CKD EPI, Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration formula, TFGe, Tasa de
filtrado glomerular estimada

Tabla 2. Caracteristicas del trasplante.

Caracteristicas de la biopsia renal:

La principal indicacion de la biopsia renal fue identificacion de ADES de Novo
en el 32%, seguida de biopsia de protocolo (tercer mes y anual) en el 29.8%,
control posterior al termino de tratamiento de un evento de rechazo en el 17.2%
y biopsia por tratarse de un paciente nuevo en el servicio del instituto en el

2.5%. El resto de las indicaciones se muestran en la tabla 3.
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Entre los diagnésticos histopatolégicos en las biopsias del injerto renal, el mas

frecuente fue el rechazo del injerto en 49 pacientes (40.1%), donde el rechazo

mediado por anticuerpos se presenté en 36/122 pacientes (29.5%), de estos

20/36 pacientes (55.5%) resultaron positivos para la inmunotincion de C4d,

seguidos de rechazo mixto (mediado por anticuerpos y mediados por células T)

en 6/122 pacientes (4.9%), rechazo mediado por células T aislado en 4/122

pacientes (3.2%) y rechazo crénico mediado por anticuerpos en 3/122

pacientes (3.5%). Ver Figura 5y 6, Tabla 3.

Caracteristicas de la biopsia renal (n=122)

Indicacién de la biopsia
Anticuerpo donador especifico de novo 39 (32.0)
Protocolo de 3er mes 23 (18.9)
Control post tratamiento de rechazo 21 (17.2)
Disfuncion del injerto 17 (13.9)
Protocolo de 12 meses 14 (11.5)
Proteinuria en estudio 4 (3.3)
Nuevo ingreso 3 (2.5)
Biopsia cero 1(0.8)
Diagndsticos en la biopsia renal
Biopsia injerto de trasplante renal normal 24 (19.7)
Rechazo Total 49 (40.2)
Rechazo mediado por anticuerpos 36 (29.5)
C4d (+) 20/36 (55.6)
Rechazo Mixto 6 (4.9)
Rechazo mediado por células T 4(3.3)
RMA crénico 3(2.5)
Glomerulopatias 21 (17.2)
Alteraciones limitrofes puro 18 (14.8)
Glomerulitis G1 (cambios inmunologicos) 10 (8.2)
Otros diagn6sticos sin rechazo en la biopsia de injerto 21/122 (17.2)
Nefropatia diabética 5/21 (23.8)
Nefritis tubulo intersticial 3/21 (14.3)
Nefritis lUpica 2/21 (9.5)
Amiloidosis 2/21 (9.5)
Nefropatia por IgA 2/21 (9.5)
Expansion mesangial 2/21 (9.5)
Nefritis por Virus BK 1/21 (4.8)
Necrosis tubular aguda 1/21 (4.8)
Deposito mesangial de C3 1/21 (4.8)
Nefropatia Membranosa 1/21 (4.8)
Cristales de Oxalato de Ca 1/21 (4.8)
*Los valores proporcionados se expresan como n (%), a menos que se especifique lo contrario. IQR, Rango intercuartilico.
RMA, rechazo mediado por anticuerpos.

Tabla 3. Caracteristicas de los resultados de la biopsia renal.
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En 24/122 pacientes (19.7%) se reportd la biopsia de injerto sin alteraciones
morfolégicas (biopsia normal en paciente con trasplante), los cuales fueron
tomados como controles. En 21/122 pacientes (17.2%) se encontré algun tipo
de glomerulopatia, donde las glomerulopatias primarias mas frecuentes fueron
amiloidosis en 2/21 pacientes (9.5%), Nefropatia por IgA en 2/21 pacientes
(9.5%), Nefropatia membranosa (NM) en 1/21 pacientes (4.7%) y las
glomerulopatias secundarias mas frecuentes fueron la nefropatia diabética
(NDM) en 5/21 pacientes (17.2%), seguida de nefritis lupica (NLES) en 2/21
pacientes (9.5%), expansion mesangial por complejos inmunes 2/21 pacientes
(9.5%), nefritis por virus BK en 1/21 pacientes (4.7%). Otros diagndésticos
menos encontrados en las biopsias de injerto fueron: nefritis tubulo intersticial
en 2/21 pacientes (14.2%), necrosis tubular aguda en 1/21 pacientes (4.7%),
depdsito mesangial de C3 en 1/21 pacientes (4.7%), depdsitos de oxalato de

calcio en 1/21 pacientes (4.7%). Ver Figura 7 y Tabla 3.

Diagnéstico Biopsia Injerto

A

Figura 5. Resultados en biopsias renales en pacientes trasplantados. N= 122

Bl 19.6% Biopsia injerto normal

B 40.1% Rechazo Total
Bl 17.2% Glomerulopatias

1 14.7% Alteraciones limitrofes
1 8.2% Glomerulitis G1
Total=122
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Tipos de Rechazo

Figura 6. Numero y tipo de rechazos en las biopsias renales de 122 pacientes.

B 73.47% RMA
Bl 12.24% Rechazo Mixto
1 8.16% RMCT
Bl 6.12% RCMA

Total=49

Otras Glomerulopatias

B 23.8% NDM

[0 14.2% NTI

B 9.5% NLES

[ 9.5% Amiloidosis

B 9.5% NIigA

[0 9.5% Expansion mesangial
B 4.7% NVBK

B 19.0% Otras

Total=21

Figura 7. Namero y tipo de glomerulopatias en las biopsias renales de 122 pacientes.

indice de actividad en las biopsias renales

Se realiz6 para cada uno de los diagnoésticos de la biopsia del injerto un indice
de actividad calculado con cada uno de los puntajes de los items de
inflamacion de acuerdo con la clasificacion de Banff 2017 que va de cero a tres

puntos (63), integrado por la suma de glomerulitis (g), capilaritis peritubular
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(ptc), tubulitis (t) e inflamacién intersticial (i), con un valor total minimo de ceroy
un maximo de doce puntos por paciente.

