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ABREVIATURAS

Anti-IL2r
AZA

CPA

CsA

DSA

EVE

ICN

IF/TA NOS

IL-2
IL-4
ISP
MHC

MMF
MPS
mTOR
mTORIi
NCT
SRL
TCR
T-regs

Anti-receptor de la [L-2 (anticuerpos)

Azatioprina

Célula presentadora de antigenos

Ciclosporina A

Anticuerpos anti-HLA especificos contra el donante
Everolimus

Inhibidores de la Calcineurina (Ciclosporina A y Tacrolimus)
Fibrosis intersticial y atrofia tubular sin evidencia de una etiologia
especifica.

Interleucina-2

Interleucina-4

Inhibidores de la Sefial de Proliferacion

Sistema principal de histocompatibilidad (Major Histocompatibility
Complex)

Micofenolato Mofetil

Micofenolato Sodico

mammalian Target of Rapamycin

Inhibidores del mTOR

Nefropatia cronica del trasplante

Sirolimus, Rapamicina

Tacrolimus

Células T reguladoras
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. RESULTADOS A LARGO PLAZO DEL TRASPLANTE RENAL

Los resultados del trasplante renal han mejorado significativamente en las dos
ultimas décadas gracias a las mejoras en las técnicas quirtrgicas, la prevencion y el
tratamiento de las infecciones, los cuidados médicos y sobre todo la introduccion de
nuevos inmunosupresores, que ha permitido una reduccion en las tasas de rechazo
agudo muy significativa, desde aproximadamente un 40% a principios de los afios 90
con ciclosporina A (CsA) y azatioprina (AZA) hasta cifras cercanas al 10% en los
ultimos afios tras la introduccion del tacrolimus (TCR), el micofenolato mofetil (MMF)
y otros (1). Gracias a esto, la supervivencia al afio del trasplante ronda en la actualidad

el 90% en la mayoria de los registros (2).

En base a esto en el afio 2000 Hariharan publica los resultados del registro
americano de trasplantes y hace una estimacion de la vida media de los injertos a largo
plazo (estimacion basada en los resultados a corto-medio plazo) en la que muestra un
incremento significativo de la sobrevida de los injertos realizados en los afios siguientes
a la introduccion de los nuevos inmunosupresores, comparada con la de los injertos
realizados en afios anteriores (3). Sin embargo, esta estimacion se demuestra afios mas
tarde que no se cumple, tras los trabajos de Meier-Kriesche (utilizando los datos del
mismo registro), que demuestra, calculando ya la vida media real (no estimada), que la

sobrevida de los injertos no ha mejorado significativamente (4;5).
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Este es uno de los paradigmas del trasplante renal mas discutido en los ultimos
afios, el de que esta mejoria en los resultados a corto plazo no se sigue de una mejoria
evidente a largo plazo en la supervivencia de los trasplantes renales, a pesar de la
introduccion de nuevos farmacos inmunosupresores, capaces de reducir marcadamente
las tasas de rechazo agudo y ha obligado a pensar de forma diferente (buscando nuevos
end-points en los ensayos clinicos) y a buscar objetivos nuevos en el disefio de nuevos
inmunosupresores (6). Basicamente, durante el primer afio se aprecia un incremento de
la supervivencia de los injertos pero posteriormente el ritmo de pérdida de los mismos
mantiene la misma pendiente que hace dos décadas (entre el 3 y el 5% de pérdida cada
afio), lo que hace pensar que los factores que condicionan esta pérdida a largo plazo no

se han modificado significativamente a lo largo de los afios (figura 1).

Supervivencia de los injertos por epoca de trasplante

100 \

90
80 \
0 \ —e— Afios 95-00

—— Afios 80-85

%

60

50

40 L) T L) 1 T
0 1 2 3 4 5

Afios postrasplante

Figura 1: Supervivencia a largo plazo de los trasplantes renales por época de trasplante. Pasado el primer
afio el ritmo de pérdida es similar en ambas épocas.
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En los ultimos afios se ha avanzado mucho en el conocimiento de las causas de
pérdida de los injertos a largo plazo, causas que son marcadamente diferenciadas de las

de pérdida en las fases iniciales (ver tabla 1).

Tabla 1: Causas de pérdida del injerto diferenciadas en funcion del tiempo postrasplante.

Causas durante el primer afio Causas después del primer afio
Complicaciones quirurgicas Nefropatia cronica del trasplante
Problemas vasculares no quirtrgicos Muerte del paciente con injerto funcionante
Rechazo agudo Abandono de la medicacion por el paciente
Infecciones Recidiva de la nefropatia primaria

1.1.1. Causas de pérdida del injerto a largo plazo:

A partir del primer afio de trasplante la pérdida del injerto se puede producir por
dos causas fundamentales que son la nefropatia cronica del trasplante (NCT) y la muerte
del paciente con injerto funcionante, siendo las causas de origen cardiovascular y las

neoplasias las responsables en una gran mayoria de los casos (7).

Con todo, la NCT es la principal causa de pérdida de los injertos a largo plazo,

siendo responsable de la pérdida de aproximadamente el 40-50% de los injertos renales.

La muerte del paciente con injerto funcionante es, tras la NCT, la segunda causa

de pérdida de injertos renales y supone entre el 30 y el 40 de las pérdidas de injertos a

largo plazo. Trataremos este tema en mas extension mas adelante.
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1.2. NEFROPATIA CRONICA DEL TRASPLANTE

Aunque en los afios 80 y principios de los 90 se hablaba de rechazo crénico para
definir a esta entidad, el progresivo reconocimiento de otros factores no inmunologicos
implicados en su desarrollo hicieron que se acuflara este término mucho mas
inespecifico, que refleja la heterogeneidad de causas y mecanismos que acaban
produciendo el dafio cronico del injerto. Esta entidad es una especie de cajon de sastre
que, definido por unas caracteristicas histologicas basicas, engloba un dafio cronico del
injerto ocasionado por una amplia variedad de causas que se pueden clasificar en dos
grandes grupos segun su origen sea inmunol6gico (rechazo cronico propiamente dicho)
o no inmunoldgico, siendo en la mayoria de los pacientes producida por una mezcla de

varios de estos factores en diferente intensidad.

Precisamente por esta heterogeneidad de causas a mediados de los 90 un grupo
de patdlogos se puso de acuerdo para definir esta entidad de cara a un diagndstico mas
homogéneo que permitiera comparar resultados en los ensayos clinicos
fundamentalmente, creando lo que desde entonces se define como la Clasificacion de
Banff de la patologia del trasplante renal (Banff Working Classification of Renal
Allograft Pathology) y que mas tarde veremos en mas detalle (8;9). Hasta entonces la
definicion y métodos de diagndstico era muy variable de unas series a otras lo que hacia
muy dificil la comparacion y valorar con cierta exactitud la importancia de los
diferentes factores etiopatogénicos asi como la eficacia de diferentes estrategias
terapéuticas. Esta clasificacion con una primera version publicada en 1993 (8) y

posteriormente revisada en 1997 (9) ha sido validada por multiples estudios (10-14) y
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sigue en continua revision en reuniones periddicas del grupo de expertos, fruto de lo
cual han sido publicadas nuevas actualizaciones en la que cambian algunas definiciones
y se profundiza en el diagndstico diferencial del dafio cronico del injerto como veremos

mas adelante (15;16).

1.2.1. Clasificacion de Banff’97 de la NCT:

La clasificacion de Banff valora una serie de lesiones renales basicas cuya
severidad gradiia en una escala semicuantitativa con una serie de criterios que permiten
el establecimiento de unas categorias diagnosticas como veremos mas adelante, de las
cuales el rechazo agudo (con sus diferentes tipos) y la NCT son las mas importantes.
Estas lesiones basicas son: la tubulitis (“t”), el infiltrado intersticial (“i”), la arteritis
intimal (“v”’) y la glomerulitis (“g”’) como lesiones agudas y la fibrosis intersticial (“ci”
la atrofia tubular (“ct”), el dafio cronico glomerular (“cg”), la expansion de la matriz
mesangial (“mm”), el engrosamiento intimal (“cv”) y la hialinosis arteriolar (“ah’)
como lesiones cronicas. Cada una de estas lesiones se puede graduar entre 0 y 3 en

funcion de su severidad (ver tablas 2-11).

Tabla 2: Criterios de tubulitis (“t”)

t0 Ausencia de células mononucleares en los tibulos

tl Focos de 1-4 células por seccion tubular (6 10 células tubulares)

2 Focos de 5-10 células por seccion tubular

t3 Focos de >10 células por seccion tubular o presencia de al menos dos areas de destruccion de la

membrana basal tubular acompafiada de i2, i3 y t2 en cualquier zona de la biopsia

Tabla 3: Criterios de infiltrado intersticial (“i”)

10 Sin inflamacion intersticial o leve (<10% del parénquima)
il 10-25% del parénquima inflamado

i2 26-50% del parénquima inflamado

i3 >50% del parénquima inflamado

Tabla 4: Criterios de arteritis intimal (“v”)
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v0 Sin arteritis

vl Arteritis intimal leve-moderada en al menos una seccion arterial

v2 Arteritis intimal severa con al menos un 25% de pérdida del area luminal en al menos una
seccion arterial

v3 Arteritis transmural y/o necrosis fibrinoide con infiltrado linfocitario en el vaso

Tabla 5: Criterios de glomerulitis (“g”)

20 Ausencia de glomerulitis

gl Glomerulitis en menos del 25% de los glomérulos

g2 Glomerulitis global o segmentaria en el 25-75% de los glomérulos
23 Glomerulitis en més del 75% de los glomérulos

Tabla 6: Criterios de fibrosis intersticial (“Ci”)

ci0 Fibrosis intersticial en hasta un 5% del area cortical
cil Fibrosis leve-moderada en el 6-25% del area cortical
ci2 Fibrosis moderada en 26-50% del area cortical

ci3 Fibrosis severa en mas del 50% del area cortical

Tabla 7: Criterios de atrofia tubular (“ct”)

ct0 Ausencia de atrofia tubular

ctl Atrofia tubular de hasta el 25% del area tubular cortical

ct2 Atrofia tubular en el 26-50% de los tibulos corticales

ct3 Atrofia tubular en mas del 50% de los tubulos corticales

Tabla 8: Criterios de dafio cronico glomerular (“cg”)

cg0 | Ausencia de glomerulopatia o dobles contornos en menos del 10% de los ovillos capilares
periféricos en los glomérulos mas afectados

cgl Dobles contornos en hasta el 25% de los ovillos capilares periféricos en los glomérulos mas
afectados no esclerosados

cg2 Dobles contornos en el 26-50% de los ovillos capilares periféricos en los glomérulos més
afectados no esclerosados

cg3 Dobles contornos en mas del 50% de los ovillos capilares periféricos en los glomérulos mas
afectados no esclerosados

Tabla 9: Criterios de engrosamiento de la matriz mesangial (“mm”)

mm0 | Ausencia de incremento de matriz mesangial

mml | Afectacion de hasta un 25% de los glomérulos no esclerosados

mm?2 | Afectacion de 26-50% de los glomérulos no esclerosados (al menos engrosamiento moderado)

mm3 | Afectacion de mas del 50% de los glomérulos no esclerosados (al menos engrosamiento
moderado)

Tabla 10: Criterios de engrosamiento intimal (“cv”)

cv0 Ausencia de cambios cronicos vasculares

cvl Estrechamiento de hasta un 25% del area luminal por engrosamiento fibrointimal de la arteria
con o sin brechas en la lamina elastica interna o células espumosas 0 mononucleares

cv2 Incremento en la severidad de los cambios descritos con 26-50% de estrechamiento de la luz
vascular

cv3 Cambios vasculares severos con >50% de estrechamiento del area luminar

Tabla 11: Criterios de hialinosis arteriolar (“ah”)

ah0 Ausencia de engrosamiento hialino PAS positivo de las arteriolas

ahl Engrosamiento hialino PAS + leve o moderado en al menos una arteriola

ah2 Engrosamiento hialino PAS + moderado en mds de una arteriola

ah3 Engrosamiento hialino PAS + severo en muchas arteriolas
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Desde la primera clasificacion de Banff en el afio 93 la NCT se define por la
presencia en la biopsia del injerto de fibrosis intersticial y atrofia tubular en variable
intensidad, en una muestra con un niimero minimo de glomérulos y arteriolas para que
sea valorable. Pueden acompafiarse otras lesiones cronicas a nivel glomerular o vascular
pero no son imprescindibles para el diagnostico de NCT, aunque pueden orientar hacia

la etiologia de la misma.

