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Monitorizacion del trasplante renal: ; tiene impacto

clinico?
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! Servicio de Nefrologfa, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander
2 Servicio de Nefrologia, Hospital Universitari Vall d'Hebron, Barcelona
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La biopsia renal percutdnea del rifién trasplantado ha sido
el patrén oro para evaluar la respuesta inmune a un aloin-
jerto renal. Una biopsia no estd exenta de riesgos y no es
capaz de predecir el rechazo, sino solamente establecer un
diagndstico una vez que el dafio tisular estd definido.

Por otro lado, la notable mejora en los resultados a corto
plazo no se ha trasladado tan brillantemente al largo plazo
y seguimos observando una pérdida progresiva de injertos,
por atricién, de un 2-6% anual, dependiendo de las carac-
teristicas del centro de trasplante, lo que demuestra nues-
tra incapacidad para detectar cambios en el injerto con las
herramientas actuales.

Como consecuencia, en las ultimas dos décadas han au-
mentado los ensayos de monitorizacién inmunoldgica que
intentan poner fin a la era de la determinacién de los nive-
les de farmacos como tnica herramienta disponible para
los clinicos en el seguimiento de la respuesta inmune.

Los clinicos responsables de dicho seguimiento dependen
de medicamentos que tienen una ventana terapéutica es-
trecha y tienen que decidir entre la espada del rechazo y la
pared de efectos secundarios tales como infeccién, toxici-
dad y tumores malignos.

Correspondencia: Manuel Arias

Servicio de Nefrologfa.

Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander.
nefarm@gmail.com

Francesc Moreso

Servicio de Nefrologfa.

Hospital Universitari Vall d’'Hebron, Barcelona.
fimoreso@vhebron.net
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Una mejor comprensién de los mecanismos de rechazo y
tolerancia, y los avances tecnoldgicos estdn llevando al de-
sarrollo de nuevos métodos no invasivos para monitorizar
la respuesta inmune.

Para alcanzar el «santo grial» del trasplante, la tolerancia
del injerto sin inmunosupresion, es necesario disponer de
un biomarcador que sea capaz de identificar los receptores
tolerantes y los que desarrollan rechazo clinico o subclini-
co, y este biomarcador para la monitorizacion clinica debe
ser no invasivo, de bajo coste, reproducible y accesible
para los médicos y los pacientes.

En este suplemento de NEFROLOGIA se publican las pre-
sentaciones realizadas en la reunién del grupo Prometeo
sobre la monitorizacién del trasplante renal que ponen al
dia todos los aspectos de este tema.

Nuestro agradecimiento a todos los ponentes y autores de
los capitulos, y a Novartis Trasplante por su continuado
apoyo.

02/09/16 07:11
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INTRODUCCION

El sistema inmunitario existe porque el ser humano esta
expuesto a microorganismos frente a los que libra una ba-
talla permanente. Gracias a todo el arsenal celular y humo-
ral que ha desarrollado, puede combatir de forma especia-
lizada a todos estos agentes. Esa gran especializacién se
acompafia de una capacidad excelente de discernir entre
aquello que no supone una amenaza y lo que si, seguin la
teoria del peligro'. En este contexto, el sistema inmunita-
rio reconoce como extraiio el aloinjerto, el cual no estd
previsto en la evolucién natural, salvo en el caso del feto,
que es el primer y principal tipo de aloinjerto al que se
expone el ser humano. Para evitar la pérdida del aloinjerto
por el alorreconocimiento y la alorrespuesta que se gene-
ran en condiciones normales, contamos con la inmunosu-
presion farmacoldgica, la cual ha sido esencial para el €xi-
to y la implantacion del trasplante de organos en la
préctica clinica®. A pesar de ello, la inmunosupresion tiene
serios efectos adversos motivados en gran mediad por la
falta de especificidad inmunoldgica y entre los que desta-
ca el riesgo de infecciones y de neoplasias, asi como el
riesgo cardiovascular®. Por ello, en el ambito del trasplante
se persigue conseguir un verdadero estado de tolerancia
inmunoldgica frente al aloinjerto, donde el receptor sea
capaz de responder a los agentes infecciosos a que se ex-
pone y el riesgo de neoplasia por la inmunosupresion ines-
pecifica disminuya®. Esta tolerancia es especifica y los
beneficios a largo plazo son claros. Sin embargo, el prin-
cipal handicap es que no disponemos de biomarcadores

Correspondencia: Marcos Lépez Hoyos

Seccién de Inmunologia.

Hospital Universitario Marqués de Valdecilla-IDIVAL, Santander.
mlopezhoyos@humv.es
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clinicos que nos ayuden a determinar el estado de toleran-
cia en un receptor de un trasplante®.

Por lo anterior, en el campo del trasplante se buscan bio-
marcadores que nos permitan cumplir cuatro objetivos ne-
cesarios para manejar correctamente al receptor de un in-
jerto*>:

e Medir el nivel de inmunosupresion correcto para evitar
efectos adversos.

* Individualizar para cada paciente el tipo de inmunosu-
presién mds conveniente.

* Emplear marcadores moleculares de imagen que permi-
tan anticiparse a la lesion ya establecida cldsica de las
biopsias.

» Contar con herramientas que puedan predecir la evolu-
cidn del injerto.

En el ambito del trasplante renal, la investigacién se ha
realizado normalmente de forma transversal, donde se han
seleccionado pacientes en distintas situaciones clinicas
(rechazo agudo, rechazo crénico, tolerancia operacional)
y en los que se han aplicado diversos biomarcadores mas
0 menos invasivos. Algunos de estos biomarcadores que
demuestran cierta utilidad se intentan validar posterior-
mente en estudios prospectivos randomizados. Los princi-
pales son ensayos clinicos donde se emplean estos bio-
marcadores en pacientes trasplantados de novo y se
compara la inmunosupresion estdndar frente a nuevos in-
munosupresores o regimenes. También se validan los bio-
marcadores en ensayos randomizados con pacientes tras-
plantados estables en los que se decide aplicar tratamientos
de minimizacién de la inmunosupresion. Este tipo de en-
sayos prospectivos con biomarcadores se realizan en el
contexto de grandes consorcios como el RISET (Repro-

31/08/16 10:11
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gramming the Immune System for the Establishment of
Tolerance) europeo o el ITN (Immune Tolerance Network)

americano®.

Los mecanismos de tolerancia en el campo del trasplante
pueden ser principalmente cuatro’: delecién, anergia, des-
viacién inmunitaria y supresioén. Los dos primeros son pa-
sivos, mientras que los dos ultimos suponen mecanismos
activos de tolerancia. La delecién puede ocurrir a nivel
central (timica) o en la periferia. La desviacién inmunita-
ria supone la diferenciacién hacia los distintos tipos de
células Th efectoras, mientras que la supresion hace refe-
rencia a las células T reguladoras, fundamentalmente las
Treg, perotambién otros tipos (Tr1, Th3, TCD8+CD28-...).

Desde el momento de la implantacion del 6rgano del do-
nante en el cuerpo del receptor, se produce un alorrecono-
cimiento de antigenos del donante, denominados aloanti-
genos, por parte de los linfocitos del receptor. Los
principales aloantigenos que son reconocidos son las mo-
léculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC,
por sus siglas en inglés, major histocompatibility com-
plex), que en humanos se denominan antigenos leucocita-
rios humanos (HLA por sus siglas en inglés, human leuko-
cyte antigen). No obstante, cualquier antigeno que se
codifique por genes polimérficos y que dé lugar a distintas
proteinas entre sujetos de la misma especie puede ser des-
encadenante de una respuesta frente al aloinjerto. El alo-
rreconocimiento puede ser de tipo directo de las moléculas
incompatibles presentadas por las células presentadoras
de antigeno (APC por sus siglas en inglés, antigen presen-
ting cells) del donante o indirecto, donde se presentan los
aloantigenos del donante por parte de las APC del receptor
que, previamente, las han procesado. En cualquier caso, la
célula principal en todo el proceso parece ser la célula
T helper (Th) CD4+ del receptor que se activa y genera
una serie de citocinas que, segtn el tipo de estimulo, pue-
den favorecer una alorrespuesta frente al injerto de tipo
celular o de tipo humoral. La activaciéon de la célula T
CD4+ depende de tres sefiales. La primera es la depen-
diente de la sefializacidn a través del receptor de la célula
T (TCR por sus siglas en inglés, T-cell receptor), que con-
fiere especificidad a la respuesta. Sin embargo, esta prime-
ra sefial es insuficiente para activar completamente la cé-
lula T, puesto que requiere de una segunda sefal

Nefrologia Sup Ext 2016,7(2):2-13
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coestimuladora, mediada principalmente a través de CD28
al interaccionar con CD80 y CD86 en la APC. Esta segunda
sefial produce una activacion de la transcripcion de genes vy,
sobre todo, de la interleucina 2 (IL-2), una citocina que inte-
racciona con su receptor en la superficie de la célula T y ge-
nera la tercera sefial necesaria para inducir la proliferacion de
los linfocitos T>.

La actual aproximacién inmunosupresora, por otro lado,
parece ser demasiado general e inespecifica para bloquear
una respuesta tan compleja como la inmunitaria, donde
cada dia se describen nuevos tipos de células T CD4+
(Thl1, Th2, Treg, Th3, Th17, Th9...). Estas células estin
diferenciadas para inducir un tipo de respuesta efectora o
supresora en distintas situaciones®. Las células T CD4+ se
diferencian de una célula ThO naive hacia células efecto-
ras Thl, Th2 o Th17, o hacia células T reguladoras (Treg),
en funcién bdsicamente de las citocinas presentes en el
ambiente donde se diferencian (figura 1). Asf, el interferén
gamma (IFN-y) facilita la diferenciacién hacia Thl, que se
define por el factor de transcripcion T-bet. La IL-4 favore-
ce la diferenciacién hacia Th2 (factor de transcripcion
GATA-3). El factor de crecimiento transformador beta
(TGF-f por sus siglas en inglés, transforming growth fac-
tor beta) es capaz de diferenciar hasta tres tipos de células
T CD4+ segun la otra citocina que se asocie: el TGF-f y la
IL-6 inducen diferenciacién hacia Th17 (factor de trans-
cripcién ROR-y-T); el TGF-f y la IL-4 inducen Th9 (fac-
tores de transcripcion PU.1 e IRF-4) y el TGF-§3 y la IL-2
inducen la diferenciacion hacia Treg (factor de transcrip-
cién FoxP3). Ademas, se ha descrito recientemente otro
tipo de célula T CD4+ efectora, la Th22, que se induce con
la presencia en el medio de citocinas proinflamatorias
como la IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a.,
por sus siglas en inglés, rumour necrosis factor alpha)’.

Por otro lado, cada una de estas células Th secreta citoci-
nas necesarias para su funcién efectora o supresora y para
inhibir la diferenciacion hacia otro tipo de células Th. De
este modo, las células Thl se caracterizan por secretar
fundamentalmente IFN-y, que por otra parte bloquea la
diferenciacion hacia Th2 o Th17. De forma semejante, las
células Th2 secretan IL-10, que bloquea la diferenciacién
hacia Thl, e IL-4, que bloquea la diferenciacién hacia
Th17. Estas secretan ILL-17 como citocina efectora, la cual

3
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Figura 1. Diferenciacién funcional de los cuatro tipos fundamentales de células Th CD4+ (Th1, Th2, Th17 y Treg). Se
muestran las citocinas principales implicadas en su diferenciacién y producidas tras el estimulo recibido por la célula
ThO de las células dendriticas presentadoras del antigeno. En cada tipo celular se indican los factores de transcripcion
que le son propios. En rectangulos de fondo amarillo se muestra el efecto que los dos tipos de complejos m-TOR
(m-TORC1 y m-TORC2) inducen en la diferenciacién de células Th. A la derecha, se representa esquematicamente el
efecto que el tratamiento con inhibidores de m-TOR como el sirolimus y el everolimus puede tener sobre los cuatro
tipos celulares. No se muestran las células Th9 y Th22 por no haber alin evidencia acerca del efecto de los complejos
mTOR en su diferenciacion. DC: células dendriticas; IFN-y: interferon gamma; IL: interleucina; m-TOR: diana de la
rapamicina en mamiferos; TGF-f: factor de crecimiento transformador beta.

es capaz de bloquear la diferenciacién hacia Thl, Th2 o
Treg. Finalmente, las células Treg son capaces de inhibir
la diferenciacién y la funcién de cualquiera de los tres ti-
pos de células Th efectoras'®.

Aunque sean las células T CD4+ las que secretan las ci-
tocinas y facilitan o inhiben la diferenciacion hacia un
tipo celular u otro, son las APC, y especialmente las cé-
lulas dendriticas (DC por sus siglas en inglés, dendritic
cells), las que captan las sefiales de peligro del medio y,

a4
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al interaccionar con las células T CD4+, dirigen la res-
puesta hacia una més inflamatoria (Th9, Thl o Th17) o
mas inmunorreguladora (Treg, Th3 o Tr1)!!. Ademds, un
hecho diferencial y de reciente descripcién es la extraor-
dinaria capacidad pldstica que tienen los distintos tipos
de células Th CD4+, de modo que, en funcién del tipo de
sefal de alarma que capten las DC del tejido donde se
detecte esa sefal y de las citocinas que se produzcan en
cada momento, un tipo de célula Th se puede transformar

en otro'’.

Nefrologia Sup Ext 2016,7(2):2-13
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CELULAS TH CD4+: EFECTO DE LA
INMUNOSUPRESION EN LAS CELULAS TREG Y
OTRAS CELULAS TH

Como se ha mencionado en la introduccion, las células T
reguladoras son varios subtipos de células con capacidad
de supresion de la respuesta inmunitaria a diversos niveles
y mediante diferentes mecanismos (contacto dependiente,
citocinas antiinflamatorias, etc.). Los tipos de células mds
estudiados han sido las denominadas Treg, células T CD4+
caracterizadas por la expresion de niveles elevados de
CD25 (CD25"e") y del factor de transcripcion FoxP3'2
Las células Treg naturales expresan también CD27 vy tie-
nen muy baja o ausente expresiéon de CD127. Estas células
tienen un origen central timico en un porcentaje del
5-10%, que se puede expandir a nivel periférico. Sin em-
bargo, la gran mayoria de ellas adquiere el fenotipo
CD+CD25"¢"FoxP3+ en la periferia a partir de células T
CD4+ naive y de otros subtipos de células T CD4+, gra-
cias a la plasticidad comentada anteriormente'>. Ademas,
existen otros tipos de células T reguladoras de origen peri-
férico, como las células Trl y las Th3. Incluso, en la peri-
feria se ha descrito diferenciacion de células T CD8+ con
funcién reguladora (CD8+CD28-).

Desde la descripcion y la aceptacion definitivas de las cé-
lulas Treg como células con capacidad inmunorreguladora
en general, su utilidad en la induccién de tolerancia en el
ambito del trasplante ha sido una constante, bien como
herramientas tolerogénicas' o bien como biomarcadores'*
para definir la tolerancia frente al aloinjerto. En este senti-
do, el objetivo del empleo de biomarcadores de tolerancia
es definir aquellos pacientes en los que la inmunosupre-
sién puede minimizarse o incluso quitarse sin riesgo de
pérdida del injerto. Sin embargo, es posible que cualquier
paciente que se defina como no tolerante con una bateria
de biomarcadores inmunolégicos, incluidas las Treg, pue-
da tener una funcion renal normal. Es decir, una funcién
normal no tiene por qué acompafiarse de un panel de bio-
marcadores de tolerancia inmunolégica. Ademads, la tole-
rancia y la inmunosupresién farmacoldgica total son los
dos extremos de la situacién que puede ocurrir en un tras-
plante de 6érganos como el renal, los cuales nunca se llegan
a alcanzar. Existen situaciones intermedias en las que se
busca un equilibrio entre la cantidad de inmunosupresion
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administrada y el grado de alotolerancia que se consigue'?.
Es posible que la monitorizacién de biomarcadores, como
las Treg, permita establecer el grado de tolerancia/inmu-
nosupresion en el paciente trasplantado.

Existen diversos factores que se deben considerar a la hora
de definir biomarcadores'. En el caso del trasplante renal,
el primer aspecto destacable es la matriz biol6gica donde
se va a medir. Como en cualquier 6rgano, la fuente mas
directa y que aporta mayor informacion es el propio tejido
(biopsia), pero con el gran inconveniente de tratarse del
método mds invasivo. La fuente biolégica menos invasiva
probablemente es la orina del trasplantado renal, aunque
se trata de un material dificil de recolectar conveniente-
mente y sus cantidades a veces no son suficientes. Ade-
mads, lo que se detecta en orina suele reflejar lo que ya ha
ocurrido en el rifién y quizds no permita predecir eventos
futuros. Entre la biopsia y la orina, quizds la matriz con
mads utilidad sea la sangre puesto que su obtencion es mi-
nimamente invasiva y, ademds, puede ser reflejo de cam-
bios inmunolégicos a nivel sistémico que permitan prede-
cir eventos posteriores.

Otro aspecto que se debe considerar en el estudio de los
biomarcadores en el trasplante renal es el tipo de metodo-
logia que se va a utilizar (genémica, proteémica, trans-
criptdmica o metabolémica). Es posible que el panel de
biomarcadores que defina un estado de alotolerancia en el
futuro sea una combinacién de varios de esos métodos*.
Hasta la fecha, la mayoria de las aproximaciones emplea-
ban una u otra técnica, pero en los ultimos afios y gracias
a los consorcios establecidos, se combina un panel de di-
ferentes técnicas.

Ademas, el trasplante renal no es un proceso estatico, sino
que es dindmico y cambia en el tiempo, y en su evolucién
influyen multiples factores inmunoldgicos (sensibiliza-
cién previa, compatibilidad HLA) y no inmunolégicos
(tipo de inmunosupresor, nefrotoxicidad, infecciones, dia-
betes, dafio de isquemia-reperfusion...). Estos factores
también pueden contribuir a cambios en los biomarcado-
res que estudiamos.

Por ello, uno de los factores que pueden influir en el estu-
dio de las células Treg como biomarcadores en un tras-
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plantado renal es el tipo de inmunosupresion empleado.
En este sentido, existe una clara diferencia entre el empleo
de inhibidores de la calcineurina (CNI por sus siglas en
inglés, calcineurin inhibitors) o de inhibidores de la diana
de la rapamicina en mamiferos (m-TOR por sus siglas en
inglés, mammalian target of rapamycin), im-TOR, como
principales inmunosupresores incluidos en la triple terapia
de mantenimiento tras el trasplante renal. De este modo,
se demostré ya hace una década que los CNI eran capaces
de inducir un descenso en las cifras de células Treg en la
sangre de trasplantados renales estables y de mdas de 2
afios de evolucién respecto a los tratados con im-TOR, que
mantenian cifras semejantes a los donantes sanos y los pa-
cientes con enfermedad renal terminal'. El descenso de
las células Treg que los CNI inducen se recupera incluso
cuando los pacientes se retiran de regimenes que combina-
ban los CNI con los im-TOR o cuando los pacientes cam-
bian de un tratamiento con CNI a otro con im-TOR. Ade-
mads, el aumento de células Treg tras la conversion de 18
trasplantados renales de terapia con CNI a im-TOR se
acompafi6 en otro estudio de un descenso en la activacion
de linfocitos T CD4+ circulantes, medido por el método
Immuknow, a los 3 meses de la conversién!”. Todos estos
datos se corresponden con los estudios iniciales in vitro
que mostraban como la rapamicina inducia la diferencia-
cion hacia células Treg a partir de células T CD4+ efecto-
ras convencionales y no por expansion de células Treg
naturales'®20,

Cabe destacar que las células Treg definidas hace 20 afos
han demostrado ser un grupo de células con diferentes
subtipos y grados de activacion. Asi, Miyara et al*! demos-
traron tres fracciones de células Treg con distinta capaci-
dad supresora y que eran definidas por diferentes fenoti-
pos segin la expresiéon de los marcadores celulares
mediante citometria de flujo. De este modo, se define la
poblacion de células Treg activada como con mayor capa-
cidad supresora con fenotipo CD4+CD45RA-CD-
25MehFoxP3hieh - Ademds, hay otros dos tipos de células
Treg que pueden activarse y que tienen fenotipos distintos:
células Treg naive (CD4+CD45RA+CD25+FoxP3+) y cé-
lulas Treg silentes (CD4+CD45RA+CD25+FoxP3+). Las
células Treg activadas expresan el mayor nivel de la molé-
cula inhibidora de la segunda sefial, CTLA-4, seguidas por
las células Treg silentes y las naive®'. En un estudio multi-
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céntrico espaifiol, se midieron los niveles circulantes de
células Treg totales y de los distintos subtipos de células
Treg descritos, mediante citometria de flujo, en una cohor-
te de 75 trasplantados renales®?. Se consensué la metodo-
logia empleada en los cuatro centros y se establecieron
protocolos normalizados de trabajo empleando lotes de
reactivos idénticos para minimizar los coeficientes de va-
riacién inter- e intralaboratorio, que pueden sesgar los tra-
bajos multicéntricos que emplean este tipo de métodos.
Los niveles de las células Treg se cuantificaron antes del
trasplante y durante el primer afio postrasplante renal. Es-
tas células cayeron de forma significativa desde la primera
semana después del trasplante y a partir del segundo mes
se fueron recuperando para alcanzar los niveles pretras-
plante al afo®?, de forma semejante a lo descrito previa-
mente en un estudio unicéntrico con 33 trasplantados re-
nales?. Un comportamiento paralelo mostraron las células
Treg activadas, pero de forma importante, se demostré que
estas células activadas estaban ya aumentadas antes del
trasplante en aquellos receptores que sufrian un rechazo
agudo®. En concreto, se establecié que la presencia de una
frecuencia de células Treg activadas en sangre superior al
1,4% se asociaba de forma significativa a un mayor riesgo
de rechazo agudo. En dicho estudio no se demostré dife-
rencia alguna en el ndmero de los subtipos de células Treg
en funcién del inmunosupresor empleado, puesto que la
mayoria de los pacientes estaban con un régimen basado
en los CNI.

Aunque las células Treg son los biomarcadores mds aso-
ciados con la tolerancia, dados los distintos tipos de célu-
las T CD4+ y su enorme plasticidad, es importante consi-
derar el balance entre células reguladoras y células
efectoras o entre células antinflamatorias y células infla-
matorias; dicho de otro modo, el balance entre células
Treg y células Th1-Th17%. Dicho balance puede ser alte-
rado por el empleo de los farmacos inmunosupresores en
el postrasplante renal. Asi, se sabe que existen dos com-
plejos de la m-TOR implicados en la induccién y en la
diferenciacién de los subtipos de c€lulas Th CD4+: los
complejos m-TORC1 y m-TORC2 (figura 1). Asi, m-
TORCI, que se activa mas que m-TORC2 en el linfocito
que recibe sefiales coestimuladoras, induce la diferencia-
cion hacia Thl y Th17, mientras que inhibe la de Th2 y
Treg. Por su parte, m-TORC2 estimula la diferenciacién
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hacia Thl y hacia Th2. Se conoce que la rapamicina blo-
quea ambos complejos m-TOR, aunque con mayor poten-
cia el m-TORC1%%, En consecuencia, el uso de los im-
TOR, como la rapamicina, seria capaz de inhibir la
diferenciacion hacia c€lulas efectoras como Thl y Th17y,
en menor medida, hacia Th2, mientras que facilitaria la
induccién de células Treg (figura 1). En este sentido, un
trabajo reciente en cultivo mixto linfocitario in vitro y en
presencia de citocinas inflamatorias muestra como el ta-
crolimus es capaz de inhibir la diferenciacién tanto hacia
Thl y Th17 como hacia Treg?’. La rapamicina disminuye
la cantidad de células Thl y Th17 en el cultivo pero au-
menta las células Treg. Ademads, cuando se emplean de
forma combinada el tacrolimus y la rapamicina, el efecto
inhibidor de las células Thl y Th17 se potencia, mientras
que la combinacion es capaz de recuperar el descenso de
células Treg inducido por el tacrolimus.

CELULAS T DE MEMORIA

El desarrollo en el conocimiento de las diferentes subpo-
blaciones de células T ha permitido el avance en el estudio
de los mecanismos inmunoldgicos implicados en el recha-
zo del aloinjerto. Las células mds estudiadas en el rechazo
0 aceptacién de un trasplante han sido los subtipos funcio-
nales de linfocitos T CD4+ (Thl, Th2, Th17, Treg). Sin
embargo, pocos estudios se centran en el andlisis de una
poblacién que persiste tras el trasplante con un patrén de
diferenciacién ambiguo: las células Th de memoria®. Esta
poblacion de memoria comprende a células T tanto efecto-
ras (Thl1, Th17) como reguladoras, las cuales pueden mo-
dificar sus patrones de expresion especifica del subtipo si
cambian las sefiales de diferenciacion precisas®. Por otro
lado, la mayoria de los estudios en los que se analiza la
implicacion de las células T naive frente a las de memoria
se han realizado en animales de experimentacién® y se da
la paradoja de que en estos animales la frecuencia de célu-
las T de memoria es < 3%, mientras que en humanos esa
frecuencia aumenta aproximadamente al 70%. Probable-
mente la frecuencia de células T de memoria en un recep-
tor en lista de espera para recibir un injerto renal sea atn
mayor por la exposicién previa a infecciones, transfusio-
nes y estimulos inflamatorios continuos, como los deriva-
dos de la didlisis.
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Fenotipo de células T de memoria
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Figura 2. Representacion de los marcadores de superficie
que identifican los distintos subtipos de células T en su
maduracién y cémo se distribuirian en una imagen de
citometria de flujo. TCM: células T centrales de memoria;
TEM: células T efectoras de memoria; TEMRA: células T
efectoras terminales.

En el trasplante, la respuesta inmunitaria de memoria, al
igual que en el caso de cualquier infeccién, es mucho méas
répida y agresiva que la dirigida por las células T naive,
puesto que el componente de memoria contiene multitud
de células T clonales expandidas mientras que el naive
contiene pocas células, cada una con especificidades dife-
rentes. Gracias a las nuevas metodologias se han descrito
diferentes subpoblaciones de células T de memoria con
diferentes propiedades fenotipicas y funcionales, asi como
de distribucién tisular?!.

Las células T de memoria humanas tienen una expresion
diferenciada de CD45RA, CD27, CD28, CCR7 y CD62L
frente a las células T naive (figura 2). Estas ultimas son
células CD45RA+CD27+CD28+, productoras en gran
medida de IL-2, necesaria para su supervivencia. Las célu-
las T de memoria se dividen en T centrales de memoria
(TCM por sus siglas en inglés, T central memory cells),
localizadas principalmente en tejidos linfoides periféricos
en un estado silente. Se caracterizan por la expresién en
superficie de CD45RO (y ausencia de CD45RA) y de
CD62L, necesaria para su reclutamiento en tejidos linfoi-
des, ademas de CD27 y CD28. Existe un estadio interme-
dio de c€lula T de memoria en que se pierde la expresion
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de CD28 respecto al estadio TCM, manteniendo la expre-
sion de CD27. Estas células ya secretan IFN-y al tiempo
que decae la produccién de IL-2. Finalmente, la célula T
de memoria se diferencia hacia célula efectora de memo-
ria (TEM por sus siglas en inglés, T effector memory
cells), que también presenta CD45RO en superficie, pero
se diferencia de las TCM en la ausencia de expresion de
CDG62L (por lo que se localizan en érganos no linfoides
periféricos) y en la ausencia de CD27 y CD28. La princi-
pal diferencia entre las TCM y las TEM es funcional,
puesto que las TEM son capaces de inducir una respuesta
de memoria rdpida con un menor requerimiento de sefiales
de coestimulacion, lo que las convierte en las células con
mayor capacidad de rechazar un injerto trasplantado. Es-
tas células TEM se caracterizan en humanos por producir
IFN-y y casi nada de IL-2!*2, Recientemente se ha demos-
trado que las células T de memoria montan una alorres-
puesta de tal magnitud que incluso las células Treg (cono-
cidas por su papel favorecedor del establecimiento de
tolerancia a injertos) son incapaces de controlarla®. Gran
parte del poder de esta alorrespuesta es la capacidad de
reclutar células mononucleares por parte de las células de
memoria. Si se evita la movilizacion de estas células, las
células Treg serian capaces de controlar dicha alorres-
puesta®. Cada vez parece mds evidente que conseguir un
control efectivo sobre las células de memoria facilitaria el
establecimiento de un estado de tolerancia o, al menos, de
aceptacion del injerto trasplantado, objetivo dltimo en es-
tos pacientes.

