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1. INTRODUCCION

1.1. TRASPLANTE RENAL EN LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA

1.1.1. REVISION HISTORICA

La insuficiencia renal cronica terminal (IRCT) fue causa de mortalidad hasta
bien avanzada la mitad del pasado siglo ya que no se disponia de ningun tratamiento
para los pacientes que la padecian. En la actualidad es un relevante problema de
salud publica a nivel mundial con una prevalencia estimada entre un 8-16% @),
existiendo una amplia variabilidad de su incidencia y prevalencia entre distintos paises,
manteniéndose relativamente estable en los paises desarrollados durante las dos
Ultimas décadas. La diabetes mellitus es la principal causa de incidencia de IRCT,
siendo la hemodidlisis el tratamiento sustitutivo renal mas comun a nivel mundial
seguido del trasplante renal. La morbimortalidad asociada a la presencia de
enfermedad cardiovascular reduce la calidad de vida y empeora el pronéstico a medio
y largo plazo en los pacientes con IRCT @,

Durante la segunda guerra mundial se pusieron en marcha los primeros
tratamientos de didlisis que permitieron sobrevivir a los pacientes con fracaso renal
agudo en espera de que la funcion del rifidn se recuperara. Posteriormente, durante la
década de los 50 en los Estados Unidos de América y durante la década de los 60 en
nuestro pais, se pusieron en marcha los primeros programas de dialisis crénica para
los pacientes con IRCT. El trasplante renal es el tratamiento de eleccién para los
pacientes con IRCT debido a su asociacibn con una mayor supervivencia, mejor
calidad de vida y menor costo de salud comparado con el tratamiento sustitutivo
mediante dilisis®.

La historia del trasplante renal corre de forma paralela a la de las técnicas de
dialisis. Esta técnica empez6 a desarrollarse a principios del siglo pasado cuando
Alexis Carrel (Premio Nobel de Medicina 1912) describié la técnica de la sutura
vascular, imprescindible para el trasplante de 6rganos sélidos “®), El primer trasplante
se realizd en 1936 por Yu Voronoy en Rusia y fracasé a los pocos dias debido a la
aparicion de rechazo agudo®. Dados los desconocimientos en la inmunobiologia del
rechazo, no fue hasta 1954 que se pudo realizar el primer trasplante renal con éxito.
En 1954, los Dres. John Merrill y Joseph Murray (Premio Nobel de Medicina 1990) del
Peter Bent Brigham Hospital de Boston realizaron el primer trasplante renal entre
gemelos univitelinos . Posteriormente, en 1959 se realizaron tanto en Boston como

en Paris (Hospital Necker) los primeros trasplantes entre hermanos no idénticos. La
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gran barrera para poder aumentar el nimero de trasplantes era la falta de tratamientos
para controlar el rechazo del 6rgano.

Por otra parte, para poder desarrollar los programas de trasplante renal era
necesario disponer de Organos obtenidos de donantes cadaver. En 1959, los
neurofisidlogos Collaret y Goulon describieron el coma “depassé”, conocido
posteriormente como muerte cerebral. Esto permitié que en 1963 se realizara el primer
trasplante utilizando un érgano procedente de un donante en muerte encefalica, lo cual
permitié definir un marco legal para la utilizacion de estos 6rganos. De todas formas,
en nuestro pais, hubo muchos afios de vacio legal, y no fue hasta 1979 que se
promulgo la ley de 27 de octubre 30/1979 sobre la extraccién y trasplante de 6rganos.

Los avances en inmunologia que se produjeron durante la pasada centuria
también contribuyeron al desarrollo de los trasplantes. En 1936, Peter Gorer fue el
primero que describié un complejo de histocompatibilidad en ratones y posteriormente
George Snell (Premio Nobel de Medicina 1980) plante6 que el rechazo de tejidos por
el raton era debido a incompatibilidad en algunos antigenos ®©. Este complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH) fue denominado «H-2» (en honor al antigeno 2 descrito
por Gorer) y es similar al CMH de varias especies. En 1952, Jean Dausset (Premio
Nobel de Medicina 1980) demostr6é que en los glébulos blancos existe un sistema de
histocompatibilidad similar al de los glébulos rojos®. En el afio 1964, se inici6 un
esfuerzo internacional para la caracterizacion del CMH (IHW, International
Histocompatibility Workshop) y se definio el area del cromosoma 6 donde se codifican
los antigenos HLA A, B y C, que por entonces se creia que soélo eran expresados por
los leucocitos (HLA: human leucocytic antigen). En los afios 70, se identificaron los
antigenos HLA de clase Il y luego, con los avances de la biologia molecular, la
investigacion se centrd a nivel de genes mas que en sus productos. Posteriormente, el
Prof. Paul I. Terasaki desarrollé el test de microtoxicidad que permitia caracterizar las
variantes de HLA en los donantes y receptores y describi6é la utilidad de la prueba
cruzada donante/receptor para prevenir la aparicién del rechazo hiperagudo “9. De
hecho, sus contribuciones a la teoria humoral del rechazo del trasplante siguen
vigentes en la actualidad cuando el tratamiento del rechazo mediado por células T se
ha podido reducir gracias a los tratamientos disponibles 9,

Para poder realizar el trasplante con éxito es necesario disponer de
tratamientos para prevenir y tratar el rechazo del injerto. En 1961 se introdujo el
tratamiento con azatioprina, primer inmunosupresor disponible via oral, que permitié
realizar trasplantes con 6rganos obtenidos de donante cadaver *?. Poco tiempo

después, el Dr. Thomas Starzl reportdé una serie de 22 trasplantes renales con
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resultados aceptables utilizando la azatioprina como tratamiento de mantenimiento y
tratando los episodios de rechazo agudo con pulsos de corticoesteroides.
Posteriormente se introdujo el tratamiento con anticuerpos antilinfocitarios 2. La
expansion del trasplante renal se produjo gracias a la introduccion de la ciclosporina
en la década de los 70 y, més recientemente, la introduccion del micofenolato mofetilo
y el tacrolimus durante la década de los 90 han contribuido a mejorar los resultados

del trasplante renal ¢4 @9,

Durante la década de los 70 y 80 se produjo una expansion exponencial de los
programas de trasplante renal en nuestro pais, de tal forma que a dia de hoy Espafa
es el pais que lidera las tasas de donacion y trasplante renal a nivel mundial. En la
actualidad, el trasplante renal forma parte de la practica clinica en muchos hospitales
de nuestro ambito. En Catalufia existen seis programas de trasplante renal de adultos
y dos programas de trasplante renal infantil. La tasa de trasplante renal ha crecido
durante las ultimas décadas y en 2016 super6 los 100 procedimientos p.m.p. adulta.
Esto ha sido factible gracias a la implantacion de un sistema que permite obtener una
tasa de donacion cadaver muy elevado. Durante los Ultimos afios los programas de
donacion en asistolia (especialmente el Maastricht tipo Ill) y los programas de
donacion de vivo han contribuido de forma significativa a aumentar el nimero de

trasplantes (9,
1.1.2. RETOS EN TRASPLANTE RENAL

El trasplante renal es la técnica de tratamiento sustitutivo renal que ofrece una
mejor supervivencia y una mejor calidad de vida. Segun datos del Registre de Malalts
Renals de Catalunya @7, la supervivencia del paciente al afio del trasplante supera el
95% y la del injerto se sitla alrededor del 90%. En los afios siguientes, se produce una
pérdida constante de injertos que oscila alrededor del 4-6% anual, en la mitad de los
casos por fallecimiento del paciente con injerto funcional y en la otra mitad por fracaso
del injerto con retorno a didlisis. Esto significa que a los 10 afios del trasplante, la
mitad de los receptores continian con un trasplante funcional, pero en la mitad de los
casos se ha producido un fracaso del injerto con una supervivencia del paciente del
74% y una supervivencia del injerto con censura de la muerte del 65%. Por lo tanto, a
pesar de que los resultados del trasplante son aceptables, existen todavia unas

limitaciones que se relacionan con:
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1. Cambios clinicos en donantes y receptores

Durante las ultimas décadas se ha producido un aumento progresivo de la
edad de los donantes que en la actualidad alcanza una media de casi 60 afios y en
mas del 25% de los casos excede los 70 afios. Ademas, la donacién por traumatismo
crdneo-encefélico (TCE) se ha reducido y ha aumentado la tasa de donacion por
accidente cerebro-vascular (ACV) y la tasa de donacion en asistolia @®. Este perfil de
donante con mayor comorbilidad (hipertension arterial, diabetes mellitus) presenta
lesiones renales al momento de la donacién (esclerosis glomerular, fibrosis intersticial,
arteriolopatia hialina, engrosamiento fibroso de la intima arterial) que van a limitar la
recuperacion funcional del injerto y su supervivencia a largo plazo @& (9 20),

Los criterios para incluir a un paciente en lista de espera se han extendido, de
tal forma que la edad ha dejado de ser un criterio de exclusién para acceder al
trasplante renal. En la actualidad, la edad media de los receptores es de 54 afios y el
30% de los procedimientos se realizan en pacientes de mas de 65 afios 1. Este
envejecimiento se ha acompafiado de un aumento de la comorbilidad de los
receptores (diabetes, cardiopatia isquémica, vasculopatia periférica,...) que se va a
acompanar de una mayor tasa de complicaciones infecciosas y cardiovasculares y de

un mayor riesgo de desarrollar neoplasias.

2. Inmunosupresion personalizada

Desde principios de este siglo, la mayor parte de unidades de trasplante renal
ha adoptado unas pautas de inmunosupresion que permiten prevenir la aparicion de
rechazo agudo con gran eficacia. Se basan en la combinacion de pautas de induccion
(anticuerpos monoclonales contra la cadena o del receptor de interleucina 2 o sueros
anti-linfocitarios) con una pauta de mantenimiento en la que el uso de un inhibidor de
la calcineurina es pieza fundamental. En la actualidad, tacrolimus es el
inmunosupresor mas utilizado siendo marginal el uso de ciclosporina. Esta pauta de
mantenimiento se combina con inhibidores del metabolismo de las purinas
(micofenolato mofetilo) o con inhibidores de mTOR (mammalian target of rapamycine),
sirolimus y everolimus. Siguen utilizandose los corticoides a dosis bajas y aunque se
han desarrollado diversas estrategias para su eliminacién (pautas cortas de < 14 dias
o eliminacién precoz entre los 3-6 meses), las ventajas de un mantenimiento sin
esteroides respecto a un mantenimiento con esteroides a dosis bajas (<0.1 mg/kg/dia)
sigue siendo tema de debate. Otras opciones terapéuticas que han demostrado
ventajas en ensayos clinicos como el inhibidor de la sefial co-estimuladora Belatacept,

no se hallan disponibles en el mercado espafiol.
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En general, estas pautas de tratamiento se han derivado de ensayos clinicos
realizados en un perfil de donantes/receptores que se alejan de la practica clinica
habitual y se acompafian de efectos deletéreos a corto y largo plazo. Asi, la mortalidad
por causa infecciosa sigue siendo prevalente durante el primer afo (alrededor del 3%)
y a largo plazo las complicaciones neoplasicas y cardiovasculares son muy
frecuentes®. Por lo tanto, necesitamos disponer de marcadores bioldgicos que
contribuyan a definir un perfil de riesgo individual para implantar un tratamiento
personalizado. A pesar de los esfuerzos realizados durante la Ultima década
disponemos de pocas herramientas para monitorizar a nuestros pacientes. La
monitorizacién inmunoldgica mediante la determinacion seriada de la aparicion de
anticuerpos anti-HLA se ha incorporado a la practica clinica ??, pero cuando estos
aparecen no disponemos de tratamientos efectivos para su eliminacién (especialmente
cuando son anticuerpos donante-especificos de clase Il contra locus DQ) y conducen
al fracaso del injerto ®®. La monitorizaciéon histolégica mediante biopsias ha sido un
terreno ampliamente explorado durante los ultimos 30 afios y ha contribuido a
caracterizar la presencia de lesiones subclinicas. Sin embargo, es un procedimiento
invasivo no exento de posibles complicaciones. Ademas, la utilidad de esta
monitorizacion para tomar decisiones terapéuticas sigue siendo todavia tema de
debate.

3. Rechazo mediado por anticuerpos anti-HLA

Con las pautas de inmunosupresion disponibles en la actualidad la incidencia
de rechazo agudo mediado por linfocitos T durante el primer afio post-trasplante se ha
reducido por debajo del 10% y ha emergido como un nuevo reto terapéutico el rechazo
mediado por anticuerpos. Los pacientes que han sufrido eventos sensibilizadores
(trasplantes previos, transfusiones mdltiples, embarazos) presentan anticuerpos anti-
HLA preformados donante-especificos (DSA) o células de memoria (linfocitos B,
células plasméticas de larga vida residentes en la médula 6sea) que pueden
desencadenar un rechazo agudo/cronico mediado por anticuerpos. A pesar de
presentar peores resultados que los pacientes sin anticuerpos preformados y que en
muchos centros se evita el trasplante en estos pacientes (prueba cruzada donante /
receptor virtual negativa), se ha demostrado que los pacientes que reciben un injerto
contra el que presenten DSA tienen una mejor supervivencia del paciente a largo plazo
gue los pacientes que quedan a la espera de un injerto renal compatible @4 25 26) por
otra parte, a lo largo del seguimiento los pacientes desarrollan DSA “de novo” que se

van a asociar con la apariciéon de rechazo crénico activo mediado por anticuerpos y
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conducir al fracaso tardio del injerto. La aparicion de DSA “de novo” se ha relacionado
con la falta de adherencia al tratamiento inmunosupresor y con la pauta de
mantenimiento utilizada tras el trasplante ©” @8, Por lo tanto, sigue siendo tema de
debate la pauta de mantenimiento que se debe utilizar a medio y largo plazo para
prevenir la aparicion de DSA.

En la figura 1 se muestra de forma teodrica la evolucién de la funcion renal del
injerto segun las caracteristicas de los donantes y receptores asi como la influencia de
los distintos eventos que aparecen tras el trasplante renal y conducen a la disfuncion

cronica del injerto renal.

FGR (ml/min)
Lesion I/R
TCMR / ABMR ABMR cronico /f TCMR tardio
80 4 ! ; (no adherencia / minimizacion)
4 i i Otros
70 7 ! :
DCS : :
60
1 50 - e ;
, Hipertrofia compensadora
DCE 401 Rechazo persistente
; ; Infeccion (viral, bacteriana)
i 30 1 ; GN recurrente / de novo
§ ; Uropatia obstructiva
209 Nefrotoxicidad ICN
10 b \ __________________________________________________
0 i i
| | | | | | |
0 0,25 0,5 5 10 15 20 afios

Figura 1. Distintos patrones de evolucién de la funcion renal en los injertos renales con disfuncién
cronica. DCS, donante criterios standard; DCE, donante criterios expandidos; FGR, filtrado glomerular
renal; I/R isquemia reperfusion; TCMR, rechazo agudo celular; ABMR rechazo mediado por anticuerpos;

GN, glomerulonefritis; ICN, inhibidores de la calcineurina. Modificado de Moreso F y Hernandez D.(29
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1.2. MONITORIZACION HISTOLOGICA POST-TRASPLANTE.

La biopsia renal es una herramienta imprescindible en la monitorizacién del
injerto tras el trasplante renal ya que nos permite diagnosticar y establecer un
tratamiento y un prondstico ante los episodios de disfuncién del injerto G G, Durante
los Ultimos 25 afios se ha llevado a cabo un extenso trabajo con el objetivo de
estandarizar la evaluacion histoldgica de las alteraciones del injerto renal. Desde la
primera reunién del grupo de Banff celebrada en 1991 ©? se han mantenido reuniones
con periodicidad bianual y tras cada reunién se ha realizado una publicacion en las
revistas de la especialidad donde se ha revisado de forma constante la clasificacion
con el objetivo de poder incorporar rapidamente las novedades derivadas de los
trabajos de distintos grupos de investigaciéon. En el documento que recogié las
conclusiones de la reunién de 1997 @ se describe la representacion de glomérulos y
arterias que debe contener la muestra (un minimo de 10 glomérulos y 2 arterias para
muestras adecuadas y un minimo de 7 glomérulos y 1 arteria para muestras
marginales) asi como el método de procesamiento de la misma (3 laminillas con H&E,
3 laminillas con PAS o plata y 1 laminilla con tricrdmico). Posteriormente, en la reunién
de 2001, se incorpord la tinciéon con C4d en tejido congelado o parafinado @4y, en la
actualidad, la ultima revision de la clasificacion que se halla disponible es la realizada
en la reunién de 2015 ® como se presenta en la tabla 1 del anexo.

La evaluacién de las lesiones cronicas (fibrosis intersticial, atrofia tubular,
hialinosis arteriolar, engrosamiento intimal arterial) es una tarea compleja ya que estas
lesiones también se asocian al envejecimiento, a la hipertensién arterial o a la
diabetes. Dado que a dia de hoy se estan utilizando injertos renales procedentes de
donantes afiosos (hasta 80-90 afios) y con comorbilidades (hipertensién arterial,
diabetes mellitus) se recomienda disponer de una biopsia pre-implante para poder
realizar una valoracién adecuada de la progresion de las mismas.

Desde finales de la década de los 80 del siglo pasado distintos grupos de
investigacion se han dedicado a estudiar la presencia de lesiones agudas y cronicas
en los injertos renales con funcion estable mediante la realizacion de biopsias con el
objetivo de caracterizar la presencia de lesiones subclinicas (a estas biopsias se las ha
llamado biopsias “de protocolo” o “de seguimiento”) G®. Para monitorizar desde el
punto de vista histoldgico al injerto renal algunos grupos incluyen en el seguimiento de
los pacientes la realizacion de biopsias renales de protocolo con el objetivo de
diagnosticar la presencia de rechazo agudo subclinico (celular y/o humoral) y valorar la
progresion de las lesiones crénicas (glomerulosclerosis, glomerulopatia del trasplante,

fibrosis intersticial/atrofia tubular, hialinosis arteriolar, vasculopatia del injerto).
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Ademas, estas biopsias se han utilizado en diversos ensayos clinicos como variable
de eficacia primaria o secundaria con el objetivo de evaluar los cambios morfol6gicos

en trasplantes renales bajo distintas pautas de inmunosupresion @7 0) (38),

1.2.1. SEGURIDAD DE LA BIOPSIA DE SEGUIMIENTO.

La biopsia renal percutdnea es un procedimiento diagndstico utilizado desde
1944 y una herramienta fundamental para el conocimiento de la patologia renal y
como guia para la toma de decisiones en la practica clinica 9“9, Tradicionalmente,
este procedimiento ha requerido la hospitalizacién del paciente. Sin embargo, durante
las dos ultimas décadas la realizacion de la biopsia con aguja automatica guiada
mediante ecografia ha permitido disminuir las complicaciones graves (fallecimiento y/o
pérdida del injerto) asociadas al procedimiento®? G, Estos cambios han favorecido la
ambulatorizacién de la biopsia de rifién nativo y del aloinjerto renal, convirtiéndola en
un procedimiento seguro en una poblacién seleccionada de pacientes #2 3,

La implementacion de un programa de biopsias ambulatorias mejora la calidad
de vida del paciente minimizando su estancia hospitalaria. Ademas, se asocia a una
disminucién significativa del coste del procedimiento y a una menor lista de espera
para su realizacion ¢4,

La introduccién de la puncion mediante aguja automatica guiada por ecografia
ha convertido la biopsia del aloinjerto, ya sea diagnéstica o de seguimiento, en un
procedimiento seguro “01%) y el indice de complicaciones graves (fallecimiento del
paciente o pérdida del injerto) descrito en distintas series es inferior al 1 % ©9 (42) (46).

En estudios retrospectivos de series de biopsias del injerto renal realizadas en
receptores adultos y pediatricos, se ha evaluado la seguridad del procedimiento
ambulatorio. En una de las revisiones mas amplias con 1670 biopsias, Schwarz et al.
mostraron que la biopsia del injerto realizada como procedimiento ambulatorio es
segura y que no existen diferencias en el indice de complicaciones
independientemente de su indicacion (por causa clinica o de protocolo). Ademas, de
acuerdo con otros autores, con la utilizacion de una aguja calibre 16 G es posible
obtener el mismo perfil de seguridad y una mejor adecuacion de la muestra para su
valoracion histolégica®?. A pesar de no existir homogeneidad entre los distintos
centros sobre los criterios de contraindicacion para su realizacion como procedimiento
ambulatorio y el tiempo de observacion del paciente tras la realizacion de la biopsia
para la monitorizacion de las complicaciones, los resultados obtenidos en distintas

series (tabla 3) sugieren que un periodo ventana de entre 4 y 8 horas post-biopsia bajo
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evaluacion de signos vitales y monitorizacion urinaria, asociado o no a control analitico
y/o ecogréfico, es suficiente para observar una complicacién de sangrado asociada al
procedimiento “3) (41 (48),

El éxito de la implementacion de un programa ambulatorio de un procedimiento
de baja o0 mediana complejidad se fundamenta en la disminucién del tiempo de espera,
asi como en la eficiencia y la seguridad que pueda conseguir. Ademas, produce un
beneficio al paciente, al percibir una mejor calidad de vida y atencién, a los
profesionales, al simplificarles el proceso clinico, y a la institucion, al aumentar la
eficiencia de los procesos y reducir los costes de hospitalizacion. Para ello es
necesaria la coordinacion entre distintas especialidades y un elevado grado de
protocolizacién del proceso clinico aplicable a un grupo de pacientes que rednan
caracteristicas similares de bajo riesgo. Todo esto permite asegurar una estancia

minima de observacion y una baja tasa de hospitalizacién por complicaciones “3(“9),

1.2.2. INFLAMACION SUBCLINICA EN INJERTOS ESTABLES.

Desde principios de la década de los 90 se describi6 la presencia de lesiones
de rechazo agudo celular en las biopsias de protocolo realizadas en injertos con
funcion estable, a esta alteracion se la denominé como rechazo agudo subclinico ©9.
Las caracteristicas inmunoldgicas del receptor tales como el grado de sensibilizacion,
el re-trasplante, el nimero de incompatibilidades HLA o la presencia de episodios
previos de rechazo agudo asi como el tratamiento inmunosupresor se asocian con la
presencia de rechazo agudo subclinico. Estas alteraciones son mas frecuentes
durante los primeros meses post-trasplante y su prevalencia disminuye de forma
progresiva a partir del 6° mes. En cambio, la presencia de lesiones crénicas aumenta
rapidamente durante el primer afio para hacerlo mas lentamente a partir de entonces
1, purante los Ultimos afios, la llegada de nuevas técnicas para determinar la
presencia de anticuerpos anti-HLA (Luminex) ha permitido describir patrones
morfolégicos distintos en pacientes sin anticuerpos anti-HLA donante especificos
(DSA) (bajo riesgo inmunolégico) y en pacientes con anticuerpos anti-HLA donante
especificos (alto riesgo inmunol6gico). Los pacientes con anticuerpos anti-HLA no
donante-especificos parecen comportarse desde el punto de vista de los hallazgos
histolégicos de forma parecida a los pacientes sin anticuerpos anti-HLA, aunque en
estos el riesgo de desarrollar anticuerpos anti-HLA donante-especificos parece ser
mayor. En este punto es importante destacar las diferencias entre el rechazo
subclinico celular (mediado por linfocitos T) y el rechazo subclinico humoral (mediado

por anticuerpos). En el primer caso, observaremos las lesiones caracteristicas del
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rechazo celular (inflamacion intersticial y tubulitis) mientras que en el segundo
predominaran los cambios del rechazo humoral con inflamacién en la microcirculacién
(glomerulitis 'y capilaritis peritubular con/sin depdsitos de la fraccion C4d del
complemento).

1.2.2.1. Incidencia y factores de riesqo.

En los pacientes sin DSA en el momento de la biopsia, la lesion aguda
predominante es la del rechazo celular mediado por células T. Desde el punto de vista
morfoldgico se caracteriza por la presencia de inflamacién intersticial (i) asociada a
distintos grados de tubulitis (t). En 2/3 de los casos se alcanza el diagnéstico de
cambios “borderline” (= i0tl; < i2t2) mientras que en 1/3 de los casos se alcanza el
diagnoéstico de rechazo agudo celular (= i2t2). En cambio, la presencia de rechazo
agudo subclinico con endotelialitis (v = 1) es excepcional ¢2,

En los pacientes con DSA en el momento de la biopsia de protocolo la lesion
predominante es la presencia de inflamaciéon de la microcirculacion (glomerulitis y
capilaritis peritubular) asociada en alrededor del 50% de los casos a depésitos de C4d
en los capilares peritubulares. Las biopsias realizadas al afio del trasplante muestran
la persistencia de inflamacion de la microcirculacién, la aparicion de glomerulopatia del
trasplante y una aceleracion en la progresion de la vasculopatia del injerto ©G0G36G465),
La presencia de depésitos de C4d es variable entre los distintos estudios, 57% en las
157 biopsias realizadas a los 3 y 12 meses en 80 pacientes por parte del grupo de
Paris ©y entre el 20-30% en las 200 biopsias realizadas a 50 pacientes con prueba
cruzada positiva sometidos a tratamiento desensibilizador por el grupo de
Baltimore®®®"), En los pacientes sometidos a tratamiento desensibilizador se ha
mostrado que en las biopsias tomadas tras la reperfusién del injerto, la presencia de
depdsitos de C4d en los capilares peritubulares es el mejor predictor del posterior
desarrollo de rechazo mediado por anticuerpos ©®. A pesar de que la inflamacién de la
microcirculacién presenta una mejor asociacion con la presencia de DSA y el posterior
desarrollo de glomerulopatia del trasplante que los depoésitos de C4d 9, no debe
obviarse que la presencia de C4d como marcador de activacion del complemento se
ha mostrado como una variable altamente especifica de fracaso tardio del injerto en
biopsias por indicacion ®9. El rechazo subclinico se ha asociado tanto a variables del

donante como del receptor como se resume en la tabla 2 del anexo.

Variables del donante

La mayor parte de trabajos disponibles en la literatura se han realizado con

trasplantes procedentes de donante cadaver, por lo cual la informaciéon con trasplante
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renal procedente de donante vivo es menor. Para comparar las diferencias segun el
tipo de donante nos es util una de las primeras descripciones que valoré una serie de
10 trasplantes procedentes de donante vivo HLA-idéntico y 31 trasplantes procedentes
de donante cadaver. En este trabajo se observé que la prevalencia de rechazo
subclinico a los 3 y 12 meses era inferior en los receptores de un injerto de donante
vivo 69, Una de las experiencias mas amplias es la reportada por Choi y cols. ®V que
muestra en una serie de 304 biopsias de protocolo (195 de donante vivo emparentado
y 109 de donante vivo no emparentado) una baja prevalencia de rechazo subclinico,
siendo ésta menor en los receptores de un trasplante procedente de un donante vivo
emparentado que en las de un receptor de un donante vivo no emparentado (10% vs.
19%). Por otra parte, en una serie japonesa con un numero inferior de biopsias (127
casos) no se pudo demostrar una diferencia significativa en la incidencia de rechazo
subclinico entre el donante vivo y el cadavérico®®. Recientemente, el grupo de Oslo ha
confirmado estos datos en una serie con casi 600 pacientes con biopsia de protocolo
en los que ha observado que tanto en las biopsias sin fibrosis como en las biopsias
con fibrosis la proporcién de donantes vivos no es distinta entre las biopsias que no
presentan inflamacién y las que si la presentan (38.4 vs. 41.4% y 23.9 vs. 24.1%) #®

Finalmente, el grupo de Sydney ha reportado una mayor incidencia de rechazo
subclinico en los pacientes trasplantados con un injerto procedente de donante
cadaver fallecido por accidente cerebro-vascular que en los fallecidos por traumatismo
craneo-encefalico ©2.

Hasta la actualidad, no se ha podido relacionar el rechazo subclinico con otros

factores del donante como la edad y el género.

Variables del receptor

Dado que tanto la compatibilidad HLA, el re-trasplante y el grado de
sensibilizacién evaluado mediante el porcentaje de anticuerpos frente al panel (PRA)
se han relacionado con la aparicién de rechazo agudo clinico, distintos grupos han
valorado la asociacién entre estas variables y el rechazo subclinico.

La relaciéon entre compatibilidad HLA y cambios histologicos del injerto debe ser
valorada en series con un numero elevado de pacientes. Uno de los trabajos con una
serie amplia de mas de 300 casos *” muestra una asociacién entre compatibilidad
HLA y rechazo subclinico. Asi, la incidencia de rechazo subclinico pasa del 3% en los
pacientes HLA-DR idénticos al 21% en los pacientes sin ninguna identidad HLA-DR.
En un trabajo reciente, se ha confirmado que por cada incompatibilidad en locus DR se

duplica el riesgo de presentar inflamacién subclinica en la biopsia de protocolo 9,
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Aunque la necrosis tubular aguda se ha relacionado con la aparicion de
rechazo agudo clinico @2, ninguna de las variables clinicas asociadas a la lesi6on de
isquemia-reperfusion (edad del donante, tiempo de isquemia fria, requerimientos de
dialisis post-trasplante) se ha relacionado con la presencia de rechazo subclinico.

Uno de los hallazgos més consistentes en la literatura es la estrecha relacion
entre la presencia de episodios de rechazo clinico y el rechazo subclinico. Los
pacientes que han presentado episodios de rechazo clinico antes de la biopsia tienen
mas riesgo de presentar rechazo subclinico. Ademas, se ha relacionado el hallazgo de
rechazo subclinico con la ulterior aparicion de episodios de rechazo agudo clinico®® .

El grupo de Sydney ha mostrado que la presencia de rechazo subclinico
persistente esta estrechamente ligado a la presencia de rechazo agudo clinico, ya que
aparece en el 38% de los pacientes con rechazo clinico pero tan solo en el 8% de los
pacientes sin rechazo clinico ¢,

Los trabajos del grupo de Paris ©% han mostrado una estrecha asociacion entre
la existencia de DSA preformados al trasplante y la aparicion de rechazo subclinico
mediado por anticuerpos (ABMR). En la amplia serie de 1001 biopsias realizadas al
afio del trasplante, la incidencia de ABMR subclinico fue del 14.2% y en el 78% de los
casos ya presentaban DSA al momento del trasplante. En cambio, en los pacientes
que presentaban una biopsia renal sin rechazo el 14% presentaban DSA al trasplante
y en los pacientes con rechazo subclinico mediado por células T (TCMR) tan solo el
9% presentaban DSA al trasplante. Cabe destacar que la intensidad de dichos
anticuerpos medida como el MFI (median fluorescence intensity) maximo de los DSA
fue superior en los pacientes con ABMR subclinico (2.500 vs. 1000). La presencia de
DSA preformados se asocia con los eventos sensibilizadores (trasplante renal previo y
sexo femenino). Estas variables no se asocian con el rechazo subclinico celular.

Factores genéticos y rechazo subclinico

Se ha sugerido que las caracteristicas genéticas del donante y/o receptor
pueden modular la respuesta inmune y por lo tanto la aparicion de rechazo agudo,
tanto clinico como subclinico. Para ello, se ha estudiado la existencia de relaciones
entre distintos polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) que pueden modular la
produccion de diversas citoquinas y la aparicion de rechazo agudo post-trasplante. En
este sentido, se ha demostrado una asociacion entre el polimorfismo del codén 10 del
exon 1 del TGFB1 (factor de crecimiento transformante B) y una mayor prevalencia de
rechazo subclinico ?® de forma independiente a otras variables clinicas. Por otra parte,

el grupo de Winnipeg ha mostrado una asociacion entre los polimorfismos de distintas
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citoquinas como TGFf1, interferon-y,, IL-10 (interleuquina 10) y TNFa (factor de
necrosis tumoral-a) y los datos histolégicos en biopsias de protocolo realizadas a los 6
meses @4, Estos autores relacionan el polimorfismo del codén 25 del TGFB1 con una
menor inflamacién sugiriendo que los altos productores de esta citoquina presentan
menos rechazo subclinico. Por otra parte, los polimorfismos asociados con mayor
produccion de interferon-y, IL-10 y TNFo se asocian con un peor pronostico. Sin
embargo, seria necesario demostrar que estos polimorfismos se asocian a la
produccion de las citoquinas que codifican para poder extraer resultados concluyentes.
Es importante recordar que estudios epidemiolégicos con gran nimero de pacientes
no han sido capaces de detectar ninguna relacién entre estos polimorfismos y la

supervivencia del injerto ).

1.2.2.2. Influencia del tratamiento inmunosupresor.

La frecuencia y gravedad del rechazo subclinico celular se correlaciona de
forma estrecha con el tratamiento inmunosupresor de mantenimiento. Durante las
Ultimas décadas, con la llegada de pautas de inmunosupresion mas potentes la
prevalencia de esta lesion ha disminuido de forma progresiva. Cuando se realizaba
tratamiento de mantenimiento con ciclosporina y azatioprina estas alteraciones
estaban presentes en mas del 50% de los injertos durante los primeros meses post-
trasplante. Posteriormente, con las pautas basadas en ciclosporina A en
microemulsién asociado con micofenolato mofetiio (MMF) se redujo al 30% v,
finalmente, las pautas de tratamiento actuales basadas en la combinacién de
tacrolimus con MMF o i-mTOR presentan tasas de rechazo agudo subclinico durante
el primer afio inferiores al 15% ©©,

La informacién disponible con pautas de tratamiento libres de
anticalcineurinicos es menor. En un grupo de pacientes que recibieron tratamiento de
mantenimiento con MMF vy corticoides las prevalencia fue superior al 50% ©°). Los
estudios realizados con inhibidores de i-mTOR sin anticalcineurinicos han arrojado
resultados contradictorios, probablemente en relaciéon con la reduccién progresiva de
los niveles diana. En un estudio prospectivo, aleatorizado, comparando una pauta
basada en tacrolimus, MMF y corticoides (n=84) con una pauta basada en sirolimus,
MMF y corticoides (n=81), la prevalencia de episodios de rechazo agudo clinico y
subclinico durante el primer afio no fue distinta (14% vs. 18%) entre ambas ramas de
tratamiento @Y. En cambio, en un subestudio del ensayo clinico CONCEPT (los
pacientes fueron aleatorizados a los 3 meses a una pauta basada en sirolimus, MMF y

corticoides o0 a seguir con ciclosporina, MMF y corticoides), las biopsias de protocolo al
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afio mostraron una mayor prevalencia de cambios borderline (16.2% vs. 5.1%) y de
rechazo subclinico (29% vs.10.2%) en los pacientes convertidos a sirolimus #?- Sin
embargo, el inmunofenotipo de este infiltrado intersticial es distinto bajo distintas
pautas de tratamiento y se ha postulado que en los pacientes tratados con sirolimus
los infiltrados intersticiales ricos en células T reguladoras pueden tener un efecto
protector sobre la disfuncion crénica del injerto @3

Hasta la actualidad no se dispone de informacion sobre si la exposicién a los
inmunosupresores (dosis y/o niveles de tacrolimus y/o MMF) se asocia con la
presencia de inflamacién subclinica.

