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RESUMEN

Aunque no es especifica y su elevacion es tardia al evento de lesion, creatinina sérica es
el marcador de lesion renal mas usado. El estandar para el estudio del paciente con
deterioro en la funcidon del injerto continua siendo biopsia renal, sin embargo es un

método invasivo, costoso y relativamente riesgoso.

Las microparticulas son vesiculas de 100 y 1000 nanémetros de didmetro, se generan
durante activacion celular, estrés, envejecimiento o apoptosis y se pueden aislar en
plasma, liquido sinovial y orina. Las microparticulas conservan los receptores de

superficie de la célula que les dio origen, lo que permite identificarlas.

En un estudio local se observo asociacion entre conteo de microparticulas de leucocitos
en suero y actividad de enfermedades inflamatorias autoinmunes. Dado que las células
que participan en dafio al injerto son similares, llevamos a cabo este estudio piloto en el
que medimos microparticulas derivadas de leucocitos y endotelio en sangre y orina de
13 pacientes trasplantados renales. Durante el seguimiento 8 tuvieron eventos de lesion
renal aguda y 5 cursaron libres de eventos de lesion. Observamos que en pacientes sin
eventos de lesion renal con afeccion endotelial como rechazo o NTA, las

microparticulas derivadas de Endotelio CD62e disminuyeron post trasplante.

La etiologia més frecuente de lesion renal fue rechazo, 3 pacientes con rechazo humoral
y 1 celular. En todos ellos se observo elevacion de microparticulas en orina derivadas de
leucocitos. Dos pacientes con rechazo humoral elevaron en suero microparticulas
derivadas de Endotelio CD62e y Linfocitos B CD19, lineas celulares de interés pues
participan directamente en la fisiopatogenia del rechazo. Al agrupar a todos los
pacientes con dafo renal intrinseco por rechazo celular-humoral y NTA observamos en

todos ellos elevacion de microparticulas de leucocitos en orina.

Aunque es necesario realizar un estudio que incluya mas pacientes para poder observar
el comportamiento de microparticulas durante eventos de lesion renal, las observaciones
de este estudio sugieren que el analisis de microparticulas en orina puede convertirse en
un biomarcador valioso para el estudio del paciente trasplantado con deterioro en la

funcién del injerto.
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2. ANTECEDENTES

2.1 GENERALIDADES

La busqueda de marcadores confiables y clinicamente significativos, capaces de
predecir y detectar rechazo del injerto en pacientes trasplantados es motivo de
investigacion reciente. Debido a que el estudio directo del funcionamiento bioldgico de
las células es invasivo, costoso e impractico, los biomarcadores parecen ser una
alternativa confiable para identificar eventos patologicos, evaluar el riesgo de

enfermedad y la respuesta a tratamientos farmacologicos (1).

Las microparticulas son una poblacién heterogénea de vesiculas que miden entre 100 y
1000 nanometros de didmetro, la generacion ocurre durante diferentes procesos
biologicos en los que se incluyen activacion celular, estrés, envejecimiento y apoptosis.
Estas vesiculas pueden ser detectadas en diferentes fluidos corporales incluyendo
plasma, liquido sinovial y orina. Aunque las células que las generan son diversas,
algunas de las mas estudiadas son neutrofilos, células endoteliales, células dendriticas y

plaquetas.

Las microparticulas contienen receptores de superficie, proteinas del citosol, ADN,
mRNA y micro RNA derivados de la célula que les dio origen, lo que permite

identificarlas (ver tabla 1).

Tabla 1: Marcadores de superficie asociados a origen celular

Linfocitos T Anexina V+CD3+

Linfocitos B Anexina V+CD19+
Monocitos Anexina V+CD14+
Plaquetas Anexina V+CD41a+
Endotelio Anexina V+CD62E+CD144+

Recientemente, se ha demostrado que estas microparticulas tienen funciones bioldgicas
y son importantes en la comunicacion intercelular, capaces de transferir moléculas
bioactivas y modular diferentes fenomenos bioldgicos como la respuesta inmune,
proliferacion celular, angiogénesis y coagulacion. Aunque las microparticulas pueden
ser detectadas en poblacion sana, se ha demostrado su incremento en situaciones de

estrés y de inflamacion.
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Las microparticulas endoteliales se desprenden del endotelio durante procesos de
activacion o apoptosis y son consideradas marcadores de disfuncion endotelial. Las
microparticulas derivadas de leucocitos son capaces de inducir in vitro liberacion de
citocinas proinflamatorias con consecuencias funcionales relacionadas con

amplificacion y modulacién de la respuesta inmune (2).

2.2 EL PROCESO DE FORMACION DE MICROPARTICULAS

La activacion celular ocasiona liberaciéon de calcio intracelular desde el reticulo
endoplédsmico, el aumento de calcio en el citosol desencadena la liberacion en el
citoplasma de calpaina, responsable de la disrupcion de los filamentos del citoesqueleto.
Finalmente estos cambios membranales generan la formacion de deformidades en la

membrana celular que culminan en la liberacion de las microparticulas (3-4).

En apoptosis la célula sufre contraccidon, disrupcion del contenido nuclear,
fragmentacion del DNA y liberacion acelerada de microparticulas. La formacion de
microparticulas resulta de la contraccion del citoesqueleto formado por actina-miosina
mediado por caspasa 3. Las caracteristicas de los lipidos y de las proteinas en la
superficie de las microparticulas liberadas tienen relevancia biologica y clinica, por
ejemplo la expresion de fosfatidil serina provee un sitio de fijacion para factores de la

coagulacion, dando lugar a efectos pro coagulantes (5-6).

2.3 MICROPARTICULAS ENDOTELIALES EN ENFERMEDAD
RENAL CRONICA

La activacion del endotelio en el enfermo renal cronico esta mediada por diversos
estimulos patolégicos como: citocinas inflamatorias, factores de crecimiento, agentes
infecciosos, lipoproteinas, estrés oxidativo y toxinas urémicas. Este conjunto de
fendmenos son causales de disfuncion endotelial y liberacion de microparticulas a la

circulacion sistémica.
El estudio de disfuncién endotelial en el enfermo renal cronico es muy importante pues

es causal de ateroesclerosis acelerada y enfermedad cardiovascular, principal factor de

mortalidad en esta poblacion.

10
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El deterioro de la funcion endotelial ocurre en los primeros estadios de la enfermedad
renal, cuando la tasa de filtrado glomerular disminuye y los niveles de tension arterial se
incrementan. La presencia de disfuncion endotelial es por lo tanto un marcador adverso

de riesgo cardiovascular (7).

