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Tabla 1

Caracteristicas clinicas y demogréficas de los pacientes.

Variable Trasplante ERC estadio Estandarizacion P

renal V de NKF (Sujetos sanos)
(HD)

n=7 n=3 n=4

Edad (afios)* 51.57 70.67 + 43.75 £ 13.301 0.046ll
13.72 5774

Sexo**

Hombre 4 (57.1%) 1 (33.3%) 4 (100.0%) 0.285%
Mujer 3 (42.9%) 2 (66.7%) 0 (0.0%)

Leucocitos 10%/ul * 5.88 + 452 +0.604 6.37 £2.267 0.246l
0.925

Neutréfilos 103/ul *  3.77 279+0.812 3.65+1.684 0.4541l
0.803

Linfocitos 103/ul *  1.31 + 0.95+0.273 2.07 +0.884 0.049Il
0.368

Monocitos 10%/ul * 0.60 + 0.36 £ 0.075 0.49£0.137 0.016l
0.086

Eésinofilos 10%/ul * 0.13 + 0.37£0.304 0.11 £0.067 0.079ll
0.087

Basofilos 10%/ul*  0.04 + 0.03+£0.023 0.03+£0.000 0.6641l
0.016

Células 578690.43 439874.00 £+ 559288.00 + 0.895Il

mononucleares *  * 194602.497 737254.366
241766.008

CD3+* 374050.57 245300.67 + 355116.50 + 0.795Il
* 87946.331 468744.646
167494.875

CD4+ * 176141.86 149100.00 + 238451.50 + 0.815ll
+ 39891.895 319959.616
131711.026

FOXP3+ * 770229+ 5041.33 % 6697.75 + 0.868ll
6921.263 903.106 9797.087



ICOS (CD 278) * 13498.43 + 11332.33+  18198.00 + 0.781ll

5922.645 5337.146 23995.346

CTLA-4 (CD 152) 9928.43+ 9933.33 % 3768.75 + 0.153ll
*

4710.073 7286.205 2989.106

* Se expresa en media y desviacidén estandar, ** Se expresa en
mediana y rango intercuartilico. DVR: donador vivo relacionado,
DVNR: donador vivo no relacionado, DC: donador cadaverico, ND:
nefropatia diabética, PQ: poliquistosis renal, EHE: enfermedad
hipertensiva del embarazo, PR: posrenal, NTI: nefropatia tubulo
intersticial.

Il Prueba de Kruskal Wallis, £ Prueba de Chi cuadrada.

Tabla 1
b) ABREVIATURAS
- CMHe-Il. Complejo Mayor de Histocompatilibidad tipo Il
- ERC. Enfermedad Renal Crénica
- ERCT. Enfermedad Renal Crénica Terminal
- HD. Hemodialisis
- NKF. National Kidney Fundation
- TFG. Tasa de Filtrado Glomerular
- TR Trasplante Renal
- TSFR. Tratamiento Sustitutivo de la Funcion Renal
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DEFINICION DEL PROBLEMA

a) Introduccién

La pandemia de las enfermedades cronico degenerativas se encuentra cada afio en mayor
auge, podemos encontrar cada dia nueva informacion de éstas enfermedades, entre ellas
una de las que mas destaca es la enfermedad renal crénica (ERC), tanto por el nimero de
pacientes afectados, que en su mayoria es secundario a otras enfermedades cronico
degenerativas, como por su costo; especialmente tomando en cuenta la enfermedad renal

cronica terminal (ERCT), que el estadio mas avanzado.

A nivel global no se cuenta con datos epidemiolégicos exactos y actuales, especialmente
en paises en vias de desarrollo como el nuestro, ésto debido al gran niUmero de pacientes,
las carencias de los diversos sistemas de salud y su forma de recopilar informacién; lo cual
hacen dificil obtener un registro. Sin embargo, el conocimiento actual indica una meseta en
la incidencia y aumento en la prevalencia, dado posiblemente por las nuevas terapias que

han logrado una mayor sobrevida de los pacientes con ERC (1).