1.2.2.3. Implicacion sobre el prondstico.

Se han llevado a cabo distintos trabajos con largas series de casos con
seguimiento superior a los 10 afios para evaluar si existe alguna relacion entre los
hallazgos en las biopsias de protocolo realizadas durante el primer afio y el pronéstico
del injerto. Estos estudios tienen diversas limitaciones entre las que cabe destacar los
cambios en las pautas de tratamiento a lo largo del tiempo asi como los cambios
introducidos en el seguimiento post-trasplante, especialmente la introduccion de las
nuevas técnicas para detectar anticuerpos anti-HLA. En los trabajos publicados hasta
2010, no se disponia de la determinacién de anticuerpos anti-HLA por técnica de
Luminex, por lo cual no es posible diferenciar el rechazo subclinico mediado por
células T (TCMR) del rechazo subclinico mediado por anticuerpos (ABMR).

En general, se puede afirmar que la presencia de episodios de rechazo agudo
subclinico celular se ha asociado con la aparicion de DSA de novo, con el desarrollo
de rechazo cronico mediado por anticuerpos y con el fracaso tardio del injerto(67) (68)
33). En un estudio que incluy6 315 pacientes sin anticuerpos anti-HLA pre-trasplante,
47 desarrollaron DSA a los 4.6 afios y la aparicion de DSA se asoci6é con el nimero de
incompatibilidades HLA, especialmente de clase Il, con los episodios de rechazo
clinico y subclinico y con la no adherencia al tratamiento inmunosupresor®®. Los
pacientes con DSA presentaron una supervivencia a los 10 afios muy inferior a los que
no desarrollaron DSA (95% vs. 50%). En otro estudio "® se revisaron mas de 500
pacientes con una biopsia de protocolo durante los primeros 6 meses post-trasplante y
en 109 de ellos se disponia de una biopsia tardia por disfuncion realizada a los 7 afios
del trasplante. En los pacientes que presentaban rechazo cronico mediado por
anticuerpos en la biopsia tardia (n=44), la presencia de rechazo subclinico en la
biopsia de protocolo fue el doble de frecuente que en los pacientes que presentaban

FI/AT (n=42) en la biopsia tardia (52.3% vs. 28.6%). En este estudio, los pacientes con
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rechazo cronico presentaron una supervivencia del injerto inferior que los pacientes
con FI/AT (58% vs. 21% a los 20 afos del trasplante).

Recientemente, uno de los estudios con mayor tamafo de la muestra ha sido
realizado por el grupo de Paris, en el que evaluaron 1001 biopsias de seguimiento
realizadas al afo del trasplante. En este estudio, 727 casos (72.7%) no presentaban
signos de rechazo en la biopsia, 132 presentaban TCMR subclinico (13.2%) y 142
casos (14.2%) presentaban ABMR subclinico. La supervivencia del injerto a los 8 afios
fue del 90%, 88% y 56%, respectivamente. Es decir, la supervivencia de los injertos
con TCMR no fue distinta de la de los pacientes que no presentaban rechazo
subclinico al afio del trasplante. Sin embargo, observaron que los pacientes que
presentaban TCMR tenian peor prondstico si desarrollaban DSA a lo largo del
seguimiento. De hecho, la probabilidad (condicional a tener una biopsia de protocolo al
afo) de presentar glomerulopatia del trasplante a los 1000 dias del trasplante fue del
12% en los pacientes sin rechazo subclinico, del 22% en los pacientes con TCMR
subclinico y del 54% en los pacientes con ABMR subclinico ©%).

Finalmente, el grupo de la Clinica Mayo analiz6 en una serie de 1465
trasplantes renales realizados entre 1999 y 2008 si los datos derivados de la biopsia
de protocolo al afio y la presencia de DSA afadian capacidad predictiva sobre el
fracaso del injerto a los 5 afios Y. En esta cohorte, analizaron la capacidad predictiva
del modelo de riesgo de Birmingham 2 que incluye los siguientes datos al afio: edad,
sexo, raza, funcion renal, proteinuria y antecedente de rechazo agudo. Este modelo
predice la supervivencia del injerto global tanto censurando la muerte del paciente
como la supervivencia global (estadistico ¢c=0.84 y 0.78, respectivamente). La
presencia de glomerulitis o fibrosis intersticial (g y ci scores de Banff) en la biopsia
renal al afio se asociaron con la pérdida del injerto a 5 afios. La adiciébn de estas
variables mejora la capacidad predictiva sobre la supervivencia del injerto censurando
la muerte a los 5 afios (estadistico ¢=0.90), mejora la calibracién del modelo
(capacidad de modificar el riesgo de alto a bajo) y permite reclasificar el riesgo de
fracaso del 29% de pacientes. En cambio, la adicion de la presencia de DSA al afio no
mejora el poder predictivo o la reclasificacion, pero mejora ligeramente la calibracion
del modelo.

1.2.2.4. Tratamiento de la inflamacién subclinica

Durante las década de los 90 la introduccion del diagnéstico de rechazo
subclinico y sus potenciales efectos deletéreos a largo plazo condujo a que se

realizara el primer ensayo clinico, prospectivo, aleatorizado, para evaluar si el
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diagndstico y tratamiento del rechazo subclinico durante los primeros meses post-
trasplante contribuia a disminuir la progresion de las lesiones crénicas y la disfuncion
del injerto. Un grupo de 36 pacientes aleatorizados a ser biopsiados alos 0, 1, 2,3y 6
meses post-trasplante y a recibir tratamiento con pulsos de corticoides si presentaban
rechazo subclinico se compar6 con un grupo de 36 pacientes al que solo se le realizé
biopsia a los 0 y 6 meses. Los pacientes del grupo experimental presentaron una
menor progresion de las lesiones crénicas en la biopsia a los 6 meses y una mejor
funcion renal a los 2 afios ® . En este estudio los pacientes recibieron tratamiento de
mantenimiento con ciclosporina, azatioprina y corticoides y la prevalencia de rechazo
subclinico fue superior al 30% durante los primeros meses. Posteriormente, el mismo
grupo lider6 un ensayo clinico similar en pacientes tratados con tacrolimus, MMF y
corticoides. En este caso un grupo de 121 pacientes fue aleatorizado a biopsia a los 0,
1, 2, 3y 6 meses y recibié tratamiento con pulsos de corticoides si presentaban
rechazo subclinico y se comparé con un grupo de 119 pacientes a los que se realiz
biopsia a los 0 y 6 meses. En este estudio la prevalencia de rechazo subclinico en el
grupo experimental fue muy baja (4.6%) y no se pudo demostrar ningun beneficio a los
6 meses en la biopsia del injerto ni en la funcién renal en el grupo experimental 4,
Posteriormente, se publicaron los resultados de otro ensayo clinico en el que 52
pacientes fueron aleatorizados a realizar biopsia a los 1 y 3 meses y 50 pacientes
actuaron como grupo control ™). En este estudio los pacientes recibieron tratamiento
de mantenimiento con ciclosporina asociada a MMF o azatioprina y, por lo tanto, la
prevalencia de rechazo subclinico fue mas elevada (cambios borderline 11.5% y 14%
y rechazo subclinico 17.3% y 12%, a los 1 y 3 meses, respectivamente). En este
ensayo clinico el tratamiento con pulsos de corticoides a los pacientes con rechazo
subclinico y el ajuste de los niveles de ciclosporina a los pacientes con cambios
borderline, se asocié a una mejor funcién renal a los 12 meses (creatinina sérica 1.20
+0.33vs. 1.52 £ 0.41 mg/dL).

Algunos autores han sugerido que la monitorizacion del injerto durante los
primeros meses post-trasplante para detectar o descartar la presencia de rechazo
subclinico puede contribuir a individualizar el manejo de los pacientes. Asi, en los
pacientes a los que se diagnostica y trata de episodios de rechazo subclinico habria
gue monitorizarlos con biopsias mas seguidas y, en cambio, los pacientes con biopsias
sin rechazo se podrian beneficiar de reducciones de la inmunosupresion realizando
biopsias mas espaciadamente ©3. Parece evidente que para incluir estos conceptos en

practica clinica harian falta ensayos clinicos de dificil disefio.
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Existe consenso en la literatura que el rechazo subclinico mediado por
anticuerpos se asocia a un efecto deletéreo sobre la supervivencia del injerto. Sin
embargo, hasta la actualidad no se han publicado resultados de ensayos clinicos
prospectivos, aleatorizados para evaluar los potenciales beneficios de su tratamiento.
Los tratamientos disponibles hasta la actualidad para el tratamiento del rechazo agudo
mediado por anticuerpos o para desensibilizar a los pacientes con anticuerpos
preformados (eliminacion de anticuerpos mediante plasmaféresis o inmunoadsorcion,
inmunoglobulinas intravenosas, anticuerpos anti-linfocitos B, inhibidores del
proteasoma como Bortezomib o inhibidores del complemento como Eculizumab) no

han sido testados en ensayos clinicos ©7.
1.2.3. PROGRESION DEL DANO CRONICO EN INJERTOS ESTABLES

Durante el primer afio post-trasplante se produce un aumento progresivo de las
lesiones crénicas, especialmente fibrosis intersticial / atrofia tubular (FI/AT), mientras
que la progresion de la glomerulosclerosis y las lesiones vasculares es mas lenta y
tardia ®Y. Ha sido motivo de distintos trabajos evaluar la contribucién de la respuesta
inmune y la nefrotoxicidad por anticalcineurinicos en la progresion de estas lesiones
cronicas. En un estudio que incluyé 256 pacientes tratados con tacrolimus, MMF y
retirada rapida de corticoides, se demuestra en las biopsias realizadas durante los
primeros 4 meses que la presencia de cambios borderline y de rechazo agudo
subclinico (50 y 19 casos respectivamente) se asocia con una mayor proporcién de
cambios de IF/TA moderada en la biopsia de protocolo al afio (15% en los casos sin
rechazo subclinico, 34% en los casos con cambios borderline y 53% en los casos con
rechazo subclinico)®. Sin embargo, en la progresion de las lesiones de FI/AT también
contribuye de forma significativa el tratamiento con anticalcineurinicos. Se ha
demostrado en diversos ensayos clinicos que las pautas de tratamiento libres de
anticalcineurinicos, bien sea basadas en i-mTOR o en belatacept, se asocian a una
menor progresion de la FI/AT que las pautas basadas en ciclosporina 7 (/8) (79 Ep
cambio, este beneficio no se pudo demostrar en un ensayo clinico que compar6
pacientes tratados con tacrolimus, MMF y corticoides con pacientes tratados con
sirolimus, MMF y corticoides, en el que tan solo se observé una menor progresion del
engrosamiento vascular intimal en los pacientes tratados con sirolimus (80). A pesar
de estos resultados que sugieren una menor nefrotoxicidad de tacrolimus que de
ciclosporina, la progresion de las lesiones de FI/AT al afio del trasplante no fue distinta
en un ensayo clinico que comparé pacientes tratados con tacrolimus (n=97) o con

ciclosporina (n=94), aunque la prevalencia de rechazo subclinico a los 6 meses se
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redujo a la mitad con tacrolimus (38.8% vs 15.2%) ®Y. Por otra parte, en un estudio
con biopsias seriadas realizadas durante el primer afio se demuestra que los pacientes
que se han mantenido con niveles mas elevados de tacrolimus (>12 ng/mL) presentan
una menor progresion de las lesiones crénicas ©2, sugiriendo que un buen control de
la respuesta inmune reduce la progresion de las lesiones de FI/AT. Finalmente, en otro
ensayo clinico se mostré que la combinacién de tacrolimus con sirolimus (n=50) es
mas potente que tacrolimus con MMF (n=50) o ciclosporina con sirolimus (n=50) o
MMF (n=50), ya que se asocia a la menor prevalencia de rechazo subclinico durante el
primer afio (<10%) y a una menor prevalencia de lesiones cronicas a los 5 afios ©9,
Ademas, se ha descrito que existe una interaccion entre las lesiones preexistentes en
el donante y el régimen de tratamiento. Asi, en los injertos sin lesiones preexistentes la
combinacién tacrolimus, sirolimus y corticoides se acompafa de una menor progresion
de la FI/AT; pero, en cambio, en injertos con lesiones pre-existentes la combinacion
tacrolimus, MMF vy corticoides se asocia a una menor progresion ©4. Por lo tanto, el
impacto que tiene el tratamiento con anticalcineurinicos en la progresion de las
lesiones cronicas es dificil de interpretar. En un estudio con biopsias de protocolo a 3,
24 y 120 meses se observO que los pacientes tratados con ciclosporina (n=48)
presentan una mayor progresion de las lesiones cronicas (glomerulosclerosis, fibrosis
intersticial, atrofia tubular, engrosamiento intimal y hialinosis arteriolas) que los
pacientes sin anticalcineurinicos (n=93); aunque ninguna de estas lesiones es
especifica ©7, ni tan solo los depésitos hialinos en la capa muscular de las arteriolas

(68% en los tratados con ciclosporina vs. 28% en los no tratados).

Por lo tanto, podemos concluir que durante el primer afio distintos insultos
contribuyen a la progresion de la FI/AT, tanto el rechazo subclinico como el
tratamiento con anticalcineurinicos, y a dia de hoy todavia no sabemos qué pauta de
tratamiento es mejor debido a la interaccion entre las distintas variables. Sin embargo,
debe destacarse que en pacientes de bajo riesgo inmunolégico la progresion de la
FI/AT entre el 1° y 5° afio post-trasplante es leve con las pautas de inmunosupresion

actuales basadas en tacrolimus y/o i-mTOR ©8),

1.2.4. INFLAMACION SUBCLINICA Y DSA DE NOVO

Durante la dUltima década se ha incorporado de forma progresiva la
monitorizacion de anticuerpos anti-HLA durante el periodo post-trasplante. Desde que

se dispone de las nuevas técnicas de Luminex® para la determinacion de anticuerpos
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anti-HLA se ha caracterizado la proporcion de pacientes que desarrollan DSA de novo.
En diversas series se ha demostrado que entre el 2 y el 20% de los pacientes
desarrollaran DSA durante el primer afio post-trasplante. Hasta la actualidad, en pocos
estudios se ha evaluado la relacion entre inflamacion subclinica en las biopsias de
protocolo y el desarrollo de DSA de novo. En la serie de 315 casos reportada por
Wiebe C y cols ®9, se detectaron DSA de novo en 47 casos (15%) a los 4.6 + 3.0 afios
del trasplante. A pesar de que la incidencia de rechazo subclinico (cambios borderline
o0 TCMR) durante los primeros 6 meses fue superior en el grupo de pacientes que
desarroll6 DSA de novo, la diferencia no alcanzé significacién estadistica (26% vs.
15%; p=0.10). En cambio, se observé una asociacion entre incidencia de rechazo
clinico y la aparicién de DSA de novo (28% vs. 13%; p=0.015). En el estudio reportado
por el grupo de Oslo, con casi 600 biopsias de protocolo a las 6 semanas, se detect6
la presencia de DSA en 53 casos (8.9%) al afio del trasplante. Los factores de riesgo
para el desarrollo de DSA fueron la presencia de inflamacion subclinica ([i+t] = 2) tanto
asociada como no asociada a fibrosis intersticial en la biopsia renal de protocolo a las
6 semanas (odds ratio [OR]: 5.49; intervalo confianza 95% [IC 95%]: 1.67-18.03 y OR:
4.09; 95% CI: 1.67-10.0; respectivamente) ademas del nimero de incompatibilidades
HLA (OR: 1.95; IC 95%: 1.09-3.49). Finalmente, en la serie de 515 biopsias de
protocolo a los 3-6 meses del trasplante reportadas por el grupo del Hospital de
Bellvitge, se observé que la presencia de rechazo subclinico en la biopsia de protocolo
precoz se asociaba al desarrollo de DSA y ABMR cronico (riesgo relativo: 2.52; IC
95%: 1.1- 6.3) 9,
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1.3. MONITORIZACION INMUNOLOGICA POST-TRASPLANTE

El trasplante de un aloinjerto se acompafia de la puesta en marcha de una
respuesta compleja por parte del sistema inmune del receptor dirigida al
reconocimiento del injerto “no propio” y en la que participan tanto la inmunidad innata
como la inmunidad adquirida mediada por linfocitos T y mediada por anticuerpos. El
objetivo del tratamiento inmunosupresor es conseguir un estado de tolerancia frente al
injerto mientras que se preserve el estado de vigilancia inmunolégica frente a
infecciones y neoplasias. Desafortunadamente, este estado de tolerancia inmunoldgica
es excepcional en trasplante renal y, en la actualidad, no disponemos de abordajes
para alcanzarla. Por lo tanto, es necesario disponer de herramientas que nos permitan
monitorizar desde el punto vista inmunolégico al paciente y al injerto. Se han
desarrollado diversas técnicas para monitorizar el estado global de inmunosupresion
(Inmuknow®) ©9 la respuesta de células T y B de memoria donante-especifica
mediante ELISPOT ©® ) ®® o |a expresion génica de diversos marcadores
relacionados con alorespuesta % 9 ®1 entre otros. Sin embargo, la Unica técnica
gue se ha incorporado a la practica clinica desde los inicios del trasplante es la

monitorizacién de anticuerpos anti-HLA.

1.3.1. ANTICUERPOS ANTI-HLA

Existen diversos métodos para detectar en el suero del receptor la presencia
de anticuerpos contra los antigenos HLA expresados por las células del donante. Para
demostrar la presencia de estos anticuerpos se han desarrollado durante las ultimas
décadas diversas técnicas, pasando de las mas antiguas que eran muy especificas
pero poco sensibles a las mas modernas que son mas sensibles pero menos

especificas. Describimos aqui las técnicas mas utilizadas:

1. Microlinfocitotoxicidad dependiente de complemento (CDC)

En esta técnica, ampliamente conocida y clasicamente utilizada en los
laboratorios de histocompatibilidad, se emplea un panel de linfocitos viables (alrededor
de 60) con un fenotipo HLA conocido representativo de la poblacion general, que se
afladen en cada uno de los pocillos de una placa de Terasaki. Esta prueba no sélo
determina la especificidad de los anticuerpos sino también el grado de reaccion, lo que
se conoce como %PRA (porcentaje de anticuerpos reactivos contra el panel), que

representa el numero de células del panel que reaccionan con el suero y permite
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estimar la probabilidad de ser compatible con un potencial donante. Esta prueba
presenta una elevada especificidad sobre el riesgo de rechazo mediado por
anticuerpos, aungque es muy poco sensible. Una de sus ventajas es que permiten
detectar anticuerpos con capacidad de fijar el complemento (de ahi su gran
especificidad), pero no es capaz de detectar bajas concentraciones de anticuerpos o
anticuerpos que no fijan el complemento (de ahi su baja sensibilidad). En la figura 2 se

explica graficamente como se realiza la prueba.

HLA-Typed L hocyte Panel
E;.ﬁ Iﬂ:‘;‘:ﬂ:’; Count stained cell number
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Figura 2. Ensayo de microlinfocitoxicidad.

2. Citometria de flujo

La citometria de flujo detecta la presencia de anticuerpos anti-HLA mediante el
uso de anticuerpos frente a inmunoglobulinas humanas conjugadas a fluorocromos,
sin necesidad de que el complemento se fije. El empleo de fluorescencia es lo que
hace esta técnica mucho mas sensible que la CDC clasica. En un principio este
método utilizaba, como en la CDC, un panel de linfocitos T (clase ) y B (clase Il). Sin
embargo, de este modo pueden detectarse autoanticuerpos dirigidos frente a otros
antigenos distintos del HLA presente en esos linfocitos. Ademas, esta técnica depende
de la disponibilidad de los linfocitos con las especificidades HLA deseadas. Para
evitarlo, se ha ideado un sistema con microparticulas que llevan pegadas en su
superficie moléculas de HLA-I y HLA-Il. De este modo, se puede realizar la
combinacién de antigenos HLA que se desee y determinar la especificidad en un solo
tubo. En ese tubo se incubarian las microparticulas con el suero a estudio y tras los

lavados pertinentes se afadiria un anticuerpo anti-lgG humana conjugado a
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fluorocromos. La presencia del anticuerpo se objetiva en el citbmetro de flujo al incidir
sobre la muestra un haz de laser, el cual excita el fluorocromo que va conjugado al
anticuerpo y emite luz a una determinada longitud de onda. Esta sefial luminosa se
capta por unos detectores y un complejo sistema informético es capaz de transformar
el mensaje luminoso al lenguaje informético, el cual se puede interpretar mediante el
empleo de un software adecuado. En principio, se puede emplear cualquier citbmetro
de flujo disponible en el mercado. Posteriormente, se ha adaptado un sistema de
citometria de flujo de cribado multiple que consiste en un panel de microparticulas
coloreadas cubiertas con antigenos HLA-I y —Il. Se trata de la tecnologia de nominada
Luminex®, mediante la que se pueden realizar hasta 100 combinaciones de antigenos
en una sola suspension y un mismo ensayo de forma semiautomatica. Una gran
ventaja de la citometria de flujo es que permite cuantificar objetivamente la
concentracion de los anticuerpo anti-HLA mediante la intensidad media de
fluorescencia que alcanza el suero (mean fluorescence intensity, MFI). En una
monitorizacion post-trasplante, no sélo la presencia de anticuerpo, sino las variaciones
de la MFI podrian servir te6ricamente de marcador de la evolucion del paciente y su
injerto. Otra forma de medir la intensidad de la reaccién es determinando el porcentaje
de PRA a partir del porcentaje de células positivas para los Ac anti-HLA de clase | o de
clase Il. El dltimo adelanto metodol6égico de la citometria de flujo, que ofrece un
abanico muy amplio e ilimitado de antigenos HLA, es el empleo de antigenos Unicos
recombinantes. En funcién de donde se marca el umbral de fluorescencia a partir del
cual se considera positiva la prueba, se obtendran méas antigenos prohibidos (prueba

cruzada virtual). En la figura 3 se explica graficamente como se realiza la prueba.
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Figura 3. Estudio de la sensibilizacién HLA mediante técnicas de citometria de flujo.

3. Monitorizacion anticuerpos anti-HLA post-trasplante

En el trasplante renal la importancia de los anticuerpos anti-HLA dirigidos frente

al donante se demostr6 hace casi 50 afios cuando Patel y Terasaki mostraron las

consecuencias de trasplantarse con una prueba cruzada positiva . El impacto de los

DSA pre-trasplante en la supervivencia del injerto ha sido bien descrito en la literatura

y caracterizar a los pacientes en funcion de su riesgo inmunolégico basandonos en la

presencia de anticuerpos anti-HLA circulantes ha sido la practica habitual de las

unidades de trasplante. Sin embargo, a pesar de que se ha sugerido la importancia de

los anticuerpos formados post-trasplante desde hace décadas ©?, ya que diversos

estudios muestran una relacion entre la deteccion precoz de DSA y la existencia de

rechazo agudo ©3 40 0 "sy monitorizacion a medio y largo plazo no ha sido extendida
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ni protocolizada hasta muy recientemente. Este hecho puede relacionarse con el peso
del rechazo agudo celular en las primeras épocas, la falta de técnicas sensibles,
especificas y coste-efectivas para su determinacién y la ausencia de tratamientos

especificos contra el dafio humoral crénico.

Con el desarrollo de las técnicas de fase soélida para la determinacién de
anticuerpos en suero, hemos asistido a una importante expansion de la investigacion
en este campo: desde la descripcion de la simple existencia de estos anticuerpos de
novo y su potencial impacto en el injerto renal, hasta las tendencias mas actuales que
intentan determinar cuéles de estos anticuerpos son realmente determinantes de la
disfuncion renal. Los DSA dirigidos frente a antigenos del donante mas estudiados son
los anticuerpos anti-HLA, que pueden estar presentes pre-trasplante o aparecer de
novo en cualquier momento tras el trasplante. Para que estos DSA puedan
considerarse de novo es importante disponer de un estudio pre-trasplante adecuado,
con técnicas suficientemente sensibles. En la era de deteccibn de anticuerpos
mediante técnicas basadas en la citotoxicidad, pasaban desapercibidos DSA
presentes en el momento del trasplante. Desde la generalizacién del uso de técnicas
de fase soélida para la deteccibn de anticuerpos anti-HLA, varios trabajos han
documentado la incidencia de aparicion de estos de anticuerpos de novo post-
trasplante®? 9, La variabilidad en la incidencia de DSA de novo (del 2% hasta el 20%
en el primer afio post-trasplante) depende de diversos factores, como el riesgo
inmunoldgico del paciente, el tipo de inmunosupresion recibida, la frecuencia de
monitorizacion pre-trasplante, la técnica de deteccion (diversos kits comerciales,
procedimientos diferentes entre laboratorios), el punto de corte en la intensidad media
de fluorescencia (MFI) escogido para definirlo como DSA, el tipo de valor empleado
para su valoracion (MFI crudo o normalizado) o los antigenos conocidos del donante
(tipaje C, DQ-B, DQ-A y DP incluidos). Si se define como DSA pre-trasplante el que se
presenta en estudio de antigeno aislado con un titulo de MFI superior a 1000, por
ejemplo, la aparicion de DSA de novo puede ser muy precoz debido a una respuesta
de células B de memoria ante un antigeno conocido al haber infravalorado anticuerpos
con MFI bajos ©8 ©7) %8 9 Sin embargo, si se definen los DSA pre-trasplante con MFI
bajos, como 500, la aparicion de DSA de novo ser4 menos frecuente y mas tardia ©9.
En pacientes de bajo riesgo inmunolégico y con terapia inmunosupresora consistente
en tacrolimus, acido micofendlico y esteroides, la incidencia de aparicion de DSA de

novo es del 2-10% al afio. Aunque la cinética de aparicion es variable, pueden
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detectarse desde el primer afio post-trasplante, y los mas frecuentes son de clase II,
especialmente frente a locus DQ ©7,

Los factores mas frecuentemente asociados a la aparicion de DSA de novo,
son el nimero de incompatibilidades HLA entre donante y receptor (especialmente en
clase 11)©9) 109 ©®8) "|os episodios de rechazo agudo tanto clinico como subclinico ®°V) %)
(10244 e retrasplante ¥, la no adherencia al tratamiento © | la edad joven, y el sexo
femenino ©® (100) 101 | o5 episodios de rechazo agudo celular (clinico o subclinico)
pueden modificar la expresion de antigenos HLA por parte de las células endoteliales y
potencialmente condicionar la activaciébn T-dependiente de las células B para la
produccion de anticuerpos.

El gran avance que ha supuesto el desarrollo de las técnicas de fase sdlida
para mejorar la determinacion y caracterizacion de los anticuerpos anti-HLA tanto pre
como post-trasplante, ha dado paso a estudios cuyo objetivo es determinar cuales son
los anticuerpos con capacidad patogénica. Diversos estudios han analizado la
capacidad de los anticuerpos anti-HLA de fijar complemento en plataforma Luminex,
tanto pre como post-trasplante, para relacionarla con resultados del trasplante
(rechazo, supervivencia, etc.). Se han utilizado para ello diversas técnicas: el test de
fijacion de C4d en muestras pre-trasplante (104), el test de C1q (105), y el test de C3d
108) En lineas generales, la capacidad de fijar complemento de los anticuerpos anti-
HLA de novo post-trasplante se asocia a mayor capacidad patogénica de los mismos.
El estudio méas importante describe una cohorte de mas 1000 pacientes en la que los
que desarrollaron DSA al afio del trasplante presentaron una supervivencia del injerto
inferior en comparacién con aquellos que no (54% vs 93% a 5 afios, respectivamente)
51. Sin embargo, este hecho solo se confirmaba si los DSA eran capaces de fijar
complemento (C1q), con un riesgo casi cinco veces superior de pérdida del injerto en
el analisis multivariante. Los pacientes que presentaban peor supervivencia del injerto
son aquellos con DSA Clq negativos en el pre-trasplante que se convierten en Clq
positivos en el post-trasplante y los que presentaban MFI mas elevados son los que
presentaban mayor capacidad de fijjar complemento. Ademas de asociarse a peor
supervivencia del injerto, la presencia de DSA Clq positivos se asocié a mayor
incidencia de rechazo agudo, inflamacién microvascular y depdsito de C4d 51. Otros

trabajos han reproducido estos hallazgos en cohortes de pacientes mas limitadas®”
(108)
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Finalmente, otra caracteristica asociada a la capacidad de fijar complemento vy,
por tanto, determinante de la patogenicidad de los anticuerpos es el subtipo de
inmunoglobulina. Existen 4 subclases de IgG, con distinta capacidad de activar
complemento; la IgG1 y la IgG3 son méas potentes que las 1IgG2 e 1gG4. Los DSA de
novo IgG1 e IgG3 se han asociado a una peor supervivencia del injerto renal %% (110)
11D aunque también existen otros trabajos que han relacionado los DSA isotipo IgM
58 o subclase IgG 4! con rechazo mediado por anticuerpos y fracaso del injerto. En
el mejor de estos estudios, el tipo de DSA 1gG3, el nivel de MFI y la capacidad de fijar

C1q se asociaron en un modelo multivariante a pérdida del injerto®°3,
1.3.2. SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS

La cuantificacion de distintas subpoblaciones linfocitarias mediante técnicas de
citometria de flujo se ha asociado tras el trasplante tanto con la aparicion de episodios
de rechazo agudo como con la aparicion de infecciones. Tras el trasplante, el riesgo
de rechazo mediado por células T (TCMR) estd modulado por las caracteristicas
biolégicas del donante y del receptor. En este Ultimo, la retencién de toxinas urémicas
y citoquinas asociada a la enfermedad renal crénica conduce a un estado de
senescencia inmunolégica que se caracteriza por linfopenia de células T y una mayor
diferenciacion de células T con aumento de las células T de memoria y disminucion de
las células T naive que comportan una disfuncion de la respuesta mediada por
linfocitos T (13 @14 En el donante, el periodo de agonia y la muerte cerebral se
asocian a un estado inflamatorio con infiltraciébn de macréfagos, dafio endotelial y
expresion de antigenos por las células tubulares renales que aumentan la
inmunogenicidad del injerto, el riesgo de retraso en la funcién del injerto y la aparicién
de episodios de TCMR. Este estado de senescencia inmunolégica asociado a la
enfermedad renal crénica va a favorecer la aparicion de infecciones bacterianas y
virales y podria asociarse a un menor riesgo de rechazo agudo®®, Tras el trasplante,
el tratamiento inmunosupresor de mantenimiento modula la respuesta inmune
modificando la diferenciacion y proliferacion de los distintos subtipos de linfocitos
circulantes. El rechazo agudo se desarrolla cuando los alo-antigenos del donante
presentados por las células presentadoras de antigeno (CPAs) a través de las
moléculas HLA de clase | y clase Il activan la respuesta immune contra el injerto. Esta
respuesta conduce a una activacion de las células T naive que se diferenciaran en
distintas subpoblaciones incluyendo linfocitos T citotoxicos (CD8), linfocitos T

cooperadores (CD4); tanto Thl, Th2 como Thl7; o en células inmunoreguladoras
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Treg. La respuesta inmune contra el injerto renal se caracteriza por un componente
reactivo contra el injerto mediado por linfocitos T cooperadores y linfocitos T
citotoxicos y un componente protector mediado por linfocitos T reguladores. El balance
entre estos dos componentes de la respuesta inmune puede afectar de forma
significativa la supervivencia del injerto y es, en parte, modulado por el tratamiento
inmunosupresor. Tanto tacrolimus como MMF muestran un efecto similar sobre la
respuesta mediada por células T, modificando la transcripcibn de genes Thl y
preservando los fenotipos moleculares de la respuesta mediada por células Th2/Treg.
Aunque ambos farmacos atenlan la respuesta mediada por linfocitos Thl7 tras la
activacion de los linfocitos T, MMF ejerce un efecto inhibidor mas potente sobre dicha
respuesta. Asi pues, se ha propuesto que la combinacién tacrolimus/MMF favorece un
balance adecuado de la respuesta inmune y ofrece una proteccion Optima del injerto.
Ademas, en los protocolos de tratamiento basados en la minimizacion de tacrolimus,

MMF puede contribuir a un mejor control de la alorespuesta mediada por células Th17
(116)

Finalmente, a largo plazo también se producen modificaciones en las
subpoblaciones celulares circulantes. Asi, el estado de tolerancia operacional en
receptores de trasplante renal se ha relacionado con la sobre-expresion de genes
relacionados con células B y se ha descrito un aumento de los linfocitos B naive y
linfocitos B de transicién en la circulacion periférica. No ha sido bien descrito hasta la

actualidad como se modifica esta respuesta bajo distintos regimenes de tratamiento
(117)
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1.4. ESTUDIO DEL FENOTIPO MOLECULAR EN BIOPSIAS
RENALES

A principios de este siglo se completé el Proyecto Genoma Humano, que
demostré que nuestro genoma comprende alrededor de 30.000 genes, y se abrid la
puerta para desarrollar nuevas posibilidades en el conocimiento de la fisiopatologia
humana. No solo el nUmero de genes, sino la forma en que estan distribuidos en el
genoma, la presencia de variantes alélicas o de elementos repetitivos, las
duplicaciones de genes o la metilaciobn de secuencias reguladoras afiaden gran
complejidad a la interpretacion del genoma. Ademas, a nivel transcripcional y post-
transcripcional encontramos splicing alternativos, edicion del RNA, fosforilaciones,
acetilaciones, etc, que aportan diversidad a las proteinas. Los conocimientos
derivados de la gendmica (estudio del genoma en su conjunto), la transcriptébmica
(conjunto de transcritos que se expresan en su conjunto) y la protedmica (estudio de
las proteinas que se expresan en un momento determinado), han contribuido a tener
un mejor conocimiento de las bases moleculares del rechazo agudo y cronico del
injerto. La introduccion de técnicas de biologia molecular mediante técnicas de RT-
PCR al estudio de las biopsias renales permiti6 en sus inicios buscar distintos
marcadores moleculares del rechazo agudo como perforina, granzima B y ligando de
Fas 1® y delimitd el papel central del factor transformante beta en la progresion de la
fibrosis 19

Una de las areas de mas interés ha sido el de la trancriptobmica que consiste
en estudiar qué porcion del genoma es transcrito a ARN mensajero (ARNm), es decir,
gué material genético es expresado en un tipo celular bajo unas condiciones dadas.
Asi pues, el concepto de transcriptoma surge para representar todo este ARNm
transcrito en ciertas circunstancias, de forma global. La transcriptémica permite
cuantificar el nivel de expresién de genes, empleando técnicas que permiten analizar
miles de moléculas de ARNm al mismo tiempo, mediante una técnica basada en

microarrays (chips).

1.4.1. MICROMATRICES DE OLIGONUCLEOTIDOS: CONCEPTOS
GENERALES

Un chip de ADN es una superficie sélida a la cual se une una colecciéon de
fragmentos de ADN. Las superficies empleadas para fijar el ADN son muy variables y
pueden ser de vidrio, plastico o silicona. Los chips de ADN se usan para analizar la

expresion diferencial de genes, y se monitorizan de manera simultanea los niveles de

Pagina 31 de 142



Tesis doctoral: Valor predictivo del fenotipo molecular sobre la progresion de las
lesiones renales en biopsias de seguimiento en trasplante renal
Doctorando: Irina B. Torres Rodriguez

miles de ellos. Su funcionamiento consiste, basicamente, en medir el nivel de
hibridacion entre la sonda especifica (“probe”, en inglés), y la molécula diana (“target”),
y se miden mediante fluorescencia a través de un andlisis de imagen que indica el
nivel de expresion del gen. Suelen utilizarse para identificar genes con una expresion
diferencial en condiciones distintas. Por ejemplo, para detectar genes que producen
ciertas enfermedades mediante la comparaciéon de los niveles de expresion entre
células sanas y células que estan desarrollando ciertos tipos de enfermedades. Los
chips de ADN se fabrican usando una gran variedad de tecnologias. El gran desarrollo
de esta técnica ha llegado al normalizarse el uso de robots que se encargan de la
mayor parte del proceso de manipulacién de los chips. El analisis de expresién o
analisis del transcriptoma tiene por objeto establecer un patron o perfil de los genes

transcritos presentes en un tipo de células o tejido determinado.