En pacientes con enfermedad renal cronica, los niveles de microparticulas endoteliales
pueden proveer informacion de utilidad acerca del funcionamiento endotelial, a su vez
los niveles incrementados de microparticulas endoteliales también tienen efectos
deletéreos al acelerar la disfuncion vascular preexistente. Se ha demostrado en enfermos
renales cronicos que las microparticulas de origen endotelial interfieren en la
vasodilatacion mediada por 6xido nitrico en las células endoteliales vasculares, lo que
sugiere un papel de las microparticulas endoteliales en mecanismos de disfuncion

endotelial (8).

El indice de grosor intima-media en la cardtida, asi como la velocidad de la onda de
pulso en la arteria cardtida y femoral son indicadores de ateroesclerosis temprana. El
incremento en la circulacion de microparticulas endoteliales estd estrechamente
relacionado con la aparicion de ateroesclerosis y rigidez capilar. Ambos, el indice de
grosor intima-media y la velocidad de onda de pulso se incrementaron en una poblacion
de pacientes pediatricos con enfermedad renal crénica y correlacionaron con niveles

elevados de microparticulas endoteliales CD144+ y CD146+ (9).

Faure et al midieron los niveles de microparticulas endoteliales en enfermos renales
cronicos pre didlisis y en hemodialisis, adicionalmente examinaron la capacidad de las
toxinas urémicas de liberar microparticulas en cultivos de células endoteliales de vena
umbilical de humano. En este estudio demostraron que los niveles de microparticulas
endoteliales CD 144+ y CD 146+ pre dialisis y en hemodialisis fueron superiores al
compararlos con controles sanos. También encontraron que las toxinas urémicas
indujeron de manera significativa la liberacion de microparticulas endoteliales.
Adicionalmente describieron que los niveles de las microparticulas no disminuyeron

después de hemodialisis (10).

La relacion de las toxinas urémicas indoxil sulfato y p-cresol en la produccion y

liberacion de microparticulas también ha sido descrita en estudios in vitro de cultivos de

11
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células endoteliales. Indoxil sulfato y p-cresol inducen la produccion de microparticulas

mediante la interaccion con el citoesqueleto celular de la célula endotelial (10).

2.4 MICROPARTICULAS ENDOTELIALES EN TRASPLANTE
RENAL

La sobrevida de los pacientes post trasplantados renales supera a la de aquellos que
permanecen en didlisis. La disfuncién endotelial observada en pacientes en didlisis
mejora una vez ocurre el trasplante, esto debido al mejoramiento de diversos factores de
riesgo cardiovascular como anemia, sobrecarga de volumen, toxinas urémicas y estrés
oxidativo. La reduccion de factores de riesgo cardiovascular y la recuperacion de la
funcion renal en pacientes trasplantados se postulan como factores que disminuyen la

activacion celular y la liberacion de microparticulas endoteliales (11).

Para comprobar estas observaciones, se realizd un estudio en una poblacion de 213
pacientes sometidos a trasplante renal y 14 pacientes con trasplante pancreas-rindn. Se
midieron los niveles séricos de microparticulas endoteliales antes y de manera periddica
a los dias 7, 14 y 21 post trasplante y se compararon con los niveles séricos de los
donadores sanos. En este estudio se observo que los pacientes con diabetes mellitus,
uropatia obstructiva y lesion autoinmune como causa de la enfermedad renal crénica
mostraron disminucion en los niveles de microparticulas endoteliales medidas en sangre
2 semanas posteriores al implante del injerto. Aunque las mediciones de este estudio no
se realizaron a un intervalo mayor a 2 meses de tiempo, estudios en poblaciones

menores de pacientes con un afio de seguimiento han mostrado tendencias similares

(12).

El rechazo humoral, celular o mixto es una de las principales causas de la pérdida del
injerto renal. Es bien conocido que el endotelio es el principal blanco de ataque
inmunolégico que debe ser detectado de manera temprana para establecer un
tratamiento efectivo y limitar el dafio. Desafortunadamente la creatinina sérica es un
biomarcador no especifico y la biopsia renal es un método diagnostico invasivo y

costoso (13).

12
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Qamri et al midieron los niveles de microparticulas endoteliales en plasma sanguineo
pre trasplante y de manera periddica post trasplante renal, los dias 7, 14, 21 y 2 meses
después. En este estudio demostraron que los niveles disminuyeron significativamente
posterior al trasplante renal. En el seguimiento posterior observaron que el incremento
de los niveles de microparticulas endoteliales séricas se asoci6 a rechazo. Cuando
clasificaron los pacientes con tincion capilar peritubular C4D positiva observaron que
los niveles de microparticulas endoteliales disminuyeron mas lentamente posterior al
tratamiento, posiblemente por lesion endotelial mediada por anticuerpos anti-HLA. Con
los resultados de este estudio se puede deducir que la medicion de los niveles de
microparticulas endoteliales en pacientes trasplantados pudiera proveer informacion

valiosa sobre el endotelio vascular ante la presencia de un evento de rechazo (13).

2.5 MICROPARTICULAS EN ORINA

La presencia de microparticulas se ha identificado en plasma y diversos fluidos
corporales, en orina las microparticulas se considera son originadas de células que
componen la nefrona, con una contribucion minima de las células que revisten el

epitelio urinario bajo.

El andlisis protedmico de las microparticulas urinarias ha demostrado proteinas
membranales y del citosol, derivados de células epiteliales tubulares de distintos
segmentos de la nefrona asi como de podocitos. Dado que las microparticulas estan
compuestas de proteinas y acidos nucleicos que posiblemente tengan actividades
biologicas y funcionen como mensajeras del estado fisiologico-patologico de las células
que revisten la nefrona, pueden proveer informacidon cualitativa y cuantitativa del

funcionamiento renal.

Debido a que la orina es un fluido fécil de obtener y su recoleccion no implica métodos
invasivos, el descubrimiento de las microparticulas ha abierto un nuevo campo de
investigacion. Las aplicaciones en el campo clinico son diversas incluyendo métodos de
diagnostico, prondstico y biomarcadores para seguir la respuesta a diversos tratamientos

en enfermedades tubulares y glomerulares (14).
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2.6 MICROPARTICULAS EN ORINA PARA EL ESTUDIO DE
LESION RENAL AGUDA

Lesion renal aguda es una entidad frecuente en pacientes hospitalizados, cuando ocurre
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estd ligada a un aumento significativo de morbimortalidad. Lamentablemente la
creatinina sérica no se eleva de forma temprana para poder ser empleada como
biomarcador ideal. En un estudio llevado a cabo en 68 pacientes en terapia intensiva, se
emple6 como biomarcador la busqueda de microparticulas con expresion del
intercambiador sodio hidrogeniones tipo 3 (NHE3). La presencia de estas
microparticulas permitié diferenciar de manera mas eficaz azoemia prerenal, necrosis
tubular aguda y otras causas de falla renal que el empleo de los indices urinarios

clasicos fraccion excretada de sodio y urea (15).