La Clasificacion de Banff’97 considera adecuada una muestra de tejido renal
(obtenida bien por puncion con trucut o por cufia) de al menos 10 glomérulos y 2
arterias, aunque una muestra menor se puede aceptar para el diagnostico, siempre que
contenga al menos 7 glomérulos y 1 arteria (biopsia marginal). Por debajo de estas
cifras la muestra se considera no adecuada para diagnostico. Ademas se precisan al
menos las tinciones de Hematoxilina-Eosina, PAS, Tricromico y Plata-Metenamina,

para poder identificar con seguridad todas las lesiones basicas.

Una vez cuantificadas estas lesiones basicas se pueden establecer las siguientes

categorias diagndsticas (tabla 12):

Tabla 12: Categorias diagnodsticas de Banff 97 para biopsias del injerto renal

1 Normal

2 Rechazo mediado por anticuerpos Rechazo debido, al menos en parte, a
anticuerpos anti-donante

a) Inmediato (hiperagudo)

b) Retrasado (agudo acelerado)

3 Cambios borderline sospechosos de rechazo agudo No hay arteritis intimal, pero hay focos de
tubulitis leve (1 a 4 mononucleares por
seccion tubular) y al menos il

4 Rechazo agudo/activo

Tipo (Grado) Hallazgos histopatol6gicos

1A Infiltrado intersticial significativo (>25%
del parénquima afectado) y focos de
tubulitis moderada (>4 mononucleares
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por seccion tubular o grupo de 10 células
tubulares)

IB Infiltrado intersticial significativo(>25%
del parénquima afectado) y focos de
tubulitis severa (>10 mononucleares por
seccion tubular o grupo de 10 células
tubulares)

ITA Arteritis intimal leve a moderada (v1)

1B Arteritis intimal severa, que comprende
>25% del area luminal (v2)

I Arteritis  transmural  y/o  necrosis
fibrinoide de la media (v3 con linfocitos
acompafiantes)

5 | Nefropatia crénica del trasplante

Grado Hallazgos histopatoldgicos

Grado I (leve) Fibrosis intersticial y atrofia tubular leves
sin (a) o con (b)cambios de rechazo
croénico

Grado II (moderado) Fibrosis intersticial y atrofia tubular
moderadas (a) o (b)

Grado III (severa) Fibrosis intersticial y atrofia tubular
severas y pérdida de tubulos (a) o (b)

6 | Otras (cambios no considerados como debidos a rechazo)

Enfermedad linfoproliferativa postrasplante

Cambios no especificos

Necrosis tubular aguda

Nefritis intersticial aguda

Cambios agudos o cronicos asociados a Ciclosporina o a FK-506

Lesion subcapsular

Lesion endotelial aguda pretrasplante

Necrosis papilar

Glomerulonefritis de novo

Recurrencia de la enfermedad de base

Enfermedad preexistente en el donante

Infeccion viral

Obstruccion/reflujo, fistula urinaria

Otras

1.2.2. Actualizacion a la clasificacion de Banff’97 (Banff’01). Criterios para el

diagnostico del Rechazo Mediado por Anticuerpos:

En el 2001 se profundiza en el diagnostico de la categoria 2 de la clasificacion

de Banft’97 (Rechazo mediado por anticuerpos), que hasta entonces era poco precisa y

se relacionaba Unicamente con aquellos casos de rechazo hiperagudo o de rechazo

acelerado, en general diagnosticados por su presentacion clinica. La incorporacion de la
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deteccion del subproducto de la cascada del complemento C4d en la biopsia renal
permitié una mas precisa y precoz identificacion de aquellos casos en los que habia una
respuesta inmune mediada humoralmente y por tanto la instauracion de tratamiento
especifico. Esta nueva técnica, junto con la deteccion de anticuerpos anti-HLA
especificos contra el donante permiti6 una mejor definicion de esta categoria,

detectando mas casos de este tipo (17) (tabla 13).

Tabla 13: Cambios en la clasificacion de Banff’97 (Actualizacion de Banff’01)

Rechazo mediado por anticuerpos Rechazo debido, al menos en parte, a
anticuerpos anti-donante (cuando no se
demuestren anticuerpos donante
especificos se hablara de “sospecha de”)

a) Agudo
Tipo (Grado) Hallazgos histopatol6gicos
I C4d (+) y lesiones similares a la necrosis tubular aguda.
Minima inflamacioén
II C4d (+) y marginacion capilar y/o trombosis (capilaritis

glomerular y leucocitos poli y/o mononucleares en los
capilares peritubulares)

1T C4d (+) y arteritis (v3)

1.2.3. Clasificacion de Banff’05:

El concepto de NCT supuso un avance al sustituir a la terminologia difusa que
existia previamente y englobarla en un concepto comtn y sobre todo al eliminar el
término antiguo de rechazo cronico que era asociado por la mayoria de los médicos de
trasplante con un dafio de origen inmunolégico, que no siempre era la causa de la
disfuncion cronica del injerto. El reconocimiento de otros factores no inmunoldgicos
implicados en esta entidad hizo que se consolidara el término de NCT. Sin embargo este
término es mas bien un cajon de sastre, mas que una entidad concreta, que engloba

muchas causas de dafio cronico del injerto y de alguna manera dificulta una correcta
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diferenciacion de la entidad concreta que tiene un paciente y la eleccion del tratamiento

mas adecuado para cada paciente.

En el afio 2005 el grupo de expertos de Banff decidio establecer una serie de
cambios en las categorias diagnosticas con dos objetivos fundamentales, 1) profundizar
en la etiologia de la disfuncion créonica del injerto, eliminando el término inespecifico de
NCT y 2) describir una nueva entidad, el rechazo cronico mediado por anticuerpos (15),
en base a la presencia de cambios sugestivos, sobre todo glomerulares y arteriales y

C4d(+) en la biopsia.

El término NCT se elimina de la clasificacion, diferenciando varios diagndsticos
con etiopatogenia diferente y creando el término de Fibrosis Intersticial y Atrofia
Tubular Sin Causa Especifica (IF/TA NOS, del ingles Interstitial Fibrosis and Tubular
Atrophy Not Otherwise Specified) para aquellos casos en los que no se encuentren

alteraciones que sugieran una causa concreta (tabla 14).

De esta manera se supone que parte de los casos que antes eran clasificados
como NCT ahora ya no seran clasificados dentro de la categoria IF/TA NOS sino que
seran englobados en la 2b de rechazo cronico mediado por anticuerpos, con
implicaciones pronoésticas y de manejo terapéutico sensiblemente diferentes (aunque

esto no esta aun claramente definido).

Tabla 14: Nuevas categorias diagndsticas. Actualizacién Banff’05

1 Normal
2 Rechazo mediado por anticuerpos Rechazo debido, al menos en parte, a
anticuerpos anti-donante
a) Agudo

Tipo (Grado) Hallazgos histopatoldgicos
I Sin cambios respecto a Banff’01
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II

Sin cambios respecto a Banff’01

I

Sin cambios respecto a Banff’01

b) Crénico

Dobles contornos glomerulares y/o multilaminacion de
las membranas basales de los capilares peritubulares y/o
fibrosis intersticial/atrofia tubular y/o fibrosis intimal
arterial, pero siempre con C4d (+)

3 Cambios borderline sospechosos de | No hay arteritis intimal, pero hay focos de tubulitis leve
rechazo agudo mediado por células T | (1 a 4 mononucleares por seccion tubular) y al menos il
4 Rechazo mediado por células T
a) Agudo
Tipo (Grado) Hallazgos histopatoldgicos
1A Sin cambios respecto a Banff’97
1B Sin cambios respecto a Banff’97
1A Sin cambios respecto a Banff’97
1IB Sin cambios respecto a Banff’97
111 Sin cambios respecto a Banff’97
b) Cronico (Rechazo cronico | Arteriopatia cronica del injerto (fibrosis intimal con
activo mediado por células T) | infiltraciéon de células inflamatorias en la fibrosis,
formacion de neointima)
5 | Fibrosis intersticial con atrofia tubular sin causa especifica (IF/TA NOS)
Grado Hallazgos histopatoldgicos
I (leve) Fibrosis intersticial y atrofia tubular leves (menos del
25% del area cortical)
IT (moderado) Fibrosis intersticial y atrofia tubular moderadas (26-50%
del area cortical)
III (severa) Fibrosis intersticial y atrofia tubular severas y pérdida de
tubulos (mas del 50% del area cortical)
6 | Otras (cambios no considerados como debidos a rechazo agudo o crénico)

1.2.4. Clasificacion de Banff’07:

En el afio 2007, tras la 9* conferencia de Banff celebrada en Espaiia (Corufia) se

incluyen algunas modificaciones a la anterior. Concretamente se cuantifica el grado de

capilaritis peritubular y se gradua el depdsito de C4d, ambos en una escala

semicuantitativa y se reinterpreta el hallazgo de C4d (+) sin datos morfoldgicos de

rechazo activo, entre otros cambios menores (tablas 15 y 16).

Tabla 15: Criterios cuantitativos de la capilaritis peritubular:

ptcO No capilaritis significativa en la corteza o0 menos del 10% de los capilares inflamados

ptcl 10% o mas de los capilares peritubulares corticales con capilaritis (maximo de 3-4 células
inflamatorias en la luz)

ptc2 10% o mas de los capilares peritubulares corticales con capilaritis (maximo de 5-10
células inflamatorias en la luz)

ptc3 10% o més de los capilares peritubulares corticales con capilaritis (més de 10 células
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| inflamatorias en la luz)

Tabla 16: Score para la tincion de C4d (porcentaje de la biopsia 6 5 campos de gran aumento):

C4d0 Negativo (0%)

C4d 1 C4d minimo (1-<10%)

C4d 2 C4d positivo focal (10-50%)
C4d 3 C4d positivo difuso (>50%)

El significado del deposito focal de C4d atn no estd claro, aunque en un
porcentaje no desdefiable de casos se asocia con anticuerpos circulantes donante-
especificos por lo que debe de ser tenido en cuenta. En esta actualizacion se hace
hincapié en las diferencias entre las técnicas de deteccion del C4d. El gold-standard es
la inmunofluorescencia pero en muchos centros se utiliza la inmunohistoquimica, una
técnica algo menos sensible por lo que el hallazgo de C4d focal con esta segunda
técnica debe ser confirmado si es posible con la primera, con la que muchas veces se

demostrara que el depdsito es difuso.

1.2.5. Factores implicados en el desarrollo de la NCT:

Como deciamos mas arriba la NCT es la consecuencia final de una amplia serie
de factores que inducen dafio crénico del injerto. Los factores inmunoldgicos son
claramente reconocidos desde hace muchos afios, aunque cada vez en los tltimos afios

una serie de factores no inmunoldgicos van cobrando mas importancia.

Tanto la respuesta inmune celular, directa o indirecta, como la humoral tienen
importancia en el desarrollo del rechazo cronico, como se ha demostrado en multiples
estudios clinicos y experimentales (18-20). Diferentes estudios demuestran que el

rechazo agudo, especialmente cuando es severo, recidivante o tardio es un factor de
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riesgo de primera importancia en el rechazo cronico (21;22). El nimero de
incompatibilidades HLA parece ser otro factor de riesgo reconocido, pero no esta aun
claro si su efecto es independiente de la presencia o ausencia de rechazo agudo (23). La
produccion después del trasplante de anticuerpos anti-HLA donante-especificos, tanto
de la clase I como de la clase II también se ha demostrado que se correlaciona con la
aparicion de rechazo cronico posiblemente por la activacion de la via indirecta del
aloreconocimiento (24-26). La deteccion de aloanticuerpos puede preceder las
manifestaciones clinicas de la NCT (26) hasta en 1 afio y hay autores que incluso
recomiendan su monitorizacion postrasplante una vez al afio para tratar de anticiparse al
desarrollo de NCT, aunque esto no esta aceptado por todos (27). El método de
determinacion de los anticuerpos anti-HLLA tiene cierta importancia dado que los
resultados son variables en funcion de la técnica utilizada. Los anticuerpos anti-HLA
determinados por ELISA se han asociado con una mayor frecuencia de rechazo, tanto si
estan relacionados con el donante como si no lo estan, sin embargo, si los anticuerpos se
detectan por citotoxicidad, inicamente aquellos relacionados con el donante se asocian

a rechazo agudo y cronico (28;29).

Recientes estudios también indican que pueden demostrarse depositos del
subproducto del complemento C4d en los capilares peritubulares, en biopsias de
pacientes con NCT, sugiriendo la existencia de un proceso inmunoldgico activo en un
subgrupo de pacientes (30-35) aunque el significado real de esto aun esta por definir

claramente.