Se encontr6 mayor indice de actividad en el grupo de pacientes con rechazo
comparado con el grupo sin rechazo, 5.0 (IQR, 4.0-6.5) puntos versus 1.0 (IQR,
0.0-2.0) puntos, con valor de p<0.001, ver figura 8.

En el andlisis de mediciébn del indice actividad por grupos se encontrd
diferencia estadisticamente significativa por medio de la prueba de Kruskal-
Wallis con p<0.001. El grupo con mayor indice de actividad fue el de rechazos
mixtos con 8.0 (IQR, 8.0-9.0) puntos, seguido de rechazo mediado por
anticuerpos con 5.0 (IQR, 5.0-6.0) puntos, resto de grupos se muestran en la

tabla 4 y figura 9.
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Figura 8. indice de actividad comparado entre el grupo de pacientes con Rechazo versus grupo de
pacientes sin Rechazo.

Diagndstico biopsia renal (n=122) indice actividad* indice cronicidad*

Biopsia injerto normal 0.0 (0.0-1.0) 3.0 (2.0-4.0)
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Rechazo Total 5.0 (4.0-6.0) 5.0 (3.0-6.0)
Rechazo mediado por anticuerpos 5.0 (5.0-6.0) 4.0 (3.0-6.5)
Glomerulopatias 2.0 (0.0-2.0) 4.0 (3.0-6.0)
Alteraciones limitrofes puras 2.0 (1.0-2.0) 3.0 (2.0-5.0)
Glomerulitis G1 1.5 (1.0-2.0) 3.0 (2.0-5.0)
Rechazo Mixto 8.0 (6.0-9.0) 5.5 (5.0-6.0)
Rechazo mediado por células T 4.0 (3.5-4.5) 3.0 (2.5-4.0)
Rechazo mediado por anticerpos crénico 2.0 (2.0-2.5) 5.0 (4.5-7.0)
*Los valores proporcionados se expresan como puntos y sus rangos intercuartiiicos (IQR).

Tabla 4. Indices de actividad y de cronicidad en los diferentes grupos de las biopsias de injerto.

Kruskal-Wallis Test
15.0 p<0.001

12.5+

10.0-

Indice Actividad
-.‘l
4]
|

R.Mixtos Glomerulopatias AL puros
n=6 n=21 n=18

Indice

actividad 0.0 (0.0-1.0 5.0 (5.0-6.0) 2.0(2.0-2.5) 4.0 (3.5-4.5) 8.0(6.0-9.0) 2.0(0.0-2.0) 20(1.0-2.00 15(1.0-20)

Figura 9. indice de actividad entre los diferentes grupos de diagnosticos en las biopsias de injerto.

indice de cronicidad en las biopsias renales
Asi mismo con cada uno de los diagnosticos de la biopsia del injerto se calcul6

un indice de cronicidad utilizando cada uno de los puntajes de los items de
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cronicidad de acuerdo con Banff 2017, que va de cero a tres puntos, integrado
por duplicacion de membrana basal glomerular (cg), fibrosis intersticial (ci),
atrofia tubular (ct), engrosamiento fibroso de la intima vascular (cv), expansion
mesangial (mm) con un valor total minimo de cero y un maximo de doce puntos
por paciente. Se encontré6 mayor indice de cronicidad en el grupo de pacientes
con rechazo comparado con el grupo sin rechazo, 5.0 (IQR, 3.0-6.0) puntos
versus 3.0 (IQR, 2.0-5.0) puntos, p=0.002, ver figura 10.

En el analisis por grupos se encontrd diferencia estadisticamente significativa
por medio de la prueba de Kruskal-Wallis con valor de p=0.008. El grupo con
mayor indice de cronicidad fue el de rechazos mixtos con 5.5 (IQR, 5.0-6.0)
puntos, seguido de rechazo crénico mediado por anticuerpos con 5.0 (IQR, 4.5-

7.0) puntos, resto de grupos se muestran en la tabla 4 y figura 11.

_ Punt
15.07 302050 50(3.0-6.0) Medi::ao{fon)
5 12.5- |
P Wilcoxon test
E o) = 0.002
‘s 10.0- *° ’
= : -
E 7.5_ - ™
(&
o prom— sssseee
O 5.0- et
T R
S voctoon
=  2.5- é cecaseses
0-0 TI"I= 73 In= 49
(o) o)
1 J
D (4
& &

Figura 10. indice de cronicidad comparado entre el grupo de pacientes con Rechazo versus grupo de sin
Rechazo
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Figura 11. indice de cronicidad entre los diferentes grupos de diagnosticos en las biopsias de injerto.

Medicién de moléculas sICAM, sVCAMy sC5bC9 en orina
Los niveles urinarios para todas las moléculas fueron normalizados con
creatinina urinaria (pg/mg o ng/mg) para corregir las diferencias en la dilucién

de la orina.

SICAM:

Se encontré una mayor concentracion urinaria de sICAM en el grupo de los
pacientes con rechazo total (RT) comparada con el grupo control, integrado por
el grupo de biopsia del injerto normal y el grupo de los donadores renales
(figura 12-A). Esta diferencia persisti6 aun cuando se analizaron los dos
subgrupos controles por separado, el grupo de biopsia del injerto normal y
grupo de donadores renales, 2213.3 (IQR, 1176.1-3907.5) pg/mg versus 517.6
(IQR, 126.5-916.3) y 437.0 (IQR, 0.0-1844.1) pg/mg, respectivamente. Ver
figura 12-B.
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sICAM RT vs controles sICAM por grupos
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Figura 12. sICAM urinario. A) Grupo control (donadores mas grupo de biopsia injerto normal) comparado
con grupo Rechazo total. B) Comparacion entre grupo donadores, biopsia injerto normal y grupo con
Rechazo total por separado.