El estudio del grupo de Nantes y el del Hospital Clinic de
Barcelona en trasplantados renales mostraron un aumento
de las células con fenotipo de TEM mediante citometria
de flujo en los receptores renales tratados con im-TOR
respecto a los tratados con CNI**. Ademds, dicho aumento
se acompafié de un incremento de transcritos de RNA re-
lacionados con la ruta inflamatoria del factor nuclear ka-
ppa B (NF-kB por sus siglas en inglés, nuclear factor ka-
ppa B) y de linaje monocitario y células natural killer
(NK). También el tratamiento con im-TOR indujo un au-
mento de células Treg comparado con el de CNI. Por lo
tanto, el efecto de los inmunosupresores sobre los tipos
funcionales y madurativos de células Th CD4+ parece
complejo y ain por definir. Incluso, los dos principales
im-TOR, el everolimus y el sirolimus, parecen tener efec-
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tos dispares. En cultivos in vitro, tras activaciéon policlo-
nal, se demuestra que el everolimus, pero no el sirolimus,
es capaz de bloquear la maduracién de células Th naive
hacia células TCM o TEM?*. Ademads, el everolimus inhi-
be de forma mas eficiente la proliferacion de células TCM
y TEM que el sirolimus, aunque ninguno de ellos consigue
el nivel antiproliferativo del tacrolimus. Aunque el trabajo
muestra esas diferencias madurativas en las células Th, no
lo hace en la produccién de citocinas caracteristicas de
cada tipo funcional Th ni con CNI ni con im-TOR?¥.

CELULAS LINFOIDES INNATAS: UN NUEVO TIPO
CELULAR QUE PUEDE SER MODULADO POR LA
INMUNOSUPRESION

La complejidad de la respuesta inmunitaria es tal que el
nivel de especializacion descrito en la respuesta adaptati-
va, aunque en menor grado, también parece detectarse en
la repuesta innata. De este modo, se han descrito familias
de células linfoides innatas (sin TCR) pero que comparten
factores de transcripcion y citocinas producidas con los
subtipos de células Th de la respuesta adaptativa®. La fun-
cién de estos tipos de cé€lulas es probablemente comple-
mentaria y de soporte a la activaciéon de los tipos Th mas
especializados. Se han descrito grupos de células linfoides
innatas (ILC por sus siglas en inglés, innate lymphoid
cells). Las ILC del grupo 1 expresan el factor de transcrip-
cion propio de las Thl, el T-bet, y secretan fundamental-
mente [FN-y. Existe un subtipo en este grupo, las NK-like,
que, ademads del T-bet, tienen el factor de transcripcién
EOMES. Las ILC del grupo 2 tienen el factor de transcrip-
ciéon GATA-3 y ROR-a y secretan IL-4, IL-5 e IL-13. Las
ILC del grupo 3 expresan el factor ROR-y-T y se subdivi-
den en tres subtipos: las células inductoras de tejido linfoi-
de (LTi por sus siglas en inglés, lymphoid tissue inducer
cells) y las células linfoides innatas 3 sin receptor de cito-
toxicidad natural (NCR-ILC-3 por sus siglas en inglés,
natural cytotoxicity receptor), que secretan IL-17 e IL-22,
y las células linfoides innatas 3 con receptor de citotoxici-
dad natural (NCR+ILC-3), que secretan solo IL-22. Todo
parece indicar que estos subtipos de ILC pueden tener
también capacidad plastica y en funcién de los estimulos y
de los tejidos donde se encuentren pueden transformarse
en un tipo u otro.
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Dada su reciente descripcidn, no existen atin trabajos acer-
ca de la influencia de los tratamientos inmunosupresores
en estas células. Recientemente, un estudio en ratones jo-
venes tratados con sirolimus ponia de manifiesto como
aumentaba el porcentaje de células ILC-1 e ILC-3 circu-
lantes. El efecto también se mostraba para las ILC-1 en
ratones viejos, pero no para las ILC-3%. En los préximos
afios apareceran mas evidencias en relacién con las ILC y
el efecto de los farmacos inmunosupresores y su influen-
cia en la evolucion del trasplante de 6rganos.

LA RESPUESTA HUMORAL EN EL TRASPLANTE
NO SOLO SE INHIBE CON TERAPIAS
ESPECIALMENTE DIRIGIDAS A LAS CELULAS B

El rechazo humoral es el resultado de una activacién linfo-
citaria B que desencadena la produccién de anticuerpos
especificos frente al HLA del donante (DSA por sus siglas
en inglés, donor specific antibodies) que activan el com-
plemento, lo que supone un elevado riesgo de pérdida del
injerto. Esto ha motivado el desarrollo de tratamientos di-
rigidos especificamente a hacer frente a moléculas y rutas
de activacion de células B¥. No obstante, debe tenerse en
cuenta que la respuesta de anticuerpos anti-HLA es de tipo
T-dependiente, donde la colaboracién entre células Th
CD4+ y célula B es necesaria. Por este motivo, la inmuno-
supresion con farmacos como los CNI o los im-TOR, ads-
crita tradicionalmente a la inhibicion solo de células T,
también participa en el control de la respuesta humoral.

El grupo de Berlin fue el primero en demostrar, en un estu-
dio que combinaba dos cohortes randomizadas y que su-
maban 127 pacientes, que el tratamiento con CNI inhibia
de forma mads efectiva la produccién de DSA y el rechazo
humoral que el tratamiento con everolimus®. Mas reciente-
mente, en una cohorte de 247 trasplantados renales unicén-
trica, se demostr6 que la conversién de un régimen basado
en CNI a otro basado en im-TOR favorecia la produccién
de anticuerpos anti-HLA en mds del doble respecto a los
pacientes que se mantenian con los CNI, aunque la mayo-
ria no eran DSA¥. De forma significativa, este trabajo de-
mostré que el riesgo de producir anticuerpos, especialmen-
te los DSA, era mayor en aquellos pacientes que tenfan
cierto grado de sensibilizacion antes de la conversion de
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CNI a im-TOR?. Por lo tanto, el mensaje incidia en la ne-
cesidad de determinar el nivel de anticuerpos anti-HLA en
un paciente antes de realizar la conversion y evitar realizar-
la en caso de presencia de anticuerpos circulantes. Un tra-
bajo mas reciente mostré cémo la conversién de tacrolimus
a everolimus a los 3 meses del trasplante inducia el triple
de produccion de DSA de novo respecto a los pacientes que
se mantenfan con tacrolimus®. No obstante, el riesgo de
produccién de DSA parece depender también del momento
de la conversidn, puesto que aquellos pacientes convertidos
después del afio del trasplante tienen un riesgo muy infe-
rior que los que lo hacen antes del afio*'.

A pesar de que la razén aducida para el mayor riesgo de
rechazo humoral con los im-TOR radica en su menor ca-
pacidad supresora de células T respecto a los CNI, existen
escasas evidencias del efecto directo de los dos tipos de
inmunosupresores sobre las células B. Un trabajo reciente
demuestra que el tacrolimus no afecta ni a la proliferacion
de células B in vitro ni tampoco a su diferenciacién hacia
células con fenotipo de célula plasmatica*?. En cambio, el
sirolimus, tanto a dosis terapéuticas como infraterapéuti-
cas, reduce la proliferacién de las células B y también su
diferenciacion hacia células plasmadticas productoras de
anticuerpos. Evidentemente, se trata de un trabajo in vitro,
pero que no concuerda con los resultados encontrados in
vivo de los niveles de los DSA circulantes.

De modo semejante al resto de poblaciones celulares T
mencionadas hasta ahora, las células B también tienen sub-
tipos segin la funcion que ejercen. Asi, existen células B
patogénicas, que median el rechazo humoral con produc-
cion de citocinas inflamatorias y aloanticuerpos y que tie-
nen capacidad de memoria, y células B con funcién regula-
dora, equivalente a la de las células Treg®. Es posible que
las discordancias entre los datos in vivo e in vitro, como las
descritas en el parrafo anterior, tengan que ver con los sub-
tipos funcionales de células B que fenotipicamente no so-
mos capaces de distinguir. De hecho, los trabajos de los
consorcios americano (ITN) y europeo (RISET) demostra-
ron una firma molecular rica en transcritos de células B y
produccién de anticuerpos no DSA en los pacientes renales
con tolerancia operacional que habian abandonado la inmu-
nosupresion*#, Este hallazgo fue contradictorio en aquel
momento, puesto que cualquier rasgo de respuesta humoral
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se asociaba entonces a rechazo de tipo vascular agresivo.
Ademads, en aquellos trabajos no se mostraba evidencia de
aumento de células ni genes relacionados con células T re-
guladoras. Mas recientemente, un grupo de Chicago ha de-
mostrado que en los receptores de trasplante renal de vivo y
HLA idéntico en los que se dejaba la inmunosupresion a los
2 afios del trasplante, se conseguia tolerancia frente al aloin-
jerto. En dicho estudio, se demuestra un aumento de células
Treg (CD4*CD25"¢"CD127 FoxP3") respecto a los no tole-
rantes, al tiempo que la firma molecular es compatible con
la descrita por el ITN como la asociada a la tolerancia ope-

racional®.

Actualmente se considera que existen células B regulado-
ras que tienen diversos fenotipos, pero que, de forma des-
tacada, realizan su funcion supresora mediante la citocina
antinflamatoria IL-10%7. Basicamente se han descrito dos
tipos de células con distintos fenotipos: células Breg
(CD19*CD20*CD24"ehCD27-CD38Me[gDhish[gMbigh) y cé-
lulas B transicionales o de la zona marginal
(CD19*CD24*CD38*IgD"). Nuestro grupo estudi6 los ni-
veles en sangre de estas ultimas células en trasplantados
renales a los que se realizaba una biopsia por indicacién
clinica. Los resultados mostraban cémo las células B tran-
sicionales estaban disminuidas en la sangre en los tras-
plantados en el momento del rechazo respecto a los tras-
plantados con biopsia que no tenia datos de rechazo. Al
cabo de 30 dias de la biopsia, los porcentajes de estas cé-
lulas en sangre se igualaban entre los dos grupos*. Mds
recientemente, un estudio con 36 trasplantados renales
estables demuestra que las células B transicionales au-
mentan con el tiempo, lo que se relaciona con la supervi-
vencia a largo plazo con independencia del tratamiento
inmunosupresor. Curiosamente, en ese trabajo no hay di-
ferencias en el nimero de c€lulas Breg entre los receptores
tratados con CNI o con im-TOR, a diferencia de las célu-
las Treg, que si que caen con los CNI*, tal como se ha
comentado anteriormente.

LA CELULA PRESENTADORA DE ANTIGENO: LA
OLVIDADA POR LA INMUNOSUPRESION

La activacidn correcta de la célula T precisa en todo mo-
mento de una APC que le presente el aloantigeno, en el
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caso del trasplante, y le transmita sefales coestimulado-
ras. Es la APC la que, en funcién del tejido y del ambiente
de citocinas y otros factores en que se encuentre, induce la
diferenciacién hacia un tipo de respuesta inmunitaria u
otro. Por lo tanto, es una célula central en la alorrespuesta
y, sin embargo, se han estudiado muy poco los efectos que
los farmacos inmunosupresores ejercen sobre ella.

Entre los escasos trabajos, Wang et al®*® demostraron que
un tipo de APC, las células endoteliales, cuando se pretra-
tan con sirolimus, inducen la expansion de células Treg in
vitro. Este efecto es semejante al obtenido con RNA de
interferencia frente a m-TOR que, ademds de inducir una
expansion de células Treg, induce la expresion de FoxP3,
mientras que no cambia la expresién de otros genes pro-
pios de la respuesta celular efectora (Cbl-b, Grail, Itch).
Este efecto de la rapamicina puede ser secundario a la in-
hibicién de la secrecion de citocinas inflamatorias como la
IL-6 y al aumento de la expresion de las moléculas tolero-
génicas ligando de muerte programada 1 (PD-L1 por sus
siglas en inglés, programmed death ligand 1) y 2 (PD-L2)
en las APC™®.

El sistema mononuclear fagocitico comprende tres tipos
de linajes definidos a partir de estudios de alta resolucién
genética: la poblacién de macréfagos establecida durante
la embriogénesis, los monocitos que se desarrollan en el
adulto y las células dendriticas. Estos subtipos tienen fun-
ciones diferenciadas y especializadas. Su empleo y su mo-
nitorizacion en el campo del trasplante de érganos estdn
adn por definir’'. De todos ellos, se ha descrito cémo los
macréfagos que expresan la molécula de adhesion interce-
lular no asociada a integrina especifica de células dendri-
ticas (DC-SIGN por sus siglas en inglés, dendritic cell-
specific
non-integrin) son capaces de promover tolerancia median-

intercellular adhesion molecule 3-grabbing

te la inhibicién de las células T CD8+ y la expansion de las
células Treg®. El efecto de los inmunosupresores emplea-
dos en la clinica sobre estas células atin no se conoce.

CONCLUSIONES

Aunque el establecimiento de un estado de tolerancia real
frente al aloinjerto es el objetivo tltimo en el dmbito del
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trasplante para conseguir una supervivencia prolongada
del injerto en ausencia de los efectos adversos de la inmu-
nosupresion, es una realidad atdn lejana en la actualidad.
La tolerancia operacional es, hoy por hoy, el mejor medio
para comprender los mecanismos de alotolerancia y esta-
blecer biomarcadores tutiles. Entre estos biomarcadores,
los relacionados con la supresion activa, como las células
T reguladoras, son los de mayor utilidad para definir la
mejor inmunosupresiéon. Sin embargo, los efectos de los
inmunosupresores de uso clinico no se dirigen Unicamente
a hacer frente a las células T CD4+, sino que cada dia se
describen nuevos efectos de los CNI y los im-TOR, junto
con los nuevos tipos celulares (c€lulas linfoides innatas,
sistema mononuclear fagocitico, células Breg...) de la res-
puesta inmunitaria y su papel en la evolucidn del trasplan-
te. En todo caso, probablemente la mejor opcidn desde el
punto de vista de la inmunosupresién farmacoldgica sea el
empleo de una combinacién de CNI e im-TOR con efectos
sinérgicos.
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RESUMEN

El diagnéstico actual del rechazo agudo es tardio (cuan-
do ha dado lugar a disfuncion renal) o invasivo (biop-
sia renal que confirma la sospecha clinica o biopsias de
protocolo que diagnostican el rechazo agudo subcli-
nico). Seria deseable disponer de biomarcadores que
permitieran la monitorizacién y diagndstico precoz no
invasivo del rechazo agudo. Estos biomarcadores po-
drian representar la respuesta inmune frente al injerto
o la inflamacién renal que caracteriza histolégicamente
al rechazo. Estudios recientes han evaluado la cuanti-
ficacion en orina de mRNA que codifica proteinas im-
plicadas en el rechazo renal o quimioquinas inducidas
por interferén como biomarcadores no invasivos de re-
chazo agudo. La evaluacién de mRNA urinario es cara,
compleja y la muestra es evaluable en una proporcién
insuficiente de casos para uso rutinario. Sin embargo,
la determinacién en orina de quimioquinas activadoras
de CXCR3, como CXCL9 y CXCL10, es prometedora para
el diagnéstico temprano del rechazo agudo humoral,
celular o mixto. Los niveles urinarios de CXCL9 y CXCL10
aumentan en orina antes de que se diagnostique el re-
chazo con la metodologia actual y pueden mejorar el
diagnéstico del rechazo humoral en conjuncién con
la determinacién de anticuerpos donante-especificos.
Sin embargo, los niveles urinarios aumentan en otras
formas de inflamacién renal, incluida la infeccién, y los
estudios disponibles hasta ahora son observacionales.
Antes de la incorporacion a la practica clinica rutinaria,
seria necesario realizar ensayos clinicos en los que se
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usaran los niveles de quimioquinas urinarias para tomar
decisiones diagnosticas o terapéuticas y se evaluara el
impacto pronéstico.

Palabras clave: Biomarcador, Inflamaciéon, Quimioquinas,
Trasplante renal, Rechazo agudo, Nefropatia crénica del tras-
plante

Renal inflammation in kidney transplant: Are there any
biomarkers?

ABSTRACT

Current diagnosis of acute rejection is established late
(after the development of renal dysfunction) or is inva-
sive (through renal biopsy confirming clinical suspicion
or protocol biopsies that diagnose acute subclinical
rejection). There is a need for biomarkers that would
allow monitoring and early non-invasive diagnosis of
acute renal rejection. Such biomarkers could reflect the
immune response to the kidney graft or the renal in-
flammation that histologically characterizes rejection.
Recent studies have assessed urinary quantification of
MRNA codifying the proteins involved in rejection or
interferon-induced chemokines as non-invasive bio-
markers of acute rejection. Urinary mRNA assessment
is expensive and complex and the number of patients
whose sample can be assessed is too small for its rou-
tine use. However, urinary determination of CXCR3-
activating chemokines, such as CXCL9 and CXCL10, is
promising for the early diagnosis of acute cellular, hu-
moral or mixed cellular and humoral rejection. Urinary
CXCL9 and CXCL10 levels are increased in urine before
diagnosis of rejection with current methods and can
improve the diagnosis of humoral rejection when used
in conjunction with donor-specific antibodies. However,
urinary levels are increased in other forms of renal
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inflammation, including infection, and the available
studies to date are observational. Before the inclusion
of these biomarkers in routine clinical practice, clinical
trials are needed that use urinary chemokine levels for
clinical or therapeutic decision-making and that evalu-
ate their prognostic impact.

Key words: Biomarker, Inflammation, Chemokines, Acute
renal, Transplant rejection, Chronic renal transplant nephro-

pathy

INTRODUCCION

El trasplante es la terapia renal sustitutiva que ofrece ma-
yor supervivencia y mejor calidad de vida en pacientes
con enfermedad renal crénica avanzada'. Los avances en
inmunosupresién y monitorizacién han mejorado la mor-
bilidad a medio y largo plazo. No obstante, durante el
primer afio postrasplante, entre el 9 y el 14% de los re-
ceptores sufren un rechazo agudo?® que puede tener, a
largo plazo, un impacto negativo sobre la supervivencia
del injerto y conducir a una disfuncién crénica del mis-
mo’. El rechazo agudo es el mayor predictor de disfun-
cién crénica del injerto. Es esencial para el manejo del
trasplantado renal evitar o retrasar la progresiéon hacia
disfuncién crénica del injerto mediante el diagndstico
precoz de rechazos agudos. Los marcadores validados
disponibles actualmente para monitorizar el rechazo,
como el incremento de la creatinina o el aumento de la
proteinuria, son tardios e inespecificos. Por tanto, el pa-
trén oro actual para el diagnéstico del rechazo del injerto
es la biopsia renal®. Este es, sin embargo, un método in-
vasivo, costoso y con posibilidad de complicaciones (he-
maturia, anuria, hematoma perirrenal, hemorragia y
shock, fistula arteriovenosa e incluso pérdida del injerto).
Ademads, la interpretacion de la biopsia es subjetiva y de-
pendiente del observador.

El rechazo agudo se clasifica, segtn criterios analiticos, en
clasico, si se acompaifa de un incremento de la creatinina,
y subclinico, si la creatinina no cambia. El rechazo agudo
subclinico se diagnostica mediante biopsias de protocolo,
realizadas en fechas prefijadas, y no sobre la base de ha-
llazgos clinicos o analiticos. Ambas formas de rechazo
pueden ser, segun criterios histologicos, humorales o celu-
lares’. La gravedad del rechazo se define segtin la intensi-
dad de la glomerulitis, la endotelitis/arteritis y la inflama-
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Figura 1. Situacién de los marcadores de inflamacion re-
nal dentro de la secuencia de acontecimientos que lleva
al diagnéstico del rechazo agudo. Los niUmeros hacen
referencia a la secuencia temporal de acontecimientosy,
por lo tanto, a la precocidad tedrica con la que la deter-
minacion de parametros representativos de ese fendéme-
no puede permitir el diagndstico de rechazo.

cion tubulointersticial en la clasificacién de Banff>.
Observamos que estos términos hacen referencia a la in-
flamacién de diferentes nichos renales, por lo que se pue-
de hipotetizar que el uso de métodos no invasivos para
monitorizar el grado de inflamacién renal podria ser ttil
para detectar el rechazo.

Con estas premisas, es necesario desarrollar pruebas diag-
nésticas incruentas y biomarcadores con alta sensibilidad
y especificidad que se modifiquen de forma precoz ante el
inicio del rechazo, que sean capaces de evaluar el riesgo
inmunoldgico y de orientar la toma de decisiones, y que
disminuyan la necesidad de realizar biopsias renales*®. En
este articulo, revisaremos el estado actual de los biomarca-
dores de inflamacidn para predecir y diagnosticar el riesgo
inmunoldgico del injerto o guiar las decisiones terapéuti-
cas tras el trasplante renal, y su posible aplicacion a la
préctica clinica diaria (figura 1).
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INFLAMACION DEL INJERTO RENAL

De entre los diversos componentes de la respuesta infla-
matoria, las quimioquinas son moléculas particularmente
atractivas cuando se quiere evaluar la inflamacién de for-
ma precoz o el grado de actividad de la respuesta inflama-
toria. En efecto, las quimioquinas son citoquinas quimio-
tacticas secretadas por las células parenquimatosas y del
sistema inmune, en respuesta al estrés celular o a los am-
plificadores de la inflamacién. Asi pues, pueden ser la pri-
mera evidencia de que una célula renal estd expuesta a un
estrés y preceden a la infiltracién masiva de leucocitos en
respuesta a las propias quimioquinas, al dafo tisular con-
secuencia de esta infiltracién y a la disfuncion del 6rgano
como consecuencia de la lesion tisular. Asimismo, el cese
de la respuesta inflamatoria implica que se dejan de pro-
ducir quimioquinas y, por lo tanto, de atraer nuevos leuco-
citos al foco infamatorio.

Los interferones estan implicados en el rechazo, por lo
que se ha prestado especial atencion a las quimioquinas
producidas por células renales en respuesta a interfero-
nes y que, ademds, atraen linfocitos T, células clave del
rechazo. Sin embargo, las quimioquinas son promiscuas
desde todos los puntos de vista: numerosos tipos celula-
res diferentes pueden secretar multiples quimioquinas,
cada una de ellas en respuesta a multiples estimulos po-
sibles, y, a su vez, las quimioquinas pueden con frecuen-
cia activar varios receptores, que comparten con otras
quimioquinas, y asi atraer diversos tipos celulares’. De
hecho, diversas moléculas proinflamatorias, ademas de
los interferones, estimulan la produccién de quimioqui-
nas por las células renales, incluyendo citoquinas de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF, por sus
siglas en inglés, tumour necrosis factor) y productos bac-
terianos, asi como nefrotéxicos’™!’. Por lo tanto, a priori,
se esperaria que el hallazgo de niveles elevados de qui-
mioquinas fuera inespecifico desde el punto de vista de
la etiologia (infecciosa o inflamacién estéril) y que la
magnitud del cambio estuviera mds relacionada con la
intensidad de la inflamacién que con la etiologia. Asi,
por ejemplo, hace mas de 20 afios ya se observé que toxi-
cos podocitarios que causan proteinuria elevaban la pro-
duccién renal de la proteina inducible por interferén
gamma 10 (IP-10, por sus siglas en inglés, interferon
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Figura 2. Situacion de los principales marcadores de in-
flamacién renal mencionados dentro de la ruta inmuno-
légica del rechazo agudo.

gamma-inducible protein 10) en ratas y que el TNF era
un potente inductor de la produccién de IP-10 por parte
de las células renales'!. Las quimioquinas atraen leucoci-
tos durante la respuesta inmune y la inflamacién'?> me-
diante la activacién de receptores transmembrana especi-
ficos acoplados a proteinas G".

El CXCR3 es un receptor de quimioquinas expresado en
los linfocitos T y B, y en las células natural killer (NK)
que es activado por las quimioquinas CXCL11, CXCL10
y CXCLD9, que atraen principalmente a linfocitos T acti-
vados, que tienen una alta expresién del CXCR3'"1¢ (fi-
gura 2). Dos de las quimioquinas que activan el receptor
CXCR3 (CXCL9 y CXCLI10) se han relacionado con el
desarrollo del rechazo agudo'”'®. Sin embargo, tenemos
que destacar que los estudios que han relacionado estas
quimioquinas con el rechazo estaban disefiados sobre la
base de hipdétesis prestablecidas. Si bien esta es una forma
ortodoxa de hacer ciencia, existe la posibilidad de que,
debido al conocimiento limitado de la biologia humana,
no se hayan estudiado moléculas que podrian dar infor-
macién mds sensible y especifica. Este tipo de aproxima-
cion, no sesgada, es caracteristica de las aproximaciones
Omicas, como la transcriptémica o la proteémica'®?2.

La inflamacién del injerto renal puede tener diversas
etiologias, ademads del rechazo, incluyendo la isquemia
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de reperfusion, la recidiva de la enfermedad de base, las
infecciones bacterianas o virales, o los nefrotéxicos. En
el injerto renal de donante caddver, la inflamacién prece-
de a la implantacién del érgano, como se ha podido de-
mostrar en estudios transcriptémicos, como los recogidos
en la base de datos Nephromine (www.nephromine.org).
Se piensa que estos cambios son consecuencia de la
muerte cerebral. Asi, por ejemplo, en comparacién con
los rifiones de donantes vivos o de pacientes con sindro-
me nefrético de cambios minimos, en el rifion de donante
caddver estd aumentada la expresién génica de las qui-
mioquinas CXCL9 y CXCLI10, de la interleucina 18 (IL-
18), de la quimiocina CCL2, de la quinasa apical de la via
no canédnica del factor de transcripcién proinflamatorio
nuclear kappa B (NF-kB por sus siglas en inglés, nuclear
factor kappa B), MAP3K 14 y del receptor de la citoquina
TWEAK (por sus siglas en inglés, TNF-like weak indu-
ced of apoptosis) de la superfamilia del TNF, TNFRS-
F12A. Sin embargo, estd disminuida la expresién de KL,
el gen que codifica el factor antienvejecimiento de origen
renal Klotho. Estos resultados son interesantes porque
ponen en contexto aquellos obtenidos en el trasplante re-
nal humano que discutiremos a continuacién: no solo el
interferdn, sino también citoquinas como el TWEAK, au-
mentan la expresién de quimioquinas en células tubulares
y disminuyen la expresién de Klotho, que, a su vez, tam-
bién tiene propiedades antinflamatorias y antifibrdti-
CaSZ3-27.

ACIDO RIBONUCLEICO MENSAJERO URINARIO

El 4cido ribonucleico mensajero (mRINA por sus siglas en
inglés, messenger ribonucleic acid) en orina de pacientes
trasplantados renales podria resultar informativo como
biomarcador de rechazo agudo. Ya en el afio 2001 se estu-
diaron 151 muestras de orina de 85 receptores de trasplan-
te renal y se desarrollaron y describieron técnicas de cuan-
tificacion de mRNA de proteinas citotéxicas en las células
urinarias, abriendo asi una larga y compleja linea de inves-
tigacion cientifica en ese ambito®. De los 85 pacientes
evaluados en este estudio, 38 fueron sometidos a biopsia
renal, de los que se obtuvieron 44 muestras. Los niveles
altos de mRNA de perforina y granzima B (proteinas de
linfocitos T citotéxicos) y de CD3 (marcador de linfocitos
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T) en las células urinarias se asociaron al desarrollo de
rechazo agudo de trasplante.