En la practica clinica es dificil valorar la influencia de la inmunidad celular, mas

alla de la aparicion de rechazo agudo clinicamente evidente o no. Unicamente la
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realizacion de biopsias de protocolo para la deteccion de rechazo subclinico permitiria
monitorizar este tipo de respuesta inmune con objeto de prevenir su efecto sobre la
aparicion de rechazo cronico. Por el contrario, la respuesta inmune humoral es mas
facilmente detectable puesto que existen tests in vitro para la deteccion de anticuerpos

anti-HLA circulantes (tanto inespecificos como especificos del donante) (36).

Recientemente algunos trabajos muestran que la presencia en sangre periférica
de células T memoria aloreactivas contra las células del donante se puede correlacionar
con la funcion del injerto a largo plazo. Este parametro puede ser estimado en base a la
produccion de interferon-gamma (IFN-y), con una técnica disponible hoy en dia
conocida como ELISPOT (37-40) y abre una puerta en la monitorizacion inmunolodgica
de cada paciente de cara a adecuar la intensidad de inmunosupresion que requiere cada

paciente a largo plazo.

El objetivo ideal para prevenir la NCT desde el punto de vista inmunolédgico
seria el desarrollo de tolerancia inmunitaria (ver mas adelante, capitulo 1.3), pero hasta
la actualidad no existe modo alguno de conseguirlo ni método de laboratorio que pueda
medir dicho estado en la practica clinica (41;42). La unica manera de probarlo seria
eliminando la inmunosupresion en un paciente dado, lo cual tendria un riesgo evidente

de rechazo agudo.

Los factores no inmunoldgicos tienen un papel importante (y creciente) en la

patogénesis de la NCT (figura 2).
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Factores inmunoléaicos

Baja compatibilidad HLA
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Toxicidad cronica por

del paciente . .
anticalcineurinicos

Inmunosupresion suboptima

Figura 2: Factores implicados en el desarrollo de la NCT [Adaptado de Pascual M et al (43)]

El uso de inhibidores de la calcineurina (ICN) es quizas uno de los factores no
inmunologicos que mas se relacionan con el desarrollo de NCT. Estos farmacos se
asocian con el desarrollo de nefrotoxicidad aguda y cronica (nefrotoxicidad por
anticalcineurinicos). La nefrotoxicidad cronica es un diagnostico histoldégico que se
caracteriza por fibrosis intersticial y atrofia tubular con hialinosis arteriolar
(generalmente nodular), fibrosis en bandas, microcalcificaciones tubulares y finalmente
glomerulosclerosis. Numerosos datos hoy en dia sustentan la idea de que ambos ICN,
CsA y TCR tienen efectos profibrogénicos y su uso continuado se asocia con grados

similares de fibrosis, tanto en injertos de vivo como de cadaver (44), asi como en
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riflones propios de receptores de otros organos sélidos (corazon, higado, etc.) (45).
Estos cambios estructurales en el injerto pueden ser ya muy avanzados en el momento
del diagnostico y posiblemente superar el umbral de reversibilidad, siguiéndose por

tanto de un deterioro progresivo de la funcion renal (46).

El modelo de insuficiencia renal que se observa en los pacientes receptores de
otros 6rganos diferentes del renal es muy clarificador a la hora de valorar la importancia
de este fenomeno (la nefrotoxicidad por ICN) en el desarrollo de dafo renal progresivo
puesto que aqui todo componente inmunoldgico de dafio renal esta descartado y aunque
puede haber otros factores que colaboren al dafo renal (funcion renal pretrasplante,
datos demograficos del receptor, comorbilidad, dafio agudo durante el trasplante (AKI),
nefroangioesclerosis, etc.) estd claro hoy en dia la relevancia de este fendmeno de
toxicidad, que lleva a la IR Terminal a un nimero significativo de pacientes unos afios

después de recibir otro o6rgano (47).

Los cambios histologicos del cuadro conocido como IF/TA NOS pueden ser
detectados incluso a los 3 meses del trasplante independientemente del origen del rifion
(44;48-50). Se ha descrito recientemente que existe disfuncion renal practicamente en
todos los receptores de trasplante cardiaco tratados con CsA a los 3 afios del trasplante
(51) y esta alta prevalencia se considera que es consecuencia de la exposicion

acumulativa a los ICN en el periodo postrasplante.

El deterioro progresivo de funcién renal y la pérdida progresiva de injertos tras

el trasplante renal es consecuencia del lento e insidioso desarrollo de fibrogénesis,

fenomeno mediado por una serie de citocinas y factores de crecimiento. Esta
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fibrogénesis es iniciada y mantenida por una transformacion epitelio-mesenquimal
(EMT) (52), la cual resulta en la acumulacion de matriz extracelular y conduce al
desarrollo y progresion de la fibrosis intersticial y la atrofia tubular (53). Estas
observaciones soportan la idea de que la IF/TA NOS es una lesion histologica
acumulativa y progresiva relacionada con la dosis y la duracion de la exposicion a los
ICN y que puede ser ademas influenciada por la presencia de otros factores

inmunolégicos o no inmunoldgicos (43;53).

1.2.6. Diagnostico de la NCT:

El principal problema de la NCT es que su diagndstico es exclusivamente
histolégico por lo que se requiere siempre la realizacion de una biopsia renal para poder
hacerlo. Clinicamente se puede sospechar por la presencia de proteinuria, mal control de
la tension arterial y sobre todo un lento deterioro de la funcion renal, pero esto puede ser
debido a otras causas y lo que es mas importante, es posible detectar dicha entidad en
biopsias de protocolo en pacientes que no muestran ninguno de los datos clinicos
anteriores. Cuando se realizan biopsias de forma programada a intervalos fijos se
demuestra que un porcentaje significativo de pacientes ya muestran esta entidad en fases
tempranas del trasplante, incluso aunque no haya ningtin dato clinico o analitico que lo
sugiera (54-56). Aproximadamente un 40% de los pacientes trasplantados mostraran
datos histologicos compatibles con una NCT a los 3 meses del trasplante, un 50% a los

12 meses, un 66% a los 2 afios y un 100% a los 10 aios.
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Para calcular la incidencia de la NCT hay que tener en cuenta que en
aproximadamente un 15% de las biopsias del donante (ya antes del trasplante) existen
lesiones cronicas indistinguibles de la NCT. La incidencia y severidad de la NCT
aumenta radpidamente durante los primeros meses y de forma mas lenta a partir del

primer afio del trasplante.

1.2.7. Impacto de la NCT en la evolucion del trasplante:

La presencia de NCT en las biopsias de protocolo se asocia a una menor
supervivencia del injerto (56-59) y ademas este valor predictivo de la NCT sobre la
supervivencia del injerto es independiente de otras variables clinicas como la creatinina,

el rechazo agudo o la proteinuria (48;57)

Sin embargo, no solo el diagndstico histologico de NCT tiene influencia sobre la
supervivencia del injerto a largo plazo, si no que hay otros factores histologicos que
modifican el pronostico. La presencia de dafio crdénico vascular (vasculopatia de
injerto; cv>1 segin la clasificacion de Banff) se asocia con una supervivencia
significativamente menor del injerto a largo plazo como demuestra Nankivell en una
serie de 102 pacientes trasplantados con biopsia de protocolo a los 3 y a los 12 meses

(59).

Recientemente Moreso y colaboradores publican su experiencia con biopsias de

protocolo y demuestran que la existencia de rechazo subclinico asociado a la NCT en

una biopsia de protocolo también se asocia con un peor pronostico a largo plazo,
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significativamente peor que el de aquellos pacientes con el mismo grado de NCT pero

sin rechazo subclinico asociado (60).

Es precisamente en estos factores que pueden indicar un prondstico diferente de

la NCT en lo que se basan las modificaciones incluidas en la nueva clasificacion de

Banff anteriormente descrita (61).

1.3. TOLERANCIA INMUNOLOGICA:

El término tolerancia en sentido amplio se refiere a la ausencia de una respuesta
inmune contra antigenos especificos (manteniéndose una respuesta normal contra el
resto de antigenos extrafnos). Durante el desarrollo de un individuo una de las funciones
criticas del sistema inmune es prevenir las respuestas dirigidas contra sus propios
antigenos, para prevenir las enfermedades autoinmunes. Esto se consigue por dos
mecanismos que son la tolerancia central (a nivel del timo) y la tolerancia periférica (a
nivel del tejido linfoide extratimico). Durante el desarrollo de las células T, la gran
mayoria de las que se encuentran en el timo tienen reactividades indeseadas y son
destruidas o bien se hacen no respondedoras (seleccion negativa). Las células T que
reconocen antigenos extraios son positivamente seleccionadas y comienzan a circular
por la sangre. Sin embargo, el proceso de seleccion negativa (para destruir o inactivar a
las células T que reaccionan contra antigenos propios) es imperfecto y se pueden
encontrar células T autoreactivas en sangre periférica. Para prevenir los fenomenos de

autoinmunidad entonces entra en juego la tolerancia periférica.
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La tolerancia periférica es mantenida por una serie de mecanismos que incluyen
la delecion clonal, la anergia y la supresion. En contraste con la delecion clonal de las
células T (donde estas son destruidas selectivamente), las células T anérgicas estan
presentes pero son incapaces de responder por la ausencia de sefiales coestimuladoras
entre otras causas (62). La existencia de células T supresoras se ha demostrado por
experimentos de transferencia adoptiva de unos animales a otros (la transferencia de
células de animales tolerantes puede inducir tolerancia en animales no tolerantes). Sin
embargo, el fenotipo molecular de las células supresoras incluyendo sus moléculas de
superficie y las moléculas solubles que liberan aun no esta bien caracterizado. Un
subtipo de células T que expresan CD25 en su superficie (la cadena o del receptor de la

IL-2) parece ser importante en la supresion de respuestas inmunes.

En el campo del trasplante renal la tolerancia puede ser definida como la
ausencia de una respuesta inmune destructiva contra el injerto en un huésped con una
respuesta inmune por lo demas intacta. Muchos trabajos y experimentos han intentado
ahondar en los mecanismos que producen esta tolerancia, asi por ejemplo, la inyeccion
intratimica de antigenos solubles es capaz de inducir tolerancia central. Otros
experimentos consistentes en la ablacion (farmacologica) del sistema inmune del
receptor y posterior reconstitucion con médula d6sea del receptor y del donante,
generando un sistema inmune quimérico, también han demostrado ausencia de respuesta

inmune especifica contra el donante (63).

Se han intentado diferentes estrategias para inducir tolerancia periférica, por

ejemplo, se ha podido inducir la delecion de células T por muerte celular programada o

apoptosis. El bloqueo de la sefial coestimulatoria del linfocito T también induce
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anergia, asi como la manipulacion del ambiente de citocinas alrededor del linfocito.
Algunas estrategias han utilizado los efectos inmunomoduladores de algunos péptidos
derivados de secuencias de aminoacidos encontradas en las moléculas del sistema

mayor de histocompatibilidad (MHC).

Sin embargo, a pesar del éxito de los nuevos farmacos inmunosupresores para
prolongar la supervivencia del injerto, la consecucion de tolerancia especifica contra los
antigenos del donante sigue siendo un objetivo no conseguido, mas que una realidad en
el trasplante y uno de los principales avances a conseguir en el futuro. Lo que si es
cierto es que aunque no se consiga la tolerancia completa, situaciones cercanas a la
tolerancia, en las que se puede conseguir el funcionamiento del injerto con una

inmunosupresion minima si que se han conseguido.

En los ultimos afios varias publicaciones han resaltado la importancia de una
subpoblacion de linfocitos T que tienen un efecto regulador de la respuesta inmune una
vez puesta en marcha y que se han definido como células T reguladoras o T-regs (64).
Estas células podrian tener una importancia crucial en el desarrollo de tolerancia,
gjerciendo un control sobre las células efectoras (65). Se caracterizan por un fenotipo
especifico, mostrando en su superficie las moléculas CD4 y CD25 ademas de FOXP3
en su citoplasma, por lo que se definen también como células CD4'/CD25 /FOXP3"
(65;66). De hecho la expresion del factor de transcripcion FOXP3 define a las células T
reguladoras y se considera el gen principal de estas células(64;65). La expresion de
FOXP3 modula la capacidad funcional de las células T reguladoras y de hecho, las
mutaciones en el gen del FOXP3 se asocian con un sindrome autoinmune letal en

ratones ademas de otras alteraciones (67). También se ha observado que la transfeccion
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de FOXP3 en células CD4'/CD25" las convierte en células con capacidad supresora
(68). Se desconoce hoy en dia cual es el mecanismo por el que FOXP3 induce esta

regulacion.