En México no contamos con un sistema preciso de epidemiologia que nos de respuesta
exacta de la situacion de dicha patologia, sin embargo, acorde a estimaciones en 2017
contdbamos con una prevalencia de ERC de 14 556 534 habitantes con una mortalidad en

el mismo afio de 65 033 habitantes(2).

La importancia del nimero de habitantes afectados radica en la historia natural de la
enfermedad, la cual conduce a un deterioro progresivo de la funcién renal y culmina en
muerte o estrategias de reemplazo de la funcién renal, como son didlisis peritoneal,

hemodidlisis y trasplante renal (TR).

En cuanto a la eleccién de la estrategia de sustitucion de la funcién renal, hoy en dia se
considera que el TR es la mejor (3), ya que entre las previamente mencionadas la Unica
gue ha logrado evitar la uremia es el TR, asi mismo mejora la calidad de vida y la sobrevida
de los pacientes comparado con las terapias de sustitucién de la funcién renal. Sin embargo,
representa un problema la falta de donaciones, infraestructura, los criterios de seleccion y
los elevados costos iniciales. Sanchez y cols. publican la informacién mas reciente a nivel

nacional con la que contamos respecto a los costos de las diversas terapias en nuestro pais
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(4), tras lo cual podemos concluir que el TR pese a sus limitaciones sigue siendo la

estrategia mas rentable.

Habiendo dejado en claro la mejor estrategia, debemos tener en cuenta diversas

oportunidades de investigacion en cuanto a trasplante.

La mejora en la supervivencia de los pacientes trasplantados es la meta terapéutica
principal. Actualmente la supervivencia a 10 afios del paciente postrasplantado es de 66.9%
(5); en nuestro pais hasta el momento en que se escribe éste manuscrito no hay un registro

de la mortalidad o perdidas del injerto.

b) Problematica abordada vy justificaciones

El rechazo del injerto es a nivel mundial la principal causa de disfuncion del mismo, siendo
éste catastréfico ya que el paciente ameritara regresar a terapias de sustitucion, ingresar
nuevamente al programa de trasplante y esperar en la larga lista de receptores; y a su ves
ya que el rechazo humoral es de éstos la causa niumero uno, parece légico desarrollar

medidas que ayuden a combatir éste blanco.

La respuesta inmunoldgica esta mediada por fenotipos de co-estimulacién y co-inhibicion
en las células T reguladoras, dichos inmunofenotipos en el paciente en tratamiento con
hemodialisis y en pacientes con trasplante renal, no han sido estudiados, la induccién
depletora o no depletora por farmacos al momento del trasplante modifica la respuesta
inmunoldgica del paciente, por lo que el conocimiento de los inmunofenotipos de vias de
co-sefializacion es importante ya que se podra elegir el tratamiento mas adecuado tras

individualizar al paciente.

c) Finalidades generales del trabajo
Con el siguiente trabajo conoceremos mediante la citometria de flujo los niveles de células

T CD4+ asi como sus vias de co-sefalizacion en pacientes con trasplante renal sin rechazo,

asi como en pacientes con ERC estadio V, para establecer un analisis de correlaciéon; y de
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ésta forma tratar de establecer un valor estandar en el grupo de pacientes antes

mencionados, los cuales tienen la particularidad de ser latinos.
La variable a estudiar sera el nimero de linfocitos T reguladores y las vias de co-

sefalizacion, tras la medicién se realizara un andlisis para correlacionar ésto con las

variables independientes, con esto estableceremos la correlacion con dichas variables.
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MARCO TEORICO-REFERENCIAL

Como se evidencio en los antecedentes la ERCT es un gran problema de salud publica que
debido al aumento en la prevalencia de diabetes e hipertension, la ERC se proyecta para

convertirse en uno de los problemas de salud mas importantes del siglo XXI.