En 2013, se publico el mayor estudio de mRNA urinario y
rechazo de trasplante renal, que expuso tanto la promesa
como las debilidades de esta aproximacién. En 4.300
muestras de orina de 485 receptores de trasplante renal re-
cogidas desde el tercer dia de la intervencién hasta los 12
meses posteriores (dias postrasplante 3, 7, 15 y 30; y me-
ses 2,3,4,5,6,9,y 12; y en el momento de la biopsia 'y 2
semanas después) se evaluaron los niveles de mRNA de
ocho marcadores asociados previamente al rechazo y se
observé que tres estaban claramente relacionados con el
rechazo agudo®. Los tipos de mRNA identificados fueron
18S ribosomal (rRNA), y el mRNA de CXCL10 y de
CD3e, estos dltimos normalizados por 18S mRNA. Los
autores integraron los tres biomarcadores en un solo para-
metro, una huella molecular estimada mediante una for-
mula matemadtica (-6,1487 + 0,8534 log10[CD3¢/18S] +
0,6376 1loglO[IP-10/18S] + 1,6464 logl0[18S]), que per-
miti6 establecer un valor de corte de —1,213. Este pardme-
tro no aumenté con infecciones del tracto urinario, con
bacteriemia ni con infecciones por citomegalovirus
(CMV), pero si se asoci6 con infeccion por virus BK (p =
0,03). Los autores concluyen que la determinacion urina-
ria de estos tipos de mRNA podria tener valor diagndstico
y prondstico del rechazo agudo celular sin biopsia renal,
una vez descartada la infeccién por BK mediante métodos
no invasivos. El estudio tenia ciertas limitaciones, como la
imposibilidad de recoger todas las muestras de orina pre-
vias a las biopsias y, en algunos casos, el hecho de no cum-
plir los controles de calidad exigidos. Los pacientes selec-
cionados presentaron un bajo porcentaje de rechazo
mediado por anticuerpos, por lo que no se puede validar
para diagnéstico de rechazo humoral. Una desventaja de
esta metodologia es que solo el 83% de las muestras son
vélidas. En este sentido, las técnicas analiticas implicadas
son caras y complejas, y aplicarlas para no disponer de un
resultado vélido en uno de cada seis pacientes es a priori
cuestionable. Finalmente, el drea bajo la curva (AUC por
sus siglas en inglés, area under the curve) para el diagnés-
tico de rechazo se redujo desde 0,85 (intervalo de confian-
za [IC] del 95%, 0,78-0,91) en el estudio inicial a 0,74 (IC
del 95%, 0,61-0,86) en la fase de validacion externa, con
un limite del intervalo de confianza muy cercano a 0,50.
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QUIMIOQUINAS URINARIAS

Hay varios trabajos publicados que abordan la utilidad de
la determinacién de las quimioquinas urinarias, funda-
mentalmente la CXCL9 y la CXCL10, para el diagndstico
del rechazo agudo*S. Comentaremos aqui los mas destaca-
dos e ilustrativos del valor de estas quimioquinas.

Un estudio observacional, prospectivo y multicéntrico,
con 280 receptores de injerto renal, estudié seis tipos de
mRNA (CCRI1, CXCR3, granzima B, IL-8, CXCL9 y
CXCL10) y dos quimioquinas (la CXCL9 y la CXCL10)
en orina. Los niveles de la CXCL9 o la CXCL10 urinarias
fueron mas altos en el rechazo agudo que en pacientes sin
rechazo (otros diagndsticos), pero los niveles de la
CXCLI10 urinaria no diferenciaron el rechazo de infec-
cién'. La CXCL9 urinaria permitié diagnosticar el recha-
zo agudo con un drea bajo la curva de 0,86, un valor pre-
dictivo positivo de 68% y un valor predictivo negativo de
92%, con lo que se podrian, idealmente, evitar biopsias
renales en pacientes con sospecha clinica de rechazo y ni-
veles bajos de la CXCL9" urinaria. La combinacién de la
proteina CXCL9 y el mRNA CXCL9 aporté resultados
marginalmente mejores, con valor predictivo positivo de
71% y valor predictivo negativo de 92%, lo que no parece
justificar la determinacion anadida del mRNA". Los nive-
les urinarios de la CXCL9 aumentaron un mes antes de la
realizacion de una biopsia renal por sospecha clinica de
rechazo agudo con diagnéstico de rechazo agudo. En este
sentido, la CXCL9 en orina podria predecir el rechazo
agudo y contribuir a realizar una biopsia renal antes, lo
que facilitaria el tratamiento precoz del rechazo. Ademas,
la monitorizacién de los niveles de la CXCL9 urinaria po-
dria ayudar a la identificacién de una adecuada resolucién
del rechazo agudo, si se tiene en cuenta que los niveles de
dicho biomarcador disminuyeron tras 30 dias de trata-
miento con éxito del rechazo. Es mas, existié una relacion
entre los niveles urinarios de la CXCL9 y los datos de in-
flamacién del injerto (categorias i [inflamacién intersti-
cial] y t [tubulitis] de Banff) en biopsias de protocolo a los
6 meses. Finalmente, la medicion de los niveles de la
CXCLD9 urinaria al sexto mes postrasplante renal permiti-
ria estratificar los receptores en bajo y alto riesgo de re-
chazo renal, ya que existié una relacién entre la CXCL9
urinaria elevada en el sexto mes y la aparicién de rechazo
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clinico entre el sexto y el 24 mes postrasplante renal (odds
ratio, 4,7; sensibilidad, 83%; especificidad, 84% [p =
0,005]). E1 AUC fue de 0,88; el valor predictivo negativo,
de 99%, y el valor predictivo positivo, de 15%, lo que per-
mitirfa identificar receptores con bajo riesgo de rechazo.
En este sentido, los niveles indetectables de la CXCL9 en
orina predijeron una funcién estable del injerto a largo
plazo con valor predictivo negativo para deterioro de la
funcién renal por encima del 99%, independientemente de
diversas caracteristicas clinicas del paciente. En resumen,
en este estudio, la CXCL9 urinaria global fue el pardmetro
con mejor comportamiento prondstico y diagndstico de
rechazo agudo.

En otra cohorte de 244 receptores de trasplante renal
muy sensibilizados (27% con anticuerpos antidonante)
en los que se practicaron 281 biopsias renales, se observé
una asociacion significativa entre los niveles urinarios de
la CXCL9 y de la CXCL10, sin normalizar o normaliza-
dos por la creatinina urinaria (CXCL9/CrU y CXCL10/
CrU), y la inflamacidn renal categorizada por la clasifi-
cacién de Banff, tanto tubulointersticial (categoriasiy t),
como microvascular (categorias g [glomerulitis] y ptc
[capilaritis peritubular])'®. Sin embargo, no se evidenci6
relacién de estas quimioquinas con los criterios de recha-
zo crénico de la clasificacion de Banff'®. Los niveles uri-
narios de la CXCL10 y del cociente CXCL10/CrU fue-
ron mads altos en el rechazo agudo y el cociente CXCL10/
CrU diagnostic6 el rechazo agudo celular (AUC, 0,80;
IC, 95%; 0,68 a 0,92), humoral (AUC, 0,76; IC, 95%;
0,69 a 0,82) y mixto (AUC, 0,82; IC, 95%; 0,74 a 0,90).
El cociente CXCL10/CrU permitié estimar el riesgo de
pérdida del injerto después de un rechazo humoral agu-
do. Ademas, la combinacion del cociente CXCL10/CrU
con los anticuerpos donante especificos inmunodomi-
nantes permitié mejorar el AUC para el diagndstico de
rechazo agudo humoral (sube de 0,75; IC, 95%; 0,68-
0,82 hasta 0,83; IC, 95%; 0,77-0,89). La CXCL9 y el
cociente CXCL9/CrU, sin embargo, se incrementaron de
forma significativa en los rechazos mixtos y los rechazos
celulares puros, pero no en los rechazos humorales pu-
ros. Las curvas caracteristicas de operacion del receptor
(ROC por sus siglas en inglés, receiver operating cha-
racteristic) mostraron superioridad de la CXCL9 y del
cociente CXCL9/CrU (AUC, 0,86; IC, 95%; 0,74-0,98 y
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0,90; IC, 95%; 0,84-0,97) respectivamente respecto a la
CXCL10 y al cociente CXCL10/CrU en la prediccién
del rechazo agudo celular. En general, los valores predic-
tivos positivos de la determinacién de quimioquinas uri-
narias fueron menores (12 a 59%) que los valores predic-
tivos negativos (84 a > 99% para el diagndstico de
rechazo agudo o sus modalidades). En resumen, el co-
ciente CXCLI10/Cr urinario tuvo el mejor comporta-
miento global en este estudio respecto a su asociacion
con el grado histolégico de inflamacién tubulointersti-
cial y microvascular en el trasplante renal y la discrimi-
nacion del rechazo, y su combinacién con los niveles
séricos de anticuerpos donante especificos mejord el
diagnéstico no invasivo del rechazo agudo humoral, aun-
que el cociente CXCL9/CrU tuvo mejor comportamiento
para el diagndstico del rechazo celular.

CONCLUSIONES

En resumen, diversas publicaciones han expuesto que la
determinacién en orina mediante un andlisis de inmu-
noabsorcién ligada a enzimas (ELISA por sus siglas en
inglés, enzyme linked immunosorbent assay) técnica-
mente simple de quimioquinas activadoras del CXCR3
(la CXCL9 y la CXCL10) permite detectar inflamacién
renal diagndstica de rechazo agudo incluso cuando esta
es subclinica, ya que aumentan hasta un mes antes de un
episodio diagnosticado por biopsia de rechazo agudo,
disminuyen en respuesta al tratamiento antirrrechazo y
pueden llegar a predecir la disfuncion posterior del injer-
to. Sin embargo, pueden aumentar en otras condiciones
asociadas a inflamacion renal, como infeccién viral o
bacteriana, y no existen puntos de corte bien definidos ni
ensayos validados para su uso clinico. La otra aproxima-
cion, la determinacién de niveles urinarios del mRNA,
resulta mas compleja, no ofrece ventajas frente a la de-
terminacion de quimioquinas y presenta una tasa inacep-
table de estudios no vélidos para la practica de 1la medici-
na en el siglo XXI. En general, los estudios disponibles
sobre el potencial biomarcador de la determinacién uri-
naria de las quimioquinas o del mRNA de moléculas in-
flamatorias son observacionales. Por lo tanto, no han
podido demostrar la utilidad clinica de estas determina-
ciones. Para ello se necesitarfan ensayos clinicos en los
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que se evaluara si los resultados del estudio de las qui-
mioquinas urinarias permiten tomar decisiones clinicas
(por ejemplo, biopsiar o no biopsiar, modificar el trata-
miento o no modificarlo) que mejoren el prondstico de
los pacientes. Por otra parte, la forma de seleccionar los
marcadores que se han estudiado hasta ahora (derivada
de hipétesis) no garantiza que estos sean los mejores bio-
marcadores posibles. Seria necesario realizar estudios no
sesgados de tipo 6mico para identificar posibles biomar-
cadores urinarios de inflamacién que en estos momentos
no se puedan proponer basiandose en hipétesis debido al
conocimiento insuficiente de la biologia humana® . Fi-
nalmente, es muy posible que en el trasplante renal, al
igual que ocurre en otros campos de la medicina e inclu-
so de la nefrologia, el uso simultdneo de varios biomar-
cadores (un panel de biomarcadores) proporcione infor-
macién mads sensible y especifica que el estudio de un
solo biomarcador!*-%,

En conclusion, los biomarcadores urinarios de inflama-
cién no estdn listos para su uso clinico en 2016.
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INTRODUCCION

El trasplante renal (TR) constituye una alternativa tera-
péutica bien establecida en pacientes con enfermedad re-
nal crénica, tanto si se encuentran sometidos a técnicas de
reemplazo renal como si permanecen en situacién de pre-
dialisis, al haber demostrado su beneficio en términos de
supervivencia y calidad de vida'?. La supervivencia del
injerto censurada por muerte ha experimentado un avance
notable en las dltimas décadas, fruto de la introduccion de
regimenes de inmunosupresion mds potentes que han per-
mitido reducir la incidencia del rechazo agudo a cifras in-
feriores al 12%%°. No obstante, los pacientes sometidos a
TR siguen sufriendo un exceso de morbimortalidad res-
pecto a la poblacidn general derivado de los efectos dele-
téreos a medio y largo plazo del tratamiento inmunosupre-
sor, que conducen a un mayor riesgo de infecciones,
eventos cardiovasculares y neoplasia de novo>®. En con-
creto, las complicaciones infecciosas suponen una de las
principales causas de muerte con injerto funcionante, solo
por detrds de la mortalidad de origen cardiovascular®.

La implementacion en la prictica clinica de estrategias de
monitorizacién inmunolégica durante el periodo de segui-
miento postrasplante podria resultar en la minimizacién
de estos eventos adversos al permitir el ajuste individuali-
zado del tratamiento con arreglo al estado global de inmu-
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nosupresion de cada paciente, como recientemente ha de-
mostrado un ensayo clinico basado en la determinacién de
los niveles intracelulares de trifosfato de adenosina (ATP
por sus siglas en inglés, adenosine triphosphate) en los
linfocitos T CD4* mediante un test comercial’. La estrate-
gia ideal de monitorizacién inmunolégica deberfa estar
fundamentada en biomarcadores sensibles y especificos,
que fueran capaces de compendiar la naturaleza multidi-
mensional de la respuesta inmune tanto innata como adap-
tativa, cuya determinacién fuera sencilla y reproducible
desde un punto de vista técnico, y que pudieran ser pues-
tos en conocimiento del clinico en un corto periodo de
tiempo a fin de permitir la toma de decisiones terapéuti-
cas®. Hasta la fecha, la Unica estrategia con un grado signi-
ficativo de implantacién en la practica asistencial se limita
a la monitorizacion de los niveles plasmaticos de farmacos
inmunosupresores, principalmente anticalcineurinicos e
inhibidores de la diana de la rapamicina en mamiferos (m-
TOR por sus siglas en inglés, mammalian target of rapa-
mycin). Por desgracia, este abordaje unidimensional, de
cardcter exclusivamente farmacocinético, dista de cumplir
estos requisitos”!°.

La presente revision se centrard en una serie de estrategias
de monitorizacién inmunoldgica que comparten su natura-
leza no patdgeno especifica (resumidas en la tabla 1). Es
decir, estos biomarcadores proporcionan una evaluacién de
la respuesta inmune que, ya sea funcional o exclusivamente
cuantitativa, no esta circunscrita a un determinado microor-
ganismo, toda vez que no se basan en un estimulo antigéni-
co concreto®. Deben ser diferenciados, por tanto, de los
abordajes que tienen por objeto evaluar la magnitud y la
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Tabla 1. Estrategias de monitorizacién inmunoldégica de naturaleza no patdégeno especifica

. Componentes del
Inmunoglobulinas

Caracteristicas sistema de

linfocitarias en

Subpoblaciones

Forma soluble Viremia por VEB

séricas . de CD30 (sCD30) o anellovirus
complemento sangre periférica
Muestra Suero Suero Sangre completa Suero Sangre completa,
requerida suero o plasma
Técnica Nefelometria Nefelometria, ELISA Citometria de flujo ELISA PCR cuantitativa
0 genotipado del
gen MBL2
Analisis No No Si Si
funcional
Ventajas Bajo coste. Técnica  Bajo coste. Técnica  Técnica sencilla Técnica sencilla Valoracién
sencillay sencilla (métodos (kits funcional global
ampliamente (cuantificacién de  semiautomatizados).  comerciales). de la inmunidad
disponible. C3yC4) Excelente VPN para Bajo volumen celular. Técnica
Posibilidad de descartar infeccion. de muestra sencillay
intervencion Amplia experiencia requerida ampliamente
mediante andloga en la (25 ul) disponible (PCR
reposicion con infeccion por VIH para VEB)
IglV
Limitaciones  No informa acerca No informa acerca  No informa acerca del Ausencia de Ausencia de

del estado
funcional de la
inmunidad
humoral.
Evidencia aun
limitada de la
utilidad de las
[s]\%

del estado
funcional del
sistema del
complemento.
Interpretacion
compleja
(genotipos de
MBL2).
Experiencia
clinica limitada

estado funcional de
la inmunidad celular.
Ausencia de puntos

de corte
establecidos.
Modesto VPP

puntos de corte
establecidos.
Experiencia
clinica limitada
con resultados
discordantes
entre estudios

estandarizacion
técnica.
Ausencia de
puntos de corte
establecidos.
Posible
interferencia del
tratamiento
antiviral (VEB).
Experiencia
clinica limitada

C3y C4: componentes 3y 4 del complemento; ELISA: analisis de la inmunoabsorcion ligada a enzimas; IglV:

inmunoglobulinas intravenosas; MBL: lectina fijadora de manosa; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; VEB: virus de

Epstein-Barr; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; VPN: valor predictivo negativo; VPP: valor predictivo positivo.

Modificado de Fernandez-Ruiz et al®.

funcionalidad de la respuesta celular adaptativa especifica
frente a ciertos virus, y cuyo esfuerzo se ha centrado funda-
mentalmente hasta el momento en el citomegalovirus
(CMV). Estas técnicas, basadas en la medicion de citoqui-
nas de tipo Th1 como el interferén gamma en linfocitos pre-
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viamente estimulados con péptidos virales, lisados virales o
células dendriticas infectadas con virus vivos, han experi-
mentado un notable desarrollo en los dltimos afios y queda-
ran fuera de nuestro objetivo, por lo que se remite al lector
interesado a revisiones recientes al respecto!!2,
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NIVELES SERICOS DE INMUNOGLOBULINAS

La inmunidad humoral desempefia un papel crucial en la
respuesta protectora tanto innata como adaptativa frente a
los microorganismos causantes de infeccién. Interviene,
entre otras funciones, en la opsonizacion y fagocitosis de
bacterias encapsuladas (como Streptococcus pneumoniae
o Neisseria meningitidis), en la activaciéon del comple-
mento o en la citotoxicidad celular dependiente de anti-
cuerpos (tabla 2)*. En el paciente portador de TR concu-
rren una serie de factores que actian de forma deletérea
sobre este brazo efector de la inmunidad, entre los que
destacan el sindrome de malnutricién, inflamacién y ate-
rosclerosis en el periodo de didlisis pretrasplante y el pro-
pio tratamiento inmunosupresor'®. En ese sentido, algunos
autores han sugerido una asociacion entre el uso del mico-
fenolato de mofetilo y la disminucién de los niveles séri-
cos de inmunoglobulina G (IgG), que podria estar media-
da por el efecto directo de este farmaco sobre la
funcionalidad de los linfocitos B'5'7. También se ha obser-
vado que la administracién de anticalcineurinicos o de bo-
los de esteroides como terapia del rechazo agudo contribu-
ye indirectamente a la alteracién de la inmunidad humoral
a través de un mecanismo inhibitorio sobre los linfocitos T
CD4 Th2 y sus citoquinas (necesarios para la activacion y
expansién de los linfocitos B)'*!3, Por todo ello, la hipo-
gammaglobulinemia (HGG) es mas frecuente en los re-
ceptores de TR que en sujetos sanos o en pacientes con
enfermedad renal crénica no trasplantados. Esta compli-
cacion aparece habitualmente de novo tras el trasplante.
En nuestra experiencia, la prevalencia de la HGG a expen-
sas de IgG (definida por niveles séricos de IgG < 700 mg/
dl) se increment6 desde el 6,6% en situacion basal hasta el
52% en el primer mes postrasplante, para mantenerse en el
31,4% al sexto mes'. En un metaandlisis realizado a partir
de 579 receptores de TR incluidos en seis estudios, la pre-
valencia de la HGG IgG a lo largo del primer afio postras-
plante fue del 40%. Es destacable que el descenso de la
concentracién de la IgG fuera clasificada como grave (<
400 mg/dl) hasta en el 8% de los casos®.

Desde el ya cldsico trabajo de Wieneke et al, publicado
hace mds de 30 afos, son multiples los estudios que han
analizado el impacto del desarrollo de la HGG de novo
sobre la incidencia de complicaciones infecciosas en dis-
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Tabla 2. Funciones desempefadas por las inmunoglobulinas
en la respuesta inmune frente a patégenos bacterianos

Neutralizacién de enzimas secretadas y de toxinas
bacterianas

Opsonizacion y fagocitosis de bacterias encapsuladas
(mediadas por los receptores de la Fc de las
inmunoglobulinas)

Activacion del sistema del complemento por la via clasica
(particularmente IgM)

Citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (lisis celular
directa por linfocitos natural killer y macréfagos)

Mantenimiento de la inmunidad de mucosas
(fundamentalmente IgA)

Fc: fraccion constante; IgA: inmunoglobulina A,
IgM: inmunoglobulina M.

tintos tipos de trasplante de 6rgano sélido (TOS)!7:1921-26,
En vista del papel de la inmunidad humoral en la respues-
ta frente a bacterias encapsuladas, no es sorprendente que
la asociacién patogénica mds ampliamente documentada
sea la que vincula HGG e infeccién bacteriana®. Por
ejemplo, nuestro grupo demostrd que los receptores de TR
con HGG de cualquier clase (IgG, IgA o IgM) en el primer
mes postrasplante presentan una mayor incidencia de in-
feccion de etiologia bacteriana a lo largo de los meses si-
guientes (hazard ratio [HR]: 1,81) tras ajustar en un mo-
delo multivariante por potenciales confusores (edad del
paciente o desarrollo previo de rechazo, entre otros)'. De
hecho, observamos una suerte de «gradiente de riesgo»
segun el cual la incidencia de infeccion bacteriana global,
de bacteriemia y de pielonefritis aguda se incrementaba de
forma progresiva conforme disminufan los niveles de la
IgG (figura 1). Hasta la mitad de los receptores que pre-
sentaron niveles séricos de IgG por debajo de 500 mg/dl
en el primer mes habfan sufrido algin tipo de infeccién
bacteriana al finalizar el sexto mes postrasplante. También
hemos demostrado recientemente que la presencia de la
HGG IgG predice el desarrollo de diarrea por Clostridium
difficile tras el TR?, en la linea de trabajos previos en re-
ceptores de trasplante cardiaco®-°.

El impacto de las alteraciones adquiridas de la inmunidad
humoral en receptores de TR y de otros tipos de TOS no se

Nefrologia Sup Ext 2016,7(2):22-37
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Figura 1. Incidencia acumulada en el sexto mes postras-
plante de infeccion bacteriana global, bacteriemia y
pielonefritis aguda en una cohorte de 304 receptores
de trasplante renal en funcion de los niveles séricos de
inmunoglobulina G (IgG) determinados en el primer
mes. Modificado de Fernandez-Ruiz et al™.

limita a la infeccién bacteriana. En el citado metaanalisis
de Florescu et al, los pacientes con HGG IgG grave pre-
sentaron un riesgo incrementado de infeccién por CMV
(odds ratio [OR]: 2,40), aspergilosis invasora (OR: 8,19) y
otras infecciones fingicas (OR: 3,69)®. Sin duda, resulta
mads cuestionable establecer un nexo etiopatogénico direc-
to entre los niveles de la IgG y la susceptibilidad a virus
herpes y hongos filamentosos, toda vez que la inmunidad
humoral juega un papel secundario en la respuesta frente a
estos microorganismos en comparacion con la inmunidad
celular®'*2, No debe excluirse, por lo tanto, que la presen-
cia de la HGG no actde mds bien como un marcador de
riesgo capaz de identificar a pacientes mds fragiles, con
mayor carga de comorbilidad y peor estado nutricional®.

La monitorizacién postrasplante de los niveles séricos de
inmunoglobulinas presenta varias ventajas: amplia dispo-
nibilidad, sencillez técnica (la determinacion suele reali-
zarse mediante nefelometria), bajo coste y existencia de
puntos de corte validados en la literatura. Otro de los
principales atractivos de esta estrategia radica en la posibi-
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lidad de intervencién a través de la administracion de pre-
parados de inmunoglobulinas inespecificas por via intra-
venosa (IglV). De este modo, y si se asume que la HGG
juega un papel patogénico en el desarrollo de la infeccion
postrasplante, su reversién permitiria disminuir la inciden-
cia de esta complicacion sin necesidad de modificar el tra-
tamiento inmunosupresor y, por tanto, sin comprometer la
supervivencia del injerto'*. La administracion periédica de
IgIV y de preparados similares por via subcutdnea consti-
tuye un abordaje profilactico de contrastada utilidad en la
inmunodeficiencia variable comun y otras inmunodefi-
ciencias primarias por déficit de anticuerpos. Por desgra-
cia, la experiencia acumulada hasta el momento en el cam-
po del TOS es limitada y de baja calidad metodolégica, y
ofrece resultados discordantes. Carbone et al comunicaron
su experiencia con un grupo de 55 receptores de trasplante
cardiaco con HGG IgG (< 600 mg/dl) y al menos un epi-
sodio previo de infeccidn, que fueron sometidos a una es-
trategia de reposicion con IgIV (dosis de 300-400 mg/kg
repetidas de forma mensual hasta alcanzar niveles de IgG
superiores a 750 mg/dl). Los autores observaron un des-
censo en la incidencia de infecciones graves una vez que
se inicio el tratamiento, asi como la normalizacion de cier-
tos pardmetros funcionales de inmunidad humoral (titulos
de anticuerpos antitoxoide tetdnico y frente al antigeno de
superficie del virus de la hepatitis B [anti-HBsAg]), en au-
sencia de efectos adversos resefiables®. Recientemente
han publicado una experiencia favorable con el uso de pre-
parados por via subcutdnea®. Claustre et al obtuvieron
resultados comparables en receptores de trasplante pulmo-
nar, si bien el cardcter retrospectivo y no aleatorizado limi-
ta la validez de su estudio®. Por el contrario, un ensayo
clinico de disefio cruzado también realizado en receptores
de trasplante pulmonar con HGG IgG (< 500 mg/dl), que
fueron aleatorizados a recibir IgI'V o placebo a lo largo de
dos periodos consecutivos de 12 semanas, no fue capaz de
detectar diferencias en la incidencia de infeccion bacteria-
na (aun cuando los niveles de IgG aumentaron de forma
significativa durante la fase de administracion de las
IglV). Hay que sefalar, no obstante, que solo fueron in-
cluidos 11 pacientes en este ensayo’®. Florescu et al tam-
poco pudieron demostrar que la administracion periddica
de IgIV tuviera un efecto aparente sobre la mortalidad o la
supervivencia del injerto en un estudio retrospectivo basa-
do en una cohorte reducida y heterogénea integrada por
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receptores de diversos tipos de TOS*. Segtin nuestro co-
nocimiento, no se ha publicado hasta ahora ningtn estudio
de esta naturaleza enfocado especificamente a receptores
de TR. A esta limitada evidencia disponible hay que afia-
dir que la reposicién periddica con IgIV constituye una
terapia de coste elevado y no exenta de riesgos (fendme-
nos tromboembodlicos arteriales y venosos, reacciones
transfusionales o hemolisis)**4!,

NIVELES SERICOS DE COMPONENTES DEL
SISTEMA DEL COMPLEMENTO

El sistema del complemento actia como un instrumento
efector de la respuesta inmune tanto innata como adaptati-
va en tareas que incluyen la opsonizacion de bacterias en-
capsuladas (mediada fundamentalmente por los compo-
nentes C3b y C4b), la puesta en marcha de reacciones
anafilactoides (componentes C3a y C5a), el aclaramiento
de inmunocomplejos circulantes o la induccidn de lisis ce-
lular por parte del complejo de ataque a la membrana
(componentes C5b a C9)*. Sus tres vias de activacion re-
conocen diversas sefiales, bien sean mediadas por anti-
cuerpos (porcion Fc de IgM e IgG) o independientes de
estos (secuencias poliméricas de la superficie de los mi-
croorganismos), y confluyen sobre C3, cuya activacion
resulta en la constituciéon de la convertasa de C5 (C4b-
C2aC3b en las vias cldsica y asociada a lectinas y [C3b] Bb
en la via alternativa). La convertasa de C5, a su vez, pone
en marcha el complejo de ataque a la membrana sobre la
célula diana®.