2.7 MICROPARTICULAS COMO BIOMARCADORES DE DANO
EN TRASPLANTE RENAL

Después del trasplante renal de donador fallecido, el dafio por isquemia reperfusion del
injerto ocasiona necrosis tubular aguda y retardo en la funcion del injerto. Esta
complicacién se presenta hasta en el 25% de los receptores de trasplante renal. El
abordaje actual para el diagndstico de esta complicacion y el diferencial de otras
entidades potencialmente severas como rechazo, esta basado en la realizacion de biopsia
renal. Contar con herramientas de diagndstico no invasivas para evaluar dafio renal y la

capacidad de regeneracion seria Util para guiar acciones terapéuticas efectivas (17).

En el riion humano se han identificado mecanismos intrinsecos de reparacion y
regeneracion tisular que se activan después de lesion isquémica, inflamatoria y toxica.
Evidencia reciente ha mostrado la expresion de células progenitoras CD133+ en
diferentes segmentos de la nefrona localizadas en capsula de Bowman, tibulo proximal
y papila medular. Adicionalmente se ha demostrado que el numero de células CD133+
se incrementan en la corteza renal posterior a modelos de lesion renal aguda,
demostrando su papel en reparacion tisular después de lesion. En pacientes con retardo
en la funcion del injerto se ha demostrado también incremento de células CD133+ en

tubulo renal en respuesta a lesion por isquemia (18).
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Debido a que células CD133+ residentes en la nefrona hipotéticamente pudieran liberar
microparticulas CD133+, y la presencia de estas microparticulas en la orina proveer
informacion sobre el estado fisiopatoldgico del rifién o su capacidad de regeneracion, se
realizd un estudio para caracterizar las microparticulas urinarias CD133+ en sujetos
sanos, en pacientes con ERC-5 con diuresis residual y por ultimo en pacientes

trasplantados renales con funcion inmediata del injerto y con retardo en la funcion.

En este estudio se demostro la presencia de microparticulas CD133+ en orina de
pacientes sanos, no asi en pacientes con diuresis residual en ERC-5 en quienes se piensa
que el grado de desgaste organico termind con la poblacion de las células CD133+. Para
demostrar que estas variaciones no se producen por una menor produccién del total de
microparticulas urinarias, se realizé un control con medicién de microparticulas CD24+
encontrando niveles similares en ambos grupos. Se describio también que la
concentracion urinaria y la tasa de filtrado glomerular no interfirieron con la produccion

y recuperacion en orina de las microparticulas.

En pacientes trasplantados los niveles se midieron a los dias 1 y 7 y se demostré la
presencia de microparticulas CD133+ desde el primer dia del evento quirurgico. Para
demostrar el origen de estas microparticulas del injerto trasplantado se sometieron a
tincion con anticuerpos anti HLA clase I para reconocer antigenos especificos del

donador.

Retrospectivamente los pacientes trasplantados fueron divididos en dos grupos, funcion
inmediata del injerto (creatinina <3mg/dL al dia 3) vs retardo en la funcién del injerto
(creatinina >3mg/dL al dia 3). Al dia 1 los niveles de las microparticulas CD133+
fueron menores en el grupo con retardo en la funcion del injerto aunque no de manera
significativa. Al dia 7 el incremento en los niveles de las microparticulas CD133+ fue
significativo solo en el grupo con retardo en la funcidon del injerto. Estos hallazgos
orientan a pensar que las microparticulas CD133+ reflejan la actividad de las células
progenitoras CD133+ en el rifion y su participacion en la regeneracion de tejido
posterior a dafio por isquemia-reperfusion (19).

Finalmente en un ensayo realizado en 55 pacientes con artritis reumatoide y 14
pacientes con lupus eritematoso sistémico, se analizd la proporcion de diferentes

microparticulas recolectadas en plasma-orina y se estudio su relacion con actividad de la
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enfermedad y respuesta al tratamiento y se compararon con 20 sujetos sanos. En este
estudio se detectd que las proporciones de distintos tipos de microparticulas anexina V+
CD3+, CD14+, CD19+, CD41+ y CD62E+ en plasma y CD14+, CD3+ y CD19+ en
orina se encontraban incrementadas en pacientes con artritis reumatoide y un indice de
actividad DAS28 >5.1. Los niveles disminuyeron significativamente 4 semanas
posteriores al tratamiento inmunosupresor lo que sugiere que estos biomarcadores
pueden resultar utiles para monitorizar la actividad de la enfermedad y la respuesta al
tratamiento. Como hallazgo interesante en este estudio, se encontraron microparticulas
derivadas de leucocitos en orina tanto de los sujetos sanos como de los pacientes con
artritis reumatoide y lupus. Aunque no se apreciaron diferencias significativas en los
niveles de estas microparticulas entre sujetos sanos y con artritis reumatoide y lupus, si
se apreciaron diferencias significativas en los niveles de las microparticulas en orina
CD14+, CD3+ y CD19+ en los pacientes con artritis reumatoide con indice de actividad

alto y bajo (20).
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3. JUSTIFICACION

Las células endoteliales y los leucocitos son dos protagonistas importantes en la
patogénesis de la disfuncion y rechazo del injerto en pacientes con trasplante renal. El
reconocimiento del antigeno y posteriormente la activacion leucocitaria son eventos
obligados en la fisiopatogenia del rechazo del injerto. Adicionalmente, el endotelio es
uno de los principales blancos de ataque por el sistema inmune, sobre todo si es del tipo

humoral.

Las microparticulas son vesiculas conformadas por fragmentos de membranas y
lipoproteinas idénticas a las de las células que les dieron origen. La produccion de
microparticulas se incrementa durante procesos de activacion, lesion y estrés. Distintos
trabajos han mostrado la utilidad de microparticulas derivadas de leucocitos como
marcador de actividad en enfermedades autoinmunes asi como también de

microparticulas derivadas de endotelio asociadas a dafo y disfuncion endotelial.
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Las microparticulas derivadas de leucocitos y endotelio obtenidas en sangre y orina se

incrementan durante lesion renal aguda en el paciente con trasplante renal.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Medir los niveles de microparticulas derivadas de leucocitos, plaquetas y endotelio en

sangre y orina durante eventos de lesion renal aguda, en pacientes con trasplante renal.