El tratamiento ideal de la ERCT es el TR, ya que es la GUnica medida terapéutica definitiva
para el manejo de la ERCT que ha mostrado disminuir la mortalidad; debido a la poca
disponibilidad de éste tratamiento y el alto costo de éste manejo se han realizado estudios
para mejorar y prevenir las fallas a dicha terapedutica; sin embargo aun en paises
primermundistas es un problema debido a la dificultad para conseguir un injerto, ademas
del costo inicial, el problema para el seguimiento, ya que éste tratamiento amerita un amplio
grupo de especialistas, usualmente en centros de tercer nivel de atencion, lo cual en paises

tercermundistas como el nuestro suma otro problema a éste tratamiento.

Las causas mas frecuentes de falla en el TR son los problemas vasculares relacionados al
evento postquirdrgicos y los problemas inmunoldgicos caracterizados por el rechazo del TR
(6). No esta demas resaltar lo catastréfico que resulta la perdida de un tratamiento tan
valioso; secundario a esto resulta un area de extremo interés el estudio de dichas causas y
sobre todo la forma de prevenirlas. En lo que compete al area clinica de la medicina el
rechazo del injerto renal es el de mayor interés ya que diversas investigaciones se han

centrado en encontrar factores de riesgo para el desarrollo de ésta patologia.

Los pacientes con ERC presentan “per se” alteracién en el sistema inmune debido a la
uremia que ocasiona la enfermedad, Xiang Fang y colaboradores realizaron una
correlacion, donde encontré mayor disminucion de linfocitos a mayor deterioro de la TFG
(7). Las terapias sustitutivas de reemplazo renal en sus modalidades de hemodialisis y
didlisis peritoneal han demostrado disminucién en el conteo de linfocitos totales (8,9); entre
éstas alternativas de sustitucion de la funcién renal los estudios han reportado mayores
niveles de linfocitos T reguladores cuando se compara dialisis peritoneal vs hemodidlisis
(10). Los pacientes con TR debido al uso de farmacos inmunosupresores también

presentan disminucion en el nimero total de linfocitos (11).
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Existen diversos mecanismos para la perdida de funcidon en el injerto dentro de los cuales
el inmunoldgico figura como uno de los mas importantes (12), por lo tanto la importancia
sobre el desarrollo de nuevas herramientas que permitan predecir el desarrollo de rechazo

es vital y se encuentra en marcha (13).

Actualmente se sospecha afeccién en el injerto si el paciente presenta alteraciones clinicas,
como disminucion en los volumenes urinarios o uremia, o alteracion en los parametros de
laboratorio, como elevacion de la creatinina, microalbuminuria, y se confirma después con

el método biopsia del injerto, el cual es el método “gold standard” diagndstico (14,15).

Los linfocitos T son considerados la célula de mayor importancia en el TR ya que se
encargan de mediar la inmunidad tras su activacion por el CMH-II, asi se encargan de

conducir la destruccién de las células del injerto (16).

Conforme ha avanzado el conocimiento acerca de los diferentes inmunofenotipos de los
linfocitos T se ha logrado entender la importancia en las distintas partes de la cadena
inmune, dando paso a la terapia dirigida, la cual es de suma importancia en pacientes con
TR.

La accion de los linfocitos T CD4+ en el sistema inmune se encuentra bastamente
estudiada, a pesar de que no se ha logrado desenrollar cada uno de los mecanismos de los
distintos inmunofenotipos mediante los cuales éstos ejercen su accion, ya que los diversos
inmunofenotipos presentan desde pequefias a grandes diferencias en su actuar inmune
7).

Los pacientes con ERCT, sobre todos aquellos en TSFR, se han clasificado como
inmunodeprimidos por estudios como el de Morra y colaboradores (18), publicado en 1990
donde se describe como en los pacientes uremicos cronicos en hemodialisis se inhibe la
estimulacioén en la produccion de linfocitos, por lo cual tras la medicién de linfocitos T se
concluy6 que existe una diferencia en el numero de linfocitos T CD4+ y T CD8+ circulantes;
dando razén al conocimiento sobre la inmunosupresion de los enfermos renales con uremia.
Lisowska y colaboradores observaron que la medicion de inmunofenotipos de linfocitos T

CD4+ y la via de co-estimulacién CD28 en pacientes con hemodidlisis tras ser sometidos a
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ésta terapia comparados con pacientes sanos y pacientes en dialisis peritoneal se mostré

disminuida (8).