La monitorizacion del sistema del complemento se ha rea-
lizado cldsicamente mediante pardmetros funcionales que
cuantifican su capacidad hemolitica (CH50 para la via cla-
sica y AP50 para la alternativa)*. La relativa complejidad
técnica de este abordaje, no obstante, limita su aplicabili-
dad en la practica habitual. La determinaciéon mediante
nefelometria o andlisis de inmunoabsorcidn ligada a enzi-
mas (ELISA por sus siglas en inglés, enzyme linked immu-
nosorbent assay) de los niveles séricos de algunos de sus
componentes, como el C3, el C4 o la lectina fijadora de
manosa (MBL por sus siglas en inglés, mannose-binding
lectin), supone una alternativa mds accesible®. Otra
aproximacion consiste en el andlisis de los determinantes
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genéticos que modulan la concentracién sérica de la MBL.
Ha sido caracterizada una serie de polimorfismos de nu-
cléotido unico (SNP por sus siglas en inglés, single nu-
cleotide polymorphisms) en el ex6n 1y en la regién pro-
motora del gen MBL2, localizado en el cromosoma 10 y
que codifica dicho componente de la via de las lectinas*.
Los alelos variantes de estos SNP originan defectos en la
expresion del gen y en la polimerizacién de la proteina que
son en gran parte responsables de la amplia variabilidad
interpersonal observada en la concentracién sérica de la
MBL. Asi, se estima que hasta la tercera parte de la pobla-
cién mundial presenta niveles deficientes de MBL, con
notables diferencias étnicas en su distribucién®.

La utilidad de la monitorizacién de ciertos componentes
del sistema del complemento a la hora de individualizar el
riesgo de infeccidn tras el TR ha sido evaluada en varios
estudios. Nuestro grupo determind las concentraciones de
C3 y C4 en situacién basal (pretrasplante) y en los meses
primero y sexto postrasplante en una cohorte de 270 pa-
cientes*®. Como era previsible a la luz de la posicién clave
que ocupa C3 en la cascada del complemento, este bio-
marcador se revelé mads ttil que C4. En concreto, la hipo-
complementemia C3 (HCC3) en el primer mes (definida
por niveles séricos de C3 < 84 mg/dl) estuvo presente en el
20% de los receptores y fue identificada como un factor de
riesgo independiente para el desarrollo de infeccion global
(HR: 1,91) y bacteriana (HR: 2,13) durante el periodo in-
termedio (meses 1 a 6 postrasplante) (figura 2). La HCC3
en el sexto mes también se asocid con el desarrollo de in-
feccion bacteriana tardia (HR: 3,34). Es destacable que la
mortalidad de cualquier causa también estuvo incrementa-
da de forma significativa entre los pacientes que presenta-
ron HCC3 en el primer mes*®. Otros autores han comuni-
cado asociaciones similares entre las concentraciones
séricas de C3 y la incidencia de infeccidn en receptores de
trasplante cardiaco® y hepatico™.

La inmunidad innata y la adaptativa ejercen funciones par-
cialmente complementarias. Se ha sugerido que la inmu-
nosupresiéon que acompaifia al TOS, al actuar de forma
preferente sobre la respuesta adaptativa, permite poner de
manifiesto deficiencias constitutivas en el sistema del
complemento que carecen de impacto clinico aparente en
el huésped inmunocompetente®’. Esta hipdtesis cobra es-
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Figura 2. Incidencia acumulada en el sexto mes postras-
plante de diversos tipos de infeccién en 270 receptores
de TR con y sin hipocomplementemia C3 (definida por
niveles séricos < 84 mg/dl) en el primer mes. Modificado
de Fernandez-Ruiz et al*. CMV: citomegalovirus.

*n < 0,05; **p < 0,01.

pecial relevancia al considerar el efecto de los niveles de la
MBL y de sus determinantes genéticos sobre la suscepti-
bilidad a la infeccion postrasplante. Por ejemplo, Manuel
et al publicaron un caso muy ilustrativo de bacteriemia por
meningococo (una bacteria encapsulada) en un receptor
de TR con valores normales de C3, C4 y CH50, pero con
niveles indetectables de MBL>2. Broeders et al observaron
un mayor riesgo de sepsis y de infeccion respiratoria en
receptores de TR con niveles disminuidos de MBL*. En
un estudio basado en 152 receptores de trasplante reno-
pancredtico simultdneo, Verschuren et al demostraron que
cada incremento de 500 ng/ml en la concentracién basal
de la MBL se asociaba a un descenso en el riesgo posterior
de infeccion del tracto urinario (OR: 0,83) y de sepsis de
origen urolégico (OR: 0,68)%. Todos estos hallazgos son
congruentes con la mayor incidencia de shock séptico y
otras infecciones que ha sido demostrada en receptores de
injertos hepdaticos procedentes de donantes portadores del
alelo variante (O) en el ex6n 1 del gen MBL?2 en compara-
cion con los que reciben 6rganos de sujetos con el alelo
salvaje (hay que sefialar que la MBL se sintetiza mayorita-
riamente en el higado, por lo que el genotipo del donante
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es el principal factor que determina sus niveles séricos tras
el trasplante hepatico)**.

El papel de la MBL como molécula de reconocimiento de
patrones (PRM por sus siglas en inglés, pattern recogni-
tion molecule) explica igualmente su participacién en la
inmunidad antiviral. Se ha observado una mayor inciden-
cia de infeccién asintomadtica y de enfermedad por CMV
tras la interrupcién de la profilaxis con valganciclovir en
receptores de TR de alto riesgo (donante seropositivo/re-
ceptor seronegativo) con los niveles de la MBL disminui-
dos (< 500 ng/ml) en la determinacién basal*®. En el con-
texto del trasplante hepdtico’” y pulmonar® se han
comunicado resultados similares. Por el contrario, el estu-
dio de Segedal et al no pudo concluir que los niveles basa-
les de la MBL modificaran el riesgo de infeccion o de en-
fermedad por CMV en receptores de TR, si bien los
autores describieron una asociacion entre esta complica-
cion y la concentracién de la proteina 2 de serina-lectina
fijadora de manosa (MASP-2 por sus siglas en inglés,
mannose-binding lectin-associated serine protease 2), una
proteasa involucrada en la via de activacién asociada a las
lectinas®. No se ha observado, sin embargo, que la inci-
dencia de nefropatia por poliomavirus BK esté incremen-
tada en receptores deficientes en MBL®.

CUANTIFICACION DE LAS SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS EN LA SANGRE PERIFERICA

El empleo del recuento en la sangre periférica de determi-
nadas subpoblaciones linfocitarias como marcador subro-
gado del grado de inmunosupresion postrasplante y, por
tanto, del riesgo de infeccion, supone una extrapolacién
plausible al contexto del TR de la experiencia adquirida en
otros tipos de huéspedes inmunodeprimidos®. Por ejem-
plo, el recuento de linfocitos T CD4* se usa desde hace
décadas para estratificar el riesgo de infeccién oportunista
en pacientes infectados por el virus de la inmunodeficien-
cia humana (VIH) y para establecer la indicacion de profi-
laxis®!. Se ha propuesto un abordaje similar para la linfo-
citopenia T CD4* idiopética®. Por otra parte, el uso de
agentes depletores linfocitarios es frecuente en receptores
de TR, ya sea como tratamiento de induccién o tras el de-
sarrollo de un rechazo celular. Tanto los anticuerpos mo-
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noclonales anti-CD3 (muromonab-CD3 [OKT-3]) y anti-
CD25 (alemtuzumab) como los policlonales (globulina
antitimocitica de conejo o de caballo) ejercen un profundo
impacto sobre el recuento linfocitario en sangre periférica
que puede extenderse hasta mas alld del primer afio tras su
administracion®®*, El incremento del riesgo de infeccion
postrasplante vinculado a estas terapias estd bien contras-
tado®¢ y justifica las actuales recomendaciones de estra-
tegias especificas de prevencion frente a la infeccién por
CMV*®¢, De forma andloga y siguiendo la pauta estable-
cida en los pacientes con VIH, las guias de practica clinica
de la National Comprehensive Cancer Network (NCCN)
contemplan la monitorizacién de los linfocitos T CD4*
con el fin de individualizar la duracién de la profilaxis
frente a Pneumocystis jirovecii en pacientes oncohemato-
16gicos previamente tratados con alemtuzumab o andlogos
de las purinas®.

Sobre la base de estas evidencias preliminares, son varios
los estudios que han demostrado que los receptores de TR
con recuentos disminuidos de linfocitos T CD4* afrontan
una mayor incidencia de infecciones por patdégenos opor-
tunistas (predominantemente intracelulares), con especial
relevancia en el caso de P. jirovecii”". En un estudio re-
ciente, el nimero de linfocitos T CD4* fue significativa-
mente menor en pacientes con neumonia por P. jirovecii
respecto al grupo control, integrado por receptores de TR
que también habian sido sometidos a un lavado broncoal-
veolar, pero en los que no se identificé este microorganis-
mo (242 frente a 412 células/mm?). En el andlisis multiva-
riante, la presencia de linfocitopenia absoluta (< 750
células/mm?) a lo largo de los 50 dias previos al diagndsti-
co actudé como un factor de riesgo independiente para el
desarrollo de esta complicacién’. Algunos autores han
sugerido que la administracién generalizada de profilaxis
con trimetoprim-sulfametoxazol durante los primeros me-
ses tras el TR estd retrasando el periodo de riesgo clasica-
mente asumido para la infeccién por P. jirovecii, con un
aumento progresivo de casos de aparicion muy tardia (a
partir del primer afio postrasplante)’>”. De este modo, la
monitorizacién selectiva del recuento de linfocitos T CD4*
tras determinados eventos que obliguen a incrementar el
tratamiento inmunosupresor (el diagndstico de un rechazo
agudo, por ejemplo) permitiria identificar a aquellos pa-
cientes que podrian beneficiarse de la prolongacién o rein-
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troduccién de la profilaxis frente a Prneumocystis, en una
estrategia de evaluacion individual del riesgo de infeccién.

En el escenario especifico del receptor de TR con infeccién
por el VIH, Carter et al observaron que la presencia de un
recuento de linfocitos T CD4* < 200 células/mm? a lo largo
del seguimiento se asoci6 al desarrollo de infeccién grave
(y no solo oportunista), si bien el tamafio muestral analiza-
do era pequefio (n = 20). Como cabia esperar, los pacientes
sometidos a induccién con globulina antitimocitica mantu-
vieron recuentos linfocitarios mds bajos que los que reci-
bieron anticuerpos monoclonales anti-CD257. En una co-
horte de 42 receptores de TR, en su mayor parte tratados
con basiliximab, Calarota et al comprobaron que el recuen-
to de linfocitos T CD8* durante los 8 primeros meses pos-
trasplante fue consistentemente menor entre los pacientes
que presentaron alguna infeccién oportunista’’. Nuestro
grupo también ha explorado esta estrategia de monitoriza-
cion inmunoldgica en 304 receptores de TR en los que lle-
vamos a cabo la determinacién de linfocitos totales y de
diversas subpoblaciones linfocitarias (linfocitos T CD4* y
CD8, linfocitos B y células natural killer [NK]) en varios
puntos (situacién basal y meses primero y sexto)’®. Como
primer hallazgo, comprobamos que la cinética de cada una
de estas subpoblaciones diferia marcadamente segtn el
tipo de terapia de induccién administrada. Asi, el recuento
de linfocitos T CD4* present6 un acusado nadir al primer
mes en los pacientes tratados con globulina antitimocitica
policlonal, mientras que aumentaba ligeramente respecto
al basal entre los que no recibieron induccién o esta consis-
ti6 en basiliximab. La cinética de los linfocitos T CD8* fue
similar, aunque con diferencias menos evidentes (figura 3).
Por este motivo, analizamos de forma separada en cada
uno de estos dos grupos el papel predictivo de las subpo-
blaciones linfocitarias mediante curvas caracteristicas de
operacion del receptor (ROC por sus siglas en ingl€s, recei-
ver operating characteristic). Entre los pacientes que reci-
bieron globulina antitimocitica, la presencia de linfocitope-
nia T CD4* (definida por un recuento < 50 células/mm?) en
el primer mes se asoci6 al desarrollo de infeccién oportu-
nista y, particularmente, de enfermedad por CMV durante
el periodo posterior (meses 1 a 6). En el grupo sin induc-
cion o tratado con basiliximab, fueron los linfocitos T
CDS8* los que exhibieron mejor capacidad predictiva, de
forma que la presencia de linfocitopenia a expensas de esta
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Figura 3. Cinética postrasplante de diversas subpobla-
ciones linfocitarias en sangre periférica en funcion del
tipo de tratamiento de induccién administrado: A) lin-
focitos T CD4*. B) linfocitos T CD8*. Modificado de Fer-
nandez-Ruiz et al’®.

*p < 0,05; **p < 0,01.

subpoblacién (recuento < 100 células/mm?) increment6 de
forma significativa el riesgo de infeccién oportunista glo-
bal (HR: 3,55) y de enfermedad por CMV (HR: 4,19).
Cabe destacar que ambos puntos de corte presentaron ex-
celentes valores predictivos negativos (superiores al 83%)
para el posterior desarrollo de infeccion, lo cual permitiria
individualizar un subgrupo de receptores de muy bajo ries-
go en los cuales serfa factible discontinuar las profilaxis
habituales’™. Recientemente hemos comunicado una aso-
ciacion similar entre el recuento de células NK y el riesgo
de infeccidn fingica invasora tras el TOS™. Por tltimo, la
validez de la monitorizacién de ciertas subpoblaciones en
la sangre periférica (linfocitos T CD4* y CD8*) como
aproximacién al estado neto de inmunosupresioén también
se ha visto corroborada en una serie de estudios centrados
en el desarrollo de la neoplasia de novo postrasplante®®*3.
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CONCENTRACION DE LA FORMA SOLUBLE DE
LA CD30

La CD30 es una glucoproteina transmembrana pertenecien-
te a la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumo-
ral y del factor de crecimiento neural®. Clasicamente em-
pleada como marcador de la célula de Reed-Sternberg en el
linfoma de Hodgkin®, se ha comprobado que la CD30 tam-
bién se expresa en linfocitos T y B normales, células NK y
células dendriticas®. Si bien su misién atin no ha sido dilu-
cidada por completo, se cree que participa en la regulacion
del balance Th1/Th2 de la respuesta celular y en la genera-
cién de linfocitos T de memoria®’. Se ha comprobado que la
coestimulacién con células que expresan la CD30 induce a
los linfocitos T a polarizarse en sentido Th2 y a sintetizar el
correspondiente repertorio de citoquinas (como la interleu-
cina 4 [IL-4] o 1a IL-13)%%. Ademés de la forma de super-
ficie celular (de 120 kDa), existe una forma soluble de 85
kDa (sCD30) generada tras la separacién enzimdtica de su
porcién extracelular por parte de la metaloproteasa enzima
de conversion del factor de necrosis tumoral alfa (TACE por
sus siglas en inglés, tumor necrosis factor-alpha converting
enzyme)® y que es liberada al plasma durante el proceso de
activacion de los linfocitos T°'.

La monitorizacién de la sCD30 ha recibido una creciente
atencion en los ultimos afios como estrategia de monitoriza-
cién inmunoldgica en el TR¥2, Varios estudios han mostra-
do que los niveles basales de la sCD30 se relacionan de for-
ma inversa con la supervivencia del injerto, a expensas
fundamentalmente de una mayor incidencia de rechazo entre
los receptores con concentraciones séricas mas elevadas®™*°.
Siisal et al comunicaron que este efecto deletéreo sobre el
prondstico del injerto es sinérgico al ejercido por la sensibi-
lizacién pretrasplante (panel reactive antibody [PRA] > 5%)
o el niimero de incompatibilidades de los antigenos leucoci-
tarios humanos (HLA por sus siglas en inglés, human leuko-
cyte antigen) entre donante y receptor”. Estos hallazgos han
llevado a sugerir que los niveles elevados de 1a sCD30, en su
condicién de marcador de activacion de la subpoblacién lin-
focitaria Th2, son un mejor predictor del riesgo de rechazo
humoral que del riesgo de rechazo celular®s,

La utilidad de la sCD30 como biomarcador del riesgo de
infeccion postrasplante ha sido explorada en un nimero
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reducido de trabajos que por desgracia han proporcionado
resultados discordantes. Un estudio realizado entre recep-
tores de TR demostr6 que los pacientes que sufrieron algtin
episodio de neumonia postrasplante partian de niveles ba-
sales de sCD30 significativamente menores respecto a los
que permanecieron libres de esta complicacion (123 frente
a 151 Ul/ml)®. Nikaein et al también observaron que las
concentraciones pretrasplante reducidas (< 90 Ul/ml) de
sCD30 se asociaban a un mayor riesgo de infeccion tras el
trasplante cardiaco'®. Sin embargo, estos mismos autores
comunicaron la asociacién inversa (niveles basales mas
elevados de sCD30 en pacientes con infeccion posterior)
en el contexto del TR, En un intento de aportar luz en
esta discordancia, analizamos mediante un kit comercial de
ELISA la concentracién de sCD30 tanto en situacion basal
como en varios puntos postrasplante en 101 receptores de
TR. En nuestra experiencia, los niveles basales de este bio-
marcador fueron significativamente mayores en pacientes
con infeccidn bacteriana (pero no en infeccién global o por
CMV) a lo largo de los primeros 12 meses postrasplante.
La supervivencia libre de infeccion bacteriana fue signifi-
cativamente menor entre los receptores con niveles basales
de sCD30 > 12 ng/ml (figura 4), asociacién que se mantuvo
después de ajustar por otras variables en un modelo multi-
variante (HR: 4,1). Como explicacién proponemos que el
nivel de la sCD30 actiia fundamentalmente como un mar-
cador de actividad de los linfocitos Th2, los cuales ofrecen
una respuesta protectora frente a patdgenos bacterianos
menos eficaz que los linfocitos con diferenciacién Thl o
Th17. En la misma linea, se ha demostrado que los pacien-
tes sometidos a didlisis crénica con concentraciones eleva-
das de la sCD30 presentan mayor riesgo de infeccién o de
neoplasia®®.

VIREMIA POR VIRUS DE EPSTEIN-BARR Y
ANELLOVIRUS

La dltima estrategia revisada se basa en la determinacién
periddica, mediante técnicas moleculares (reaccion en ca-
dena de la polimerasa [PCR por sus siglas en inglés, poly-
merase chain reaction]), de la carga viral en sangre com-
pleta o en muestras acelulares (plasma o suero) de
determinados virus que desarrollan una infeccién latente
en el hospedador y cuyo control replicativo depende fun-
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Figura 4. Supervivencia libre de infeccion bacteriana a
lo largo del primer afio postrasplante en una cohorte
de 101 receptores de trasplante renal segun los niveles
séricos de la forma soluble de la CD30 (sCD30) en
situacion basal. Fernandez-Ruiz et al (datos no
publicados).

P para la diferencia entre ambos grupos [test de rangos
logaritmicos] = 0,012.

damentalmente de la inmunidad celular adaptativa. La
reactivacion de estos virus latentes (presentes en la mayor
parte de la poblacién adulta), aunque asintomadtica, ven-
dria a constituir un parametro subrogado del grado de fun-
cionalidad de la respuesta inmune. De confirmarse esta
hipétesis podriamos disponer de biomarcadores muy sen-
sibles que actuarian como una suerte de «sumatorio fun-
cional» de la carga global de inmunosupresién. Son funda-
mentalmente dos los agentes explorados hasta ahora con
esta finalidad: el virus de Epstein-Barr (VEB) y los anello-
virus.

El VEB es un virus herpes gamma que presenta la capaci-
dad, gracias a un amplio repertorio de mecanismos de eva-
sion inmune, de establecer una infeccion latente en el
compartimento de linfocitos B que dura toda la vida del
huésped'®. Dado que su control depende de la inmunidad
celular adaptativa, se ha comprobado que la reactivacion
del VEB es un fendmeno frecuente en receptores de
TOS!%1%5_ Sj bien este fenémeno replicativo es subclinico
en la mayor parte de las ocasiones, puede llegar a producir
dafio orgdnico directo o contribuir indirectamente a la pa-
togénesis del sindrome linfoproliferativo postrasplante!'%.
Varios grupos, incluyendo el nuestro, han trabajado con la
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viremia del VEB como marcador de competencia funcional
de la respuesta inmune celular en receptores de trasplante
cardiaco, pulmonar y renal'”'”, Por ejemplo, hemos obser-
vado que la demostracién mediante la PCR cuantitativa en
sangre completa de viremia persistente (mas de 30 dias) o
elevada (mds de 1.500 copias/ml) a lo largo de los 6 prime-
ros meses postrasplante se asocia al desarrollo de complica-
ciones tardias por exceso de inmunosupresién, como infec-
cién oportunista o neoplasia de novo'®.

Los anellovirus son virus de pequefio tamafio carentes de
envoltura, dotados de un genoma circular de ADN de ca-
dena simple e integrados en la familia Anelloviridae. En
1997 fue identificado el primer anellovirus, denominado

«torque teno virus (TTV)»!°

, seguido 3 afios después del
torque teno minivirus (TTMV)!'"'!, Los anellovirus exhiben
una gran diversidad genética, por lo que la taxonomia de
esta familia se ha ido ampliando hasta quedar definida en
torno a nueve géneros y decenas de especies diferentes!''2.
La primoinfeccién tiene lugar en edades tempranas a tra-
vés de diversas vias (perinatal, respiratoria o fecal-oral),
tras lo que establecen una infeccion latente, fundamental-
mente en células mononucleares de sangre periférica'’.
De este modo, la prevalencia de infeccién por TTV y
TTMYV en poblacién general adulta supera el 90% y su
replicacién transitoria a bajo nivel es frecuente entre suje-
tos inmunocompetentes''*. Hasta el momento, no ha sido
demostrado ningun efecto patogénico directamente atri-
buible en el ser humano (son virus huérfanos). No obstan-
te, varios estudios han demostrado que la reactivacion de
la infeccidn latente es mas frecuente en pacientes con en-
fermedades crénicas debilitantes o cdncer en comparacion
con sujetos sanos''>!"® Este hallazgo podria ser explicado
por el papel fundamental que la inmunidad mediada por
células desempeifia en el control de la replicacion viral. Por
ejemplo, existe una correlacion inversa entre la carga viral
de TTV y el recuento de linfocitos T CD4* en pacientes
con infeccion por el VIH'. Por otra parte, se ha demostra-
do que los pacientes en hemodidlisis crénica presentan
con mas frecuencia viremias elevadas (> 5 x 10° copias/
ml) de TTV respecto a los controles sanos!''®. Basandose
en esta evidencia, algunos autores han tratado de evaluar
la potencial utilidad que la monitorizacién de la viremia
por anellovirus (fundamentalmente por TTV) podria tener
como aproximacion a la carga global de inmunosupresion
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en diversos tipos de receptores de TOS, incluyendo el re-
nal'”, el hepatico'®! y el pulmonar'?. Si bien adolecen
de tamafios muestrales reducidos, escasa frecuencia de
monitorizacidn o ausencia de correlato con eventos clini-
cos bien definidos, estos estudios preliminares representan

una «prueba de concepto» prometedora.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Como se ha tratado de exponer en esta revision, la aplica-
cion de estrategias de monitorizacién inmunolégica basa-
das en biomarcadores no patégeno especificos en recepto-
res de TR ofrece la posibilidad de individualizar el riesgo
de complicacién infecciosa postrasplante y de optimizar
asi los resultados a largo plazo de este procedimiento. Si
bien se han realizado prometedores avances en este senti-
do a lo largo de los dltimos afios, la experiencia clinica
basada en estudios de intervencion es hasta el momento
muy limitada. Los mecanismos moleculares y celulares
implicados en la respuesta inmune frente a la infeccion
son complejos y con frecuencia redundantes. Por ello, el
disefio de cualquier estrategia de monitorizaciéon debe
ponderar la sensibilidad y especificidad del pardmetro em-
pleado, por un lado, y su sencillez técnica y aplicabilidad
por otro. La elaboracién de un score multidimensional que
incorpore varios de estos biomarcadores y que permita
asignar un riesgo concreto de infeccién a cada receptor de
TR podria facilitar de forma notable el proceso de deci-

sion clinica.

Financiacion

Algunos de los resultados presentados en esta revision han
sido obtenidos en estudios financiados por el Instituto de
Salud Carlos III, Ministerio de Economia y Competitivi-
dad (Fondo de Investigaciones Sanitarias [FIS] 11/01538
y Proyecto Integrado de Excelencia [PIE] 13/00045), y
por la Fundacién Mutua Madrilefia de Investigacion Mé-
dica (FMM 2010/0015). Mario Fernandez Ruiz disfruta de
un contrato de investigaciéon clinica Juan Rodés (JR
14/00036) del Instituto de Salud Carlos III, Ministerio de
Economia y Competitividad.
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INTRODUCCION

En trasplante renal (TR), la importancia de los anticuerpos
antiantigenos leucocitarios humanos (anti-HLA por sus
siglas en inglés, anti-human leukocyte antigen) dirigidos
frente al donante quedé patente hace casi 50 afios, cuando
Patel y Terasaki mostraron las consecuencias de trasplan-
tarse con una prueba cruzada positiva'. El impacto de los
anticuerpos donante especificos (ADE) pretrasplante en la
supervivencia del injerto ha sido bien descrito en la litera-
tura y caracterizar a los pacientes en funcion de su riesgo
inmunoldgico, cuyo mayor peso recae en la presencia de
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anticuerpos anti-HLA circulantes, ha sido la practica habi-
tual de las unidades de trasplante.

Sin embargo, a pesar de que desde los afios ochenta se
sugiere la importancia de los anticuerpos formados pos-
trasplante? y desde los noventa varios estudios demuestran
una soélida relacién entre la deteccion precoz de ADE y la
existencia de una forma de rechazo agudo especialmente
severa®?, su monitorizacién a medio y largo plazo no estd
extendida ni protocolizada. Esto puede deberse a tres ra-
zones fundamentalmente: el peso del rechazo agudo celu-
lar en las primeras épocas, la falta de técnicas sensibles,
especificas y coste-efectivas para su determinacidn, y la
ausencia de tratamientos especificos contra el daiio humo-
ral crénico clinico, patologia con la que se asocian con
frecuencia estos anticuerpos circulantes.
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Con el desarrollo de las técnicas de fase s6lida para la de-
terminacion de anticuerpos en suero, en los dltimos afios
hemos asistido a una importante expansion de la investiga-
cion en este campo: desde la descripcion de la simple exis-
tencia de estos anticuerpos de novo 'y su potencial impacto
en el injerto renal, hasta las tendencias mds actuales que
intentan determinar cudles de estos anticuerpos son real-
mente determinantes en la disfuncién renal.

Otras técnicas para monitorizar la respuesta inmunolégica
postrasplante han sido investigadas o estdn en desarrollo,
aunque su uso estd incluso menos extendido.

El objetivo de este documento de consenso es dilucidar si
la monitorizacién inmunolégica postrasplante renal tiene
impacto clinico, cuestién dificil de resolver teniendo en
cuenta que se desconocen las medidas terapéuticas efica-
ces que pueden aplicarse como consecuencia de esta mo-
nitorizacion.