El ensayo de expresion comienza con la extraccion del ARN de la muestra
escogida (tejido, cultivo celular, biopsia, etc). El paso mas importante para asegurar un
experimento exitoso es el aislamiento del ARN ya que un ARN intacto garantizara la
generacion de datos de alta calidad. Tras la homogenizacién del tejido se procede al
aislamiento de ARN al que se debe realizar un chequeo de su cantidad y calidad. El
primer paso del procedimiento de marcado es la sintesis del ADNc del ARN usando la
transcriptasa reversa y un iniciador oligo-DT. A continuacién, el ADNc sirve como
plantilla en una reaccién de transcripcion in vitro que produce cantidades amplificadas
de ARNm antisentido marcado con biotina, al que se denomina ARNc que sera el
objetivo del estudio mediante microarrays. Antes de proceder a la hibridacion debe
evaluarse la calidad del ARNc marcado y posteriormente se procede a la hibridacion
en la placa del chip. Finalmente, el chip se tifle con una molécula fluorescente
(estreptavidina-ficoeritrina) que se une a la biotina que proporciona una sefial que
emite luz cuando se escanea el chip con un laser confocal y se registra el patron de

distribuciéon de la sefal en la matriz.

La parte mas compleja es la interpretacion de los datos obtenidos. Para ello, es
necesaria la integracion de los datos clinicos, histoldgicos y los que se derivan de los

estudios del transcriptoma.
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1.4.2. FENOTIPO MOLECULAR EN BIOPSIAS TRASPLANTE RENAL

El analisis de microarrays origina gran cantidad de datos, es decir, muchas
medidas por muestra, lo cual representa un reto para su andlisis. Las moléculas se
pueden analizar como elementos individuales o como conjuntos de genes y
relacionarlos con otros hallazgos de la biopsia (lesiones elementales, diagnostico) o
del paciente (funcién renal, supervivencia). Entre los objetivos de los analisis se
encuentra la identificaciobn de patrones y grupos en los datos, la comparacion entre
clases definiendo diferencias entre grupos de muestras bien definidas (por ejemplo,
entre rechazo mediado por células T o por anticuerpos) o la prediccion de clase de tal
forma que las biopsias similares se agrupen conjuntamente. Finalmente, se pueden
construir clasificadores capaces de diferenciar unos grupos de otros (fracaso del

injerto, deterioro funcién renal).

Una de las grandes aportaciones en este campo ha sido realizada por el
Alberta Transplant Applied Genome Center (ATAGC) liderado por Phil Halloran. Este
grupo ha propuesto que los cambios moleculares en la enfermedad deben reflejar
procesos biolégicos que son estereotipicos para distintas enfermedades. Tanto en
animales como en humanos, la lesion tisular de traduce en la entrada en los tejidos de
células T y macréfagos, la liberacién de interferon-gamma producird cambios en el
epitelio, el estroma y en la microcirculaciéon. Este grupo, utilizando modelos de
trasplante en ratdn, cultivos celulares y en ocasiones extrayendo informacion de
trabajos de otros grupos, han descrito conjuntos de genes que se asocian con cada
uno de estos procesos y los han denominado transcritos basados en patogénesis (20

En la tabla siguiente se muestran los PBTs descritos y su descripcion (123 (122) (123) (124)
(125) (126) (127) (128) (129) (130)

1.4.3. FENOTIPO MOLECULAR DEL RECHAZO CELULAR Y HUMORAL

Durante los ultimos afios el grupo del ATAGC ha validado la utilidad de estos
PBTs en la evaluacién de las biopsias renales realizadas por disfuncién del injerto.
Han identificado que los transcritos derivados de células endoteliales, células NK e
inducibles por interferon-y permiten clasificar las biopsias como ABMR de forma
independiente a la presencia de DSA, la histologia o el depésito de C4d. Ademas, el
score molecular predice la supervivencia del injerto V. De forma similar, han
evaluado la utilidad del estudio molecular para clasificar a las biopsias como TCMR. A

pesar de tener una sensibilidad y un valor predictivo positivos bajos (50 y 62%,
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respectivamente), permite clasificar a los casos con la misma precision que la
valoracion por distintos patologos (45-50% de concordancia en la evaluacion por tres
patélogos). Los casos con mayor grado de discordancia entre la evaluacion del
fenotipo molecular y la histologia son aquellos que muestran cambios “borderline”,
cambios con fibrosis e inflamacion o lesion de endotelialitis aislada (132). Finalmente,
esta evaluacion se ha trasladado a la clinica en un estudio en el que mas de 500
biopsias realizadas en diversos centros fueron enviadas y evaluadas mediante el
microscopio molecular en el ATAGC. En este estudio, la concordancia entre el estudio
molecular y la histologia fue del 77% para TCMR, 77% para ABMR y 76% para
descartar rechazo. Ademas, hubo méas concordancia entre la evaluacion clinica y el

estudio molecular (87%) que entre la evaluacion clinica y la histologia (80%)*3% .
1.4.4. MICROARRAYS Y BIOPSIAS DE SEGUIMIENTO

Existen en la literatura pocos trabajos en los que se haya utilizado material
procedente de biopsias de seguimiento para analizar la expresion génica en estos
pacientes con funcién renal estable. De hecho, el grupo del ATGAC propone que las
biopsias de seguimiento no son el mejor contexto para evaluar las aportaciones del
estudio del transcriptoma *39. Argumentan que las biopsias de seguimiento, sin
indicacién clinica, se realizan con el objetivo de detectar enfermedades silentes y que
el tratamiento de las alteraciones observadas va dirigido a prevenir su expresion
clinica. Sin embargo, cuestionan estas hipotesis argumentando que la existencia de
enfermedad silente sin fenotipo clinico es cuestionable y que las enfermedades
presenten en dichas biopsias habrian dado en poco tiempo una expresiéon clinica
conduciendo a una biopsia de indicacion. Afirman que la presencia de inflamacion en
las biopsias de seguimiento tempranas se asocia especialmente a marcadores de
dafio/reparacion tisular. La necrosis tubular aguda se parece en su expresion
molecular al rechazo celular mediado por células T porque ambas producen
inflamacién intersticial y tubulitis y, por lo tanto, los andlisis de expresién génica
pueden conducir a errores de interpretacion. Ademas, postulan que el rechazo
mediado por células T clinico tiene muy buen prondstico si se trata de forma adecuada
(pulsos de esteroides o sueros anti-linfocitarios) cuando aparece clinicamente y que,
por lo tanto, su deteccidon subclinica aporta poco. La presencia de cambios
moleculares asociados al rechazo mediado por anticuerpos podria ser util en los pocos

pacientes con anticuerpos HLA donante-especificos preformados.
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Sin embargo, otros grupos han analizado mediante microarrays los hallazgos
en biopsias de seguimiento. El primer estudio publicado comparé las biopsias de
seguimiento a los 2 afios del trasplante en pacientes incluidos en un ensayo clinico en
el que los pacientes se aleatorizaron a recibir tratamiento de mantenimiento con
ciclosporina o sirolimus (asociado en ambas ramas a MMF y corticoides)(78) . La rama
de sirolimus presenté mejor funcién renal a los 2 afios (84 vs. 60 mL/min/1.73 m?) y
menor prevalencia de lesiones crénicas (33% vs. 79% de biopsias con fibrosis
intersticial/atrofia tubular y score de cronicidad 1.5 + 2.7 vs. 3.2 = 0.6). En un subgrupo
de pacientes (19 con sirolimus y 22 con ciclosporina) realizaron analisis mediante
microarrays. Observaron que habia casi 400 genes que se expresaban de forma
distinta en ambos grupos, especialmente genes relacionados con regulacion de la
transcripcién/ligamiento DNA (35 genes), fibrosis y remodelado tisular (27 genes),
respuesta inmune/inflamatoria (25 genes), transporte proteico intracelular (25 genes),
seflales de transduccion (23 genes) y crecimiento celular (18 genes). Cuando
compararon los casos con IF/TA moderada/severa con los casos sin IF/TA obtuvieron
resultados similares y observaron una expresion diferente de los genes relacionados
con respuesta inmune/inflamatoria (23 genes), adhesién celular/fremodelado de matriz
intersticial (15 genes), sintesis proteica (20 genes), transcripcion/ligamiento DNA (5
genes) y metabolismo celular (16 genes). Los autores confirmaron mediante PCR
cuantitativa que existe una mayor expresion de genes relacionados con IF/TA en otros
trabajos como metaloproteinasa de matriz 7 (MMP-7), inhibidor de la metaloproteinasa
de matriz 1 (TIMP-1), CCL5 (RANTES), factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), colageno lll, quemoquina quimioatrayente de macrofagos y su receptor
(MCP-1/CCR?2), fibronectina y factor de necrosis tumoral o (TNF-o). El receptor de
angiotensina Il no alcanzé significacion mediante microarray y si mediante PCR. En
cambio, el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y el factor de crecimiento
derivado de las plaguetas (PDGF) no mostraron diferencias con ninguno de ambos
métodos. En su conjunto, interpretan que el grupo de pacientes tratado con sirolimus
presenta un mejor control de la respuesta inmune y una menor expresion de genes

relacionados con progresion de la fibrosis.

Posteriormente, Mengel M y cols @3 analizaron mediante PBTs 107 biopsias
de seguimiento realizadas a las 6 semanas del trasplante. El objetivo era evaluar si las
lesiones silentes de inflamaciébn mononuclear intersticial y tubulitis representan
episodios de TCMR, una forma incompleta de TCMR o si responden a la lesién de

isquemia/reparacion post-trasplante. Los PBT relacionados con inflamacion (QCAT,
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QCMAT, GRIT) estaban sobre-expresados al igual que en las biopsias por causa en
los casos etiquetados como cambios borderline o rechazo subclinico. El grado de
inflamacién subclinica se correlacioné con la presencia de funcién retrasada del injerto
y con el numero de didlisis realizadas y no se correlacioné con la progresion de la
fibrosis en la biopsia a los 6 meses ni con la funcion renal a los 24 meses. Los autores
concluyeron que aunque el fenotipo molecular detecta la presencia de inflamacién
mediada por células T, esta se halla relacionada con lesién/reparacion tisular asociada
al estrés tisular post-trasplante y que, en cambio, no se asocia con el prondstico del

injerto a medio plazo %9,

En cambio, Scherer Ay cols ®%) compararon la expresion génica en biopsias
de seguimiento realizadas a los 3 meses en pacientes sin fibrosis (ci=0, n=20) en los
gque la biopsia la los 6 meses no mostraba fibrosis intersticial (ci-score 0; n=8) y los
gue mostraban fibrosis leve (ci-score=1; n=12). Su analisis de expresidon génica mostrd
gue los pacientes con progresion de la fibrosis entre los 3 y los 6 meses presentaban
en la biopsia inicial una mayor expresién de transcritos relacionados con activacién de
linfocitos T y B y con procesos relacionados con fibrosis, y una menor expresion de

genes relacionados con transporte y metabolismo celular.

En resumen, en las biopsias de seguimiento en trasplante renal realizadas
durante los primeros meses se observa una sobreexpresion de genes relacionados
con la lesién de isquemia/reparacion tisular y se asocia a una mayor progresion de la
IF/TA. No se ha evaluado si un mejor control de la alorespuesta puede atenuar estos
cambios y disminuir el riesgo de progresion de la lesiones crénicas y la aparicién de

anticuerpos anti-HLA de novo.
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2.  HIPOTESIS

1. La monitorizacion histol6gica mediante biopsias de protocolo en injertos
estables es un procedimiento seguro que permite caracterizar la evolucién de las
lesiones agudas (inflamacion subclinica) y cronicas (progresion de la fibrosis) y evaluar
la eficacia del tratamiento inmunosupresor de mantenimiento. La aplicacion de
técnicas de biologia molecular al estudio de dichas biopsias permite caracterizar los
mecanismos que participan en la evolucion de dichas lesiones.

2. La expresion génica de biomarcadores de tolerancia y de las
subpoblaciones linfocitarias circulantes asociadas en injertos estables aumenta a lo
largo del tiempo post-trasplante y se relaciona con el tratamiento inmunosupresor de
mantenimiento.

3. En el injerto con disfuncion crénica, la glomerulopatia del trasplante en
ausencia de anticuerpos anti-HLA y en ausencia de activacion del complemento

representa un fenotipo distinto del rechazo humoral crénico activo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Evaluar la seguridad y eficacia de un régimen ambulatorio de biopsias del

injerto renal en pacientes con funcién estable y con disfuncidn crénica.

3.2. Evaluar la relacion entre distintos regimenes de tratamiento basados en
tacrolimus y micofenolato y la presencia de inflamacion subclinica y/o progresion de la
fibrosis intersticial / atrofia tubular en receptores de bajo riesgo inmunolégico con
funcion renal estable.

3.3. Evaluar el inmunofenotipo celular y el fenotipo molecular en biopsias
renales realizadas en injertos con funcion estable y su relacion con el tratamiento

inmunosupresor y la progresion de las lesiones cronicas.

3.4. Evaluar la expresion génica de biomarcadores de tolerancia y de las
subpoblaciones linfocitarias circulantes en distintas cohortes de pacientes con funcion
estable en relacion al tiempo de seguimiento post-trasplante y el tratamiento de
mantenimiento.

3.5. Evaluar el fenotipo histolégico e inmunolégico en injertos con disfuncion
cronica por glomerulopatia del trasplante y su impacto sobre la supervivencia del

injerto.
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ambulatoria en trasplante renal. Nefrologia. 2014 Nov 17; 34 (6): 749-55. doi: 10.3265/
Nefrologia.pre2014.Jul.12509.

Resumen. La biopsia renal es una herramienta imprescindible para el
diagndstico de las distintas patologias que afectan al injerto renal y se ha propuesto
como una método para monitorizar a los injertos renales con funcién estable.
Habitualmente, este procedimiento va ligado a un ingreso hospitalario dado que se
asocia a un riesgo de complicaciones (hematoma, fistula arterio-venosa y otras) que
pueden poner en compromiso la seguridad del injerto y del paciente. Sin embargo, la
realizacion de la biopsia bajo control ecogréafico con aguja automética ha reducido el
namero de complicaciones y su realizacibn como procedimiento ambulatorio reduce el
tiempo de espera, mejora la calidad de vida del paciente y reduce los costes para el
sistema sanitario. En este trabajo, se evalian los resultados de un programa de
biopsias renales sobre el injerto renal, tanto diagnésticas como de monitorizacion, y se
propone que en un elevado porcentaje de casos pude realizarse de forma ambulatoria

sin comprometer la eficacia y seguridad del procedimiento.
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RESUMEN

Anteredentes: La biopsia dal aloinjerto renal s reslizs habltualmente
con el pacante hospitallzacs. Objethe: Evaluar 13 saguridad y eficacla
de un programa o blopslas mbulatorio en raceptores de trasplants
renal. Métodos: En diclembre de 2011 s2 Inidd un programa
ambulatorio de blopsias en trasplante ranal. Se contraindic a biopsia
amiulatoria en los casos siguientes: 1) tratamiento anticoaguiarts,
2 trombocitopenita < 50 000ATIM?, 3) Indice de masa conporal > 35 kg!
m¥, &) hipertension arterial no controdada, Se compars 13 seguridad y
eficacta de |as biopslas reallzadas bajo hospitallzacan en el pariodo
Z007-2011 [ = 124} con Las Biopsias ambulStonas reallzacas ouramte
o periodo 2011-2013 (n - 212} y las reallzadas en este mismo pariodo
bajo hospitallzackn {n - 42). Resultados: Entre dickembre de 2011 y
diclembre de 2012 se han Indiado 220 biopslas desde I3 consulta
extemna y se han reallzade 219 {05 %) en régimen ambulatoro. La
Incldencla de complicacones mayores (necesidad de transhuskon
o embollzacion) ha sido de 0.8 % para el pariodo 2007-2011 y de
2.4 % para las realizadas bajo hospitalizadon del pariodo 2011-2013
ip = 0,475). No se observaron complicadones mayores en el grups
de padentss con blopstas reallzadas de fonma ambulatora. L3 tasa
mmplmmmﬂmmu
Tistula QUE Mo TRqUINENDN transtusion Nl EMBOlZECoN} no ha skio
distinta enre kos grupos (2.2 %, 7.1 % y 2.7 %, respectvamente). La
adecuadon de la muestra cbtenida sagan los aiterios de Bantt no ha
sido distinta entre kos grupos {p - 0,052). Condusbon: La reallzackn
ambulatoria de |3 blopsia de Injerto renal es un procedimiento
SEQUID Y eficaz.

Palabras dave: Tras P|BﬂtE‘ renal. E|0FIS|E renal ambulatoria.
Saguridad.
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Sarety and efficacy of outpatient blopsy In renal
transplantation

ABSTRACT

Background: In many centers patlents are hospitalised to perform
a renal allogrart biopsy. Alm: To evaluate the safety and efficacy
of outpatient renal allogrart binpsies. Methods: Since Deramber
2011 we perform renal allograft blopsies as an outpatient
procegure. Excusion criteria Tor perfonming an outpatient biopsy
Included: 1.) anticoaguiant treatment, 2.) thrombocytopenia
<50, 0004, 1) body mass index >3Skgint and 4.) uncontroled
hypertension. The number and severity of comphcations were
compared with an historical cohort of 124 biapsies done between
2007 and 2011 when all patients were hospltallsed Tor the
procedure and with 42 patients biopsied during hospltallsation
between 2011 and 2013. Results: Between 2011 and 2013,
210 {95%) out of 230 biopsies Indicated In the outchinic were
performed as an outpatient procedure (95%). The incldence of
major complications {bieeaing requiring blood transfusion anad
or embaolisation) was 0.8% between 2007 and 2011 and 2.4% in
biopsies between 2011 and 2012 in hospltalised patients (p-0.475).
No major complications were observed in the outpatient biopsy
group. Minor complications (hematurla, hematoma or fistula not
requiring transfusion or embolisation) were also not Oifferent
between groups (2.2%, 7.1% and 2.7%; respectively). Sample size
adequacy acconding fo the BantT oiterla was not different among
groups (p-0.052). Condusion: Ambulatory renal allogrart biopsy
s a safe and emMdent procedure.

Keywords: Renal transplantation. Outpatient renal grart.
safety.

INTRODUCCION

Drarante la iltima década, lanecesidad de atender una creciente
lista de espera quinirgica para procesos de baja o mediana
complejidad ha favorecido el desarrolle de programas de

749
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ambulatorizacién de procedimientos intervencionistas,
reuniendo condiciones de eficiencia y seguridad, con un
elevado grado de satisfaccién por parte del paciente y de los
profesionales implicados!.

La biopsia renal percutanea es un procedimiento diagnéstico
utilizado desde 1944 y una herramienta fundamental para el
conocimiento de la patologia renal y como guia para la toma
de decisiones en la practica clinica™. Tradicionalmente, este
procedimiento ha requerido la hospitalizacién del paciente.
Sin embargo, durante las dos iltimas décadas la realizacion
de la biopsia con aguja automdtica guiada por ecografia ha
permitido disminuir las complicaciones graves (fallecimiento
y/o pérdida del injerto) asociadas al procedimiento*’. Estos
cambios han favorecido la ambulatorizacién de la biopsia
de rinon nativo y del aloinjerto renal, convirtiéndola en un
procedimiento seguro en una poblacién seleccionada de
pacientesS’.

La implementacién de un programa de biopsias ambulatorias
mejora la calidad de vida del paciente minimizando su
estancia hospitalaria. Ademas, resulta en una disminucién
significativa del coste del procedimiento y en una menor lista
de espera para su realizacién!.

Por estos motivos, desde diciembre de 2011 se ha
implementado en nuestro servicio un programa de biopsias
ambulatorias del injerto renal. El objetivo de nuestro estudio
es evaluar la seguridad v la eficacia del procedimiento,
comparando la incidenciay la gravedad de las complicaciones
con una cohorte histérica en la que el procedimiento se realizo
con ¢l paciente hospitalizado.

PACIENTES Y METODOS

Se trata de un estudio de cohortes en el que se comparan la
incidencia y la gravedad de las complicaciones asociadas a
la biopsia del injerto realizada en régimen de hospitalizacion
durante los periodos enero de 2007-noviembre de 2011
v diciembre de 2011-diciembre de 2013 con la realizada
en régimen ambulatorio durante el periodo diciembre de
2011-diciembre de 2013.

Procedimiento de la biopsia

La biopsia renal ambulatoria se indica desde la Consulta
Externa. Se contraindica su realizacién en las siguientes
circunstancias: 1) tratamiento anticoagulante con
dicumarinicos, 2) trombocitopenia < 50 000/mm?, 3)
obesidad con indice de masa corporal > 35 kg/m?, 4)
hipertensién arterial no controlada con tratamiento médico.
En los pacientes que reciben tratamiento con antiagregantes
plaquetarios se interrumpe la medicacién una semana antes y
se reintroduce a las 72 horas si no ha habido complicaciones.
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El paciente es admitido el mismo dia del procedimiento en la
unidad de hemodidlisis. Tras la obtencién del consentimiento
informado, se canaliza una vena periférica y se obtienen
muestras para hemograma completo con recuento de
plaquetas, parametros de coagulacion y reserva para banco
de sangre. Los pacientes a quienes se indica la hospitalizacién
por presentar contraindicaciones para la realizacién de la
biopsia de forma ambulatoria ingresan el dia previo
al procedimiento v se dan de alta después de 24 horas
de observacion. Si el paciente sigue tratamiento con
anticoagulantes orales, este se interrumpe una semana
antes y se introduce heparina de bajo peso molecular, que
se interrumpe 24 horas antes de la biopsia.

En los pacientes con filtrado glomerular < 30 ml/min/1,73 m?
estimado mediante la formula CKD-EPI (Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration) y/o que presentan
una alteracion conocida de la coagulacidn, se administra
desmopresina 0,3 ng/kg una hora antes del procedimiento.
Ademas, todos los pacientes reciben diazepan 5 mg via oral
30 minutos antes del procedimiento y atropina subcutinea
0.5 mg en el momento de la biopsia.

La biopsia renal la realiza el radidlogo utilizando una
aguja automadtica de calibre 16 (BARD®* MONOPTY®) bajo
control ecografico a tiempo real y se obtienen de forma
rutinaria dos cilindros para estudio mediante microscopia
optica e inmunofluorescencia. Ademas, en todas las
biopsias de seguimiento se obtiene un tercer cilindro para
estudios de biologia molecular. En un grupo de 42 biopsias
realizadas durante el periodo 2007-2011 también se obtuvo
un cilindro adicional para biologia molecular®. Después del
procedimiento, el paciente permanece en reposo durante 6
horas mientras se monitoriza la diuresis y la presion arterial,
y se realiza un hemograma de control a las 4 horas. Si no
se han detectado complicaciones inmediatas, es dado de
alta a su domicilio, recomendando reposo relativo durante
72 horas.

Si se observan complicaciones inmediatas como
hematoma subcapsular sin signos de sangrado activo
en el control ecogrifico posbiopsia y/o hematuria
macroscopica pospuncion renal, se indica ampliacién del
tiempo de observacién u hospitalizacidn segiin los signos
de gravedad.

Evaluacién de las complicaciones

Después delabiopsiase evalianlas siguiente complicaciones:
a) complicaciones mayores: hematuria macroscopica,
hematoma y/o fistula arterio-venosa, que requieran
transfusién de sangre o tratamiento intervencionista; y
b) complicaciones menores: hematuria macroscépica
autolimitada y/o hematoma subcapsular sin compromiso
hemodinamico.
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Analisis estadistico

Los resultados se expresan como frecuencias para las
variables cualitativas y como la media + desviacion estandar
para las variables continuas. La comparacién entre grupos
se ha realizado con el test X?* para las variables cualitativas
y mediante el andlisis de la varianza para la comparacion de
medias con el test post hoc de Scheffé para comparaciones
individuales entre grupos. Todos los analisis son bilaterales y
se considera significativo un valor de p < 0,05.

RESULTADOS
Pacientes

Durante el periodo de estudio se han realizado 385 biopsias
del injerto renal. En el periodo comprendido entre enero de
2007 y noviembre de 2011 se realizaron 124 biopsias en
régimen de hospitalizacién. En el periodo comprendido entre
diciembre de 2011 y diciembre de 2013 se llevaron a cabo
un total de 261 biopsias, de las cuales 219 (84 %) fueron
en régimen ambulatorio. Durante este mismo periodo se
realizé la biopsia en régimen de hospitalizacién en 42 casos

originales breves

(16 %) por los motivos siguientes: a) la biopsia se indica en
pacientes hospitalizados ya sea por retraso de la funcion del
injerto o por deterioro agudo de la funcién renal (n = 31), b)
el paciente ingresa de forma programada porque existe una
contraindicacioén para realizar 1a biopsia ambulatoria (n = 11),
tal como se muestra en la figura 1. Las contraindicaciones
para la biopsia ambulatoria fueron las siguientes: tratamiento
con anticoagulantes sistémicos (n = 2), obesidad (n = 2),
trombocitopenia (n = 3), contexto socio-familiar inadecuado
para asegurar la monitorizacion del paciente durante las 24
horas posbiopsia (n = 3) y por residencia msular (n = 1).

Enlatabla 1 se describen las caracteristicas demogréficas y clinicas
de los tres grupos de pacientes. Las diferencias en 1a funcién renal
vy la proteinuria entre grupos se relacionan con la indicacién de
esta. Es de destacar que en el grupo de biopsias ambulatorias el
53 % se mdicaron por disfuncién del injerto y el 47 % fueron
biopsias de seguimiento a los 3 o 12 meses del trasplante.

Complicaciones posbiopsia

Durante el periodo comprendido entre enero de 2007 y
noviembre de 2011 se registré una complicacién mayor

Biopsias de injerto renal
Enero 2007-Diciembre 2013
N =385

Enero 2007-Noviembre 2011
N =124

Diciembre 2011-Diciembre 2013

N =261

Consulta externa

Hospitalizados

N=230 N =31
Trombocitopenia  n=3
IMC > 35 n=2
| —— | Anticoagulacién n=2
Otras n=4
v v

N=219

Biopsia ambulatoria

Biopsia hospitalizacién
N N=42

Figura 1. Diagrama de flujo de las biopsias realizadas durante el periodo 2007-2013.

IMC: indice de masa corporal.
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Tabla 1. Variables demograficas, indicaciéon de la biopsia y datos analiticos en el momento de la biopsia

Hospitalizados

Hospitalizados

Ambulatorios

Variable 2007-2011 2011-2013 2011-2013 p

N 124 42 219

Edad 47,8 + 14,8 51,3+ 17,1 51,0 + 15,0 0,147
Género (varéon/mujer) 91/33 18724 165/54 < 0,001
Nefropatia

GN/NTIC/PQR/ND/ 42/15/17/411/38/7 11/4/9/5/1/8/4 63/17/19/16/5/78/21 0,147
NAE/NF/Otras

Trasplante (1/> 1) 101/23 38/4 185/34 0,224
'[;‘:;Bac‘}‘::gtl’:i"mpi:iztg)“” 19/36/62/7 15/22/4/0 0/46/58/102 < 0,001
Tiempo (meses) 40,8 + 60,3 26,9 + 69,6 28,4 + 45,5 0,094
Creatinina (mg/dl) 2,9+2,1 3,6 +2,3° 1,6 £ 0,650 < 0,001
Proteinuria (g/dia) 1,317 0,5+ 1,0° 0,8+1,3 < 0,001

DA: disfuncion aguda; DC: disfuncién crénica y/o proteinuria; FRI: funcion retrasada del injerto; GN: glomerulonefritis;
NAE: nefroangioesclerosis; ND: nefropatia diabética; NF: no filiada; NTIC: nefropatia tabulo-intersticial; PQR: poliquistosis renal.

> p < 0,05 frente a hospitalizados 2007-2011.

°p < 0,05 frente a hospitalizados 2011-2013 mediante el test de Scheffé.

(0,8 %) en un paciente que requirié embolizacién
por puncién de la arteria epigdstrica con sangrado
intraabdominal con hipotensién arterial. Como
complicaciones menores se observaron tres hematomas
sin compromiso hemodinamico y sin requerimientos
transfusionales y un paciente presenté hematuria
macroscopica autolimitada (3,2 %).

Durante el periodo comprendido entre diciembre
de 2011 y diciembre de 2013 en los 219 pacientes
en los que se realizd la biopsia en régimen
ambulatorio se registraron 6 (2,7 %) complicaciones
menores (2 hematurias autolimitadas y 4 hematomas
subcapsulares sin compromiso hemodinamico). Un
paciente con hematuria autolimitada y dos pacientes con
hematoma subcapsular se dieron de alta a las 6 horas de
la biopsia. Se decidi6 la hospitalizacion de un paciente
con hematuria macrosedpica y 2 pacientes con hematoma
perirrenal. Los pacientes se dieron de alta a las 24 horas
y un paciente con hematoma perirrenal se fue a las 48
horas, ya que su domicilio estaba a 200 km del hospital.

En los 42 pacientes biopsiados en régimen de
hospitalizacion durante el periodo 2011-2013 se observo
unacomplicacién mayor (2,4 %) que requirié embolizacién
por sangrado de la pared abdominal con compromiso
hemodindmico y 3 pacientes (7,1 %) presentaron
complicaciones menores: hematoma subcapsular no
complicado (n = 2) y hematuria autolimitada (n = 1).
En la tabla 2 se resumen las complicaciones de los tres
grupos de pacientes.
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Numero de cilindros obtenidos y adecuacién
de la muestra

El ntimero de cilindros obtenidos en las biopsias ambulatorias
fue sigmficativamente superior al de los pacientes ingresados,
dado que en las biopsias de seguimiento se obtiene un cilindro
adicional para biologia molecular. Aunque en el cilindro obtenido
para microscopia éptica el nimero de glomérulos fue
significativamente inferior en las biopsias ambulatorias, esta
diferencia no alcanzo la significacion estadistica cuando se
evalud la adecuacion de la muestra segin los criterios de
Banff’, tal como se muestra en la tabla 2.

DISCUSION

La biopsia del aloinjerto renal es un procedimiento 1til para
el conocimiento y la caracterizacion de los eventos que le
suceden al injerto renal y sirve de guia para las intervenciones
terapéuticas. La introduccién de la puncion mediante aguja
automatica guiada por ecografia ha convertido la biopsia
del aloinjerto, ya sea diagndstica o de seguimiento, en un
procedimiento seguro’S.

En el presente estudio, en el que se evalian retrospectivamente
las complicaciones asociadas a la realizacion de biopsias
del injerto en pacientes hospitalizados (periodos 2007-
2011 y 2011-2013) y ambulatorios (periodo 2011-2013),
se demuestra que no existen diferencias en la incidencia de
complicaciones entre ambos periodos de tiempo y que la tasa
de complicaciones graves fue inferior al 1 %, tal como se
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Tabla 2. Complicaciones asociadas a la biopsia renal y rentabilidad de esta en cada uno de los grupos estudiados
Hospitalizados Hospitalizados Ambulatorios

Variable p
2007-2011 2011-2013 2011-2013

N 124 42 219
Complicaciones

Ninguna 119 38 213

Embolizacién/sangrado 1 1 0

Hematuria macroscopica 1 1 2

Hematoma 3 2 4 0,475
N.° cilindros 1,99 + 0,16 1,92 +£0,44 2,30 + 0,52 < 0,001
N.° glomérulos 13,673 14,5+ 10,5 11,6 £59° < 0,001
Adecuacion de la muestra

Inadecuada 17 3 36

Marginal 20 12 60

Adecuada 87 27 123 0,052

El tamario de la muestra se ha evaluado segun los criterios de Banff (inadecuada, < 7 secciones glomerulares y/o ausencia de arteria;
marginal, 7-9 secciones glomerulares con al menos una arteria; adecuada, > 10 secciones glomerulares con al menos una arteria).

2 p < 0,05 frente a hospitalizados 2007-2011.

® p < 0,05 frente a hospitalizados 2011-2013 mediante el test de Scheffé.

ha descrito en otras series de biopsias. En ningin caso se
ha producido el fallecimiento del paciente o la pérdida del
injerto®510.

En distintos estudios retrospectivos de series de biopsias
del injerto renal realizadas en receptores adultos y
pediatricos, se ha evaluado la seguridad del procedimiento
ambulatorio. En una de las revisiones mas amplias con
1670 biopsias, Schwarz et al. mostraron que la biopsia del
mjerto realizada como procedimiento ambulatorio es segura
v que no existen diferencias en el indice de complicaciones
mdependientemente de su indicacién (por causa clinica o de
seguimiento). Ademas, de acuerdo con otros autores, con
la utilizacién de una aguja calibre 16 G es posible obtener
el mismo perfil de seguridad y una mejor adecuacion de la
muestra para su valoracién histolégica®. A pesar de no existir
homogeneidad entre los distintos centros sobre los criterios
de contraindicacién para su realizacién como procedimiento
ambulatorio vy el tiempo de observacién del paciente tras
la realizacién de la biopsia para la monitorizacién de las
complicaciones, los resultados obtenidos en distintas series
(tabla 3) sugieren que un periodo ventana de entre 4 y 8 horas
posbiopsia bajo evaluacion de signos vitales y monitorizacién
urinaria, asociado o no a control analitico v/o ecografico,
es suficiente para observar una complicacién de sangrado
asociada al procedimiento®™ 112,

El éxito de la implementacion de un programa ambulatorio de
un procedimiento de baja o mediana complejidad se fundamenta
en la disminucion del tiempo de espera, asi como en la eficiencia
v la seguridad que pueda conseguir. Ademads, produce un

Nefrologia 2014;34(6):749-55

beneficio al paciente, al percibir una mejor calidad de vida y
atencion, a los profesionales, al simplificarles el proceso clinico,
v a la institucién, al aumentar la eficiencia de los procesos y
reducir los costes de hospitalizacion. Para ello es necesaria la
coordinacién entre distintas especialidades y un elevado grado
de protocolizacion del proceso clinico aplicable a un grupo de
pacientes que retnan caracteristicas similares de bajo riesgo.
Todo esto permite asegurar una estancia minima de observacion
y una baja tasa de hospitalizacién por complicaciones’!.

En nuestra experiencia, se ha de destacar que desde la
implementacion de la biopsia ambulatoria tan solo ha ocurrido
una complicaciéon mayor de las 261 realizadas (0,38 %);
se trataba de un paciente que ya estaba hospitalizado y al
que se realizd la biopsia por disfuncidon aguda del injerto.
Durante este mismo periodo, debemos senalar que el 95 % de
las biopsias indicadas desde la consulta se realizaron como
un procedimiento ambulatorio. Ninguno de estos pacientes
presentd una complicacidn mayor. Se decidid el ingreso por
complicaciones menores detectadas durante el periodo de
monitorizacién (6 horas) en dos pacientes con hematoma
subcapsular y en uno con hematuria macroscépica, lo que
representa una tasa de hospitalizacién del 1,37 %, similar
a la observada en ofras series (tabla 3). En los pacientes
que no presentaron complicaciones durante el periodo de
monitorizacion no se observaron complicaciones tardias.