Esta subpoblacion de células representa aproximadamente entre el 5 y el 10% de
las células esplénicas y se ha demostrado en experimentos con ratones que su infusion
en ratones timectomizados en la época neonatal evita los fenomenos autoinmunes
caracteristicos de este tipo de ratones.(69). También se ha demostrado el efecto
beneficioso de estas células en la enfermedad injerto contra huésped y en el trasplante

de islotes pancreaticos (70;71).

La importancia de este tipo de células en el trasplante renal aun no estd
claramente definido, pero si que se han publicado trabajos que demuestran la presencia
de células donante-especificas de este tipo en sangre periférica de receptores de
trasplante renal (72), aunque no se ha conseguido encontrar una correlacion entre su
presencia y el grado de respuesta inmunoldgica, posiblemente por la interferencia en la
respuesta inmune (via activacion del receptor del linfocito T) que ejercen los diferentes

inmunosupresores (73).

El reconocimiento antigénico tras el trasplante renal parece tener dos
mecanismos diferenciados, lo que se conoce como aloreconocimiento directo e
indirecto. En el primero las células presentadoras de antigenos (CPA) procedentes del
donante presentan las moléculas MHC intactas a los linfocitos del receptor
desencadenando la respuesta inmune. Este mecanismo parece producirse durante las

fases iniciales del trasplante y es el responsable del rechazo agudo. Por el contrario, en
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el aloreconocimiento indirecto, son las CPA del propio receptor las que procesan los
antigenos y se los presentan a los linfocitos. Este segundo mecanismo parece tener mas
importancia en la fase estable del trasplante (pasadas las fases iniciales) y parece estar
controlado por las células T reguladoras (74). De ahi la importancia que pueden tener
estas células reguladoras en la respuesta inmune a largo plazo y en la aparicion de
rechazo cronico (75) y por tanto en la supervivencia del injerto. Sin embargo, el efecto
real de induccion de tolerancia que pueden tener estas células aun no esta claramente

establecido. Este es uno de los campos de mas interés para investigar en el futuro.

En este sentido, la influencia que puedan tener los diferentes inmunosupresores
sobre la aparicion y cuantia de estas células reguladoras es un tema de creciente interés.
Se sabe que la aparicion de T-regs requiere la presencia de interleucina-2 (IL-2) en
grandes cantidades (76), por lo que los anticalcineurinicos pueden, de alguna manera, al
bloquear la sintesis de esta citocina, inhibir la formacién de estas células y por tanto
bloquear la posible aparicion de tolerancia a largo plazo (77), algo que podria ser

diferente en el caso de otros inmunosupresores con mecanismo de accion diferente.

1.4. EL PROBLEMA DE LA MUERTE DEL PACIENTE CON INJERTO

FUNCIONANTE:

Después de la pérdida de injertos por disfuncion crénica la muerte con injerto
funcionante es la segunda causa de fracaso del injerto y entre las diferentes causas de
muerte, la de origen cardiovascular es sin duda la mds importante, seguida de las

neoplasias malignas (78). Es, por tanto, de gran importancia el control de los factores de
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riesgo que estas dos causas de muerte tienen para mejorar la supervivencia del paciente

y por tanto de los injertos (79;80).

Con respecto al riesgo cardiovascular se sabe que los factores clasicos conocidos
en la poblacion general (diabetes, HTA, tabaquismo, hiperlipemia, etc.) juegan un papel
importante el la determinacion del riesgo vascular de estos pacientes, estando la
mayoria aumentados con respecto a la poblacion general (81;82), pero no justifican en
su totalidad el riesgo y de hecho los escores habituales de riesgo cardiovascular en la
poblacion general tienden a subestimar el riesgo y esto es consecuencia de que se
asocian factores de riesgo especificos de la poblacion trasplantada como son la
insuficiencia renal, la proteinuria y los efectos de los farmacos inmunosupresores (83-
85). Asi en un estudio americano que incluia 8786 pacientes se demostrd6 una
correlacion clara entre la proteinuria y la funcion renal por un lado y la mortalidad de

origen cardiovascular por otro (86)

Especial importancia por las implicaciones que tiene es el riesgo cardiovascular
inducido por los farmacos inmunosupresores. Estos tienen una influencia variable sobre
los factores de riesgo, siendo, en general, los esteroides los que tienen un efecto mas
perjudicial, seguidos de los ACN, condicionando un aumento de la frecuencia y
severidad de hipertension arterial, dislipemia y diabetes mellitus y en general los
estudios de eliminacion de estos farmacos han demostrado una mejoria en el perfil de
riesgo cardiovascular, especialmente en el perfil lipidico y en la tension arterial (87;88).
El efecto nefrotoxico de los ICN por su efecto sobre la funcion renal también se puede
considerar un factor de riesgo cardiovascular. Entre los ICN hay algunas diferencias

claras y existen estudios que demuestran una mejoria en el perfil de riesgo

32de 83



Introduccion

cardiovascular en pacientes que son convertidos de CsA a TCR, sobre todo por
reduccion de la TA y de las cifras de lipidos, aunque el perfil lipidico no suele
modificarse o incluso pueda empeorar ligeramente, sin embargo este cambio no parece
tener influencia sobre los factores de riesgo especificos de esta poblacion (89). En este
sentido el encontrar farmacos inmunosupresores con un mejor perfil de riesgo
cardiovascular es un objetivo prioritario a la hora de mejorar los resultados a largo plazo

del trasplante renal.

Finalmente dentro de este apartado es necesario hablar del riesgo de desarrollo
de neoplasias como causa de mortalidad, especialmente en los pacientes con
supervivencia elevada del injerto. Los pacientes trasplantados renales tienen mayor
riesgo de cancer que la poblacion general e incluso que los pacientes en didlisis de la
misma edad. Este riesgo se ha cuantificado en varios estudios, siendo variable en
funcion de varios factores como la localizacion geografica, llegando en uno de ellos a
ser del 40% de los pacientes que llegan a los 20 afios de trasplante (90). El mecanismo
por el que se produce este aumento no estd completamente clarificado hoy en dia pero
se sabe que el principal factor que interviene es la infeccion oportunista por virus
oncogénicos, de hecho, no todos los canceres estan aumentados en la misma frecuencia
y los mas frecuentes estan claramente relacionados con mecanismos de origen viral
(enfermedad linfoproliferativa postrasplante por el virus de Epstein-Barr, sarcoma de
Kaposi por el Herpesvirus tipo 8 y canceres de piel debidos a los papilomavirus

humanos).

El tipo de farmacos inmunosupresores que se usan, las dosis y la duracion del

tratamiento influyen directamente en la incidencia y el tipo de neoplasia que se
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desarrolla, es decir no solo es un problema de inmunosupresion (descenso de la
inmunovigilancia antineoplasica) de forma inespecifica sino también de efectos directos
de cada inmunosupresor. De hecho, se ha demostrado que la ciclosporina induce un
gran incremento en las metastasis de carcinoma en animales de laboratorio que carecen
de sistema inmune (91). Los anticuerpos monoclonales anti-IL2r, el TCR y el MMF se
han asociado con un mayor incremento del riesgo de neoplasias. Parece por tanto
razonable intentar encontrar farmacos con la misma potencia inmunosupresora pero que
carezcan de este efecto potenciador del desarrollo y extension de neoplasias en los

receptores (79).

1.5. LOS FARMACOS DEL GRUPO mTOR:

El SRL es un antibidtico macrolido producido por la fermentacion natural de un
hongo actinomiceto (Streptomyces Hygroscopicus) descubierto en la isla de Pascua
(Rapa Nui) y presentado por primera vez en 1975 como farmaco antifungico (92;93),
demostrando posteriormente su actividad inmunosupresora in vitro (94). Este farmaco,
de estructura molecular muy parecida al tacrolimus tiene, sin embargo, un mecanismo
de accion completamente diferente, siendo el primer representante de un nuevo grupo
terapéutico definido por su mecanismo de accion que es la inhibicion de la via
metabdlica intracelular denominada mTOR (mammalian target of rapamycin) (figura

3).
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FI506 RAPAMICTINA

Figura 3: Estructura molecular de Tacrolimus (FK-506) y Rapamicina

En los ultimos afios se ha desarrollado un segundo farmaco con mecanismo de
accion practicamente idéntico, el Everolimus (EVE), con algunas ventajas tedricas
desde el punto de vista farmacocinético, al menos. Este grupo terapéutico también ha
sido llamado Inhibidores de la Sefial de Proliferacién (ISP o en inglés PSI de
Proliferation Signal Inhibitors) y tiene algunas ventajas sobre los inmunosupresores

clasicos que han hecho despertar un gran interés en los tltimos afios.

1.5.1. Via metabdlica del mTOR:

La activacion del linfocito T comprende dos fases principales, la primera que
sigue a la activacion del receptor del linfocito T resulta en la activacion de la
trascripcion de genes de citocinas y conduce al linfocito T desde el estado quiescente,
de reposo (GO) al estado competente o activo (G1). La segunda fase comprende la
respuesta del linfocito T, incluyendo la secrecion de citocinas promotoras del
crecimiento, como la interleucina-2 (IL-2) o la 4 (IL-4), de forma autocrina (para actuar

sobre la misma célula) o paracrina (sobre las células cercanas). Ademas hace que los
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linfocitos T competentes entren en la fase de proliferacion celular (paso de la fase G1 a
la fase S, de sintesis de DNA) con la subsiguiente expansion clonal y la adquisicion de

las funciones efectoras por parte del linfocito T.

El mecanismo de accion del SRL es distinto del de la CsA o del TCR (95), que
inhiben la primera fase de la activacion del linfocito T. Estas drogas interrumpen la
sefal desde el receptor bloqueando la calcineurina, una serin-treonin fosfatasa que es
necesaria para la activacion transcripcional del gen de la IL-2 en respuesta a la union del
antigeno con el receptor de la célula T. Por tanto inhiben la produccion de IL-2 y la
subsiguiente estimulacion de la célula T. Por el contrario el SRL interfiere con la
segunda fase de la estimulacion de la célula T. Interrumpe la sefial desde el receptor de
la IL-2 y los receptores de otras citocinas y factores de crecimiento. Los mTORi
bloquean la sefial de transduccion requerida para la progresion de las células
estimuladas por la IL-2 desde la fase Gl a la fase S, por tanto suprimiendo la
proliferacion de las células T estimuladas por las citocinas. La mayoria de los efectos
adversos producidos por los ACN son consecuencia de la inhibicion de la calcineurina
(hipertension arterial, neurotoxicidad, nefrotoxicidad, etc) por lo que los farmacos del

grupo mTOR no tienen estos efectos.

Es interesante destacar que el TCR y el SRL tienen la misma diana intracelular,

la proteina FKBP12, mientras que la CsA se une a otro receptor intracelular, la

ciclofilina P (95). Figura 4.
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Figura 4: EIl OKT3, la ciclosporina y el tacrolimus actuan sobre la progresion de la fase GO a Gl,
requerida por la primera sefial de activacion. El sirolimus y los esteroides actuan sobre la coestimulacion
(2% sefial), que tambien interviene en el paso GO-G1. Los anticuerpos monoclonales anti-CD25 impiden la
union de la IL2 con su receptor. El sirolimus actia sobre la traduccion de la sefial de las citocinas (3*
sefial). Y finalmente el acido micofendlico inhibe la sintesis de guanosina (fase S). CPA: célula
presentadora de antigenos; CTLA4, cytotoxic T lymphocyte antigen 4; GMP, guanosine monophosphate;
IkB, inhibitory kB; IMP, inosine monophosphate; JAK3, Janus kinase 3; L, ligand; MTOR, mammalian
target of rapamycin; NFAT, nuclear factor of activated T cells; NF-xB, nuclear factor-kB; PKB, protein
kinase B; R, receptor; STATS, signal transducer and activator of transcription 5; TCR, T-cell receptor;

TLRA4, Toll-like receptor 4; ZAP70, g-chain—associated protein 70.

Por este mecanismo de accion inicialmente se pensaba que el efecto del SRL
podria ser complementario de los ICN y que podria ser mas adecuado su combinacion
con la CsA para evitar la tedrica competencia con el TCR por el FKBP12, pero esto se
ha demostrado que no es asi. Por un lado no parece haber competencia entre ambas
drogas y por otro la combinacion con CsA ha demostrado una potenciacion de la

nefrotoxicidad de la misma que en general la han desaconsejado.