MONITORIZACION DE ANTICUERPOS HLA
Y NO HLA

Definicién, frecuencia, momento de aparicion
e impacto en la supervivencia del injerto de
los anticuerpos anti-HLA

Los ADE dirigidos frente a antigenos del donante mas
estudiados son los anticuerpos anti-HLA, que pueden es-
tar presentes pretrasplante o aparecer de novo en cual-
quier momento tras el TR. Para que estos ADE puedan
considerarse de novo es importante un estudio pretras-
plante adecuado, con técnicas suficientemente sensibles.
En la era de la deteccion de anticuerpos mediante técni-
cas basadas en la citotoxicidad, probablemente pasaban
desapercibidos ADE presentes en el momento del tras-
plante. Desde la generalizacién del uso de técnicas de
fase solida para la deteccion de los anticuerpos anti-
HLA, varios trabajos han documentado la incidencia de
aparicion de estos anticuerpos de novo postrasplante®!’
(tabla 1). La variabilidad en la incidencia de los ADE de
novo (del 2% hasta casi el 20% en el primer afio postras-
plante) depende de diversos factores, como el riesgo in-
munolégico del paciente, el tipo de inmunosupresion re-
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cibida, la frecuencia de monitorizacién pretrasplante, la
técnica de deteccién (andlisis de inmunoabsorcién ligada
a enzimas [ELISA por sus siglas en inglés, enzyme linked
immunosorbent assay], pricticamente abandonada, o
Luminex), las variaciones de la técnica (diversos kits co-
merciales, procedimientos diferentes entre laboratorios),
el punto de corte en la intensidad media de fluorescencia
(MFI por sus siglas en inglés, median fluorescence inten-
sity) escogido para definirlo como ADE, el tipo de valor
empleado para su valoracién (MFI cruda o normalizada)
o los antigenos conocidos del donante (tipajes C, DQ-B,
DQ-A y DP incluidos) (nivel de evidencia alto). Si se
define como ADE pretrasplante el que se presenta en es-
tudio de antigeno aislado con un titulo de MFI superior a
1.000, por ejemplo, la aparicién del ADE de novo puede
ser muy precoz debido a una respuesta de células B de
memoria ante un antigeno conocido al haber infravalo-
rado anticuerpos con MFI bajos®!'*'%!*, Sin embargo, si
se definen los ADE pretrasplante con MFI bajos, como
500, la aparicién de ADE de novo sera menos frecuente
y mas tardia''. En pacientes de bajo riesgo inmunolégico
y con terapia inmunosupresora consistente en tacroli-
mus, dcido micofendlico y esteroides, la incidencia de
aparicién de ADE de novo es del 2-10% al afio. Aunque
la cinética de aparicién es variable, pueden detectarse
desde el primer afio postrasplante y los mas frecuentes
son de clase II, particularmente anti-DQ'.

En cuanto a factores asociados a la apariciéon de ADE de
novo, tres estudios encontraron relacion directa entre el
nimero de disidentidades HLA entre donante y receptor
(especialmente en clase II) y la aparicién de anticuerpos
tras el TR''2!8. Otros factores, como los episodios de re-
chazo agudo™?, los eventos inflamatorios®'?, el retras-
plante’?, la no adherencia al tratamiento'!, la edad joven y
el sexo femenino'"'>!'%20 se asocian también al desarrollo
de ADE de novo (nivel de evidencia alto). Episodios infla-
matorios como un rechazo agudo celular (clinico o subcli-
nico) modifican la expresion de antigenos HLA por parte
de las células endoteliales (barrera de proteccion del injer-
to; de hecho, un endotelio quiesciente no expresa antige-
nos HLA de clase II) y potencialmente la consecuente ac-
tivacion T-dependiente de las células B para la produccién
de anticuerpos. Sin embargo, también es posible que la
secuencia temporal sea la inversa, y con la aparicién de los
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Tabla 1. Principales estudios publicados sobre la determinacion de anticuerpos donante especificos postrasplante renal

Autor/afho n Inmunosupresiéon Puntode  Momento Incidencia/ Impacto en la
(Disefio) corte MFI  de aparicién Prevalencia supervivencia del injerto
Lachmann 2009¢ 1014 CsA, 43%; MFI > 500  No aplicable  30% (mediana 49 frente a 83%
(Transversal) TAC, 35%; tiempo pos-TR a 5,5 anos
AZA, 16%; 5 afos) Impacto de HLA no DE
MMF, 34% No diferencia seguin clase
ADE
Cooper 20117 244 TAC + MMF + EST, MFI>500  90% primeros 27% a 19 meses Misma supervivencia si se
(Prospectivo) 79% 6 meses excluyen los pacientes
con ADE de novo sin RA
Ginevri 20128 82 CsA, 32%,; MFI > 1.000 24 meses 23% a 4,3 afnos
(Prospectivo) TAC, 68%
+ MMF + EST
(100% induccion)
Willicombe 2012° 505  Alemtuzumab + MFI > 300 10 meses 18% a 30 meses Anti-DQ y anti-B se asocian
(Prospectivo) TAC a pérdida del injerto y
RA
24-42% reduccion
supervivencia a 30-36
meses
De Vos 2012 347 TAC + MMF + EST MFI > 2.000 6,1 meses 18% a 26 meses Misma supervivencia si se
(Prospectivo, (100% induccion) excluyen los pacientes
monitorizacién con ADE de novo sin RA
sistematica)
Wiebe 2012" 315  CsA, 21%; MFI > 300 51 meses 1.2 afo -> 2% OR, 6,4 para pérdida del
(Prospectivo, TAC, 79% (no < 6° mes) injerto (29% a 3 anos)
monitorizacion + MMF + EST 10 afos -> 28%  Clase I+l > pérdida que
sistematica) (32% induccion) clase Il aislada
Everly 2013 189 CsA, 69%; MFI > 1.000 17 meses 1.cafo0-> 11,2% 20-39% pérdida a 3 ahos
(Prospectivo, TAC, 30% + 20 afos -> 25%  No diferencia segun clase
monitorizacién MMEF + EST ADE
sistematica) (100% induccioén)
Loupy 2013 1016 TAC + MMF + EST, MFI>500 12 meses 31% HR, 4,78 (2,69-8,49)
(Prospectivo, 100% HR, 4 si C1q positivo ->
monitorizacién (100% induccién) positivo
sistematica) HR, 11 si C1q negativo ->
positivo
De Kort 2013™ 559  Alemtuzumab + MEFI > 3,8 meses 12,4% a 34
(Prospectivo) TAC, 79% 300-500 meses
Daclizumab + TAC
+ MMF, 21%
40 Nefrologia Sup Ext 2016,7(2):38-50
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Tabla 1. (cont.)

Autor/afno n Inmunosupresion Punto de  Momento Incidencia/ Impacto en la
(Disefio) corte MFI  de aparicién Prevalencia supervivencia del injerto
Kim 2014 146 TAC + EST NO punto 4 meses 35% (47% de Sin diferencias
(Prospectivo) (basiliximab y MMF  de corte ellos
si re-TR) desaparecen)
De Vos 2014'® 503 TAC/CsA+ MMF  MFI>2.000 6,1 meses 24% a 31 meses Misma supervivencia si se
(Prospectivo, + EST excluyen los pacientes
monitorizacion (100% induccion) con ADE de novo sin RA
sistematica)
Heilman 2014"7 245 TAC + MMF MFI>999  Primeros 12 18% a 12 meses Sin diferencias a 30 meses
(Prospectivo, (100% induccion; meses
monitorizacién si policlonal,

sistematica) STOP EST dia 5)

ADE: anticuerpo donante especifico; AZA: azatioprina; CsA: ciclosporina A; DE: donante especifico; EST: esteroides;

HLA: antigenos leucocitarios humanos; HR: hazard ratio; MFI: intensidad de fluorescencia media; MMF: micofenolato de

mofetilo; OR: odds ratio; RA: rechazo agudo; TAC: tacrolimus; TR: trasplante renal.

ADE de novo se produzca el dafio histolégico (fundamen-
talmente inflamacién microvascular) y la alteracion de la
funcién renal' (nivel de evidencia bajo).

Las consecuencias de la aparicion de ADE de novo no
estan claramente establecidas. Se ha descrito una mayor
incidencia de rechazo agudo (anterior y posterior a la
aparicion de los anticuerpos) y peor supervivencia del
injerto renal en pacientes que desarrollan anticuerpos
tras el trasplante®'>? (nivel de evidencia alto), siendo
este fendmeno mds frecuente con anticuerpos frente a
antigenos HLA de clase II y en concreto con anti-DQ
donante especificos de aparicion tardia®'! (nivel de evi-
dencia moderado). El impacto en la supervivencia del
injerto es controvertido y mientras que diversos estudios
sugieren que es independiente del rechazo agudo''",
otros no han podido desvincular el impacto de la presen-
cia del anticuerpo en el suero del propio rechazo, de ma-
nera que la influencia de los anticuerpos desaparece en
aquellos pacientes que no habian tenido un rechazo’°.
Asimismo, una MFI inicial elevada, el aumento de esta
durante los primeros 24 meses postrasplante y la persis-
tencia frente a la desaparicion de los ADE de novo tam-
bién se han asociado a peor funcién renal'>!7 (tabla 1)
(nivel de evidencia moderado).
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Aunque los anticuerpos anti-HLA no donante especificos
podrian tener un papel especifico en la supervivencia del
injerto®, trabajos recientes no confirman estos datos'>.

Tipos de anticuerpos anti-HLA

El gran avance que ha supuesto el desarrollo de las técni-
cas de fase sélida para mejorar la determinacién y la ca-
racterizacion de los anticuerpos anti-HLA tanto pre como
postrasplante, estd dando paso a estudios cuyo objetivo es
determinar cudles son los anticuerpos con capacidad pato-
génica.

Diversos estudios han analizado la capacidad de los anti-
cuerpos anti-HLA de fijar complemento en la plataforma
Luminex®, tanto pre como postrasplante, para relacio-
narla con los resultados del TR (rechazo, supervivencia,
etc.). Se han utilizado para ello diversas técnicas: el test
de fijacién del componente C4d en muestras pretrasplan-
te®, el test del componente C1q'® y el test del componen-
te C3d*. En lineas generales, la capacidad de fijar com-
anti-HLA de novo
postrasplante se asocia a mayor capacidad patogénica de

plemento de los anticuerpos

los mismos (nivel de evidencia moderado). El estudio
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mds importante describe una cohorte de mas de 1.000
pacientes con TR; los que desarrollaron ADE al afio del
trasplante presentaron una supervivencia del injerto infe-
rior en comparacién con aquellos que no lo hicieron (el
54 frente al 93% a 5 afios)'®. Sin embargo, este hecho
solo se confirmaba si los ADE eran capaces de fijar com-
plemento (C1q), con un riesgo casi cinco veces superior
de pérdida del injerto en el andlisis multivariante. Es de-
cir, la afinidad por C1q de los anticuerpos se asocia a una
peor supervivencia del injerto (nivel de evidencia mode-
rado). Dos hechos relevantes mds se extraen de este estu-
dio. Por un lado, los pacientes que presentaban peor su-
pervivencia del injerto son aquellos con ADE Clq
negativos en el pretrasplante que se convierten en Clq
positivos en el postrasplante y, ademds, los anticuerpos
con las MFI mas elevadas son los que presentaban mayor
capacidad de fijar complemento (nivel de evidencia mo-
derado). Ademds de asociarse a peor supervivencia del
injerto, la presencia de ADE Clq positivos se relacion6
con una mayor incidencia de rechazo agudo, inflamacién
microvascular y depdsito de C4d'. Otros trabajos han
reproducido estos hallazgos en cohortes de pacientes
mds limitadas®’%.

Otro test que mide la capacidad de fijar complemento de
los ADE es el test de C3d. La afinidad por C3d de los an-
ticuerpos parece asociarse a peor prondstico en la supervi-
vencia del injerto, bien en pacientes con rechazo mediado
por anticuerpos®, bien en receptores pedidtricos no sensi-
bilizados previamente® (nivel de evidencia bajo).

Finalmente, otra caracteristica asociada a la capacidad de
fijar complemento y, por tanto, determinante de la patoge-
nicidad de los anticuerpos es el subtipo de inmunoglobuli-
na. Existen cuatro subclases de inmunoglobulina G (IgG),
con distintas capacidades de activar complemento: la IgG1
y la IgG3 son mds potentes que la IgG2 y la IgG4.
Los ADE de novo 1gG1 y 3 se han asociado a una peor
supervivencia del injerto renal®®3'? (nivel de evidencia
bajo), aunque también existen otros trabajos que han rela-
cionado los ADE isotipo IgM?3!' o subclase 1gG43 con re-
chazo mediado por anticuerpos y fracaso del injerto. En el
mejor de estos estudios, el tipo de ADE IgG3, el nivel de
la MFI y la capacidad de fijar Clq se asociaron en un mo-
delo multivariante a pérdida del injerto™.
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Inmunosupresion y anticuerpos

Los estudios que analizan la incidencia de aparicién de
ADE de novo tras el TR presentan una variabilidad impor-
tante en cuanto a la inmunosupresién utilizada, tanto de
induccién como de mantenimiento. Por consiguiente, es-
tablecer qué pauta de inmunosupresion se asocia con la
menor incidencia de ADE de novo es dificil, al menos des-
de un punto de vista empirico.

Los inhibidores de la calcineurina (ICN) redujeron de
forma muy significativa la incidencia de rechazo agudo y
mejoraron la supervivencia del injerto a corto plazo, su-
perior al 90% en el primer afio. Sin embargo, los benefi-
cios a mas largo plazo de los ICN se han cuestionado
clasicamente debido a su toxicidad. El debate actual se
centra en la dicotomia entre la necesidad de una potente
inmunosupresion basada en los ICN como la mejor for-
ma potencial de evitar el desarrollo de ADE postrasplan-
te y el rechazo humoral, y el hecho cierto de que la pri-
mera causa de pérdida del injerto renal es el
fallecimiento del paciente con injerto funcionante, con la
necesidad ineludible de reducir el riesgo cardiovascular,
las infecciones graves y las neoplasias malignas, favore-

cidas asimismo por los ICN.

Los inhibidores de la via de la diana de la rapamicina en
mamiferos (m-TOR por sus siglas en inglés, mammalian
target of rapamycin), im-TOR, plantean una combina-
cioén diferente a la cldsica ICN-4dcido micofendlico-este-
roides. Con estrategias de conversion de los ICN a los
im-TOR o con combinaciones ICN + im-TOR, se preten-
de, por un lado, reducir la toxicidad de los ICN a largo
plazo y mejorar el perfil de riesgo cardiovascular, de in-
fecciones y de neoplasias, por otro. La tabla 2 muestra
los principales resultados en cuanto al desarrollo de ADE
de los estudios de conversion precoz y tardia de los ICN
a los im-TOR!"3+3% En cuanto a la conversién precoz a
los im-TOR sin ICN (durante el primer afio postrasplan-
te, usualmente entre el tercer y cuarto mes), esta se aso-
cia a una mayor apariciéon de ADE de novo en algunos
estudios (nivel de evidencia bajo), siendo solo estadisti-
camente significativa en el trabajo de Liefeldt et al'®.
Este estudio presenta sesgos considerables, el mds im-
portante de los cuales es que la mayoria de los pacientes

Nefrologia Sup Ext 2016,7(2):38-50
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Tabla 2. Principales estudios publicados relacionando im-TOR con la aparicién de anticuerpos donante especificos

Autor/afno Diseiio de n Tiempo
estudio hasta la
conversion

Seguimiento Inmunosupresion

Analisis univariante

de mantenimiento o multivariante*

ADE de p
novo

Conversion precoz (< 1 afio) de los ICN a los im-TOR

Lebranchu Prospectivo; 77 3 meses 48 meses CsA o CsA convertidaa 12,3% SRL  ns
2010% randomizado SRL (MPA y EST)

Liefeldt 2012'® Subanalisis de los 127  3-4 meses 3,5 anos CsA o CsA convertidos  HR =2,67 0,035*
pacientes (mediana) a EVR (MPA'y EST EVR frente
incluidos en un —con 60% de a CsA
Unico centro en suspension de
dos ensayos esteroides a 12
controlados meses—)
aleatorizados

De Sandes- Prospectivo; 90 3 meses 24 meses TAC convertidos a SRL 18 frente 0,201

Freitas randomizado (MMF y EST) a7,3%
2015%

Conversion tardia (> 1 aino) de los ICN a los im-TOR

Kamar 20133%¢  Retrospectivo; 61 22 meses 35 meses CsA/TAC convertidos a 9,8 frente ns
caso-control (mediana) EVR (MMF y EST) a5%

Croze 20143 Retrospectivo; 270 1,3 anos 3,8 anos TAC convertidosa SRL  HR=2,4 SRL 0,036*
cohortes (media) (media) + EST hasta mes 3 frente

a TAC

Ruiz 201438 Retrospectivo; 35 69 meses 2 anos ICN convertidos a 8,6 frente ns

cohortes [3-375] im-TOR + MMF/AZA a0%
(mediana) + EST controles
(n=10)

ADE: anticuerpos donante especificos; AZA: azatioprina; CsA: ciclosporina A; EST: esteroides; EVR: everolimus;

HR: hazard ratio; ICN: inhibidores de la calcineurina; im-TOR: inhibidores de diana de la rapamicina en mamiferos (m-TOR);

MMF: micofenolato de mofetilo; MPA: &cido micofendlico; ns: no significativo; SRL: sirolimus; TAC: tacrolimus.

convertidos también suspendieron el tratamiento con
corticoides®. En cuanto a los estudios de conversion tar-
dia, la aparicién de ADE también es mds frecuente en los
pacientes que se convierten de ICN a im-TOR, nueva-
mente con tan solo un estudio con significacion estadis-
tica y todos ellos de disefio retrospectivo. Los ADE pue-
den no ser de novo, presentandose especialmente en
aquellos pacientes con anticuerpos preconversion®® (ni-
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vel de evidencia bajo). Por tanto, la conversién a una
pauta libre de ICN deberia realizarse en pacientes de
bajo riesgo inmunolégico, sin anticuerpos pretrasplante
y con monitorizacién estrecha de los mismos tras la con-
version (nivel de evidencia bajo).

Por otro lado, y aunque con un solo ensayo clinico publi-
cado y prematuramente interrumpido por la tasa de recha-
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zo agudo y desarrollo de ADE de novo en el brazo sin
ICN, parece claro que la retirada precoz de ICN (dentro de
los 6 primeros meses pos-TR) sin introduccién de im-
TOR (quedando en régimen acido micofendlico-esteroi-
des) se asocia a mayor aparicién de ADE de novo® (nivel
de evidencia moderado-alto).

Anticuerpos no anti-HLA

El impacto de los anticuerpos dirigidos frente a antigenos
no HLA en la funcién y supervivencia del injerto renal no
estd bien establecido. EI hecho de que los gemelos univi-
telinos HLA idénticos requieran inmunosupresiéon y la
existencia de rechazos agudos de histologia compatible
con dafio mediado por anticuerpos, sin hallazgo en suero
de ADE anti-HLA, apoyan la existencia de antigenos no
HLA que podrian activar la inmunidad celular y, en conse-
cuencia, la produccién de anticuerpos no anti-HLA en el
receptor dirigidos contra ellos. No obstante, la falta de téc-
nicas de deteccion validadas, el posible factor de confu-
sién de la presencia factible de anticuerpos anti-HLA no
detectados y la falta de especificidad documentada contra
el donante han limitado el avance en esta drea.

Los anticuerpos no HLA son llamados en términos gene-
rales «anticuerpos anticélulas endoteliales» (AECA por
sus siglas en inglés, antiendothelial cell antibodies), ya
que el endotelio es la barrera primaria de defensa del tras-
plante. Estos antigenos pueden ser polimérficos y capaces
de provocar alorrespuesta, como las proteinas A y B rela-
cionadas con el complejo mayor de histocompatibilidad I
(MICA y MICB) o con limitado polimorfismo (autoanti-
cuerpos) como el receptor 1 de la angiotensina II y mu-
chos otros.

Existen trabajos que relacionan la presencia de anticuer-
pos anti no HLA con resultados del trasplante como el re-

41-44 - mientras

chazo agudo y la supervivencia del injerto
que otros no han encontrado asociacién independiente*>*,
Parece que los pacientes que presentan anticuerpos anti-
HLA y no HLA (ambos) muestran peor supervivencia del
injerto?” (nivel de evidencia bajo). Identificar qué antige-
nos de las células endoteliales inducen la produccién de

anticuerpos clinicamente significativos* o determinar es-
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pecificidades contra el donante de anticuerpos anti-MIC
(complejo mayor de histocompatibilidad I) en pacientes
de riesgo* constituyen objetivos recientes de investiga-
cion.

Sin embargo, no existe evidencia suficiente que apoye la
monitorizacién sistemdtica de anticuerpos anti no HLA
postrasplante. Ante el hallazgo histolégico de un rechazo
mediado por anticuerpos en ausencia de anticuerpos anti-
HLA detectables en suero, se deberia considerar la bus-
queda de anticuerpos no HLA (nivel de evidencia bajo).

Recomendaciones

¢Como tengo que monitorizar a los pacientes?
(figura 1)

Se recomienda realizar el cribado de los anticuerpos anti-
HLA postrasplante mediante una técnica de fase sélida en
la plataforma Luminex (nivel de evidencia alto) y si este
cribado resulta positivo, se realizard la determinacién de
antigeno aislado.

En cuanto al punto de corte considerado para la positivi-
dad del anticuerpo, cualquier valor de la MFI puede ser
positivo respecto al control negativo interno de cada labo-
ratorio, aunque este sea de 450, 600 o 13.000. El punto de
corte con impacto clinico no estd definido, por lo que es
necesario consensuarlo con el Servicio de Inmunologia de
cada hospital. De modo general, se considerard positivo
un anticuerpo si la MFI es mayor a 1.000-1.500, siendo el
significado dudoso si la MFI se encuentra entre 500 y
1.000 (nivel de evidencia bajo).

Ante el hallazgo de un ADE postrasplante, se sugiere rea-
lizar una técnica complementaria de fijacion de comple-
mento (mediante el test de Clq o de C3d) si esta disponi-
ble en el hospital, ya que podria ayudar a la toma de
decisiones clinicas (nivel de evidencia bajo).

Ante el hallazgo de un ADE de novo, se valorari la reali-
zacion de una biopsia renal, aunque este no se acompaiie
de deterioro de la funcién renal o proteinuria (nivel de evi-
dencia bajo).
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Determinacion de anticuerpos
anti-HLA postrasplante renal

¢Cuando?

Plataforma Fase Sdlida:
Cribado
Determinacion de antigeno aislado
(si cribado positivo)

|

Punto de corte: 1.000-1.500
(500-1.000 dudoso)
*Depende de control interno
*Consensuar con inmunologia

| Estratificar riesgo inmunolégico |

|
v v

BAJO RIESGO ALTO RIESGO
(1e TR, sin anticuerpos || (> 1 TR, sin anticuerpos
preformados): preformados):
primeros 6 meses aumentar frecuencia
12-18 meses de determinacion
v

|

Si ADE, considerar:
Biopsia renal
Técnica de fijacion de complemento

Si: disfuncion del injerto, rechazo agudo —pre y postratamiento-,
planteamiento de cambio de IS (pre y post) —incluyendo retirada
de esteroides—, niveles erraticos de inmunosupresién o sospecha

de no adherencia

Si hallazgo de RMA sin ADE considerar
busqueda anticuerpos anti no-HLA
(antiendotelio -MICA, MICB-

o anticuerpos anti-AT1R)

Figura 1. ADE: anticuerpo donante especifico; HLA: antigenos leucocitarios humanos; IS: inmunosupresion. RMA:

rechazo mediado por anticuerpos.

Ante la presencia de lesiones histologicas sugestivas en
gran medida de ser mediadas por anticuerpos, pero con
anticuerpos anti-HLA circulantes no detectables por técni-
cas de fase sdlida, se valorard la bisqueda de anticuerpos
no HLA como anticuerpos antiendotelio (MICA, MICB,
anticuerpos anti-AT1R) (nivel de evidencia bajo).

¢Cuando y a quién debo monitorizar? (figura 1)

Durante el estudio pretrasplante debe estratificarse el ries-
go inmunoldgico de los pacientes en lista de espera y rea-
lizarse monitorizacion de los anticuerpos anti-HLA pos-
trasplante de acuerdo con este riesgo:

— En pacientes de bajo riesgo inmunoldgico (primer TR
sin anticuerpos anti-HLA pretrasplante) se recomiendan
dos evaluaciones, durante los primeros 6 meses y a los
12-18 meses postrasplante.

— En pacientes de alto riesgo inmunolégico (retrasplante o
presencia de anticuerpos anti-HLA pretrasplante) se re-
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comienda aumentar la frecuencia de determinacion de
los ADE.

Asimismo, se recomienda la determinacién de anticuerpos
anti-HLA o el aumento en la frecuencia de determinacién
de los mismos ante las siguientes situaciones:

— Complicaciones inmunoldgicas del injerto: disfuncién
del injerto, rechazo agudo —antes y después del trata-
miento—.

— Cambios o inestabilidad en la inmunosupresién: plan-
teamiento de cambio de inmunosupresién —incluyendo
retirada de esteroides, determinando anticuerpos antes y
después—, niveles errdticos de inmunosupresion o sospe-
cha de no adherencia.

— Realizacion de una biopsia del injerto de «protocolo».

La necesidad de una monitorizacién estrecha del desarro-
llo de anti-HLA de novo debe relativizarse teniendo en
cuenta la ausencia de una actitud terapéutica eficaz que
pueda revertir o controlar su impacto a posteriori.
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MONITORIZACION DE LA RESPUESTA T

Con la introduccién de los ICN, y mds atin combinados con
potentes antiproliferativos, el rechazo agudo mediado por
células T ha experimentado un descenso del 40% al 10-15%
durante el primer afio postrasplante®. Las pérdidas inmuno-
l6gicas de los injertos se deben fundamentalmente a un
dafio crénico mediado por anticuerpos, bien preformados o
bien desarrollados postrasplante, en el que el peso de la cé-
lula T parece, al menos hasta ahora, menor>'.

Sin embargo, siendo la célula T el principal mediador del
rechazo agudo y considerando la baja incidencia actual del
mismo, la monitorizacién de su alorreactividad postras-
plante podria abrir la puerta del control sobre un exceso o
un defecto de la inmunosupresién que aplicamos a nues-
tros pacientes y conducirnos hasta la deseada inmunosu-
presion «a la carta». Entre las técnicas disponibles para
determinar esta alorreactividad, las mas ampliamente uti-
lizadas son la caracterizacién fenotipica de las subpobla-
ciones linfocitarias T mediante la citometria de flujo y la
determinacidn de la liberacion de trifosfato de adenosina
(ATP por sus siglas en inglés, adenosine triphosphate),
con el método Immuknow, o la secreciéon de citocinas (con
un inmunospot ligado a enzimas [ELISpot por su denomi-
nacion en inglés, enzyme-linked immunospot]) por parte
del linfocito T2,

Immuknow

El Immuknow® (Cylex Ltd., Estados Unidos) es un test
aprobado en 2002 por la United States Food and Drug Ad-
ministration (FDA) que fue desarrollado como biomarca-
dor de dosis de inmunosupresion. Se trata de un test que
mide la liberacién de ATP por parte del linfocito T cuando
este se expone a un estimulo no especifico™. En teoria, los
valores de ATP medido serdn mds altos si el linfocito T
estd poco inhibido por la inmunosupresién y serdn mds
bajos en el contexto de sobreinmunosupresiéon. Numero-
sos estudios, la mayorfa de naturaleza retrospectiva, han
asociado valores altos de ATP con rechazo agudo y valores
bajos con infecciones oportunistas en el paciente trasplan-
tado™>7 (nivel de evidencia bajo). No obstante, el estudio
con mayor nimero de pacientes publicado hasta la fecha®
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y un metaandlisis sobre todos los estudios publicados* no
encontraron asociacién entre el Immuknow y la capacidad
predictiva de rechazo agudo (infrainmunosupresion) o in-
fecciones (sobreinmunosupresion), por lo que no se reco-
mienda la monitorizacion sistematica de la respuesta de la
célula T postrasplante mediante este test.