Los niveles urinarios de sICAM fueron significativamente mayores en el grupo
de rechazos mixtos, seguido por el grupo de rechazo mediado por anticuerpos
(RMA), posteriormente el grupo de rechazo total (RT), el resto de los grupos y
los valores urinarios de SICAM se muestra en la tabla 5.

En el andlisis de diferentes grupos de diagnésticos en la biopsia de injerto de
sICAM urinario mostro diferencia estadisticamente significativa por medio de la

prueba de Kruskal-Wallis, p<0.001, como se muestra en la Figura 13.

Asi mismo los grupos de alteraciones limitrofes puros (AL), glomerulitis leve
(G1) y glomerulopatias sin rechazo tuvieron niveles urinarios mas elevados de
sICAM con diferencia estadisticamente significativa comparado con el grupo de
biopsia normal y el grupo donadores renales. El grupo de rechazo mediado por
células T (RMCT) no tuvo diferencia estadisticamente significativa comparado
con el grupo de biopsia normal (294.0 [IQR, 22.1-837.4] pg/mg vs 517.6 [IQR,
126.5-916.3] pg/mg, p=0.863). No se encontr6 diferencia entre grupo de
rechazo total ni el grupo rechazo mediado por anticuerpos comparado con el

grupo de glomerulopatias, con mediana de sICAM urinario de 2213.3 (IQR,
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1176.1-3907.5) pg/mg y 2363.3 (IQR,1184.7-4592.1) pg/mg versus 2498.8
(IQR, 1697.6-4775.9) pg/mg, p= 0.39 y 0.69 respectivamente.

Los niveles urinarios de sICAM fueron mas elevados en grupo de RMA

comparados contra los grupos de rechazo mediado por células T (RMCT) y
alteraciones limitrofes, mediana de 2363.3 pg/mg (IQR, 1184.7-4592.1) pg/mg
vs mediana de 294.0 (22.1-837.4) pg/mg y 1343.9 (364.9-2350.7) pg/mg, con
p=0.006 y 0.021. Ver tabla 5y figura 13.

Donadores [izelirs RCM RMCT R. Mixtos AL puro G1 Glomerulopatias
o Total _ _ - o _ _
n=20 _ n=3 n=4 n=6 n=18 n=10 n=21
n=49
sICAM 437 5176 2213.36 2363.3 1509.3 294.0 2869.8 1343.9 1762.5 2498.8
- (0.0- (126.5- (1176.1- (1184.7- (1468.5- (22.1- (1530.1- (364.9- (1365- (1697 6_4'775 9
pgimg 1844.1) 916.3) 3907.5) 4592.1) 3708.8) 837.4) 3562.3) 2350.7) 3496.7) ’ '

Tabla 5. Comparacién de niveles urinarios de la molécula sICAM entre los diferentes grupos de
diagnostico en las biopsias de injerto. Se muestran sus valores y rangos intercuartilicos (IQR).
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Kruskal-Wallis Test p=0.393
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Figura 13. Comparacion de niveles urinarios de sICAM por prueba de Kruskal-Wallis entre diferentes
grupos de rechazo. También se muestran comparaciones entre grupos por medio de prueba de Wilcoxon.

SVCAM:

Se encontr6 mayor concentracion urinaria de sVCAM en el grupo de los
pacientes con rechazo total (RT) comparada con un grupo control, integrado
por la integracion del grupo de biopsia del injerto normal y el grupo de los
donadores renales (figura 14-A). Dicha diferencia persiste cuando se compara
el grupo de rechazo total con el grupo de biopsia del injerto normal y grupo de
donadores renales por separado, 7.95 (IQR, 3.33-14.11) ng/mg versus 0.87
(IQR, 0.37-2.16) ng/mg y 0.73 (IQR, 0.28-4.84) ng/mg, respectivamente (figura
14-B).
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A) sVCAM RT vs controles B) sVCAM por grupos
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Figura 14. sVCAM urinario. A) Grupo control (donadores mas grupo de biopsia normal) comparado con
grupo Rechazo total. B) Comparacion entre grupo donadores, biopsia injerto normal y grupo con Rechazo
total.

Los niveles urinarios de sVCAM fueron significativamente mayores en el grupo
de rechazos mixtos, seguido por el grupo de rechazo crénico mediado por
anticuerpos (RCMA), posteriormente el grupo de rechazo mediado por

anticuerpos (RMA), el resto de los grupos y los valores urinarios de sVCAM se

muestra en la tabla 6 y figura 15.

BRTR Rechazo ) :
Donadores RCMA RMCT R. Mixtos | AL puros G1 Glomerulopatias
normal Total
n=20 n=3 n=4 n=6 n=18 n=10 n=21
n=24 n=49
0.87 791 9.99 8.60 11.48 1.44 3.35
sVCAM 0.73 7.95 7.06
(0.37 - (3.15- (6.70- (2.44- (5.72- (0.68- (1.30-
Wil (0.28-4.84) (3.33-14.11) (3.99-14.86)
2.16) 11.99) 12.02) 14.56) 17.94) 2.52) 4.79)

Tabla 6. Comparacion de niveles urinarios de la molécula sVCAM entre los diferentes grupos de
diagnéstico en las biopsias de injerto. Se muestran sus valores y rangos intercuartilicos (IQR).
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Figura 15. Comparacion de niveles urinarios de sSVCAM por prueba de Kruskal-Wallis entre diferentes
grupos de rechazo

SC5bCa9:

Contrario a lo esperado, se encontr6 menor concentracion urinaria de sC5bC9
en el grupo de pacientes con rechazo (figura 16-A) y cuando separamos los
donadores sanos de los controles con biopsia de injerto normal, se observa
mayores niveles en el grupo de donadores de rifidn comparada con los otros
dos grupos, 2.41 (IQR, 0.59-6.43) ng/mg versus 0.0 (IQR, 0.0-2.01) ng/mg y 0.0
(IQR, 0.0-0.68) ng/mg, respectivamente. Ver figura 16-B.
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A) sC5bC9 RT vs controles B) sC5bC9 grupos
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Figura 16. sC5bC9 urinario. A) Grupo control (donadores mas grupo de biopsia normal) comparado con
grupo Rechazo total. B) Comparacion entre grupo donadores, biopsia injerto normal y grupo con Rechazo
total.