37 de 83



Introduccion

El bloqueo del mTOR induce por tanto una inhibicion de la proliferacion de los
linfocitos dependiente de citocinas como la IL-2. Ademds interfieren en el
reconocimiento antigénico, a través de la inhibicion de la maduracion de las células

presentadoras de antigenos.

1.5.2. Efectos de los farmacos inhibidores del mTOR:

La via del mTOR no solo participa en la activacion de la respuesta inmune a
nivel del linfocito sino que su distribucion celular es mucho mas amplia, participando
en la regulacion del crecimiento y proliferacion celular de forma generalizada por los
diferentes tejidos (lineas celulares mesenquimal y epitelial especialmente). Esto hace
que no solo tenga efectos inmunosupresores, sino también otros, entre los que los
efectos antiproliferativos (y entre ellos los antifibroticos) y los antineoplasicos cobran
particular importancia por los potenciales beneficios que pueden implicar en los

pacientes que los reciban.

SRL y EVE son potentes inhibidores de la proliferacion y emigracion de las
células del musculo liso. A nivel del trasplante de oOrganos solidos, este efecto
antiproliferativo y antifibrotico se ha especulado que podria tener un efecto beneficioso
(independiente de la respuesta inmune) dado que la fibrosis es la consecuencia final del
dafio del injerto, sea cual sea la causa del mismo. Este efecto lo llevan a cabo a través de
la estimulacion de la expresion de la kinasa inhibidora de la division celular p27Kip1. En
modelos experimentales de lesion vascular mecanica inducida por la insuflacion del

balén de un catéter se produce una lesion en el vaso similar a la producida en el rechazo
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cronico. Estos dos farmacos, SRL y EVE previenen la aparicion de esta lesion como

demostré el grupo de Morris en el afio 2000 en un modelo de primates (96).

Es conocido el papel del TGF- en el desarrollo de la nefropatia cronica del
injerto. E1 CD40 es un miembro de la familia de receptores del TNF y se sobreexpresa
en los tabulos renales de pacientes con NCT. Esta molécula de superficie interactia con
su ligando en las células T activadas e induce mediadores proinflamatorios y
profibroticos, como PAI-1 y MCP-1, a través de la via Akt, la cual a su vez es
bloqueada por los inhibidores del mTOR. La adicion de SRL en un cultivo de células
tubulares inhibe el eje mTOR-Akt y por tanto la expresion de los genes PAI-1 y MPC-1.
Estos datos avalan que la activacion de Akt por la via del CD40 favorece la expresion
de factores profibroticos y sugiere que el SRL por medio del bloqueo de esta via puede
prevenir la fibrosis y por tanto la nefropatia cronica del injerto (97). Sin embargo, es
necesario destacar también que estos efectos antiproliferativos son causa de algunos de
los efectos adversos producidos por estos farmacos, como es el retraso en la
cicatrizacion de las heridas, el desarrollo de linfoceles o el retraso en la recuperacion de
la necrosis tubular aguda postrasplante. Este efecto es también la base para la utilizacion
de stents recubiertos de rapamicina que evita la proliferacion neointimal en la zona de
implantacion de un stent intravascular, reduciendo, por tanto, el riesgo de reestenosis

(98;99).

Otro efecto de gran importancia es el efecto antitumoral de estos farmacos que
se ha atribuido a diferentes efectos moleculares. Uno de estos efectos es la E-cadherina
que esta disminuida en aquellos tumores que se hacen invasivos y se ha demostrado que

la E-Cadherina se sobreexpresa en presencia de SRL (100). Un segundo efecto,
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reconocido a nivel experimental en el afio 2002 es la inhibicion por parte del SRL de la
produccion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF, Vascular
Endothelial Growth Factor), de vital importancia en la neoangiogénesis imprescindible
para el crecimiento y la diseminaciéon tumoral (101). Este efecto se ha demostrado
también en algunos tumores en humanos (102). Se ha demostrado en humanos, en
diferentes ensayos clinicos que el uso de SRL como inmunosupresion primaria en
sustitucion de ACN se asocia con una reduccion significativa del riesgo de desarrollar

neoplasias, tanto cutaneas como de 6rganos solidos (103).

Sin embargo, a pesar de los efectos beneficiosos que pueden aportar los
farmacos de este grupo terapéutico en los pacientes trasplantados renales, su uso no ha
crecido todo lo esperado desde su comercializacion debido a su perfil de toxicidad que
hace que en manos expertas la tasa de retirada del farmaco sea de aproximadamente el
20% durante el primer afio (pero especialmente durante los primeros 3 meses). En este
sentido, la proteinuria se ha convertido en uno de los principales efectos adversos y uno
de los motivos de retirada del firmaco en un porcentaje significativo de pacientes. No se
conocen bien los mecanismos por los que se produce este efecto adverso, aunque se han
implicado varios, desde la toxicidad directa del farmaco sobre los podocitos hasta los
cambios en la hemodindmica glomerular derivados de la retirada de anticalcineurinicos

cuando se realiza una conversion.

1.5.3. Desarrollo clinico del Sirolimus en trasplante renal:
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En los estudios preclinicos el SRL demostrd una eficacia similar a la CsA en el
mantenimiento de injertos renales y cardiacos, pero sin mostrar nefrotoxicidad (104-
109) y cuando se afiadi6 SRL a CsA en los estudios de fase I se demostré una
reduccion significativa en las tasas de rechazo agudo en comparacion con un grupo
control de CsA y esteroides, sin observar efectos deletéreos sobre la funcion renal ni
aumento en la incidencia de neurotoxicidad o hipertension arterial (110),
identificandose como principales efectos adversos la hiperlipidemia y la trombo y

leucopenia.

Los estudios en la fase II exploraron la utilizacion de SRL en combinacion con
CsA y también como inmunosupresor primario en sustitucion de la misma. La
utilizacion en combinacion demostrd una reduccion significativa de las tasas de rechazo
agudo incluso cuando se utilizaron dosis bajas de ciclosporina (111) aduciéndose un
efecto sinérgico de la combinacion derivado de los diferentes mecanismos de accion de
ambos farmacos. Asimismo cuando se utilizd como inmunosupresor primario se
demostrd una potencia inmunosupresora similar a la CsA expresada en unas tasas de
rechazo agudo comparables (112). Sin embargo, un segundo ensayo de comparacion
con ciclosporina en el que se incluyd micofenolato mofetil en ambas ramas no
consiguid demostrar resultados equivalentes (113), teniendo la combinacion de CsA y

MMF una mayor potencia inmunosupresora.

En el afio 2000 y 2001 se publican los primeros ensayos de fase III en
combinacion con CsA, con casi 1300 pacientes, explorando diferentes dosis fijas de
SRL, en los que se vuelve a demostrar la elevada potencia inmunosupresora de esta

combinacion pero se pone de manifiesto por primera vez el efecto del SRL potenciando
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la nefrotoxicidad de la CsA, secundario a la interaccion farmacocinética entre ambos
que eleva los niveles de esta y hace que los pacientes que reciben dosis mas altas de

SRL (5 mg al dia) tengan peor funcion renal (114;115).

Con los resultados de estos ensayos de fase Il y fase III se llega a la conclusion
de que tras una fase inicial de administracion de CsA (en los primeros meses del
trasplante), para prevenir de forma 6ptima el rechazo agudo, la suspension de la misma
para evitar sus efectos nefrotoxicos puede ser la mejor estrategia, manteniendo una
inmunosupresion basada en SRL. Con esta hipotesis se disefia el ensayo 310 (RMR,
Rapamune Maintenance Regimen) que aporta resultados muy interesantes a lo largo de
sus 5 aflos de seguimiento. Este ensayo demuestra que la retirada precoz de la CsA
manteniendo el SRL a los 3 meses del trasplante se sigue de un cierto riesgo de rechazo
agudo (aproximadamente un 6%), pero a pesar de ello la funciéon renal es
significativamente mejor en el grupo de SRL ya al afio del trasplante (9 meses tras la
randomizacion), asi como la tension arterial (116), diferencia que se mantiene (e incluso

aumenta) a los dos afios del trasplante (117).

Sin embargo, los excelentes resultados de este ensayo no se confirman en
ensayos de conversion realizados posteriormente, especialmente el ensayo 316
(CONVERT), en el que se convierte de un régimen basado en ICN a SRL a pacientes en
fase estable (3 afios postrasplante de media), observandose un aumento de la proteinuria
en un numero significativo de pacientes y un beneficio muy moderado en cuanto a la
funcioén renal, limitado a aquellos pacientes sin o con minima proteinuria en el momento
de la conversion (118). Estos resultados hacen pensar que la presencia de dafio cronico

en el injerto (sea del origen que sea) puede limitar los beneficios del uso de un régimen
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libre de ICN por lo que el uso precoz de estrategias de este tipo es probablemente lo

mas adecuado, aunque no se ha demostrado aun definitivamente.

1.5.4. Los mTORI v el riesgo vascular:

El efecto global que tienen los farmacos mTORi sobre el riesgo cardiovascular
no ha sido completamente aclarado aun. Se conoce con bastante detalle cual es el efecto
de estos farmacos sobre los principales factores de riesgo vascular, pero no se ha
definido aun cual es la repercusion final que tienen estos factores hasta el punto de que

no hay consenso aun sobre si aumentan el riesgo o lo disminuyen.

Los estudios que comparan la tension arterial en pacientes que reciben SRL con
aquellos que reciben ICN muestran una clara mejoria en el control tensional, tanto
cuando se usa en fases precoces del trasplante como en conversiones mas tardias,
reduciéndose, en general, el nimero de farmacos hipotensores que precisan para el

control (116).

La hiperlipidemia fue uno de los efectos adversos definidos mas precozmente y
estd universalmente aceptado, observandose una elevacion tanto de las cifras de
colesterol como de triglicéridos, con un pico maximo durante los primeros meses de
tratamiento y una reduccion progresiva posteriormente, aunque en general
manteniéndose por encima de las cifras basales, previas a la introduccion del mTORi
(119), sin embargo no esta claro que este efecto suponga una mayor incidencia de

eventos cardiovasculares, aunque no hay estudios disefiados para valorar este efecto y
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las series descriptivas que hay tienen un seguimiento no demasiado largo. Existen
incluso evidencias experimentales de que el SRL puede proteger a nivel vascular del
desarrollo de arteriosclerosis como consecuencia de la dislipidemia, probablemente en

relacion con su efecto antiproliferativo (120).

Con respecto a la funcion renal y la proteinuria como vimos anteriormente, dos
factores de riesgo especificos de este grupo de pacientes, la mejoria de la funcion renal
reportada en algunos ensayos tras la suspension del ICN en presencia de SRL se podria
considerar un efecto protector del riesgo vascular, pero sin embargo, la proteinuria, un
efecto adverso reconocido en algunos pacientes tras el uso de SRL (como veremos mas

adelante) podria incrementar el riesgo vascular (121).