En el rechazo en agudo esta demostrado que los linfocitos T CD4+ son aquellos que ejercen
mayormente la regulacion del mismo (16,19). Dentro de la familia de linfocitos, los T
reguladores son de especial interés, ya que son los encargados de mediar la inmunidad
actuando en procesos infecciosos, inflamatorios, autoinmunes y respuestas autoinmunes
tras trasplantes (20,21), un mayor niumero de éstos se asocia a mayor tolerancia del
aloinjerto, asi como proteccion auntoinmune, esto probablemente mediante la modulacion

negativa de las citocinas proinflamatorias producidas por otras células T (11,22—-24).

La importancia en las vias de co-sefializacion es la estimulacién asi como la inhibicién de
los linfocitos T (25); en los linfocitos T CD4+ reguladores la via de co-estimulacion que hasta
el momento se considera la mas importante es dada por CD28/B7, la activacion de ésta via
mediante los ligandoos B7.1y B7.2, expresados en las células presentadoras de antigenos,
disminuyen el umbral de los receptores de células T, promoviendo de ésta manera la
proliferacién de células T reguladoras activacion de citocinas (entre ellas 1-10, IL-35, TGF
B-1, etc.) y diferenciacion, ésto junto con otras moléculas co-estimuladoras como ICOS, la
cual solo actua en la proliferacion y mantenimiento, mas no en la estimulacién generadora
(25,26). Por otra parte la molécula de co-inhibicion CTLA4 se une con mayor afinidad a los
lighndos de CD28/B7 inhibiendo la actividad de CD28 antagonizando de ésta forma su
papel, convirtiendose en una de las principales moléculas co-inhibidoras (16,25,27). Es
también importante hacer notar que las moléculas co-sefializadoras pueden actuar de forma
bidireccional (estimulando cierta poblacién de linfocitos e inhibiendo otra) dependiento del
tipo de los diferentes imunofenotipos de linfocitos T; como es el caso de la via de co-
sefalizacién PD-1, la cual en linfocitos T reguladores es co-estimuladora promoviendo la
proliferacién, supervivenci y mantenimiento; sin embargo en linfocitos T convencionales

actlia como molécula co-inhibitoria (25).

Mostafa y colaboradores desmostraron en su estudio que existe una disminucién de los
linfocitos T reguladores entre los grupos de pacientes sanos, pacientes con ERCT,
pacientes con trasplante menor a un afio, pacientes con trasplante mayor a un afo y
pacientes con rechazo agudo (demostrado por biopsia) tratado con esteroides (28), Valloton

y colaboradores en su estudio en el cual incluyeron 90 pacientes postrasplantados renales
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(manejados con diferentes esquemas de inmunosupresién) vs 73 controles sanos,
encontraron que los pacientes postrasplantados presentaron menores cargas de linfocitos
T reguladores comparados con un grupo control de personas sanas (74.05% + 2.01% y
49.23% + 2.06%; P < 0.001) respectivamente (29).

Existe un vacio en el conocimiento acerca de los inmunofenotipos de las vias de co-
sefalizacion, el de linfocitos T CD4+ reguladores y su valor en la monitorizacion de la
respuesta inmune en pacientes sanos, enfermos renales crénicos con uremia y pacientes
trasplantados (11). Es importante tener un valor basal estandarizado ya que la diferencia
en éstos grupos daria oportunidad para investigar si el tener valores fuera de los rangos
otorga riesgo 6 beneficio ante las diversas patologias; asi mismo otorgara mejor evidencia
para el inicio de terapias dirigidas a estimular linfocitos T reguladores en pacientes con

ERCT previo al trasplante (30).
Esta falta en el conocimiento da pauta a la teoria de que en pacientes postrasplantados

seria relevante si previo al trasplante renal un valor fuera del rango de normalidad puede

ser factor de riesgo para desarrollar rechazo o asi mismo un factor protector.
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JUSTIFICACION