En el analisis por grupos, el grupo de donadores sanos present6 niveles mas
elevados de sC5bC9 urinario, sin diferencia entre los otros grupos como se

muestra en la Tabla 7 y Figura 17.

BRTR

Donadores | Rechazo Total RMA RCMA RMCT R.Mixtos = AL puros G1 Glomerulopatias
n=20 _ n=49 n=36 n=3 n=4 n=6 n=18 n=10 n=21
n=24
sC5bC9 2.41 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
ng/mg (0.59-6.43) | (0.0-1.96) (0.0-0.65) (0.0-7.10) | (0.0-6.04) | (0.0-0.0) | (0.0-0.0) | (0.0-1.19) | (0.0-0.0) (0.0-0.0)

Tabla 7. Comparacién de niveles urinarios de la molécula sC5bC9 entre los diferentes grupos de
diagnostico en las biopsias de injerto. Se muestran sus valores y rangos intercuartilicos (IQR).
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Figura 17. Comparacion de niveles urinarios de sC5bC9 por prueba de Kruskal-Wallis entre diferentes
grupos de rechazo.

Analisis de correlacién entre indices de actividad

Se realizo analisis de correlacion y regresion lineal con la concentracion
urinaria de cada una de las moléculas de adhesion celular (SICAM y sVCAM) y
sC5bC9 con el grado de actividad en la biopsia de injerto renal.

Para la molécula sICAM urinaria se obtuvo una r? de 0.04 con r de Spearman
de 0.38, con valor de p=0.02. Ver figura 18.

En la molécula sVCAM urinaria se obtuvo r?> de 0.22 con r de Spearman de
0.43, con valor de p<0.01. Ver figura 19.

Para la molécula sC5bC9 urinaria se calcul6 una r?> de 0.058 con r de

Spearman de 0.04, con valor de p=0.65. Ver figura 20.
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Figura 18. Andlisis de correlacion y regresion lineal entre concentracion de sICAM urinaria y el indice de
actividad en la biopsia de injerto renal.
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r2=0.22
r=0.43
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Figura 19. Andlisis de correlacion y regresion lineal entre concentracion de sVCAM urinaria y el indice de
actividad en la biopsia de injerto renal.
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Figura 20. Andlisis de correlacion y regresion lineal entre concentracion de sC5bC9 urinaria y el indice de
actividad en la biopsia de injerto renal.

Anadlisis de rendimiento diagnostico de sICAM, sVCAM y sC5bC9 para
rechazo mediado por anticuerpos

Para evaluar el rendimiento diagndstico de rechazo mediado por anticuerpos
(RMA) de cada molécula se utilizé analisis por medio de curva de caracteristica
operativa del receptor (ROC). La mediana de concentracion de sSICAM vy
sVCAM en orina fue mayor en el grupo con RMA comparado con el resto de los
grupos sin rechazo mediado por anticuerpos, con diferencia estadisticamente
significativa. En la molécula sC5bC9 no se encontrd diferencia entre los grupos.
Ver figura 21 y tabla 8.

Para la molécula de sICAM se calculd un area bajo la curva de 0.70 (IC 95%,
0.60-0.78) y los mejores parametros se obtuvieron con un punto de corte de
1599 pg/mg. Para molécula sVCAM se calculé un area bajo la curva de 0.70
(IC 95%, 0.61- 0.80) con un punto de corte de 3.66 ng/mg y sC5bC9 se calcul6
un area bajo la curva de 0.52 (IC 95%, 0.40-0.75) con un punto de corte de
6.71 ng/mg. El resto de la informacién se presenta en la figura 22 y tabla 9.
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Figura 21. Comparacién de niveles urinarios entre el grupo de no rechazo mediado por anticuerpos y
grupo de rechazo mediado por anticuerpos. A) sICAM, B) sVCAM y C) sC5bC9. RMA: Rechazo mediado
por anticuerpos.

\ Molécula | No Rechazo mediado por anticuerpos=106 Rechazo mediado por anticuerpos=36 \ Valor p*

‘ Slleal 1331 (284-2468) 2363 (1179-4649) p<0.001
pg/mg

‘ S 233 (0.55-6.31) 7.91 (2.80-12.80) p<0.001
ng/mg

‘ SCsbeg 0.0 (0.0-2.18) 0.0 (0.0-7.50) p=0.31
ng/mg

Tabla 8. Comparacion de medianas y rangos intercuartilicos de cada una de las moléculas. *Prueba de U
de Mann Whitney.

A) Curva ROC sICAM B) Curva ROC sVCAM C)Curva ROC sC5bC9
100+ ~ 100~ - 100~
A P
e 807 / o 807 / » 80
T ,// ° / g ©
5 60 P § 60+ 5 60
3 /'/ i /'/ E
w 40— A % 40— / » 404
c / = A c
204 § 204 &~ 20 .
AUC: 0.70 " AUC: 0.70 ~/ AUC:0.52
0 T T T T 1 0+— T T T 1 0+ T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 8 100 O 20 40 60 80 100
100% - Especificidad% 100% - Especificidad% 100% - Especificidad%

Figura 22. Curvas de caracteristica operativa del receptor (ROC) A) sICAM, B) sVCAM y C) sC5bC9 para
diagnostico de rechazo mediado por anticuerpos. AUC, area bajo la curva.