En conjunto, la mejoria del perfil tensional y de la funcién renal junto con el
efecto antiproliferativo intrinseco de los mTOR podria inclinar la balanza hacia una
reduccion en el riesgo vascular siempre que las cifras de lipidos y la proteinuria
estuvieran aceptablemente controladas, aunque esto requiere estudios especificos antes

de que pueda ser afirmado.
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2. JUSTIFICACION GENERICA DEL TEMA

PUBLICACIONES DE LA TESIS DOCTORAL (3 publicaciones)

Indice de impacto global: 11,2

1. Ruiz JC, Campistol JM, Grinyo JM, Mota A, Prats D, Gutierrez JA, et al. Early
cyclosporine a withdrawal in kidney-transplant recipients receiving sirolimus
prevents progression of chronic pathologic allograft lesions. Transplantation
2004 Nov 15;78(9):1312-8 (Indice de impacto: 3,816)

En este trabajo se hizo una valoracion retrospectiva de las biopsias renales realizadas en
el momento del trasplante y un afio después en todos los pacientes incluidos en un
ensayo clinico multicéntrico en Espafia y Portugal (ensayo 310) para comparar el
efecto histologico de la retirada programada de la ciclosporina a los 3 meses del
trasplante en presencia de sirolimus con el mantenimiento de la misma es un
régimen de ciclosporina y sirolimus usados desde el momento del trasplante. La
valoracion de las lesiones cronicas por un tnico patodlogo (ciego para el tipo de
tratamiento y para el momento de la biopsia) demostré un beneficio significativo
en cuanto al riesgo de desarrollar nefropatia cronica del trasplante al afio en el
grupo de pacientes con sirolimus al que se le habia retirado la ciclosporina a los 3
meses del trasplante. Estos hallazgos sugieren un beneficio que posiblemente a

largo plazo se pueda traducir en una mejoria en la supervivencia del injerto.
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2. Segundo DS, Ruiz JC, Izquierdo M, Fernandez-Fresnedo G, Gomez-Alamillo C,
Merino R, et al. Calcineurin inhibitors, but not rapamycin, reduce percentages
of CD4'CD25'FOXP3" regulatory T cells in renal transplant recipients.
Transplantation 2006 Aug 27;82(4):550-7 (indice de impacto: 3,816 )

Este trabajo se centra en el estudio de las células T-reguladoras (CD4'/CD25") en
pacientes receptores de un trasplante renal con diferentes protocolos de
inmunosupresion. Esta subpoblacion de los linfocitos T se relaciona con el
desarrollo de tolerancia y por tanto parece tener una gran importancia en el
prondstico del injerto a largo plazo. Se selecciond una poblacion de 64 pacientes
trasplantados renales en fase estable dividiéndola en 2 grupos de tratamiento, uno
con anticalcineurinicos y otro con rapamicina (tanto pacientes que la recibieron
desde el principio del trasplante como pacientes que fueron convertidos a
posteriori) y se midieron los niveles de células Treg por citometria de flujo,
demostrando unos niveles significativamente superiores en aquellos pacientes que
recibian rapamicina, independientemente de que previamente hubieran recibido
anticalcineurinicos o no. Este hallazgo sugiere un efecto beneficioso desde el
punto de vista inmunologico de los farmacos del grupo mTOR sobre los

anticalcineurinicos.
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3. Ruiz JC, Campistol JM, Sanchez-Fructuoso A, Rivera C, Oliver J, Ramos D, et al.
Increase of proteinuria after conversion from calcineurin inhibitor to
sirolimus-based treatment in kidney transplant patients with chronic
allograft dysfunction. Nephrol Dial Transplant 2006 Nov;21(11):3252-7 (Indice
de impacto: 3,568)

Este trabajo analiza la evolucion de la proteinuria tras la conversion a sirolimus en un
grupo de 149 receptores de trasplante renal convertidos en 5 centros de trasplante
de Espafia, demostrando el aumento significativo de la misma asi como un
deterioro progresivo de la funcion renal en aquellos pacientes convertidos con una
proteinuria basal importante (de rango nefroético), lo que sugiere que no todos los
pacientes se benefician igualmente de este tipo de farmacos y probablemente
refleje la importancia de establecer estrategias de prevencion del dafio del injerto

de forma precoz, mas que de tratamiento del dafio cronico ya establecido.
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OTRAS PUBLICACIONES DEL DOCTORANDO RELACIONADAS CON EL
TRABAJO PRESENTADO

1. Ruiz JC, Campistol JM, Mota A, Prats D, Gutierrez A, Castro A, et al. Early cyclosporine a withdrawal
in kidney transplant recipients under a sirolimus-based immunosuppressive regimen:
pathological study of graft biopsies at 1-year posttransplant. Transplant Proc 2002 Feb;34(1):92-
3.

2. Oberbauer R, Kreis H, Johnson RW, Mota A, Claesson K, Ruiz JC, et al. Long-term improvement in
renal function with sirolimus after early cyclosporine withdrawal in renal transplant recipients:
2-year results of the Rapamune Maintenance Regimen Study. Transplantation 2003 Jul
27;76(2):364-70.

3. Franco A, Hernandez D, Capdevilla L, Errasti P, Gonzalez M, Ruiz JC, et al. De novo hemolytic-
uremic syndrome/thrombotic microangiopathy in renal transplant patients receiving calcineurin
inhibitors: role of sirolimus. Transplant Proc 2003 Aug;35(5):1764-6.

4. Ruiz JC, Campistol JM, Mota A, Prats D, Gutierrez JA, Castro A, et al. Early elimination of
cyclosporine in kidney transplant recipients receiving sirolimus prevents progression of chronic
pathologic allograft lesions. Transplant Proc 2003 Aug;35(5):1669-70.

5. Ruiz JC, Diekmann F, Campistol JM, Sanchez-Fructuoso A, Rivera C, Oliver J, et al. Evolution of
proteinuria after conversion from calcineurin inhibitors (CNI) to sirolimus (SRL) in renal
transplant patients: a multicenter study. Transplant Proc 2005 Nov;37(9):3833-5.

6. Palomar R, Mayorga M, Ruiz JC, Cuevas J, Rodrigo E, Cotorruelo JG, et al. Markers of fibrosis in
early biopsies of renal transplants. Transplant Proc 2005 Apr;37(3):1468-70.

6. Ruiz JC, Sanchez-Fructuoso A, Rodrigo E, Conesa J, Cotorruelo JG, Gomez-Alamillo C, et al.
Conversion to everolimus in kidney transplant recipients: a safe and simple procedure.
Transplant Proc 2006 Oct;38(8):2424-6.

7. San SD, Ruiz JC, Fernandez-Fresnedo G, Izquierdo M, Gomez-Alamillo C, Cacho E, et al. Calcineurin
inhibitors affect circulating regulatory T cells in stable renal transplant recipients. Transplant
Proc 2006 Oct;38(8):2391-3.

8. Rodrigo E, Fernandez-Fresnedo G, Valero R, Ruiz JC, Pinera C, Palomar R, et al. New-onset diabetes
after kidney transplantation: risk factors. J Am Soc Nephrol 2006 Dec;17(12 Suppl 3):S291-
S295.

9. Ramos-Barron A, Pinera-Haces C, Gomez-Alamillo C, Santiuste-Torcida I, Ruiz JC, Buelta-Carrillo L,
et al. Prevention of murine lupus disease in (NZBxNZW)F1 mice by sirolimus treatment. Lupus
2007;16(10):775-81.

10. Ruiz JC, Sanchez A, Rengel M, Beneyto I, Plaza JJ, Zarraga S, et al. Use of the new proliferation
signal inhibitor everolimus in renal transplant patients in Spain: preliminary results of the
EVERODATA registry. Transplant Proc 2007 Sep;39(7):2157-9.

11. Ruiz JC, Campistol JM, Sanchez-Fructuoso A, Mota A, Grinyo JM, Paul J, et al. Early sirolimus use
with cyclosporine elimination does not induce progressive proteinuria. Transplant Proc 2007
Sep;39(7):2151-2.

12. Sanchez-Velasco P, Rodrigo E, Valero R, Ruiz JC, Fernandez-Fresnedo G, Lopez-Hoyos M, et al.

Intracellular ATP concentrations of CD4 cells in kidney transplant patients with and without
infection. Clin Transplant 2008 Jan;22(1):55-60.
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13. Campistol JM, Cockwell P, Diekmann F, Donati D, Guirado L, Herlenius G, et al. Practical
recommendations for the early use of m-TOR inhibitors (sirolimus) in renal transplantation.
Transpl Int 2009 Apr 6.

14. Segundo DS, Fernandez-Fresnedo G, Ruiz JC, Rodrigo E, Benito MJ, Arias M, et al. Two-year

follow-up of a prospective study of circulating regulatory T cells in renal transplant patients.
Clin Transplant 2009 Sep 11.

15. Pinto JR, Arellano Torres EM, Franco A, Morales JM, Ruiz JC, Diekmann F, et al. Sirolimus

monotherapy as maintenance immunosuppression: a multicenter experience. Transpl Int 2009
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3. HIPOTESIS

El problema de la supervivencia a largo plazo del trasplante renal aun no ha sido
resuelto, dado que aunque el rechazo agudo se ha conseguido controlar de forma
adecuada en los ultimos afios utilizando potentes inmunosupresores las pérdidas
progresivas de injertos a lo largo de los afios siguen produciéndose a un ritmo similar al
de hace dos décadas y esto hace pensar que los inmunosupresores actuales considerados
“idéneos” desde el punto de vista inmunoldgico (los anticalcineurinicos), no lo sean

tanto desde otros puntos de vista.

En este sentido la nefrotoxicidad de los anticalcineurinicos a largo plazo, asi
como su efecto negativo sobre el desarrollo de tolerancia inmunoldgica y sobre el perfil
de riesgo cardiovascular y el desarrollo de neoplasias parecen tener un papel
fundamental en esta pérdida progresiva de injertos lo que hace que haya que buscar

otras alternativas terapéuticas que mejoren esta perspectiva.

Los farmacos inhibidores del mTOR, rapamicina y everolimus, tienen una serie
de ventajas tedricas en este sentido como es la ausencia de nefrotoxicidad y un perfil de
toxicidad diferente con menor efecto sobre los factores de riesgo cardiovascular y sobre
los factores predisponentes al desarrollo de neoplasias. Ademas por la via metabolica en
la que intervienen tienen un efecto antiproliferativo y antifibrotico que podria anadir un
beneficio para evitar el dafio cronico del injerto y el desarrollo de dafio vascular
sistémico, aunque esto aun no ha sido claramente demostrado. Finalmente algunos

trabajos apuntan al efecto positivo de estos farmacos sobre la induccién de tolerancia
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inmunologica, un factor que podria tener también un efecto significativo sobre la

supervivencia a largo plazo del injerto.

Por tanto, la hipotesis de esta tesis doctoral es que la utilizacion de farmacos del
grupo mTOR conduciria a un menor dafio cronico del injerto a consecuencia de los
efectos anteriormente descritos y a una mejoria en los factores de riesgo de mortalidad
del paciente a largo plazo, que se traducirian en una mejor supervivencia del injerto a

largo plazo.
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4. OBJETIVOS

1. Evaluar la progresion de las lesiones de cronicidad en la biopsia del injerto renal
durante el primer afio del trasplante comparando un grupo de pacientes que
recibe ciclosporina y Sirolimus durante todo el tiempo con otro en el que se

suspende la ciclosporina a los 3 meses del trasplante, manteniendo el Sirolimus.

2. Comparar la incidencia de nuevos casos de nefropatia cronica del trasplante de
acuerdo a la clasificacion de Banft’97 durante el primer afio postrasplante entre

los grupos de tratamiento descritos en el objetivo 1.

3. Evaluar si las diferencias en el dafio cronico del trasplante definidas en los
objetivos 1 y 2 se traducen en diferencias en la funcion renal al afio del

trasplante entre las dos series de tratamiento.

4. Evaluar si el tipo de inmunosupresion influye en los niveles de células T

reguladoras (CD4"/CD25") en pacientes trasplantados renales en fase estable.

5. Evaluar si el tipo de inmunosupresion utilizado influye sobre la funcionalidad de
las células T reguladoras (CD4'/CD25) en un modelo de cultivo mixto
linfocitario con células del donante en pacientes trasplantados renales en fase

estable.

6. Valorar los efectos que la introduccion de un inhibidor de mTOR tiene sobre la

aparicion o incremento de la proteinuria en receptores de un trasplante renal en

52 de 83



Objetivos

fase estable y los efectos que esto pueda tener sobre la funcidon renal a medio

plazo.

7. Valorar los efectos del desarrollo de proteinuria tras la conversion a sirolimus

sobre la evolucion de la funcidn renal.

8. Definir que tipo de pacientes se pueden beneficiar mas claramente del uso de

farmacos del grupo mTOR.
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5. RESULTADOS

1. Efectos del sirolimus sobre el desarrollo de lesiones histoldgicas crénicas en

el injerto:

El analisis de las 2 biopsias de cada paciente (basal y al afio), valoradas de
acuerdo con la clasificacion de Banff demostrd una menor progresion de las lesiones en
el grupo en el que se suspendio la CsA a los 3 meses, manteniendo el SRL (grupo B)que
fue estadisticamente significativa para las lesiones intersticiales y tubulares cronicas,
que son precisamente las que definen la NCT (70% en el grupo A vs. 40,9% en el grupo
B para la ci y 70% vs. 47,8%, respectivamente para la ct; p<0,05 en ambos casos).
Cuando se agruparon las lesiones formando un score de cronicidad (ci+ct+cv+cg) esta
diferencia se mantuvo e incluso fue mas evidente (76,5% vs. 31,3% respectivamente;
p<0,01). En cuanto a las lesiones agudas practicamente estaban ausentes en ambos
grupos (no se encontr6 ningun caso de rechazo subclinico) y no se observaron

diferencias entre los grupos (figura 3).
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Figura 3: Porcentaje de pacientes con progresion de las lesiones cronicas de Banff y del score de
cronicidad de Banff (cg+citct+cv) desde el momento del trasplante al primer afo postrasplante. *p<0,05
entre grupos. ¢g: dafio glomerular crénico, ci: fibrosis intersticial, ct: atrofia tubular, cv: engrosamiento
intimal vascular.