Las indicaciones de biopsia mas frecuentes en los
pacientes hospitalizados durante el periodo 2011-2013
fueron el retraso en la funcion del injerto y la disfuncion
aguda. Solo en 11 de 230 pacientes (5 %) en los que se
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Tabla 3. Porcentaje de complicaciones, tiempo de observacién y complicaciones posteriores al periodo de
observacién, indice de hospitalizacién y adecuacién de la muestra en distintas series de biopsias ambulatorias del

aloinjerto renal

Variable Schwarz et al. Birk et al. Yablon etal.  Torres et al.
Calibre de la aguja 18 G/16 G 16 G 15G 16 G
N 1222/448 131 124 219
Complicacion mayor (%)

Intervencién y/o transfusion 0,2/0,4 0 3,2 0

Cateterismo urinario 0,9/0,2 2,3 2,8 0
Complicacion menor (%)

Hematuria macroscopica 3,7/2,9 8,4 3,2 1,0

Hematoma 2,0/3,8 0 0 1,8

Fistula arterio-venosa 8,0/4,5 0,8 0 0
Tiempo de observacion 4h 8h 6h
Complicaciones posteriores tiempo de observacion 1 (trombosis 1 (fistula) 1 (hematuria) 0

venosa femoral)

indice de hospitalizacion (%) 1,8/2,2 3,1 3,2 1,4
Adecuacion de la muestra (%)

Inadecuada 48/25 5 16,4

No evaluado
Adecuada 52/75 95 83,6

Schwarz et al. realizaron 1171 biopsias de seguimiento y 499 biopsias por causa en receptores adultos de trasplante renal®. Birk et
al. llevaron a cabo 113 biopsias de sequimiento y 18 biopsias por causa en receptores de trasplante renal pediatrico mayores de 5
anos''. Yablon et al. realizaron 124 biopsias por causa en receptores adultos de trasplante renal'?. En nuestra serie contamos con

103 biopsias de sequimiento y 116 biopsias por causa.

indicé la biopsia desde la consulta externa se decidid
el ingreso por presentar contraindicaciones clinicas o
socio-familiares.

De las 219 biopsias realizadas en régimen ambulatorio, un total
de 102 (47 %) fueron de seguimiento. En estos casos se obtiene
un tercer cilindro para estudios de biologia molecular, y es por
este motivo por el que el nimero medio de cilindros en los
pacientes ambulatorios fue significativamente superior. A pesar
de la obtencion de un cilindro adicional en estos pacientes de
bajoriesgo, no se observé un mayor nimero de complicaciones.

Cabe destacar que el nimero de muestras de tejido renal
definidas como marginales y adecuadas para realizar un
diagnéstico fue un poco inferior en los pacientes ambulatorios,
aunque su diferencia no alcanzé la significacién estadistica y
no fue clinicamente relevante, ya que en todos los casos se
pudo realizar el diagndstico.

CONCLUSION

La biopsia del aloinjerto renal realizada en régimen ambu-
latorio es un procedimiento seguro cuando se aplica a un
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subgrupo de pacientes de bajo riesgo, mejora la calidad de
vida de estos, disminuye la lista de espera para su realiza-
ci6n v reduce los costes de hospitalizacion.
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Resumen. En este estudio transversal cruzado realizado en 45 pacientes
trasplantados renales con funcién renal estable tratados con inhibidores de
calcineurina en distintos momentos de la evoluciéon post-trasplante, 1 afio (n=15), 5
afnos (n=14) y 10 afos (n=16) y en pacientes tratados con azatioprina seguidos por 30
afos (n=8), evaluamos la presencia de una firma génica relacionada con tolerancia.
Como grupo control se han considerado controles sanos (n=10) y pacientes con
rechazo crénico humoral (n=15). Hemos confirmado que la expresiébn en sangre
periférica de los genes IGKV1D-13 e IGKV4-1 por RT-PCR distingue a los pacientes
tolerantes (n=10) de los pacientes trasplantados con funcion renal estable (n=10) de
una muestra de pacientes cedida por la International Tolerance Network. La firma de
tolerancia fue definida a partir de la expresion de ambos genes en pacientes
tolerantes. En los pacientes tratados con inhibidores de calcineurina, la firma génica
de tolerancia y la expresion de linfocitos B mostrd un incremento tiempo-dependiente
no observado en pacientes tratados con aziatropina (p=0.01). La firma de tolerancia
génica fue observada en el 7% a los 5y 25% a los 10 afios post-trasplante. En 15 de
los 16 pacientes trasplantados a los 10 afios tratados con inhibidores de calcineurina,
se realizé una nueva determinacién a los 3 meses. En 2 pacientes se demostré la
firma de tolerancia génica en ambas determinaciones. Esta firma de tolerancia se
asocio con un incremento del nimero total de células B, B naive y B transicionales (p<
0.05). Nuestros datos sugieren que la expresién génica y su asociacion con las
poblaciones de linfocitos B aumentan durante el seguimiento en los pacientes tratados
con inhibidores de calcineurina y a los 10 afios, dos pacientes expresaron de manera

consistente la firma génica de tolerancia.
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Background: In kidney transplants operational tolerance has been associated with up-regulation of B cell differ-
entiation genes and an increased number of total, naive and transitional peripheral B cells, The aim is to evaluate
tolerance biomarkers in different cohorts of stable renal transplants under immunosuppression.

Methods: This is a cross-sectional study conducted in renal transplants. We evaluate genetic tolerance signature
and lymphocyte subsets in stable transplants treated with calcineurin inhibitors (CNI) at 1 (n = 15),5 (n = 14)
and 10 (n = 16) years, and azathioprine-treated transplants followed 30 years (n = 8). Healthy volunteers
(n = 10) and patients with chronic rejection (n = 15) served as controls.

Results: We confirm that peripheral expression of IGKV1D-13 and IGKV4-1 genes by RT-PCR distinguish tolerant
(n= 10) from stable transplants (n = 10) provided by the International Tolerance Network. Tolerance signature
was defined as the lowest expression for both genes in tolerant patients. In CNI-treated patients, genetic sig-
nature of tolerance and B cells showed a time-dependent increase not observed in azathioprine-treated patients
(p < 0.01). Genetic tolerance signature was observed in 0% at 1, 7% at 5 and 25% at 10-years while it was not
observed in azathioprine-treated and chronic rejection patients. Fifteen out of 16 CNI-treated transplants at
10 years were revaluated 3 months apart. Nine did not show the tolerance signature in any determination, 4
in one and 2 in both determinations. Genetic signature of tolerance was associated with an increase of total,
naive and transitional B cells (p < 0.05).

Conclusions: IGKV1D-13 and ICKV4-1 gene expression and its linked B cell populations increase during follow up
in CNI-treated patients. At 10 years, 2 out of 15 CNI treated patients consistently express biomarkers associated

with true tolerance. In azathioprine-treated patients these biomarkers were down-regulated.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Renal transplantation is the best available treatment for end-stage
renal disease [1]. Short term graft survival has significantly improved
thanks to the introduction of new immunosuppressive agents, but
improvement of long term survival has been rather moderate [2,3].
Chronic humoral rejection, interstitial fibrosis/tubular atrophy, recur-
rence of the primary disease and death with a functioning graft con-
stitute the major causes for late graft failure [4-6]. Long term
immunosuppression, that is associated with complications such as
cardiovascular disease, cancer, infections, diabetes, nephrotoxicity
and inadequate control of the alloimmune response, may constitute
a barrier to improve long term outcome [7-9]. Protocols using mild

* Corresponding author at: Nephrology Department, Hospital Universitari Vall
d'Hebron, Passeig Vall d'Hebron 119-129, 08035 Barcelona, Spain. Tel.: + 3493 274 60 79.
E-mail address: fjmoreso@vhebron.net (F. Moreso).

http: //dx.doi.org/10.1016/j.trim.2014.04.008
0966-3274/© 2014 Elsevier BV. All rights reserved.

immunosuppressive regimens have been introduced in an attempt
to reduce these side effects, but insufficient immunosuppression is
associated with an increased risk for acute and chronic rejections
[10,11]. The description of cases of operational tolerance, ie., stable
renal function lasting for at least one year after discontinuation of
immunosuppression with preserved renal function, has arisen the
interest of the transplant community.

Operational tolerance is a very rare condition in kidney recipients
[12] but it is frequent in liver transplants [13]. Tolerance in kidney recip-
ients is associated with up-regulation of multiple B cell differentiation
genes and increased number of total, naive and transitional peripheral
Bcells, HLA-DR "CD4" T cells and natural killer cells (NK) in comparison
to stable grafts receiving immunosuppression or patients suffering from
acute or chronic rejection [ 14-16]. Newell et al. reported that the over-
expression of just three B cell-related genes (IGKV1D-13, IGKV4-1 and
IGLL1) was sufficient to distinguish tolerant patients from stable renal
allografts under immunosuppression. Additionally, the identification
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of these markers of operational tolerance also in some patients with sta-
ble grafts and still under immunosuppression suggested that it might
be possible to identify those patients that could benefit from reduction
or withdrawal of immunosuppression. Approximately, 3-4% of stable
renal allografts under immunosuppression express this tolerance signa-
ture [12]. Living donation, older recipient age, good HLA matching and,
especially, long-term follow up, were factors associated with this situa-
tion [17,18].

Clinical trials in liver transplantation have shown that immuno-
suppression can be withdrawn in approximately one third of patients
[19,20]. A major difference between liver and renal transplantations is
that acute rejection is not associated, if promptly treated, with a reduc-
tion in allograft long-term survival as itis the case in kidney transplan-
tation. Thus, designing clinical trials to evaluate the utility of a tolerance
signature to guide immunosuppression weaning protocols in kidney
transplants constitutes a major goal in this field.

2. Objective

To evaluate the expression of the gene expression of tolerance signa-
ture previously described by Newell et al. [ 16] and B lymphocyte subsets
in five groups of renal transplant patients receiving different immuno-
suppressive regimens at different times of follow up.

3. Patients and methods
3.1. Study design

This is a cross-sectional study to evaluate total blood candidate gene
expression profiles and lymphocytes subsets previously associated with
operational tolerance in stable renal transplants under immunosup-
pression. Healthy subjects and patients with chronic rejection served
as controls. The study protocol was approved by the Ethics Committee
of Hospital Universitari Vall d'Hebron. All patients gave written in-
formed consent to participate in the study.

32. Patients

Patients with stable renal function (estimated glomerular filtration
rate by MDRD-4 formula =40 mL/min and proteinuria below 0.3 g/day)
receiving as maintenance immunosuppression the combination of a
calcineurin inhibitor (either tacrolimus or cyclosporine) and an anti-
metabolite agent (either mycophenolate mofetil or enteric-coated
mycophenolic acid) seen at our outpatient clinic between 1 and 30 of
November 2011 were invited to participate. The following groups of
patients with stable renal function were selected: a) follow up between
12 and 30 months (ST-CNI-1y); b) follow up between 60 and 84 months
(ST-CNI-5y) and c) follow up between 120 and 144 months (ST-CNI-
10y). Additionally, we also recruited d) a group of stable patients treated
with azathioprine and prednisone (ST-AZA) with a very long follow up
(between 325 and 364 months), e.) a group of patients diagnosed with
chronic humoral rejection (CR) during the last year and f) a group of
healthy controls (HC). The diagnosis of chronic humoral rejection was
based on the presence of donor specific HLA antibodies (DSA) detected
by the Luminex assay and a renal allograft biopsy showing typical rejec-
tion lesions (transplant glomerulopathy and/or microcirculation inflam-
mation regardless of the presence of C4d deposition in peritubular
capillaries). Patients from ST-CNI-10y group were re-assessed again,
three months later, in February 2012.

3.3. Gene expression analysis

Total RNA was obtained using the ABI Tempus whole blood collec-
tion system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) following the
manufacturer’s instructions. Blood collection was performed following
the manufacturer's instructions. cDNA was synthesized using M-MLV

retrotranscriptase enzyme. Template cDNA was added to Tagman
Universal Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in
a 12.5 pl reaction with specific primers and probe for each gene. The
primers and probe sets for IGKV1D-13 and IGKV4-1 were purchased
as Custom TagMan® Expression Assays (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) and IGLL1 as Assay-on-Demand™ (Hs00252263_m1)
according to their Ref Seq in http://www.ncbinlm.nih.gov/LocusLink;
for endogenous housekeeping genes for controls were purchased as
in the catalog of Assays-on-Demand™ (Hs99999907_m1 for B2M,
Hs00920495_m1 for TBP and Hs01122445_g1 for YWHA). The se-
quence of primers and probes of Custom TagMan® Expression Assays
are given in Supplementary Table S1.

Gene expression was measured by qPCR using the ABI Prism 7900HT
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
according to the comparative Cq method. Final results were determined
as follows; 2-(ACa sample — ACqalibrator) \yhare ACq values of the calibrator
and sample are determined by subtracting the Cq value of the target
gene from the geometric mean of three constitutive genes (YWHAZ,
BM2 and TBP). Commercial RNA control was used as calibrator (Fist
Choice Human Brain Reference RNA; Ambion). The calculations were
done following the manufacturer's recommendations contained in
Technical Bulletin #2 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

34. Validation of gene analysis determined by RT-PCR in a sample of
patients from the International Tolerance Network

In order to validate gene expression measures for these genes from
Sequenom MassARRAY QGE platform, 30 blood samples provided
by the Tolerance Network (ITN) to Pangaea Biotech from 10 tolerant
patients (TOL-INT), 10 stable patients (ST-INT) under immunosuppres-
sion and 10 healthy controls (HC-INT) were analyzed. IGLL1 gene was
not amplified with employed primers. Accordingly, in this study the
characterization of tolerance signature relied on IGKV1D-13 and
IGKV4-1 gene expression. Correlation plots of log2-converted data con-
firmed that IGKV1D-13 and IGKV4-1 genes by RT-PCR accurately distin-
guish tolerant transplants (TOL-ITN) from stable transplants under
immunosuppression (ST-ITN). As it is shown in Fig. 1, the cut-off value
to allocate patients in TOL-ITN was established as log,(2(~24¢4))
IGKV1D-13 and IGKV4-1 = 7.75.

3.5. Peripheral blood lymphocyte subset immunophenotyping

For lymphocyte phenotyping on whole blood the following mono-
clonal antibodies multitest panels CD3-FITC/CD8-PE/CD45-PerCP/
CD4APC and CD3-FITC/CD16-PE + 56/CD45-PerCP/CD19-APC (Becton
Dickinson) were used. Regulatory T cells (Treg) were identified by
staining with FoxP3-PE/CD4-FITC/CD25-APC/CD3-PercP. For B cell
subsets, PBMCs were isolated by density gradient centrifugation in
Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences) and stained for CD19-
PECy7/1gD-PE/IgM-APC and CD27-FITC, CD24-FITC, CD38-APC and
CD86-PerCp-Cy5 in different panels. The following cell subsets were
characterized: B naive (CD19 + IGD + CD27-), B memory (CD19 +
IGD + CD27+), B class switch (CD19 + IGD-CD27-), B transitional
(CD19 4 CD38 + CD24 + High), Bregs (CD19 + CD38 4 CD24 +
High) and Tregs (FOXP3 4+ GATED IN (D3 + CD4 + CD25 high).

Flow cytometric analysis was carried out on a BD FACSCANTOII and
data were analyzed with Flow]Jo software (TriStar, Inc., Ashland, OR,
USA).

3.6. HLA antibodies by Luminex assay

Anti-HLA antibodies were measured by the Luminex® technique.
The assay applied was LIFECODES LifeScreen Deluxe (Gen-Probe, CA).
Patients' Class [ and Il HLA antibodies were detected using beads coated
with purified class I and Il antigens. In patients with positive Class [ and/
or I HLA antibodies, donor specificity was evaluated by LIFECODES LSA
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Fig. 1. Correlation plot of log2 converted data of IGKV1D-13 and IGKV4-1 gene expression
by RT-PCR in the evaluated groups. Samples provided by the ITN allowed one to define the
tolerant area (gray). The cut-off value to allocate patients in the tolerant gray area was
established as log,(2' ~22%4)) IGKV1D-13 and IGKV4-1 > 7.75. There was one out of 14
transplants (7%) from the ST-CNI-5y group and 4 out of 16 transplants (25%) from the
ST-CNI-10y group located within the tolerant area. SI-ITN, samples from patients stable
under immunosuppression provided by the ITN; TOL-ITN, samples from tolerant patients
provided by the ITN; HC, healthy controls; CR, chronic rejection; ST-CNI-1y, stable patients
under calcineurin-based immunosuppression 1 year; ST-CNI-5y, stable patients under
calcineurin-based immunosuppression 5 years; ST-CNI-10-y, stable patients under
calcineurin-based immunosuppression 10 years; ST-AZA, stable under azathioprine-
based immunosuppression.

Class 1 and 1 Single Antigens. Tests were carried out according to the
manufacturer’s instructions, using goat anti-human IgG conjugated to
phycoerythrin as secondary antibody. For the analysis the Quicktype
for Lifematch version 2.5 software was used.

3.7. Statistics

Results were expressed as frequencies for categorical variables and
as mean + standard deviation for normally distributed variables. For

Table 1

13

comparison between categorical and continuous normally distributed
variables the Chi-squared test and the analysis of variance with post
hoc Scheffé's test for individual comparisons, were used respectively. Re-
lationships between quantitative variables were analyzed by Pearson's
regression analysis. All p values were two tailed and a p-value < 0.05
was considered significant.

4. Results
4.1. Patients

During the study period we selected 79 renal transplant recipients and 10 healthy
controls. Demographic and clinical characteristics of patients are given in Table 1 and
Supplementary Table S2. Patients treated with azathioprine were younger at the time of
transplantation, had a higher rate of hepatitis viral infection and a lower number of HLA
mismatches. Of notice, there were 5 out of 8 azathioprine treated patients who received
corticosteroid pulses for a suspected episode of acute rejection during the early post-
transplant period. Degree of sensitization, re-transplants and number of acute rejection
episodes were higher in patients with chronic rejection. As expected, patients with chronic
rejection had poorer graft function, higher proteinuria and lower hemoglobin. Total num-
ber and differential count of leukocytes was not different among groups ( Supplementary
Table $2). Class | and/or class 1l Donor Specific Antibodies (DSA) were present in all
patients with chronic rejection (Table 1). Two out of 14 ST-CNI-5y patients had HLA
class | and Il antibodies that were donor specific in one case. One out of 16 ST-CNI-10y
patient had non donor-specific HLA class [ and Il antibodies.

4.2. Gene expression analysis

Healthy controls had the highest IGKV1D-13 and IGKV4-1 gene expression levels
while AZA treated patients had the lowest expression levels (Table 2). Correlation plots
of log2 converted data of IGKV1D-13 and IGKV4-1 expression showed that there were
no patients from the CR, ST-CNI-1y and ST-AZA groups located within the “tolerant”
area. But there was one out of 14 transplants (7%) from the ST-CNI-5y group and 4 out
of 16 transplants (25%) from the ST-CNI-10y group located within the tolerant area
(Fig. 1).

4.3. Lymphocyte subsets

Different lymphocyte subsets were analyzed (Fig. 2 and Table 3). Interestingly, the
number of B lymphocytes, especially CD19+ IgM + IgD — CD27 — naive B cells, increased
during follow up in CNI treated patients (Fig. 2a to¢). Transitional B cells were significantly
higher in ST-CNI-5y than in patients with chronic rejection. On the contrary, patients from
ST-AZA group showed a very low number of total and naive B cells and an increased num-
ber of regulatory T cells (Fig. 2d).

‘There was a positive correlation between the total number of B cells and log, (20~ 22¢2))
for IGKV1D-13 (r = 0.76; p < 0.001) and IGKV4-1 genes (r = 0.75; p < 0.001).

Demographic data from controls, donors and transplant recipients as well as transplant-related variables and analytical data in studied groups. CR, chronic rejection; ST-CNI, stable under
caldneurin inhibitor treatment; ST-AZA, stable under azathioprine treatment. GN, chronic glomerulonephritis; CTIN, chronic tubule-interstidal nephritis; ADPKD, adult dominant polycys-
tic kidney disease; DN, diabetic nephropathy. HBV; hepatitis B virus; HCV, hepatitis C virus; Tx, transplantation; HLA mm, number of ABDRHLA donor-recipient mismatches; PRA, panel
reactive antibodies by complement dependent cytotoxicity; ATG; anti-thymocyte globuline; anti-IL2R; anti-interleucine 2 receptor antibodies; TAC, tacrolimus; CsA, cyclosporine A;
e-GFR-MDRD-4; estimated glomerular filtration rate by the Modification Diet of Renal Disease 4 formula. *p < 0.05 vs. healthy controls; ®p < 0.05 vs. CR group; “p = 0.05 vs. ST-CNI-1y;

4p < 0.05 vs. ST-CNI-5y; °p < 0.05 vs. ST-CNI- 10y by Scheffé's test.

Variable Healthy control  CR ST-ICN-1y ST-CNI-5 ¥ ST-CNI-10 y ST-AZA B
(n=10) (n=15) (n=186) (n=14) (n=16) (n=28)

Age 40 £ 11 50 + 10° 60 + 16%° 52 +12¢ 58 + 10° 58 + 7° <0.001
Gender (m/f) 55 7/8 1373 8/ 13/3 3/5 0.0667
Renal disease (GN/CTIN/ADPKD/DN/vascular/other/unknown) - 4/3/11/0/2/4  3/2/41/1/41  61/0/3/0/0/4  6/3/1/5/1/0/0  3/3/0/0/1/1/0  0.0263
Hepatitis (no/HBV/HCV) - 11/2/2 15/0/1 13/0/1 16/0/0 41272 0.0480
1st Tx/re-Tx - 8/7 16/0 11/3 14/2 8/0 0.0061
Donor age - 39 + 14 56 + 19" 39 +14° 36 + 15° 36+ 9° 0.0037
HLA mm - 42 +1.1 41+09 40 +13 34+13 26+ 12 00174
Peak PRA (%) - 29 +34 o 6 + 14° 2+6° 348" <0.001
Induction (no/ATG/anti-1L2R) - 73/5 2/113 6/0/8 11/0/4 8/0/0 <0.001
TAC/CsA - 14/1 16/0 14/0 15/1 - 057
Corticosteroids (no/yes) - 5/10 2/14 9/5 412 0/8 0.28
TAC levels (ng/mL) - 65+ 19 8.1 + 1.9° 63+ 14° 6.5 + 1.3 - 0.0124
Acute rejection (no/l/ll/humoral/not biopsied) - 6/2/1/4/2 16/0/0/0/0 12/20/0/0 16/0/0/0/0 3/0/0/0/5 <0.001
Creatinine (mg/dL) - 24413 13 + 04" 12 + 05" 1.1 + 04" 1.0+ 02° <0.001
e-GFR-MDRD-4 (mL/min) 2 331+ 14 63 + 210 71 £27° 76 4 26° 69 + 16> <0.001
Proteinuria (g/day) - 14+ 19 02 +0.1° 02 + 01" 0.1 +01° 0.1+ 00° <0.001
Class | HLA antibodies (neg/pos) - 4/11 16/0 12/2 15/1 8/0 <0.001
Class Il HLA antibodies (neg/pos) - 2/13 16/0 12/2 15/1 /0 <0.001
Follow up (months) - 99 + 76 22+4 1+£8 133+ 7 347 + 26 -
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Table 2

Log,(2' 5% of the IGKV1D-13 and IGKV4-1 mRNA genes in peripheral blood. CR, chronic rejection; ST-CNI, stable under calcineurin inhibitor treatment; ST-AZA, stable under azathi-
oprine treatment; SI-[TN, samples from patients stable under immunosuppression provided by the ITN; TOL-ITN, samples from tolerant patients provided by the [TN. *p < 0.05 vs. healthy
controls; p < 0.05 vs. CR group; p < 0.05 vs. ST-CNI-1y; 9p < 0.05 vs. ST-CNESy; °p < 0.05 vs. ST-CNI-10y; 'p < 0.05 vs. ST-AZA; ®p < 0.05 vs. SII'TN by Scheffé's test.

Variable Healthy control CR ST-ICN-1y ST-CNI-5y ST-CNI-10y ST-AZA SI-ITN TOL-ITN p-Value
(n=10) (n=15) (n=16) (n=14) (n=16) (n=28) (n=10) (n=10)

IGKVID-13  7.66 + 094 617 + 140° 574 +099° 652+ 149° 659+ 136% 355+ 145*™4° 5784 098"  9.00 + 067°"4*¢ <0001

1GKV4-1 819+ 1.01 673 +139° 657 £083* 694 +128 742 +147 424 + 155%cde 6254 12541 947 + 098bdele  <0,0001

4.4. Lymphocyte subsets and genetic signature of tolerance in ST-CNI-10y

Fifteen out of the 16 patients in the ST-CNI-10y group were reevaluated 3 months later
(November 2011 and February 2012). There were two patients in whom logx(2' 22%0) for
IGKV1D-13 and IGKV4-1 genes was >7.75 in both studies while there were four patients
with loga(20 449 for IGKV1D-13 and IGKV4-1 genes >7,75 in only one of the two studies.
In the remaining 9 patients genetic signature of tolerance was not observed in any of both
determinations. We study the relationship between these 3 groups of patients and the
number of different lymphocyte subsets expressed as the mean number of cells obtained
at both ime points. As shown in Table 4, total B cells and memaory B cells were significantly
lower in patients not expressing the tolerance signature in comparison to the other two
groups. Naive, class-switch and transitional B cells were significantly higher in patients
expressing the genetic signature of tolerance. The total number of Tlymphocytes and differ-
ent T cell subsets were not different between these 3 groups (data not shown).

5. Discussion

In the present study we evaluated the expression of IGKV1D-13
and IGKV1-4 genes in different groups of renal transplants patients
as markers of operational tolerance. Patients from local cohorts and
from the Immune Tolerance Network have been evaluated. A third
gene (IGLL1) included in the report of Newell et al. [16] which

follows the present study, was not included due to amplification fail-
ure by RT-PCR.

We confirm that it was possible on the basis of IGKV1D-13 and
IGKV1-4 gene expression levels to accurately differentiate true opera-
tional tolerant from stable transplants under immunosuppression
evaluated by the ITN. Based on this first analysis, we arbitrarily set the
threshold of tolerance as the lower level of IGKVID-13 and IGKV1-4
gene expression found among truly tolerant patients, and below it, we
considered patients as non-tolerant. We have applied a strict definition
of tolerance to avoid an area of uncertainty between the true tolerant
patients with relatively low expression of both genes and the stable
patients under immunosuppression with a relatively high expression
of them. We reasoned that in a hypothetical weaning trial, it is more
risky to misclassify a non-tolerant than a tolerant patient.

Operational tolerance in kidney transplants is more often detected in
patients that have carried the graft for a long time [17,18]. Likewise, in
liver transplants, the probability of acute rejection during immunosup-
pression weaning protocols is higher in patients with a short follow up
[20]. In the present study, the proportion of CNI treated patients fulfill-
ing the definition of tolerance based on IGKV1D-13 and IGKV1-4 gene
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Fig. 2. Lymphocyte subsets in the evaluated groups. Total B lymphocytes (2a), B/T lymphocyte ratio (2b), naive B lymphocytes (2c) and T reg FOXP3 positive cells (2d). * p value < 0.05 by
Scheffe's post hoc test for individual comparisons. HC, healthy controls; CR, chronic rejection; ST-CNI-1y, stable under calcineurin-based immunosuppression 1 year; ST-CNI-5y, stable
under calcineurin-based immunosuppression 5 years; ST-CNI-10-y, stable under calcineurin-based immunosuppression 10 years; ST-AZA, stable under azathioprine-based

immunosuppression.
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Table 3

Lymphocyte subsets in peripheral blood. CR, chronic rejection; ST-CNL, stable under calcineurin inhibitor treatment; ST-AZA, stable under azathioprine treatment. *p < 0.05 vs. healthy
controls; °p < 0.05 vs. CR group; °p < 0.05 vs. ST-CNI-1y; %p < 0.05 vs. ST-CNI-5y; °p < 0.05 vs. ST-CNI-10y. For cell phenotype definition see text.

Variable Healthy control R ST-ICN-1y ST-CNI-5 ST-CNI-10 AZA P
(n=10) (n=15) (n=16) yi(n=14) (n=16) (n=18)

T lymphocytes (»10%/mm?®) 149 + 058 143 + 073 1.76 £ 0.76 1.49 + 062 153 £+ 0.66 191 + 077 ns

Th lymphocytes (x10°/mm?) 097 + 042 0.84 + 0.54 0.87 + 048 0.84 + 042 098 + 038 0.99 + 063 ns

Te lymphocytes (x 10°/mm?) 049 + 018 0.54 + 037 0.84 + 049" 058 + 028 055 + 0.42° 0.85 + 040 0.0792

B lymphocytes (x10°/mm?) 0.19 + 0.07 0.12 + 0.06* 0.10 + 0,05 0.13 + 0.09* 017 £ 0.14° 0.04 + 0,022 0.003

NK cells (x10°/mm?) 0.16 + 0.05 0.12 + 006 039 + 030°° 0.19 + 0.11° 029 +022° 025 + 046 0.028

B/T ratio (%) 0.14 + 005 0.09 + 0.04° 0.06 + 0.03 0.09 £ 0.05° 0.11 £ 0.06° 0.03 £ 0.013b4 <0.001

B naive (/mm?) 121 + 49 80 + 55 58 + 36° 81+ 79 112 + 0.96° 12 £ 53bde 0.0048

B memory (/mm?) 33 £26 11+ 117 14+ 9° 13 £10° 19 +18° 8+ 7° 0.0038

B Class switch (/mm?) 31 £ 17 19+ 20 204 16 26 £23 33 +38 16 + 6 ns

B transitional (/mm?®) 35 +21 14412 20+ 16 33 4320 27+21 14 4 5 0.0537

B regulatory (/mm?®) 1mM+7 510 4+4 8+ 10 7+7 4+8 ns

Th CD25high (/mm?) 86 + 33 45 £ 30° 81 + 59° 60 £ 38 75 £ 38 104 + 80* 0.0795

Tregulatory (/mm’*) 52 + 24 14+17 26 + 35° 21 +13° 22 +14% 40 + 29° 0.0026

expression is increased in the cohorts of patients with longer follow up,
further suggesting that tolerance signature arises late after transplanta-
tion. However, it should be noticed that the cross-sectional design of our
study is inherently biased since patients not reaching 1, 5 and 10 years
of follow up with stable function are not considered. Anyway, our cross
sectional design allows to describe the prevalence of tolerance signature
in stable grafts at different time points. Despite this limitation, we inter-
pret that weaning protocols for stable kidney transplant should be
aimed at patients with a long follow up. We confirmed that the expres-
sion of IGKV1D-13 and IGKV1-4 genes was the highest in tolerant
patients from the ITN and significantly higher in healthy controls in
comparison to CNI treated patients either stable or diagnosed of chronic
rejection Tolerance signature was also markedly influenced by the type
of immunosuppression regimen administered i.e., none of the azathio-
prine treated patients showed a tolerance signature despite a prolonged
follow up of nearly 30 years in some cases. Of notice, in azathioprine-
treated patients IGKV1D-13 and IGKV1-4 gene expression was even
lower than in patients with chronic rejection.

It has been previously shown that peripheral total, naive and transi-
tional B cells are increased in true tolerant patients [16]. In the present
study, we also observed that these cell populations were increased in
stable grafts treated with CNI and, accordingly, there was a significant
correlation between these B cell populations and the expression of
IGKV1D-13 and IGKV1-4 genes, our biomarkers of tolerance. On the
contrary, in azathioprine treated patients, naive and transitional cells
were even lower than in patients with chronic rejection.

Taken together, our data suggest that apart from time of follow up,
the type of immunosuppressive regime modulates B cell subpopula-
tions and their linked biomarkers after transplantation. The explanation
for these differences is not obvious. The groups of patients differed
in some demographic features, donor age, patient age at transplant,
number of HLA mismatches, the number of acute rejection episodes
and time of follow up but they are not likely to explain for the above
described marked differences in B cells and their linked biomarkers, In
healthy controls there was an inverse correlation between age and B

Table 4

cell subpopulations (data not shown) but age among the transplant
groups was too similar to account for the differences in the B cell bio-
markers. More likely the reason for the special characteristics of stable
azathioprine treated recipients arises for intrinsic differences between
azathioprine and CNI on the immune system as demonstrated in exper-
imental settings [21]. On the other hand, it has been proposed that long
term surviving grafts in patients on AZA constitute just a selection of
cases with a favorable immune adaptation to the graft regardless the
immunosuppression protocols and may possess some unique immuno-
logical characteristics. Of interest AZA but not CNI treated stable
patients had a higher number of regulatory peripheral T-lymphocytes
than patients with chronic rejection. This finding suggests that different
immunosuppressive schedules modulate the immune cell populations
that participate in the graft acceptance. This observation deserves fur-
ther investigation.

The reason of IGKV1D-13 and ICKV1-4 genes overexpression in
operational tolerant patients remains unexplained. Newell et al. [16]
invoked the possibility that this gene families are expanded in the
naive and transitional B cells which being poor antigen presenting
cells favor tolerance rather than an effector immune response. Yet
the role of these cell subsets in the regulation of the immune response
is not well established. Alternatively, the expansion may be due to a
superantigen effect [22], to the expansion of putative 1gG4 memory B
cells [23] or other regulatory-B cells [24], but this is speculative and all
needs further investigation.

In the ST-CNI-10y cohort, genetic signature of tolerance and B cell
populations were determined 3 months apart. It is remarkable that
despite our stringent definition of the genetic signature of tolerance,
two out of 15 patients consistently showed this signature, Additionally,
there were 4 patients showing this genetic signature in one determina-
tion. Of note, in these 4 patients, B cells subsets were also expanded and
even some B cell populations were not different from patients with a
consistent expression of the genetic signature of tolerance suggesting
that there is a grading of the expression of tolerance biomarkers.
According to this observation we interpret that clinical trials aimed to

B cell subsets in calcineurin inhibitor treated patients at 10 years of follow up. Number of cells is calculated as the mean of the two studies done 3 months apart *p < 0.05 vs. no signature
of tolerance in any determination; ®p < 0.05 vs. signature of tolerance in one determination by Scheffé's test.

B cells No signature of tolerance Signature of tolerance Signature of tolerance in p-Value
in any determination in1 determination 2 determinations
(n=29) (n=4) (n=2)
Total B cells (/mm?) 95 £ 55 232 £ 74° 344 + 255° 0.0138
Naive B cells (/mm®) 46 + 30 96 + 17 158 + 151° 0.0468
Memory B cells (/mm?*) 5+ 14 19 +13* 19 + 8 0.0204
Class-switch B cells (/mm?) 817 28+25 42 £ 26° 0.0353
Transitional B cells (/mm?) 12 +£10 23+£1 294 2° 0.0848
Regulatory B cells (/mm?) 342 5+2 8+ 10 0.18
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immunosuppression weaning should include only patients with a con-
sistent tolerance signature for safety reasons.