Molécula Elo\éJF\(",) I?:Lcj)rr\tt: Sen(slg)lg;dad Esp(zlcgf':iqc)idad \(/;5 \g;)l)\! RVP RUN Prev(:;l/l;ncia
Z'gclg'\g" (0_6%_70978) 1599 (561)2-.824.2) (50'61%69 " 388 | 863 | 183 | 046 257
Sn\g/:n’?g" (0_6%_7(?80) 3.66 (5622_;324_ N ( 49.59%18.3) 371 | 86.1 174 | 047 25.4
Sr(].;5/21(;9 o 4%_5575) 671 | 5_287_474_0) (79%%81 9 458 | 678 | 161 0.9 345

Tabla 9. Precision diagnéstica de sICAM, sVCAM y sC5bC9 para diagnéstico de rechazo mediado por
anticuerpos. AUC, area bajo la curva; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo; RVP,
razén de verosimilitud positiva; RVN, razén de verosimilitud negativa; IQR, rango intercuartilico.
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Andlisis de rendimiento diagnostico de sICAM, sVCAM y sC5bC9 para
cualquier tipo de rechazo (rechazo total)

También se realizé evaluacién de rendimiento diagndstico de las moléculas
agrupando todos los tipos de rechazo (RMA, RMCT, RCMA, Rechazo mixto) en
uno solo grupo denominado Rechazo total, y se analiz6 por medio de curva
ROC.

De la misma manera se encontrd6 mayor concentracion de las moléculas sICAM
y sSVCAM en orina en el grupo de Rechazo total comparado con el resto de los
grupos sin rechazo, con diferencia estadisticamente significativa. Para
molécula sC5bC9 no se encontrd diferencia entre los grupos. Ver figura 23 y
tabla 10.

Para la molécula de sICAM se calculo un &rea bajo la curva de 0.67 (IC 95%,
0.58-0.76) y los mejores parametros se obtuvieron con un punto de corte de
1419 pg/mg. Para la molécula sVCAM se calculo un area bajo la curva de
0.727 (IC 95%, 0.635-0.820) con un punto de corte de 3.66 ng/mg y para
sC5bC9 se calculo un area bajo la curva de 0.45 (IC 95%, 0.38-0.56) con un
punto de corte de 0.09 ng/mg, resto de los resultados se muestran en la figura
24y tabla 11.

A) B) C)
130031 .
1200 . 110 : 12 ®
gooo- ¥ %o Sl o e 0l & 8
6000 - 5 01
5000- .
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< E 4000 zg . QE .
B O35 154 # wg 64 §
® 2 3000- > g 3 Qg .
2000- 107 o 1
1000- 5 2+
0- 0- o——i—J’——
No RT RT No RT RT No RT RT

Figura 23. Comparacion de niveles urinarios entre el grupo de no rechazo total y grupo de rechazo total.
A) sICAM, B) sVCAM y C) sC5bC9. RT: Rechazo total.
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No Rechazo Total=93 Rechazo Total=49 Valor p*
1289 (223-2431) 2213 (1148-4234) p<0.001
1.70 (0.54-5.30) 7.95 (3.21-15.03) p<0.001
sC5bC9 _
ng/mg 0.00 (0.00-1.32) 0.00 (0.00-0.68) p=0.81

Tabla 10. Comparacion de medianas y rangos intercuartilicos de cada una de las moléculas. *Prueba de
U de Mann Whitney.

A) Curva ROC sICAM  B)Curva ROC sVCAM C) Curva ROC sC5bC9

100+ 100- 100
o 807 o 807 o 807
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AUC: 0.67 AUC: 0.73 AUC: 0.45
0 1 1 I I 1 0. I 1 1 I 1 0 T I T T 1
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Figura 24. Curvas de caracteristica operativa del receptor (ROC) A) sICAM, B) sVCAM y C) sC5bC9 para
diagnostico de Rechazo total. AUC, area bajo la curva.

Molécula AUC Punto  Sensibilidad | Especificidad Prevalencia
(IQR) corte (IQR) (IQR) (CD)
zlgclﬁzl (0.5%?07.76) 1419 (55?5%0.5) (48%%27.8) ar.2 7.9 166 053 35
‘ Sr:/g(/:nAu';/I (0.6%-703.82) e (64.717-57.0) (50.659'629.6) 2 e L $aid
sncgs;r?nle9 (O.B%f10§56) 009 | 7?9%?2.4) (46%7—606.5) 259 602 0.66 1.2 345

Tabla 11. Precision diagndstica de sICAM, sVCAM y sC5bC9 para diagnéstico de rechazo total. AUC,
area bajo la curva; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo; RVP, razén de
verosimilitud positiva; RVN, razén de verosimilitud negativa; IQR, rango intercuartilico.
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DISCUSION

La enfermedad renal cronica es un problema muy grave de salud publica y el
trasplante de rifion es el mejor tratamiento; sin embargo, el rechazo mediado
por anticuerpos es la principal causa de pérdida del injerto. En la fisiopatologia
del rechazo mediado por anticuerpos, los anticuerpos pueden inducir dafo al
activar la cascada del complemento o a través de dafio mediado celularmente
al funcionar como marcaje para que los fagocitos destruyan las células
endoteliales. Asi, la migracion de células inflamatorias (leucocitos) es un
proceso elemental para el dafio de este. Esta migracién esta orquestada por
moléculas de adhesiéon como las integrinas (LFA-1 y VLA-4) en la superficie de
los leucocitos y sus ligandos sICAM y sVCAM en la superficie de las células
endoteliales. Se produce un aumento en la expresion de estas moléculas en los
procesos inflamatorios como los son el rechazo del injerto y por la activacion de
la cascada del complemento. La migracién celular de la circulacién sanguinea
al glomérulo y tubulos es elemental para el rechazo mediado por células; sin
embargo, en el rechazo mediado por anticuerpos también se requiere de
migracion de células inflamatorias en el injerto para encontrarse con los
anticuerpos donador especificos para poder causar lesion celular a nivel del
glomérulo y endotelio vascular junto con la activacién paralela de la cascada
del complemento (11).
En el presente estudio proponemos como nuevos potenciales biomarcadores
de diagnoéstico de rechazo mediado por anticuerpos, asi como también de
cualquier tipo de rechazo a las moléculas de adhesién celular (SICAM vy
sVCAM) asi como la molécula de la parte final de la via del complemento
sC5bC9, medidas en orina. La tasa de incidencia de rechazo del injerto de
nuestro estudio fue alta (40.2%) comparado con lo previamente descrito por
Mengel y cols del 12.2% (91) y de Cooper y cols del 10% a un afo (92); sin
embargo, una posible explicacion de por que tuvimos una prevalencia mayor de
rechazo (rechazo mediado por anticuerpos en el 73% de los casos) es que
nosotros incluimos tanto biopsias de protocolo como de indicacion, ademas
también se incluyeron biopsias de control post tratamiento de un episodio de
rechazo. Por otro lado, la incidencia de rechazo mediado por anticuerpos en
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nuestro estudio fue muy parecida lo reportado previamente por Bertrand y cols
(93), el cual reporté incidencia de hasta el 40% en biopsias renales, en las
cuales la indicacién fue por aparicion de ADES de novo con funcién del injerto
conservada. En nuestro estudio las biopsias por indicacion por aparicion de