Adicionalmente se analizé la incidencia de nuevos casos de NCT al afio del
trasplante en ambos grupos de tratamiento, considerando como tal a aquellos casos que
no cumplian los criterios para tal diagnostico en el momento del trasplante (biopsia
basal) y que si lo cumplian al afio del trasplante. En este caso se demostré también una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos de forma que en el grupo A
un 65% habian desarrollado NCT de novo al afio del trasplante, mientras que en el
grupo B (SRL sin CsA) tnicamente el 31,8% cumplian este diagnostico (p<0,05). No
solo el diagnostico de CAN fue mas frecuente en los pacientes que mantenian la CsA
sino que su severidad también fue mayor, aunque en este caso sin alcanzar significacion

estadistica (figura 4).
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Figura 4: Distribucion de pacientes diagnosticados de NCT al afio del trasplante de acuerdo a su
severidad. La NCT severa fue mas frecuente en el grupo A que mantenia la CsA, aunque la diferencia no
fue estadisticamente significativa.

Por 1ltimo el analisis de la funciéon renal también mostré diferencias
significativas entre ambos grupos probablemente como consecuencia de las diferencias
en las lesiones histologicas descritas, de forma que la creatinina al afio fue de 166,2

um/L en el grupo A y de 130,8 um/L en el grupo B (p<0,05).

2. Efectos del sirolimus sobre la subpoblacién de células T reguladoras en el

receptor de un trasplante renal:

El analisis por citometria de flujo de las muestras de sangre de pacientes tratados

con rapamicina y con inhibidores de la calcineurina demostr6 una diferencia

estadisticamente significativa en el porcentaje de células CD4"/CD25" y de células
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CD4"/CD25"" que era menor en los pacientes tratados con ICN que en los tratados con
SRL en el momento del estudio (independientemente de que hubieran recibido ICN
previamente o no). Los niveles observados en los pacientes tratados con SRL eran
similares a los observados en voluntarios sanos y en pacientes con IRC Terminal no

trasplantados.

Se demostré asimismo que estas células CD4'/CD25"" eran células T
reguladoras por la presencia de FOXP3. Todas las células CD4"/CD25"" ninguna de
las CD4"/CD25y solo un 20% de las CD4"/CD25"" de los pacientes de ambos grupos
de tratamiento mostraron expresion de FOXP3 y no se observaron diferencias
cuantitativas en la expresion de FOXP3 (medida por la intensidad media de

fluorescencia) entre ambos grupos.

Cuando se analizo6 la frecuencia de estas células en los pacientes del grupo de
SRL en funcion de si habian recibido ICN previamente o no, no se encontraron
diferencias, por lo que en principio la administracion previa de ICN no parece tener

influencia en este aspecto (figura 5).
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Figura 5: Cuantificacion de células T reguladoras en sangre periférica de pacientes trasplantados renales.
HS: voluntarios sanos, ESRD: pacientes con IRC Terminal no trasplantados, CNI: pacientes en

tratamiento con anticalcineurinicos, RAPA: pacientes en tratamiento con rapamicina.

Finalmente se analizo el efecto que estas células podrian tener sobre la respuesta

inmune por medio de cultivo mixto linfocitario, incubando células efectoras

(CD4"/CD25") con linfocitos del donante irradiados. La adicién de las células T

CD4"/CD25"E" al cultivo produjo una reduccion de la respuesta inmune medida por la

proliferacion de las células CD4/CD25 (que se redujo entre un 25 y un 44%).

3. Efectos del sirolimus sobre el desarrollo de proteinuria en el paciente

trasplantado renal:
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En la serie de 149 pacientes analizados (trasplantados renales en fase estable y
convertidos a SRL) se observd que en un 31% de los casos la proteinuria no se modifico
o bien se redujo en los meses siguientes a la conversion con respecto a las cifras previas
a la conversion, mientras que en 103 pacientes (69%) se observd un incremento de la
proteinuria, de los cuales en 64 pacientes este aumento fue mayor del 100%. El niimero
de pacientes con proteinuria de rango nefrotico paso6 de 6 antes de la conversion al9. El
nivel medio de proteinuria fue de 864 mg/d (0-12125) en el momento de la conversion y

de 1541 mg/d (0-10976) a los 6 meses (p<0,001) (figura 6).
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Figura 6: Evolucion de la proteinuria antes y durante los 6 meses siguientes a la conversion a SRL.

Los pacientes fueron clasificados de acuerdo con la proteinuria basal en tres
grupos: I (menor de 300 mg/d), II (entre 301 y 3500 mg/d) y IIT (mayor de 3500 mg/d)
correspondiendo al 43%, 53% y 4% de los pacientes respectivamente. Se aprecié un
aumento significativo de la proteinuria en los tres grupos de pacientes aunque fue mas
intenso en los del grupo II (proteinuria moderada preconversion), donde pasé de 1041 a

1995 mg/d (figura 7).
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Figura 7: (A) Proteinuria de 24 horas pre y postconversion en el grupo completo de 149 pacientes;
p<0,001. (B-D) Evolucion en cada uno de los subgrupos definidos de acuerdo con la proteinuria basal (B:
grupo I, p<0,001; C: grupo II, p<0,001; D: grupo III, pNS).

Secundariamente se clasifico a los pacientes en dos grupos de acuerdo al
aumento absoluto de la proteinuria en mas de 500 mg/d independientemente de la
proteinuria basal. Se observd que en los pacientes con un aumento de la proteinuria
mayor de 500 mg/d eran mas elevadas la proteinuria basal (956£1123 vs. 794+1624;
p=0,014) y la creatinina sérica basal (2,5+0,8 vs. 2,15+0,72; p=0,002) que en el otro
grupo, indicando que los pacientes con mas dafio cronico basal tienen mas riesgo de
incremento de la proteinuria. Pero ademas, lo que es mas importante, en estos pacientes
en los que aument? la proteinuria mas de 500 mg/d la creatinina al final del seguimiento
era significativamente mas elevada (2,8+1,0 vs. 2,1+1,2; p<0,001), lo que

probablemente refleja el efecto perjudicial de este fenomeno sobre la funcion renal.
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Por otro lado se observd una relacion estadisticamente significativa entre no
tener proteinuria antes de la conversion y no presentar un incremento de la proteinuria

mayor de 500 mg/d a los 6 meses (p=0,038).

No se encontr6 ninguna correlacion entre dosis y/o niveles de SRL y el riesgo de

desarrollar proteinuria.
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6. DISCUSION

El uso de farmacos que permita evitar con maxima seguridad el rechazo del
organo y al mismo tiempo, carentes de efectos adversos es el objetivo siempre buscado
en el campo del trasplante de 6rganos solidos. Aunque progresivamente nos hemos ido
acercando a este objetivo desde los primeros tiempos del trasplante en los afios 50, aun

queda mucho camino por recorrer.

La aparicion de la ciclosporina a principios de los 80, como primer representante
de los inhibidores de la calcineurina supuso un hito sin igual en este campo y hasta
ahora no ha habido avances de similar magnitud en los aproximadamente 25 afios
transcurridos desde entonces (ni probablemente los habra). Sin embargo, esto no quiere
decir que no se haya avanzado considerablemente en este tiempo, consiguiéndose una
mayor potencia inmunosupresora y en general una menor toxicidad, derivada de los
nuevos farmacos menos toxicos (Tacrolimus entre otros) y de la reduccion en las dosis
de esteroides, o incluso su rapida eliminacion, uno de los farmacos que mayor toxicidad

producia en las primeras décadas del trasplante.

En este sentido, la aparicion en los primeros afios de esta década del SRL como
primer farmaco del nuevo grupo terapéutico de los inhibidores del mTOR despertd unas
expectativas considerables a consecuencia sobre todo de su ausencia de nefrotoxicidad y
de sus efectos afadidos antiproliferativos y antineoplasicos. Por primera vez se
demostré que era factible una inmunosupresion sin anticalcineurinicos con una eficacia
inmunosupresora “suficiente”. Esta tesis doctoral es un reflejo de este interés que se

inicid en 1997 con la participacion del Servicio de Nefrologia del Hospital Universitario
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Valdecilla (y de mi mismo como co-investigador) en uno de los ensayos clinicos
multicéntricos de fase III que sirvieron para el registro posterior del farmaco, el 302
(115) y se ha mantenido vigente durante este tiempo lo que ha supuesto una actividad
investigadora importante que incluye la participacion en 11 ensayos clinicos
multicéntricos (en 4 de ellos como investigador principal) ademés de otros estudios, la
publicacion de 15 articulos en revistas internacionales, ademéas de los 3 que justifican
esta tesis doctoral y la imparticion de mas de 40 charlas en diferentes congresos,

simposios o cursos durante este tiempo.

A lo largo de estos afios se ha avanzado considerablemente en el conocimiento
de los pros y los contras de estos farmacos, se ha ido poco a poco aclarando cual puede

ser su forma 6ptima de uso, aunque aun quedan muchas incognitas por despejar.

El primer trabajo de esta tesis doctoral, basado en el ensayo 310 demostr6 que ya
al afio del trasplante y solo unos meses después de la randomizacion, la eliminacion de
ciclosporina se seguia de una reduccion significativa en los pardmetros de dafio
histologico (nefropatia cronica del trasplante) a consecuencia, probablemente, de la
prevencion de la nefrotoxicidad por la CsA (122). Pero lo mas importante, estos
resultados se siguieron a largo plazo de una mejoria mantenida en la funcion renal y
mas aun, de una mejoria en la supervivencia del injerto ya a los 4 afios del trasplante,
algo muy dificil de demostrar en un ensayo clinico, dado que este parametro
habitualmente necesita seguimientos muy largos para observar diferencias claras

(123;124).
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Es importante destacar la relacion que existe entre los farmacos del grupo
mTORi y la respuesta inmunologica. L.a mayoria de los estudios en los que se realiza
conversion de un anticalcineurinico a un mTORi muestran una tasa significativa de
rechazo agudo, que suele estar entre un 5 y un 10% adicional de rechazos agudos en los
meses siguientes a la conversion con respecto al grupo control de los pacientes que
mantienen el ACN. Esto se observo en el ensayo 310 en el que se basa la primera
publicacion de esta tesis doctoral (116). Esto hace pensar en una teérica menor potencia
inmunosupresora de forma global en comparacion con los ACN, algo que hoy en dia
esta aceptado de forma casi universal. Sin embargo, esta mayor tasa de rechazos agudos
no parece tener una consecuencia significativa sobre la funcion renal del injerto a
medio/largo plazo, e incluso en dicho ensayo se demostré una mejoria progresiva de la
funcion renal con respecto al grupo control, a pesar de esta mayor tasa de rechazo agudo

y resultados similares se han observado en otros trabajos.

Por otro lado, en el segundo trabajo en el que se basa esta tesis demostramos
como el uso de Sirolimus se asocia con una mayor tasa de c¢lulas T reguladoras, algo
que podria tener un efecto beneficioso sobre la respuesta aloinmune a largo plazo
(dependiente del aloreconocimiento indirecto) sobre el injerto, favoreciendo la
acomodacion inmunoldgica y justificar, al menos en parte, el que la evolucion a largo
plazo sea favorable, a pesar de la mayor tasa de rechazo agudo en las fases iniciales. De
todas formas, hay que tener en cuenta que este estudio se baso en un corte transversal de
una serie de pacientes en los que se analizé el porcentaje de células T reguladoras en un
momento dado (en fase estable del trasplante) y esto se correlacion6 con la
inmunosupresion que el paciente recibia en ese momento. En este sentido, nuestro

grupo ha publicado recientemente un segundo estudio, esta vez prospectivo en el que se
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analiza la evolucion de las células T reguladoras durante los 2 primeros afos del
trasplante en una serie de 33 pacientes tratados con Tacrolimus, observando un nivel
minimo de Tregs a los 6 meses del trasplante, con una progresiva recuperacion durante
los meses siguientes hasta los 2 afios (125). Queda, por tanto, por definir mejor el papel
de las células T reguladoras, qué subpoblacion puede ser mas 1til y qué mecanismos de
expansion pueden ser mas eficaces y seguros y también definir cual es el papel de los
mTOR sobre el desarrollo de tolerancia y por tanto sobre el dafio inmunologico que

pueda sufrir el injerto a largo plazo.