In summary, we have confirmed in a different setting that the
expression of IGKV1D-13 IGKV1-4 genes and its linked B cell popula-
tions are increased in stable CNI treated patients with longer follow
up. At 10 years, 2 out of 15 CNI-treated patients consistently express
biomarkers associated with true tolerance. However, the genetic signa-
ture of tolerance and B cell subsets were down-regulated in stable AZA
treated patients followed for a very long period of time, suggesting that
type of treatment also influences tolerance signature.
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Resumen. En este estudio retrospectivo observacional realizado en pacientes
trasplantados renales, se han evaluado 67 pacientes con una biopsia por disfuncion
tardia (>6 meses) realizadas entre enero de 2007 y diciembre de 2010 y se han
clasificado segun los criterios de Banff. Hemos considerado como una categoria
distinta a los pacientes que presentaban cambios de glomerulopatia del trasplante sin
evidencia de deposito de C4d y sin anticuerpos anti-HLA en ausencia de cambios de
microangiopatia trombética, infeccion por el virus de la hepatitis C o recurrencia de la
enfermedad de base. Se realizé determinacion de anticuerpos anti-HLA por tecnologia
Luminex y se cuantificd el infiltrado celular del injerto mediante inmunohistoquimia.
Finalmente comparamos los pacientes con glomerulopatia del trasplante que cumplian
criterios de rechazo crénico humoral (n=17) con aquellos que presentaban
glomerulopatia del trasplante aislada (n=12). Nuestros resultados demostraron que los
pacientes que presentaban glomerulopatia del trasplante aislada recibieron injertos de
donantes mas afiosos, y mostraron menor inflamacién en los compartimentos
glomerular, intersticial y en capilares peritubulares. Se ha concluido que la
glomerulopatia del trasplante aislada est4 asociada con una inflamacién menos severa
en la microcirculacion y con una mejor supervivencia del injerto que los pacientes con

rechazo crénico humoral.
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Comparing transplant glomerulopathy
in the absence of C4d deposition and
donor-specific antibodies to chronic
antibody-mediated rejection

Torres 1B, Salcedo M, Moreso F, Sellarés J, Castelld E, Azancot MA,
Perello M, Cantarell C, Seron D. Comparing transplant
glomerulopathy in the absence of C4d deposition and donor-specific
antibodies to chronic antibody-mediated rejection.

Abstract: Introduction: Transplant glomerulopathy (TG) is the
characteristic lesion of chronic antibody-mediated rejection (AMR).
However, in some patients presents with no circulating HLA antibodies
or C4d positivity.

Aim: Patients with TG accomplishing criteria for chronic AMR were
compared to patients with isolated TG.

Patients and Methods: We reviewed late (6 months) graft biopsies
performed between 2007 and 2010 (n = 75). Biopsies with C4d-negative
TG and no circulating donor-specific antibody were called isolated TG
(n = 12), and chronic AMR was defined according to Banff consensus
(n = 17). HLA antibodies were evaluated by Luminex technology.
Immunohistochemistry was performed to quantify graft infiltrating cells.
Results: Patients with isolated TG were older (52 £ 14 vs. 35 & 14;

p = 0.0048), received gralts from older donors (54 £ 16 vs. 41 £ 18;

p = 0.0554), and displayed a lower inflammation in the glomerular (g-
score: 0.5 + 0.5vs. 1.0 = 0.9; p = 0.0865; CD3 positive cells/glomeruli:
1.5 £ 29 vs. 44 + 4.1; p = 0.0147), interstitial (i-score: 1.2 + 0.9 vs.
1.9 £ 1.0; p = 0.0685; CD45 positive cells/hpf: 18 £ 11 vs. 57 = 68;

p = 0.0132), and peritubular capillary (ptc-score 0.2 & 0.6 vs.

1.1 £ 0.9; p = 0.0089; CD45 positive cells/hpf: 3.7 + 3.1 vs. 10.1 £ 7.4;
p = 0.0290) compartments. Fifteen grafts were lost and graft survival was
significantly lower in patients with chronic AMR (p = 0.0122).
Conclusion: Isolated TG is associated with less severe allograft
inflammation and with a better outcome than chronic AMR.
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Renal transplantation is the best treatment for
end-stage renal disease (1). The introduction of
new immunosuppressive drugs has led to a reduc-
tion of acute rejection rate and an improvement of
one-yr graft survival. However, long-term out-
comes have been only marginally modified (2, 3).
The main causes of late graft failure are death with
a functioning graft, chronic antibody-mediated
rejection (AMR), and recurrent or de nove glomer-
ulonephritis (4, 5).

Chronic AMR was defined at the 2005 BanfT
meeting as the presence of suggestive morpholog-
ical features (transplant glomerulopathy [TG],
peritubular capillary basement membrane multi-
layering, transplant vasculopathy, and interstitial

fibrosis/tubular atrophy), C4d deposition 1n the
peritubular capillaries and the presence of donor-
specific antibodies (DSA). Patients with only two
of these criteria were considered suspicious for
chronic AMR (6). Recently, the sensitivity of
C4d deposition as a diagnostic marker for AMR
has been questioned. In late biopsies for cause,
microcirculation inflammation (glomerulitis and
peritubular capillary inflammation) was strongly
associated with the presence of DSA and graft
outcome regardless of Cdd status, suggesting the
existence of C4d-negative AMR (7). This notion
has been reinforced by the observation that endo-
thelial activation in patients with TG and DSA
was associated with worse outcomes but not with

1
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C4d deposition. Similarly, in sensitized patients,
surveillance biopsies show that microcirculation
inflammation is associated with an increased risk
for progression of chronic damage including TG,
irrespective of C4d deposition (8, 9). All this evi-
dence has led to the acceptance of the category
of C4d-negative AMR in the last update of the
BanlT classification (10).

Transplant glomerulopathy has been consid-
ered the characteristic lesion of chronic AMR.
It is recognized by the presence of glomerular
capillary double contours without immune
deposits. It is a time-dependent entity that is
rarely diagnosed clinically during the first year
post-transplant in cross-match negative patients
and the reported prevalence in clinical indica-
tion biopsies varies from 2% to 7% (11),
although this might be an underestimation as
surveillance biopsy studies show that its preva-
lence at five yr post-transplant increases to 20%
(12, 13). Electron microscopy studies in proto-
col biopsies have shown that morphologic
changes associated with the subsequent develop-
ment of overt TG can be seen within the first
one to three months post-transplantation
(12, 14).

A variable proportion of patients with TG, rang-
ing between 20% and 60%, do not display anti-
HLA antibody (DSA or non-DSA) or C4d deposi-
tion, suggesting that other mechanisms different
from HLA antibody-mediated damage may trig-
ger this histological lesion (15, 16). In the present
study, we compare clinical characteristics, histolog-
ical lesions, and outcome in patients presenting for
late biopsies for cause displaying TG with or with-
out HLA donor-specific antibodies.

Patients and methods
Evaluation of biopsies by optical microscopy

We reviewed from our pathology files late
(=6 months) renal transplant biopsies performed
between January 2007 and December 2010. Biop-
sies were processed for routine light microscopy
and stained with hematoxylin-eosin, periodic acid
Schiff (PAS), Masson’s trichrome, and silver-
methenamine. Sample adequacy and renal lesions
were evaluated and diagnosed according to the
BanfT criteria in the absence of any clinical infor-
mation (10). Additionally, interstitial inflamma-
tion in areas of interstitial fibrosis (i-IFTA) and
tubulitis in areas of tubular atrophy (t-IFTA)
were also evaluated according to the schema
defined by Mannon et al. (17). To evaluate tubu-
lar damage, isometric vacuolization, acute tubular

2

injury, and tubulo-interstitial calcification were
also graded.

The presence of thrombotic microangiopathy
defined by glomerular thrombi or mucoid intimal
thickening in arteries/arterioles or red blood cell
fragments in the wall of arteries/arterioles was
evaluated in all biopsies.

A slide was stained for evaluating BK polyomavi-
rus nephropathy using an anti-SV40 antibody (18).

Immunofluorescence studies

In all cases, a core of tissue was embedded in
OCT, frozen in liquid nitrogen and stored at
—70°C. For immunofluorescence studies, 3-pm
cryostat sections were stained with FITC-conju-
gated anti-human IgG, IgA, IgM, C3, k and A
light chain (Dako, Barcelona, Spain). A three-
step indirect immunofluorescence with a mono-
clonal antibody against C4d was employed
(Biogenesis, Vitro SA, Sevilla, Spain). C4d depo-
sition in  peritubular capillaries was graded
according to the recent updated Banfl criteria:
Minimal or no deposition of C4d in peritubular
capillaries was considered negative (C4d0; C4dl),
whereas focal or diffuse Cd4d (C4d2; C4d3) was
considered positive (10).

Immunohistochemistry

Biopsies were processed for immunohistochemistry
studies as previously described (19). The following
graft infiltrating cells were evaluated: all leukocytes
(CD45), T lymphocytes (CD3), B Iymphocytes
(CD20), monocytes/macrophages (CD68), plasma
cells (CD138), and NK cells (CD36). At 400x
magnification, a count was made of the number of
positive cells for each antibody in the glomerular
tuft, tubulo-interstitial area, and peritubular capil-
laries. The results were expressed as the mean num-
ber of positive cells per glomerular section and the
mean number of positive cells per field at 400x in
the interstitial and capillary compartments. All
available glomeruli and the whole cortex were
counted.

HLA antibodies

Anti-HLA antibodies at the time of biopsy were
determined by Luminex methodology. Class 1
and Il antibodies using mixed beads coated with
purified class T and IT antigens were determined
with LIFECODES LifeScreen Deluxe (Gen-
Probe, Sand Diego, CA, USA). In patients with
positive class T and/or class IT HLA antibodies,
specificity was evaluated by single antigen tech-
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nique (LIFECODES LSA Class I and II single
antigen that comprises over 90 different HLA-A,
HLA-B, and HLA-Cw recombinant antigens and
over 60 HLA-DRB, -DQB, and -DPB recombi-
nant antigens).

HLA typing for A, B, and DR loci were
available for all donors. Before 2002, HLA char-
acterization was based on serotyping and on
DNA-based HLA-typing techniques thereafter.
In patients with positive HLA-DQ, the presence/
absence of DSA was assigned according to link-
age disequilibrium for DR-DQ types (20). When
only donor HLA serotyping was available, DSA
was assigned according to the genetic linkage for
the HLA-DR serogroups (21).

A second blood sample to evaluate the presence
of DSA was obtained approximately two yr after
biopsy.

Clinical variables and definitions

The following clinical variables were collected in
all cases: demographic characteristics of donors
and recipients, primary renal disease, serology of
hepatitis B and C virus, number of transplant,
HLA A-B-DR mismatches as well as induction
and maintenance immunosuppression. After trans-
plant, the presence of delayed graft function and
biopsy proven acute rejection evaluated according
to the BanfT criteria were recorded. At the time of
biopsy, serum creatinine and proteinuria were
determined.

Chronic AMR was defined according to the
BanfT criteria (10), that is, biopsies displaying TG
plus microvascular inflammation plus DSA regard-
less of C4d deposition in peritubular capillaries.
On the other hand, isolated TG was defined as
biopsies displaying TG without evidence of C4d
deposition (C4d0; C4dl by immunofluorescence)
and without DSA at the time of biopsy.

Statistics

Results are expressed as raw numbers for categori-
cal variables and as the mean =+ standard deviation
for continuous variables. Comparison between
groups for categorical variables was done by Fish-
er’s exact test. Comparison between groups for
ordinal and continuous not normally distributed
variables was done by Mann-Whitney's U-test.
Comparison between groups for continuous nor-
mally distributed variables was done by Student’s z-
test. Graft survival was calculated by the Kaplan—
Meier method, and comparison between groups
was done by log-rank test. All tests are two-tailed
and a p-value < 0.05 was considered significant.

Transplant glomerulopathy and DSA

Results
Patients and biopsies

During the study period, 75 biopsies for cause were
performed in 67 patients. In 59 cases, there was
one biopsy and in eight cases there were two biop-
sies per patient. According to the Banfl criteria,
biopsies were classified as follows: acute cellular
rejection (n = 8), acute AMR (n = 2), acute tubu-
lar injury (n = 2), chronic calcineurin inhibitor tox-
icity (n = 1), BK virus nephropathy (n = 6),
recurrent/de nove glomerulonephritis (n = 18), IF/
TA (n =8) and chronic AMR (n = 17). Also,
patients fulfilling the criteria for isolated TG
(n = 12) were considered as a separate diagnostic
category (TG without evidence of C4d deposition
and without DSA at the time of biopsy). One
patient displaying TG without C4d deposition and
without DSA at the time of biopsy but with a pre-
vious biopsy showing microcirculation inflamma-
tion with C4d deposition and without DSA was
not considered for this study as it not accom-
plished criteria for chronic AMR (absence of
DSA) and it cannot be considered isolated TG due
to histological findings in the previous biopsy.

Finally, for the present study, only patients with
chronic AMR (n = 17) and isolated TG (n = 12)
were considered. These patients had only one
biopsy performed during the study period.

Clinical data from patients with chronic AMR and
isolated TG

Demographics and clinical evolution after renal
transplantation in patients diagnosed with chronic
AMR and 1solated TG are shown in Table 1.
Patients with isolated TG received grafts from
older donors and were older than patients with
chronic AMR. The proportion of patients who
had glomerulonephritis as the primary disease was
lower in patients with chronic AMR. On the con-
trary, the proportion of re-transplants, patients
with chronic hepatitis C virus infection, and
patients with previous episodes of acute cellular
regjection was higher in patients with chronic
AMR, although these differences were on the verge
ol significance.

Timing of biopsy, serum creatinine, and protein-
uria at the time of biopsy were not different
between groups (Table 1). Patients with isolated
TG tended to have a higher systolic blood pressure
at the time of biopsy and to receive a higher num-
ber of antihypertensive drugs than patients with
chronic AMR. All patients with the diagnosis of
chronic AMR had DSA at the time of biopsy (class

3
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Table 1. Demographics, clinical evaluation, and clinical data at the
time of biopsy from patients diagnosed with isolated transplant
glomerulopathy (TG) and chronic antibody-mediated rejection (AMR)

Doctorando: Irina B. Torres Rodriguez

Table 2. Scoring of Banff lesions and non-standardized lesions in
biopsies classified ag isolated transplant glomerulopathy (TG) and
chronic antibody-mediated rejection (AMR)

Chronic
lsolated TG AMR
Variable (n=12) (n=17) p-Value
Donor age (yr) 54 + 16 41 + 18 0.0554
Patient age (yr) 52 + 14 35+ 14 0.0048
Patient gender (m/f) 11/2 17 Ns
Primary renal disease
Glomerular 5 1 0.0782
Chronic tubulo-interstitial 0 8
nephritis
Adult polycystic kidney
disease
Diabetes mellitus 1 3
Unknown origin 3 3
Other 1 4
HCV serology (negative/ 120 12/5 0.0558
positive)
Mumber of transplant (1/~1) 120 12/5 0.0558
Pre-transplant PRA (%) 0 13+ 29 MNs
A + B + DR mismatches 34+16 38+09 Ns
Induction treatment (none/ 2fa2 9/7i Ns
anti-IL2 receptor
antibodies/
Thymoglobulin)
Maintenance treatment 1111 13/5 Ns
(FK + MMF/others)
Delayed graft function 8/4 11/8 MNs
(nofyes)
Acute rejection (nofyes) 12/0 12/5 0.0558
Timing of biopsy (months 68 L 53 80+ 75 Ns
after transplant)
Serum creatinine at biopsy 21+ 0.7 26+ 23 Ns
(mg/dL)
Proteinuria at biopsy (g/d) 14+ 13 13+ 12 Ns
Mean blood pressure 102 + 12 104 £ 10 Ns
at biopsy (mmHg)
Systolic blood pressure 151 +£ 16 140 £ 13 0.0602
(mmHg)
Number of antihypertensive 24+ 14 14+ 13 0.080

drugs at biopsy

PRA, panel reactive antibodies; HVC. hepatitis C virus; FK+MMF, tacroli-
mus combined with mycophenolate maofetil.

I, n = 2; class II, n = 8; and class I/II, n = 7). All
patients diagnosed with isolated TG had a negative
staining for C4d (C4d0) and no circulating HLA
antibodies.

The determination of HLA antibodies was
repeated in 23 of 29 patients at 20 + 8 months
(range 4-29 months). In the isolated TG group,
HLA antibodies remained negative in 10 of 12
cases. Of these two cases, one patient had DSA
class T (DQB1*06:02 with a MFI 10241) detected
28 months after the biopsy, and in the other the
determination of HLA antibodies could not be per-
formed as the patient was on dialysis. In 13 of 17
patients with chronic AMR, HLA antibodies were

4

Isolated TG Chrenic AMR
Variable n=12 (n=17) p-Value
Mumber of glomerular 15+ 4 17 £ 10 Ms
sections
% Glomerulosclerosis 22+ 12 29 4+ 22 Ms
g-score 05+05 1.0+ 09 0.0865
i-score 12+ 09 19+10 0.0685
-score 0.2+ 04 0B6+1.1 Ms
i+1 15+12 25+ 18 Ns
v-5core 0.2+ 07 05+098 Ms
ah-score 12412 20+11 Ms
cg-score 16 £ 0.7 19+09 Ns
cl-score 15407 19+ 05 0.0640
cl-score 15+07 1.5+ 08 Ms
cv-score 1.5+ 1.1 16 +£0.7 Ns
plc-score 02+ 086 1.1+08 0.0088
g + ptc Q7 +0.7 21+18 0.0072
Mmm-score 08+ 1.0 13+ 1.0 MNs
i-IFTA 18+ 13 2.3 4.7 MNs
t-IFTA 04 +05 0.8 +07 Ns
ati-score 06+ 0.7 05+08 Ns
iv-score 05+ 0.7 0.2+03 0.0528
lic-score 01 +03 0.1 +03 Ns

Abbreviations of individual scores g, I.t, v, ah. cg. ci. ct, cv. ptc. and mm
are as per Banff criteria. -IFTA, inflammation in areas of interstitial fioro-
sistubular atrophy; t-IFTA. tubulitis in areas of interstitial fibrosistubular
atrophy; ati, acute tubular injury; iv, isometric vacuolization; tic, tubulo-
interstitial calcification

repeated and remained positive in 11 cases. Two of
13 patients were negative in the follow-up DSA
determination. In one patient non-adherence was
documented, in whom HLA antibodies were deter-
mined after the reintroduction of immunosuppres-
sion and the other received treatment with
immunoglobulins and rituximab. In the remaining
four patients with chronic AMR, HLA anubody
testing was not repeated because of grafi failure.

Histological data from patients with chronic AMR and
isolated TG

BanfT scores as well as scores for non-standardized
lesions in biopsies from patients with isolated TG
and chronic AMR are shown in Table 2. Lesions
suggestive of thrombotic microangiopathy were
not observed in any of them and immunofluores-
cence studies discarded the presence of glomerulo-
nephritis. Patients with chronic AMR had a higher
degree of microcirculation inflammation while
degree of interstitial inflammation was of border-
line significance.

Eight of 17 cases (47%) diagnosed with chronic
AMR showed a positive C4d staining in the peritu-
bular capillaries (two diffuse and six focal).
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To further investigate characteristics of the graft
infiltrating cells in patients diagnosed with isolated
TG and chronic AMR, an immunohistochemistry
study was conducted in biopsies with sufficient tis-
sue for evaluation (10/12 cases with isolated TG
and 11/17 cases with chronic AMR). The severity
of inflammation was higher in patients diagnosed
with chronic AMR in the glomerular, interstitial,
and pertubular compartments (Table 3). How-
ever, the proportion of different immunopheno-
types of graft infiltrating cells (T lymphocytes, B
lymphocytes, monocytes/macrophages, plasma
cells, and NK cells) was not different in any renal
compartment between both groups.

Outcome of patients with chronic AMR and
isclated TG

During follow-up (36 = 18 months), 13 of 17 cases
with chronic AMR and two of 12 cases with iso-
lated TG lost their graft and returned to dialysis.
Additionally, one patient with chronic AMR died
due to post-transplant lymphoma with a function-
ing graft and one patient with isolated TG died
due to lung carcinoma. Death-censored graft sur-
vival was significantly lower in patients with
chronic AMR (p = 0.0122) (Fig. 1).

Table 3. Number of graft infiltrating cells in the glomerular, intersti-
tial, and peritubular capillary compartments in patients diagnosed
with isolated transplant glomerulopathy (TG) and chronic antibody-
mediated rejection (AMR)

Isolated TG Chronic AMR

Variable (N = 10) (N=11) p-Value

CD45/glomeruli 26+ 20 71+ 66 0.1147
CD3/glomeruli 15+ 29 4.4 + 4.1 0.0147

CD20/glomeruli 0.03 + 0.21 0.20 + 0.25 MNs
CD8&8/glomeruli 13+ 29 0.4 +£ 08 Ns
CD138/glomeruli 1.3+ 39 0 Ms
CD56/glomeruli 0.20 + 063 1] Ms
CD45 interstitium B+ 57 + 68 0.0132
CD3 interstitium %+ 2 50 + 57 Ns

CD20 interstitium B+ 14 17+ 19 0.0671
CDB8 interstitium 16 £ 21 14 +£1.7 MNs

CD138 interstitium 20+ 23 594+ 73 Ms
CDS56 interstitium 02404 03+05 MNs
CD45 in peritubular 3.7 + 31 101 £7.4 0.0290
capillaries

CD3 in peritubular 43 + 4.3 90+7.0 Ms
capillaries

CD20 in peritubular 1.8 +£ 37 18+ 1.6 Ms
capillaries

CD68 in peritubular 03+ 06 03+ 04 MNs
capillaries

CD138 in peritubular 02+ 03 0.1 £ 0.1 MNs
capillaries

CDS56 in peritubular 0 0.1+ 0.1 MNs
capillaries

Transplant glomerulopathy and DSA

Cum.Survival

14 L

B

6 . = Isolated TG
41 | === Chronic AMR
2 B

o L

0 10 20 30 40 50 &0 70 80 90
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Fig. 1. Cumulative survival after biopsy in patients diagnosed
with isolated transplant glomerulopathy (TG) and in patients
diagnosed with chronic antibody-mediated rejection (AMR).
Log-rank test p-value = 0.0122.

Discussion

The present study aimed to characterize kidney
transplant recipients who displayed TG m a late
biopsy for clinical indication. Two main differences
between chronic AMR and isolated TG were
observed: microcirculation inflammation was more
severe and death-censored graft survival was lower
in patients with chronic AMR. Although the num-
ber of retransplants and episodes of previous acute
rejection was higher in patients who had AMR,
these differences were not significant.

Transplant glomerulopathy has been considered
the hallmark of chronic AMR (6). This entity is
currently the major cause of graft loss in late kid-
ney transplantation (4, 5). Although the presence
of alloantibodies is considered to be the main cause
of this histologic pattern, it is not specific for
AMR and TG can occur in other settings. A vari-
able proportion of patients with TG (20-60%) do
not display DSA or C4d deposition (14, 15),
suggesting that other mechanisms different from
antibody-mediated injury may trigger this lesion.
The differential diagnosis should include immune
complex glomerulonephritis (GN), smoldering
thrombotic microangiopathy, or hepatitis C virus
(HCV) infection (21). In the present study, 41%
of cases were diagnosed as isolated TG, but
none of these patients had a hepatitis C virus
positive scrology or presented lesions suggestive
of thrombotic microangiopathy, discarding these
possible etiological explanations. Although the
proportion of patients with a glomerulonephritis
as the primary disease was higher in patients
with isolated TG, immunofluorescence studies
were negative in both groups.

The histological markers of activity in chronic
AMR are C4d deposition in peritubular capillaries

5
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and microcirculation inflammation. The main cell
types involved are monocytes and NK cells,
although neutrophils and T cells can also be found
(22, 23). In the present study microvascular inflam-
mation (glomerulitis and peritubular capillary
inflammation), either evaluated according to the
Banff criteria or in immunohistochemistry stained
sections, was less severe in isolated TG, suggesting
a less intense endothelial insult regardless of the
mechanism leading to the appearance of glomeru-
lar double contours.

The reported incidence of C4d positivity in TG
biopsies is quite variable, probably reflecting differ-
ences in C4d-detection methods and defining crite-
ria for C4d positivity. Also, serial biopsies
performed in patients with TG have shown that
C4d can fluctuate at different time points (24). For
instance, the Edmonton group found that more
than half of TG cases were C4d negative, despite in
73% of them HLA antibodies were detected (16).
C4d positivity in renal allograft biopsies not only
depends on the capacity of the antibodies to fix
complement (25, 26) but also on the circulating
antibody levels (8, 27), which can change with time
(26, 28). We re-evaluated the presence of DSA at
approximately two yr after the biopsy and all
patients with chronic AMR remained DSA posi-
tive while only one patient (out of 11) in the iso-
lated TG group became DSA positive. This finding
suggests that at least in a proportion of patients
with isolated TG, intermittent DSA response
might contribute to the presence of glomerular
double contours. We hypothesize that in these
patients the presence of isolated TG may be due to
a low intensity DSA exposure, so that at the time
of biopsy DSA circulating levels might have been
too low to be detected. On the other hand, biopsies
with isolated TG where DSA cannot be found
could represent AMR in a smoldering or inactive
stage where some of its features have disappeared
(11) or perhaps a different disease mechanism
involving endothelial damage. Also. it is possible
that in some patients, DSA are not detected
because they are absorbed by the allograft (29).
Taken together, these results suggest that a single
biopsy with a single determination of DSA may be
msufficient to reach an adequate characterization
of the mechanisms leading to these evolving histo-
logical lesions. Non-HLA antibodies (30-33) have
been also associated with TG, but unfortunately,
in the present study we have not determined the
presence of non-HLA antibodies and we cannot
discard this alternative explanation as responsible
for the TG pattern.

Aging is associated with a decreased endothelial
injury threshold and decreased endothelial repair

6

capacity (34, 35), and it 1s a well-known risk factor
for hypertension (36). In the present study, we
observed that donors and recipients were older in
patients with isolated TG, and that this also was
related with a higher degree of hypertension. This
finding suggests that the association of both condi-
tions (donor age and hypertension) might consti-
tute a risk factor for double contour appearance.

Limitations of the present study are the lack of
electron microscopy studies to further characterize
microcirculation modifications and the relative
small sample size; however, the number of events
during follow-up was very high in patients with
chronic AMR. Despite chronic AMR has been
predominantly associated with microcirculatory
macrophage infiltration (22, 23), we observed that
T-lymphocytes constitute the main graft infiltrat-
ing cells in both studied groups. Nevertheless, this
result is in agreement with some reports showing
that chronic AMR is also associated with cellular
infiltration (T cells and NK cells) and chronic
inflammation (37).

In summary, we describe that isolated TG in the
absence of HCV positive serology, histological
signs of thrombotic microangiopathy or immune
complex glomerulonephritis i1s associated with a
better graft survival and less severe inflammation
than chronic AMR.
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5. DISCUSION CONJUNTA

El trasplante renal es el tratamiento de eleccion para la enfermedad renal
cronica terminal ya que ofrece una mejor supervivencia y una mejor calidad de vida
que las técnicas de didlisis. Sin embargo, los pacientes portadores de un injerto renal
deben recibir un tratamiento inmunosupresor a largo plazo dirigido a facilitar la
aceptacion del mismo y este tratamiento inmunosupresor presenta mdltiples efectos
secundarios. Con la introduccion de nuevos tratamientos se ha conseguido prevenir la
aparicion de rechazo agudo en un elevado porcentaje de casos y se trata con éxito en
muchas ocasiones a los pacientes que lo presentan, lo cual ha mejorado la
supervivencia del injerto a corto plazo. Sin embargo, no se ha conseguido prevenir la
aparicion del rechazo crénico y no disponemos de farmacos efectivos para su
tratamiento. Ademas, estas pautas de tratamiento eficaces para la prevencién del
rechazo agudo se asocian a multiples toxicidades que se acompafian de un elevado
riesgo de mortalidad de origen infeccioso, cardiovascular y neoplasico. Por lo tanto, es
necesario disponer de herramientas que contribuyan a conocer cudl es el grado de
respuesta que presenta el receptor frente al injerto. En la practica clinica, la
monitorizacion de esta respuesta frente al injerto se ha realizado tradicionalmente
mediante la monitorizacion de la funcidon renal (creatinina sérica, proteinuria) y la
monitorizacion farmacocinética de los tratamientos que recibe el receptor (niveles valle
de los farmacos de estrecho rango terapéutico). Durante la Ultima década se han
incorporado como nuevas herramientas la monitorizacién de la replicacién de diversos
virus relacionados con el trasplante (citomegalovirus y virus del polioma humano BK) y
la monitorizacion inmunoldgica mediante la determinacién seriada de anticuerpos anti-
HLA con las nuevas técnicas de Luminex (una herramienta muy sensible pero poco

especifica). En la presente tesis se han evaluado los siguientes aspectos:

1. Monitorizacién histolégica e inmunolégica durante el primer afio post-

trasplante en pacientes de bajo riesgo inmunolégico.

La incorporaciébn de la monitorizacion histolégica mediante biopsias de
protocolo sigue siendo tema de debate después de 30 afios de historia y se realiza en
pocos centros en la actualidad. Uno de los objetivos de la presente tesis ha sido
evaluar la incorporacion de esta herramienta en la monitorizacién de una amplia serie

de pacientes. Se ha cuestionado si este procedimiento es Util en los pacientes de bajo

Pagina 62 de 142



Tesis doctoral: Valor predictivo del fenotipo molecular sobre la progresion de las
lesiones renales en biopsias de seguimiento en trasplante renal
Doctorando: Irina B. Torres Rodriguez

riesgo inmunoldégico dado que la presencia de inflamacion subclinica es baja, el
procedimiento es invasivo y se asocia a un coste elevado para el sistema sanitario. En
el primer articulo de la presente tesis (I.B. Torres-Rodriguez y cols. Nefrologia 2014)
se muestra que la técnica es segura y se puede reducir su coste realizando el
procedimiento de forma ambulatoria confirmando los resultados de estudios previos®?
@9, Nuestro estudio confirma que la incidencia de inflamacion subclinica es baja
(alrededor del 15%) en los pacientes que reciben la inmunosupresion de
mantenimiento estandar en la actualidad basada en la combinacién de tacrolimus,
MMF y corticoides ®37 (74,

La evaluacion de nuestra serie de pacientes nos ha mostrado que en los
pacientes que reciben tratamiento con tacrolimus, MMF y prednisona existe una
asociacion entre los niveles valle de tacrolimus al momento de biopsia y la presencia
de inflamacién subclinica. Este hallazgo tiene elevada trascendencia clinica, ya que a
raiz de los resultados del ensayo clinico ELITE-Symphony ¢3® se ha preconizado una
minimizacion del tratamiento con tacrolimus para reducir sus multiples toxicidades.
Una diferencia importante entre nuestra serie de pacientes y la del ensayo clinico
referenciado es la dosis de MMF de mantenimiento. En el ensayo clinico la dosis de
mantenimiento es de 2 g al dia y se reduce en caso de toxicidad (gastrointestinal o
hematoldgica), mientras que en nuestro centro se utiliza un régimen con una dosis
menor (2 g al dia el primer mes y 1 g al dia a partir del 2° mes) con el objetivo de evitar
la aparicion de la toxicidad asociada a este tratamiento. Para subsanar las limitaciones
de nuestro estudio, era necesario evaluar los resultados de otro centro que disponga
de biopsias de protocolo en un perfil de pacientes similar (pacientes de bajo riesgo
inmunoldgico) tratados con tacrolimus y MMF siguiendo la dosificacién recomendada
en el ensayo clinico. El grupo de trasplante de Noruega, con el que nuestro centro
presenta una colaboracién en investigacion, dispone de esta serie de pacientes, por lo
cual se ha evaluado en su serie si también existe esta asociacion entre la pauta de
tratamiento y la aparicion de inflamacién subclinica. El analisis de sus datos permite
confirmar los resultados de nuestra serie de pacientes. Es importante destacar que en
su serie de pacientes la presencia de inflamacién subclinica en la biopsia temprana se
asocia con la dosis de MMF mientras que en la biopsia tardia se asocia con los niveles
de tacrolimus al igual que en nuestra serie. Es decir, la minimizacion de ambos
farmacos se acompafia de un mayor grado de inflamacion subclinica. Estos resultados
concuerdan con los de un estudio de registro que muestran que en los pacientes que

al afio del trasplante reciben una dosis de MMF < 1.5 g/dia, la minimizacién de
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tacrolimus (niveles valle < 5 ng/mL) se asocia con una peor supervivencia del injerto
y, en cambio, en los pacientes que reciben una dosis de MMF = 1.5 g/dia no existe
una relacion entre los niveles valle de tacrolimus (< 6 > 5 ng/mL) y la supervivencia del
injerto. Recientemente, se han publicado los resultados de un ensayo clinico dirigido a
testar esta hipétesis. Los pacientes fueron aleatorizados al 3° mes a mantener unos
niveles valle de tacrolimus > 7 ng/mL o en el rango 3-7 ng/mL. La dosificacibn de MMF
fue segun préactica habitual del centro, pero cabe destacar que al afio del trasplante la
dosis media era de 1.2 g/dia. Los resultados de este ensayo clinico confirman los de
nuestro estudio, ya que la prevalencia de rechazo clinico y subclinico al afio del
trasplante fue menor en los pacientes aleatorizados a una mayor exposicion a

tacrolimus.

En las dos series de pacientes evaluadas, también se realiz6 una
monitorizacion de los DSA al momento de cada una de las biopsias. En nuestra serie
de pacientes no observamos ningun caso con DSA de novo, mientras que en la serie
de Oslo hasta el 7.2% de los pacientes presentan DSA de novo. Las diferencias en la
técnica de evaluacion de los DSA entre ambos centros nos impiden sacar
conclusiones sobre este punto. En Noruega se utiliza una plataforma para la
determinacion de anticuerpos anti-HLA (One Lambda) con mayor sensibilidad que la
que se utiliza en nuestro centro (Gen-Prove). Ademas, la aparicién de DSA de novo al
afio del trasplante se ha relacionado también con la no adherencia al tratamiento ©y
en ninguna de ambas series se ha evaluado el grado de adherencia al tratamiento
durante el periodo de estudio. De todas formas, estos resultados coinciden con los de
un ensayo clinico en el que se muestra que la minimizacion de tacrolimus (niveles
diana 3-7 ng/mL entre el 3° y 12° mes) se asocia a un 6.9% de pacientes que
presentan DSA al afio, mientras que en los pacientes que recibieron tacrolimus a dosis
plenas (niveles diana > 7 ng/mL entre el 3° y 12° mes) no presentaron DSA al afio. El
impacto de los DSA de novo sobre la supervivencia del injerto ha sido demostrada en
otras series de pacientes ¢ (11 y no se ha podido evaluar en nuestra serie dado el

corto periodo de seguimiento.