anticuerpos donador especifico (ADES) de novo fue en el 32% de los casos.

Actualmente existen mudltiples estudios de potenciales biomarcadores para
diagndstico de rechazo, con diferentes perfiles de precision (25,72). En este
estudio demostramos que tanto los niveles urinarios de sICAM y de sVCAM se
encuentra elevados tanto en el grupo de rechazo mediado por anticuerpos
como en el grupo de rechazo total (rechazo mediado por anticuerpos, rechazos
mixtos, rechazo mediado por células T y rechazo crénico mediado por
anticuerpos) comparados con el grupo control (biopsia normal del injerto renal
de pacientes trasplantados y biopsia de donadores renales). Esto concuerda
con lo previamente informado por Betchel y colaboradores (86), donde
encontraron una concentracion urinaria de sICAM de 7.1+ 0.72 ng/dL en el
grupo de rechazo agudo resistente esteroide (en la actualidad probablemente
este tipo corresponderia a rechazo mediado por anticuerpos) comparado con
2.4+0.3 ng/dL en el grupo control y 3.1+0.77 ng/dL en un grupo de rechazo
sensible a esteroides (probablemente corresponderia a un rechazo mediado
por células T). A diferencia del estudio de Betchel y cols. las unidades de
medicion fueron distintas en nuestro estudio, los niveles urinarios de sICAM y
de sVCAM fueron normalizados por creatinina urinaria, pg/mg y ng/mg
respectivamente, para evitar errores por concentracion en la muestra de orina.

En nuestro estudio no se encontro diferencia en la medicion urinaria de
sC5bC9 entre los grupos de rechazo y el grupo de biopsia normal en los
pacientes trasplantados, lo mismo se reporté por Betchel y cols. Fuera del
estudio previamente citado no se encontr6 otro mas referente a medicién de
sC5bC9 en orina en pacientes trasplantados, a excepcion de lo reportado de
Gou y cols (90) en pacientes pero con vasculitis asociada a ANCA, donde los
grupos con vasculitis activa y en remisidon tuvieron niveles mas elevados en
orina de sC5bC9 comparada con controles. Nosotros utilizamos los mismos kits

comerciales de ELISA (Quidel Corporation, San Diego, CA) de la molécula
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sC5bC9 usados por Gou y cols, la Unica diferencia fue que la recoleccion de la
muestra de orina se almaceno inmediatamente en un tubo con EDTA, el cual
se ha descrito previamente como un método apropiado para inhibir la sobre
activacion de la via final del complemento debido a la ausencia de proteinas
inhibitorias en la orina y de esta manera evitar falsas lecturas elevadas de la
molécula en orina (87); sin embargo, esta puede ser la razén de por que en
nuestro estudio encontramos niveles tan bajos de la molécula sC5bC9 urinaria
y que en muchos casos incluso no fue posible detectar la concentracion de la
molécula en el grupo de rechazo total, rechazo mediado por anticuerpos ni en
el grupo con biopsia normal; sin embargo, la concentracion urinaria en el grupo
de donares renales, que se corrid posteriormente, si se logré encontrar
concentraciones mas elevadas de sC5bC9, incluso mas elevada que en los
grupos con rechazo y con glomerulopatias. Esto nos lleva a concluir que
probablemente se tratd de una falla técnica en la manipulacion y/o
procesamiento de las muestras. Esto es importante por que en la practica
clinica rutinaria tendria una amplia variabilidad en los resultados con una
dependencia muy grande del operador de las muestras. Lamentablemente los
recursos asignados al protocolo de estudio fueron limitados y debido al alto
costo de los kits de ELISA, fue imposible procesar de nueva cuenta la molécula
sC5bC9.

En el estudio de Reinhold y cols (88) se realizé medicibn sVCAM urinario en
pacientes trasplantados divididos en tres grupos, grupo A, 8 pacientes con
rechazo mediado por células T (RMCT) en biopsia de protocolo a los 14 dias,
grupo B, 9 pacientes sin RMCT en la biopsia de protocolo a los 14 dias pero
con desarrollo de RMCT en la biopsia de control a los 2-3 meses post
trasplante renal y grupo C, 18 pacientes como grupo control, en los cuales no
se identifico datos de RMCT ni en la biopsia renal de protocolo a los 14 dias del
trasplante ni a los 2-3 meses. Los niveles urinarios de sVCAM fueron
significativamente mas altos en el grupo de RMCT (grupo A) versus el grupo
control (grupo C) en la biopsia renal de los 14 dias, con p<0.001. Asi también
los niveles en orina de sVCAM medidos a los 14 dias, fueron mas elevados en
el grupo B comparado contra el grupo C (grupo control), con p=0.002, como