ELISpot T

El ELISpot de interferén gamma (IFN-y) o ELISpot T es
una técnica validada, con un valor predictivo negativo alto,
que permite identificar frecuencias de células T circulan-
tes de memoria reactivas frente a antigenos del donante®*
(nivel de evidencia alto). Los linfocitos presentes en la
sangre periférica del receptor son incubados y enfrentados
durante 18-24 horas a antigenos de células del donante, de
modo que se permite que se produzca el alorreconoci-
miento y la consecuente liberacién de citocinas, que es lo
que finalmente mide el test®. En el postrasplante, existen
varios estudios que han correlacionado el ELISpot T con
el rechazo agudo y la funcién del injerto®6465,

No obstante, a falta de estudios prospectivos aleatoriza-
dos, no existe suficiente evidencia para recomendar reali-
zar sistematicamente un ELISpot T a los pacientes tras-
plantados para monitorizar la respuesta alogénica celular.

MONITORIZACION DE LA RESPUESTA B

Si la monitorizacién de la respuesta celular T se encuentra
en una fase preliminar que dificulta tomar decisiones diag-
néstico-terapéuticas basadas en ella, atin mas experimen-
tal es el estudio de la respuesta celular B%. Existen dife-
rentes técnicas que permiten tanto la identificacion de
subpoblaciones linfocitarias B (citometria de flujo), como
la evaluacion de la funcionalidad de las células B (ELIS-
pot B), que han mostrado interesantes asociaciones con un
mayor riesgo de rechazo®’ (nivel de evidencia bajo).

No obstante, estas técnicas se encuentran en fase de expe-
rimentacién o validacién, por lo que no existe evidencia
suficiente que apoye su utilizacién actualmente en la prac-
tica clinica.
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MICROARRAYS

Se ha relacionado la determinacién de la expresion de dis-
tintos genes en sangre periférica con la posibilidad de pre-
decir la aparicién de rechazo agudo o tolerancia inmuno-
l6gica y, aunque los resultados preliminares de un
conjunto de transcriptos concretos (test de respuesta de
organos solidos [KSORT por sus siglas en inglés, kidney
solid organ response test]) utilizados mediante un algorit-
mo estadistico especifico (kKSAS, por sus siglas en inglés
kSORT analysis suite) tienen una buena correlacién con
rechazo agudo, son necesarios estudios prospectivos alea-
torizados®®"! (nivel de evidencia bajo-moderado).

OTROS

Se han descrito otros biomarcadores seroldgicos”™”y en
orina’¢ con capacidad predictiva de rechazo agudo. No
obstante, no disponemos de evidencia suficiente que apoye
la determinacién de ninguno de ellos para la monitorizacién
inmunoldgica postrasplante (nivel de evidencia bajo).

Conflicto de intereses
Los autores declaran que no tienen conflictos de intere-

ses potenciales relacionados con los contenidos de este
articulo.
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INTRODUCCION

En Espaiia, en el afio 2013, el porcentaje de pacientes con
injerto funcionante fue del 52% del total de pacientes con
tratamiento renal sustitutivo. Este porcentaje se ha incre-
mentado paulatinamente de forma que en el afio 2000 los
pacientes con trasplante renal representaban solo el 42%
y, considerando el incremento anual del nimero de tras-
plantes renales, es de suponer que este porcentaje seguird
aumentando en los afios venideros'.

La inmunosupresién del paciente trasplantado renal ha
sido y sigue siendo el pilar basico para mantener el injerto
funcionante y ha evolucionado de manera notable desde
los inicios del trasplante renal. Sin embargo, los farmacos
inmunosupresores no estan exentos de efectos secundarios
y la monitorizacién de estos firmacos mediante medicién
de niveles en la sangre o la determinacién directa o indi-
recta de su accién farmacoldgica es importante para man-

Correspondencia: Ana Maria Fernandez
Servicio de Nefrologfa.

Hospital Universitario Ramén y Cajal, Madrid.
afrodriguez@salud.madrid.org
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tener el delicado equilibrio entre su accién inmunosupre-
sora y sus efectos adversos.

El clinico que usa habitualmente estos farmacos necesita
herramientas que le ayuden a utilizarlos de manera ade-
cuada en cada individuo y por ello el grupo Prometeo rea-
1liz6 en el afio 2015 una revisién de la monitorizacién de
los aspectos inmunolégicos, histolégicos y farmacol6gi-
cos del trasplante renal.

En el presente articulo, se revisa la situacién actual de la
monitorizacién farmacoldgica de los inmunosupresores,
realizando, para cada uno de ellos, una breve introduccién
de su metabolismo y mecanismo de accién.

METODOLOGIA
La metodologia ha sido la habitual del grupo Prometeo:

a) Revision bibliografica en PubMed, Medline, Cochrane
Database of Systematic Reviews, etc., con las siguien-
tes palabras clave para cada inmunosupresor: niveles,
AUC, farmacocinética.
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b) Seleccion bibliografica segtn criterios de calidad me-
todoldgica, antigiiedad de la publicacién y cobertura
de los diferentes aspectos del tema revisado, realizan-
do finalmente una seleccién de 73 articulos.

c) Revision bibliografica por los miembros del grupo.

d) Debate en el grupo y recogida final de evidencias en un
consenso valorado segtn la escala GRADE (por sus
siglas en ingles, grading of recommendations as-

sessment, development, and evaluation).

GLOSARIO DE TERMINOS

AUC (area under the curve o area bajo la curva): es un
pardmetro farmacocinético que refleja la cantidad total de
farmaco que alcanza la circulacion sistémica. Es la medi-
da mds importante de la biodisponibilidad y relaciona las
variaciones de la concentracién plasmdtica de un fairmaco
en funcién del tiempo. Se determina mediante una funcién
integral de las concentraciones plasmadticas en distintos
puntos.

CO: concentracion en niveles valle. Habitualmente a las 12
horas de la toma del farmaco.

C2: determinacion a las dos horas de la toma del farmaco.
No tiene por qué coincidir con la concentracién maxima.

Cmax: maximo nivel alcanzado tras la toma oral.

AZATIOPRINA

Es un derivado imidazélico de la 6-mercaptopurina, que
bloquea el metabolismo de las purinas. Tiene una biodis-
ponibilidad cercana al 50% y se ha usado desde los inicios
del trasplante renal en inmunosupresién doble asociada a
prednisona y, mds tarde, en inmunosupresion triple aso-
ciada a ciclosporina.

Es un farmaco inmunosupresor cldsico que practicamente
no se indica de novo en los protocolos de inmunospresion
actual. Desde sus inicios en trasplante renal, se ha utiliza-
do sin monitorizar su accién farmacoldgica; sin embargo,
se han descrito varias dianas de monitorizacion terapéuti-
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ca en distintas patologias, entre ellas en trasplante renal.
Las dianas de monitorizacion farmacoldgica a las que nos
referimos son la actividad de la tioguanina metiltransfera-
sa en hematies y la tiopurina metiltransferasa, también en
hematies. La actividad de esta tltima depende de su expre-
sién génica, que tiene cuatro fenotipos distintos y que
también puede ser monitorizada®*.

En la tabla 1 se resumen los datos publicados reciente-
mente en trasplante renal.

Como se puede comprobar, los estudios realizados mi-
diendo la actividad de las dos enzimas son observaciona-
les, estan realizados con escaso nimero de pacientes Yy,
aunque se ha descrito una cierta relacion con la incidencia
de rechazo agudo, los datos publicados son insuficientes,
en algunos estudios, contradictorios y aportan escaso nivel
de evidencia cientifica, por lo que no recomendamos la
monitorizacidon sistematica de la azatioprina en el tras-
plante renal. En otras enfermedades como la enfermedad
de Crohn, leucemia etc., se ha utilizado la expresion de los
genes que regulan la actividad de la tiopurina metiltransfe-
rasa para identificar la falta de adherencia, predecir mielo-
toxicidad y evaluar la resistencia terapéutica®.

Tabla 1. Dianas enzimaticas de monitorizacion terapéutica
de la azatioprina

6-tioguanina nucleétido  Tiopurina metiltransferasa

en hematies®* en hematies?®

Tres estudios observacionales Dos estudios observacionales

507 pacientes 104 pacientes

Se ha usado para Depende de la expresion

monitorizacion de dosis génica: cuatro fenotipos

altas descritos

Menos incidencia de rechazo Relacién con rechazo variable
segun los estudios

Actividad media, 17,3 U
(5,6-27,8)

Niveles no claramente
establecidos, 100-200
pcmol/l

Se utiliza en enfermedad
inflamatoria intestinal,
leucemia, etc.

Nefrologia Sup Ext 2016,7(2):51-62
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ANTICALCINEURINICOS
Ciclosporina en microemulsion

La ciclosporina es un farmaco lipofilico que se introdu-
jo en el ambito del trasplante renal en la década de los
ochenta. Actia como un profirmaco que se activa al
unirse a un receptor intracelular (la inmunofilina) e in-
hibe la actividad fosfatasa de la calcineurina. Tiene una
biodisponibilidad variable y se metaboliza por el cito-
cromo P450. Cuando se comenz6 a utilizar en el campo
del trasplante renal supuso un auténtico avance, puesto
que se redujo de manera notable la tasa de rechazo agu-
do®7.

A mediados de los noventa se introdujo una modificacién
en la formulacién de la ciclosporina que se presentd en
forma de microgotas (ciclosporina neoral), lo que aumen-
t6 su biodisponibilidad y redujo la variabilidad farmacoci-
nética y los inconvenientes derivados de su administracion
oral. Desde entonces, es la formulacion de ciclosporina de
uso convencional.

Con respecto a la monitorizacién farmacoldgica de la ci-
closporina en microemulsidn, los ensayos clinicos que in-
cluyen estudios de farmacocinética (que se han realizado
siempre en los 3 primeros meses postrasplante) concluyen
lo siguiente:

— EI AUC a las 12 horas es un buen predictor de rechazo
agudo y de pérdida del injerto.

— La Cmax se correlaciona bien con su efecto inmunosu-
presor.

— Las primeras 4 horas tras la toma del farmaco son las de
mayor variabilidad intraindividual, por lo que la deter-
minacién del AUC a las 4 horas se correlaciona bien con
el AUC a las 12 horas.

— La C2 predice mejor que la CO el AUC a las 4 horas.

Como consecuencia de estos estudios, a finales de los no-
venta y a comienzos de la década del 2000, diversos gru-
pos, como el comité de expertos de Vancouver, el grupo de
consenso internacional y el grupo de expertos europeos,
recomendaron la utilizacién de la C2 para monitorizar cli-
nicamente la ciclosporina neoral® 2,

Nefrologia Sup Ext 2016,7(2):51-62

06 Revision Prometeo 2016.indd 53

Revisiones

Sin embargo, la utilizacién de la C2 solo estd respaldada
por la evidencia en ensayos clinicos en el postrasplante
inmediato, a lo que se unen varios inconvenientes de indo-
le practica, puesto que los niveles bajos de C2 no permiten
discernir entre los pacientes que adsorben lentamente la
ciclosporina, los que la adsorben poco o los que tienen
baja dosificacién del farmaco, por lo que si un paciente
tiene niveles bajos, requiere una determinacién adicional
para conocer su situacion y tomar una decision terapéuti-
ca. Ademads, solo hay 15 minutos de margen para la extrac-
cion, que debe hacerse siempre entre los 105 y los 135
minutos después de la toma de la dosis por la mafiana.

Estos inconvenientes, unidos a la falta de evidencia de mo-
nitorizacién de la C2 en el trasplante tardio y a la aparicién
posterior de algunos estudios observacionales contradicto-
rios, han llevado a su abandono progresivo. Mds atin, los
ensayos clinicos posteriores se han basado en la monitori-
zacion de la CO, que es la que se usa actualmente'*15,

En la tabla 2 se muestran los niveles de C2 y de CO em-
pleados en distintos ensayos cuando se han usado asocia-
das a antimetabolitos. Ademads, en dicha tabla se incluyen
las recomendaciones sobre los niveles de ciclosporina rea-
lizadas por el grupo Prometeo, que analiz6 la influencia de
la inmunosupresién en la funcién renal y que han sido re-
cientemente publicadas'®. En cuanto a los niveles terapéu-
ticos que se deben utilizar en asociacidon con antimetaboli-
tos, es de gran importancia conocer los niveles empleados
en el estudio Symphony durante el postrasplante inmedia-
to y en el primer afio postrasplante'”.

En la tabla 3 se muestran los niveles en asociacién con los
inhibidores de la diana de la rapamicina en mamiferos
(m-TOR por sus siglas en inglés, mammalian target of ra-
pamycin), los im-TOR.

Como se puede observar en dicha tabla, los niveles de ci-
closporina de inicio eran mds elevados que los actuales.
Esta tendencia es comtn desde el inicio de la ciclosporina
y viene refrendada por el metaandlisis realizado por Sharif
que compara el rechazo agudo y la supervivencia de pa-
cientes e injerto en estrategias de minimizacién asociando
anticalcineurinicos con micofenolato de mofetilo (MMF)
e im-TOR o usdndolos en asociacién con esteroides, y
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Tabla 2. Niveles de ciclosporina en ensayos clinicos de

asociacion con antimetabolitos y niveles propuestos por el

grupo Prometeo

Tabla 3. Niveles de ciclosporina (ng/ml) en asociaciéon con
los im-TOR en ensayos clinicos y niveles propuestos por el
grupo Prometeo

2 Niveles diana Niveles
(ng/ml) alcanzados
(ng/ml)
Estudio MO2ART M1: 1.800 M1:1.700
(Neoral/MMF- M2: 1.500 M2: 1.400
AZA)
M3: 1.300 M3: 1.400
M4-7:900-1.100 M6: 900
M8-12: 700-900 M12: 800
Estudio M1:1.700 M1: 1.600
CONZERTO (con /5. 4 509 M2: 1.200
basiliximab)*
M3-6: 800-1.000 M6: 900
Co
Estudio S1:200-450 S1: 290
internacional s <5 4700400  M3: 240-260
neoral con M2-12: 150-300
basiliximab? I
Symphony sin MO-3: 150-300 M1: 260
induccion™ M3-12: 100-200  M3: 200
M12: 140
Symphony con M1-12: 50-100 M1: 120
induccion' M12: 100
Recomendacion M1: 150-250
grupo Prometeo’® M2-3: 150-200
CsA + MF = EST
M3-6: 150-200

M6-12: 100-150

>M12: 75-125

AZA: azatioprina; Cs: ciclosporina A; EST: esteroides; M:

mes; MF: micofenolato; MMF: micofenolato de mofetilo;

S: semana.

*Modificado de la referencia bibliografica 12.

concluye textualmente: «Las estrategias de reduccion de
anticalcineurinicos se asocian con menos funcion renal re-
trasada, mejoria en la funcién renal y menos diabetes de
novo. Los estudios mas recientes no muestran aumento de
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c2

Estudio RAD A2306 M1:1.100 M1:1.100

Everolimus sin M2: 800 M2: 900

induccién* M3: 600 M3: 700
M4-6: 400 M4-M6: 600

Estudio RAD 2307 M1-2: 600 M1: 700

Everolimus con M3-6: 400 M3: 600

induccion* M6: 400

co

Miller, 2002** M1:200-250

Cs/sirolimus M3-12: 150-200

Miihlbacher et al, 2014 M1-M3: 125-200

Sirolimus: grupo de > M3: 75-100

minimizacién®

Recomendacion grupo M1: 150-200

Prometeo™ M2-3: 100-200
M3-6: 100-150
M6-12: 75-125
> M12: 50-160

M: mes.

*Modificado de la referencia bibliografica 12.
**Modificado de la referencia bibliogréfica 53.

la tasa de rechazo. En conclusion, este metaandlisis sugie-
re que reducir la exposicion al anticalcineurinico inmedia-
tamente después del trasplante puede mejorar los objeti-

vos clinicos»'®.

Tacrolimus y tacrolimus de liberacién
prolongada

El tacrolimus es un potente inhibidor de la calcineurina
que tiene una amplia variabilidad intraindividual, que os-
cila entre el 10 y el 40% segtn los estudios, e interindivi-
dual, que se ha estimado entre el 20 y el 60%. Tiene una

Nefrologia Sup Ext 2016,7(2):51-62
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biodisponibilidad del 25-40% vy, al igual que la ciclospori-
na, se metaboliza por el citocromo P450 3A4. La exposi-
cién al farmaco aumenta con el tiempo postrasplante'-2'.

Con muy pocas excepciones, estd ampliamente aceptado en
la literatura que la CO tiene buena correlacién con el AUC,
de forma que la determinacidn de los niveles valle se usa en
la practica clinica habitual. Aunque la CO tiene buena corre-
lacién con el AUC, algunos autores han encontrado que esta
correlacién se modifica y disminuye con el tiempo®2.

Al igual que con otros inmunosupresores, los niveles Opti-
mos del farmaco dependen de la asociacién inmunosupre-
sora utilizada, del estado inmunoldgico del receptor y del
tiempo pasado desde el trasplante. En la tabla 4 se mues-
tran los niveles propuestos por la conferencia de consenso
para el uso de tacrolimus y en la tabla 5 las recomendacio-
nes del comité de expertos del grupo Prometeo al que se
ha hecho referencia previamente!'s-7- 2,

Sin embargo, la utilidad de la monitorizacién del tacroli-
mus ha quedado recientemente cuestionada por los resul-
tados publicados por Bohuamar et al, que han realizado un
andlisis de tres ensayos clinicos (el FDCC [fixed dose vs.
concentration controlled], el Symphony y el Opticept) en
los que se reunen 1.304 pacientes con monitorizacién de
los niveles de tacrolimus en distintos puntos. En este ané-
lisis post hoc se ha evaluado la capacidad para predecir el
rechazo agudo de las concentraciones de tacrolimus en los
dias 3,6y 14,y enlos meses 1 y 6, separando a los pacien-
tes seguin los niveles de tacrolimus y analizando el porcen-
taje de rechazo agudo en cada uno de los grupos. En los
pacientes de estos ensayos clinicos, no han encontrado
mayor incidencia de rechazo en los que tenfan niveles mas

bajos; tampoco en el andlisis multivariante los niveles de
tacrolimus influyeron significativamente en la aparicion
de rechazo®. Ademads, al igual que ocurre con la ciclospo-
rina, la monitorizacion del fairmaco a largo plazo tampoco
ha sido evaluada en ensayos clinicos, por lo que el nivel de
evidencia de las recomendaciones de monitorizacién a lar-
go plazo es bajo.

Variabilidad terapéutica del tacrolimus y
resultados a largo plazo

La monitorizacién de los niveles de tacrolimus a largo pla-
zo viene condicionada por la clara relacion existente entre
la adherencia y la pérdida del injerto.

Se ha estimado que la variabilidad intraindividual en pa-
cientes estables se encuentra entre el 15 y el 30%, y, en
una revision realizada por Shuker, se ha encontrado que
puede estar condicionada por distintos factores, entre ellos
la técnica de medicion, el periodo de ayuno corto o nulo,
la diarrea, las interacciones con otros farmacos, la adhe-
rencia y el uso de farmacos genéricos?.

Un estudio realizado en el Hospital General de Toronto en
356 pacientes estables con mds de un afio de trasplante
renal, seguidos entre los afios 2000 y 2011, ha encontrado
un incremento del 27% del riesgo de rechazo agudo, glo-
merulopatia o pérdida del injerto por cada aumento de la
variabilidad superior a una desviacién estandar?’. Otros
estudios han hallado los mismos resultados®.

Varios estudios han mostrado que la forma de liberacién
prolongada aumenta la adherencia al firmaco y disminuye

Tabla 4. Recomendaciones de niveles de tacrolimus (ng/ml) de la conferencia de consenso en el uso del tacrolimus*

Sin induccion

Triple con anti-IL2 Con policlonales

Minimizacion de Asociacion con

esteroides im-TOR
Mo-3 10-15 3-7 5-10 10-15 3-7
M4-12 5-15 3-7 5-10 8-12 3-7
M> 12 5-10 3-7 5-10 5-10 3-7

IL-2: interleucina 2; im-TOR: inhibidores de la diana de la rapamicina en mamiferos; M: mes.

*Modificado de la referencia bibliografica 24.
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Tabla 5. Recomendaciones de niveles de tacrolimus
(ng/ml) del grupo Prometeo*

MMF + esteroides Asociacion con im-TOR

Mo 8-12 7-10
M2-3 8-10 7-9
M4-6 7-10 6-8
M7-12 5-10 5-7
M > 12 5-8 4-6

im-TOR: inhibidores de la diana de la rapamicina en
mamiferos; M: mes; MMF: micofenolato de mofetilo.
*Modificado de la referencia bibliografica 16.

los costes derivados de la pérdida del injerto, y posible-
mente también disminuya la variabilidad terapéutica del
tacrolimus, como sugiere el amplio estudio de conversion
realizado en Espana®-!. Pero el efecto a largo plazo nece-
sita ser demostrado.

Recomendaciones KDIGO (kidney disease:
improving global outcomes) para la
monitorizaciéon de los anticalcineurinicos*?

Se recomienda medir los niveles de anticalcineurinicos
(nivel de evidencia 1B) y se sugiere medirlos al menos:

— Cada 2 dias en el postrasplante inmediato hasta que se
haya logrado el objetivo terapéutico (nivel de evidencia
20).

— En cualquier momento en que haya un cambio en la me-
dicacion del paciente que pueda afectar a los niveles
sanguineos.

— En cualquier momento en que haya un deterioro de la
funcién renal que pueda indicar nefrotoxicidad o recha-
Z0.

Métodos de monitorizacidén farmacolégica:

— Ciclosporina: se sugiere monitorizar la ciclosporina me-
diante la C2, la CO o el AUC abreviada (0-4 horas) (nivel
de evidencia 2D).

— Tacrolimus: se sugiere monitorizar el tacrolimus usando
niveles valle a las 12 horas (CO) (nivel de evidencia 2C).
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El grupo Prometeo asume estas recomendaciones, pero,
ademads, propone monitorizar a largo plazo ambos farma-
cos, tal como se hace en la préictica clinica habitual.

Esta recomendacién se basa en la amplia variabilidad in-
traindividual de ambos farmacos, en la relacién de su ad-
sorcion con la comida, en su nefrotoxicidad, en sus fre-
cuentes interacciones medicamentosas y en el creciente
papel de la adherencia al tratamiento como causa de pérdi-
da del injerto, por lo que creemos que la monitorizacién en
fase estable debe ir dirigida a disminuir la variabilidad in-
terindividual y a mejorar la adherencia, con el objetivo
ultimo de mejorar la supervivencia del injerto a largo pla-
Z0.

MICOFENOLATO DE MOFETILO Y ACIDO
MICOFENOLICO

El principio activo es el dcido micofendlico, pero los pri-
meros ensayos clinicos se hicieron con micofenolato de
mofetilo (MMF). Actian inhibiendo selectivamente la
proliferacién de los linfocitos B y T, porque inhiben la ac-
cién de la inositol monofosfato deshidrogenasa (IMPDH),
que es fundamental para la sintesis del nucle6tido guano-
sina. Desde los primeros ensayos clinicos en trasplante
renal se han empleado dosificindolos de manera fija, sin
monitorizaciéon de los niveles en sangre. Aunque su bio-
disponibilidad es alta, en diversos estudios se ha encontra-
do que disminuye al aumentar la dosis, quizds en relacién
con la saturacién del proceso de adsorcion™®.

Los determinantes mds importantes de su variabilidad son
la funcién renal, los niveles de albimina y el anticalcineu-
rinico asociado, observandose un aumento del AUC del
MMF que depende del tiempo cuando se asocia a tacroli-
mus, por lo que, pasados 3 meses desde el trasplante, la
dosis plena del MMF/4acido micofendlico es inferior cuan-
do se asocia a tacrolimus.

Para monitorizar la actividad del farmaco se ha analizado
en diversos estudios el AUC, que se ha correlacionado con
parametros de eficacia y seguridad, con lo que se han esta-
blecido unos valores del AUC entre 30 y 60. También se
han realizado estudios con monitorizacién de los niveles
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valle, en los que se han relacionado los niveles con el re-
chazo agudo, asi como con efectos hematoldgicos®’.

Sin embargo, la utilidad de los niveles valle para monito-
rizar la eficacia del formaco no ha sido corroborada en
todos los estudios, por lo que se han publicado multiples
intentos de simplificacion del AUC, en los que se ha en-
contrado que existe mejor correlaciéon con el AUC cuando
se utiliza la determinacién con tres o cuatro puntos: 1-3-9
horas o 1-2-3-6 horas®’ .

La conferencia de consenso sobre monitorizacién de mi-
cofenolato que publicé sus conclusiones en 2010 estima
que la monitorizacién con el AUC con un niimero de ex-
tracciones limitadas es mejor modo de determinacién que
los niveles valle, ya que se asocia con la eficacia en el
postraplante inmediato, aunque no es suficientemente va-

lida para predecir los efectos adversos®.

Recientemente se han publicado los resultados de un me-
taandlisis de cuatro ensayos clinicos realizados entre 2007
y 2011 en los que se retnen 1.755 pacientes en los que se
ha comparado la utilizacién de MMF en dosis fijas con la
utilizacién con monitorizacion terapéutica, en tres ensa-
yos con el AUC y en uno con niveles valle.

Los resultados de este metaandlisis favorecen la utiliza-
cion de MMF con dosis fijas, puesto que no se ha conse-
guido demostrar un aumento de la eficacia del farmaco
cuando se ha monitorizado el AUC o los niveles y, en cam-
bio, se ha observado un aumento significativo de la inci-
dencia de procesos infecciosos en los grupos de monitori-

zacién*'.

Dada la escasa relacién de los niveles de MMF y de acido
micofendlico con la eficacia y la seguridad del farmaco, se
ha intentado en diversos estudios medir la actividad de la
IMPDH y correlacionarla con pardmetros de eficacia y se-
guridad.

Hemos revisado los datos de tres estudios, realizados por
Bremer, Molinaro y Raggi respectivamente, que analizan
la actividad de esta enzima en pacientes trasplantados re-
nales tratados con micofenélico. En estos estudios se con-
cluye que existe una gran variabilidad intra e interindivi-
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dual en la actividad de la IMPDH, que existe poca relacién
entre la actividad de la enzima y los niveles del farmaco, y
que parece existir una relacién negativa entre la actividad
de la IMPDH pretrasplante y el riesgo de rechazo agudo.
Todas estas conclusiones son preliminares y no permiten
afirmar que la IMPDH sea util en la monitorizacién de
estos farmacos. También se ha analizado la expresion del
dcido ribonucleico mensajero (mRNA por sus siglas en
inglés, messenger ribonucleic acid) de la IMPDH con
unos resultados similares, sin que se haya conseguido de-
mostrar relacién entre la expresién de m-RNA vy la activi-
dad de IMPDH* 4,

Como consecuencia de todos estos estudios, podemos
concluir que, en la actualidad, no disponemos de una bue-
na herramienta de monitorizacion del dcido micofendlico
y, en consecuencia, no recomendamos la monitorizacién
sistematica del farmaco. La utilidad de la monitorizacién
de sus niveles podria quedar reducida a la valoracion de la
adherencia.

FARMACOS INHIBIDORES DE LA M-TOR: EL
SIROLIMUS Y EL EVEROLIMUS

Se unen a la ciclofilina proteina de unién a FK506 (FK-BP
por sus siglas en inglés, FK506 binding protein), que tam-
bién es utilizada por el tacrolimus, y a través de esta unién
inhiben la m-TOR. La inhibicion de la m-TOR, entre otras
muchas acciones, bloquea la accién de la interleucina 2
(IL-2) y detiene el ciclo de division celular en la fase G1
(gap 1). Ambos farmacos se metabolizan por el citocromo
P450 3A4 y por la glicoproteina P, lo que condiciona en
parte que aumente su exposicion cuando se usan asociados
a anticalcineurinicos. El aumento de exposicién cuando se
asocian a anticalcineurinicos es mayor con el sirolimus y
la ciclosporina*,

Tanto el everolimus como el sirolimus tienen el mismo
mecanismo de accion. Sin embargo, existen algunas dife-
rencias farmacocinéticas entre ambos fiarmacos que se
describen en la tabla 6.