5.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Evaluar la ocurrencia de lesién renal aguda en una cohorte de pacientes post
trasplantados.

Categorizar a los pacientes con lesion renal aguda de acuerdo a la etiologia causal
Establecer asociacion entre proporcion y elevacion de microparticulas en orina/suero y

la ocurrencia de lesion renal por etiologias especificas.

6. SUJETOS Y METODOS

6.1 DISENO DEL ESTUDIO

Piloto.

6.2 LUGARY DURACION

Pacientes atendidos en el servicio de trasplantes del Hospital Central “Dr. Ignacio

Morones Prieto” durante los meses de Febrero a Diciembre de 2017.
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7.1 UNIVERSO

Pacientes entre 18 y 60 afios con diagnostico de enfermedad renal cronica KDIGO

estadio 5, trasplantados en el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto™.

7.2 UNIDAD DE OBSERVACION

Pacientes adultos receptores de trasplante renal.

7.3 TAMANO DE LA MUESTRA

Debido al disefio del estudio y con referencia en el trabajo de Browne (20). Se calculd

un tamafio de muestra de 30 pacientes.

7.4 CRITERIOS DE SELECCION
7.4.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes adultos con diagnostico de enfermedad renal crénica en estadio
KDIGO 5 y edades entre 18 y 60 afios sometidos a trasplante renal de donador

vivo o fallecido en el Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto.

7.5 VARIABLES DEL ESTUDIO

Tabla 2: Categorizacion de las variables

Definicioén conceptual Definicion operativa Tipo de variable

EDAD: .
Numero de afios cumplidos segin

fecha de nacimiento SEA LG

Tiempo que ha vivido un ser vivo.

NOMINAL DICOTOMICA

SEXO:
Con los valores:
Sexo de asignacion fenotipico.

Rasgo inherente de cada persona .
g P Masculino.

segun sea masculino o femenino.

Femenino.
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ENFERMEDAD RENAL
CRONICA:

Disminucion de la funcion renal,
expresada por una tasa de
filtracion glomerular TFG <60
ml/min/1.73 m* o como la
presencia de dafio renal
(alteraciones histologicas,
albumina-proteinuria, alteraciones
del sedimento urinario o
alteraciones en pruebas de imagen)
de forma persistente durante al
menos 3 meses.

TRASPLANTE RENAL:

Es el trasplante de un rifion en un
paciente con enfermedad renal
avanzada. Dependiendo de la
fuente del 6rgano receptor, el
trasplante de rifion es tipicamente
clasificado como de donante
fallecido o como trasplante de
donante vivo

INDUCCION
PRETRASPLANTE:

Es el tratamiento inmunosupresor a
base de anticuerpos mono o
policlonales dirigidos contra
linfocitos o citocinas empleado en
pacientes con riesgo inmunol6gico
por historia de alosensibilizacion

MICROPARTICULAS:

Vesiculas con tamafios entre 100 y
1000 nanémetros de diametro,
generadas de diversas estirpes
celulares durante procesos de
activacion celular, estrés,
envejecimiento y apoptosis.

LESION RENAL AGUDA:

Incremento en 1.5 o mas veces la
creatinina basal o absoluto >
0.3mg/dL en un paciente con
funcién renal previamente
conocida y estable

Tesis para obtener el Diploma de la Especialidad en Nefrologia

Disminucion de la funcion renal,
expresada por una tasa de
filtracion glomerular TFG <60
ml/min/1.73 m* o como la
presencia de daiio renal
(alteraciones histologicas,
albumina-proteinuria, alteraciones
del sedimento urinario o
alteraciones en pruebas de imagen)
de forma persistente durante al
menos 3 meses.

NOMINAL
Con los valores:

Estadio 1. > 90 ml/min/1.73 m>
Estadio 2. 60-89 ml/min/1.73 m?
Estadio 3a. 45-59 ml/min/1.73 m*
Estadio 3b. 30-44 ml/min/1.73 m?
Estadio 4. 15-29 ml/min/1.73 m?
Estadio 5. <15 ml/min/1.73 m>

Es el trasplante de un rifion en un
paciente con enfermedad renal
avanzada. Dependiendo de la
fuente del 6rgano receptor, el
trasplante de rifién es tipicamente
clasificado como de donante
fallecido o como trasplante de
donante vivo

NOMINAL DICOTOMICA
Con los valores:
Donador fallecido.

Donador vivo.

Tratamiento inmunosupresor a
base de anticuerpos mono o

NOMINAL DICOTOMICA

Con los valores:

policlonales dirigidos contra Timoglobulina
linfocitos o citocinas empleado en o
. . . . Basiliximab
pacientes con riesgo inmunologico
por historia de alosensibilizacion
NOMINAL

Vesiculas con tamafios entre 100 y
1000 nanémetros de diametro,
generadas de diversas estirpes
celulares durante procesos de
activacion celular, estrés,
envejecimiento y apoptosis.

Con los valores:

Microparticulas de linfocitos T
Microparticulas de linfocitos B
Microparticulas de monocitos
Microparticulas de plaquetas
Microparticulas del endotelio

Incremento en 1.5 o mas veces la
creatinina basal o absoluto >
0.3mg/dL en un paciente con
funcién renal previamente
conocida y estable

NOMINAL DICOTOMICA.
Con los Valores:

Presente.
Ausente.
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7.6 RECLUTAMIENTO Y SEGUIMIENTO DE PACIENTES

Durante el operativo de trasplante renal, previo al evento quirurgico se solicitd al
receptor su participacion, se explico y entregd consentimiento informado y se solicitd su
autorizacion. Durante la venopuncidn para la toma de laboratorios pre quirurgicos se
obtuvo de forma adicional 15ml de sangre venosa para el procesamiento de
microparticulas pre trasplante. Al cumplirse 21 dias del evento quirurgico, se extrajeron
15 ml de sangre venosa y 20 ml de orina adicionales a la toma de examenes de
seguimiento del paciente trasplantado. Cuando no ocurrieron eventos de lesion renal
aguda se extrajeron 15 ml de sangre venosa y 20 ml de orina al cumplirse tres meses

post trasplante.