predictor de rechazo agudo a los 2-3 meses; sin embargo, no especifican
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medianas ni rangos intercuartilicos de ninguno de los grupos. Estos hallazgos
también son congruentes con nuestros resultados, donde encontramos mayor
elevacion de sVCAM en el grupo de RMCT (8.60 ng/mg, IQR 2.44-14.56)
comparado con el grupo de trasplantados renales con biopsia normal (mediana
de 0.87 ng/mg, IQR 0.37 -2.16) y en los donadores renales (mediana de 0.73,
IQR, 0.28-4.84). En nuestro estudio no se analizé el rendimiento diagnostico
para RMCT posterior al trasplante (en este grupo se tenia solo 4 pacientes), el
objetivo principal fue evaluar el rendimiento diagnéstico para rechazo total y
rechazo mediado por anticuerpos. Asumimos que también en la fisiopatologia
del rechazo mediado por anticuerpos se aumenta la expresion de sVCAM para
facilitar la migracion celular como ya expuso previamente. El rendimiento
diagnostico de la molécula sVCAM fue la mejor dentro de las 3 moléculas
evaluadas con AUC de 0.69 y 0.72 con valor de corte de 3.21 y 3.66 ng/mg
para diagnostico de rechazo total y rechazo mediado por anticuerpos. Aun asi
comparando con Reinhold y cols donde se analizé el rendimiento diagnostico
de sVCAM para RMCT, esta molécula obtuvo en el analisis de la curva ROC un
area bajo la curva (AUC) de 0.88 con valor de corte de sVCAM urinario de 0.32
ng/ml tuvo sensibilidad del 88%, especificad del 94% y VPP del 88% para
diagndstico de RMCT en los pacientes del grupo A las 2 semanas posterior del
trasplante. Para los pacientes del grupo B para el diagndstico de RMCT 2 a 3
meses posterior del trasplante el AUC fue de 0.74, con valor de corte de 0.24
ng/mL tuvo sensibilidad de 33%, especificidad de 94% y valor predictivo
positivo de 75%, lo cual apoya la probable utilidad de esta molécula como
potencial biomarcador en el diagndstico de rechazo mediado por anticuerpos y
por células. Sin embargo, el estudio tiene la limitante de un numero pequefio de
pacientes (solo 8 en el grupo Ay 9 en el grupo B) por lo que es muy dificil
concluir en la funcionalidad de la molécula.

Si bien el rendimiento diagnostico para rechazo mediado por anticuerpos
encontrado en el presente estudio es moderado, con un area bajo la curva para
sVCAM y sICAM de 0.70 con sensibilidad de 72.2% para ambas moléculas y
valores predictivos negativos de 86.1% y 86.3% respectivamente, es muy
parecido a lo ya descrito para otras moléculas urinarias utilizadas en el

diagnostico de rechazo mediado por anticuerpos, como lo mostrado por
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Mertens y cols recientemente (94), donde evaluaron un perfil de 10 diferentes
proteinas urinarias asociadas a su aumento de expresién génica en eventos
inflamatorios como un rechazo mediado por anticuerpos (A1BG,AFM,
SERPINAAL1,SERPINACN1, etc). En la cohorte de validaciéon obtuvieron un
rendimiento diagndstico con area bajo la curva (AUC) de 0.88, sensibilidad de
95%, especificidad de 76%, valor predictivo positivo del 33% y valor predictivo
negativo del 99%.

Una ventaja adicional en el presente estudio fue que también se analiz6 el
rendimiento diagndstico de las moléculas agrupando todos los tipos de rechazo
en un grupo llamado rechazo total y se comparo contra el resto de las
glomerulopatias inflamatorias sin rechazo. En este andlisis se encontré también
un adecuado rendimiento para la molécula sVCAM con AUC de 0.73,
sensibilidad de 77.5%, y valor predictivo negativo del 83.6% y un poco mas
modesto para sSICAM con AUC de 0.67, sensibilidad de 69.4%, y valor
predictivo negativo del 77.9%. Estos resultados también correlacionan con lo
previamente publicado por Bloom y cols (94), donde se midi6 DNA libre celular
del donador (dd-cfDNA) en el suero de pacientes con episodios con rechazo. El
rendimiento diagnostico con un punto de corte de 1% de dd-cfDNA fue de un
AUC de 0.74, sensibilidad de 85%, especificidad de 59%, valor predictivo
positivo de 84% y valor predictivo negativo de 60%, muy parecido la precision
diagndstica obtenida en nuestro estudio. En este mismo estudio se evalué el
dd-cfDNA para distinguir entre rechazo mediado por anticuerpos con el mismo
punto de corte, obteniendo una AUC de 0.87, sensibilidad de 83%, valor
predictivo positivo del 96% y valor predictivo negativo del 44%, que contrasta
los resultados de nuestro estudio donde nuestro valor predictivo negativo es
mas alto (VPN de sVCAM de 86.1% y VPN de sICAM de 86.3%) y nuestro
valor predictivo positivo mas bajo (VPP de sVCAM de 37.1% y VPN de sICAM
de 38.8%), lo que demuestra que tanto sVCAM y sICAM pudieran tener un
papel mas importante al estar ausentes mas que cuando estén presentes al
momento del diagnéstico de un episodio de rechazo. Esto es muy util en el
momento de decidir cuando realizar una biopsia del injerto por sospecha de

rechazo y el paciente tiene contraindicaciones para la misma, un valor negativo
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del biomarcador podria indicarnos que es poco probable que este cursando con
un episodio de rechazo.