Existe un vacio en el conocimiento acerca de cual es el valor “normal” de linfocitos T CD4+
y sus diferentes inmunofenotipos en pacientes sanos, enfermos renales crénicos con
uremia y pacientes trasplantados. Es importante tener un valor basal estandarizado ya que
la diferencia en éstos grupos daria oportunidad para investigar si el tener alteraciones en

dichos valores otorga riesgo 6 beneficio ante los diferentes tratamientos.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que los valores de T CD4+ disminuyen en pacientes con uremia, hemodidlisis, asi
como en pacientes con inmunosupresion, sin embargo, no se ha establecido un valor
estandar de linfocitos T CD4+ en pacientes con enfermedad renal crénica terminal y

pacientes con trasplante renal sin rechazo.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cudl correlacion de inmunofenotipos de vias de co-estimulacién en la célula T CD4+ de
sangre periférica, medidos por citometria de flujo en pacientes con enfermedad renal

cronica en estadio 5 de la NKF y pacientes de trasplante renal sin rechazo?

HIPOTESIS

Hipdtesis alterna: En pacientes con ERC EV de NKF, y pacientes postrasplantados renal
sin rechazo, existe correlacion negativa en la medicién de inmunofenotipos de linfocitos T
CD4+ y vias de co-estimulacion realizado mediante citometria de flujo.

Hipodtesis nula: En pacientes con ERC EV de NKF, y pacientes postrasplantados renal sin
rechazo, NO existe correlacion negativa en la medicion de inmunofenotipos de linfocitos T

CD4+ y vias de co-estimulacion realizado mediante citometria de flujo.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer si existe una correlacion entre la medicion de inmunofenotipos de vias de co-
estimulacion en la célula T CD4+ de sangre periférica de pacientes con enfermedad renal

cronica estadio V de NKF y pacientes postrasplantados renales sin rechazo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener las muestras de sangre periférica de los pacientes con enfermedad renal
cronica estadio V de NKF, asi como la de los pacientes postrasplantados sin
rechazo.

e Realizar la medicién mediante citometria de flujo de las muestras de los pacientes
la cuantificacion de inmunofenotipos de CD4+ y vias de coestimulacion.

¢ Obtener los datos demograficos de los pacientes.

e Realizar el analisis de la medicion de las muestras.

TIPO DE ESTUDIO

Observacional, Descriptivo, Analitico, de corte transversal.
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DISENO

a) Definicion del universo de estudio
Poblacion

Pacientes del Hospital Central Sur de Alta Especialidad de Petréleos Mexicanos

Muestra
Muestreo no probabilistico por conveniencia de pacientes con enfermedad renal crénica

estadio V de la NKF y pacientes postrasplantados renales sin rechazo agudo.

Unidad de analisis

Inmunofenotipos de vias de co-estimulacion en la célula T CD4+ de sangre periférica

b) Criterios de inclusién
e Pacientes con edad mayor a 18 afios.
¢ Paciente con enfermedad renal crénica estadio V de NKF en hemodialisis.
e Pacientes con trasplante renal sin rechazo.
e Pacientes que no se encuentren en tratamientos con farmacos autoinmunes

diferentes a los utilizados convencionalmente para el trasplante renal.

c) Criterios de exclusién
e Pacientes que desean egresar del estudio de forma voluntaria.

e Pacientes que no acudan a la toma voluntaria del estudio.

d) Definicion de variables y cuadro de operacionalizacién de las variables
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Variable Definicidn operacional | Unidad de medida Tipo de variable Prueba

estadistica

Edad Numero de afios Afos Cuantitativa Kruskal
cumplidos discontinua Wallis

Sexo Caracteristica biolégica | Femenino / Masculino Nominal dicotémica Chi
que define a un hombre cuadrada
o6 mujer.

Enfermedad | Afeccion por la que el Presente 6 ausente Nominal dicotomica Chi

autoinmune | sistema inmunitario del cuadrada
cuerpo ataca los tejidos
s5anos propios porque
los confunde con tejidos
ajenos.