Uno de los objetivos de la presente tesis era evaluar si la presencia de
inflamacién subclinica temprana se asocia con un mayor grado de progresion de la
FI/AT. El andlisis de nuestra serie tiene poco poder estadistico (66 pacientes con
biopsias pareadas) y la relacién existente entre el grado de inflamacién observado en
la biopsia temprana y el grado de FI/AT en la biopsia tardia (it-score = 0.63 + 0.85 en

la biopsia temprana en los pacientes con FI/AT = 2 en la biopsia tardia vs. it-score =
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0.13 + 0.34 en la biopsia temprana en los pacientes con FI/AT < 2 en la biopsia tardia,
p=0.009) no se pudo confirmar en el analisis multivariado (p=0.074). Ademas, estos
datos no se pudieron confirmar en la cohorte de Oslo, en la que no se observa una
asociacion entre el grado de inflamacion en la biopsia temprana y el grado de FI/AT en
la biopsia tardia (it-score = 0.81 + 1.29 en la biopsia temprana en los pacientes con
FI/AT = 2 en la biopsia tardia vs. it-score = 0.58 + 1.38 en la biopsia temprana en los
pacientes con FI/AT < 2 en la biopsia tardia, p=0.1709). En esta ultima serie de
pacientes, observamos que el grado de inflamacién en la biopsia tardia se asocia con
el grado de FI/AT en la misma biopsia (0.17 £ 0.67 en los pacientes con FI/AT <2y
0.88 + 1.35 en los pacientes con FI/AT = 2, p<0.001). Sin embargo, en ninguna de
ambas series pudimos demostrar una asociacién entre la inmunosupresion de
mantenimiento y la progresiéon de la FI/AT. En las dos series de pacientes la
progresion de esta lesién se halla en relacién especialmente con las variables
demograficas del donante (vivo vs. cadaver, edad, sexo), sugiriendo que los injertos
con FI/AT pre-existente son mas susceptibles a la lesion de isquemia y re-perfusion y
sufren una mayor reparacion tisular que conduce a un mayor grado de FI/AT en la
biopsia tardia. Finalmente, es importante remarcar que la progresion de la FI/AT es
leve en ambas series de biopsias (15% en nuestra serie de casos y 3% en la serie de
Oslo) y que la evaluacién de esta progresion en biopsias pareadas tiene un elevado
error de muestreo (139).

2. Estudio del fenotipo celular y molecular en biopsias de protocolo en

trasplante renal

Uno de los objetivos de la presente tesis doctoral ha sido evaluar si el estudio
del inmunofenotipo de las células que infiltran el intersticio y el estudio del fenotipo
molecular en un grupo de biopsias contribuyen a caracterizar de forma mas adecuada
los eventos que suceden en el injerto renal durante el primer afio post-trasplante. Para
ello, se ha disefiado un estudio piloto en un grupo de 12 pacientes con biopsias
pareadas (24 biopsias). Este grupo incluye pacientes con nivel valle de tacrolimus al
momento de la biopsia precoz superior a la mediana (n=6) e inferior a la mediana
(n=6). Ademas, en cada grupo hay un subgrupo de pacientes con progresion de la

FI/AT (n=3) y un subgrupo sin progresion (n=3).

En los pacientes con niveles valle de tacrolimus inferior a la media
observamos un mayor grado de inflamacion intersticial (i-Banff e i-total scores) en la

biopsia precoz a expensas de un mayor nimero de linfocitos T (células CD3+) sin
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poder observar diferencias en las otras subpoblaciones estudiadas. Aunque no
alcanza significacién estadistica, los donantes del grupo expuesto a niveles mas bajos
de tacrolimus tenian una edad inferior (10 afios) al otro grupo. La progresion de las
lesiones croénicas (FI/AT) en ambos grupos es ligera y no diferente en funcién de los
niveles de tacrolimus. El estudio de expresion génica muestra resultados similares, los
injertos expuestos a niveles menos elevados de tacrolimus presentan mas expresion

de transcritos asociados a inflamacion intersticial (QCAT y QCMAT).

En los injertos en los que se observa progresion de la FI/AT entre ambas
biopsias (n=6) hay mas infiltracion linfocitaria en las biopsias precoces de los injertos
que presentan progresion de la FI/AT cuando se cuantifica mediante el nimero de
células totales (17+10 vs. 63 células CD45 positivas/campo x 400, p=0.03), pero no
observamos diferencias cuando se cuantifica mediante los scores i-Banff, i-IFTA e i-
total. Al igual que en el andlisis anterior los pacientes con progresion de la FI/AT han
recibido 6rganos procedentes de donantes mas afiosos. El estudio de expresion

génica no ha reportado resultados distintos entre ambos grupos de pacientes.

En resumen, los pacientes que reciben injertos de donantes de menor edad
presentan niveles menores de tacrolimus durante el seguimiento y esto se asocia con
menor inflamacién intersticial y menor progresion de la FI/AT. Con el reducido tamafio
de la muestra analizado no se pueden derivar mas conclusiones. Esta linea de
investigacion seguira durante los proximos afios en nuestro centro para poder dilucidar
si en los pacientes que reciben mayor exposiciéon al tratamiento inmunosupresor existe

un mejor control de la respuesta inmune y una menor progresion de la FI/AT.

3. Expresion génica de biomarcadores de tolerancia y de las
subpoblaciones linfocitarias circulantes en distintas cohortes de

pacientes con funcién estable.

Hasta la actualidad, la suspension de tratamiento inmunosupresor en los
pacientes trasplantados renales se ha acompafado de episodios de rechazo agudo y
la no adherencia al tratamiento inmunosupresor es una de las variables mas
estrechamente ligada a la aparicién de anticuerpos anti-HLA y el desarrollo de rechazo
cronico humoral. Dada la toxicidad de los farmacos inmunosupresores se han llevado
a cabo trabajos para intentar eliminarlos, especialmente los inhibidores de la
calcineurina. Recientemente, se han reportado dos ensayos clinicos en los que
receptores de un trasplante renal aparentemente quiescente a los que se suspendia el

tratamiento con anticalcineurinicos presentaban resultados desalentadores. En el
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ensayo clinico llevado a cabo por el CTOT (Clinical Trials in Organ Transplantation),
receptores de trasplante renal de donante vivo, tratados con timoglobulina, tacrolimus
MMF y corticoides, sin anticuerpos anti-HLA de novo, libres de episodios de rechazo
agudo y con una biopsia de protocolo a los 6 meses sin signos de rechazo; fueron
aleatorizados a los 6 meses a eliminar el tacrolimus o a mantenerlo. El estudio fue
finalizado precozmente porque tras la suspension de tacrolimus se observd una tasa
elevada de rechazo agudo (4 de 14) y un porcentaje elevado de pacientes presento
DSA de novo (5 de 14). Aunque la monitorizacién del nimero de incompatibilidades
HLA a nivel de epitopo, la respuesta T de memoria medida mediante ELISPOT al
trasplante y la monitorizacibn de quemoquinas en orina permite identificar a los
pacientes de mas riesgo, los autores concluyen que no es recomendable suprimir el
tratamiento en los pacientes que presentan un aparente estado de quiescencia
inmunolégica(140). En un ensayo clinico de disefio parecido(141), se aleatorizaron 50
pacientes estables (sin anticuerpos anti-HLA, funcion renal estable con histologia
normal) con mas de 4 afios de seguimiento a eliminar tacrolimus o mantenerlo. El
estudio también se finalizé de forma precoz dado que en la rama de eliminacién de
tacrolimus la prevalencia de rechazo agudo (3 de 5 casos) y la aparicion de DSA de
novo (2 de 5 casos) fue muy elevada. Es decir, estos resultados confirman que con las
herramientas de monitorizacion de que disponemos en la actualidad parece complejo
disefiar estrategias que permitan eliminar uno de los pilares de la inmunosupresion

actual, los inhibidores de la calcineurina.

Dado que las estrategias de eliminacion programada de la inmunosupresién no
han dado los frutos esperados, tiene interés analizar los resultados de los pacientes
que han abandonado el tratamiento inmunosupresor en el contexto de no adherencia
al tratamiento o por presentar neoplasias que aconsejaban su suspension. Un
pequefio porcentaje de pacientes no presentan episodios de rechazo tras abandonar
el tratamiento y mantienen funcién renal estable. A esta situacion cuando se prolonga
por mas de un afio se la ha denominado de tolerancia operacional espontanea.
Durante los ultimos afios se han puesto en marcha diversos estudios en red para
evaluar la presencia de biomarcadores que permitan diferenciar a los pacientes
tolerantes de los pacientes estables bajo inmunosupresion. El conocimiento de la
expresion de estos biomarcadores puede permitir disefiar estrategias de eliminacion
del tratamiento en los pacientes estables. Se han puesto en marcha dos estudios
colaborativos, RISET (Reprogramming the Immune System for the Establishment of

Tolerance) e ITN (International Tolerance Network) que han reportado una serie de
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cambios a las que han definido como “firmas” del estado de tolerancia operacional
espontanea®!” (142). La firma descrita por el grupo RISET consiste en una expansion
de los linfocitos B y células NK circulantes, un menor porcentaje de células CD4+
activadas con una hipo-respuesta donante-especifica de las células CD4+ y la
expresion génica en sangre total de algunos transcritos medidos mediante RT-PCR
como FOXP3. La ITN ha utilizado la expresion de 3 genes derivados de linfocitos B
para caracterizar a la poblaciéon con tolerancia operacional espontanea. Estas firmas
de tolerancia se han validado entre ambas cohortes y muestran una
sensibilidad/especificidad superior al 80% para detectar a dichos pacientes. En su
conjunto, estos estudios sugieren que el estado de tolerancia se asocia con el fenotipo
y funcién de las células B a través de una deplecién de linfocitos B naive y
transicionales. El estudio realizado en nuestro centro ha sido el primero en demostrar
que las modificaciones que presentan las subpoblaciones de células B dependen del
tratamiento inmunosupresor administrado. Asi, los pacientes tratados con azatioprina
presentan una deplecion de linfocitos B, no presente en pacientes tratados con
inhibidores de la calcineurina que sufren una expansion de este componente a lo largo
del tiempo. Estudios posteriores han confirmado nuestros resultados(143) y han
mostrado que la azatioprina se asocia con una reduccion de las células B naive y
transicionales circulantes, pero no modifica las células B maduras. En los pacientes
con azatioprina evaluados en este nuevo estudio se observa una mayor prevalencia de
DSA que relacionan con una disregulacion de las células B y una alteracion de las
poblaciones linfocitarias en el centro germinal. Sin embargo, en nuestro estudio
ninguno de los 8 pacientes tratados con azatioprina presentaba DSA a los 30 afios del
trasplante. En cambio, en los pacientes tratados con inhibidores de la calcineurina se
produce un aumento de las células B post-germinales y de los plasmablastos y se
sugiere que estos farmacos inhiben el cambio de clase necesario para desarrollar una
respuesta mediada por anticuerpos Ig G, aunque sin modificar la respuesta de
anticuerpos Ig M. En definitiva, nuestro estudio y estudios posteriores confirman que la
expresion de la firma de tolerancia es distinta bajo distintas pautas de
inmunosupresién y que, por lo tanto, no se puede utilizar con los conocimientos
actuales para disefiar estrategias de eliminaciéon de la inmunosupresion. Otros
estudios recientes también han mostrado una asociacion entre la inmunosupresion de
mantenimiento y la aparicioén de firmas de tolerancia. Asi, el tratamiento con belatacept
se ha relacionado con la aparicién de una firma de tolerancia relacionada con células

dentriticas de origen mieloide(144)
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Evaluacién histolégica e inmunoldgica en pacientes con disfuncién

crénica del injerto por glomerulopatia crénica del trasplante.

Una de las primeras aproximaciones al diagnostico de rechazo croénico
mediado por anticuerpos fue definida en la reunién de Banff realizada en el 2005 como
la presencia de manifestaciones histolégicas sugestivas (glomerulopatia del trasplante,
multilaminacion de la membrana basal de capilares peritubulares, vasculopatia del
trasplante, FI/AT), presencia de depésito de C4d en capilares peritubulares.y la
presencia de DSA. Los pacientes que cumplian solo dos de estos criterios se
consideraban como probable rechazo cronico mediado por anticuerpos (145). En
estudios posteriores, la sensibilidad del C4d como marcador diagndstico para rechazo
cronico mediado por anticuerpos fue cuestionado debido a que la presencia de
inflamacién de la microcirculacion estaba estrechamente asociada a la presencia de
DSA de forma independiente a la presencia de depdsito de C4d 29, De modo similar,
en otro estudio realizado en biopsias de seguimiento en pacientes sensibilizados pre-
trasplante las biopsias mostraron que la inflamacién de la microcirculacion estaba
asociada con un incremento del riesgo de progresion a dafio cronico incluyendo
glomerulopatia del trasplante (GT). Estas evidencias han conducido al reconocimiento
de la entidad denominada como rechazo crénico mediado por anticuerpos C4d

negativo(146).

Los avances en las técnicas de deteccion de anticuerpos han aumentado la
sensibilidad de la deteccion de DSA circulantes y existe evidencia que no todos los
DSA son equivalentes y que sus propiedades (capacidad de ligar el complemento o
subclases de 1gG), estan asociadas con distintos fenotipos de lesién en el
aloinjerto(147) % (148). Asi mismo, la evolucion en el tiempo, la cinética y las
propiedades de los DSA son fluctuantes V) ©® (149), lo que hace considerar de
manera prudente la interpretacion de una determinacion puntual de DSA,
especialmente en el periodo post-trasplante tardio. En nuestro estudio presentado
aqui, disefiado para caracterizar el fenotipo histolégico de la glomerulopatia del
trasplante aislada, hemos de destacar que solo en un caso se evidencio presencia de
DSA en una determinacion dos afios mas tarde del diagnostico histolégico, lo que
refuerza lo expuesto previamente a cerca de la fluctuacion de los anticuerpos anti-HLA
en el tiempo. Estas observaciones cuestionan si el rechazo mediado por anticuerpos

puede ser diagnosticado en ausencia de DSA solo con histologia compatible como la
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inflamacién de la microcirculacion, depdsito de C4d y vasculopatia asociada o no con
incremento de la expresion génica de transcritos asociados a DSA (24,

En la actualidad, continla siendo motivo de interés si la presencia de
glomerulopatia del trasplante asociada o no a inflamacion de la microcirculacion tiene
implicancia en términos de actividad de la enfermedad, progresion y por lo tanto
necesidad de tratamiento ©%. En nuestro estudio, con la limitaciéon que implica el
reducido tamafio de la muestra, hemos concluido que los pacientes con
glomerulopatia del trasplante aislada presentan un infiltrado inflamatorio menos severo
y una mejor supervivencia del injerto en comparaciéon con los pacientes que

presentaban glomerulopatia del trasplante asociada a DSA.

Un estudio de Kahwaji et al (150) mostr6 en una reducida cohorte de
pacientes, todos ellos con glomerulopatia del trasplante, que aquellos casos con
inflamacién de la microcirculacion presentaron mas probabilidad de estabilizacion de la
funcion del injerto con la administracion de inmunoglobulina intravenosas (IVIG) y
Rituximab que los pacientes con histologia similar que no fueron tratados. Los
pacientes con glomerulopatia del trasplante sin inflamacion de la microcirculacion no
presentaron beneficio del tratamiento. Estos hallazgos sugieren que la decision de
instaurar un tratamiento en pacientes con glomerulopatia del trasplante, y
particularmente aquellos con DSA, deberia basarse en la presencia de inflamacién en
la microcirculacion. Posteriormente, se ha demostrado que los pacientes que
presentan DSA con capacidad de ligar complemento (C1q) responden al tratamiento
con Eculizumab(151). Teniendo en cuenta estas consideraciones y las limitaciones de
nuestro estudio; como el tamafio muestral, la ausencia de evaluacibn mediante
microscopia electrénica y la ausencia de determinacién del tipo especifico de DSA
capaz de fijar complemento; podemos aseverar que la presencia de un infiltrado
inflamatorio de menor intensidad evaluado mediante los criterios de Banff al que se ha
afiadido la evaluacion de la inflamacion total mediante inmunohistoquimia, confirman
un fenotipo histologico que puede corresponder a una entidad diferente o a un estadio

menos activo de un proceso histopatoldgico en curso.
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6. CONCLUSIONES

La monitorizacion histolégica e inmunoldgica en el periodo post-trasplante
contribuyen a un mejor conocimiento de los mecanismos que participan en el control

de la respuesta inmune en los receptores de un trasplante renal.

6.1. La monitorizacién histol6gica mediante biopsias de seguimiento es un
procedimiento seguro que contribuye a caracterizar las lesiones presentes en el injerto

renal con funcién renal estable.

6.2. En los receptores de un trasplante renal sin anticuerpos anti-HLA donante-
especificos preformados (DSA), con funcién renal estable y tratados con tacrolimus y
MMF, existe una asociacion entre el régimen de tratamiento y la inflamacién
subclinica. La minimizacion de tacrolimus (niveles valle < 6 ng/mL) en pacientes con
dosis reducidas de MMF (< 1.5 g/dia) se asocia de un mayor grado de inflamacion

subclinica.

6.3. En los receptores de un trasplante renal sin anticuerpos anti-HLA donante-
especificos preformados (DSA) con funcién renal estable y tratados con tacrolimus y
MMF, no existe una asociacion entre el régimen de tratamiento y la progresion de la

FI/AT durante el primer afio post-trasplante.

6.4. El estudio del inmunofenotipo celular que infiltra el intersticio renal confirma
que existe un mayor grado de inflamacién en los pacientes que presentan niveles mas
bajos de tacrolimus al momento de la biopsia y esta constituido fundamentalmente por
linfocitos T. El estudio del fenotipo molecular en biopsias renales realizadas en injertos
con funcién estable sugiere que una menor exposicién a tacrolimus se asocia a una
mayor expresion de transcritos derivados de linfocitos T y macréfagos, sin embargo,

no se asocian a un mayor grado de progresion de la FI/AT.

6.5. La expresion génica de biomarcadores de tolerancia y de las
subpoblaciones linfocitarias circulantes asociadas a linfocitos B aumentan a lo largo
del tiempo en los pacientes tratados con inhibidores de la calcineurina y disminuyen en
los pacientes tratados con azatioprina. Estos resultados sugieren que con los
conocimientos actuales estos biomarcadores no son Utiles para el disefio de ensayos

clinicos dirigidos a eliminar los inhibidores de la calcineurina en pacientes estables.
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6.6. En el injerto con disfuncion crénica por glomerulopatia del trasplante, la
ausencia de DSA y la ausencia de activacién del complemento representa una entidad

clinica menos activa y con mejor pronostico que el rechazo crénico activo humoral.
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7. Futuras lineas de investigacion en desarrollo

Hipotesis

Existe una relacion entre la severidad del infiltrado intersticial y el fenotipo
molecular al momento de la biopsia renal temprana y la progresion de la FI/AT entre la
biopsia renal temprana y la tardia. Los pacientes con niveles mas elevados de
tacrolimus en el momento de la biopsia renal precoz presentan menor infiltracion

intersticial y una menor expresion de transcritos relacionados con alorespuesta.
Pacientes y métodos
Pacientes y biopsia del injerto.

Pacientes portadores de un injerto renal a los que se les realizé una biopsia de
seguimiento temprana (3-4 meses post-trasplante) y una biopsia tardia (12-18 meses
post-trasplante) dentro del programa de biopsias ambulatorias iniciado en nuestro
servicio desde el afio 2012. Fueron candidatos a biopsia renal temprana aquellos
pacientes que a los 3 meses del trasplante cumplian los siguientes criterios: a) filtrado
glomerular estimado (FGRe) mediante la formula MDRD-4 = 40 mL/min/1.73 m?, b)
funcion renal estable definida como variabilidad del FGRe inferior al 15% desde el
altimo control, c) proteinuria inferior a 0.8 g/dia, d) pacientes sin anticoagulacion oral,
e) indice de masa corporal (IMC) < 35 kg/m?y, f) firma de consentimiento informado.
En el presente estudio han sido incluidos pacientes de bajo riesgo inmunolégico
definido como la ausencia de DSA evaluados por tecnologia Luminex, PRA-CDC <
25% y prueba cruzada donante/receptor negativa por CDC al momento del trasplante.
En los pacientes incluidos se ha completado el seguimiento obteniendo biopsias
pareadas con muestra histolégica adecuada para evaluacion mediante microscopia
Optica, inmunohistoquimia, inmufluorescencia y andlisis de microarrays. Se han
recogido las variables demograficas de los donantes y de los receptores y las variables
relacionadas con el trasplante. En el momento de la biopsia se recogid creatinina
sérica, filtrado glomerular estimado mediante la férmula MDRD-4, proteinuria en orina
de 24 horas y niveles valle de tacrolimus (TAC-Co). Se calcul6 la exposicion a
tacrolimus hasta la primera biopsia (hg/mL/dia) a partir de TAC-Co a la 13, 42, 82, 122
semanas y el dia de la biopsia segun la exposicion media en cada periodo. De forma
similar, se calculd la exposicion a tacrolimus hasta la segunda biopsia (ng/mL/dia) a

partir de TAC-Cpa los 4,5, 6, 8, 10, 12 meses y el dia de la biopsia tardia.
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Debido a que la media de los niveles valle de tacrolimus (TAC-Co) al momento
de la biopsia temprana fue 9.6 ng/mL, se seleccionaron de manera aleatoria para este
estudio piloto 6 pacientes con TAC-C, inferior a la media y 6 pacientes con TAC-Co
superior a la media. Ademas, en cada uno de los grupos segun TAC-C, habia 3 casos
con progresion de FI/AT entre la biopsia temprana y la biopsia tardia y 3 casos sin
progresion. Es decir, se dispone de 24 biopsias pareadas en 12 pacientes (12
tempranas y 12 tardias) que se componen de 4 grupos: 1) No progresion de la FI/AT y
TAC-Cy < 9.6 ng/mL (n=3); 2) No progresion de la FI/AT y TAC-Co > 9.6 ng/mL (n=3);
3) Progresion de la FI/AT y TAC-Cy < 9.6 ng/mL (n=3); y 4) Progresion de la FI/AT y
TAC-Co> 9.6 ng/mL (n=3).

Conclusiones:

1.Mediante el analisis estadistico "Gene Set Enrichment Analysis" GSEA no se
han encontrado diferencias en la expresion de PBTs en los pacientes en los que existe
una progresion de la FI/AT entre la biopsia temprana y tardia post-trasplante,
independientemente de los niveles de tacrolimus. Los conjuntos de genes con los que
se han contrastado nuestros datos pueden obtenerse a partir de
http://atagc.med.ualberta.ca/Research/GeneLists/Pages/default.aspx.5? 2. Existe una
tendencia a la asociacion entre los niveles de tacrolimus al momento de la biopsia y la
expresion de los PBTs QCMAT (p=0.01 y FDR=0.065) y QCAT (p=0.05 vy
FDR=0.2167). 3. Nuestra linea de investigacion continla en desarrollo para evaluar la
relaciéon entre la inmunosupresion del injerto y la expresién génica asociada a la

alorespuesta mediante analisis de microarrays.
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9. ANEXOS

9.1. Torres IB, Reisaeter, A, Moreso F, Asberg A, Vidal M, Garcia-Carro C,
Midtvedt K, Reinholt FP, Scott H, Castella, E, Salcedo M, Dérje C, Sellares J, Azancot
MA, Perello M, Holdaas H, Seron D. Tacrolimus and mycophenolate regimen and
subclinical tubulo-interstitial inflammation in low immunological risk renal transplants.

Transplant Int 2017 (en prensa). Impact Factor: 3.079

Resumen. Se ha demostrado que el tipo de tratamiento inmunosupresor se
asocia con distintos grados de inflamaciéon subclinica y con distintos grados de
progresion de la fibrosis intersticial/atrofia tubular. Sin embargo, a pesar de que un
régimen de mantenimiento basado en la combinacién de tacrolimus y micofenolato
mofetilo (MMF) se asocia con una incidencia muy baja de inflamacién subclinica, no se
ha estudiado si distintas combinaciones este tratamiento ofrecen diferentes resultados.
En este trabajo se han evaluado dos cohortes de pacientes de bajo riesgo
inmunolégico (Barcelona y Oslo), monitorizadas mediante una biopsia temprana y una
tardia. En la cohorte de Barcelona se emplean dosis intermedias de MMF (2g/dia
durante 4 semanas y 1 g/dia posteriormente) y dosis plenas de tacrolimus (niveles
valle diana de 8-12 ng/mL el primer trimestre y 6-10 ng/mL a partir del 4° mes). En la
cohorte de Oslo se emplean dosis plenas de MMF (1.5 g/dia que solo se reduce a
criterio clinico durante el seguimiento) y dosis de reducidas de tacrolimus (niveles valle
diana de 3-7 ng/mL). En la cohorte de Barcelona, se ha observado una asociacién
independiente entre los niveles valle de tacrolimus al momento de biopsia y la
presencia de inflamacion subclinica tanto en la biopsia temprana como en la tardia. En
la cohorte de Oslo, se ha observado una asociacion independiente entre la dosis de
MMF y la presencia de inflamacién subclinica en la biopsia temprana. Entre ambas
biopsias, la dosis de MMF se ha reducido a criterio clinico en el 30% de los pacientes.
En la biopsia tardia, se observa al igual que en la cohorte de Barcelona una asociacién
independiente entre los niveles valle de tacrolimus al momento de la biopsia y el grado
de inflamacion subclinica. Estos resultados sugieren que el grado de inmunosupresion
global aportado por ambos farmacos contribuye a controlar la inflamacion subclinica.
Dado que esta inflamacion subclinica contribuye al desarrollo de anticuerpos anti-HLA,
a la progresion de la fibrosis y a la pérdida tardia del injerto, los datos de este trabajo

apoyan no realizar una minimizacion de ambos farmacos. Cabe destacar, que
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recientemente un ensayo clinico prospectivo, aleatorizado muestra que en los
pacientes que reciben dosis intermedias de MMF (1.2 g/dia), los niveles valle de
tacrolimus < 7 ng/mL entre el 4° y el 12° mes, se asocian a una mayor incidencia de
rechazo clinico y subclinico y un mayor riesgo de desarrollar anticuerpos donante-

especificos.

En este estudio, la progresion de la fibrosis intersticial / atrofia tubular es leve

en ambas cohortes y se asocia fundamentalmente con variables del donante.
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ci-score, scoring for interstitial fibrosis

ct-score, scoring for tubular atrophy

i-score, scoring for interstittial inflammation in non-scarred cortex

i-IFTA, scoring for interstittial inflammation in scarred cortex

i+t, scoring for interstitial inflammation plus tubulitis in non scarred cortex
i-IFTA+t-IFTA, scoring for interstitial inflammation plus tubulitis in scarred cortex
IF/TA, interstitial fibrosis/tubular atrophy

t-score, scoring for tubulitis in non-scarred cortex

t-IFTA, scoring for tubulitis in scarred cortex

MMF, mycohenolate mofetil

mTOR, mammalian target of rapamycin

TAC, tacrolimus

TAC-C,, tacrolimus trough levels
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Abstract

The aim was to evaluate the relationship between maintenance
immunosuppression, subclinical tubulo-interstital  inflammation and interstitial

fibrosis/tubular atrophy (IF/TA) in surveillance biopsies performed in low immunological

O©O~NOO B WN =

10 risk renal transplants at two transplant centers. The Barcelona cohort consisted of 109
early and 66 late biopsies in patients receiving high tacrolimus (TAC-C, target at 1-year
13 6-10 ng/mL) and reduced MMF dose (500 mg bid at 1-year). The Oslo cohort consisted
of 262 early and 237 late biopsies performed in patients treated with low TAC-Cq
16 (target 3-7 ng/mL) and standard MMF dose (750 mg bid). Subclinical inflammation,
adjusted for confounders, was associated with low TAC-C; in the early (OR: 0.75,
19 95%CI: 0.61-0.92; p=0.006) and late biopsies (OR: 0.69, 95%CI: 0.50-0.95; p=0.023)
from Barcelona. In the Oslo cohort, it was associated with low MMF in early biopsies
22 (OR: 0.90, 95%ClI: 0.83-0.98; p=0.0101) and with low TAC-C, in late biopsies (OR:
0.77, 95%Cl: 0.61-0.97;, p=0.0286). MMF dose was significantly reduced in Oslo
25 between early and late biopsies. IF/TA was not associated with TAC-C; or MMF dose
27 in the multivariate analysis. Our data suggest that in TAC and MMF based regimens,
28 TAC-Cy levels are associated with subclinical inflammation in patients receiving

30 reduced MMF dose.
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Introduction

Early surveillance biopsy studies showed that subclinical tubulo-interstitial
inflammation is present in more than 50% of biopsies and is associated with an
accelerated progression of chronic tubulo-interstitial damage' and glomerular
sclerosis?. This observation raised the question whether treatment of subclinical tubulo-
interstitial inflammation could prevent progression of chronic lesions and improve
outcome. This point was addressed in a clinical trial done in cyclosporine and
azathioprine treated patients, in which the study group was biopsied early after
transplantation at defined time points and treated with steroid pulses if subclinical
tubulo-interstitial inflammation was present, while the control group was not biopsied
and accordingly not treated. The study group had a lower degree of fibrosis at 6
months and a better renal function at 24 months®. Years later, this trial was repeated in
patients treated with tacrolimus (TAC) and mycophenolate mofetii (MMF) and no
benefit of treatment of subclinical tubulo-interstitial inflammation could be
demonstrated®. The main difference between the first and second study was that the
prevalence of subclinical inflammation was over 50% in the first and less than 10% in
the second study, suggesting that a TAC and MMF regimen prevents subclinical
inflammation as confirmed in other observational studies™. However, it has recently
been shown that even in TAC and MMF treated patients the presence of subclinical
tubulo-interstitial inflammation is not only associated with an accelerated progression of
interstitial fibrosis and tubular atrophy but also with an increased risk for the

appearance of de novo donor specific antibodies and antibody-mediated rejection®.

During the last decade the combination of TAC and MMF has become the
standard of care in the majority of renal transplant units. In some centers, TAC
minimization has been favoured, especially after the publication of the Elite-Symphony
trial that showed that reduced TAC (target TAC-Cy of 3-7 ng/mL) associated with
daclizumab, full dose MMF (2 g/day) and prednisone was superior to a cyclosporine or
sirolimus based regimen®. However, tacrolimus and cyclosporine have different effects
on exposure to concomitantly administered MMF and for this reason it has been
recommended to use a 50% lower dose of MMF in combination with TAC compared to
cyclosporinw. Thus, there exists significant variability in TAC and MMF dosing between
centers and the consequence of these different schedules on subclinical tubulo-
interstitial inflammation has not been evaluated. Accordingly, the aim is to evaluate
whether TAC-C, and/or MMF dose at the time of surveillance biopsy are associated
with subclinical tubulo-interstitial inflammation and IF/TA in low immunological risk

6
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1

2

3 transplants. Our hypothesis is that low TAC-C, and/or MMF dose at the time of biopsy
g are associated with subclinical tubulo-interstitial inflammation and/or IF/TA progression.
6 To test this hypothesis we evaluate two independent cohorts of patients (Barcelona
g and Oslo) treated with TAC and MMF but using diferent target TAC-C, levels (lower in
9 Oslo than in Barcelona) and MMF dose (higher in Oslo than in Barcelona).

10

11

12

13 !

14 Patients and methods

15

16 Patients

17

18 For the present study, two cohorts of adult (=18 years), low immunological risk,
20 single kidney recipients of an ABO compatible and non HLA identical renal transplant,
g; treated with tacrolimus and MMF with a stable well functioning graft (¢GFR = 40ml/min)
23 at the time of the early surveillance biopsy were evaluated. Low immunological risk was
gg defined as the abscence of anti-HLA donor-specific antibodies (DSA) at the time of
26 transplant, last PRA < 20% and negative donor/recipient complement-dependent
27 -

28 cytotoxicity cross-match.

29

30 The first cohort consisted of renal transplants with an early (3-4 months) and a
g; late (12-18 months) surveillance biopsies performed between February 2012 and
33 December 2015 at Vall Hebron University Hospital from Barcelona. The second cohort
22 consisted of renal transplant recipients performed at the Oslo University Hospital
36 Rikshospitalet between January 2009 and December 2012 with an early (6 weeks) and
2; a late (12 months) biopsy. Written informed consent was obtained for all patients. In
39 both cohorts the protocol was approved by the Ethics Committee of each center and
40

41 was performed in accordance with the Declaration of Helsinki and is consistent with the
42 Principles of the Declaration of Istanbul on Organ Trafficking and Transplant Tourism.
43

44

45

46

47 Biopsies

48

49 Surveillance renal biopsies were done as an outpatient procedure'’ under
50

51 ultrasound guidance using spring-loaded 16-18G needles and two cores of tissue were
gg evaluated. One core was used for optical microscopy and the other for
54 immunofluorescence studies.

55

56

57

58 7
59

60
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Biopsies were processed for routine light microscopy and stained with
hematoxilin-eosin, periodic acid Schift (PAS) and Masson’s trichrome. Sample
adequacy and histological lesions were evaluated according to the last update of the
Banff criteria'® at each center by local pathologists. In the Barcelona cohort,
inflammation in areas of interstitial fibrosis (i-IFTA) and tubulitis in areas of tubular
atrophy (t-IFTA) were also evaluated according to Mannon et al'®. All biopsies were
stained with an anti-SV40 antibody to discard BK polyomavirus nephropathy in
Barcelona and only in patients with BK nephropathy suspicion in Oslo.

The second core of tissue was embedded in OCT, frozen in liquid nitrogen and
stored at -70°C. Immunoflurorescence studies were done in 3-um cryostat sections
stained with FITC-conjugated anti-human IgG, IgA, IgM, C3, « and X light chain. C4d
was stained with indirect immunofluorescence with a monoclonal antibody (Quidel, San
Diego, CA, USA) and its deposition in peritubular capillaries was graded according to
the Banff criteria'>. Conventional histology and immunofluorescence were evaluated in
Barcelona and Oslo by local pathologists (M.VV. and M.S in Barcelona and F.P.R. and
H.S. in Oslo).

In the Barcelona cohort, surveillance biopsies were not used for the clinical
management of patients and, therefore, subclinical rejection episodes were not treated.
In the Oslo cohort, subclinical rejection episodes were treated with steroid pulses

according to the attending physician criteria.

Immunosuppression

Standard immunosuppression in the Barcelona cohort included the use of
induction therapy for all renal transplants. Recipients of a first renal transplant without
HLA antibodies received 20 mg of Basiliximab (Simulect®, Novartis) at days 0 and 4.
Patients with previous transplants and/or patients with positive non DSA anti-HLA
antibodies were treated with 3-5 doses of rabbit anti-thymocyte globulin
(Thymaoglobulin®, Sanofi-Aventis) on alternate days to reach a total dose of 4-6 mg/kg.
For the present study, we considered patients receiving maintenance
immunosuppression based on the combination of modified-release TAC (Advagraf,
Astellas Pharma) and MMF (Cellcept, Roche Pharmaceuticals) at the time of
surveillance biopsies. Target TAC-C, was 8-12 ng/mL during the first 3 months after
transplant and 6-10 ng/mL thereafter. All patients received MMF 1 g bid during the first

month and 500 mg bid thereafter. Daily dose of MMF was further reduced according to
8
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1

2

3 attending physician criteria in cases of suspected toxicity (mainly gastro-intestinal or
; hematologic). The day of transplant patients received 500 mg of methylprednisolone,
6 125 mg at day one and 20 mg of prednisone at day 2. Thereafter, prednisone dose was
g progressively reduced to reach a daily dose of 0.1 mg/kg at 3 months and maintained
9 during follow up.