A pesar de los buenos resultados observados en los ensayos iniciales con
Sirolimus, la estrategia inmunosupresora definida en el ensayo 310 de una
inmunosupresion inicial basada en ICN y SRL con retirada precoz del ICN (hacia los 3
meses) no se ha impuesto en la practica clinica de forma mas o menos generalizada y

esto es consecuencia de varios factores que revisaremos a continuacion.

El perfil de toxicidad de los mTORi es completamente diferente al de los ICN y
esto ha hecho que su manejo clinico no haya sido facil. Se han identificado una serie de
problemas o efectos adversos cuando se usan precozmente, como es el retraso en la
cicatrizacion de heridas (126), la aparicion de linfoceles (127;128) o el retraso en la
recuperacion de la necrosis tubular aguda (129;130) que se relacionan directamente con
el efecto antiproliferativo de estos farmacos y que han hecho que en general se
recomiende una introduccion retrasada de los mismos (entre 5 y 7 dias) (131). Ademas
el uso en combinaciéon con los ICN potencia la nefrotoxicidad de estos lo que hace que

se deban plantear estrategias de minimizacion del ICN durante la fase de convivencia de
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ambos farmacos y en cualquier caso, que no haya unanimidad sobre la idoneidad de esta

combinacion.

Por esta cierta dificultad en la combinacion con los ICN se han desarrollado
varios ensayos clinicos explorando la eficacia del SRL como inmunosupresor principal,
sin ICN desde el trasplante (IS libre de ICN), en general asociando induccién con
anticuerpos anti-IL2r, pero los resultados se han considerado mediocres y en general
inferiores a la inmunosupresion estandar hoy en dia con TCR y MMF (132) e incluso
varios ensayos clinicos que incluian una rama de SRL de novo sin ICN fueron
interrumpidos prematuramente (318 y ORION, datos no publicados), por lo que esta
opcién no se considera hoy en dia aceptable. Unicamente algunos ensayos que incluian
induccion con Timoglobulina han mostrado resultados satisfactorios en cuanto al riesgo
de rechazo agudo y evolucion de la funcion renal (133) y es posible que una pauta sin
ICN que incluya Timoglobulina y un mTOR de inicio se utilice de forma creciente en

los proximos afios, si se confirman estos buenos resultados.

Por otro lado varios ensayos clinicos multicéntricos y multiples trabajos
unicéntricos han explorado la utilidad de la conversion a un mTOR en pacientes en fase
estable, en general tras el diagnostico clinico o histologico de disfuncion cronica del
injerto (118;134-137), con el objetivo de frenar una evolucion negativa a consecuencia
de nefrotoxicidad por ICN. Varias series unicéntricas han mostrado una cierta mejoria
de la funcion renal tras la conversion a un mTOR, aunque en general los seguimientos
han sido cortos, habiéndose identificado que la proteinuria basal es un factor predictor
de primer orden de esta evolucion y desde hace unos afios se acepta que la conversion

en pacientes con proteinuria moderada (cuyo limite se ha fijado en torno a los 800 mg/d
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después de la publicacion de los resultados de Diekmann (138)) se acompaia de un

riesgo elevado de mala evolucion de la funcion renal y por tanto se desaconseja.

Es importante destacar los hallazgos de otro trabajo publicado por nuestro grupo
en colaboracion con otros 9 centros de Espafia y Portugal en el que se valord la
evolucion de la proteinuria en los pacientes incluidos en el ensayo 310 en ambos paises.
En estos pacientes, en los que se suspendia la CsA y permanecian con SRL a los 3
meses del trasplante no se aprecid un incremento significativo de la proteinuria
comparado con el grupo control. En cambio, cuando se suspendi6 la CsA en el grupo
control mas alla de los 4 afios del trasplante se aprecido un comportamiento diferente,
con un importante aumento de la misma, reflejando probablemente una situacion basal
diferente, con mayor dafio cronico de base en este segundo grupo y mayor riesgo de
proteinuria cuando se hacen cambios en fases tardias y no asi en fases iniciales del

trasplante, donde aun las estructuras renales tienen poco dafio (139).

Los resultados del ensayo de conversion a gran escala, el estudio CONVERT
que incluydé mas de 800 pacientes randomizados para conversion a SRL o
mantenimiento del ICN mostr6 unos beneficios muy limitados en términos de mejoria
de la funcién renal, demostrando un incremento de la proteinuria en un grupo
significativo de pacientes (118) y confirmando los hallazgos del tercer trabajo incluido
en esta tesis doctoral y publicado casi 3 afios antes (121). Ademas en este ensayo, en el
que la inclusion de pacientes fue estratificada en base a la funcion renal basal
(aclaramiento de creatinina mayor o menor de 40 mL/min) fue preciso detener
prematuramente el reclutamiento de pacientes en el estrato de peor funcion renal porque

se demostré una mala evolucion y también se acepta hoy en dia que los pacientes con
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mala funcién renal tienen menos probabilidades de mejoria de la misma tras la
conversion, aunque este limite de 40 mL/min no estd universalmente aceptado y hay

series que muestran mejoria en pacientes con peor funcion renal.

En conjunto la conversion a un mTOR en un paciente en fase estable, con
deterioro progresivo de la funciéon renal por NCT o con funcion renal deteriorada pero
estable no ha conseguido demostrar un beneficio claro en términos globales y esto es
probablemente consecuencia de que una intervencion de este tipo cuando ya hay un
dafio cronico establecido de una cierta severidad no consigue detener la evolucion. En
este sentido es importante tener en cuenta que la valoracion clinica de la funcion renal
utilizando la creatinina sérica es probablemente muy inadecuada dado que es este un
marcador muy grosero, que se mantiene “estable” durante mucho tiempo aunque haya
un dafio subyacente importante y solo se eleva en fases finales, cuando probablemente
hay poco que hacer ya. Por esta razon en los ultimos afios se ha abogado por la
utilizacion de otros métodos mas precisos para valorar el dafio renal, como es la medida
del filtrado glomerular, la utilizacion del indice de resistencia en la exploracion doppler
del injerto (140;141) o incluso la indicacion de biopsias de protocolo (o cuando menos
la indicacion de biopsias ante deterioros leves pero mantenidos de la funcion renal). En
este sentido, la experiencia en el HUMV con mas de 150 pacientes convertidos en fase
estable a un mTORI es de una progresiva anticipacion de forma que los pacientes son
convertidos cada vez de forma mdas temprana y por tanto con mejor funcion renal
(menos deteriorada) y menos proteinuria (por indicar la conversion mas precozmente y

por la exclusion de casos con proteinuria mas importante).
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Sin embargo, parece claro que el objetivo de una intervencion de este tipo, si lo
que se pretende es prolongar la sobrevida del injerto, no deberia de ser el tratamiento de
una entidad ya establecida, como es la NCT, en la que predominan cambios
irreversibles, especialmente la fibrosis y atrofia, sino que deberia de ir dirigido a la
prevencion (primaria, en caso de ausencia completa de lesiones o secundaria, en caso de
demostracion de lesiones incipientes). Desde un punto de vista conceptual, esperar a que
haya deterioro de la funcion renal no parece ser la opcion mas correcta si queremos

maximizar el beneficio.

En esta linea de pensamiento y teniendo en cuenta todas las consideraciones que
hemos hecho previamente la estrategia Optima de utilizacion de estos farmacos deberia
de ser aquella en la que se haga un uso relativamente temprano de un farmaco de este
tipo, antes de que se establezcan lesiones irreversibles significativas, evitando su uso en
los primeros dias del trasplante (para prevenir las complicaciones relacionadas con la
cirugia y la recuperacion de la funcion renal) y en general, reduciendo el solapamiento

con el ICN al maximo para evitar la potenciacion de la nefrotoxicidad de este.

Esta es la filosofia de un niimero considerable de ensayos clinicos puestos en
marcha en los Ultimos 3-4 afios, tanto con SRL como con EVL, y la mayoria incluyen
un disefio en dos fases, con una fase inicial en la que la inmunosupresion se basa en una
terapia convencional con un ICN, un antiproliferativo (MMF o MPS) y esteroides (con
el objetivo de minimizar el riesgo de rechazo agudo) y una fase de mantenimiento a
partir en un momento determinado, pasada la fase de mayor riesgo de rechazo, en la que
el ICN es sustituido por un mTORi (con el objetivo de minimizar la nefrotoxicidad).

Este momento del cambio es el que no estd aun bien definido, pero se sabe por estudios
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de biopsias de protocolo que aproximadamente a los 3-4 meses del trasplante se pueden
ya observar lesiones de nefropatia cronica (44;48;50) por lo que la mayoria de los
estudios en marcha consideran momentos cercanos a estas fechas como Optimos para
hacer el cambio (entre 6 semanas y 4-6 meses postrasplante). La mayoria de estos
estudios han reportado resultados iniciales hasta ahora, en general con diferencias
significativas en la funcion renal en comparacion con el grupo control de mantenimiento

del ICN, aunque aun no hay publicaciones al respecto (142;143).

Es importante tener en cuenta que practicamente todos los estudios realizados
sobre la utilidad de los mTOR en la prevencion o tratamiento de la NCT se han
realizado en pacientes de riesgo inmunologico normal y por tanto los resultados no son
extrapolables a pacientes de riesgo inmunoldgico elevado, ya sea por factores
pretrasplante (hiperinmunizados o retrasplantes) como por factores postrasplante
(rechazo vascular o humoral). En este sentido, los cambios en la clasificacion de Banff
dirigidos a un mejor reconocimiento del dafio inmune del injerto agudo o cronico
(reconocimiento del rechazo humoral, sobre todo la presencia de depositos de C4d) y la
presencia de anticuerpos postrasplante donante especificos (DSA) deben ser tenidos en
cuenta a la hora de plantearse una intervencion de este tipo y en general se debe
desaconsejar la suspension del ICN en pacientes que muestren una actividad
inmunologica subyacente. Por esta razon se debe de aconsejar siempre la realizacion de
una biopsia renal (determinando la presencia de C4d) y de anticuerpos donante-

especificos antes de una conversion de este tipo, sea precoz o tardia.

En estos casos de actividad inmunologica subyacente demostrada, la

introduccion de un mTOR manteniendo el ICN podria considerarse como una opcion
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con el objetivo de aumentar la inmunosupresion global y aportar los efectos
beneficiosos adicionales del mTORi aunque se necesitan mas estudios para confirmar la
idoneidad de esta estrategia, que como hemos dicho previamente puede incrementar el

riesgo de nefrotoxicidad del ICN.
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7. CONCLUSIONES

1. La suspension de la CsA a los 3 meses del trasplante renal en un régimen de
mantenimiento con SRL se sigue de una disminucién en la progresion de las
lesiones histoldgicas de cronicidad en la biopsia realizada al afio del trasplante

en comparacion con los pacientes en los que se mantiene la misma.

2. La suspension de la CsA a los 3 meses del trasplante renal en un régimen de
mantenimiento con SRL se asocia con una menor incidencia de nuevos casos de
NCT al afio del trasplante en comparacion con los pacientes en los que se

mantiene la misma.

3. Asimismo, esta mejoria histologica observada en estos pacientes se asocia con

una mejor funcion renal al afio del trasplante.

4. Los pacientes que reciben un régimen inmunosupresor basado en SRL tienen
un porcentaje de células T-reguladoras (CD4'/CD25'/FOXP3" vy
CD4*/CD25""/FOXP3") significativamente superior al de los que reciben un
régimen basado en ICN (CsA o TCR) y muy similar al de los individuos sanos.
Esta diferencia es independiente de que los pacientes que reciben SRL

hubieran recibido previamente un ICN o no.
5. La adicion de células T CD4*/CD25""/FOXP3* a un cultivo mixto linfocitario

entre células efectoras (CD4"/CD25) y células del donante (estimuladoras) se

asocia con una reduccion en la proliferacion de las células efectoras.
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6. La conversion de pacientes trasplantados renales en fase de mantenimiento de
un régimen inmunosupresor basado en ICN a uno basado en SRL se asocia con
un aumento de significativo de la proteinuria en méas de 2/3 de los pacientes y
esto es independiente del nivel basal de proteinuria, aunque la elevacion es mas

importante en aquellos pacientes con una proteinuria basal mayor de 300 mg/d.

7. Los pacientes en los que la proteinuria se incrementa significativamente tras la

conversién a SRL tienen una peor evolucion de la funcién renal.

8. Los pacientes con escasa proteinuria en las fases precoces del trasplante son

probablemente los que méas se puedan beneficiar de una conversion a un

mTORI.
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