Causa de ERC | Motivo por el cual se 0: Nefropatia diabética Nominal Chi
presentd la disminucion | 1: Poliquistosis renal cuadrada
en la funcion renal. 2: Enfermedad hipertensiva

del embarazo

3: Posrenal

4: Nefropatia tubulo

intersticial

5: Probable Alport

6: Sano
Tipo de Tipo de donador y 0: Donador vivo Nominal Chi
injerto relacion con el receptor | renacionado cuadrada

1: Donados cadavérico

2: Donador vivo no

relacionado

3:Sano

Hemodidlisis | Tratamiento sustitutivo | Presente 6 ausente Nominal dicotémica Chi
de la funcion renal cuadrada
mediante hemodidlisis

Leucocitos Valor obtenido del Unidades numéricas Numérica continua Kruskal
numero total de continuas Wallis
leucocitos.

Neutrofilos Valor obtenido del Unidades numéricas Numérica continua Kruskal
numero total de continuas Wallis
neutrdfilos.

Linfocitos Valor obtenido del Unidades numéricas Numérica continua Kruskal
numero total de continuas Wallis
linfocitos.

Monocitos Valor obtenido del Unidades numéricas Numérica continua Kruskal
numero total de continuas Wallis
monocitos.

Eosindfilos Valor obtenido del Unidades numéricas Numeérica continua Kruskal
numero total de continuas Wallis

eosindfilos.
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Basofilos Valor obtenido del Unidades numéricas Numeérica continua Kruskal
numero total de continuas Wallis
basdfilos.

Proporcion Valor obtenido del Unidades numéricas Numérica continua Kruskal

de CD3+, numero de total de continuas Wallis

CD4+ células CD3+, CD4+,

FOXP3+ FOXP3+

Proporcion Valor obtenido del Unidades numéricas Numeérica continua Kruskal

de CD3+, numero de total de continuas Wallis

CD4+ células CD3+, CD4+,

FOXP3+ICOS | FOXP3+ ICOS +

+

Proporcion Valor obtenido del Unidades numéricas Numérica continua Kruskal

de CD3+ numero de total células | continuas Wallis

CD4+ CD3+ CD4+ FOXP3+

FOXP3+ CTLA4+

CTLA4+ (CD

278)

RECURSOS Y LOGISTICA (CALENDARIO Y COSTOS)

ACTIVIDAD

1 2

Revisioén bibliografica

Redaccion de protocolo de investigacion

Presentacion a comité

3

4

5 6 7 8

Realizacién de base de datos

9

Mes Calendario Programado ANO 2022
1
0

1
1

1
2

Analisis de resultados

CONSIDERACIONES ETICAS

En apego a las normas éticas de la declaracion de Helsinki y al articulo 17 del Reglamento

de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, la participaciéon de

los pacientes en este estudio conlleva un tipo de riesgo: minimo.

La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente,

serd mantenida con estricta confidencialidad por el Investigador principal, Dr Marco Antonio

Carmona Escamilla en la PC del servicio de Nefrologia asi como en la PC del Dr. Pedro
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Zarate Rodriguez, Jefe del Laboratorio clinico, utilizando la base de datos elaborada en
programa Excel. La informacion del resultado de la muestra para identificar los
inmunofenotipos de Linfocitos T reguladores, Linfocitos T de coestimulacion y Linfocitos B
reguladores quedaran incluidos en una carpeta electronica dentro del software Diva de la
computadora/estacion de trabajo del Citdmetro de Flujo FACS Canto Il que se encuentra
en el laboratorio clinico del Hospital Central Sur. Una vez analizados los archivos
terminacion .fcs, en el software Infinicyt versiéon 2.0, quedaran guardados como archivos
con la terminacion .cyt. Seran guardados en carpetas electronicas especificas identificadas
con el nombre completo y ficha institucional de cada paciente. Las Unicas personas que
tendran acceso a esta informacion son los médicos mencionados anteriormente. El tiempo
de resguardo de la informacion es indefinido y esta formara parte de su expediente de
estudios de laboratorio, después de presentar los resultados del presente proyecto en la
publicacion en revista médica indexada, que se debera generar al respecto. A cada
paciente, también se le podran informar sus resultados si asi lo desean, manifestando dicha