En la clinica, la monitorizacion de los im-TOR se hace
usando la CO, que ha mostrado buena correlacién con el
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Tabla 6. Diferencias farmacocinéticas entre el sirolimus y el

everolimus

Sirolimus Everolimus
Vida media (h) 60 28-35
Variabilidad intraindividual (%) 64 27
Variabilidad intraindividual (%) 60 31

AUC, tanto con la rapamicina como con el everolimus. No
obstante, los métodos de determinacion de estos farmacos
estdn en continua renovacién y llama la atencién la gran
cantidad de articulos aparecidos en la literatura evaluando
diversos métodos de determinacién de niveles en sangre,
algunos de ellos comunes a la rapamicina y el everoli-
mus*°, Este afio se han publicado los primeros resultados
de la monitorizacién farmacodindmica de los im-TOR mi-
diendo a través de la citometria la actividad quinasa de la
p70S6K. Esta determinacion se encuentra atn en fase ex-
perimental y desconocemos si se incorporard a la practica
clinica rutinaria®'.

ASOCIACION CON ANTICALCINEURINICOS

La asociacién de la ciclosporina y el sirolimus aumenta
notablemente el AUC de ambos farmacos, lo que obliga a
administrar el sirolimus de forma retardada con respecto a
la administracién de la ciclosporina (4 horas).

La asociacién del sirolimus con el tacrolimus también pro-
voca un aumento de la exposicién de ambos farmacos, de
forma que el aumento de dosis del sirolimus ocasiona un
aumento de exposicion al tacrolimus y viceversa: el au-
mento de dosis del tacrolimus aumenta la exposicién al
sirolimus. En cualquier caso, la interaccidon que tiene el
sirolimus con el tacrolimus es inferior a la que tiene con la
ciclosporina.

En cuanto a la asociacion del everolimus con el tacroli-
mus, no hay acuerdo en todos los estudios. En unos, el
everolimus parece hacer descender minimamente la expo-
sicidn al tacrolimus de forma dependiente de la dosis, pre-
cisandose dosis mayores de tacrolimus al aumentar la do-
sis de everolimus. De modo inverso, la reduccion de la
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dosis de tacrolimus reduce en un 14% la exposicién al
everolimus. En otros estudios no se ha encontrado ninguna
interaccion relevante?’.

Cuando el everolimus se asocia a la ciclosporina, tiene
2,5 veces mds exposicion que cuando se asocia al tacro-
limus, por lo que la dosis estdndar de everolimus asocia-
do al tacrolimus es mayor que cuando se asocia a la ci-
closporina®’.

Los primeros ensayos clinicos con sirolimus se llevaron
a cabo en comparacion con la ciclosporina y la dosifica-
cién se estableci6 sobre la base de unos niveles terapéu-
ticos de 30 ng/ml en el postrasplante inmediato, segui-
dos de 15 ng/ml en dosis de mantenimiento®>. En la
actualidad sabemos que estos niveles son muy elevados
y que se acompafian de una tasa importante de efectos
adversos. En ensayos posteriores se han utilizado dos
estrategias: la estrategia de asociar con dosis plena de
anticalcineurinico y la de la minimizacidén del anticalci-
neurinico®3, El metaandlisis previamente comentado
realizado por Sharif concluye que las estrategias de mi-
nimizacién del anticalcineurinico favorecen la supervi-
vencia del paciente y del injerto. Los niveles de rapami-
cina en estos estudios son notablemente inferiores y
oscilan entre 3 y 12 ng/ml. En la tabla 7 se muestran los
niveles de distintos ensayos clinicos y los propuestos
por el grupo Prometeo.

Con el everolimus, las estrategias de desarrollo del fairma-
co han sido con minimizacién de la ciclosporina, con la
que se han establecido unos niveles terapéuticos de evero-
limus entre 3 y 8 ng/ml. En asociacién con el tacrolimus,
los estudios US09 y ASSET han comparado dos estrate-
gias de minimizacién del tacrolimus con buenos resulta-
dos. Hay en marcha un ensayo clinico con gran nimero de
pacientes que creemos que ayudard a establecer de forma
definitiva la dosificacion y los niveles de everolimus en
asociacion con el tacrolimus®-7,

La mayoria de los ensayos clinicos realizados con estos
farmacos se han llevado a cabo con pacientes de riesgo
inmunoldgico bajo, por lo que las recomendaciones de los
niveles que se muestran en la tabla solo son aplicables a
este grupo de enfermos.

Nefrologia Sup Ext 2016,7(2):51-62

02/09/16 12:04



Ana Maria Fernandez et al. Monitorizacién farmacoldgica de inmunosupresores

Revisiones

Tabla 7. Niveles de im-TOR (ng/ml) propuestos en ensayos
clinicos y por el grupo Prometeo

Sirolimus Everolimus®>57
Asociado a 3-8
anticalcineurinico*
Miller Inicio: 8-10

Mantenimiento: 6-8
Gonwa Inicio: 4-12

Mantenimiento: 4-12

Grupo Prometeo’™ MT1: 3-6
M2-3: 3-6
M4-6: 3-6
M7-12: 5-7
> M12: 5-8

Asociado a MMF*

Durrbach Inicio: 10-12

Lebranchu Inicio: 10-15

Pescovitz Inicio: 10-25

Glotz Inicio: 12-20

Grupo Prometeo™ M1:8-12 8-10
M2-3: 8-10 6-8
M4-6: 7-10 6-8
M7-12: 5-10 5-7
>M12: 5-8 3-6

MMF: micofenolato de mofetilo.
*Modificado de la referencia bibliografica 53.

Las KDIGO recomiendan monitorizar los im-TOR con un
nivel de evidencia 2C. Desde el grupo Prometeo asumi-
mos estas recomendaciones.

CONSIDERACIONES ESPECIALES DE
APLICACION A TODOS LOS
INMUNOSUPRESORES

Creemos que, para valorar correctamente los niveles de un
farmaco, el clinico debe estar habituado y conocer el ma-
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nejo de las muestras y el método de determinacién de su
laboratorio y sus controles de calidad, puesto que un por-
centaje desconocido de la variabilidad al farmaco podria
estar en relacién con los métodos de laboratorio.

Asimismo, es importante conocer el tiempo exacto de la
determinacién valle que estamos evaluando interrogando
al paciente sobre la hora de la tltima toma.

Conflicto de intereses

Los autores declaran que no tienen conflictos de intereses
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INTRODUCCION

La biopsia renal es una herramienta imprescindible en la
monitorizacién del injerto tras el trasplante renal, ya que
nos permite diagnosticar y establecer un tratamiento y un
prondstico ante los episodios de disfuncién del injerto.
Durante los dltimos 25 afios se ha llevado a cabo un exten-
so trabajo con el objetivo de estandarizar la evaluacién
histolégica de las alteraciones del injerto renal. Desde la
primera reunién del grupo de Banff, celebrada en 1991',
se han mantenido reuniones con periodicidad bianual y
tras cada reunién se ha realizado una publicacién en las
revistas de la especialidad donde se ha revisado de forma
constante la clasificacién con el objetivo de poder incor-
porar rapidamente las novedades derivadas de los trabajos
de distintos grupos de investigacion. En el documento que
recogi6 las conclusiones de la reunién de 19972, se descri-
be la representacion de glomérulos y de arterias que debe
contener la muestra (un minimo de 10 glomérulos y dos
arterias para muestras adecuadas y un minimo de siete
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glomérulos y una arteria para muestras marginales), asi
como el método de procesamiento de la misma (tres lami-
nillas con hematoxilina y eosina [H&E], tres laminillas
con 4cido peryddico de Schiff [PAS] o plata y una lamini-
Ila con tricromico). Posteriormente, en la reunion de 2001,
se incorpord la tincién especifica para el componente C4d
del complemento en tejido congelado o parafinado® y, en
la actualidad, la dltima revision de la clasificacion que se
halla disponible es la realizada en la reunién de 2013%. La
evaluacién de las lesiones crénicas (fibrosis intersticial,
atrofia tubular, hialinosis arteriolar, engrosamiento intimal
arterial) es una tarea compleja, ya que estas lesiones tam-
bién se asocian al envejecimiento, a la hipertension arte-
rial o a la diabetes. Dado que actualmente se estan utili-
zando injertos renales procedentes de donantes afiosos
(hasta 80-90 afios) y con comorbilidades (hipertension
arterial, diabetes mellitus), se recomienda disponer de una
biopsia preimplante para poder realizar una valoracién
adecuada de la progresion de las mismas.

Desde finales de la década de los ochenta del siglo pasado,
distintos grupos de investigacion se han dedicado a estu-
diar la presencia de lesiones agudas y crénicas en los in-
jertos renales con funcién estable mediante la realizacién
de biopsias, con el objetivo de caracterizar la presencia de
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lesiones subclinicas (a estas biopsias se las ha llamado
biopsias «de protocolo» o «de seguimiento»). El objetivo
de la presente revision es analizar las evidencias disponi-
bles en la actualidad que apoyan esta monitorizacion his-
tolégica del injerto renal, es decir, la realizacién de biop-
sias renales en injertos con funcidn estable.

MATERIAL Y METODOS

La seleccidn de articulos que se van a revisar ha sido rea-
lizada por uno de los autores (F. M.) con el objetivo de
intentar dar respuesta a las siguientes preguntas:

1. (Es necesario realizar una biopsia renal preimplante?
;Se debe utilizar la biopsia preimplante para decidir si
el rifién es apto para trasplante, especialmente en los
donantes con criterios expandidos? ;Cudndo realizar
trasplante renal dual?

2. (Es necesaria la monitorizacién histolégica mediante
biopsias de protocolo en todos los trasplantes? ;O solo
es necesaria la monitorizacién histolégica en los tras-
plantes de alto riesgo inmunolégico? ;O nunca es ne-
cesaria?

3. (Debe tratarse el rechazo (celular o humoral) subcli-
nico?

4. (Es necesaria la monitorizacion histolégica para ase-
gurar que los episodios de rechazo agudo (celular o
humoral) han sido adecuadamente revertidos?

5. ¢Deben realizarse biopsias de protocolo antes o des-
pués de realizar cambios en la inmunosupresién?

6. (Es ttil la monitorizacién histoldgica para el manejo
de la recidiva de la enfermedad renal primaria?

7. (Es qutil la monitorizacion histoldgica para el manejo
de la nefropatia por el virus del polioma BK?

8. ¢Son ttiles los inhibidores de la enzima convertidora
de la angiotensina (IECA) o los antagonistas de los re-
ceptores de la angiotensina II (ARAII) para frenar la
progresion de la fibrosis?

BIOPSIA RENAL PREIMPLANTE

Durante las tltimas décadas se ha producido un progresi-
vo aumento de la edad y de la comorbilidad de los do-
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nantes para trasplante renal. Segin datos de la Organiza-
cion Nacional de Trasplantes (ONT)’, en el afio 2014
mds del 50% de los donantes caddver tenian una edad
superior a los 60 afios y mds de un 25% tenian una edad
superior a los 70 afios. La causa de muerte mds frecuente
fue el accidente cerebrovascular (63%) y, ademds, la pre-
sencia de hipertension arterial (50,4%), diabetes mellitus
(21,7%) o disfuncién renal en el momento de la donacion
(creatinina sérica > 1,5 mg/dl; 8%) fue muy elevada. Es-
tas caracteristicas de los donantes se asocian a una eleva-
da tasa de no utilizacién de los 6rganos obtenidos, de tal
manera que de los 2.986 dérganos renales extraidos, 722
(24,8%) fueron rechazados para trasplante. Es destacable
que 512 rifiones fueran rechazados por las caracteristicas
de los injertos y que en 250 casos lo fueran por obtener
un indice histolégico elevado que desaconsejaba el tras-
plante. Incluso en los donantes vivos renales, la edad me-
dia es de 51 afios y se han aceptado érganos procedentes
de donantes de hasta 79 afios. Estos riflones procedentes
de donantes con criterios expandidos ofrecen peores re-
sultados a medio y largo plazo, debido a la presencia de
lesiones preexistentes a las que, en general, nos referi-
mos como «senescencia renal». La senescencia renal se
caracteriza por un mayor nimero de glomérulos esclero-
sados, glomerulopenia con hipertrofia compensadora de
los glomérulos remanentes, expansion del intersticio re-
nal y hialinosis arteriolar. Estos cambios morfolégicos se
acompailan de una menor funcién renal e hiperfiltracién
de los glomérulos patentes. En un estudio reciente®, se
demuestra que los 6rganos obtenidos de donantes afiosos
(edad media de 59 afios, un 64% de ellos con anteceden-
tes de hipertension arterial), presentan, en comparacion
con un grupo de donantes estdndar (46 anos de edad me-
dia, un 10% con antecedentes de hipertension arterial),
mads glomérulos esclerosados (16,8% frente a 1,6%), un
menor nimero de glomérulos patentes (3 x 10° frente a
8,5 x 10°), un mayor volumen glomerular medio (3,4 x
10° m® frente a 2,7 x 10° m?), un mayor coeficiente de
ultrafiltracién por glomérulo (11,2 frente a 8,3 nl/[min X
mmHg]) y una mayor expansién del intersticio renal (18
frente a 12%). Con este tipo de donantes, los receptores
alcanzan un filtrado glomerular renal un 30% inferior
(48 frente a 69 ml/min/1,73 m?) y, en una parte de ellos
(> 50%), el filtrado glomerular fue inferior a 40 ml/
min/1,73 m% Todos estos datos sugieren que los 6rganos
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procedentes de donantes afosos presentan procesos de
adaptacion como los del rifién remanente, lo cual podria
explicar su peor supervivencia a medio plazo.

Dadas las limitaciones de los resultados alcanzados con
los injertos obtenidos de donantes expandidos, se han de-
sarrollado diversos indices para evaluar la viabilidad del
injerto. Algunos de ellos solo contienen datos clinicos
(edad, hipertension arterial, causa de la muerte, creatinina
sérica preextraccion); otros, solo datos histoldgicos y al-
gunos han combinado datos de ambas fuentes. Se ha de-
mostrado que una valoracion conjunta en el donante de los
datos clinicos (hipertensién arterial, creatinina sérica >
150 pmol/l, muerte por ictus) e histolégicos (glomerulos-
clerosis global > 10%, fibrosis intersticial > 5%) supone
una buena prediccion (drea bajo la curva = 0,81-0,84) de
presentar funcién renal subéptima al afio del trasplante
(filtrado glomerular [FG] estimado < 25 ml/min/1,73 m?)
o de fracaso del injerto a 5 afos”®. Sin embargo, ninguno
de ellos ha sido validado para decidir qué 6rganos no son
adecuados para trasplante.

Por otra parte, los indices complejos (Maryland aggrega-
te pathology index), que valoran lesiones en los diversos
compartimentos renales (glomérulos, tibulo-intersticio,
arteriolas y arterias) se relacionan con la supervivencia
del injerto renal, pero son dificiles de realizar por patdlo-
gos no entrenados’. En nuestro dmbito, se ha publicado
un documento de consenso para la evaluacién de la biop-
sia del donante'’. En dicho documento se enfatiza la im-
portancia de disponer de una muestra representativa (>
50 glomérulos entre ambos rifiones) y de realizar una
valoracién conjunta de ambos 6rganos. Ademds, se pro-
pone un indice que valora la esclerosis glomerular (0 =
0%; 1 =1-10%; 2 = 11-20%; 3 > 20%) y las lesiones de
fibrosis intersticial, atrofia tubular, hialinosis arteriolar y
engrosamiento intimal arterial segiin los criterios de
Banff. Esta evaluacién permite generar un indice entre 0
y 15, y, segin el documento de consenso, se recomienda
descartar los rifiones con un indice > 7. Recientemente,
se ha documentado que este indice adolece de una baja
reproducibilidad entre observadores (indice kappa =
0,41) cuando la evaluacién de las biopsias se realiza por
patélogos no experimentados en patologia del trasplante
renal'l.
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Finalmente, con el objetivo de mejorar los resultados a lar-
go plazo de los rifiones obtenidos de donantes con crite-
rios expandidos, algunos grupos han propuesto la realiza-
dual
implantados en el mismo receptor) en funcién de los ha-

cion de un trasplante renal (ambos rifiones
llazgos histoldgicos en la biopsia del donante. El estudio
realizado por un grupo italiano demostré que la valoracion
histoldgica de los 6rganos obtenidos de donantes con cri-
terios expandidos permite clasificar los rifiones como ap-
tos para trasplante renal simple, dual o no implantarlos,
asegurando unos resultados a medio plazo no distintos a
los de los 6rganos procedentes de donantes estandar'?. Sin
embargo, los umbrales para realizar el trasplante renal
simple o dual y para descartar los 6rganos no han sido
suficientemente validados'®. De todas maneras, en la ac-
tualidad, la préctica de este tipo de trasplante en nuestro
pais es excepcional (cinco casos en 2014), ya que estos
organos se utilizan para trasplante renal simple o son des-
cartados.

BIOPSIAS DE PROTOCOLO Y RIESGO
INMUNOLOGICO

Para monitorizar desde el punto de vista histolégico el in-
jerto renal, algunos grupos incluyen en el seguimiento de
los pacientes la realizacidn de biopsias renales de protoco-
lo con el objetivo de diagnosticar la presencia de rechazo
agudo subclinico (celular o humoral) y valorar la progre-
sién de las lesiones crénicas (glomerulosclerosis, fibrosis
intersticial/atrofia tubular, hialinosis arteriolar, vasculopa-
tia del injerto). Ademads, estas biopsias se han utilizado en
diversos ensayos clinicos como variables de eficacia pri-
maria o secundaria con el objetivo de evaluar los cambios
morfolégicos en trasplantes renales bajo distintas pautas
de inmunosupresion'*'6. Cabe destacar que la realizacion
de biopsias de protocolo se ha revelado como un procedi-
miento seguro cuando se realiza en centros experimenta-

dos y que, ademds, se puede realizar de forma ambulato-
riaIS,l7.18'

Desde principios de la década de los noventa, se describié
la presencia de lesiones de rechazo agudo celular en las
biopsias de protocolo realizadas en injertos con funcién
estable. A esta alteracion se la denominé «rechazo agudo

65

02/09/16 12:05



Revisiones

Francesc Moreso et al. Monitorizacion histolégica

subclinico». Las caracteristicas inmunoldgicas del recep-
tor, tales como el grado de sensibilizacion, el retrasplante,
el nimero de incompatibilidades en los antigenos leucoci-
tarios humanos (HLA por sus siglas en inglés, human leu-
kocyte antigen) o la presencia de episodios previos de re-
chazo agudo, asi como el tratamiento inmunosupresor, se
asocian con la presencia de rechazo agudo subclinico. Es-
tas alteraciones son mds frecuentes durante los primeros
meses postrasplante y su prevalencia disminuye de forma
progresiva a partir del sexto mes. En cambio, la presencia
de lesiones crénicas aumenta rapidamente durante el pri-
mer afio para hacerlo més lentamente a partir de enton-
ces'. Durante los ultimos afios, la llegada de nuevas técni-
cas para determinar la presencia de anticuerpos anti-HLA
(Luminex) ha permitido describir patrones morfoldgicos
distintos en pacientes sin anticuerpos anti-HLA donante
especificos (bajo riesgo inmunoldgico) y en pacientes con
anticuerpos anti-HLA donante especificos (alto riesgo in-
munolégico). Los pacientes con anticuerpos anti-HLA no
donante especificos parecen comportarse, desde el punto
de vista de los hallazgos histolégicos, de forma parecida a
los pacientes sin anticuerpos anti-HLA, aunque, en estos,
el riesgo de desarrollar anticuerpos anti-HLA donante es-
pecificos parece ser mayor.

Biopsias de protocolo en pacientes de bajo
riesgo inmunolégico

En los pacientes de bajo riesgo inmunoldgico, se ha des-
crito la presencia de rechazo agudo subclinico celular en
proporciones variables, asi como la progresién de las le-
siones cronicas. El impacto que tienen estas lesiones sobre
la evolucién del injerto también ha sido motivo de distin-
tos trabajos de investigacién. A continuacién revisaremos
las evidencias en cada uno de estos aspectos de forma ais-
lada.

Rechazo subclinico. En los pacientes sin anticuerpos an-
ti-HLA donante especificos en el momento de la biopsia,
la lesidn aguda predominante es la del rechazo celular me-
diado por células T. Desde el punto de vista morfolédgico,
se caracteriza por la presencia de inflamacion intersticial
(i) asociada a distintos grados de tubulitis (t). En 2/3 de los
casos, se alcanza el diagndstico de cambios borderline (>
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iltl, pero < i2t2), mientras que en 1/3 de los casos se al-
canza el diagndstico de rechazo agudo celular (> i2t2). En
cambio, la presencia de rechazo agudo subclinico con en-
dotelialitis (v > 1) es excepcional'®.

La frecuencia y la gravedad de estas lesiones se correlacio-
nan de forma estrecha con el tratamiento inmunosupresor
de mantenimiento. Durante las dltimas décadas, con la lle-
gada de pautas de inmunosupresién mds potentes, la preva-
lencia de esta lesion ha disminuido de forma progresiva.
Cuando se realizaba tratamiento de mantenimiento con ci-
closporina y azatioprina, estas alteraciones estaban presen-
tes en mas del 50% de los injertos durante los primeros me-
ses postrasplante. Posteriormente, con las pautas basadas en
ciclosporina A en microemulsion asociada con micofenola-
to de mofetilo (MMF), se redujo al 30% vy, finalmente, las
pautas de tratamiento actuales basadas en la combinacién
de tacrolimus con MMF o inhibidores de la diana de la ra-
pamicina en mamiferos (m-TOR por sus siglas en inglés,
mammalian target of rapamycin), los im-TOR, presentan
tasas de rechazo agudo subclinico, durante el primer afio,
inferiores al 15% (revision en las referencias 14 y 16).

La informacién disponible con pautas de tratamiento li-
bres de anticalcineurinicos es menor. En un grupo de pa-
cientes que recibieron tratamiento de mantenimiento con
MMEF y corticoides, la prevalencia fue superior al 50%.
Los estudios realizados con im-TOR sin anticalcineurini-
cos han arrojado resultados contradictorios, probablemen-
te en relacion con la reduccidn progresiva de los niveles
diana. En un estudio prospectivo y aleatorizado, que com-
paraba una pauta basada en tacrolimus, MMF y corticoi-
des (n = 84) con una pauta basada en sirolimus, MMF y
corticoides (n = 81), la prevalencia de episodios de recha-
zo agudo clinico y subclinico durante el primer afio no fue
distinta (14 frente a 18%) entre ambas ramas de tratamien-
to?!'. En cambio, en un subestudio del ensayo clinico CON-
CEPT (los pacientes fueron aleatorizados a los 3 meses a
una pauta basada en sirolimus, MMF y corticoides o a se-
guir con ciclosporina, MMF y corticoides), las biopsias de
protocolo al afio mostraron una mayor prevalencia de
cambios borderline (16,2 frente a 5,1%) y de rechazo sub-
clinico (29 frente a 10,2%) en los pacientes convertidos a
sirolimus®. Sin embargo, el inmunofenotipo de este infil-
trado intersticial es diferente bajo distintas pautas de trata-
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miento y se ha postulado que, en los pacientes tratados con
sirolimus, los infiltrados intersticiales ricos en células T
reguladoras pueden tener un efecto protector sobre la dis-
funcién crénica del injerto®.

Progresion de la fibrosis intersticial/atrofia tubular.
Durante el primer afio postrasplante se produce un au-
mento progresivo de las lesiones crénicas, especialmente
de la fibrosis intersticial/atrofia tubular (FI/AT), mientras
que la progresion de la glomerulosclerosis y las lesiones
vasculares es mas lenta y tardia'®. Ha sido motivo de dis-
tintos trabajos evaluar la contribucién de la respuesta in-
mune y la nefrotoxicidad por anticalcineurinicos en la
progresion de estas lesiones crénicas. En un estudio que
incluy6 a 256 pacientes tratados con tacrolimus, MMF y
retirada rdpida de corticoides, se demuestra, en las biop-
sias realizadas durante los primeros 4 meses, que la pre-
sencia de cambios borderline y de rechazo agudo subcli-
nico (50 y 19 casos, respectivamente) se asocia con una
mayor proporcién de cambios de FI/TA moderada en la
biopsia de protocolo al afio (15% en los casos sin recha-
zo subclinico, 34% en los casos con cambios borderline
y 53% en los casos con rechazo subclinico)?. Sin embar-
go, a la progresion de las lesiones de la FI/AT también
contribuye de forma significativa el tratamiento con anti-
calcineurinicos. Se ha demostrado en diversos ensayos
clinicos que las pautas de tratamiento libres de anticalci-
neurinicos, bien sea basadas en im-TOR o en belatacept,
se asocian a una menor progresion de la FI/AT que las
pautas basadas en ciclosporina®=’. En cambio, este be-
neficio no se pudo demostrar en un ensayo clinico que
compard pacientes tratados con tacrolimus, MMF y cor-
ticoides con pacientes tratados con sirolimus, MMF y
corticoides, en el que tan solo se observé una menor pro-
gresién del engrosamiento vascular intimal en los pa-
cientes tratados con sirolimus?®'. A pesar de estos resulta-
dos, que sugieren una menor nefrotoxicidad del
tacrolimus que de la ciclosporina, la progresion de las
lesiones de la FI/AT al afio del trasplante no fue distinta
en un ensayo clinico que comparé pacientes tratados con
tacrolimus (n = 97) y con ciclosporina (n = 94), aunque
la prevalencia de rechazo subclinico a los 6 meses se re-
dujo a la mitad con el tacrolimus (38,8 frente a 15,2%)*.
Por otra parte, en un estudio con biopsias seriadas reali-
zadas durante el primer afio, se demuestra que los pa-
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cientes que se han mantenido con niveles mds elevados
de tacrolimus (> 12 ng/ml) presentan una menor progre-
sion de las lesiones crénicas®, lo que sugiere que un
buen control de la respuesta inmune reduce la progresion
de las lesiones de la FI/AT. Finalmente, en otro ensayo
clinico, se mostré que la combinacién de tacrolimus con
sirolimus (n = 50) es mds potente que la de tacrolimus
con MMF (n = 50) o ciclosporina con sirolimus (n = 50)
o MMF (n = 50), ya que se asocia a la menor prevalencia
de rechazo subclinico durante el primer afio (< 10%) y a
una menor prevalencia de lesiones crénicas a los 5 afios®.
Ademads, se ha descrito que existe una interaccién entre
las lesiones preexistentes en el donante y el régimen de
tratamiento. Asi, en los injertos sin lesiones preexisten-
tes, la combinacion de tacrolimus, sirolimus y corticoi-
des se acompafia de una menor progresién de la FI/AT;
pero, en cambio, en injertos con lesiones preexistentes,
la combinacién de tacrolimus, MMF y corticoides se
asocia a una menor progresion®'. Asi pues, el impacto
que tiene el tratamiento con anticalcineurinicos en la
progresion de las lesiones crénicas es dificil de interpre-
tar. En un estudio con biopsias de protocolo a los 3, 24 y
120 meses, se observé que los pacientes tratados con ci-
closporina (n = 48) presentaban una mayor progresion de
las lesiones crénicas (glomerulosclerosis, fibrosis inters-
ticial, atrofia tubular, engrosamiento intimal y hialinosis
arteriolar) que los pacientes sin anticalcineurinicos (n =
93); aunque ninguna de estas lesiones es especifica®, ni
tan solo los depdsitos hialinos en la capa muscular de las
arteriolas (68% en los tratados con ciclosporina frente a
28% en los no tratados).