7.7 TOMA DE MUESTRAS DURANTE EVENTOS DE LESION
RENAL AGUDA

En pacientes con criterios de lesion renal aguda, se extrajeron 15 ml de sangre venosa y
20 ml de orina adicionales a la toma de exdmenes protocolizados del paciente con
deterioro de la funcion del injerto. Los exdmenes de sangre y orina fueron enviados y

procesados inmediatamente después de su recoleccion en el laboratorio de inmunologia.

7.8 AISLAMIENTO DE MICROPARTICULAS

A partir de 15 ml de sangre venosa periférica se obtuvo plasma libre de células por
centrifugacion a 1100 rpm por 20 min. El plasma libre de células se sometié a 4
centrifugaciones consecutivas (1 a 2500 rpm/20 minutos, 2 a 2600rpm/20 minutos y 1 a
14,000 rpm/2min) con eliminacion de una tercera parte del sobrenadante en las primeras
tres centrifugaciones y eliminacion total del sobrenadante de la cuarta. El pellet
obtenido correspondiente a las microparticulas aisladas, fue re suspendido en buffer de

unidn a Anexina V.
En el caso de las microparticulas provenientes de orina, se les pidi6 a los pacientes

recolectar 20 ml de la primera orina de la mafiana en los dias antes senalados, el

procedimiento a seguir fue el antes descrito.
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7.9 ANALISIS CON CITOMETRIA DE FLUJO

Las microparticulas se marcaron con anexina V identificada con FITC mas uno de los
siguientes anticuerpos monoclonales marcados con PE, anti-CD3 (linfocitos T), -CD14
(monocitos), -CD19 (células B), -CD4la (plaquetas) y -CD62E (endoteliales), éste
ultimo también fue marcado con anti-CD144-APC (endoteliales), durante 30 minutos en
oscuridad, pasado este tiempo se lavaron con buffer de uniéon a Anexina V o PBS y se

analizaron en el citometro Accuri, usando el software Accuri C6.

Para establecer los pardmetros de tamafno de las microparticulas para ser analizadas, se
utilizaron perlas de poliestireno de 0.2 y 1.0 um que se observaron en un dot-plot
utilizando forward contra side-scatter. Se adquirié toda la muestra a velocidad lenta, del
total de eventos registrados se identificaron como microparticulas de nuestro interés a
las Anexina-V positivas, asi como al anticuerpo correspondiente unido a PE y APC.
Como control se utilizaron dos tubos con muestra sin marcar con anticuerpos con PE,

pero uno solo si tendra Anexina-V-FITC.

7.10 RECOLECCION DE DATOS

Para la recoleccion de datos durante el reclutamiento y seguimiento de los pacientes en
la clinica se utiliz6 la hoja de recoleccion de datos que se muestra en el anexo 15.2. Para
el registro de los datos obtenidos del conteo de microparticulas por el citdmetro de flujo

se empled la hora de recoleccion de datos que se muestra en el anexo 15.3.

No fue posible completar el total de la muestra proyectada por desabasto de los
marcadores inmunologicos necesarios para la identificacion de las microparticulas. En
total se reclutaron 17 pacientes de los cuales:

1 Paciente abandon6 seguimiento.

En 3 pacientes no se pudieron procesar las muestras subsecuentes post trasplante por
desabasto de los insumos necesarios.

En total 13 pacientes completaron seguimiento a 1 afio.
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7.12 RECURSOS HUMANOS

Dr. Keisuke Enrique Miyahara Osuna: Estudio clinico y seleccion de los pacientes
incluidos en el proyecto, seguimiento de la evolucion de los pacientes trasplantados,
evaluacion diagnostica de los pacientes trasplantados con criterios de lesion renal aguda,
seleccion de los pacientes que requirieron ser muestreados en episodios de lesion renal
aguda, obtencion de las muestras clinicas correspondientes y elaboracion del analisis e

interpretacion de los resultados.

LN. Norma Alejandra Mendoza Pérez: Recogida de muestras clinicas, aislamiento de
microparticulas, marcaje de las mismas con anexina V y anticuerpos monoclonales,
analisis multiparamétrico por citometria de flujo, andlisis de resultados, elaboracion de

graficas y elaboracion del manuscrito.

7.13 RECURSOS MATERIALES

Computadora personal del investigador principal, material comun de papeleria, tubos de
recoleccion de sangre, frascos de recoleccion de orina. Anticuerpos monoclonales
marcados con PE: anti CD3, CD14, CD19, CD41la y CD62E (BD Biosciences, San
Jose, California EEUA). Citémetro de flujo (Becton Dickinson, San Jose California

EEUA) con software CellQuest (Becton Dickinson).

7.14 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Ver anexo 15.1.

7.15 FINANCIAMIENTO

Interno: Fondos propios del departamento de Inmunologia de la facultad de Medicina-

CICSaB, obtenidos por servicios externos.

8. ANALISIS ESTADISTICO

8.1 Se realizaron pruebas de normalidad por analisis de Shapiro-Wilk y homogeneidad

de varianzas por la prueba de Levene.
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8.2 En caso de cumplir con requisitos para prueba paramétrica se realizo un ANOVA de
medidas repetidas o T de student pareada.

8.3 Para el caso de un andlisis no paramétrico, se realizd la prueba de Friedman o
Wilcoxon.

8.4 Se tomod como estadisticamente significativa una p<0.05

9. ASPECTOS ETICOS

9.1  Dado que es un estudio en el cual se obtuvo informacion s6lo de muestras
sanguineas y de orina protocolizadas durante el estudio habitual del paciente, se
considero investigacion con riesgo minimo de acuerdo a lo establecido en la ley general
de salud en materia de investigacion para la salud titulo segundo, capitulo I, articulo 17.
Los residuos generados del procesamiento de microparticulas fueron tratados y
desechados de acuerdo a la NOM 087.

9.2  El estudio no viol6 los derechos de los pacientes, los exdmenes realizados fueron
los considerados por el médico tratante como los necesarios.

9.3  Aunque se obtuvo acceso al expediente clinico del paciente, los investigadores
se comprometieron a mantener la informacion personal de los pacientes de manera
confidencial. Sélo la informacién en conjunto fue publicada.