peticion a su médico tratante del servicio de Nefrologia.
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RESULTADOS
Realizamos el analisis de los archivos obtenidos del citometro de flujo (inmunofenotipos de
células T e inmunofenotipos de co-estimulacién) mediante el software FlowJo versién 10.8.1

para sistema Mac OS X.

Tras abrir el archivo codificado de cada paciente, primero se analizé el archivo de células
T, se realiz6 la seleccion de las células segun su tamafio mediante FSC-A y la complejidad
mediante SSC-A en la region de mayor fluorescencia en la biometria hematica (Fig. 1),
mediante el tamafio estimado se seleccionaron las células mononucleares; una vez
obtenida la seleccion se aisl6 y se procedio a identificar los inmunofenotipos, en el eje de
las Y se realizo la seleccion en el programa de las células CD3+, posteriormente en el eje
de las X se realiz6 la seleccion de las células CD4+, tras los cual mediante el programa
realizamos el “gathering”, seleccionandose en el area de mayor fluorescencia las células
CD3+CD4+ (Fig. 2).

Al contar con identificacion de las células CD3+CD4+ se procedié a la seleccion en el eje
de las Y de FOXP3+, tras lo cual se identificaron las células T reguladoras en nimeros
totales (CD3+CD4+FOXP3+) (Fig. 3).

Posterior a ello analizamos las células de co-estimulacion, se realiz6 la seleccién de las
células segun su tamafio mediante FSC-A y la complejidad mediante SSC-A en la regién
de mayor fluorescencia en la biometria hematica al igual que en el primer analisis, mediante
el tamafio estimado se seleccionaron las células mononucleares; una vez obtenida la
seleccion se realizé el “gathering” y se procedi6 a identificar los inmunofenotipos, en el eje
de las Y se realiz6 la seleccion en el programa de las células CD4+, se hizo el “gathering”
las células CD4+, posteriormente se procedid a en el eje de las X seleccionar las células
positivas a CD 152 (CTLA-4) y en una segunda seleccion sobre el mismo eje se

seleccionaron las células positivas a CD 278 (ICOS).

Se realiz6 el método previamente comentado con las muestras de cada paciente,

incluyendo en las figaras una imagen significativa de un experimento al azar.

Tras realizar la bibliografia y determinar la reelevancia y reproductibilidad del estudio, se

estima la proporcion del tamafio de muestra en base a una poblacién infinita para variables
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e ZP)DEJJ
no paramétricas independientes con la siguiente formula, [ S

, se utilizé el estudio
de Mostafa y colaboradores como precedente; para obtener la diferencia de medias se
calculé una muestra total de 12 pacientes, sin embargo el nimero total de pacientes
obtenidos en ambos grupos fue 10 y 4 sujetos para el grupo de estandarizacion (pacientes
sanos). Tras el reclutamiento se conté con un total de 14 pacientes, 7 pacientes con
trasplante renal, 3 pacientes de ERC estadio V de la NKF y 4 sujetos en el grupo de

estandarizacion.

Se analizaron los resultados con la prueba de Kruskal Walis para mas de 2 variables
independientes, de muestras no paramétricas, comparando el grupo de pacientes con
trasplante renal sin rechazo, el grupo de pacientes con enfermedad renal crénica estadio V
de NKF en hemodidlisis y el grupo de estandarizacion. Posterior a ello para analizar la
correlacion utilizamos el método de correlacion de Spearman para variables independientes

de muestras no paramétricas.

Al analizar las células de los grupos con inmunofenotipo de célula T cooperadora
(CD3+CD4+) y la molécula de FOXP3+ se establecio una P = 0.4487 (Fig. 4), tras realizar

la correlacion se establecio una r = -0.5 (Fig. 5).