Por lo tanto, podemos concluir que, durante el primer afo,
distintos insultos contribuyen a la progresion de la FI/AT,
tanto el rechazo subclinico como el tratamiento con anti-
calcineurinicos, y hoy en dia todavia no sabemos qué pau-
ta de tratamiento es mejor debido a la interaccion entre las
distintas variables. Sin embargo, debe destacarse que, en
pacientes de bajo riesgo inmunoldgico, la progresion de la
FI/AT entre el primer y quinto aflo postrasplante es leve
con las pautas de inmunosupresion actuales basadas en ta-
crolimus o0 im-TOR*.

Monitorizacion histologica y evolucion del injerto. Se
han llevado a cabo distintos trabajos con largas series de
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casos con seguimiento superior a los 10 afios para evaluar
si existe alguna relacién entre los hallazgos en las biopsias
de protocolo realizadas durante el primer afio y el pronds-
tico del injerto. Estos estudios tienen diversas limitacio-
nes, entre las que cabe destacar los cambios en las pautas
de tratamiento a lo largo del tiempo, asi como los cambios
introducidos en el seguimiento postrasplante, especial-
mente la introduccién de las nuevas técnicas para detectar
anticuerpos anti-HLA.

En general, se puede afirmar que la presencia de episodios
de rechazo agudo celular subclinico se ha asociado con la
aparicion de anticuerpos anti-HLA donante especificos de
novo, con el desarrollo de rechazo crénico mediado por
anticuerpos y con el fracaso tardio del injerto**. En un
estudio que incluy6 a 315 pacientes sin anticuerpos anti-
HLA pretrasplante, 47 desarrollaron anticuerpos anti-
HLA donante especificos (ADE) a los 4,6 afios y la apari-
cionde ADE se asocid con el nimero de incompatibilidades
HLA, especialmente de clase II, con los episodios de re-
chazo clinico y subclinico, y con la no adherencia al trata-
miento inmunosupresor*. Los pacientes con ADE presen-
taron una supervivencia a los 10 afios muy inferior a los
que no desarrollaron ADE (95 frente a 50%). En otro estu-
dio®, se revisaron mas de 500 pacientes con una biopsia
de protocolo durante los primeros 6 meses postrasplante y
en 109 de ellos se disponia de una biopsia tardia por dis-
funcion realizada a los 7 afios del trasplante. En los pa-
cientes que presentaban rechazo crénico mediado por an-
ticuerpos en la biopsia tardia (n = 44), la presencia de
rechazo subclinico en la biopsia de protocolo fue el doble
de frecuente que en los pacientes que presentaban FI/AT
(n =42) en la biopsia tardia (52,3 frente a 28,6%). En este
estudio, los pacientes con rechazo crénico presentaron una
supervivencia del injerto inferior que los pacientes con FI/
AT (58 frente a 21% a los 20 anos del trasplante).

La presencia de lesiones crénicas (FI/AT) se ha relaciona-
do con el fracaso tardio del injerto, especialmente cuando
se asocia con lesiones de rechazo subclinico (revision en
14-16). Una de las series mds amplias en cuanto al nimero
de casos (n =435) y con un seguimiento de 9 afios de me-
dia®, mostré que los pacientes que en la biopsia de proto-
colo presentaban rechazo subclinico asociado a FI/AT (n =
65) tenian casi el doble de riesgo de presentar fracaso del

68

07 Revision Prometeo 2016.indd 68

injerto que los pacientes que presentaban una biopsia nor-
mal (n = 186), una biopsia con rechazo subclinico aislado
(n=74) o con FI/AT aislada (n = 110).

Biopsias de protocolo en pacientes de alto
riesgo inmunoloégico

En los pacientes con ADE en el momento de la biopsia, la
lesién predominante en las biopsias de protocolo precoces
es la presencia de inflamacién de la microcirculacion (glo-
merulitis y capilaritis peritubular) asociada en alrededor
del 50% de los casos a depdsitos de C4d en los capilares
peritubulares. Las biopsias realizadas al afio del trasplante
muestran la persistencia de inflamacién de la microcircu-
lacidn, la aparicién de glomerulopatia del trasplante y una
aceleracién en la progresioén de la vasculopatia del injer-
to'>3638 La presencia de depdsitos de C4d es variable en-
tre los distintos estudios: 57% en las 157 biopsias realiza-
das alos 3y 12 meses en 80 pacientes por parte del grupo
de Paris*® y entre el 20-30% en las 200 biopsias realizadas
a 50 pacientes con prueba cruzada positiva sometidos a
tratamiento desensibilizador por el grupo de Baltimo-
re’*4, En los pacientes sometidos a tratamiento desensibi-
lizador se ha mostrado que, en las biopsias tomadas tras la
reperfusion del injerto, la presencia de depdsitos de C4d
en los capilares peritubulares es el mejor predictor del
posterior desarrollo de rechazo mediado por anticuerpos*!.
A pesar de que la inflamacién de la microcirculacién
muestra una mejor asociacion con la presencia de ADE y
el posterior desarrollo de glomerulopatia del trasplante
que los depésitos de C4d*, no debe obviarse que la pre-
sencia de C4d como marcador de activacion del comple-
mento se ha mostrado como una variable altamente espe-
cifica del fracaso tardio del injerto en biopsias por
indicacion®.

Los trabajos del grupo de Paris* llevados a cabo durante
los dltimos anos han mostrado que la presencia de ADE en
el momento de realizar la biopsia de protocolo al afno del
trasplante se asocia con una peor supervivencia del injerto
a9 afios, 90% en los pacientes sin rechazo en la biopsia (n
=727)y 56% en los pacientes con rechazo subclinico me-
diado por anticuerpos (n = 142). La mayor parte de pa-
cientes con rechazo subclinico mediado por anticuerpos
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presentaban ADE preformados y una pequefia proporcion,
ADE de novo (111 frente a 31). En esta serie, los pacientes
con rechazo subclinico mediado por células T (n = 132)
presentan una supervivencia similar a los pacientes sin re-
chazo (88%). Cabe destacar que los pacientes con rechazo
subclinico mediado por anticuerpos y rechazo subclinico
mediado por células T presentan una mayor tendencia a
desarrollar glomerulopatia del trasplante a largo plazo que
los pacientes con una biopsia sin rechazo (54, 22 'y 12%,
respectivamente). Los pacientes con rechazo subclinico
mediado por c€lulas T que desarrollardn glomerulopatia
del trasplante son aquellos que presentan ADE de novo en
el momento de la biopsia (17 de 132).

Biopsias de protocolo en trasplante ABO incompatible.
La préctica del trasplante de donante vivo ABO incompa-
tible tras completar tratamiento desensibilizador se intro-
dujo hace unas cuantas décadas en Jap6n. Durante los ul-
timos afios, este tipo de trasplante se ha extendido a los
paises occidentales y hoy en dia diversas unidades de
nuestro pafs realizan este tipo de trasplante, aunque la im-
plantacién del programa nacional de trasplante renal cru-
zado ha frenado su expansion. Segtin datos de la ONT, en
2011, el 4,3% de los trasplantes de donante vivo (13 de
312) fueron ABO incompatibles y el 2,2% (7 de 312) fue-
ron cruzados; en cambio, en 2014, el 10,4% fueron cruza-
dos (44 de 423), mientras que el 4,4% fueron ABO incom-
patibles (19 de 423).

Las experiencias llevadas a cabo en diversos centros
muestran que los pacientes que reciben injertos ABO in-
compatibles presentan con elevada frecuencia (> 80%)
depositos de C4d en los capilares peritubulares sin cam-
bios asociados de rechazo mediado por anticuerpos. Cabe
destacar que en las series publicadas, a pesar de que el
tratamiento es mds intensivo que en los pacientes que reci-
ben injertos ABO compatibles, la presencia de rechazo
subclinico mediado por células T es mds elevada*+7.

TRATAMIENTO DEL RECHAZO SUBCLINICO

Durante la década de los noventa, la introduccién del diag-
ndstico de rechazo subclinico y sus potenciales efectos de-
letéreos a largo plazo condujo a que se realizara el primer
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ensayo clinico, prospectivo y aleatorizado para evaluar si el
diagnéstico y tratamiento del rechazo subclinico durante los
primeros meses postrasplante contribuia a disminuir la pro-
gresion de las lesiones crénicas y la disfuncién del injerto.
Un grupo de 36 pacientes aleatorizados a ser biopsiados a
los 0, 1, 2, 3 y 6 meses postrasplante y a recibir tratamiento
con pulsos de corticoides si presentaban rechazo subclinico
se compard con un grupo de 36 pacientes al que solo se
biopsié a los 0 y a los 6 meses. Los pacientes del grupo ex-
perimental presentaron una menor progresion de las lesio-
nes crénicas en la biopsia a los 6 meses y una mejor funcién
renal a los 2 afios*®. En este estudio, los pacientes recibieron
tratamiento de mantenimiento con ciclosporina, azatioprina
y corticoides, y la prevalencia de rechazo subclinico fue su-
perior al 30% durante los primeros meses. Posteriormente,
el mismo grupo lideré un ensayo clinico similar en pacien-
tes tratados con tacrolimus, MMF y corticoides. En este
caso, un grupo de 121 pacientes fue aleatorizado a biopsia a
los 0, 1, 2, 3 y 6 meses y recibid tratamiento con pulsos de
corticoides si presentaban rechazo subclinico, y se compar6
con un grupo de 119 pacientes biopsiados a los 0 y 6 meses.
En este estudio, la prevalencia de rechazo subclinico en el
grupo experimental fue muy baja (4,6%) y no se pudo de-
mostrar ningtin beneficio a los 6 meses en la biopsia renal ni
en la funcién renal en el grupo experimental®. Posterior-
mente, se publicaron los resultados de otro ensayo clinico
en el que 52 pacientes fueron aleatorizados a ser biopsiados
al mes y a los 3 meses, y 50 pacientes actuaron como grupo
control®®. En este estudio, los pacientes recibieron trata-
miento de mantenimiento con ciclosporina asociada a MMF
0 azatioprina y, por lo tanto, la prevalencia de rechazo sub-
clinico fue mas elevada (cambios borderline = 11,5y 14%
y rechazo subclinico = 17,3 y 12%, al mes y a los 3 meses,
respectivamente). En este ensayo clinico, el tratamiento con
pulsos de corticoides a los pacientes con rechazo subclinico
y el ajuste de los niveles de ciclosporina a los pacientes con
cambios borderline se asociaron a una mejor funcién renal
alos 12 meses (creatinina sérica = 1,20 = 0,33 frente a 1,52
+ 0,41 mg/dl).

Algunos autores han sugerido que la monitorizacién del
injerto durante los primeros meses postrasplante para de-
tectar o descartar la presencia de rechazo subclinico puede
contribuir a individualizar el manejo de los pacientes. Asi,
a los pacientes a los que se diagnostica y trata de episodios
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de rechazo subclinico, habria que monitorizarlos con
biopsias mds seguidas y, en cambio, los pacientes con
biopsias sin rechazo se podrian beneficiar de reducciones
de la inmunosupresion realizando biopsias més espaciada-
mente>!. Parece evidente que para incluir estos conceptos
en la prictica clinica harfan falta ensayos clinicos de difi-
cil disefo.

Existe consenso en la literatura en que el rechazo subclini-
co mediado por anticuerpos se asocia a un efecto deletéreo
sobre la supervivencia del injerto. Sin embargo, hasta la
actualidad no se han publicado resultados de ensayos cli-
nicos prospectivos y aleatorizados para evaluar los poten-
ciales beneficios de su tratamiento. Los tratamientos dis-
ponibles hasta la actualidad para el rechazo agudo mediado
por anticuerpos o para desensibilizar a los pacientes con
anticuerpos preformados (eliminacién de anticuerpos me-
diante plasmaféresis o inmunoadsorcién, inmunoglobuli-
nas intravenosas, anticuerpos antilinfocitos B, inhibidores
del proteasoma como el bortezomib o inhibidores del
complemento como el eculizumab) no han sido testados
en ensayos clinicos. En la pagina web clinical.trials.gov
consta registrado el ensayo clinico titulado «Eculizumab
therapy for subclinical antibody-mediated rejection in kid-
ney transplantation (TAMARCIN)» (NCT02113891), que
fue finalizado antes de iniciar el reclutamiento. Por lo tan-
to, dado que muchos pacientes con ADE, especialmente
con anticuerpos anti-HLA de clase II, van a desarrollar
rechazo crénico activo mediado por anticuerpos, parece
l6gico intentar pautas de tratamiento para eliminar dichos
anticuerpos y mejorar la supervivencia del injerto*. Sin
embargo, las combinaciones de tratamiento y el momento
de su instauracion estdn todavia por definir.

MONITORIZACION HISTOLOGICA DEL
RECHAZO AGUDO

La presencia de episodios de rechazo celular o humoral
agudo se asocia a una peor supervivencia del injerto. Tras
completar el tratamiento se evalta la respuesta clinica me-
diante la evolucion de la funcién renal. Pocos trabajos han
evaluado si, tras el tratamiento, se produce una normaliza-
cién de la histologia del injerto. En un estudio que incluy6
casi 800 trasplantes de bajo riesgo inmunoldgico y en el que
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el 15% de los pacientes presentaron episodios de rechazo
celular agudo clinico o subclinico durante el primer afio, se
objetivo que la presencia de inflamacion con fibrosis en la
biopsia de protocolo al afio (22 frente a 6%), la presencia de
glomerulopatia del trasplante (8 frente a 1%) y el desarrollo
de ADE de clase II de novo (21 frente 11%) eran mas fre-
cuentes en los pacientes con episodios de rechazo celular
agudo que en los que no los habian presentado®?. Este pa-
tron de inflamacion con fibrosis se ha asociado, en diversos
estudios, con una peor supervivencia del injerto®**, aunque
no disponemos de estudios para evaluar si los cambios en la
inmunosupresion pueden modificarlo.

BIOPSIAS DE PROTOCOLO Y CAMBIOS EN LA
INMUNOSUPRESION

A lo largo del seguimiento tras el trasplante renal se plan-
tea la necesidad de realizar cambios en el tratamiento in-
munosupresor, bien por la aparicién de nuevas patologias
(neoplasias, infecciones virales) o para disminuir la toxici-
dad de los farmacos administrados en la prevencion del
rechazo agudo (corticoides, anticalcineurinicos).

Suspension de los corticoides

Existen en la literatura multiples ensayos clinicos y me-
taandlisis que demuestran que la suspensién de los corti-
coides con las terapias actuales es segura y, aunque se
acompana de un pequefio aumento de los episodios de
rechazo agudo, no parece modificar la supervivencia del
injerto a medio plazo*. Hasta la actualidad, en un estu-
dio de reducido tamafio muestral (n = 5), se mostré que
en los pacientes sin inflamacién en la biopsia de protoco-
lo al afio, se pueden retirar los esteroides con seguridad>*.
En la actualidad, en nuestro pafs, se estd llevando a cabo
un ensayo clinico para evaluar si en los pacientes sin re-
chazo subclinico en la biopsia de protocolo, a los 3 me-
ses, se pueden retirar los corticoides de forma segura,
con la monitorizacién de la aparicién de ADE de novo y
la evaluacion del injerto con una nueva biopsia de proto-
colo a los 24 meses («Steroid withdrawal and donor-spe-
cific anti-HLA antibodies in renal transplant patients»;
NCT02284464).
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Suspension de los anticalcineurinicos

Los anticalcineurinicos, la ciclosporina y el tacrolimus,
forman parte del tratamiento de mantenimiento de la ma-
yor parte de injertos renales. Aunque su toxicidad, espe-
cialmente su nefrotoxicidad, ha sido ampliamente revisa-
da en la literatura, existen pocos ensayos clinicos que
hayan conseguido eliminarlos con éxito dada la elevada
prevalencia de episodios de rechazo agudo. Recientemen-
te, se han publicado los resultados de un ensayo clinico en
el que receptores de bajo riesgo (donante vivo, ADE nega-
tivos pretrasplante) fueron aleatorizados a suspender ta-
crolimus a los 6 meses del trasplante tras objetivar que en
la biopsia de protocolo no habia inflamacién y los ADE
persistian negativos®. El ensayo finalizé prematuramente,
ya que en la rama experimental se observé una elevada
incidencia de rechazo agudo (4 de 14) y de aparicién de
ADE de novo (5 de 14). Previamente se habian publicado
resultados similares en un grupo de pacientes que presen-
taban signos histoldgicos de nefrotoxicidad y en los que se
suspendi6 la ciclosporina al afio del trasplante®. Sin em-
bargo, en otro estudio prospectivo, 108 pacientes que reci-
bieron tratamiento con ciclosporina, MMF y corticoides
fueron aleatorizados a los 3 meses del trasplante, tras rea-
lizar una biopsia de protocolo, a eliminar la ciclosporina o
el MMF?, Tras la eliminacién de la ciclosporina, la apari-
cioén de episodios de rechazo agudo fue mayor que tras la
suspension del MMF (22 frente a 5%) y el porcentaje de
biopsias al afio con depésitos de C4d también fue mayor.

Tomados en su conjunto, estos datos sugieren que la sus-
pensioén de los anticalcineurinicos durante el primer afio
en injertos renales inmunolégicamente quiescentes no es
segura.

Cambio de anticalcineurinicos por inhibidores
de la m-TOR

Existen en la literatura maltiples ensayos clinicos que
han evaluado la utilidad de los im-TOR como inmunosu-
presores en la pauta de mantenimiento de los pacientes
trasplantados renales libres de anticalcineurinicos. Se
han desarrollado diversas estrategias a lo largo de los
afios: im-TOR de novo sin anticalcineurinicos, con anti-
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calcineurinicos de novo y suspension de estos precoz-
mente (entre 3 y 6 meses) o conversiones precoces de
anticalcineurinicos a im-TOR. En dos ensayos clinicos
recientes que han utilizado la biopsia de protocolo antes
y después del cambio de tratamiento, uno con sirolimus
y otro con everolimus, se muestra que la conversidn pre-
coz (entre 1 y 3 meses) se acompaiia de mas episodios de
rechazo agudo y no disminuye la progresién de la FI/AT
en los injertos que no han presentado episodios de recha-
zo agudo®”2%. No se ha evaluado si los hallazgos histol6-
gicos en la biopsia preconversién permiten discriminar a
los pacientes con mayor riesgo de desarrollar episodios
de rechazo agudo posteriormente.

BIOPSIAS DE PROTOCOLO Y RECIDIVA DE LA
ENFERMEDAD DE BASE

La recidiva de la enfermedad de base es una de las causas
que también contribuyen al fracaso del injerto. Se han rea-
lizado diversos estudios que muestran que la recidiva de la
patologia de base se puede diagnosticar mediante biopsias
de protocolo. En una serie de 65 pacientes con nefropatia
por inmunoglobulina A (IgA) de base, en la que se dispo-
nia de una biopsia de protocolo durante los primeros 2
afios, se demostré que la nefropatia IgA recurre de forma
subclinica en el 32% de los casos*. La recurrencia es me-
nor en los pacientes que reciben un injerto con dos compa-
tibilidades en el locus DR y en los pacientes tratados con
ciclosporina. Dado que la tasa de pérdida del injerto por
esta causa es muy baja (3%), no se ha podido evaluar si
distintas pautas de tratamiento en los pacientes con recu-
rrencia mejoran la supervivencia.

La glomerulonefritis membranosa recurre en el 42% de
los injertos®. La biopsia de protocolo permite un diagnds-
tico precoz y la instauracién de un tratamiento especifico
(rituximab), con los que se alcanza la remision completa o
parcial en el 75% de los casos. Los autores sugieren que es
necesario realizar un ensayo clinico para evaluar si esta
terapia es superior al tratamiento estdndar. De todas for-
mas, durante los dltimos afios, disponemos de nuevas he-
rramientas para evaluar la actividad de la nefropatia mem-
branosa, como la cuantificacién de los anticuerpos frente
al receptor de la fosfolipasa A2. Son necesarios nuevos
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estudios para evaluar qué pueden aportar ambas herra-
mientas en la monitorizacién de la recidiva de esta enfer-
medad postrasplante y tomar decisiones sobre su trata-
miento precoz.

BIOPSIAS DE PROTOCOLO Y NEFROPATIA POR
EL VIRUS DEL POLIOMA BK

Desde su descripcion hace mas de una década, la nefropa-
tia por el virus del polioma BK afecta entre el 2 y el 10%
de los injertos en funcién de las caracteristicas de los do-
nantes y de los receptores, y de la pauta de tratamiento
inmunosupresor. Esta nefropatia se ha asociado con el tra-
tamiento con anticuerpos antilinfocitarios, tacrolimus,
MMF y corticoides, que son ampliamente utilizados en la
actualidad. Desde hace unos afios, disponemos de herra-
mientas no invasivas, como la monitorizacién de la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR) del virus en sangre,
que muestra una estrecha correlacién con la presencia de
nefropatia. En una serie de mds de 600 pacientes®' con
monitorizacién de la viremia por BK y biopsias de proto-
colo o diagnésticas (93% de los casos), no se observé nin-
gln caso de nefropatia BK en los pacientes sin viremia a
lo largo del seguimiento (n = 446) o con viremias inferio-
res a 10.000 copias/ml (n = 88). En cambio, de los 75 pa-
cientes con viremias BK > 10.000 copias/ml, solo en 8
casos (1,3% del total de la serie) se demostré nefropatia
BK en la biopsia de protocolo y la presencia de una vire-
mia > 185.000 copias/ml presenté una elevada sensibili-
dad (75%) y especificidad (95%) para el diagnéstico de
nefropatia BK. Es decir, la monitorizacién de la viremia
permite conocer de forma bastante precisa qué pacientes
pueden presentar nefropatia BK y realizar los tratamientos
mads adecuados para controlar la infeccién. En aquellos
pacientes con viremias intermedias, la realizacién de una
biopsia de protocolo puede contribuir a mejorar su trata-
miento.

BIOPSIAS DE PROTOCOLO Y CONTROL DE LA
PROGRESION DE LA FIBROSIS

En la disfuncién crénica del injerto, se observa una fibro-
sis intersticial progresiva con expansion del intersticio re-
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nal, que se puede cuantificar como la fraccién de volumen
intersticial cortical renal mediante técnicas de morfome-
tria o andlisis de imdgenes. En la nefropatia diabética se ha
demostrado que el tratamiento con inhibidores de la enzi-
ma de conversién contribuye a frenar la progresién de la
fibrosis. En cambio, aproximaciones similares han sido
poco frecuentes en el campo del trasplante renal. En un
ensayo clinico prospectivo 153 pacientes fueron aleatori-
zados para determinar si el tratamiento con losartdn de
100 mg/dia contribuye a reducir la progresién de la FI/
AT®2, para lo que se evalu6 la fraccién de volumen inters-
ticial cortical renal en la biopsia basal y a los 5 afios. Aun-
que el objetivo primario (doblar la fraccién de volumen
intersticial o fracaso del injerto por FI/AT) no alcanz6 sig-
nificacién estadistica, uno de los objetivos secundarios
(doblar la fraccion de volumen intersticial o fracaso del
injerto por cualquier causa) mostré que el tratamiento con
losartdn puede contribuir a frenar la progresion de la fibro-
sis en el trasplante renal. Dado que la progresion de la fi-
brosis fue menor de la esperada, tal como han mostrado
otros estudios®, el ensayo clinico no disponia de suficien-
te potencia estadistica para evaluar los potenciales benefi-
cios de la intervencidn.

CONCLUSIONES

Durante las dltimas décadas, muchos grupos han introdu-
cido la monitorizacién histoldgica con biopsias de proto-
colo realizadas en injertos renales estables en el segui-
miento de los pacientes trasplantados renales. Dado que el
procedimiento es seguro y de bajo coste, puede contribuir
a un mejor manejo de los pacientes. Sin embargo, las evi-
dencias existentes hoy en dia no permiten en muchas oca-
siones una toma de decisiones en funcién de los hallazgos
histolégicos. Dada la baja prevalencia de rechazo subclini-
co en los pacientes de bajo riesgo inmunoldgico tratados
con tacrolimus y MMEF, la realizacién de las biopsias solo
puede contribuir de forma marginal a mejorar el prondsti-
co del injerto. No obstante, en aquellos casos en que se
requiera modificar o minimizar el tratamiento inmunosu-
presor, la biopsia de protocolo puede contribuir a un mejor
manejo de los pacientes. En los pacientes de alto riesgo
inmunoldgico, la realizacién de las biopsias de protocolo
permite caracterizar la presencia y evolucion del rechazo
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Tx: ADE & Bx
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Monitorizar
ADE
ADE de novo Biopsias
Cambios IS protocolo

Figura 1. Monitorizacién inmunolégica e histologica de
los pacientes trasplantados renales. En el momento del
trasplante, se recomienda realizar una determinacion
de anticuerpos anti-HLA y una biopsia preimplante. En
los pacientes sin anticuerpos donante especificos, la
monitorizacién de los mismos puede ser suficiente y
solo recomendamos la realizacién de una biopsia en los
pacientes que presenten ADE de novo o antes de reali-
zar cambios sustanciales en la inmunosupresién. En los
pacientes con anticuerpos donante especificos, la moni-
torizacion histolégica contribuird a instaurar los trata-
mientos especificos necesarios. ADE: anticuerpos do-
nante especificos; Bx: biopsia; IS: inmunosupresion; Tx:
trasplante.

subclinico mediado por anticuerpos y puede contribuir a la
toma de decisiones para instaurar tratamientos especifi-
cos. Asi pues, dada la utilidad de la monitorizacién inmu-
noldgica (anticuerpos anti-HLA) en el seguimiento de los
pacientes, proponemos en la figura 1 un esquema de mo-
nitorizacién que combina la determinacién de anticuerpos
y la realizacion de biopsias.

En resumen, a la espera de nuevos biomarcadores en san-
gre u orina, la monitorizacion histoldgica contribuye a ins-
taurar una inmunosupresion personalizada en los recepto-
res de trasplante renal y es, sin lugar a dudas, una
herramienta imprescindible en la investigacion clinica'*!3.

RECOMENDACIONES DEL GRUPO

Recomendamos disponer de una biopsia preimplante para
evaluar lesiones preexistentes, especialmente en donantes
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con criterios expandidos (nivel de evidencia moderado).
El indice propuesto por el grupo espafiol basado en los
criterios de Banff es una herramienta util para evaluar las
lesiones preexistentes, pero no se ha validado el umbral
propuesto (descartar 6rganos con indice > 7).

No recomendamos la monitorizacién histolégica en pa-
cientes de bajo riesgo inmunoldgico tratados con pautas
basadas en tacrolimus combinado con derivados del dcido
micofendlico, ya que, hasta la actualidad, no se ha demos-
trado que aporte beneficios (nivel de evidencia alto).

Recomendamos la monitorizacién histoldgica en pacien-
tes con anticuerpos donante especificos preformados (ni-
vel de evidencia moderado), aunque se desconoce si puede
contribuir a mejorar el prondstico del injerto a largo plazo.

Los potenciales beneficios del tratamiento de los episo-
dios de rechazo celular o humoral subclinico no han sido
bien establecidos.

Los cambios significativos en el tratamiento inmunosu-
presor, como la suspension de los corticoides o el cambio
de un anticalcineurinico por un inhibidor de la m-TOR, se
asocian a un mayor riesgo de presentar episodios de recha-
zo agudo. La monitorizacién histolégica antes de la modi-
ficacion puede contribuir a individualizar el riesgo (nivel

de evidencia bajo).

En algunas glomerulopatias primarias, como la nefropatia
por IgA o la glomerulonefritis membranosa, la monitori-
zacion histoldgica permite diagnosticar la presencia de
recidiva subclinica (nivel de evidencia alto). Sin embargo,
su utilidad para instaurar tratamientos especificos no ha

sido establecida.

No recomendamos la monitorizacién histolégica para el
diagndstico precoz de la nefropatia por el virus del polio-
ma BK, ya que la monitorizacién de la viremia es mucho

mas util (nivel de evidencia alto).

La monitorizacién histolégica sigue siendo una herra-
mienta imprescindible en la investigacion clinica en tras-

plante renal.
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