Sin embargo, siguiendo las recomendaciones de la Ley General de Salud de los Estados
Unidos Mexicanos, en el Reglamento de la Ley en Materia de Investigacion para la
Salud, Capitulo Unico, Titulo Segundo, Articulos 13, 14, 16, 17, 20, 21 y 22; se sometio
el protocolo para revision por parte del Comité de Etica en Investigacion del Hospital
Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” obteniendo aprobacion para su realizacién y
numero de registro 69-17. Por ultimo, se solicitd la autorizacion del paciente mediante

la firma de consentimiento informado que se incluye en el anexo 15.4.
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10. RESULTADOS

10.1 Caracteristicas clinicas.

Se analizaron un total de 13 pacientes que acudieron al servicio de Nefrologia del

Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” para recibir trasplante renal entre

Febrero y Diciembre de 2017. Las caracteristicas clinicas de la poblacion se describen

en la Tabla 3.

Tabla 3: Caracteristicas clinicas de pacientes con trasplante renal atendidos en el

servicio de Nefrologia del HCIMP de San Luis Potosi, SLP

Caracteristica Numero (N=13)
Género femenino (%) 2(15.4)
Género masculino (%) 11 (84.6)
Edad mediana (min-mdax.) 28.5 (17-60)
Diabetes (%) 1(7.6)
Hipertension (%) 13 (100)
Causa de la enfermedad renal cronica
Desconocida (%) 9(69.2)
GNM FyS (%) 3(23)
Nefropatia diabética (%) 1(7.6)
Modalidad de terapia de reemplazo renal
Hemodiadlisis (%) 8 (61.5)
Didlisis Peritoneal (%) 3 (23)
Sin terapia de reemplazo renal (%) 2(15)
Terapia de Induccion
Timoglobulina (%) 2 (15)
Basiliximab (%) 8 (61.5)
Sin induccion (%) 3(23)
Tipo de donacion
Donador fallecido (%) 10 (76.9)
Donador vivo (%) 3 (23)
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10.2 Inmunosupresion

El esquema de inmunosupresion consistid en terapia de induccién depletora con
Timoglobulina a dosis de 1mg/kg/dia por 3 dosis o Basiliximab a dosis de 20mg los dias
0 y 4 de acuerdo al riesgo inmunologico determinado por el protocolo interno de
tratamiento. Cuando no existio historia de alosensibilizacion y el panel reactivo de

anticuerpos fue menor al 20% se obvi6 el empleo de induccion.

Al iniciar la via oral todos los pacientes recibieron tratamiento inmunosupresor de
mantenimiento a base de tacrolimus, las metas de niveles séricos fueron de 10-15ng/ml
los primeros 3 meses y 6-8ng/ml los meses subsecuentes, micofenolato de mofetilo
500mg cada 12 horas y esquema de esteroide 1gr de metilprednisolona en quiréfano y
prednisona 2mg/kg los dias 1 y 2, 1.5mg/kg los dias 3 y 4, Img/kg los dias 5 y 6,
.8mg/kg los dias 7 y 8 y en dosis reduccién 2.5 mg por semana hasta llegar a 10mg

durante 6 meses, posteriormente se mantuvo en Smg al dia de forma subsecuente.

10.3 Eventos de lesion renal aguda post trasplante
Durante el seguimiento 5 pacientes cursaron con evoluciéon post trasplante sin
eventualidades, en 8 pacientes ocurrieron eventos de lesion renal aguda secundaria a

diversas etiologias como se detalla en la Tabla 4.

Tabla 4: Causas de lesion renal aguda en pacientes con trasplante renal
atendidos en el servicio de Nefrologia del HCIMP de San Luis Potosi, SLP
Causa Numero (N=8)
Infeccion urinaria 2
Rechazo humoral 3
Rechazo celular 1
NTA secundaria a tacrolimus 1
Hidronefrosis 1
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10.4 Niveles de microparticulas endoteliales pre y post trasplante

Al excluir a los pacientes con dafio endotelial por eventos de rechazo humoral-celular y

necrosis tubular aguda por tacrolimus, se observd disminucidén en la proporcion de

microparticulas CD62e derivadas de endotelio entre el periodo pre y post trasplante, los

cambios mas significativos sucedieron en los pacientes con niveles mas altos pre

trasplante P=0.0234, ver Tabla

5 y Grafica 1.

Tabla 5: Niveles séricos de microparticulas endotelialesCD62e en los periodos pre y

post trasplante de pacientes atendidos en el servicio de Nefrologia del HCIMP de San

Luis Potosi, SLP
Numero de paciente Pre trasplante Post trasplante

Paciente 1 56.7 2.9

Paciente 2 12.6 0.46
Paciente 3 4.08 1.34
Paciente 4 29.5 4.55
Paciente 5 4.33 2.12
Paciente 6 2.49 3.1

Paciente 7 2.03 0.04
Paciente 8 2.86 2.46
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Grafica 1: Niveles séricos de microparticulas endotelialesCD62e en los periodos
pre y post trasplante de pacientes atendidos en el servicio de Nefrologia del HCIMP
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10.5 Niveles de microparticulas en episodios de infeccion urinaria

Dos pacientes cursaron con deterioro en la funcion del injerto debido a infeccion

urinaria confirmada por urocultivo. Solamente se observo elevacion significativa de

microparticulas de leucocitos en suero de un paciente P=0.0297. Tabla 6 y Gréfica 2.

Tabla 6: Niveles séricos de microparticulas durante episodios de infeccion urinaria

en pacientes con trasplante renal atendidos en el servicio de Nefrologia del HCIMP

de San Luis Potosi, SLP
Marcador celular y tiempo de Paciente 1 Paciente 2
toma de la muestra Basal Lesion Basal Lesion
Linfocitos T CD3 1.14 3.68 1.81 0.88
Monocitos CD14 0.66 3.99 0.99 0.68
Linfocitos B CD19 0.28 8.65 4.5 0.49
Plaquetas CD41a 0.78 9.39 6.56 8.15
Endotelio CD62e 0.46 2.52 4.22 2.12
Endotelio CD144 2.19 2.63 4.55 0.74

En orina ocurrieron elevaciones no significativas en microparticulas de linfocitos B

CD19 y plaquetas CD41a. Tabla 7 y Gréafica 3.