Al analizar las células de los grupos con inmunofenotipo de célula T reguladora
(CD3+CD4+FOXP3+) y la molécula de co-estimulacion ICOS (CD 278) se establecié una P
= 0.8591 (Fig.6), tras realizar la correlacion se estableci6 unar = 1.00 (Fig. 7).

Al analizar las células de los grupos con inmunofenotipo de célula T reguladora
(CD3+CD4+FOXP3+) y la molécula de co-inhibicion CTLA-4 (CD 152) se estableci6é una P
= 0.1264 (Fig. 8), al comparar la figura se decidié realizar un analisis agregado por la
diferencia de medias mostrada en el grupo control y grupo trasplante mediante U de Mann
Whitney que establecié una P=0.0364 (Fig. 9), tras realizar la correlacion de los 3 grupos

se establecio una r = -0.5 (Fig. 10).
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DISCUSION

Como hemos observado a lo largo de éste trabajo es mas que clara la reelevancia de la
mediciéon de las vias de co-sefializacion en el linfocito T regulador en los pacientes con
alteraciones renales debido a la inmunosupresion que presentan. Al ser el trasplante renal
la mejor terapia para los pacientes con ERCT y ser éste un tratamiento sumamente valioso,
es claro que se deben obtener herramientas para predecir qué pacientes podrian presentar

rechazo.

Previa a la obtencién de una herramienta tenemos que evaluar el comportamiento de el
objeto a estudiar, en éste estudio a pesar de no lograr el tamafio de muestra requerido
gueda como precedente el comportamiento de las células T reguladoras y su correlacion

negativa en los grupos, tal como se planteo en la hipotesis alterna.

En lo que respecta al comportamiento de las vias de co-sefializacion llama la atencién la
correlacion perfecta de ICOS, por lo que habra que realizar un mayor niumero de estudios
con el nimero adecuado de participantes para observar si se reproduce el efecto; en cuanto
a la via de co-inhibicibn existe una correlacion negativa por lo que habra que dar
seguimiento a éstos pacientes para determinar si desarrollan algun evento de rechazo a

futuro.

CONCLUSIONES

La importancia en la medicion de las vias de co-sefializacion como se han mencionado a lo
largo de éste trabajo es conseguir una nueva forma de predecir qué pacientes presentaran
desenlaces adversos en el trasplante renal, sin embargo éste tipo de estudios adn tiene un

largo camino por recorrer; por lo cual realizamos éste estudio.

A pesar de no haber completado el tamafio de muestra queda como un precedente y podra
continuarse el estudio para estandarizar de forma adecuada los valores “normales” en éstos
grupos de pacientes y de ésta forma valorar con mayor interés a aquellos pacientes que se
encuentren fuera de normalidad para determinar el potencial de éstos valores como

predictores de eventos futuros autoinmunes.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La limitacibn mas evidente en el estudio fue que no se alcanzé el tamafio de muestra
requerido. Por lo tanto el estudio se puede tomar como un precedente, sin embargo el no
cumplir con el tamafio de muestra hace que se deba tomar los resultados con cautela, ya
gue el tomarlos como reproductibles en todas las poblaciones pueda prestarse a presentar

errores en las interpretaciones.

ESTUDIOS POSTERIORES, PROPUESTAS

Se propone realizar el estudio con el tamafio de muestra adecuado, ademas convertirlo en
una cohorte para darle seguimiento a aquellos pacientes que presentaron alteracién en las

vias de co-sefializacién y observar si tiene relacién con algin evento de tipo rechazo.

Pueden realizarse mediciones previo a los trasplantes y dar seguimiento en el tiempo, para
evaluar si existe alguna relacién entre el nUmero de T reguladores y vias de co-sefializacién

previo al trasplante y posterior a éste respecto a los eventos de rechazo.
Realizar medicion de vias de co-sefializacion de linfocitos T reguladores previo a los

distintos tipos de inmunosupresion y evaluar si el nUmero previo tiene diferencia sobre los

desenlaces como rechazo o pérdida del injerto.
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