10

1; In the Oslo cohort, all patients received induction with Basiliximab and
13 maintenance immunosuppression with reduced tacrolimus (TAC-C, 3-7 ng/mL), full
1‘51 dose MMF (1.5 g/day) that was reduced according to attending physician criteria in
16 cases of suspected toxicity and prednisolone. The starting dose of prednisolone was
1; 80 mg/d, tapered to 20 mg/d by day 8, 15 mg/d from day 30, 10 mg/d from day 60
19 aiming for 5 mg/d from day 90. ™

20

21

22

23 L .

24 Clinical variables

25

26 Demographic characteristics of donors and recipients as well as transplant-
g; related variables were recorded in both cohorts. Anti-HLA antibodies at the time of
29 transplant and at the time of each biopsy were determined by Luminex methodology in
g? each center as previously described '*'®. Briefly, in Barcelona anti-HLA antibodies
32 were determined by Luminex methodeology using the product Lifecodes LifeScreen
gi Deluxe (Gen-Probe, CA) and IgG specificities were examined by single antigen heads
35 testing with Lifecodes Luminex single antigen class | and class Il kits. In Oslo, HLA
36

37 antibodies were determined by Luminex platform LX200, using the LSM12- screening
gg kit (One Lambda, CA). IgG antibody specificities was examined using single antigen-
40 coated flow beads provided by One Lambda. A mean fluorescence intensity of 1000 as
:; the cutoff value was employed. As a negative control, serum (LS-NC) delivered by the
43 kit Producer (One Lambda) was used.

44

45 At the time of biopsy, serum creatinine, TAC-Cy and MMF dose were recorded.
46

47 Tacrolimus trough levels were measured by CMIA immuncassay (Abbott laboratories)
48 and the intrassay and interassay coefficient of variation at Barcelona and Oslo lab were
49

50 lower than 6%. MMF dose at the time of each biopsy was recorded and expressed as
g; mg/kg/day'’. In patients receiving enteric-coated mycophenolic acid (EC-MPA)
53 equimolar doses to MMF were used (720 mg of EC-MPA is equivalent to 1000 mg of
54 MMF).

55

56

57

58 9
59
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CMV prophylaxis and polyoma virus surveillance were done according to local

practice following the international criteria®.

Statistics

Results are expressed as absolute frequencies for categorical variables and as
the mean + standard deviation for continuous variables. Comparison between groups
for categorical variables was done by Fisher's exact test. Comparison between groups
for ordinal and continuous not normally distributed variables was done by Mann-
Whitney's U test. Comparison between groups for continucus normally-distributed
variables was done by Student's t test or by the analysis of variance and post hoc
comparisons between individual groups by the Scheffé test. Similarly, Student's paired

t-test and Wilcoxon signed rank test were used to compare paired data.

Since biopsies were graded by different pathologists, the best cut-off value for
tubulo-interstitial inflammation to explore a potential association between TAC-Cg
and/or MMF daily dose was evaluated in each cohort. IF/TA at one year was defined as
ci+ct score 22. Logistic regression analysis was employed to analyze variables
associated with subclinical tubulo-interstitial inflammation and IF/TA at one year. Those
variables with a p-value < 0.20 in the univariate analysis were considered for the
multivariate analysis. All tests are two-tailed and a p-value < 0.05 was considered

significant. We used Stata software package version 13.0 for statistical analysis.

Results
Patients

During the study period, 210 kidney transplants in Barcelona and 478 in Oslo
accomplishing inclusion criteria were performed. The flow chart of included patients is

shown in figure 1.

Demographic and transplant-related variables in both cohorts are summarized
in table 1. Donors and recipients were older, the proportion of living renal transplants
was lower and prevalence of delayed graft function was higher in the Barcelona cohort.
The prevalence of acute rejection at the time of both biopsies was not different

between centers. Serum creatinine was higher in the Barcelona cohort at the time of

10
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1

2

3 both biopsies. Donor specific antibodies (DSA) were negative in the Barcelona cohort
g at the time of both biopsies. In the Oslo cohort, 5 patients displayed de novo DSA at
6 the time of early biopsy (1.9%) and 17 at the time of late biopsy (7.2%). According to
g the immunosuppressive protocol at each center, TAC-C, levels were higher in
9 Barcelona while daily MMF dose was higher in Oslo at the time of both biopsies.
1? Prednisone dose was similar between cohorts. Between the early and late biopsies
12 MMF dose was not maedified in the Barcelona cohort and significantly reduced in the
12 Oslo cohort (1.5 + 0.2 vs. 1.3 + 0.3 g/day; p<0.001). In the Barcelona cohort there were
15 only 4 patients (6.1%) in whom MMF dose between biopsies was reduced = 500
1(73 mg/day due to increasing polyoma BK viruria (n=1), gastrointestinal symptoms (n=2)
18 and haematologic toxicity (n=1). In Oslo there were 57 patients (24.1%) in whom MMF
;g dose between biopsies was reduced = 500 mg/day due to trough mycophenolic acid
21 plasma (MPA) levels =2 3.5 pg/mL (n=21), polyoma virus replication (n=12),
gg gastrointestinal symptoms (n=15), haematologic toxicity (n=8) and a wart on scalp
2‘5‘ (n=1).

26

27

28

29 Biopsies

30

g; There were significant differences in the histological findings in early and late
33 biopsies between study cohorts (table 2). The degree of tubulitis (t-score) was higher in
gg the Oslo cohort in early biopsies, while the degree of interstitial inflammation (i-score)
36 was similar. The prevalence of subclinical tubulo-interstitial rejection (i-score = 1 and t-
gg score 2 1) was not different in the early (11.9% in Barcelona vs. 18.3% in Oslo, p-value
39 = 0.1660); and late biopsies (9.1% in Barcelona vs.15.2% in Oslo, p-value = 0.2332)
3? between cohorts. Despite the severity of interstitial fibrosis (ci-score) being higher in
42 the early and late biopsies from the Barcelona cohort, the proportion of biopsies with
:i IF/TA (ci+ct score = 2) was not different in early (50.5% in the Barcelona cohort vs.
45 53.4% in the Oslo cohort, p-value=0.6485) and late biopsies (65.1% in the Barcelona
:s cohort and 56.5% in the Oslo cohort, p-value=0.2587).

48

49 Additionally, the presence of intimal arteritis was very low in both cohorts, but it
g? was present in 2.7% (7 out of 262) early biopsies from the Oslo cohort and it was not
52 observed in the Barcelona cohort (p-value = 0.1106). In late biopsies intimal arteritis
gi was not observed in any cohort. Similarly, the presence of glomerulitis and peritubular
55 capillaritis was low in both cohorts but the presence of microcirculation inflammation (g-
gs score plus ptc-score = 2) was higher in the early biopsies from the Barcelona cohort
58 11
59

60
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(3.7% vs. 0.4% in early biopsies, p-value = 0.0276) but not in late biopsies (6.1% vs.
2.5%, p-value = 0.2329). Staining for C4d was positive in 1 early biopsy from both
cohorts (p-value=0.5018) and it was negative in all late biopies from Barcelona and

positive in 5 late biopsies from Oslo (p-value=0.5892).

Maintenance immunosuppression and tubulo-interstitial inflammation
Barcelona cohort

There was an association between the severity of tubulo-interstitial inflammation
and TAC-Cy levels at the time of early (p=0.0083) and late biopsies (p=0.0483) while
there was no association with MMF daily dose (table 3). Since the number of cases in
the category i+t = 2 were too low to perform a multivariate analysis (13 in early biopsies
and 6 in late biopsies) and TAC-Cylevels were similar in patients with i+t=1 and i+t 2 2,
biopsies were categorized as i+t=0 and i+t 2 1. TAC-C, was the only independent
predictor of i+t 2 1 in the early (odds ratio [OR]: 0.75 and 95% confidence interval [CI]:
0.61-0.92; p-value = 0.006) (table 4A) and late biopsies (OR: 0.69 and 95% CI: 0.50-
0.95; p-value = 0.023) (table 5A).

Oslo cohort

Patients with an early biopsy displaying i+t score = 2 received lower MMF dose
than patiens with i+t=0. Similarly, at the time of late biopsy TAC-C, was significantly
lower in patients with i+t = 2 than in patients with i+t=0 (table 3). Since MMF and TAC-
C, levels were similar in patients with i+t=0 and i+t=1, patients were classified into two
groups as i+t < 1 and i+t 2 2. Logistic regression analysis showed that i+t 2 2 in the
early biopsy was associated with MMF dose (OR: 0.90 and 95% CIl: 0.83-0.98; p-
value=0.0101) (table 4B) while in late biopsies it was associated with TAC-C, (OR: 0.77
and 95% Cl: 0.61-0.97; p-value=0.0286) after adjusting for confounding variables (table
5B).

Maintenance immunosuppression and tubulo-interstitial inflammation in

scarred areas

This analysis was only performed in the Barcelona cohort since scoring for
inflammation in scarred areas was not evaluated in the Oslo cohort. There was no

12
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1

2

3 association between TAC-C, or MMF and i-IFTA+t-IFTA in early or late biopsies (table
g 6). There was a correlation between the degree of tubulo-interstitial inflammation in
6 scarred and non scarred areas in early (rho=0.26, p=0.0077) and late (rho=0.38,
; p=0.0004) biopsies. Between early and late biopsies the degree of i-IFTA+t-IFTA and
9 ci+ct significantly increased while i+t remained stable.

10

11

12

13 , . .

14 Maintenance immunosuppression and IF/TA

15

16 Barcelona cohort

17

13 In early and late biopsies, IF/TA (ci+ct score 2 2) was observed in 55 out of 109
20 biopsies (50.5%) and 43 out of 66 cases (65.1%), respectively. There was no
g; association between TAC-C, or MMF daily dose and IF/TA in the early or late biopsies
23 (table 7A). The presence of IF/TA in the late biopsy was associated with donor age,
gg donor gender, recipient age, i+t score and ci+ct score in the early biopsy (table 7A).
26 Multivariate logistic regression analysis showed that female donors (OR: 4.42, 95% ClI:
37.3, 1.01-19.3; p=0.0480), i+t in the early biopsy (OR: 5.03, 95% CI: 0.89-29.5; p=0.0740)
29 and ci+ct in the early biopsy (OR: 4.01; 95% CI: 1.77-9.10; p<0.001) were associated
g? with IF/TA at one year.

32

33 Oslo cohort

34

22 In early and late biopsies, IF/TA (ci+ct score = 2) was observed in 140 out of
37 262 biopsies (53.4%) and 134 out of 237 biopsies (56.5%), respectively. In the
22 univariate analysis, lower TAC-C, level at the time of the early biopsy was associated
40 with more severe ci+ct in the late biopsy (table 7B). The presence of IF/TA in the late
:; biopsy was also associated with donor age, donor type, ci+ct score in the early biopsy
43 and i+t in the late biopsy (table 7B). Multivariate logistic regression analysis showed
:g that donor age (OR: 1.05, 95% CI: 1.02-1.08; p<0.001), deceased donors (OR: 4.20,
46 95% CI: 1.00-3.63; p=0.0403), ci+ct in the early biopsy (OR: 1.92, 95% Cl: 1.36-2.71;
:g p<0.001) and i+t in the late biopsy (OR: 2.27, 95% CI: 1.42-3.62; p<0.001) were
49 independently associated with IF/TA at one year. In this analysis, TAC-C, levels at the
g? time of early biopsy were not included into the model (OR=0.91, 95% CI. 0.78-1.06;
52 p=0.2206).

53

54

55

56 i .

57 Discussion

58 13
59
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In the present study, lower TAC-C, levels at the time of the early and late
biopsies were associated with the severity of tubulo-interstital inflammation in the
Barcelona cohort that received full TAC and reduced MMF dose. In the Oslo cohort,
treated with reduced TAC and full MMF dose, the severity of tubulo-interstitial
inflammation was associated with lower MMF dose in the early biopsy and with lower
TAC-Cy levels in the late biopsy. Of note, MMF dose was significantly reduced in the

Oslo cohort from the early to the late biopsy.

Until now, there is scarce information on the relationship between TAC and/or
MMF regimen and subclinical tubulo-interstitial inflammation observed in surveillance
biopsies. In a study comparing a historical cohort exposed to high TAC levels (target
TAC-Cy 12-15 ng/mL during the first month, 10-12 ng/mL from months one to four and
8-10 ng/mL between months four and 12) with a more recent cohort exposed to lower
TAC levels (target TAC-Cp 10-12 ng/mL during the first month, 8-10 ng/mL from
months two to four, and 6-8 ng/mL thereafter), lower TAC exposure was associated
with a reduction in polyoma virus associated nephropathy but not with subclinical
inflammation. Importantly, in both cohorts patients were treated with MMF at 1.5 g per
day'®. Another study evaluating the relationship between TAC exposure and subclinical
histological findings at 3 and 12 month in patients treated with high TAC exposure
(TAC-C, target of 12-15 ng/mL during the first 3 months after transplantation), also
failed to show any association between TAC exposure and subclinical tubulo-interstitial
inflammation. However, an association between lower TAC exposure and increased
progression of tubulo-interstitial chronic damage was observed®. In the present study,
we observed an association between TAC-Cy levels and subclinical tubulo-interstitial
inflammation in the early and late biopsies from the Barcelona cohort that was treated
with full TAC and reduced MMF. In the Oslo cohort, treated with reduced TAC and full
MMF, tubulo-interstitial inflammation in the early biopsy was associated with MMF dose
but not TAC-C,. However, at the time of late biopsy MMF dose was reduced for clinical
indications and tubulo-interstitial inflammation was associated with TAC-Cp as in the
Barcelona cohort. We interpret that tubulo-interstitial inflammation depends on TAC-C,,
in patients receiving an MMF dose lower than 1.5 g/day. These results are in
agreement with a large epidemiological study showing that TAC-Cq levels below 5
ng/mL at one year are associated with decreased renal allograft survival. This
association was significant in patients receiving a MMF dose < 1.5 g/day while it was
not observed in patients receiving a MMF dose > 1.5 g/day’’. Recently, in a

prospective, open-label, randomized frial conducted in low immunological risk steroid-

14
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1

2

3 free kidney transplants receiving MMF at approximately 1.2 g/day, it has been shown
g that TAC-C, < 7lg/L during the first year post-transplantation is associated with clinical
6 and subclinical rejection”. Altogether, these studies suggest that patients treated with
g low TAC and reduced MMF dose are at risk of underimmunosuppression since it has
9 been shown that subclinical tubulo-interstitial inflammation constitutes a risk factor for
1? the progression of tubulo-interstitial fibrosis, the appearance of de novo DSA and late
12 graft failure 6%

13

1‘51 Tubulitis (t-score) was higher in the early and late biopsies from the Oslo cohort.
16 Histological evaluation was done by local pathologists and this difference may be the
1; result of interobserver variability**°, This interpretation is reinforced by the observation
19 that other lesions such as microcirculation inflammation or endothelialitis were different
;? between cohorts despite similar rejection rates. The different scoring of tubulitis
22 between centres explains why the i+t threshold employed to classify biopsies according
;i to the presence or absence of tubulo-interstitial inflammation was different between
22 cohorts.

g; In the Barcelona cohort interstitial inflammation and tubulitis were also
29 evaluated in scarred areas. We did not observe any association betwen TAC or MMF
g? exposure and inflammation in scarred tissue. This observation raises the question
32 whether inflammation in scarred areas might be less responsive to immunosuppressive
gi treatment. Unfortunately, this observation could not be tested in the Oslo cohort.

gg In both cohorts, IFTA in the late biopsy was mainly associated with donor
gg characteristics and IF/TA degree in the early biopsy. In the multivariate analysis, TAC-
39 Cy and MMF dose were not associated with IF/TA in the early or late biopsies in any
:? cohort. In the Barcelona cohort tubulo-interstitial inflammation in the early biopsy was
42 associated with IF/TA at one year, and this association was on the verge of
:ﬁ significance in the multivariate analysis. However, in the Oslo cohort, early
45 inflammation was not associated with IF/TA at one year. This discrepancy may be
:S related to the different timing of early biopsies between centres. In a study of early
48 surveillance biopsies done at 6 weeks, as in the Oslo cohort, the inflammatory
gg molecular phenotype mostly reflected the injury repair-response to implantation
g; stress?™. On the contrary, in a study of 6 months surveillance biopsies, as in the
53 Barcelona cohort, interstitial inflammation correlated with enhanced donor specific
gg memory T cell reactivity”’. These studies suggest that in very early biopsies, tubulo-
56 interstitial infllammation partly reflects the injury repair process, while tubulo-interstital
57

58 15
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inflammation in biopsies done later also reflects the donor specific alloimmune

response.

The appearance of de novo DSA one year after transplantation was higher in
the Oslo than in the Barcelona cohort (7.2% vs. 0%). This result is in agreement with a
recent prospective, randomized study showing that patients receiving a steroid-free
regimen randomized to a target TAC-C, < 7ng/L developed more frequently de novo
DSA than patients randomized to a target TAC-Cy > 7ng/L (6.9% vs. 0%)%. However,
our results should be interpreted with caution since the methodology to determine anti-
HLA antibodies was diferent between centers. We understand that this finding
deserves further evaluation in new prospective, randomized trials in patients receiving

a maintenance immunosuppression containing steroids.

QOur study was focused in low immunological risk patients with a well functioning
graft and, accordingly, they cannot be generalized to all kidney transplants. Studied
cohorts were different in some transplant related variables, reflecting different
transplant policies hetween centers. Furthermore, TAC and MMF dosage was also
different between centers. However, the association between immunosuppressive
treatment and subclinical tubulo-interstitial inflammation in both cohorts supports that
immunosuppressive regimen is a major determinant of subclinical inflammation. The
present study has other limitations. We failed to show a significant association between
early inflammation and late IF/TA as it has been previously described in other studies
162028 This might reflect insufficient statistical power, especially, if we take into
consideration that subclinical tubulo-interstitial inflammation was rather low as it has
been already described in TAC treated patients in comparison to other

5 23 Moreover, the progression of tubulo-interstitial

immunosuppressive schedules
chronic damage between biopsies was moderate in both cohorts as it has been
described in serial biopsies obtained in TAC treated patients®. The lack of centralized
biopsy reading is a potential source of bias. However, systematic bias in the evaluation
of tubulitis at any of both centres has been dealt by using different thresholds to define
the presence or absence of inflammation. Additionally, in none of the participating
centres through serum mycophenolic acid levels at the time of biopsy were routinely
obtained and this parameter may have contributed to better characterize the
relationship between immunosuppression and subclinical inflammation. Finally, we
were not able to explore whether minimization of both drugs, this means, MMF dose <
1g/day and TAC-C, levels < 5 ng/mL, is associated with a higher risk of subclinical
inflammation since this schedule was not followed at any of both centers.

16
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1

2

3 In summary, our data suggest that in low immunological risk renal transplants
g treated with TAC and MMF based regimens, TAC-C, levels are associated with
6 subclinical inflammation in patients receiving reduced MMF.

7
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Legend for figure

Figure 1. Flow chart of renal fransplants performed in both cohorts of patients
(Barcelona and Oslo) and the number of early and late surveillance biopsies obtained. DSA;

HLA donor specific antibodies; PRA, panel reactive antibodies.
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Variable Barcelona cohort Oslo cohort p-value
N 109 262

Donor age (years) 54 +15 47 + 14 <0.001
Donor sex (m /) 56 /53 1397123 08197
Donor type (deceased/iving) 95/14 158 /104 <0.001
Patient age (years) 5513 46 £ 14 <0.001
Patient sex (m /1) 86/23 177185 0.0328
First Tx/ Re-Tx 102/7 2311731 0.1350
HLA-DR mismatches 1.06 £ 0.64 0.71x:0.60 <0.001
DGF (no/yes) 91/18 249 /13 <0.001
AR before early Bx (no /yes) 101/8 2357127 0.3232
Time of early biopsy (months) 43 x1.5 15205 <0.001
SCr at early Bx (mg/dL) 1.39£0.31 122026 <0.001
TAC-Cpat early Bx (ng/mL)  9.6+2.5 6.9+20 <0.001
MMF dose at early Bx (g) 09+02 15+02 <0.001
MMF dose at early Bx (mg/kg) 133 215 <0.001
DSA at early Bx 0 & 0.3272
N 66 237

Time of late biopsy (months) 17.3£1.5 12.0x0.5 <0.001
SCr at late Bx (mg/dL) 1.31£0.32 1.16 £0.28 <0.001
TAC-Cq at late Bx (ng/mL) 85x£22 6320 <0.001
MMF dose at lateBx (g) 09=x0.2 1.3x03 <0.001
MMF dose at late Bx (mg/kg) 13 +3 18+4 <0.001
Prednisone dose (mg/day) 54+18 53+16 0.6626
AR between early and late Bx 0 12 0.0756
DSA at late Bx 0 17 0.0289

Table 1. Demographic and transplant-related variables from the Barcelona and Oslo cohorts.
Tx, transplantation; Bx, biopsy; DGF, delayed graft function; AR, acute rejection; SCr, serum
creatinine; TAC-C,, tacrolimus trough levels; MMF, daily MMF dose; DSA, HLA donor-specific

antibodies.
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1

2

3

4

5

6

7 Variable Barcelona cohort Oslo cohort p-value
8

E]

1? Scores early biopsies

12 N 109 262

13

14 Glomerular sections 127 1627 <0.001
15

16 Glomerular sclerosis (%) 86+104 51276 0.0004
17

18 g-score 0.08+0.28 0.01+0.09 0.0003
19

20 i-score 031+ 054 0.29 + 0.66 07798
21

22 t-score 021+043 0.38+070 0.0190
gi v-score 0 0.04 £ 022 0.0586
gg ah-score 042+ 0.66 0.46 + 0.68 0.6030
gg cg-score 0.01+0.09 0 0.0724
29 ci-score 072+073 0.58 +0.55 0.0420
30

31 cl-score 080:077 073+052 0.3099
32

33 cv-score 061+078 075+1.07 02173
34

a5 mm-score 002+013 0.02+0.16 1.000
gg ptc-score 0.11%0.31 0.02+017 0.0004
gg Scores late biopsies

40 N 66 237

41

42 Glomerular sections 13+8 147 03210
43

44 Glomerular sclerosis (%) 80+89 41+72 0.0003
45

46 g-score 0.14 +0.39 0.05+0.29 0.0405
47

43 i-scare 018+ 042 0.22+057 0.5957
49

50 t-score 023042 0.35+ 067 0.1685
g; v-score 0 0 0.999
gi ah-score 0681075 0.64+0.71 0.8310
gg cg-score 0.02£0.12 0.01+0.13 0.5747
57 ci-score 0.97 + 0.84 0.66 + 0.65 0.0015
58

59

60
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ct-score 1.05+0.69
cv-score 0.70£09
mm-score 0.06 +£0.39
pte-score 015+ 040

084063

059+095

0.04 +0.27

002+017

0.0197

0.4019

0.6323

0.0001

Table 2. Number of glomeruli, percentage of global glomerular sclerosis and acute and chronic
Banff scores in early and late surveillance biopsies from the Barcelona and Oslo cohorts. g-
score, glomerulitis; I-score, interstitial inflammation; t-score, tubulitis; v-score, intimal arteritis;
ah-score, arteriolar hyalinosis; cg-score, transplant glomerulopathy; ci-score, interstitial fibrosis;
ct-score, tubular atrophy, cv-score, vascular intimal thickening; mm-score, mesangial matrix

expansion, pte-score, peritubular capillaritis.
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Barcelona cohort

Early biopsy 1+t=0 1+1=1 1+t22 p-value
(n= 69) (n=27) (n=13)
TAC-Cg (ng/mL) 10125 86+20° 8627 0.0083
MMF (mg/kg) 133 123 14x4 04523
10 Late biopsy i+t=0 i+t=1 i+tz2 p-value
11 (n= 46) (n=14) (n=6)
13 TAC-Cg (ng/mL) 9022 7819 71x23 0.0483
14 MMF (mg/kg) 133 134 14 %2 0.7640

WO,k Wwh =

18 Oslo cohort

Early biopsy i+t=0 i+t=1 i+t22 p-value
21 (n=184) (n=30) (n=48)
22 TAC-Cq (ng/mL) 6.8+1.7 6.8+22 70+25 0.7987
MMF (mg/kg) 215 21+6 19+ 4° 0.0452
25 Late biopsy i+t=0 i+t=1 ittz2 p-value
(n=171) (n=30) (n=36)
28 TAC-C, (ng/mL) 65+18 65+32 57+15 0.0957
29 MMF (mg/kg) 184 19:5 186 0.6988

33 Table 3. Relationship between subclinical tubulo-interstitial inflammation (i-score plus t-score)
34 and tacrolimus through levels and mycophenolate mofetil dose at the time of early and late
36 biopsy in both cohorts of patients. TAC-Cg, tacrolimus through levels; MMF, mycophenalate
37 mofetil daily dose. ®p<0.05 vs_ i+t=0 group by Scheffé test.
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Variable Univariate

Multivariate

OR (95% CI) p-value OR (95% CI) p-value
Donor age 1.02 (0.99-1.04) 0208
Recipient age 1.02 (0.99-1.05) 0.152 1.01 (0.98-1.05) 0.426
HLA-DR mm 1.54 (0.83-2.89) 0.172 1.44 (0.75-2.75) 0.272
AR until early Bx 1.81(0.43-7.65) 0423
TAC-C, at early Bx 0.74 (0.61-0.90) 0.003 0.75 (0.61-0.92) 0.006
MMF dose at early Bx 1.00 (0.89-1.13) 0971

Table 4A. Logistic regression analysis of clinical variables associated with subclinical
inflammation (i-score plus t-score 2 1) in the early surveillance biopsy in the Barcelona cohort.
HLA-DR mm, number of HLA mismatches at DR loci; AR, acute rejection; TAC-C,, tacrolimus

trough levels; MMF, mycophenolate mofetil.
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Varable Univariate Multivanate

OR (95% CI) p-value OR (95% CI) p-value

WO,k Wwh =

Donor age 0.97 (0.95-0.99) 0.0151 0.98 (0.96-1.01) 0.1564
12 Recipient age 0.98 (0.96-1.00) 0.0792 0.98 (0.95-1.00) 0.0987
14 HLA-DR mm 1.87 (1.10-3.18) 0.0211 1.83 (1.02-3.27) 0.0425
16 AR before early Bx 1.66 (0.66-4 17) 02848
18 TAC-Cpatearly Bx  1.05(0.90-1.22) 0.5076
MMF dose at early Bx 0.91 (0.85-0.98) 0.0143 0.90 (0.83-0.98) 0.0101

DSA at early Bx 19.4 (2.11-177.5) 0.0087 18.5 (1.66-205.8) 0.0176

27 Table 4B. Logistic regression analysis of clinical variables associated with subclinical
inflammation (i-score plus t-score = 2) in the early surveillance biopsy in the Oslo cohort. HLA-
30 DR mm, number of HLA mismatches at DR loci; AR, acute rejection; TAC-C,, tacrolimus trough

31 levels; MMF, mycophenolate mofetil
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Vanable Univariate Multivanate
OR (95% CI) p-value OR (95% CI) p-value

Donor age 0.99 (0.95-1.02) 0463

Recipient age 0.99 (0.96-1.03) 0.762

HLA-DR mm 0.95 (0.44-2.08) 0.899

AR until late Bx 0.40 (0.04-3.66) 0417

TAC-Cy at late Bx 0.69 (0.50-0.95) 0.023 0.69 (0.50-0.95) 0.023

MMF dose late Bx 1.05 (0.80-1.24) 0.520

Table 5A. Logistic regression logistic analysis of clinical variables associated with subclinical
inflammation (i-score plus t-score = 1) in the late surveillance biopsy in the Barcelona cohort.
HLA-DR mm, number of HLA mismatches at DR loci; AR, acute rejection; TAC-Cg, tacrolimus

trough levels; MMF, mycophenolate mofetil.
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Variable Univariate Multivariate

OR (95% CI) p-value OR (95% ClI) p-value

o=,k owm =

Donor age 1.03 (1.00-1.06) 0.0360 1.03 (1.00-1.07) 0.0324
12 Recipient age 1.01 (0.98-1.03) 0.6253
14 HLA-DR mm 1.00 (0.55-1.82) 0.9938
16 AR until late Bx 5.90(1.33-14.9) 0.0152 4.32(1.19-15.7) 0.0260
18 TAC-C; at late Bx 0.77 (0.61-0.97) 0.0258 0.77 (0.61-0.97) 0.0286
MMF at late Bx 0.99 (0.91-1.09) 0.9421

DSA at late Bx 2.79(091-8.57) 0.0738 3.19(0.94-10.8) 0.0622

27 Table 5B. Regression logistic regression analysis of clinical variables associated with subclinical
inflammation (i-score plus t-score = 2) in the late surveillance biopsy in the Oslo cohort. HLA-DR
30 mm, number of HLA mismaltches at DR loci; AR, acute rejection, TAC-C,, tacrolimus trough

31 levels; MMF, mycophenolate mofelil dose.
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Barcelona cohort
Early biopsy HFTA + HIFTA + HFTA + p-value
tIFTA=0 t-iIFTA =1 t+-IFTAZ22
(n=40) (n=16) (n=53)
TAC-Cq (ng/mL) 10.0 £ 3.1 9019 94:23 0.3877
MMF (mgikg) 13+4 13+3 13+3 09732
Late biopsy HIFTA + -HIFTA + HFTA + p-value
t+IFTA=0 HFTA =1 tIFTA=22
(n=19) (n=12) (n=35)
TAC-Cq (ng/mL) 9019 94=+21 80x23 0.1119
MMF (mg/kg) 13+3 13+3 13+4 0.6750

Table 6. Relationship between subclinical tubulo-interstitial inflammation in scarred areas (-
IFTA score plus t-IFTA score) and tacrolimus through levels and mycophenolate mofetil dose at

the time of early and late biopsy in the Barcelona cohort. TAC-C,, tacrolimus through levels;

MMF, mycophenolate mofetil daily dose.

Transplant International

Pagina 121 de 142

Page 50 of 52



Tesis doctoral: Valor predictivo del fenotipo molecular sobre la progresion de las
lesiones renales en biopsias de seguimiento en trasplante renal
Doctorando: Irina B. Torres Rodriguez

Page 51 of 52 Transplant International

1

2

3 Variable ci+ct<2 ci+ct22 p-value
4

5 (n=23) (n=43)

6

7

g Donor age (years) 48 + 16 56 + 15 00378
1 ? Donor sex (m/f) 18/5 20123 0.0020
12 LD/DD 4119 7136 0.5820
13

14 HLA-DR mm 1006 1.0£07 0.6057
15

16 Patient age (years) 50+13 56 +13 0.0568
17

18 Patient sex (m/) 20/3 32111 0.3460
19

20 AR before early Bx (n/y) 221 41/2 0.7240
g; TAC-Cy early Bx (ng/mL) 102+20 94+23 0.1581
52 MMF dose early Bx (mgrkg) 13 +4 1313 05613
ig i+t early Bx 013:0.34 0.63 £ 0.85 0.0090
27 ci+ct early Bx 061+089 195+ 111 <0.001
28

29 AR between Bx (n/y) 23/0 43/0 na

30

31 TAC-Cy late Bx (ng/mL) 91x20 82x22 0.1202
32

33 MMF dose late Bx (mg/kg) 13+3 13+4 05613
34

35 i+t late Bx 026045 049 £ 0.74 0.1813
gs ci+ct late Bx 052 x0.51 281+1.10 na

38

39

j? Table 7A_ Clinical and histological variables in the Barcelona cohort classified according to ci+ct

score in the late biopsy. LD, living donor, DD, deceased donor, HLA-DR mm, number of
donor/recipient mismatches in locus DR; AR, acute rejection; Bx, biopsy; TAC-C,, tacrolimus
trough levels, MMF, mycophenolate mofetil daily dose.

Transplant International

Pagina 122 de 142



Tesis doctoral: Valor predictivo del fenotipo molecular sobre la progresion de las
lesiones renales en biopsias de seguimiento en trasplante renal
Doctorando: Irina B. Torres Rodriguez

W,k Why =

Transplant International Page 52 of 52
Variable ci+ct<2 ci+ct22 p-value
(n=103) (n=134)

Donor age (years) 42 +13 51+12 <0.001
Donor sex (m/) 48/55 75/59 0.1328
LD/DD 50/53 44/90 0.0170
HLA-DR mm 07+06 07+06 0.7800
Patient age (years) 45+ 14 A7 + 14 02309
Patient sex (m/f) 73/30 87/47 0.3083
AR before early Bx (n/y) 95/8 116/18 0.1591
TAC-Cy early Bx (ng/mL) 7324 6.5+16 0.0092
MMF dose early Bx (mg/kg) 20+4 215 0.1024
i+t early Bx 058 = 1.38 0.81+1.29 0.1709
ci+ct early Bx 091x0.89 1.61+0.95 <0.001
AR between Bx (n/y) 100/3 125/9 0.1802
TAC-Cy late Bx (ng/mL) 63+16 63x23 0.9782
MMF dose late Bx (mg/kg) 18+4 18+5 0.5645
i+t late Bx 017 = 067 088 +1.35 <0.001
ci+ct late Bx 043 +0.50 234+085 na

Table 7B. Clinical and histological variables in the Oslo cohort classified according to ci+ct
score in the late biopsy. LD, living donor, DD, deceased donor, HLA-DR mm, number of
donor/recipient mismatches in locus DR; AR, acuie rejection; Bx, biopsy; TAC-C,, tacrolimus
trough levels; MMF, mycophenolate mofetil daily dose.
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9.2 Torres 1B, Moreso F, Sarré E, Meseguer A, Seron D. The Interplay
between Inflammation and Fibrosis in Kidney Transplantation. Biomed Res

Int 2014. 2014:750602. doi: 10.1155/2014/750602. Impact Factor: 1.579

Resumen. Articulo de revision sobre la relacion ente la inflamacién subclinica
temprana, los mecanismos relacionados con su aparicion y los fenotipos que muestra
el injerto renal posteriormente: fibrosis intersticial aislada, fibrosis con inflamacion y

rechazo crénico humoral.
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Serial surveillance renal allograft biopsies have shown that early subclinical inflammation constitutes a risk factor for the
development of interstitial fibrosis. More recently, it has been observed that persistent inflammation is also associated with fibrosis
progression and chronic humoral rejection, two histological conditions associated with poor allograft survival. Treatment of
subclinical inflammation with steroid boluses prevents progression of fibrosis and preserves renal function in patients treated with
a cyclosporine-based regimen. Subclinical inflammation has been reduced after the introduction of tacrolimus based regimens, and
it has been shown that immunosuppressive schedules that are effective in preventing acute rejection and subclinical inflammation
may prevent the progression of fibrosis and chronic humoral rejection. On the other hand, minimization protocols are associated
with progression of fibrosis, and noncompliance with the immunosuppressive regime constitutes a major risk factor for chronic
humoral rejection. Thus, adequate immunosuppressive treatment, avoiding minimization strategies and reinforcing educational
actions to prevent noncompliance, is at present an effective approach to combat the progression of fibrosis.

1. Introduction cytokines/chemokines, growth factors, adhesion molecules,
and signalling processes [3, 4]. These events include several
phases summarized in Figure I: (i) tissue injury and acti-
vation, (ii) recruitment of inflammatory cells, (iii) release
of fibrogenic cytokines, and (iv) activation of collagen-
producing cells. However, it should be stressed that renal
fibrogenesis is a dynamic process in which many of these
events occur simultaneously, often in a mutually stimulating
fashion [2]. The injury phase, which can be induced by a vari-
ety of noxious stimuli including immunological, metabolic,
hemodynamic, ischemic, and toxic assaults, results in the
production and release of proinflammatory molecules caused

Progressive renal fibrosis, regardless of the underlying aetiol-
ogy, is the final common manifestation of a wide variety of
chronic kidney diseases (CKD) that lead to end-stage renal
disease. Fibrosis is a process of normal wound healing and
repair that is activated in response to injury to maintain the
original tissue architecture and functional integrity. However,
prolonged chronic injurious stimuli may cause deregulation
of normal processes and result in an excess deposition of
extracellular matrix (ECM) [1]. Continuous deposition of
ECM results in fibrous scars and distorts the architecture of

kidney tissues, leading to the collapse of renal parenchyma
and the loss of kidney function [2]. Chronic injury involves
a complex multistage inflammatory process with inflam-
matory cell infiltration, mesangial and fibroblast activation,
tubular-epithelial to mesenchymal transition, endothelial to
mesenchymal transition, cell apoptosis, and extracellular
matrix expansion that is orchestrated by a network of

by cytokine-mediated endocytosis/phagocytosis [5-8]. Neu-
trophils are the first cells recruited, as they uptake cell debris
and phagocytose apoptotic bodies facilitating the repair of
the lost tissue components, resulting in a reconstitution of
the original tissue architecture and function. This beneficial
repairing process can be detrimental when proceeding in
an uncontrolled manner, then leading to progressive fibrosis
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with a loss of function [9]. Thus, controlling excessive
inflammation would be of great potential therapeutic benefit
for inhibiting progressive fibrosis of kidney.