Tabla 7: Niveles de microparticulas en orina durante episodios de infeccion urinaria

en pacientes con trasplante renal atendidos en el servicio de Nefrologia del HCIMP

de San Luis Potosi, SLP
Marcador celular y tiempo de Paciente 1 Paciente 2
toma de la muestra Basal Lesion Basal Lesion
Linfocitos T CD3 242 259 16.4 9.52
Monocitos CD14 4.02 3.54 40.8 25.1
Linfocitos B CD19 0.58 2.22 5.31 26.9
Plaquetas CD41a 1.2 1.36 1.5 16
Endotelio CD62e 4.97 248 14.6 27.5
Endotelio CD144 2.71 1.46 16.8 3.97
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HCIMP de San Luis Potosi, SLP

Grafica 2: Niveles séricos de microparticulas durante episodios de infeccion
urinaria en pacientes con trasplante renal atendidos en el servicio de Nefrologia
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Grafica 3: Niveles de microparticulas en orina durante episodios de infeccion
urinaria en pacientes con trasplante renal atendidos en el servicio de Nefrologia del
HCIMP de San Luis Potosi, SLP
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10.6 Niveles de microparticulas en eventos de rechazo humoral

Tres pacientes cursaron con deterioro de la funcion del injerto por rechazo humoral
confirmado por biopsia. Dos pacientes recuperaron funcién renal y uno progreso a
pérdida del injerto y anuria, evento que impidid recolectar una muestra adecuada para su
andlisis. Las microparticulas que mas se incrementaron en suero fueron derivadas de
leucocitos en todos los pacientes y de endotelio CD62e, CD144 y linfocitos B CD19 de
forma significativa en dos pacientes P=0.0070 y P=0.0313. En orina de dos pacientes,
las microparticulas que se incrementaron fueron de linfocitos TCD3, un paciente mostro
ademas elevacion significativa en microparticulas de endotelio CD62¢ y linfocitos B
CD19, P=0.0313. Ver Tabla 8 y Grafica 4 para los niveles séricos y Tabla 9 y Grafica 5

para los niveles en orina.

Tabla 8: Niveles séricos de microparticulas durante rechazo
humoral en pacientes con trasplante renal atendidos en el servicio
de Nefrologia del HCIMP de San Luis Potosi, SLP
Marcador
Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3
celular y tiempo
de toma de la
Basal Lesion Basal Lesion Basal Lesion
muestra

Linfocitos T

2.14 7.8 5.66 28.2 0.7 7.84
CD3
Monocitos

4.41 30.9 14.4 34.2 0.49 17.6
CD14
Linfocitos B

0.79 0.18 4.06 21.9 0.26 49.5
CD19
Plaquetas

3.77 6.57 9.19 11.5 1.67 15.3
CD41a
Endotelio

1.85 0.96 5.97 24.2 0.51 16.2
CD62e
Endotelio

3.21 0.48 4.12 10.8 0.4 13
CD144

30




Universidad Auténoma de San Luis Potosi

revott - Facultad de Medicina

MEDICINA
ek Tesis para obtener el Diploma de la Especialidad en Nefrologia

Grafica4: Niveles séricos de microparticulas durante rechazo humoral en
pacientes con trasplante renal atendidos en el servicio de Nefrologia del HCIMP de
San Luis Potosi, SLP
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Tabla 9: Niveles de microparticulas en orina durante rechazo

humoral en pacientes con trasplante renal atendidos en el servicio

de Nefrologia del HCIMP de San Luis Potosi, SLP

Marcador
Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3
celular y tiempo
de toma de la
Basal Lesion Basal Lesion Basal Lesion
muestra
Linfocitos T
9.92 22.10 15.8 60.6 17.7 ND
CD3
Monocitos
15.6 4.63 16 279 4.06 ND
CD14
Linfocitos B
4.57 5.07 4.8 21.3 7.82 ND
CD19
Plaquetas
3.09 4.55 3.82 22.8 5.73 ND
CD41a
Endotelio
11.3 3.12 4.73 29.1 6.35 ND
CD62e
Endotelio
8.9 2.4 4.69 4.93 3.8 ND
CD144
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Grafica 5: Niveles de microparticulas en orina durante rechazo humoral en

pacientes con trasplante renal atendidos en el servicio de Nefrologia del HCIMP de

San Luis Potosi, SLP
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10.7 Niveles de microparticulas en rechazo celular

Durante el seguimiento, solo observamos un paciente con deterioro del injerto por
rechazo celular con clasificaciéon Banff 1A, los niveles de microparticulas de interés en
suero no mostraron elevacion, sin embargo los niveles en orina tuvieron incremento

significativo de microparticulas derivadas de leucocitos P=0.0253. Tabla 10 y Grafica 6.

Tabla 10: Niveles séricos y urinarios de microparticulas en un paciente con rechazo

celular atendido en el servicio de Nefrologia del HCIMP de San Luis Potosi, SLP

Paciente 1
Marcador celular y tiempo de
Basal Basal
toma de la muestra Lesion Lesion

Suero Orina
Linfocitos T CD3 8.25 4.39 4.42 26.4
Monocitos CD14 9.36 4.96 3.61 22
Linfocitos B CDI19 5.26 3.92 1.02 38
Plaquetas CD41a 26.9 13.5 1.49 48.7
Endotelio CD62e 7.29 2.52 3.18 14.1
Endotelio CD144 6.64 1.33 2.53 1.64
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Grafica 6 : Niveles séricos y urinarios de microparticulas en un paciente con
rechazo celular atendido en el servicio de Nefrologia del HCIMP de San Luis Potosi,

SLP
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10.8 Microparticulas durante lesion renal obstructiva

Un paciente tuvo lesion renal aguda por hidronefrosis secundaria a estenosis ureteral.
Los niveles séricos de microparticulas mostraron elevaciones no significativas con
respecto al basal en Linfocitos T CD3 y Monocitos CD14 P=0.6875, en las analizadas
en orina no se observo incremento derivado de ninguna linea celular. Tabla 11 y Gréfica

7.

Tabla 11: Niveles séricos y urinarios de microparticulas en un paciente con
trasplante renal complicado con hidronefrosis atendido en el servicio de Nefrologia

del HCIMP de San Luis Potosi, SLP

Paciente 1
Marcador celular y tiempo de
Basal Basal
toma de la muestra Lesion Lesion

Suero Orina
Linfocitos T CD3 1.36 94 22.5 1.81
Monocitos CD14 3.6 33.6 13.8 1.78
Linfocitos B CDI19 1.16 0.87 5.59 3.14
Plaquetas CD41a 8.1 0.01 2.29 2.27
Endotelio CD62e 1.3 1.9 10.1 2.34
Endotelio CD144 0.68 0.48 9.1 1.57
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Grafica 7: Niveles séricos y urinarios de microparticulas en hidronefrosis en un
paciente con trasplante renal atendido en el servicio de Nefrologia del HCIMP de

San Luis Potosi, SLP
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10.9 Niveles de microparticulas en necrosis tubular aguda por
tacrolimus

Se realizo biopsia de un paciente con deterioro en la funcion del injerto encontrandose
necrosis tubular aguda y datos histopatologicos de toxicidad por inhibidor de
calcineurina. Los niveles séricos de microparticulas no mostraron aumento pero los
niveles urinarios si elevaron de forma significativa microparticulas derivadas de

leucocitos P=0.0380. Tabla 12 y Grafica 8.