Una fortaleza del estudio fue que en todos los pacientes se obtuvo la
informacion del puntaje de Banff 2017. Con esta informacion se calculd un
indice de actividad con cada una de las variables de la inflamacion de la
microvasculatura y se realiz6 un andlisis de correlacion y de regresion lineal
con los niveles de concentracién urinaria con cada una de las moléculas de
adhesion celular y la molécula sC5bC9 del complemento. Tanto para SICAM y
sVCAM se encontrd una correlacion moderada con significancia estadistica, lo
gue apoya nuestra hipétesis de que estas moléculas se elevan mas entre
mayor es la inflamacion de la microvasculatura, como lo es en el caso de un
episodio de rechazo y particularmente en un episodio de rechazo mediado por
anticuerpos. Existen mudltiples estudios de correlacion entre moléculas y su
asociacion con fibrosis, atrofia tubular y pronostico a largo plazo en pacientes
con rechazo (96). Hasta nuestro conocimiento este es el primer estudio donde
se correlaciona los niveles de concentracion urinaria (sICAM, sVCAM vy
sC5bC9) y el indice de actividad en la biopsia del injerto.

Otra fortaleza del estudio es que la evaluacion del rendimiento diagnostico de
cada una de las moléculas se llevo acabo contra grupos de patologias con un
componente inflamatorio muy importante, como lo es por ejemplo en el grupo
de glomerulopatias, el paciente que mayor concentracion del biomarcador
SICAM (17,433 pg/mg) fue con el diagndstico histologico de nefritis IUpica, el
cual se sabe que tiene un componente inflamatorio muy importante. Esta
patologia se conoce por elevacion muy importante de otros biomarcadores
urinarios (moléculas del complemento) como son C1qg, MLB, C3a, Bb, s C5bC9
y mas recientemente descrita la molécula sCD163 de los macrofagos M2
(89,96). Esto permite retar de manera muy consistente a los biomarcadores, y a
diferencia de otros estudios previamente citados (95), donde la comparacion
solo es contra un grupo sin rechazo sin incluir glomerulopatias, lo que baja el
rendimiento diagnostico de las moléculas en mundo real, debido a que las
glomerulopatias son una causa muy importante de elevacion de moléculas

inflamatorias, como se observa en la tabla 12 donde muestran los 10
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diagnésticos histolégicos con mayor concentracion de cada una de las

moléculas estudiadas.

sVCAM . . sC5bC9
ng/mg Diagnostico ng/mg
NLES R.Mixto RMA
AL RMA RMA
NTI RMA RMA
G1 RMA RMA
RMA NLES Donador
NIigA RMA RMA
Donador NIigA RMA
RMA RMA Donador
Amiloidosis Donador Donador
RMA NTI NTI
Tabla 12. Ranking de diagnosticos histolégicos de concentracion urinaria de las moléculas sICAM,

Ranking Diagnostico Diagnoéstico

1
2
]
4
5
6
7
8
9

—y
(=]

sVCAM y sC5bC9 en orina. NLES, nefritis lUpica; AL, alteraciones limitrofes; NTI, nefritis tlbulo intersticial;

G1, glomerulitis grado 1; RMA rechazo mediado por anticuerpos; NIgA, nefropatia por IgA.

En el presente estudio no se puede analizar de manera confiable la utilidad de
las moléculas para distinguir entre otros grupos de rechazo, por ejemplo,
rechazo mediados por células T, debido a la n tan pequefia, solo 4/122
pacientes (3.2%). Como era de esperar y con la inmunosupresion actual, cada

vez es mas raro encontrar rechazos mediados por células T (98).
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LIMITACIONES Y/O NUEVAS PERSPECTIVAS DE
INVESTIGACION

Fortalezas

e Poblacién cautiva del servicio de trasplante del Instituto
e Diagndstico por biopsia renal de todos los rechazos
e Comparacién contra multiples patologias inflamatorias

Limitaciones
e Poblacion pequeia en los grupos de rechazo mediado por células T,
rechazo cronico mediado por anticuerpos y rechazo mixto que no

permiten comparacion entre ellos ni sacar conclusiones

e Estudio trasversal, no contamos aun con seguimiento longitudinal para
observar si se modifican las concentraciones de los marcadores en orina

con el tratamiento de los episodios de rechazo
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CONCLUSIONES

Los pacientes con rechazo del injerto (incluyendo rechazo mediado por
anticuerpos) tienen niveles elevados sICAM y sVCAM en orina; sin embargo,
ambas moléculas tienen un rendimiento diagnostico moderado.

En el presente estudio no se encontré utilidad de molécula sC5bC9 en orina

para diagndstico de rechazo en los pacientes con trasplante renal.
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ANEXO
Andlisis Estadistico. Variables
Definicién

Molécula de adhesién celular implicada en la activacidn,
rodamiento y migracién de leucocitos y monocitos a nivel
vascular en un proceso inflamatorio que se puede encontrar
en orina
Medicién por medio de ELISA en orina

Tipo de variable

Continua expresada

pg/mg

sVCAM

sC5bC9/Cr

Molécula de adhesion celular implicada en la activacion,
rodamiento y migracién de leucocitos y monocitos a nivel
vascular en un proceso inflamatorio que s puede encontrar en
orina
Medicién por medio de ELISA en orina

Via final comin de activacién de cascada de complemento,
que en conjunto forma el complejo ataque membrana que
provoca lisis celular endotelial que s puede encontrar en
orina
Medicién por medio de ELISA en orina

Continua expresada
ng/mg

Continua expresada
ng/mg

Cr urinaria

Compuesto orgénico generado del metabolismo de la creatina,
de fuente de tejido muscular, se produce a una tasa constante,
se filtran libremente por los glomérulos y se excreta a través
de la orina
Medicién en orina

Continua expresada
mg/dL

Rechazo agudo medido por
anticuerpos (RAMA)

Rechazo agudo que requiere para diagndstico evidencia
morfoldgica de dario tisular agudo (glomerulitis, capilaritis),
anticuerpos circulantes especificos del donante y evidencia

inmunolégica de un proceso mediado por anticuerpos (como
la deposicién de C4d en el aloinjerto) defino por consenso de
Banff 2017

Dicotémica
1)Si
2)No

Tabla 12. Definicién de las variables y su método de medicion.
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