2. Molecular Mechanisms Leading to Fibrosis
Progression

The pathogenesis of inflammation is complex and multifac-
torial, involving the interaction of cytokines, chemokines,
and adhesion molecules. The participation and interaction
of infiltrated cells with different cell types in the kidney
is required to promote renal fibrosis. Depending on the
aetiology of renal injury, tubular, glomerular, or intersti-
tial infiltrated inflammatory cells become activated and
produce fibrogenic and inflammatory cytokines. Inflam-
matory infiltrates, including neutrophils, macrophages, and
lymphocytes, are evident in experimental models of renal
disease and human renal biopsy specimens [10]. Activa-
tion of peritubular capillary endothelial cells may facilitate
the recruitment of interstitial mononuclear cells. Following
neutrophils, macrophages infiltrate damaged tissues and
phagocytose and secrete fibrogenic cytokines. Macrophages
are a major source of transforming growth factor-f5 1 (TGEF-
B1) in fibrosing organs. T and B lymphocytes are also
recruited to the site of injury and further facilitate secretion of
fibrogenic cytokines [11]. At the same time, TGF-f1is a potent
chemoattractant for cells of macrophage-monocytic lineage.
In addition to TGF-p1, monocyte chemoattractant protein-
1 (MCP-1), macrophage inflammatory protein-1 (MIP-1),
and macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2) are also
involved in recruitment of inflammatory cells [12]. The
gradients of chemoattractant cytokines released by damaged
tubular cells provide a directional signal for guiding the
infiltration of inflammatory monocytes/macrophages and T
cells to the injured sites and are thought to play an important
role in this inflammatory process.

Members of the TGF- superfamily are the most exten-
sively studied growth factors that have been linked to renal
fibrosis [13]. Macrophages, tubular epithelial cells, and myofi-
broblasts are all capable of synthesizing TGE-$ at differ-
ent stages during the development of renal fibrotic lesions
[14]. However, the observation that macrophage ablation
markedly attenuates fibrosis in various conditions suggests
that these cells are among the main producers of this growth
factor [15, 16]. Macrophages are heterogeneous and can be
classified by distinct phenotypic markers that correspond
to different subsets with distinct functional capabilities,
including important roles in tissue repair and remodelling
(17].

Although different fibrogenic factors have been
documented, including various cytokines and hormonal,
metabolic, and hemodynamic factors, it is widely accepted
that TGF-f3 and its downstream Smad signalling play an
essential role. Upregulation of TGF-$ is a universal finding
in virtually every type of CKD, both in animal models and
in humans. Despite the well documented role of TGF-8 in
renal fibrosis, long-term inhibition of TGE-f action, in an
attempt to hamper the progression of renal fibrosis, does

BioMed Research International

not seem to be an optimal approach provided that TGF-3
is also an anti-inflammatory cytokine. The profibrotic and
anti-inflammatory properties of TGF-f pose a dilemma for
the therapeutic application of TGF-J inhibition and this is
one of the reasons that novel antifibrotic targets are under
active investigation [18].

In renal fibrosis, the activation of the renin-angiotensin-
aldosterone system and its main effector angiotensin II
(Angll) stimulates vascular inflammation, upregulation of
reactive oxygen species, cytokines, chemokines, and growth
factors, and recruitment of infiltrating cells into the kidney
[19, 20]. The relevance of Angll to renal fibrosis has imme-
diate clinical relevance due to the availability of orally active
inhibitory drugs. Angll has been shown to stimulate TGF-
B production by various cells including renal tubular cells
and fibroblasts and several studies have demonstrated that
the use of either Angll receptor (AT1 and AT2) antagonists
or angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitors in exper-
imental renal disease models reduces TGF-f8 production and
attenuates renal interstitial fibrosis [21, 22].

In human kidney diseases, the activated renal renin-
angiotensin system has been described. In diabetic nephropa-
thy, elevated Angll generation did correlate with the presence
of inflammatory cell infiltration, the activation of NF-xB
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells), and proinflammatory gene overexpression [23]. The
inhibition of the NF-«xB pathway has also shown the preven-
tion of inflammation in experimental renal damage. These
observations emphasize the importance of treatments that
block the Angll-induced inflammatory process in human
renal diseases and provide a rationale to investigate further
the involvement of the AT2/NF-«B pathway in the inflamma-
tory response in kidney diseases [20].

3. Molecular Mechanisms Leading to Fibrosis
in Renal Transplantation

Inflammation has also been pinpointed as a hallmark for
renal transplant functional decline. Inflammation, especially
when it is associated with fibrosis in surveillance kidney
biopsies, is a risk factor for long-term transplant failure. Park
et al. [24] have shown that one-year surveillance biopsies
with normal histology or fibrosis had stable renal function
between 1 and 5 years, whereas those with both fibrosis
and inflammation exhibited a decline in GFR and reduced
graft survival. Immunohistochemistry confirmed increased
interstitial T cells and macrophages/dendritic cells in the
group with both fibrosis and inflammation, and there was
increased expression of transcripts related to innate and
cognate immunity. These authors demonstrated elevated
expression of multiple innate and adaptive immune media-
tors consistent with tissue injury response, Thl-type T cell
response, and suppression of counterregulatory pathways.
Microarray analyses confirmed and extended this profile,
revealing the overexpressed pathways and gene clusters in
the interstitial fibrosis and inflammation group to be heavily
enriched for immune activation and identifying the process
as being closely linked with IFN-y-induced, cytotoxic T
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FIGURE 1: Renal transplant-induced fibrosis involves a complex multifactorial inflammatory process with the participation and interaction
of infiltrated cells with different cell types in the kidney and is orchestrated by a network of cytokines/chemokines, growth factors, adhesion
molecules, and signalling processes. These events include several phases in a dynamic process in which many of these events occur

simultaneously, often in a mutually stimulating fashion.

lymphocyte-associated, and acute rejection signatures. Path-
way analysis of microarray data for the interstitial fibrosis
and inflammation group also provided evidence of active
participation of a range of immunologic cell types, including
T cells, B cells, monocyte/macrophages, dendritic cells, and
natural killer cells. Results of this study indicate that early
surveillance histology with or without targeted molecular
analysis provides important prognostic information. It has
been suggested that analysis of intragraft innate and adaptive
immune pathways during early posttransplantation years
may provide the basis for early interventions aimed at altering
rejection-like inflammation improving long-term survival of
kidney allografts [24-26].

4, Preexisting Kidney Fibrosis and Graft
QOutcome

Despite the fact that the use of new immunosuppressants has
allowed reduction in the incidence of acute rejection and an
improvement of short-term results in renal transplantation,
long-term graft survival has been only marginally increased
[27]. Among immune and nonimmune mechanisms influ-
encing graft survival, donor related factors are one of the
major determinants of graft outcome [28, 29].

The increased utilization of the so-called expanded cri-
teria donors during the last years, that is, donors older
than 60 years or donors older than 50 years with two of
the following conditions, death due to stroke and history
of hypertension and serum creatinine > 1.5 mg/dL, implies
that a high proportion of kidneys already display interstitial
fibrosis, tubular atrophy, vascular intimal thickening, and
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FIGURE 2: Progression of fibrosis after kidney transplantation. Fibrosis is already present in a proportion of grafts, especially in renal allograft
obtained from expanded criteria donors. Ischemia/reperfusion (I/R) injury and alloimmune response trigger inflammation and its severity is
modulated by immunosuppressive treatment. Subclinical inflammation can be ameliorated by treatment with steroid boluses or by increasing
exposure to immunosuppressive drugs. Quiescent interstitial fibrosis/tubular atrophy (IF/TA) may represent the healing of the inflammatory
insult while inflammation in areas of fibrosis (i-F/TA) and antibody-mediated rejection (ABMR) due to the appearance of de novo donor
specific antibodies (DSA) may represent an ongoing inflammatory response that is associated with decreased allograft survival.

glomerulosclerosis at the time of transplantation. The severity
of these lesions is associated with delayed graft function,
decreased glomerular filtration rate, and decreased allograft
survival. Accordingly, different scores to evaluate the severity
of preexisting damage have been proposed [30-32]. Although
intra- and interobserver reproducibility of these measures
is not ideal, the majority of studies have shown a close
association between the severity of fibrosis and graft outcome
[33, 34]. It has been proposed that the modest improvement
on long-term allograft survival despite decreased incidence
of acute rejection with actual immunosuppression is mainly
explained by the increased use of kidneys already displaying
fibrosis.

5. Ischemia/Reperfusion Injury and Kidney
Fibrosis

Ischemia/reperfusion injury (IRI) is a key event in organ
transplantation since restoration of blood flow to ischemic
tissue exacerbates tissue damage by initiating a cascade
of inflammatory events including release of proinflamma-
tory cytokines and chemokines, recruitment of leukocytes,
and activation of the complement system [35]. Different
experimental and clinical studies have shown that trans-
plant IRI may impact short- and long-term graft survival
following kidney transplantation and is strongly associated
with delayed graft function [36]. Acute kidney injury is
associated with an extensive loss of the corticomedullary
proximal tubular epithelial cells and with a reduction in the
number of peritubular capillaries [37]. Moreover, delayed
graft function increases the immunogenicity of the allograft
and the risk of acute rejection episodes [36]. The initiation
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of profibrotic pathways is also relevant as shown by the
increased expression of TGF-$ and activation of NF-«B in
allografts that developed chronic changes subsequent to the
occurrence of acute tubular injury [38]. These phenomena,
inherently present in the majority of the grafts, can be
more pronounced in expanded criteria donors since these
allografts have a limited capacity to repair parenchymal
damage and could exhaust the ability of tubular epithelial
cells to regenerate. Additionally, these processes could lead
to accelerated senescence and aggravate the progression of
interstitial fibrosis and tubular atrophy [39].

6. Fibrosis Progression in Surveillance
Biopsies

Preexisting chronic donor damage can progress after trans-
plantation due to the different immunologic and nonim-
munologic insults to which the kidney is exposed. To evaluate
the progression of fibrosis after transplantation different
groups have performed surveillance biopsies at different
time points after transplantation. From the initial reports, it
became clear that chronic histological damage in the tubule-
interstitial, vascular, and glomerular compartments rapidly
progresses during the initial months after transplantation
while renal function remains stable. In different studies it has
been shown that the presence of interstitial fibrosis/tubular
atrophy (IF/TA) involved about 40% of transplants at 3-
6 months [39, 40], 50% at 1 year [41], and 65% at 2 years
[42]. The progression of IF/TA was associated with an
increased incidence of acute rejection before performing the
surveillance biopsy and with a lower immunosuppressive
treatment. Furthermore, it has been consistently shown that
the presence of IF/TA adjusted for renal function at the
time of biopsy is closely associated with long-term graft
survival. However, since IF/TA is a nonspecific lesion that can
be related with different immune and nonimmune injuries
to the graft, during the last years a big effort has been
done to characterize causes of late graft failure. In these
studies, it has been shown that specific disease entities may
be identified in more than 90% of cases, antibody-mediated
rejection and glomerular disease being the leading causes of
late graft failure [43, 44]. Recently, to integrate this apparent
discrepancy, it has been shown that early chronic histological
damage was an independent risk factor for late graft loss,
irrespective of whether a specific, progressive disease was
diagnosed or not [45]. Thus, the burden of fibrosis modulates
outcome in different renal allograft diseases.

7. Inflammation as a Risk Factor for
Progression of Kidney Fibrosis

The largest study contributing to describing the natural his-
tory of the evolution of inflammation and chronic damage in
stable grafts was conducted on 120 recipients receiving simul-
taneous kidney-pancreas transplantation in whom near 1.000
surveillance biopsies were done during 10 years of follow-
up. Most severe inflammation was already observed during
the first months after transplantation and tended to decrease

during the first year although the inflammation persists after
the first vear in a proportion of patients. At the same time,
interstitial fibrosis rapidly progressed during the first months
after transplant. Beyond one year, glomerulosclerosis and
intimal thickening slowly progressed as well as the severity of
IE/TA. The presence of severe chronic lesions was associated
with declining renal function and graft failure [46]. It has
been shown that early inflammation observed in surveillance
biopsies is associated with the progression of IF/TA [47, 48]
and with decreased renal allograft survival [49]. However, the
classification of surveillance biopsies as (i) normal histology,
(ii) fibrosis without inflammation, (iii) inflammation without
fibrosis, and (iv) inflammation associated with fibrosis leads
to the observation that only patients with inflammation
associated with fibrosis showed a decreased renal allograft
survival [24, 50]. Additionally, it has been shown that the
presence of interstitial inflammation in areas of fibrosis (i-
IFTA) in diagnostic biopsies is especially harmful for the graft
[51]. Studies conducted on sequential biopsies have shown
that acute cellular rejection, BK nephropathy, increasing
number of HLA mismatches, retransplantation, and delayed
graft function were risk factors for the presence of i-IFTA in
one-year surveillance biopsies [48, 52]. More recently, it has
been described that early inflammation after transplantation
evaluated by means of surveillance biopsies is associated with
an increased risk to develop de novo donor HLA specific
antibodies and chronic antibody-mediated rejection [53-55].
In summary, early inflammation is associated with three
different conditions, interstitial fibrosis, interstitial fibrosis
associated with inflammation, and chronic allograft rejection.
However, graft survival is shortened in patients with i-IF/TA
and chronic humoral rejection in comparison to patients
with quiescent fibrosis. In Figure 2, the relationship between
events modulating early inflammation after transplant and
late different histological phenotypes is shown.

8. Treatment of Subclinical Rejection to Slow
Kidney Fibrosis Progression

Since subclinical inflammation is indistinguishable from
inflammation observed in episodes of acute cellular rejection,
it was tempting to propose that treatment of subclinical
inflammation with steroid boluses may improve outcome
after renal transplantation. The first to test this hypothesis was
Rush et al. [56] in an elegant prospective randomized clinical
trial in which patients were randomized to be biopsied at
1, 2, and 3 months and treated with steroid boluses in case
they showed subclinical inflammation. The control group
was not biopsied at these time points and, accordingly, not
treated for subclinical inflammation. Fibrosis at 6 months
was less severe in patients that were biopsied and treated for
subclinical inflammation. This was the first study to show, asa
proof of concept, that treatment of subclinical inflammation
prevents progression of fibrosis. It is important to remark that
patients enrolled in this study were treated with cyclosporine,
azathioprine, and prednisone, a regimen associated with a
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high prevalence of acute rejection and subclinical inflam-
mation. In this study, over 50% of patients showed sub-
clinical inflammation at the time of surveillance biopsy. A
similar study was done more recently [57] in which patients
were randomized to be biopsied at 1 and 4 months and
treated with steroid boluses in case they presented subclinical
inflammation. The control group was again not biopsied
and accordingly not treated. Baseline immunosuppression
consisted in a cyclosporine or tacrolimus based regimen. The
prevalence of subclinical inflammation was 39% at 1 month
and 26% at 4 months, a lower figure than in the previous
study. Estimated glomerular filtration rate at 6 months and
1 year was better in patients that were biopsied and treated,
suggesting that treatment of subclinical inflammation was
associated with preservation of renal function.

Rush et al. published in 2007 the results of a mul-
ticentre trial in which patients treated with tacrolimus,
mycophenolate, and prednisone were randomized, as in his
previous study, to be biopsied at 1, 2, and 3 months and
treated with steroid boluses in case they presented subclinical
inflammation. The control group was again not biopsied and,
accordingly, not treated. There were no differences between
groups in the progression of fibrosis evaluated by means of
a 6- and 24-month surveillance biopsy and the evolution of
renal function was also not different between groups. Most
remarkably, overall incidence of subclinical inflammation
was less than 10% at 1, 2, and 3 months, suggesting that
treatment with tacrolimus, mycophenolate mofetil, and pred-
nisone may efficiently prevent early inflammation [58]. After
this study the interest shifted from treatment to prevention of
subclinical inflammation.

9. Prevention of Subclinical Inflammation to
Avoid Kidney Fibrosis

The prevalence of subclinical inflammation in three-
month surveillance biopsies is lower in tacrolimus than
in cyclosporine treated patients [59-61]. Quantification of
the severity of inflammatory infiltrates with monoclonal
antibodies confirmed that patients receiving tacrolimus
showed less severe glomerular and interstitial inflammation
than patients treated with cyclosporine [62]. These data
suggested that the type of immunosuppressive treatment
modulates the severity of inflammation after transplantation.
Since inflammation is associated with progression of fibrosis,
the question whether prevention of early inflammation by
treatment may delay the progression of fibrosis was raised.
In a prospective trial in which patients were randomized
to receive 4 different immunosuppressive schedules:
cyclosporine associated with mycophenolate mofetil,
tacrolimus associated with mycophenolate mofetil,
cyclosporine associated with sirolimus, and tacrolimus
associated with sirolimus, it was observed that regimens
combining a calcineurin inhibitor with sirolimus showed
a lower prevalence of acute rejection during the first
year, a lower prevalence of subclinical inflammation at
l-year protocol biopsy, and less severe fibrosis evaluated
by means of a surveillance biopsy at 5 years, suggesting
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that immunosuppressive schedules that are effective in
preventing acute rejection and subclinical inflammation are
also effective in preventing the progression of fibrosis [63].
At the time this paper was published, it was assumed that the
combination of a calcineurin inhibitor and an inhibitor of the
mammalian target of rapamycin (i-mTOR) was a nephrotoxic
combination [64]. Thus, this study challenged the idea that
avoidance of anticalcineurin treatments was the best strategy
to prevent the progression of fibrosis [65]. In the Concept
trial, patients receiving cyclosporine, mycophenolate mofetil,
and prednisone were randomized to continue with the same
schedule or to be switched from cyclosporine to sirolimus. At
one year, the surveillance biopsy showed that the severity of
fibrosis quantified by means of an image analysis technique
was not different between groups [66], while the presence of
subclinical inflammation was 45% in sirolimus and 15% in
cyclosporine treated patients, suggesting that sirolimus is less
effective in preventing inflammation than cyclosporine [67].
More recently, it has been shown that the early switch from
cyclosporine to everolimus is associated with an increased
risk of appearance of the novo HLA donor specific antibodies
and chronic humoral rejection [68], reinforcing the notion
that an i-mTOR based regimen may be less effective than
a calcineurin inhibitor regimen to control the immune
response after transplantation.

In the last two decades, the immunosuppressive schedule
has changed from cyclosporine to tacrolimus based regi-
mens. Thus, it is interesting to compare the prevalence of
chronic lesions in surveillance biopsies obtained late after
transplantation in these different periods, the cyclosporine
and tacrolimus era. In 2003, in the paper published by
Nankivell et al. [46], the prevalence of moderate or severe
interstitial fibrosis at 5 years was 66% and in the Stegall
et al. [69] paper published in 2011 it was 17%. Of note,
hyaline changes were 90% in the first and 19% in the second
study. Although such a comparison should be considered
with caution, since patients characteristics between studies
were different, it again suggests that the introduction of more
powerful immunosuppressive schedules better controlling
early inflammation may have changed the rate of progression
of fibrosis after transplantation.

Further support for the role of immunosuppression in
the prevention of early inflammation and progression of
fibrosis comes from the observation that minimization of
cyclosporine treatment was associated with progression of
fibrosis when evaluated by means of 3- and 12-month surveil-
lance biopsies [41]. Similarly, lower exposure to tacrolimus
was also associated with accelerated progression of fibrosis
evaluated again by means of surveillance biopsies done at
3 and 12 months. In this last study, low tacrolimus was
also associated with higher prevalence of acute rejection,
but high exposure to tacrolimus was not associated with
lesions considered to represent anticalcineurin associated
nephrotoxicity [70]. These results argue against minimization
of immunosuppression, at least during the first months.
Moreover, in the last years there is increasing evidence
supporting a major role of patients compliance in renal
allograft survival [44, 71], and it has been also shown that
patients enrolled in a special program aiming to improve
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treatment compliance have a better outcome than patients
followed in the standard way [72].

10. Conclusions

Taken together, these data point out that inflammation early
after transplantation is a major determinant of the progres-
sion of fibrosis, appearance of HLA donor specific antibodies,
and graft outcome. On the other hand, an adequate immuno-
suppressive treatment, avoiding minimization strategies and
reinforcing educational actions to prevent noncompliance, is
at present an effective approach to combat the progression of
fibrosis.
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9.2. TABLAS

Tabla 1. Clasificacion de las categorias de Banff actualizada en 2015

Categoria 1

Biopsia normal o sin cambios especificos

Categoria 2

Cambios mediados por anticuerpos (ABMR; antibody-mediated rejection)

ABMR agudo/activo

Los tres hallazgos descritos a continuacién deben estar presentes para realizar
el diagnostico. Las biopsias que muestren hallazgos histologicos y evidencia de
la interaccion actual/reciente de los anticuerpos con el endotelio vascular o DSA,
pero no ambos, deben designarse como sospechosas de ABMR agudo/activo.
Las lesiones pueden ser clinicamente activas o de baja intensidad (“smoldering”)
o pueden ser subclinicas; debe anotarse si las lesiones se acompafian de
depésitos de C4d.

1. Evidencia histolégica de lesién aguda, incluyendo una o mas de les
siguientes:
-Inflamacién microvascular (g>0 en ausencia de glomerulonefritis recurrente
o de novo y ptc>0).
-Arteritis intimal o transmural (v>0) !
-Microangiopatia trombética aguda en ausencia de otras causas.
-Necrosis tubular aguda en ausencia de otras causas.

2. Evidencia de la interaccién actual/reciente de los anticuerpos con el
endotelio vascular, incluyendo al menos alguna de las siguientes:
-Depdsito lineal de C4d en los capilares peritubulares (C4d2 o C4d3 por IF
en tejido congelado o C4d > 0 por IHQ en secciones en parafina).
-Presencia de inflamacién microvascular ([g+ptc] = 2), aunque la presencia
de ptc = 2 no es suficiente en los casos con rechazo celular, infilirados
borderline o infeccion; y g debe ser al menos = 1.
-Expresion aumentada de transcritos en la biopsia indicativos de lesion
endotelial si han sido bien validados.

3. Evidencia serolégica de la presencia de DSA (HLA u otros antigenos). En
las biopsias con sospecha de ABMR por los criterios 1 y 2 debe realizarse
una valoracidn de la presencia de DSA.

ABMR

crénico activo ?

Los tres hallazgos deben estar presentes para el diagndstico. Al igual que para
el ABMR agudo/activo, las biopsias que muestren hallazgos histolégicos y
evidencia de la interaccion actual/reciente entre los anticuerpos y el endotelio
vascular o DSA, pero no ambos, deben designarse como sospechosas, y debe
anotarse si presentan o no depositos de C4d.

1. Evidencia histoldgica de lesion tisular cronica incluyendo al menos una de
las siguientes:
-Glomerulopatia del trasplante (cg > 0), si no existen cambios de
microangiopatia trombdtica; incluye cambios evidentes en el estudio
ultraestructural con micrsocopia electrénica (cgla).
-Multilaminacion de la membrana basal de los capilares peritubulares
severa (requiere microscopia electrénica) .
-Fibrosis de la intima arterial de novo después de excluir otras causas. La
presencia de leucocitos en las zonas de esclerosis de la intima esté a favor
del diagndstico de ABMR si no hay antecedentes previos de rechazo
mediado por células T con afectacién arterial.

2. Evidencia de la interaccion actual/reciente de los anticuerpos con el
endotelio vascular, incluyendo al menos alguna de las siguientes:
-Depésito lineal de C4d en los capilares peritubulares (C4d2 o C4d3 por IF
en tejido congelado o C4d > 0 por IHQ en secciones en parafina).
-Presencia de inflamacién microvascular ([g+ptc] = 2), aunque la presencia
de ptc =2 2 no es suficiente en los casos con rechazo celular, infiltrados
borderline o infeccién; y g debe ser al menos = 1.
-Expresion aumentada de transcritos en la biopsia indicativos de lesion
endotelial si han sido bien validados.

3. Evidencia serologica de la presencia de DSA (HLA u otros antigenos). En
las biopsias con sospecha de ABMR por los criterios 1 y 2 debe realizarse
una valoracion de la presencia de DSA.
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Depésitos de C4ad

Deben estar presentes los siguientes tres cambios para su diagnéstico 4

sin cambios de 1. Depésito lineal de C4d en los capilares peritubulares (C4d2 o C4d3 por
rechazo IF en tejido congelado o C4d>0 por IHQ en secciones en parafina).

2. g=0, ptc=0, cg=0 (por micrsocopia Optica (y electronica si esta
disponible), v=0, no microangiopatia trombdtica, no multilaminacién de
la membrana basal, no necrosis tubular aguda.

3. No rechazo agudo mediado por células T (grado = 1A) o cambios limite.

Categoria 3 Cambios sospechosos de rechazo agudo mediado por células T
“Borderline” e Focos de tubulitis (t1, t2 o t3) con inflamacion intersticial minima (i0 o i1) o
inflamacién intersticial (i2 o i3) con tubulitis leve (t1).

e Ausencia de arteritis de la intima (v =0)
Categoria 4 Rechazo agudo mediado por células T (TCMR; T-cell mediated rejection)
TCMR agudo IA. Inflamacién intersticial > 25% del tejido cortical sin fibrosis (i2 0 i3) con focos
Grados de tubulitis moderada (12).

IB. Inflamacion intersticial > 25% del tejido cortical sin fibrosis (i2 o i3) con focos
de tubulitis severa (t3).

IIA. Arteritis intimal ligera o moderada (v1) con/sin inflamacion intersticial y/o
tubulitis.

IIB. Arteritis intimal grave afectando > 25% del area de la luz vascular (v2)
con/sin inflamacién intersticial y/o tubulitis.

Ill. Arteritis transmural y/o necrosis fibrinoide de las células musculares de la
capa media arterial con inflamacioén linfocitaria (v3).

TCMR croénico

Vasculopatia crénica del injerto (fibrosis de la intima arterial con infiltraciéon de
células mononucleares en las zonas de fibrosis, formacion de una neointima).
Cabe destacar que estas lesiones pueden ser indicativas tanto de ABMR crénico
como de TCMR cronico, este Ultimo puede manifestarse también en el
compartimente tibulo-intersticial.

Categoria 5 Fibrosis intersticial y atrofia tubular.

FI/AT 1. Fibrosis intersticial y atrofia tubular leve (< 25% del area cortical).

Grados 1. Fibrosis intersticial y atrofia tubular moderada (26-50% del area cortical).
Il. Fibrosis intersticial y atrofia tubular severa (>50% del area cortical).

Categria 6 Otros cambios no relacionados con rechazo agudo o crénico

Nefropatia por el virus del polioma humano BK

Sindromes linfoproliferativos post-trasplante

Nefrotoxicidad crénica por anticalcineurinicos

Enfermedad recurrente

Glomerulopatia de novo (distinta de la glomerulopatia del trasplante)
Pielonefritis

Nefritis intersticial relacionada con firmacos.

1 Los cambios vasculares de arteritis de la intima (v) pueden indicar tanto ABMR, TCMR, o cambios
mixtos de TCMR/ABMR. Estas lesiones deben evaluarse en arterias que contengan una capa media
continua con dos 0 mas capas de célular musculares.

2 Los cambios de ABMR cronico activo comprenden desde la glomerulopatia del trasplante (GT) incipiente
solo evidente en el estudio mediante microscopia electronica (cgla) hasta los grados mas avanzados de
GT y otros cambios crénicos ademas de la inflamacién microvascular. En los casos en que no exista
evidencia de la interaccion de los anticuerpos con el endotelio deberia omitirse el término “activo”. En
estos casos, pueden detectarse DSA en el momento de la biopsia o haber sido detectados previamente
tras el trasplante.

3 Deben observarse siete 0 mas capas en un capilar peritubular cortical y cinco o mas capas en otros dos
capilares peritbulares: Deben evitarse porciones cortadas tangencialmente.

4 El significado clinico de estos hallazgos puede ser distinto en injertos expuestos a anticuerpos contra el
grupo sanguineo (trasplantes ABO incompatibles) en los que no parece ser lesivo para el injerto y podria
representar acomodacién. Sin embargo, en los pacientes con anticuerpos anti-HLA, estas lesiones
pueden progresar a ABMR cronico.
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Tabla 2. Variables asociadas a rechazo subclinico

Factores del donante Donante cadavérico vs. vivo

Donante vivo ho emparentado vs. emparentado
Donante fallecido por ACV vs. TCE

Factores del receptor Factores genéticos (polimorfismos genéticos)

Sensibilizacién HLA

Retrasplante

Incompatibilidad en el sistema HLA (locus DR)

Factores del trasplante Tratamiento inmunosupresor

Rechazo agudo previo a la biopsia
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Tabla 3. “Pathogenesis bases transcripts” segun ATAGC

Abreviatura

PBTs

Descripcién

Quantitative CTL (cytotoxic

CAT CD8s with high expression in CD8+CTL

QCAT!? T lymphocytes)-Associated | and high correlation with amounts of CD8+CTL
Transcripts RNA in a sample. List was made non-redundant
based on highest expression in CD8+CTL
(n=25).
Quantitative ~ Constitutive | Transcripts with high expression in human
QCMAT? Macrophage-Associated primary macrophages, not inducible by IFN-g,
Transcripts and high correlation with amounts of
macrophage RNA in a sample. List was made
non-redundant based on highest expression in
macrophages, excludes overlap with AMAT1
(n=67).
Gamma-IFN and rejection | Human orthologs of GRIT1 translated by the
GRIT13 induced transcripts 1 Affymetrix ortholog tool from Mouse430_2 gene
list - mtGRITs (n=42).
Gamma-IFN and rejection | Human orthologs of GRIT1 translated by the
GRIT23 induced transcripts 2 Affymetrix ortholog tool from Mouse430_2 gene
list - mMOGRITs (n=168).
New Gamma-IFN and IFNG-inducible transcripts in mice allografts
GRITs Rejection Induced (GRIT1 and GRIT2) and in human cell lines:
Transcripts macrophages, HUVEC (entothelial cell line) and
RPTEC
Donor-specific antibody Transcripts differentially expressed between
DSAST4 (DSA) selective transcripts | rejection-classified biopsies from DSA+ patients
compared to DSA negative patients (n=23).
AMAT1? Alternative Macrophage Alternative activation of macrophages in mouse
Associated Transcripts 1 model of ischemic necrosis. Redundant
probesets present. (n=27)
IGT® Immunoglobulin transcripts | B cell transcripts
Endothelial cell associated | Literature-based endothelial cell-associated
ENDATS® transcripts transcript set (n=119).
IRRAT” Injury-repair response Transcripts capable of estimation of kidney
associated transcripts transplant injury early and late post-transplant.
Transcripts with higher expression in rejection-
NKB? NK cell transcript burden classified biopsies from DSA+ patients (DSAST)
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and selective expression in human NK cells but

not effector T cells.

Transcripts capable of quantitating human

TCB? T cell transcript burden effector T cell transcript amounts with minimal
expression in human NK cells
BAT® B-cell associated Transcripts with selective expression in human
transcripts B cells (n=146).
MCAT?® Mast cell associated Transcripts highly correlated with scarring
transcripts (fibrosis) in allograft biopsies
IRITD3 Injury and rejection induced | Humanized transcripts induced by a non-
transcripts - Intermediate immune kidney injury in isografts peaking
around day 3 post-transplant in mouse kidney
transplants. Redundant probesets present
(n=802).
IRITDS Injury and rejection induced | Humanized transcripts induced by a non-
transcripts - Intermediate immune kidney injury in isografts peaking
around day 5 post-transplant in mouse kidney
transplants. Redundant probesets present (n
=569).
KT110 Kidney Transcripts - setl Humanized mouse kidney selective transcripts
(n=1333). Majority decreased after injury
KT210 Kidney Transcripts - set 2 Derived from mouse solute carrier transcripts
KT1.1%0 Kidney Transcripts set 1.1 Derived from mouse kidney selective
KT2.11%0 Kidney transcripts - Set 2.1 | Derived from mouse solute carrier transcripts

1Am J Transplant 2008; 8 (3):637-46.

2Am J Transplant 2010; 10 (4):810-20.

3Am J Transplant 2006; 6 (6): 1342-54

4Am J Transplant 2010; 10 (8): 1812-22.

SAm J Transplant. 2008; 8 (7):1434-43.

6Am J Transplant 2009; 9 (11): 2520-31.

7J Am Soc Nephrol 2012; 23 (5):948-58.

8Am J Transplant 2012; 12 (5): 1180-91.

9Am J Transplant 2009; 9 (1): 169-78.

10Am J Transplant 2007; 7 (5): 1121-30.
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9.3. FIGURAS

Figura 1. Histologia de rechazo celular grado 1A. A y B. Infiltrado inflamatorio intersticial (i1) y tubulitis

(t2). Tincion de PAS (400 x). Cortesia de M. Vidal. Departamento de Patologia del H. Vall d’ Hebrén.

Figura 2. Histologia de rechazo celular grado 2A y 2B. C. Imagen de endotelialitis (v1). D. Imagen de
endotelialitis (v2). Tincion de PAS (400 x). Cortesia de M. Vidal. Departamento de Patologia del H. Vall

d’'Hebron.
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Figura 3. Histologia de rechazo agudo humoral. E, infiltrado celular inflamatorio por neutréfilos en
capilares glomerulares (Tincion PAS 400x). F, infiltrado inflamatorio en capilares peritubulares (H&E400x).

Cortesia de M. Vidal y MT Salcedo. Departamento de Anatomia Patolégica. H. Vall d’ Hebrén.

Figura 4. G, deposito de C4d difuso en capilares peritubulares (Tinciéon por Inmunohistoquimia). H,
imagen de depdsito de C4d difuso mediante técnica de Inmunofluorescencia. Cortesia de M. Vidal y MT

Salcedo. Departamento de Anatomia Patolégica. H. Vall d’ Hebron.
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Figura 5. Histologia de rechazo humoral crénico. 1y J, imagen de Glomerulopatia del Trasplante (cg3) e
inflamacién de capilares glomerulares (g1) en paciente con anticuerpos anti-HLA positivos y C4d negativo
(Tinciones PAS 400x y Plata Metenamina respectivamente). Cortesia de M.Vidal y MT Salcedo.

Departamento de Anatomia Patoldgica de Hospital Vall d’ Hebron.
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Figura 6. Infiltrado inflamatorio tubulointersticial y de la microcirculacion mediante técnica de
Inmunohistoquimia. CDA45: leucocitos totales, CD3: linfocitos T, CD20: linfocitos B, CD68:

monocitos/macréfagos, CD138: células plasmaticas, CD56: células Natural Killer.
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