Tabla 12: Niveles séricos y urinarios de microparticulas en un paciente con

trasplante renal y NTA atendido en el servicio de Nefrologia del HCIMP de San Luis

Potosi, SLP
Paciente 1
Marcador celular y tiempo de
Basal Basal
toma de la muestra Lesion Lesion

Suero Orina
Linfocitos T CD3 8.92 343 7.87 20.1
Monocitos CD14 16 12.4 6.91 29.6
Linfocitos B CDI19 6.94 0.87 1.63 14.9
Plaquetas CD41a 6.51 3.29 4.51 16.7
Endotelio CD62e 10.5 3.96 2.49 8.16
Endotelio CD144 6.52 3.67 1.65 1.44
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Grafica 8 : Niveles séricos y urinarios de microparticulas en un paciente con
trasplante renal y NTA atendido en el servicio de Nefrologia del HCIMP de San Luis

Potosi, SLP
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11. DISCUSION

El incremento de microparticulas derivadas de endotelio en el paciente con ERC-5
probablemente tiene implicaciones prondsticas sobre eventos cardiovasculares y

sobrevida como lo describieron Amabile et al. (5,8)

Aunque la elevacion es multifactorial, entre los factores postulados mas importantes
destacan toxinas uremias, estrés oxidativo, pérdida en la homeostasis de liquidos-

electrolitos y descontrol en las cifras de tension arterial. (5)

De forma similar a otros autores, en nuestro estudio observamos disminucion en los
niveles de microparticulas derivadas de Endotelio CD62e en pacientes con trasplante
renal normo evolutivo (12). La disminucion fue mas notable en los pacientes que tenian
niveles pre trasplante mdas altos. Estos hallazgos pueden estar relacionados con la
mejoria en la morbimortalidad cardiovascular que se observa en el paciente

trasplantado.

El evento de lesion renal mas frecuente en este estudio fue inesperadamente causado por
rechazo humoral, en estos pacientes observamos incremento en los niveles séricos de
microparticulas derivadas de linfocitos T CD3, plaquetas CD41a y monocitos CD14. En
dos pacientes con rechazo humoral observamos incremento significativo en los niveles

séricos de microparticulas de endotelio CD62e y linfocitos B CD19.

La relacion entre microparticulas derivadas de endotelio y de linfocitos B es esperada si
tomamos en consideracion la fisiopatogenia del rechazo humoral. La presencia de
anticuerpos dirigidos contra antigenos HLA expresados en el endotelio precipitaria dafio
mediado por complemento y elementos celulares del sistema inmune innato, esto
llevaria a la liberacion de microparticulas endoteliales por dafio inmunoldgico y

liberacion de microparticulas derivadas de leucocitos por activacion.
Dado que en el rechazo humoral es obligada la participacion de linfocitos B y endotelio,

no podemos explicar porque un paciente con rechazo humoral no mostr6 elevacion de

microparticulas derivadas de estas lineas celulares.
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Un paciente con rechazo humoral cursé rapidamente con anuria y pérdida del injerto,
debido a esto solo se pudo procesar microparticulas en orina de dos pacientes. En estos,

observamos en comun elevacion de microparticulas derivadas de linfocitos T CD3.

En un paciente con rechazo humoral y elevacion en suero de microparticulas de
endotelio CD62e y linfocitos B CD19 se observd también elevacion significativa de
estos marcadores en orina, no fue posible conocer si estos hallazgos se repetirian en otro
paciente cambios en suero similares ya que perdio diuresis rapidamente. Encontrar la
presencia de estos marcadores en orina de mas pacientes con rechazo humoral seria

promisorio.

En el seguimiento, solo observamos un paciente con lesion renal aguda por rechazo
celular Banff 1A. En el conteo de microparticulas en sangre no observamos elevacion,
aunque en orina si se incrementd significativamente el conteo de microparticulas
derivadas de linfocitos T CD3, monocitos CD14, linfocitos B CD19 y plaquetas CD
41A.

Cuando agrupamos a todos los pacientes con eventos de lesidn parenquimatosa renal
como rechazo humoral-celular y necrosis tubular aguda, observamos elevacion de
microparticulas derivadas de leucocitos en la orina de todos ellos. Con estos hallazgos
podriamos inferir que en el paciente con dafio intrinseco renal, el estudio de

microparticulas en orina es probablemente mas sensible que en plasma.

En dos pacientes con infeccion urinaria, los cambios séricos en microparticulas solo
fueron notables en un paciente con incremento en los conteos de microparticulas de
leucocitos. En orina ocurrieron elevaciones de linfocitos B CD19 y plaquetas CD41a en
menor magnitud. Es necesario observar mas eventos de infeccion urinaria para poder

deducir que cambios ocurren en el conteo de microparticulas en este grupo.
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12. LIMITACIONES Y/O NUEVAS PERSPECTIVAS DE
INVESTIGACION

Las limitantes de este estudio son las inherentes a su naturaleza piloto. El tamafio de la

poblacién, el limitado numero de eventos de lesion renal y el corto periodo de

seguimiento de los pacientes.
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13. CONCLUSIONES

Se observaron hallazgos similares a los reportados por otros autores en el
comportamiento de microparticulas derivadas de endotelio en pacientes trasplantados

normo evolutivos.

En este pequeiio grupo de pacientes con rechazo humoral y celular se observo elevacion
de microparticulas derivadas de leucocitos. El incremento ocurrié en suero y orina en

pacientes con rechazo humoral y solamente en orina de un paciente con rechazo celular.

Cuando se agrup6 a los pacientes con dafio intrinseco renal por NTA, rechazo celular y
humoral, observamos elevacion de microparticulas derivadas de leucocitos en orina de

todos ellos.

Aunque observamos tendencias interesantes en los conteos de microparticulas
analizadas en orina de pacientes con lesion parenquimatosa renal y elevacion de
microparticulas de linfocitos B y endotelio en pacientes con rechazo humoral, sera ideal
un estudio mas grande y con un tiempo de seguimiento suficiente para poder observar
mas eventos de interés y definir la utilidad de estos biomarcadores en la poblacion con

trasplante renal.
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